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RESUMO

A capacidade de se manter dormente ou em estado latente ¢ uma adaptacao
observada em diversas células e organismos, na qual as células reduzem seu metabolismo,
transcri¢do e traducdo, para se manterem vivas em condi¢des ndo ideais para seu
crescimento. Assim, elas retomam o crescimento ativo quando o ambiente volta as
condi¢des favoraveis. Tal adaptagdo também ¢ observada em leveduras de Cryptococcus
neoformans, fungo causador da meningite criptococica em  pacientes
imunocomprometidos. Nesse trabalho analisamos os mecanismos envolvidos na
reativagdo de C. neoformans durante infecgao in vitro e in vivo e as alteracdes metabolicas
induzidas por esse fungo nos macrofagos infectados. Para isso, infectamos macrofagos
derivados de medula 6ssea (BMDM), pré-tratados ou ndo com LPS e IFN-y com 0 nosso
modelo de C. neoformans dormente (DCn), C. neoformans em crescimento estacionario
(Stat) e mortos por calor (HK) + 1% Stat e analisamos a capacidade do DCn de reativar
nessas condigdes e também a influéncia de vesiculas extracelulares (EV) produzidas pelos
BMDM. Para analise do metabolismo celular, analisamos a massa mitocondrial,
despolarizagdo da membrana mitocondrial, produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), captura de glicose e acidos graxos por citometria de fluxo. Além disso, analisamos
o perfil respiratério das células infectadas por oximetria e empregamos RT-qPCR para
quantificagdo da expressdo de genes importantes no metabolismo celular. Para analise da
reativagdo em um contexto in vivo, infectamos camundongos com fendtipo selvagem
(WT) ou “Knockout” (KO) para expressao de IFN-y ou 6xido nitrico (NO), com DCn e
seus respectivos controles. Observamos entdo, que a fagocitose ¢ importante para
estimular a reativagdo de DCn, apesar de ndo ser necessaria, j& que o contato com
compostos extracelulares liberados pelos macréfagos ¢ suficiente para induzir tal
reativacdo e que esse processo ¢ inibido na presenca de LPS e IFN-y. Observamos
também que o DCn s6 reativou em camundongos imunossuprimidos com dexametasona
(C57BL/6) deficientes na produgdo de IFN-y ou em camundongos imunodeficientes na
producdo de linfécitos T (Balb/c nude), em que o fungo manteve sua viruléncia e migrou
para o Sistema Nervoso Central (SNC), onde retomou sua proliferacdo, confirmando a
importancia da resposta imune adaptativa em conter essa infec¢do fungica. Em relagao
aos aspectos metabolicos analisados, observamos que todos os fungos induziram
acidificagdo extracelular, indicando aumento na realizag¢ao de glicélise pelos macrofagos,
ao mesmo tempo em que o Stat previne o aumento da captacdo de 2NBDG induzida pelo
tratamento com LPS e IFN-y, possivelmente representando uma estratégia ativa de evitar
a ativagdo pro-inflamatoria. Curiosamente, o DCn induz uma maior captura de acidos
graxos por macrofagos pré-tratados com LPS e IFN-y, apesar de reduzir a dependéncia
dos macroéfagos utilizarem essa fonte de energia. Por fim, DCn modulou a expressdo de
genes relacionados ao metabolismo de glicose e acidos graxos, apesar de em menor grau
do que o Stat. Esses dados demonstram a preferéncia do DCn pela utilizag¢ao de lipideos
como fonte de energia e a capacidade de modular o metabolismo do macrofago
hospedeiro a seu favor, induzindo o metabolismo glicolitico nos macrofagos.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, dorméncia, metabolismo, macréfago,
reativagao.
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ABSTRACT

The ability to remain dormant or in a latent state is an adaptation observed in
several cells and organisms, in which cells reduce their metabolism, transcription and
translation, to remain alive in conditions that are not ideal for their growth. Thus, they
resume active growth when the environment returns to favorable conditions. Such
adaptation is also observed in Cryptococcus neoformans yeasts, fungus that causes
cryptococcal meningitis in immunocompromised patients. In this work we analyzed the
mechanisms involved in the reactivation of C. neoformans during in vitro and in vivo
infection and the metabolic changes induced by this fungus in infected macrophages. For
this, we infected bone marrow-derived macrophages (BMDM), pre-treated or not with
LPS and IFN-y with our model of dormant C. neoformans (DCn), C. neoformans in active
growth (Stat) and heat-killed (HK) + 1% Stat and analyzed the ability of DCn to reactivate
under these conditions; and also the influence of extracellular vesicles (EV) produced by
BMDM. For analysis of cellular metabolism, we analyzed mitochondrial mass,
mitochondrial membrane depolarization, production of reactive oxygen species (ROS),
indirect glucose and fatty acid capture by flow cytometry. Furthermore, we analyzed the
respiratory profile of infected cells by oximetry and used RT-qPCR to quantify the
expression of important genes in cellular metabolism. For analysis of reactivation in an
in vivo context, we infected wild-type (WT) or “Knockout” (KO) mice for IFN-y or nitric
oxide (NO) expression, with DCn and their respective controls. We then observed that
phagocytosis is important to stimulate DCn reactivation, although it is not necessary,
since contact with extracellular compounds released by macrophages is enough to induce
such reactivation and that this process is inhibited in the presence of LPS and IFN- y. We
also observed that DCn only reactivated in mice immunosuppressed with dexamethasone
(C57BL/6) deficient in the production of IFN-y or in mice immunodeficient in the
production of T lymphocytes (Balb/c nude), in which the fungus maintained its virulence
and migrated to the Central Nervous System (CNS), where it resumed its proliferation,
confirming the importance of the adaptive immune response in containing this fungal
infection. Regarding the analyzed metabolic aspects, we observed that all fungi induced
extracellular acidification, indicating an increase in the performance of glycolysis by
macrophages, while Stat prevents the increase of 2NBDG uptake induced by treatment
with LPS and IFN-y, possibly representing an active strategy to avoid pro-inflammatory
activation. Interestingly, DCn induced a greater uptake of fatty acids by macrophages
pretreated with LPS and IFN-y, despite reducing the dependency of macrophages on this
energy source. Finally, DCn enhanced the expression of genes related to glucose and fatty
acid metabolism, although to a lesser extent than Stat. These data demonstrate DCn's
preference for the use of lipids as an energy source and the ability to modulate host
macrophage metabolism in its favor, inducing glycolytic metabolism in macrophages.

Key words: Cryptococcus neoformans, dormancy, metabolism, macrophage,
reactivation
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Capitulo 1 — Reativacio de Cryptococcus neoformans dormente em modelo

murino in vitro e in vivo

1.1 Introducio
- Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans ¢ um fungo ambiental amplamente difundido nos
diversos ecossistemas terrestres, sendo facilmente encontrado em cascas de arvores e
fezes de animais, principalmente aves, com os quais mantém uma estreita relacdo
ecologica e evolutiva (Nielsen, K. ef al, 2007). Apesar de estar bem adaptado a forma de
vida livre, este micro-organismo ¢ um patogeno intracelular facultativo, capaz de infectar
eficientemente células animais, proliferando-se e difundindo-se para diversos o6rgaos
(Feldmesser, M. et al, 2000). Por possuir preferéncia pelo Sistema Nervoso Central
(SNC), esse patogeno utiliza diversas estratégias de viruléncia para chegar ao cérebro,
podendo causar meningite criptococica, principalmente em um contexto de
imunossupressao (Esher, S. ef al, 2018), como ¢ o caso de pacientes acometidos pela

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Bekondi, C. et al, 2006).

Dentre os pacientes que apresentaram diagnodstico positivo para o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), a criptococose ¢ a infec¢do fiingica mais prevalente e
responsavel por 19% das mortes destes pacientes em um contexto global, com
aproximadamente 112.000 mortes anuais. Essa doenga representa um problema de saude
publica principalmente na Africa Subsaariana, onde ocorre cerca de 75% das mortes por
meningite criptococdcica (Rajasingham, R. et al, 2022). Apesar disso, a criptococose ¢
uma doenga negligenciada, recebendo menos de 0,5% dos recursos destinados para a
pesquisa cientifica (Rodrigues, et al, 2016) e nem mesmo consta na lista de doencas
tropicais negligenciadas da Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Somente
recentemente (2022), a OMS publicou um documento listando os principais patégenos
fungicos que apresentam riscos para a humanidade, na qual o C. neoformans consta como
prioridade maxima, acompanhado por Candida auris, Candida albicans e Aspergillus
fumigatus. Considerados fungos invasivos e oportunistas, tais espécies afetam

principalmente pacientes imunodeficientes, como ¢ o caso de pacientes com AIDS, com
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doenga pulmonar cronica, com cancer ou diabetes mellitus, além de pacientes internados
em unidades intensivas ou em tratamento para transplante de 6rgaos. Considerando que
tais populacdes de risco vém aumentando progressivamente, as infec¢des flngicas
oportunistas também se tornam um problema cada vez mais grave e necessario de aten¢ao

(OMS, 2022).

Cryptococcus € um género da classe Basidiomiceto que inclui mais de 70 espécies,
pertencente ao filo Basidiomycota, (Kwon-Chung, K.J. ef al, 2011). O ciclo de vida dos
basidiomicetos alterna entre fases haploides e diploides, em que a fase haploide ¢
composta por leveduras a e @ que podem se fundir, formando uma célula diploide a/ a
(hifa), que pode realizar meiose, formando os basididsporos, que ao germinarem formam
novas hifas. No caso do C. neoformans, a fase leveduriforme é sua fase dominante,
podendo, entretanto, mudar para o crescimento filamentoso em casos de estresse
nutricional (Shapiro, R. ef al, 2011). A estrutura leveduriforme ¢ favoravel a esse micro-
organismo, permitindo a reproduc¢do por brotamento e a sobrevivéncia em substratos
liquidos, ricos em nutrientes soliveis e no interior de células animais e vegetais, apesar
de aparentemente ndo ser patogénico para cé¢lulas vegetais, usando-os apenas como

reservatorio temporario (Dornelas, J. et al, 2022).

Dentre as espécies de Cryptococcus, as potencialmente causadoras da
criptococose pertencem as espécies C. neoformans e C. gatti. Recentemente observou-se
diferengas fenotipicas antigénicas consideraveis dentro do grupo do C. neoformans,
justificando andlises moleculares e genéticas que chegaram a divisdes mais especificas
dentro desses grupos. C. neoformans foi dividido em varia¢ao grubii (C. neoformans) e
variagdo neoformans (C. deneoformans), em que o grupo C. neoformans contém o
sorotipo A (gendtipo VNI, VNII e VNB), o grupo C. deneoformans contém o sorotipo D
(gendtipo VNIV) e o grupo C. gatti contém as espécies C. gatti, C. bacillisporus, C.
deuterogattii, C. tetragattii, e C. decagattii (sorotipos B e C; genotipos VGI-1V) (Hagen,
F. et al, 2015; Kwon-Chung, K. et al, 2017).

E importante ressaltar que existem algumas diferencas cruciais entre C. gatti e C.
neoformans quanto as estratégias de viruléncia, vias de infeccdo e epidemiologia. O C.

neoformans, principalmente encontrado na Africa subsaariana, ¢ o maior responsavel por
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mortes em pacientes HIV+, infectando principalmente pacientes imunossuprimidos, o
que o caracteriza como um patdgeno oportunista. Ja o C. gatii, ¢ um fungo endémico do
norte australiano que acomete principalmente a populagdo aborigene, apesar de também
ser encontrado em outras regides do planeta (Ngamskulrungroj, P. et al, 2012). E
considerado um patdgeno primario, ja que também infecta pacientes imunocompetentes.
Além disso, C. gatti tem como preferéncia a infeccdo pulmonar, causando sérias
pneumonias, enquanto somente 35% dos casos de criptococose por C. neoformans geram
um quadro de infec¢dao pulmonar (Ngamskulrungroj, P. et al, 2012). O pior desfecho em
infec¢des por C. neoformans € a meningite criptocococica, ja que este fungo apresenta
tropismo pelo SNC e muitas vezes s6 ¢ diagnosticado quando ja atingiu essa regido,
dificultando o tratamento (Esher, S. et al, 2018). Um dos motivos usados para explicar
tais diferengas decorre da resposta imune contra as duas espécies, ja que C. gatti induz
uma imunossupressdo significativamente maior no pulmio infectado do que C.

neoformans, favorecendo sua proliferacao (Cheng, P. Y. et al, 2009).

- Imunidade antifungica

A infeccdo se inicia com a inalacdo de esporos ou leveduras de Cryptococcus
presentes no meio ambiente, que eficientemente ultrapassam as barreiras de prote¢ao
nasais e se instalam nos alvéolos pulmonares (Nielsen, K. et a/, 2007). Na maioria das
vezes a infec¢do ¢ assintomdtica ou se confunde com os sintomas de uma infec¢do
pulmonar viral, sendo facilmente eliminada, no caso de pacientes imunocompetentes
(Littman, M. 1959). Ja foi mostrado inclusive que 70% das criangas maiores de 5 anos
apresentam reatividade soroldgica a varios antigenos criptococécicos, evidenciando a
prévia exposicao dessas criancas ao fungo, sem que tenham sido diagnosticadas com a
doenga anteriormente (Goldman, D. ef a/, 2001). Como esperado, tal reatividade também
¢ observada em adultos de forma ubiqua, independentemente da manifestacdo ou nao de
criptococose (Deshaw, M. et al, 1995). Acredita-se que a maioria dos casos de
criptococose ¢ desencadeada a partir da reativagdo de uma infecgdo latente, que estava
controlada até uma eventual fragilidade do sistema imune (Garcia-Hermoso, D. 1999;

Brunet, K. ef al/, 2018). Outra evidéncia para isso ¢ que muitas vezes o antigeno
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encontrado no paciente infectado ¢ geneticamente diferente das cepas de C. neoformans

endémicas do local de sua residéncia (Beale, M. A. et al, 2015).

Apos a instalacdo das leveduras nos alvéolos pulmonares, rapidamente ha o
reconhecimento por macrofagos alveolares residentes e subsequente internalizagdo
fungica nas primeiras horas apds a infec¢ao (Feldmesser, M. ef al, 2000). Macrofagos sao
os principais representantes da resposta imune inata: sdo células mononucleadas
responsaveis pela fagocitose e degradacao de moléculas e micro-organismos estranhos ao
hospedeiro, além de liberagdo de diversos fatores que induzem a quimiotaxia de outras
células do sistema imune inato e adaptativo para auxiliar no controle da infec¢do. Para
tal, eles apresentam diversos receptores responsaveis pelo reconhecimento de Padrdes
Associados a Patdégenos (PAMPs), ou seja, moléculas comuns entre micro-organismos
patogénicos. No caso dos fungos, os principais PAMPs sdo moléculas encontradas na
parede celular, como [-glucana, quitina e mananas. Tais receptores, chamados
Receptores de Reconhecimento de Padrao (PRR) sdo classificados quanto ao tipo de
molécula reconhecida e localizagdo celular. Dentre eles, os principais relacionados ao
reconhecimento fungico sdo os receptores de lectina do tipo C (CLR) e os receptores do
tipo Toll (TLR), localizados na membrana plasmatica e endossomos das células imunes
inatas. Além disso, essas células também apresentam receptores citoplasmaticos que
reconhecem moléculas fingicas no meio intracelular, que sdo representados pelos
receptores do tipo NOD (NLR) e do tipo AIM2 (ALR) (Schroder, K and Tschopp, J.
2010; Tavares, A. et al, 2015).

Os receptores de membrana tém como principal fungdo a internalizagdo fingica e
degradacdo das particulas no fagolisossomo por meio da produ¢do de Espécies Reativas
de Oxigénio (ROS) e de Nitrogénio (RNS). Concomitantemente, os receptores ativam
fatores de transcrigdo como o Fator Nuclear kappa B (NF-xB), que leva a transcri¢ao de
citocinas pro-inflamatdrias como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), interleucina (IL)-6
e das formas inativas de IL-18 e IL-18 (Takeuchi, O. et al, 2010). Essas citocinas
precisam de um segundo sinal induzindo a sua ativacdo, de modo a evitar respostas
inflamatorias exacerbadas e inespecificas, funcdo desempenhada pelos receptores
intracelulares. Entdo, posteriormente, ha o reconhecimento de fatores como alta

concentragdo de ROS ¢ catepsina B ¢ baixos niveis de K" pelos receptores
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citoplasmdticos, que se agregam em complexos multiproteicos denominados
inflamassomas. O C. neoformans ativa principalmente o inflamassoma NLR que contém
Pirina (NLRP3), o qual ¢ formado por um receptor NLR associado a uma proteina
adaptadora do tipo SPECK associada a apoptose que contém CARD (ASC) e a uma pro-
caspase-1 ou pro-caspase-8 que sdo auto-clivadas e ativadas quando o NLR reconhece o
sinal. As caspases ativas estariam aptas, entdo, para clivar as formas inativas das
interleucinas, formando IL-1( e IL-18 ativas (Chen, M et a/, 2015) além de ativar vias de
piroptose, auxiliando na eliminacdo das leveduras intracelulares (Bergsbaken, T. ef al,

2009).

Apods iniciada a resposta inata pelos fagdcitos residentes, hd um intenso
recrutamento de monocitos e células dendriticas expressando Receptor de Quimiocina 2
(CCR2), que tém fung¢do de auxiliar no combate a infeccdo e na captura de antigenos
(Osterholzer, J. et al, 2008). As células dendriticas contendo o antigeno migram para os
6rgdos linfoides secunddrios e, nas areas ricas em linfocitos T, estimulam a maturagdo e
diferenciag@o de linfocitos T virgens expressando CD4 em sua superficie para um perfil
T auxiliar (Th) ou de linfécitos T expressando CD8 em sua superficie para um perfil
citotoxico. Para que essa diferenciagdo ocorra, sdo necessarios que ocorram
concomitantemente trés estimulos diferentes: apresentacdo do antigeno via Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) de classe I para linfocitos CD8+ ou II para
linfocitos CD4+ na célula dendritica, que se liga ao Receptor de Antigeno da Célula T
(TCR); expressdo de moléculas co-estimulatorias como CD40 pelas células dendriticas e
reconhecimento pelos CD40 ligante dos linfocitos T; e producdo de citocinas

(Kambayashi, T. e Laufer, T. 2014).

As citocinas secretadas sdo determinantes para a diferenciacdo de linfécitos Thl
ou Th2, que se diferenciam quanto ao padrdo de citocinas produzido e mecanismo de
acdo. As citocinas IL-12, Interferon (IFN)-y e IL-18 estimulam a diferenciagdo de
linfocitos Thl, com caracteristicas pro-inflamatodrias, produtores de IFN-y e IL-2. Em
contraste, a secrecao de IL-4 e IL-13 pelas células dendriticas estimula preferencialmente
a diferenciagdo de linfocitos Th2, produtores de IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, citocinas com
caracteristicas mais reparadoras (Kambayashi, T. e Laufer, T. 2014; Mukaremera, L. et

al,2017). Linfocitos T CD4 também podem ser ativados para um perfil Th17, relacionado
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a respostas pro-inflamatdrias a micro-organismos extracelulares, podendo causar também
respostas autoimunes. Essa resposta ¢ iniciada com o estimulo das citocinas TGF-f, IL-

6, IL-21, que geram linfocitos produtores de IL-17 e IL-22 (Guglani L. et al, 2010)

A importancia dos linfocitos T CD4+ para o combate a criptococose deve ser
ressaltada, ja que os casos mais graves da doenga, com disseminag¢do do fungo para o
SNC ocorrem predominantemente em pacientes imunodeficientes, com baixa producao
desses linfocitos (Rajasingham, R. et al, 2022). Além disso, o controle da criptococose
geralmente est4 associado a uma resposta adaptativa do tipo Th1, sendo mais facilmente
disseminada quando h4 predominancia da resposta Th2. Entretanto, ja foi mostrado que
C. neoformans também ativa linfocitos Th17 tanto em pacientes imunocompetentes
quanto imunossuprimidos, principalmente no fluido cerebroespinhal (Guo, X. et al,
2022). Dessa forma o organismo regula constantemente as respostas Th, sendo essencial
para o controle efetivo de infecgcdes e podendo causar quadros alérgicos ou doencas
autoimunes quando nao ¢ bem regulado (Kambayashi, T. e Laufer, T. 2014; Mukaremera,
L. et al,2017). Além disso, as células CD4+ sdo as principais responsaveis pelo controle
da infec¢do no sangue periférico, recebendo auxilio também dos linfocitos T CD8+.
Ambas realizam exocitose de granulos contendo granulizina, molécula similar as
perforinas, secretadas pelas células Natural Killers (NK). Estas, ao se ligarem a membrana
fungica, reagem com os compostos lipidicos ai presentes levando a formagao de poros, o

que acaba desencadeando a lise do micro-organismo (Zheng C. et al, 2007).

Dessa forma, o IFN-y ¢ uma das principais citocinas responsaveis pelo processo
pro-inflamatério tanto na imunidade inata quanto adaptativa no controle a micro-
organismos intracelulares. Foi mostrado que o tratamento com essa citocina aumenta a
eficiéncia de macrofagos em matar leveduras intracelulares (Davis, M. et al, 2015). O
grupo dos IFNs geralmente estdo associados a resposta antiviral, sendo a principal
citocina no combate a esse patdogeno. Entretanto, o IFN-y (tipo II) é extremamente
importante no controle da criptococose, aumentando o recrutamento de leucocitos para
sitio de infecgdo, incluindo neutrofilos, eosinofilos e linfocitos. Além disso, essa citocina
induz uma resposta adaptativa protetora do tipo Thl em detrimento de uma resposta do

tipo Th2, auxiliando na efetiva eliminagdo fungica (Chen, G. et al, 2005).
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Outro mecanismo de agdo induzido pelo IFN-y é a produgio de Oxido Nitrico
(NO) pelos fagécitos, através da transcri¢do de Oxido Nitrico Sintase Induzivel (iNOS ou
NOS2) (Lu, L. et al, 1996). O NO ¢ essencial em processos inflamatdrios, ja que ¢ um
eficiente vasodilatador e regulador do recrutamento leucocitario, inibindo respostas
exacerbadas no caso de inflamagdes agudas. Também ¢ um bom mecanismo efetor no
caso de infec¢des intracelulares, em que o NO interage com espécies reativas de oxigénio
formando compostos antimicrobianos capazes de gerar danos no Acido
Desoxirribonucleico (DNA) ou em lipidios do micro-organismo, levando lise do micro-
organismo (Xiomara, M. et al, 2006). Sabe-se que essa molécula também ¢ essencial no
processo de controle da infeccdo por C. neoformans, pois quando sua produgdo ¢ inibida
observa-se o agravamento da infec¢ao (Lovchik, J. et al, 1995). Ja foi mostrado também
que ela esté relacionada a formacao de granulomas pulmonares contendo C. neoformans,
induzido pela expressdo das citocinas IFN-y, Fator Estimulador de Colonias de
Granulécitos e Macrofagos (GM-CSF) e Fator de Transformagdo do Crescimento Beta

(TGF-p), também super-expressas em granulomas (Goldman, D. ef al, 1996).

Granulomas sdo estruturas que se formam no pulmao ou cérebro infectados por
C. neoformans como forma de conter a infec¢do. S@o similares aos formados durante
quadros de tuberculose, formados por agregados de macrofagos contendo um grande
namero leveduras em proliferagdo celular. Estes macrofagos vao se diferenciando em
células com caracteristicas epiteliais, incluindo jun¢des comunicantes que permitem o
maximo de contato intercelular. Com o desenvolvimento do granuloma, pode haver o
recrutamento de outros leucdcitos, como neutrofilos, eosindfilos e linfocitos T ¢ B
(Adams, D. 1976). Entretanto, as caracteristicas do granuloma podem variar em termos
de caracteristicas, nimero e processo inflamatério dependendo do quadro infeccioso. Por
exemplo: sabe-se que C. gatti induz um granuloma do tipo gelatinoso, fluido, enquanto
C. neoformans estimula predominantemente a formag¢do de um granuloma do tipo
fibrético durante infeccdo pulmonar. Além disso, observou-se que quando a infec¢ao
evolui mais rapidamente (em até oito semanas), forma-se uma massa com caracteristica
gelatinosa e com menos inflamacdo, enquanto quando a infec¢do ¢ mais duradoura,
observa-se a formagao dos granulomas fibroticos (Baker e Haugen, 1975). Estes, podem

reduzir ou aumentar de tamanho, podendo sofrer calcificagdo e formar uma cicatriz,
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dependendo do tipo de resposta adaptativa envolvida em sua formagdo (Thl ou Th2)
(Ristowi, L. ef al 2021). Como podem permanecer estaveis apos certo tempo, acredita-se
que essas estruturas podem servir como sitios reservatdrios para infecgdes latentes de
Cryptococcus, onde de fato ja foram encontradas leveduras com este fenotipo (Goldman,

et al. 2000; Alanio, A. et al, 2015).

- Estratégias de viruléncia

Como visto acima, o orquestramento de uma resposta imune inata e adaptativa ¢
essencial para o controle da infec¢do por C. neoformans, evitando sua disseminagdo para
outros 6rgdos, principalmente o SNC. Entretanto, ainda assim, esse fungo apresenta
diversas estratégias para driblar as defesas e se manter vidvel no organismo, ainda que
muitas vezes em uma infec¢do latente. A principal caracteristica desta levedura que
contribui para sua viruléncia ¢ a presenca de uma espessa capsula polissacaridica
composta por cerca de 90% de glucuronoxilomanana (GXM), 9% galactoxilomanana
(GalXM) e menos de 1% de manoproteinas, apesar de que essas proporgdes e
caracteristicas da capsula variam entre as espécies de Cryptococcus e fases de infecgdo,
que vao sendo alteradas de acordo com a progressdo da infec¢do (Zaragoza, O. et al,

2009).

J& foi demonstrado que C. neoformans apresenta um espessamento de sua capsula
algumas horas apos a infec¢do murina, o que também ocorre durante a infec¢do
intracelular in vitro (Feldmesser, M. et al, 2001). Tal estratégia ¢ considerada uma
adaptagdo para sobreviver no organismo hospedeiro e, também pode ser induzida in vitro,
cultivando o fungo em um meio minimo ou em atmosfera com alta concentragdo de CO.,
simulando uma situagdo de estresse nutricional (Littman et al, 1958; Granger et al, 1985).
Sabe-se que a estrutura capsular ¢ utilizada pelo fungo para evadir do sistema imune do
hospedeiro, ja que tal estrutura mascara as glucanas presentes na parede celular fingica,
as quais seriam facilmente reconhecidas pelos receptores de manose e receptores FC
gamma II do hospedeiro (Syme, R.M. et al, 2002). Tal fendmeno foi descrito utilizando
cepas acapsulares de C. neoformans, que se mostraram extremamente imunogénicas,

estimulando a producdo de IL-1p via ativacao do inflamassoma NLRP3 (Guo, C. et al,
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2014). Essa ativacao faz com que essas cepas sejam facilmente eliminadas pelo sistema

imune do hospedeiro e ndo consigam progredir com a infec¢ao (Guo, C. et al, 2014).

Outra importante altera¢do estrutural e capsular relacionada a viruléncia do C.
neoformans ¢ a diferenciagdo em células titds, com aumento significativo do tamanho
celular, variando de 10 a 100 micrémetros (um) de didmetro além de modifica¢des na
estrutura da parede celular e da capsula (Zaragoza, O. et al, 2010). Essas alteracdes
dificultam o reconhecimento pelas células do sistema imune do hospedeiro, além de
dificultar a fagocitose por macrofagos alveolares (Okagaki, L. ef al, 2012). Esses fatores
aparentemente estdo relacionados com a manutencdo de uma infec¢do latente no
organismo (Zaragoza, A. e Nielsen, K. 2013) Ademais, j& foi demonstrada a importancia
dessa adaptagdo para a evasdo criptocococica do pulmdo e cruzamento da barreira
hematoencefalica, assim como a indu¢do de uma resposta imune nao protetora para o

hospedeiro (Crabtree, J. et al, 2012).

Apesar de cepas encapsuladas de C. neoformans ndo ativarem tanto o
inflamassoma quanto cepas acapsulares, sabe-se que elas também ativam as vias candnica
por Caspase-1 e ndo candnica por Caspase-8 do inflamassoma NLRP3 quando
opsonizadas e fagocitadas por macrofagos e células dendriticas (Mingkuan, C. et al,
2015). Em contrapartida, ja foi mostrado que, como forma de impedir esse processo
natural de defesa contra agentes fungicos, essa espécie secreta pequenas moléculas
capazes de inibir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 e os eventos imunoldgicos
subsequentes. Também foi visto que essas moléculas induzem um aumento da exocitose
ndo litica de leveduras internalizadas por macréfagos e uma maior sobrevivéncia do fungo

no hospedeiro tanto em um modelo in vitro quanto in vivo (Biirgel, P. et al, 2020).

Apesar de o macrofago ser a primeira linha de defesa ao C. neoformans, seu
mecanismo nao apresenta uma eficiente acdo microbicida contra as leveduras, ja que estas
conseguem sobreviver em seu interior e inclusive proliferar mais eficientemente do que
no meio extracelular. Isso ocorre pois apds a fagocitose ha a formagao do fagolisossoma
contendo as leveduras intracelulares, onde hd uma reducdo do Potencial Hidrogenionico
(pH), o qual ¢ favoravel a sobrevivéncia deste fungo (Feldmesser, M. et al, 2000).

Entretanto, para que o pH ndo seja tdo acido, o fungo induz a permeabilizagdo do
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fagolisossomo e acumulo de vesiculas contendo polissacarideos no citoplasma, gerando
um ambiente continuo, com maior espago para proliferacdo (Tucker S. e Casadevall, A.
2002). Além disso, o fungo consegue neutralizar os efeitos deletérios do NO produzido
pelos macroéfagos sem interferir na expressdo de iNOS, sobrevivendo entdo a esse
importante mecanismo de defesa (Kawakami, K. ef al, 1997; Trajkovic, et al, 2000). Por
fim, a sobrevivéncia nos fagdcitos também esta relacionada a presenca da capsula, ja que
mutantes acapsulares sdo facilmente eliminados pelos macrofagos, provavelmente

apresentando menor resisténcia as condi¢des intracelulares (Guo, C. et al, 2014).

Essa capacidade de sobreviver no interior dos fagocitos ¢ muito semelhante ao
observado em amebas infectadas com C. neoformans. Amebas sao micro-organismos
unicelulares ambientais com caracteristicas estruturais similares aos macroéfagos e
predadores naturais de fungos como C. neoformans. Acredita-se que estratégias de
sobrevivéncia intracelular tenham sido selecionadas ao longo da evolu¢do em conjunto
entre as duas espécies, o que favoreceu a capacidade do fungo de sobreviver também em
fagdcitos. Essa caracteristica também ¢é observada em outros parasitas intracelulares tanto
fungicos quando bacterianos, também relacionados a processos de coevolugdo

(Steenbergen, J. et al, 2001).

A capacidade de sobreviver nos fagocitos também ¢ utilizada pelo C. neoformans
como forma de se disseminar para outros 0rgdos, principalmente o SNC, utilizando o
mecanismo chamado “Cavalo de Trdia”. Isso ocorre pois naturalmente ha o fluxo de
macréfagos pelo organismo pela via venosa, o que também ocorre com macrdofagos
infectados, que “escondem” leveduras que seriam facilmente detectadas se estivessem
livres no sangue ou o6rgdo. Esses macrofagos infectados chegam a outros 6rgaos, onde
algumas leveduras podem sair, gerando outra infeccdo local. Ja4 foi mostrado que o
cruzamento da barreira hematoencefalica ¢ mais eficiente por macrofagos carregando
leveduras do que pelo fungo em sua forma livre, levando também a uma infec¢do mais
eficiente do tecido cerebral (Santiago-Tirado, F. et al, 2017). Esse processo também
ocorre com neutrofilos e células dendriticas, apesar de menos estudados, e em todos os
casos ¢ necessario que o fungo esteja vidvel para que ocorra, mostrando que ¢ uma

estratégia ativa deste patdgeno (Yang, X. ef al, 2019; Walsh, N. et al, 2019).
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O mecanismo descrito acima em que hé a saida do fungo do meio intracelular para
o meio extracelular sem morte da célula hospedeira nem do fungo ¢ chamado vomocitose
ou exocitose ndo litica e foi observado pela primeira vez em C. neoformans (Seoane, P.
e May, R. 2020). Anteriormente ja havia sido demonstrada a saida de patogenos do
interior de fagocitos causando lise celular, fendmeno que gera sinalizacdo imune
exacerbada e consequente atragao de outras células para sitio de infeccao, o que dificulta
a sobrevivéncia do micro-organismo. Posteriormente, esse mecanismo também foi
observado em Candida krusei e Candida albicans, mostrando ser uma estratégia
conservada entre diferentes grupos filogenéticos (Seoane, P. e May, R. 2020).
Acreditava-se também que havia transferéncia lateral de leveduras entre macréfagos
adjacentes, o que depois demonstrou-se que o que ocorre ¢ uma extrusdo seguida de

fagocitose pelo macréfago adjacente (Dragotakes, F. e Casadevall, A. 2019).

A vomocitose ja foi observada tanto in vifro quanto in vivo, ocorrendo mais
frequentemente durante infecgdo in vivo e € influenciada por alteragdes no pH fagossomal
(Nicola, A. et al, 2011). Dessa forma, quando ha neutralizagdo do pH, ha um aumento na
extrusdo, o que ¢ induzido pela producdo de urease flingica, que também evita a
degradacdo da membrana fagossomal e deve facilitar a disseminagdo pelo organismo do
hospedeiro (Fu, M. et al, 2018). A enzima lacase produzida pelo C. neoformans também
se mostrou importante no processo de vomocitose, ja que sua auséncia reduz as taxas de
exocitose ndo litica e esse processo parece ser independente de melaniza¢do fungica,

mostrando a diversidade das fun¢des das enzimas fungicas (Frazao, S et al, 2020).

C. neoformans, assim como a maioria das espécies fungicas, produz uma série de
enzimas necessarias para sua sobrevivéncia no meio ambiente relacionadas a degradagao
da matéria organica, ja que sdo organismos decompositores (Casadevall, A. et al, 1998).
Dentre elas, muitas estdo também relacionadas a viruléncia fungica, como € o caso da
fosfolipase B, que ¢ responsavel pela degradacdo de fosfolipideos. Apesar de poucas
informagdes sobre o mecanismo de ag¢do dessa enzima para a viruléncia do C.
neoformans, sabe-se que o mutante deficiente para essa caracteristica apresenta
dificuldade para proliferar no interior de macrofagos, associado também a um aumento
significativo no tamanho das leveduras, levando a um fendtipo de célula tita (Evans, R.

et al, 2015).
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Vale ressaltar também a importancia da urease, responsavel pela hidrdlise de uréia
em amonia e auxiliar ao fungo no processo de vomocitose (Olszewski M. et al, 2004); e
das superoxido-dismutases, que favorecem o crescimento fungico no interior dos
macrofagos por meio da protecdo ao estresse oxidativo (Cox, G. et al, 2003). Outra
enzima importante para a viruléncia do C. neoformans ¢é a lacase, que na presenga de
compostos polifendlicos ou poliaminobenzénicos exdgenos, os metaboliza, produzindo
melanina como subproduto, que ¢ acumulada na parede celular. A melanizacao fingica é
importante para protecdo contra estresse oxidativo, assim como a altas ou baixas
temperaturas (Chaskes, S. et al, 1975). Além disso, a lacase oxida Fell em Felll no
fagossomo de macrofagos alveolares, inibindo a resposta antifungica dessas células e

favorecendo a sobrevivéncia do C. neoformans (Liu, L. et al, 1999).

Sabe-se também que tais enzimas assim como outras proteinas e polissacarideos
podem ser produzidos e liberados para o meio extracelular no interior de vesiculas
extracelulares (EV), exossomos que funcionam como “pacotes de viruléncia” (Rodrigues,
M. et al, 2008). As caracteristicas ¢ conteudo das EVs variam de acordo com as
concentragdes nutricionais do 6rgdo em que o fungo se encontra, ora ativando a resposta
imune, ora inibindo-a. Esse mecanismo parece ser importante para a sobrevivéncia do
fungo no organismo do hospedeiro e migracao das leveduras para o SNC (Marina, C. et

al, 2020; Oliveira, D. et al, 2010; Huang, S. et al, 2012).

- Dorméncia

Como ja relatado acima, a principal forma de manifestagao da criptococose clinica
ocorre devido a reativacdo de uma infecgdo latente que ocorreu provavelmente durante a
infancia do individuo e que ndo conseguiu se desenvolver devido a competéncia do
sistema imune (Goldman, D. ef al, 2001). Entretanto, as leveduras conseguem manter-se
viaveis, principalmente no interior de macréfagos em granulomas pulmonares, porém
sem proliferagdo ativa, o que permite que voltem a proliferar quando as condigdes voltem
a ser favoraveis (Alanio, A. et al, 2015). Condi¢des favoraveis essas, representadas pelo
comprometimento do sistema imune, como a infeccdo com o HIV ou tratamento

imunossupressor (Dromer et al, 2011).
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Muitas evidéncias epidemioldgicas ja demonstravam a capacidade deste fungo em
manter uma infec¢ao latente por muitos anos, como o fato de adultos apresentarem cepas
endémicas de localidades muito distantes, visitadas durante a infancia (Beale, M. A. et al,
2015). Saha e colaboradores testaram a reatividade a proteinas criptocdcicas no soro de
pacientes transplantados que desenvolveram criptococose algum tempo apos o
transplante. O soro foi testado antes e apods o transplante de 6rgdos e uma quantidade
significativa deles apresentaram reatividade a proteinas do C. neoformans mesmo nao
tendo apresentado sintomas da doenga anteriormente (Saha, D. C. et a/ 2007). Além disso,
0os pacientes que apresentaram reatividade prévia desenvolveram a doenca
significativamente mais rapido do que os que ndo tinham anticorpos no soro contra o
patégeno. Tal resultado indica que os pacientes que desenvolveram a doenga
precocemente teriam o fungo alojado no organismo de forma latente, o qual foi reativado

quando o paciente comegou o tratamento imunossupressor (Saha, D. C. ef al 2007).

Entretanto, o fenotipo dessas leveduras somente foi descrito hd poucos anos,
quando foi possivel isola-las a partir de infeccdes de camundongos in vivo (Alanio, A. et
al, 2015). Para isso, Alanio e colaboradores descreveram uma técnica baseada na coleta
de leveduras marcadas com calcofluor recuperadas apos infeccao de macréfagos J774 por
24h ou camundongos por 7 dias e marcacdo com CMFDA (5-chloromethy-Ifluorescein
diacetato), para definicdo das caracteristicas celulares. Por meio de citometria de fluxo,
eles observaram que apds esse tempo de infeccdo, formavam-se no pulmdo e nos
macrofagos populagdes distintas do fungo. Uma delas caracterizou-se por um niimero
maior de células com baixa fluorescéncia de CMFDA e alta fluorescéncia de calcofluor,
representando pouca proliferagdo celular. A analise posterior dessas células mostrou
caracteristicas peculiares, como espessamento da capsula, aumento na quantidade de
vesiculas intracelulares, redu¢io na atividade mitocondrial e baixo contetido de Acido
Ribonucleico (RNA) (Figura 1). Por fim, essas células apesar de estarem vidveis, o que
também foi mostrado por citometria de fluxo, eram incapazes de se proliferar, mas
restauravam sua capacidade de replicacdo apos cultivo com Soro Fetal Bovino (SFB)
(Alanio, A. et al, 2015). As caracteristicas dessa populacdo permitiram caracteriza-las
como células vidveis, mas ndo cultivaveis (VBNC), fenotipo ja descrito para diversos

outros micro-organismos.

25



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB

As caracteristicas das células apresentadas acima representam uma redugdo
metabdlica compativel com um fenoétipo dormente apresentado por muitos micro-
organismos. Em fungos, esse fenotipo ja foi descrito em Saccharomyces cerevisiae,
Candida stellata e Brettanomyces bruxellensis cultivados em meio sintético de vinho e
induzido com diéxido de enxofre (Alanio, A. 2020). Essa caracteristica ¢ considerada
uma adaptacdo dos micro-organismos para se manterem viaveis quando submetidos a
situacdes de estresse. Assim, reduzem seu metabolismo, replicacdo e transcri¢ao de
material genético a0 mesmo tempo em que mantém o potencial de membrana, que lhes
confere protecdo e mobilizam vesiculas contendo nutrientes necessarios para fornecer o
minimo de energia para manter a sua sobrevivéncia. O estresse responsavel pela indugdo
de dorméncia varia entre espécies, podendo ser nutricional, concentragdo de O, pH,

salinidade, temperatura, dessecacdo ou uma combinagao desses fatores (Alanio, A. 2020).

Recentemente foi proposto um protocolo para indu¢do de dorméncia in vitro de
C. neoformans, permitindo a obten¢do de um grande niumero de células dormentes, ja que
a obtengdo in vivo gera uma quantidade muito reduzida de leveduras com esse fendtipo
(Hommel et al., 2019). Esse protocolo baseia-se em cultivar o fungo em meio YPD até o
estagio de crescimento estacionario, quando ja comeca a haver limitacdo nutricional.
Posteriormente a cultura ¢ submetida a uma limitagdo de Oz, sendo mantida em hipdxia
por 7 a 8 dias, quando ¢ possivel recuperar as células VBNC (Fig. 1). Essas, podem ser
reativadas quando cultivadas com 10% de SFB ou acido pantoténico (Hommel et al.,
2019; Castro, R. 2019), molécula envolvida no quorum sensing e precursor de acetil-
Coenzima A (CoA) (Albuquerque et al, 2013). Quando a hipdxia é mantida por mais de
8 dias, comega-se a observar um grande nimero de morte celular, com leveduras menores,

com degradacdo da parede celular e a presenca de dois vactolos internos (Fig. 1).
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Nutrientes Anaerobiose
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CFU + \} CFU -

Meio normal
Acido pantoténico (Vitamina B5)

Figura 1. Figura adaptada de Alanio, A. 2020: Representagdo esquematica da evolugdo fenotipica e
morfolégica de C. neoformans durante progressivo cultivo sob estresse nutricional e anaerobiose (8 dias).

1.2 Justificativa

Resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa em parceria com o
Instituto Pasteur, Paris (Castro, R. 2019) mostraram que a interagao e fagocitose seguida
de exocitose por macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos (BMDM)
levam a reativagdo de leveduras dormentes, aumentando a sua culturabilidade. Tal
reativacao ¢ inibida quando os macréfagos sdo classicamente ativados para um perfil M1
com lipopolissacarideo de bactérias gram negativas (LPS) e IFN-y, o que esta diretamente
relacionado com a maior producdo NO pelos macrofagos. Considerando tais resultados,
resolvemos abordar neste trabalho como as leveduras dormentes de C. neoformans
induzidas previamente in vitro se comportam em um contexto de infecc¢do in vivo e se a
producdo de IFN-y e NO também influencia a reativagdo dessas células nestas condigdes.
Essas analises sdo importantes pois aprofundam o conhecimento sobre a infec¢do latente
de C. neoformans e dos mecanismos envolvidos em sua reativagao, ja que essa ¢ a causa
mais prevalente do desenvolvimento da doenca em pacientes que sofrem de
imunodeficiéncia. Além disso, essas descobertas podem servir de arsenal para o

desenvolvimento de tratamentos inovadores e eficientes para a criptococose.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Geral:

e Analisar a reativacdo de células dormentes de C. neoformans em modelos in
Vitro € in vivo.

1.3.2 Especificos:

* Analisar os mecanismos envolvidos na reativacdo de leveduras dormentes

de C. neoformans ap0s infectar macrofagos ativados para um perfil M1;

* Analisar a culturabilidade de leveduras dormentes de C. neoformans ap6s

internalizacao por Acanthamoeba castellanii,

* Analisar a reativacdo de leveduras dormentes de C. neoformans em
camundongos C57BL/6 selvagens ou deficientes na produgdao de NO ou
IFN-y imunocompetentes ou imunossuprimidos via tratamento com

dexametasona;

* Analisar a reativagdo de leveduras dormentes de C. neoformans em

camundongos Balb/c nude.
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1.4 Metodologia:

1.4.1 Cultivo fangico:

Foi utilizado neste trabalho o fungo C. neoformans H990 (variacdo grubii),
gentilmente cedido pelo professor Arturo Casadevall, o qual era mantido armazenado em
freezer -80 graus celsius (° C) com meio YPD (1% extrato de levedura (BD), 2% peptona
(BD) e 2% dextrose (Sigma), pH 6,5) e 30% de glicerol. Na semana anterior a cada
experimento, uma aliquota era descongelada e plaqueada em meio YPD 4gar e incubada
por trés dias a 30°C. Apo6s os 3 dias, com auxilio de uma alca era feita uma raspagem da
placa de uma regido com varias colonias a fim de manter o fenotipo da populagado fingica
e esse agregado era inoculado em frasco ventilado com 10 mililitros (mL) de YPD liquido
por 22h em agitacdo de 150 rotagdes por minuto (RPM) a 30 °C. Apds esse tempo o fungo
atingia a fase de crescimento estaciondrio (Statl), era contado em hemocitometro para ser
usado nos experimentos. J& que apds a inducao de dorméncia, o C. neoformans continua
apresentando 1% de culturabilidade, como controle, em alguns experimentos também
utilizamos o fungo morto por calor (heat killed - HK), submetendo-o a aquecimento por

1h a 75°C acrescido de 1% de Statl (HK + Stat).

142 Inducdo de dorméncia em C. neoformans

Ap6s a o crescimento do fungo por 22h, foram inoculados 100 microlitros (uL)
do Statl para cada um dos dois frascos contendo 10 mL de YPD liquido, o qual foi
incubado por 20 horas (h) em agitacdo de 150 RPM a 30°C. Apds as 20h de crescimento
o fungo atingia novamente o crescimento estaciondrio (Stat2), os frascos foram
acondicionados em um saco plastico hermeticamente selado contendo um gerador de
hipoxia (< 0,1% de oxigénio) (GENbag anaero, Biomérieux), e incubada durante 7 dias a
30 ° C, em repouso (Hommel et al, 2019). A culturabilidade e viabilidade fungica foi
monitorada a cada experimento a fim de confirmar o fenétipo de células viaveis, mas nao

cultivaveis (VBNC) (Hommel, B et al, 2019).

Para analise da culturabilidade, o fungo foi lavado com tampao fosfato (PBS) e
1x10* células foram plaqueadas em placa de YPD dgar e incubadas por 3 dias a 30°C.

Apds os 3 dias, as coldnias foram contadas, representando o numero de leveduras
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cultivdveis em relagdo ao nimero inicial inoculado e se prosseguia com o experimento

quando a culturabilidade atingia um méaximo de 5% do indculo inicial.

A checagem da viabilidade celular era feita por meio de citometria de fluxo
utilizando a sonda LIVE/DEAD Fixable Green (488 nanometros (nm)/530 nm)
(Invitrogen) na concentra¢do 1:1000 em 10°-107 células durante 20 minutos a temperatura

ambiente e no escuro.

Para o controle da culturabilidade e capacidade de reativagdo das leveduras
dormentes, 1x10* leveduras eram incubadas em 20 mL de meio minimo [MM (15
milimolar (mM) dextrose, 10 mM MgSOQOs, 29,4 mM KH>PO4, 13 mM glicina e 3 uM
tiamina)] com 10% de SFB ou somente MM, distribuidos em placa de 96 pocos e
incubados por 5 dias a 30 ° C. Apos os 5 dias, contavam-se os pogos em que houve
crescimento fungico e empregava-se a seguinte formula para determinag¢do da

culturabilidade (C) e reativagao (R):

C=1— (1-xy) R = Csfb
100 Cmm

Em que x = pogos com crescimento positivos; y = pocos totais; Csfb = C na placa com

10% de SFB; e Cmm = C na placa s6 com MM.

1.4.3 Obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos

Para obtencdo de macrdofagos derivados da medula 6ssea (BMDM), fémures e
tibias de camundongos C57BL/6 de 8 a 12 semanas de idade foram retirados e seus
interiores lavados com Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) (Sigma-
Aldrich). As células foram centrifugadas (300 x g, 5 min, 4 ° C), ressuspendidas em
tampao de lise de hemacias (Red Blood Cell Lysis Buffer; Sigma-Aldrich), lavadas e
semeadas na densidade de 2 x10° células/placa de Petri em 10 mL de meio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich) com 50 microgramas (pg)/mL de gentamicina, 20% de SFB e 30% de
meio condicionado de fibroblastos L929 (LCCM). As placas foram mantidas em
atmosfera de CO; a 5% e temperatura de 37 °© C por 7 dias. Apds 4 dias de cultivo, foram
adicionados mais 10 mL do mesmo meio completo para diferenciacdo utilizado no
primeiro dia. No sétimo dia, os macrofagos diferenciados foram lavados com meio

aquecido a 37 ° C e coletados usando TrypLE™ Express (Gibco). Em seguida, as células
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foram lavadas, ressuspendidas em RPMI-1640 com 10% de SFB e 5% de LCCM e
plaqueadas na densidade de 1x10%/mL, sendo mantidas por 24h em estufa com 5% de

CO antes dos estimulos ou infecgdes.

1.4.4 Obtencdo de Vesiculas Extracelulares de Macréfagos e ensaio de

reativacao

Para o isolamento de vesiculas extracelulares (EV) de macrofagos, apos a
diferenciagdo com LCCM, os BMDMs foram plaqueados a 1 x 10° células/mL em frasco
T182 cm? com RPMI-1640 e 10% de SFB por 24 h a 5% de CO,. Para evitar a
contaminagdo com EVs derivadas do SFB, este foi previamente tratado para eliminagao
de suas EVs (Kornilov, R ef a/, 2018). Para isso, o SFB inativado por calor (Gibco) foi
filtrado em membrana de 0,22 um e posteriormente ultrafiltrado em um sistema Amicon
(Merck Millipore) em membrana de 100 kilodalton (kDa). O filtrado resultante foi
confirmado quanto a deplecdo de EVs por meio do Micro BCA Protein Assay (Thermo

Fisher Scientific) e foi utilizado no cultivo dos BMDM normalmente.

Apds o cultivo dos BMDM por 24h a 37 °© C em atmosfera de CO; a 5%, o
sobrenadante foi coletado, centrifugado a 300 x g para retirada de debris e filtrado em
membrana de 0,22 um. O filtrado foi entdo ultracentrifugado (100.000 x g a 4°C) por 1
h, e o pellet resultante foi lavado em PBS e ultracentrifugado mais uma vez. O pellet
contendo EVs foi ressuspendido em 1 mL de PBS, quantificado utilizando o kit Micro
BCA Protein Assay (Marina, C. et al 2020) e armazenado a -20°C. Para analisar o efeito
das EVs na reativagdo das células dormentes, essas foram incubadas a 10 pg/mL em MM
com células VBNC para analise da cinética de crescimento usando um espectrofotometro
Eon BioTek a 600 nm por 5 dias. Também foram testados outros componentes que
poderiam estar presentes nas EVs induzindo a reativagdo: Polietileno Glicol
Monoestearato de Sorbitano (Tween) 80 (0,1 mM, 1 mM e 10 mM) e L-Lysina (ImM)
(Zeng, B. et al, 2012) e como controle negativo foi utilizado MM e como positivo o acido

pantoténico (125 uM);
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1.4.5 Infeccdo de Macrofagos com células dormentes de C. neoformans

Ap6s a diferenciagdo e plaqueamento dos macrdéfagos, os grupos foram tratados
ou ndo (controle negativo) com apenas LPS (100 nanogramas (ng)/mL) e IFNy (50
ng/mL) ou concomitantemente com aminoguanidina (Ag - 1mM), um inibidor da
producg@o de NO por meio da inibi¢cdo da expressdo de iNOS, por 24h a 37°C a 5% de
CO.. Em seguida, as células foram lavadas com meio RPMI aquecido e o tratamento foi
reposto nas mesmas concentragdes, exceto o estimulo com o LPS (aumentado para 500
ng/mL). Apos a lavagem e contagem dos fungos dormentes (DCn), estes foram incubados
por 30 minutos a 37 ° C com o anticorpo 18B7 anti-GXM (10 pg/mL) para opsonizagao
e posteriormente adicionados as células na proporcdo de 5 fungos para 1 macréfago
(multiciplidade de infec¢@o - MOI: 5). A placa foi mantida a 37 °C com 5% de CO, por
24h. As células foram lavadas apds 2h com meio RPMI para retirar as leveduras ndo
fagocitadas e a placa foi incubada por mais 22h. Apds esse periodo de infecgdo, as
leveduras presentes no ambiente extracelular foram quantificadas e 1x10* leveduras

plaqueadas para analise da culturabilidade.

1.4.6 Infeccdo de Acanthamoeba castellanii com células dormentes de C.

neojormans

Células de A. castellanii gentilmente cedidas pela professora Patricia Albuquerque
(Universidade de Brasilia) foram mantidas em cultura a 30 ° C em meio YPD diferencial
para Acanthamoeba (extrato de levedura 0,1%, peptona 2% e dextrose 1,8%) e plaqueadas
em placa de 24 pogos na densidade de 1x10° células/mL em YPD. Apds as células
aderirem a placa (3h), foram adicionadas as leveduras dormentes na propor¢ao de 5
leveduras para 1 célula de 4. castellanii. Apds 2h de interagdo, as células foram lavadas
com PBS e foi adicionado mais meio YPD. Apos 24h de infec¢do, o sobrenadante foi
coletado e as células aderidas lisadas com triton 0,05%. Ambos foram quantificados em
camara de Neubauer e foram plaqueadas 1x10* leveduras por placa de YPD égar para

analise da culturabilidade.
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1.3.7. Quantificacio de Oxido Nitrico

Para quantificag¢do indireta da producdo de NO pelos macréfagos infectados, o
sobrenadante foi coletado e utilizado para quantificagdio de NO;,, subproduto da
degradacdo de NO no meio de cultura, via método de Griess. Para isso, utilizou-se uma
solugdo de Griess composta por sulfanilamida (1%), H3PO4 (5%) e NEED (1%). Em uma
placa de 96 pocos foram adicionados 25 uL. de sobrenadante dos macréfagos infectados
e 25 uL de solucdo de Griess, permanecendo em temperatura ambiente por 30 minutos.
Apos esse tempo, analisou-se a absorbancia dos pocos em espectrofotometro a 540 nm

de comprimento de onda.

1.3.8. Ensaio de reativacdo de C. neoformans dormente utilizando sistema de

barreira fisica do tipo “transwell”

A fim de definir se para reativagdo do DCn era necessaria fagocitose pelos
macrofagos ou se somente o contato ou meio condicionado seriam suficientes para induzir
a reativagdo, foram realizados experimentos utilizando o sistema “transwell”. Esse
sistema ¢ um recipiente do tamanho de um pogo de uma placa de 24 pogos com poros de
0,4 um no fundo que se insere no pogo da placa de cultivo. Isso permite que se faga um
cultivo no poco inferior e um cultivo diferente no pogo superior, permitindo a troca de
compostos extracelulares, sem que haja contato fisico entre os cultivos. Foram realizados
no Instituto Pasteur, em parceria com o Dr. Raffael Castro, experimentos contendo os
grupos: BMDM e DCn opsonizado com 18B7 (10 pg/mL), permitindo fagocitose (com
contato fisico e com fagocitose); macrofagos e DCn sem 18B7 (fagocitose reduzida, mas
com contato fisico); e BMDMSs no pogo inferior e DCn no pogo superior (sem contato
fisico). Na UnB, também foram realizados experimentos utilizando “transwell” para
mostrar a influéncia de um fungo ativo H99-Stat (pogo inferior) na reativagdo do DCn

(pogo superior).

1.3.9. Ensaio de extrusio de C. neoformans por citometria

A fim de analisar se as leveduras reativadas presentes no meio extracelular apos
infeccdo dos BMDMs estavam realizando exocitose, utilizamos leveduras marcadas com
Calcofluor White para posterior andlise por citometria de fluxo da proporcao intra /

extracelular com o passar do tempo (Biirgel, P. et a/, 2020). Para isso, marcamos as
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leveduras Stat, HK + 1% Stat e DCn com a sonda fluorescente Calcofluor White (10
pg/mL) por 10 minutos em temperatura ambiente e lavamos trés vezes com PBS. As
leveduras foram opsonizadas com o anticorpo 18B7 como descrito anteriormente e
adicionadas aos BMDM utilizando MOI 5:1. Apos 2h de infeccdo o sobrenadante foi
retirado e as células foram lavadas com PBS morno para retirada das leveduras ndo
fagocitadas. O PBS resultante da 0ltima lavagem foi coletado para quantificagcdo de
leveduras extracelulares no tempo de 2h. As células deste grupo foram entdo lisadas com
SDS 0,05% para coleta das leveduras intracelulares. O mesmo foi repetido nos tempos de
6h, 12h e 24h apo6s a infecgdo, com a diferenca que o sobrenadante era coletado sem
realizagdes de lavagens prévias, para posterior quantificagdo das leveduras extracelulares.
Ap0s cada coleta, as leveduras foram fixadas com paraformaldeido a 1% e armazenadas
em local escuro a 4 ° C, para posterior leitura no citdmetro de fluxo “BD LSRFortessa”
(BD) no filtro de fluorescéncia “Pacific Blue”, com excita¢cdo no laser UV. Para anélise,
foi selecionada uma populagdo homogénea com morfologia caracteristica de leveduras
de C. neoformans e alta fluorescéncia de Calcofluor White, caracterizando a populagao
parental de fungos, para diferenciar daquelas resultantes de proliferagdo celular. A coleta
de dados era realizada durante 1 min por tubo, o que permitiu calcular o niimero de

leveduras / mL.

1.3.10. Quantificacao de citocinas

O sobrenadante dos macrofagos infectados foi coletado para quantificagdo de
citocinas utilizando-se o kit de ensaio Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 23-plex acoplado ao
sistema Luminex 200, de acordo com as instrucdes do fabricante (Bio-Rad). Quando
indicado, os niveis de IL-1P e IL-6 ou pro-IL-1p presentes no sobrenadante celular ou nas
amostras de lisado celular, respectivamente, foram avaliados pelo ensaio de
imunoabsor¢do enzimatico (ELISA) de acordo com as diretrizes do fabricante

(Invitrogen). Experimento realizado no Institut Pasteur, Paris pelo Dr. Raffael Castro.

O sobrenadante do macerado dos pulmdes e cérebros retirados dos animais
infectados foi utilizado para quantificacdo das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, 1L-1-
B e IFN-y por meio do método de ELISA (Invitrogen) segundo as instrugdes do

fabricante.
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1.3.11. Camundongos

Foram utilizados camundongos (mus musculus) — linhagem C57BL/6 selvagem
(WT), camundongos Balb/c nude disponibilizados pela Universidade Catolica de Brasilia
(UCB) e camundongos C57BL/6 B6.129S7-Ifng (gene Ifng deletado -Alfng) cedidos pelo
professor Milton Oliveira, da Universidade Federal de Goias, e B6.129P2-Nos3tm1Unc/J
(gene Nos3 deletado - AiNOS) cedidos pelo professor Jodo Santana, da Universidade de

Sdo Paulo — Ribeirdo Preto.

Os animais foram mantidos no biotério da Universidade de Brasilia com agua e
comida ad libitum e utilizados para experimenta¢ao quando atingiam a idade entre 8 e 12
semanas de idade. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo
com o projeto aprovado pelo Conselho de Etica da Universidade de Brasilia (SEI n.°
23106.113772/2020-80), segundo as diretrizes do Conselho Brasileiro de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

1.3.12. Inducdo de Imunossupressao utilizando dexametasona

A fim de induzir um estado imunossupressivo, camundongos foram submetidos
ao tratamento com dexametasona (Déxium — Chemitec), iniciando-se trés dias antes da
infecgdo e repetido a cada 24h até o fim do experimento. O tratamento era feito de forma
intraperitoneal com a injecao de 20 mg/kg de animal (Chan, J. et al, 2016; An, G. et al,
2020). Para comprovacao do fendtipo imunossuprimido, coletamos sangue dos animais
via plexo retro orbital, o qual foi utilizado para quantifica¢do das células sanguineas em
hemocitometro, enquanto o soro foi utilizado para quantifica¢ao de IL-10 pelo método de

ELISA.

1.3.13. Infeccdo dos camundongos

Antes da infecgdo, os animais foram anestesiados via intramuscular com uma
solugdo de Ketamina injetavel (Vetnil) e Xilazina (Ceva). Realizou-se uma solucgdo
estoque de anestésico contendo 120 pL de Xilazina, 120 pL. de Ketamina e 560 puL de
PBS. O animal era pesado e seu peso em gramas era multiplicado por 5 para determinar
o volume em microlitros da solucdo a ser administrada. A infec¢cdo foi feita de forma
intratraqueal com abertura do tecido do pescoco utilizando bisturi estéril (CIRUBLADE)

seguido pela inje¢do de 40 uL de PBS contendo 1x10° células de C. neoformans, sendo
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um grupo infectado com o fungo Stat, outro com o fungo HK + 1% Stat, representando o
controle de culturabilidade do DCn, e outro com DCn. Os camundongos foram
eutanasiados ap6s 7 ou 14 dias, quando seus pulmoes e cérebros retirados para analise
histopatologica, macerados para quantificacdo de carga fungica por contagem de

unidades formadoras de colonias (CFU) e de citocinas por ELISA.

1.3.14. Andlise estatistica

As figuras apresentadas nos resultados desse trabalho (sessdo 1.4) sdo
representativas de no minimo 3 replicatas técnicas e biologicas realizadas. Em todos eles
foram realizados testes estatisticos do tipo one-way ou two-way ANOVA utilizando o

software GraphPad Prism, versao 9.0.
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1.4. Resultados

1.4.1 Macrbéfagos promovem a reativacio de células dormentes de C. neoformans por

meio da producio de vesiculas extracelulares

Como ja demonstrado anteriormente por nosso grupo de pesquisa (Castro, R.
2019), ao infectar macrofagos derivados de medula (BMDM) com leveduras dormentes
de C. neoformans (DCn) por 24h, ocorre a reativacdo do crescimento fungico. Isso ¢é
demonstrado pelo aumento da culturabilidade das leveduras coletadas do meio
extracelular apds 24h em relagdo ao grupo sem macrofagos (RPMI + SFB) (Figura 2A).
Tal reativagdo ¢ significativamente reduzida quando os macréfagos sdo estimulados
previamente com LPS e IFN-y, induzindo a ativacdo dos macrdéfagos para um perfil pro-
inflamatorio M1 (Fig. 2A). A redugdo da culturabilidade ¢ acompanhada por uma maior
producgdo de 6xido nitrico (NO) (Fig. 2B) e volta a crescer quando os macréfagos sao
tratados com o inibidor da produ¢do de NO (aminoguanidina - Ag), também previamente
estimulados com LPS e IFN-y. Isso demonstra a provavel influéncia do NO em evitar a
reativacdo do DCn ou em provocar a morte das leveduras. Além disso, esse resultado
demonstra que um macrofago nao inflamatorio (ndo tratado) ¢ mais favoravel para
permitir a reativagao fingica, provavelmente devido a uma menor producdo de compostos

microbicidas no fagolisossomo do que macrofagos M1 (Subramani, A. et al, 2020).

A fim de analisar se a indu¢do da reativac¢ao fungica ocorre por algum mecanismo
especifico do macréfago, escolhemos um micro-organismo unicelular com caracteristicas
estruturais similares aos macréfagos, incluindo a capacidade fagocitica. Escolhemos
entdo o A. castellanii, um importante predador de C. neoformans, que contribuiu
evolutivamente para a adaptabilidade do fungo a interagdo intracelular com macrofagos
(Steenbergen, J. N et al, 2001). Observamos que o comportamento do fungo apos a
infeccdo das amebas foi o oposto do observado com os macréfagos (Fig. 2C), pois tanto
as leveduras ndo internalizadas (extracelulares — AmE) quanto as que haviam sido
internalizadas (Intracelulares — Aml) apresentaram uma redu¢do na culturabilidade
comparadas com as que estavam no meio sem amebas (YPD). Isso indica uma resisténcia
imposta pelas amebas que evita a reativagdo do DCn, diferente do observado na interagao
com os macrofagos, em que ha a retomada da proliferacdo fungica, indicando que esse

comportamento ¢ especifico da relagdo com macrofagos.
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Para tentar entender se ¢ necessario que haja fagocitose para induzir a reativagao
ou se ocorre por algum composto secretado pelos macrofagos, inoculamos o DCn em
pogos contendo um sistema transwell com membrana de 0,4 um (Fig. 2D). Isso permitia
uma separag¢ao fisica entre macrofagos e fungos, evitando a fagocitose, mas permitindo a
passagem de compostos secretados. Incluimos também como controle a presenga ou nao
do anticorpo 18B7, para analisar se esse exercia alguma influéncia no processo.
Observamos entdo, que quando havia fagocitose (grupo ii), a culturabilidade final era
significativamente maior do que quando nao havia (grupos i, iii € iv). Embora em menor
grau, a culturabilidade também aumentou nos grupos contendo macrofagos (iii e iv) em
relacdo ao que ndo continha (i), independendo do contato fisico entre macréfagos e
fungos, indicando que a reativagdo também ¢ influenciada por compostos secretados

pelos macroéfagos (Fig. 2D).

Além disso, analisamos se a presenca de um fungo fisiologicamente ativo (Stat)
induziria a reativagdo do DCn e, para isso, também utilizamos o sistema transwell,
adicionando o DCn na camara superior ¢ BMDM infectados ou ndo com H99 Stat na
camara inferior (Fig. 2E). Observamos entdo que a presenca do Stat ndo estimulou a
reativacdo do DChn, ja que a culturabilidade dos grupos contendo H99 Stat nao foi maior
do que o que continha somente RPMI (Fig. 2E). Isso indica que aparentemente ndo hd um
fenomeno de quorum sensing tdo expressivo entre leveduras ja ativas e as que

permanecem dormentes em termos de indugdo de reativacao.
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Figura 2. C. neoformans dormente é reativado apos ser fagocitado por macrofagos com perfil anti-
inflamatério. Médias e SEM da (A) culturabilidade de leveduras dormentes (DCn) de C. neoformans
extracelulares apos a infecgdo de macrofagos (BMDM) previamente estimuladas com LPS (500 ng/mL) e
IFN (50 ng/mL) ou aminoguanidina (Ag) (1mM) empregando MOI 5 por 24h a 30 ° C. Duas horas apds a
infeccdo, as leveduras nao fagocitadas foram removidas da cultura (lavadas). (B) Quantificagdo da
concentra¢do de NO2 no sobrenadante dos macréfagos utilizados na Figura 1A. (C) Culturabilidade de
leveduras DCn apo6s infecgdo de A. castellanii em YPD por 24h a 30 ° C empregando MOI 5. AmE
representa a culturabilidade das leveduras extracelulares ¢ Aml das leveduras intracelulares. (D)
Metodologia de ensaio com sistema transwell representando barreira fisica com poros de 0,4 um entre
pogos superior e inferior, permitindo a passagem de compostos secretados. Em i, DCn no pogo inferior com
RPMI e 18B7; em ii, BMDM infectadas com DCn opsonizados com 18B7 (com fagocitose); em iii, BMDM
e DCn ndo opsonizados com 18B7 (sem fagocitose e com contato fisico); e em iv, DCn opsonizados no
poco superior sem contato fisico com os BMDM no pogo inferior. Eixo y representa a culturabilidade do
DCn 24h ap6s o cultivo inicial em relagdo a culturabilidade de 2h (E) Culturabilidade do DCn coletado de
pogo superior de sistema transwell com poros de 0,4 um que permite a passagem de compostos secretados
pelas células presentes no pogo inferior: BMDM, H99 em crescimento estacionario (stat) ou BMDM + H99
stat. Foi realizada analise estatistica do tipo one-way anova, no qual * representa P < 0,05 e **** representa
P <0,0001. ND representa abaixo do limite de detec¢do do método.

Como constatamos que para que haja maiores taxas de reativagdo ¢ necessario que
haja fagocitose e que as leveduras estejam presentes no meio extracelular ao final das 24h

de infeccdo, quisemos confirmar se estas estavam realizando processo de vomocitose
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(exocitose nao litica). Para isso, infectamos os BMDM com C. neoformans Stat, HK, HK
+ 1% Stat e DCn marcados com Calcofluor White e coletamos os fungos nos meios intra
e extracelular nos periodos de 2h, 6h, 12h e 24h depois. Em andlise por citometria de
fluxo, selecionamos os fungos com alta fluorescéncia de Calcofluor White, representando

a populacao de células que nao se dividiu (Figura 3A e 3B).

Observamos também uma redu¢do no numero de leveduras parentais
intracelulares ap6s 24h em todos os fungos, indicando a saida ou morte intracelular dessas
leveduras (Fig. 3A). Entretanto, s6 observamos aumento significativo de leveduras
parentais extracelulares nos grupos Stat ou DCn (Fig. 3B), indicando que essas leveduras
estavam provavelmente realizando vomocitose e se mantendo vidveis no meio
extracelular, enquanto as HK estavam sendo degradadas no meio intracelular. Além disso,
ndo vimos diferenca entre o grupo HK e o grupo HK + 1% Stat, mas sim entre esses dois
e o grupo DCn. Isso mostra que as leveduras DCn extracelulares sdo leveduras que
reativaram no fagolisossomo e conseguiram realizar o processo ativo de saida dos

macrofagos, e ndo apenas células persistentes do processo de indugdo de dorméncia.

Para comegar a desvendar os mecanismos envolvidos na reativacdo, supomos se
as vesiculas extracelulares (EV) produzidas pelos macrofagos seriam fatores importantes
nesse processo, pois poderiam estar carreando parte dos compostos bioativos secretados,
além de apresentarem tamanho menor do que o poro do transwell. Isolamos entdo as EVs
como descrito anteriormente e as incubamos com o DCn para andlise da cinética de
crescimento por 5 dias (Figura 3C e 3D). Observamos entdo que as EVs reduziam
significativamente a laténcia do crescimento fingico em relacdo ao meio minimo (MM),
assim como o acido pantoténico, como ja havia sido descrito anteriormente (Fig. 3C e
3D). Isso representa a quebra de laténcia induzida por esses compostos (Fig. 3D),
indicando que alguns dos componentes secretados pelos macrofagos responsaveis pela
reativacdo do DCn sdo liberados no interior de EVs. O acido pantoténico foi utilizado
como controle positivo pois ja ¢ bem descrito como um fator de reativagdo das VBNC de
C. neoformans (Hommel et al., 2019) e cogitamos que poderia também ser um
constituinte das EVs. Além disso, Tween ja foi utilizado para reativar VBNC de outros
micro-organismos (Zeng, B. et al, 2012) e por ser um composto rico em lipideos,

componente essencial na composicdo de EVs, testamos também a capacidade de esse
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composto reativar as DCn de C. neoformans. Para isso, incubamos o DCn com Tween 80
em diferentes concentragdes (Fig. 3D). Observamos que baixas concentracdes desse
composto (0,1 mM) também induzem a reativagdo do DCn e curiosamente, a medida que
aumentamos a concentra¢do do Tween, a laténcia ¢ maior (Fig. 3C), podendo significar

uma toxicidade devido ao excesso de lipidios.
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Figura 3. Macroéfagos promovem a reativacio de células dormentes de C. neoformans por meio da
producio de vesiculas extracelulares. (A e B) Processo de exocitose nio litica realizada por C.
neoformans durante infec¢do de BMDM por 24h. Quantifica¢do por citometria de fluxo de leveduras em
crescimento estacionario (Stat), mortas por calor + 1% Stat (HK)) e DCn parentais marcadas com Calcofluor
White (CFW alto) no meio intracelular (A) e no meio extracelular (B) durante 24h de infeccdo de BMDM
em MOl inicial 5. Anélise estatistica do tipo one-way anova, em que * p <0,05; ** p <0,01 e *** p <0,001
em relacdo ao tempo 2h. (C e D) Reduciio da laténcia de crescimento de C. neoformans dormente
estimulado pelo cultivo com acido pantoténico (PA) ou vesiculas extracelulares de BMDM (BMDM-
EV). (D) Cinética de crescimento realizada em espectrofotometro Eon BioTek a 600 nm por 5 dias em que
se realizou cultivo de DCn em meio minimo (MM) com diferentes estimulos para reativagdo: acido
pantoténico (PA - 125 uM); BMDM-EV (10 pug/mL); Tween 80 (0,1 mM, 1 mM e 10 mM) e L-Lysina
(1ImM). Analise estatistica do tipo one-way anova, na qual *** p < 0,001 e **** p <0,0001 em rela¢do ao
grupo somente com MM.
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Como vimos que a fagocitose de DCn estimula a reativagdo desse fungo,
analisamos também como a infeccdo dos macrofagos estaria influenciando na producgdo
de citocinas e quimiocinas, o que esta diretamente relacionado com o orquestramento de
uma resposta imune inata e quimiotaxia de outros leucdcitos para o sitio de infec¢ao. Para
isso, realizamos a quantificacdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de
macrofagos pré-tratados com LPS (500 ng/mL) e infectados com C. neoformans em
crescimento exponencial (E-Cn), estacionario (S-Cn) ou dormente (D-Cn) por meio da
técnica luminex (Figura 4). Notamos que em todos os casos as infec¢des induziram um
aumento na produc¢do de quimiocinas ligante (CCL)2 e CCL4, as quais estdo relacionadas
com a quimiotaxia de mondcitos e macrofagos para o sitio inflamatorio. Entretanto, DCn
induziu um aumento significativamente maior de CCL4 do que os fungos em crescimento
ativo. Esse aumento pode indicar uma preferéncia do C. neoformans por macrofagos
como sitio de infeccdo, ja que sdo células importantes para manutencdo de laténcia e

disseminagdo da infec¢do para outros 6rgaos (Menten, P. et al 2002).

Ao mesmo tempo, houve um aumento das citocinas pro-inflamatérias IL-1a,
TNF-a, IL-15 e G-CSF induzido pelas formas de crescimento S-Cn e E-Cn, enquanto os
macréfagos infectados com DCn ndo apresentaram tal aumento (Fig. 4B). Ademais, foi
observado uma redu¢do na producdo de IL-12(p40) induzida por S-Cn e E-Cn, ndo
acompanhada pelos macréfagos infectados com DCn (Fig. 4B). Esses resultados indicam
uma estratégia utilizada pelo fungo dormente para nio ativar os macréfagos durante sua
infec¢do, evitando a morte do micro-organismo e manutengdo da laténcia. Outro resultado
interessante foi que o DCn foi o Unico capaz de estimular a produ¢do da citocina IL-
12(p70), ou seja, a citocina biologicamente ativa. Essa citocina esta relacionada a ativagdo

de linfocitos para um perfil Thl e producdo de IFN-y (Mattner, F. et al, 1993).

42



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB
A
Fase exponencial (E-Cn)
6001 Fase estacionaria (S-Cn) -
Dormente (D-Cn) Lk *
500 Nao infectado (Uni) * o kEk *kk ok
400 b
-
E 300
o
Q
200 A B m gﬁ
100 A lg H
ggﬂ* L _— ﬁ_;, — e ﬁ"-'ﬂ . = g
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
N A2 - T TS - B I B ] » & > A& &k o« NN a0 * 9 o
N N S AR A N o S A O A Y 3
N ARSI O N SR MU NI DI
¥y o NN PN
NN & © 9 N R e
AR © S o N N &
o g g g
S & 8 ¢
3
B
+LPS +LPS +LPS
300+ 2500+ 80007 ...
dedkk °
2000+ *kk =
= = E 6000+
L E E Kk
> o S 15004 2
= o = o 4000
3 21000 7]
~ 100+ - o
= = 500l & 2000
< <o <o 2 <> < o> 2 <o <o o 2
& & 8 & & & < & & & d
+LPS + LPS +LPS
1500007 s 8000+ 500

6000

40004 ** o
) 00
2000- °
0 o

& gs,o opo qua

100000

N w -
(=3 o =3
e ° °

50000

TNF-a (pg/ml)
IL-12(p40) (pg/ml)
IL-12(p70) (pg/ml)

Figura 4. C. neoformans dormente induz uma maior producio de quimiocinas por macréfagos
infectados. Médias e SEM de citocinas e quimiocinas detectadas no sobrenadante de macréfagos pré-
ativados com LPS (500 ng/mL) infectados com C. neoformans em estagio de crescimento exponencial (E-
Cn) estacionario (S-Cn) ou dormente (D-Cn) em MOI 5. Quantifica¢do pela técnica de luminex (A) ou
ELISA (B). Analise estatistica do tipo one-way anova, no qual * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p <0,001 em
relacdo ao grupo ndo infectado (LPS).
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1.4.2. C. neoformans niao é reativado ao infectar camundongos imunocompetentes

Ap0s a demonstragdo in vitro da importancia dos macrdéfagos para a reativagao do
C. neoformans dormente, quisemos avaliar as condi¢des para reativacao do DCn in vivo.
Para isso, utilizamos primeiramente camundongos WT e AINOS a fim de analisar a
possivel influéncia da producdo de NO na reativagdo de DCn também em um contexto de
infec¢do in vivo, ja que isso havia sido constatado nos modelos de infeccao in vitro. Como
controles, utilizamos o C. neoformans metabolicamente ativo, em crescimento
estacionario (Stat) e o fungo morto por calor adicionado de 1% Stat (HK + Stat). Esse
controle foi utilizado pois o DCn induzido in vitro apresenta cerca de 1% de

culturabilidade inicial que poderia ser confundido com reativagao.

Apds 7 dias de infeccdo ndo houve diferenca significativa entre a carga fungica
detectada nos pulmdes dos camundongos WT infectados com C. neoformans DCn e seus
respectivos controles positivo (Stat) e negativo (HK + 1% stat) (Figura 5A). Entretanto,
nos camundongos AiNOS os animais infectados com Stat apresentaram uma carga
fingica pulmonar significativamente maior do que os outros dois grupos (Fig. SA). Esse
resultado se repetiu apds 14 dias de infec¢do (Fig. 5B), em que os camundongos
infectados com Stat apresentaram uma carga fingica significativamente maior nos
pulmdes do que os demais grupos. Por sua vez, ndo houve diferenga entre o grupo DCn e
seu respectivo controle negativo (HK + Stat), indicando que ndo houve reativagdo
expressiva do fungo dormente, apesar de que as leveduras conseguiram sobreviver e

proliferar nos pulmdes dos animais infectados (Fig. 5).

Além disso, também ndo houve diferenca significativa entre os camundongos WT
e AiNOS, demonstrando que nestas condi¢des experimentais, a auséncia de NO ndo altera
capacidade de reativacdo fingica ou mesmo da proliferacdo do fungo em crescimento
ativo. Ademais, isso indica que independentemente do estdgio metabodlico fungico, eles
apresentam resisténcia ao NO produzido pelo organismo de forma semelhante,
conseguindo se manter viavel apesar da resisténcia do sistema imune. Em nenhum dos
grupos foi detectada carga flingica nos cérebros dos animais, indicando que em
organismos imunocompetentes o C. neoformans tem mais dificuldade para chegar ao

SNC. E importante considerar que a técnica utilizada foi a contagem de unidades
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formadoras de colonia (CFU) e que poderia haver leveduras no tecido, apesar de ndo o

suficiente para atingir o limite de detecgdo da técnica.
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Figura 5. C. neoformans nao é reativado ao infectar camundongos imunocompetentes. Médias com
erro padrdao (SEM) das cargas fungicas pulmonares de camundongos C57bl/6 WT e AiINOS apo6s 7 (A) e
14 dias (B) de infeccdo intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans em estagio de crescimento
estacionario (stat), 99% heat killed mais 1% estacionario (HK + Stat) ou dormente (DCn). Analise
estatistica do tipo one-way anova, no qual *** representa P < 0,001.

Embora ndo tenhamos constatado grandes diferencas nas cargas fungicas
pulmonares com 7 dias de infec¢do (dpi), houve um aumento significativo na produgao
de TNF-a nos pulmdes dos camundongos infectados com HK + 1% Stat, tanto nos WT
quanto nos AiNOS (Figura 6A). Esse padrao se repetiu na producao de [FN-y nos pulmdes
dos camundongos WT (Fig. 6B) e nos cérebros dos camundongos AiNOS (Fig. 6F). Tal
ativagdo deve ser proveniente do reconhecimento dos componentes intracelulares
extravasados durante o aquecimento das leveduras HK ou a auséncia dos mecanismos
utilizados pelas leveduras vivas para inibir a producdo de citocinas inflamatorias. E
interessante observar também que houve um aumento da produ¢ao de IFN-y nos pulmdes
dos camundongos AiNOS em relacdo aos camundongos WT quando infectados com Stat
(Fig. 6B). Isso pode indicar um feedback do organismo para tentar suprir a falta de NO,

produzindo IFN-y em resposta a alta taxa de prolifera¢do do Stat.
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Além disso, a produ¢do de IL-18 foi maior nos pulmdes dos camundongos
infectados com Stat do que nos camundongos infectados com HK + 1% Stat ou com DCn,
tanto nos WT quanto nos AiNOS (Fig. 6C). Isso demonstra a importancia dessa citocina
contra infec¢des por C. neoformans, que ¢ mais ativada quando ha infecgdo fingica com
altas taxas de proliferacao celular, o que ndo ¢ alterado na auséncia de NO. Curiosamente,
esse comportamento se inverteu no cérebro dos camundongos WT, em que DCn induziu
um aumento significativo na producdo de TNF-a e IL-1f, sendo um indicativo da
presenga do DCn no cérebro (Fig. 6D e 6F). Por fim, ndo houve diferencas significativas

na produc¢do de IFN-y nos cérebros dos animais infectados (Fig. 6E).

E) .
E 8 | e——
3 £ 1000 * . g 2500
] 3 . £
4 E 3 2000
g 2 . 3 1500
® £ 500 . 3. 2
3 2 o . £ 1000
% > 3 2
£ z = 500
= -
2 o
7 407 150 150
£ 2 °
‘@ Sk * o s * **
‘S 300 0 %f ] .
o * 100+ . 8 °
] 8 o 100 « ° .
2 200 > . * o
z 2 3
S £ 504 E
£ 100+ 2 2
M > =
z g g
- -
= 0 0- =
& F & & & & & f"@\ & & _9""\ & sF o & o & &
x x
\* 1 |'2* ] ¥ ”sb Q*‘ Q*‘
b : L 1 L | f 1L 1
wr AINOS wr AINOS WT AINOS

Figura 6. C. neoformans induz diferentes respostas inflamatérias nos pulmdes de camundongos
infectados dependendo de seu estado metabdlico inicial apés 7 dias de infec¢do. Médias e SEM de
citocinas pro-inflamatodrias presentes no macerado dos pulmdes (A-C) e cérebros (D-F) de camundongos
C57bl/6 WT e AINOS infectados via intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans em estagio de
crescimento estacionario (Stat), 99% heat killed mais 1% estacionario (HK + Stat) ou dormente (DCn) e
sacrificados apds 7 dias de infecgdo (dpi). Analise estatistica do tipo one-way anova, no qual * p <0,05; **
p <0,01; *¥** p <0,001 e **** p <0,0001.
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Ap6s 14 dias de infec¢cdo houve uma redugdo na produgdo da maioria das citocinas
dosadas tanto nos pulmdes quanto nos cérebros dos animais em relagdo aos camundongos
eutanasiados com 7 dpi (Figura 7). Isso indica a adaptacdo do C. neoformans ao
organismo do hospedeiro com o decorrer da infec¢do e a capacidade dessa espécie em
modular a resposta imune, independentemente de estar em estado dormente. Com 14 dpi
ainda notamos a diferenca na produ¢do de IL-1/ nos pulmdes dos camundongos AiNOS
infectados com Stat em relacdo aos infectados com DCn (Fig. 7C) e também a producdo
de TNF-a reduzida nos camundongos AiNOS infectados com DCn em relagdo aos
infectados com HK + Stat (Fig. 7D). Esses resultados mostram a capacidade do DCn em
estimular menos a resposta imune do hospedeiro, se mantendo inerte nessas condigdes e

confirmando o que ja havia sido demonstrado in vitro (Fig. 4B).
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Figura 7. Apés 14 dias de infecciio por C. neoformans, ha uma reducio na producio de citocinas pro-
inflamatdérias nos pulmdes e cérebros. Médias e SEM de citocinas pro-inflamatorias detectadas no
macerado dos pulmdes (A-C) e cérebros (D-F) de camundongos C57bl/6 WT e AiNOS infectados via
intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans em estagio de crescimento estacionario (Stat), 99% heat
killed mais 1% estacionario (HK + Stat) ou dormente (DCn) e sacrificados apds 14 dias de infecgao (dpi).
Analise estatistica do tipo one-way anova, no qual ** p <0,01;
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1.4.3. C. neoformans reativa durante disseminacdo para o sistema nervoso central em

camundongos imunodeficientes

Como ndo houve diferengas significativas entre os grupos infectados com C.
neoformans HK + Stat e os grupos infectados com DCn nos camundongos WT ou nos
AINOS imunocompetentes apds 7 ou 14 dias de infec¢do, concluimos que ndo houve
reativacdo significativa do C. neoformans dormente neste periodo. Portanto decidimos
avaliar a reativagdo em camundongos imunossuprimidos, supondo que a resposta imune

poderia estar impedindo a reativacdo fungica.

Para isso, induzimos imunossupressao, por meio de tratamento com o farmaco
dexametasona, em camundongos WT, AiNOS e Alfng, iniciando trés dias antes da
infeccdo e sendo realizada diariamente durante todo o tempo de experimento.
Observamos reducdo significativa na porcentagem de células pequenas, como linfocitos,
e aumento da porcentagem de células médias e grandes, como monocitos e neutrofilos
circulantes (Figura 8), indicando que o tratamento de imunossupressdo mediada por
dexametasona foi bem-sucedido (Chan, J.F.W. et al, 2016). Outro fator analisado foi a
producdo de IL-10 no soro dos camundongos infectados, indicativo de imunossupressao,
apesar de ndo ser determinante para esse fenotipo, j4 que o mecanismo de acdo da
dexametasona ¢ a redugao do numero de células T (An, G. et al, 2020). Somente os
camundongos Alfng apresentaram um aumento significativo na producao dessa citocina
apOs o tratamento com dexametasona, indicando a maior suscetibilidade dessa linhagem

ao tratamento (Fig. 8).
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Figura 8. Tratamento com Dexametasona gera imunossupressio em camundongos tratados por 17
dias. Média e SEM da (A e B) quantificacdo celular e (C) producdo de IL-10 quantificada por ELISA do
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soro isolado do sangue retirado do plexo retro orbital de camundongos C57bl/6 WT, AINOS ou AIFNy
tratados diariamente por 14 dias com Dexametasona via intraperitoneal na concentragdo de 25 mg/kg de
animal. Analise estatistica do tipo one-way anova, no qual * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001.

Infectamos entdo os camundongos C57bl/6 WT e KOs com o C. neoformans
dormente e seus respectivos controles 3 dias ap6s o inicio do tratamento imunossupressor,
eutanaziando-os apds 14 dias de infec¢do para realizagdo das andlises. Nao houve
diferencas significativas entre as cargas fungicas pulmonares dos camundongos
infectados com HK + Stat e com DCn em nenhum dos grupos de camundongos (Figura
9A), indicando que ndo houve reativagdo expressiva nos pulmoes mesmo na auséncia de
IFN-y ou NO. No entanto, em todas as linhagens de camundongos, os infectados com
Stat apresentaram uma carga flingica pulmonar significativamente maior do que os
infectados com DCn (Fig. 9A), confirmando a maior facilidade para esse fungo se
proliferar em organismos imunossuprimidos e deficientes em IFN- y ou NO (Lovchik, J.

A. et al, 1995).

Também nao observamos reativa¢gdo do fungo dormente nos cérebros dos animais
WT ou AINOS, ja que ndo houve diferenga entre os infectados com HK + Stat e DCn
(Fig. 9B). Entretanto, dentre os camundongos Alfng, somente detectamos CFU no cérebro
dos camundongos infectados com DCn, mostrando que esse fungo foi capaz de migrar
para o cérebro desses animais e reativar nesse o6rgdo. Coletivamente, nossos resultados
indicam que a auséncia de IFN-y, combinada ao tratamento imunossupressor com
dexametasona, favoreceu a migracdo e reativagdo do C. neoformans dormente.
Entretanto, o NO ndo exerce funcdo direta em impedir a reativagdo fingica, levando a
crer que esse processo deve ser desencadeado por outro mecanismo de agdo também

induzido pelo INF-y.
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Figura 9. C. neoformans reativa durante migracio para SNC em camundongos deficientes para IFN-
Y. Médias e SEM das cargas fungicas pulmonares (A) e cerebrais (B) de camundongos C57bl/6 WT, AiINOS
ou Alfng tratados diariamente com 25 mg/kg de Dexametasona via intraperitoneal e infectados via
intratraqueal 3 dias apo6s o inicio do tratamento com 1x10° células de C. neoformans Stat, HK + Stat ou
DCn e sacrificados apds 14 dpi. Analise estatistica do tipo one-way anova, no qual * p <0,05; ** p <0,01;
*** p <0,001; **** p <0,0001.

Para avaliar se a reativacdo poderia ocorrer também em camundongos
naturalmente imunodeprimidos, infectamos camundongos Balb/c nude com o fungo
dormente e seus controles, nas mesmas condi¢cdes anteriores. De forma semelhante a
infeccdo dos camundongos deficientes em IFN-y, ndo houve reativacdo do DCn nos
pulmdes dos camundongos Balb/c nude, j& que ndo houve diferenca entre os grupos
infectados com HK + Stat e com DCn (Figura 10A). No entanto, a carga fingica cerebral
foi significativamente maior nos camundongos infectados com o fungo dormente do que
nos infectados com HK + Stat e ndo houve diferenca em relacdo a infecgdo com Stat (Fig.
10B). Esse resultado indica que, embora o fungo dormente ndo seja capaz de se
multiplicar de forma tdo eficiente nos pulmdes quanto o fungo em fase de crescimento
estaciondria, ele apresenta tropismo pelo sistema nervoso central e capacidade de
reativagdo e/ou proliferacdo no tecido cerebral. Esses resultados indicam reteng¢do da
viruléncia na forma dormente e maior facilidade para migrar para o SNC devido a seu
estado menos ativo metabolicamente.

Ademais, houve uma maior producdo de TNF-a nos pulmdes dos animais
infectados com DCn em relacdo aos outros grupos (Fig. 10C) e uma redugdo da producdo
de IL-1p nos pulmdes dos camundongos infectados com o fungo Stat (Fig. 10D). Nao

houve diferenca na produ¢ao de IFN-y pulmonar entre os grupos (Fig. 10E) e ndo houve
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diferenga na produ¢ao de nenhuma das citocinas testadas nos cérebros dos animais (Fig.
10C-E). Nota-se também que h4d uma menor produg¢do de citocinas pro-inflamatorias no
cérebro em relagdo aos pulmdes, o que pode ser um dos fatores que favorecem a
sobrevivéncia e reativa¢do do fungo dormente nesse 6rgao, ja que dessa forma, enfrentam

menos resisténcia do sistema imune do hospedeiro.
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Figura 10. C. neoformans reativa durante migracao para SNC em camundongos imunossuprimidos.
Meédias e SEM das cargas fungicas pulmonares (A) e cerebrais (B) e citocinas pro-inflamatorias (C-E) de
camundongos Balb/c nude infectados via intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans Stat, HK + Stat
ou DCn e eutanasiados apds 14 dpi. Analise estatistica do tipo one-way anova. *p <0,05; **p <0,01; ***p
<0,001; ****p < 0,0001. Valores representativos de trés experimentos independentes.

Realizamos também andlises histopatoldgicas dos pulmdes e cérebros dos Balb/c
nude infectados, 6rgdos mais afetados durante infec¢@o criptocococica (Figura 11). Nao
observamos diferengas significativas nas caracteristicas dos pulmdes infectados, apesar
de que parece haver um maior infiltrado celular nos pulmdes infectados com DCn (Fig.

11C), observado pelas caracteristicas mais densas na imagem, corroborando com os
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dados que DCn estimula uma maior produciao de quimiocinas por macrofagos infectados
(Fig. 4A). Além disso, foram detectadas leveduras nas imagens dos cérebros infectados
com Stat e DCn, mas nio nas de HK + Stat (Fig. 11D-F), concordando com o observado
nos resultados de CFU (Fig. 10B). Nao foi observada a formagdo de granuloma nos

tecidos, sendo necessaria uma infec¢do mais prolongada para tal.

Figura 11. Infeccio com C. neoformans nao gerou alteracdes histopatologicas significativas nos
pulmdes e cérebros dependendo do estado metaboélico do fungo. Imagens de laminas histopatologicas
coradas com hematoxilina-eosina de pulmdes (A — C) e cérebros (D — F) de camundongos Balb/c nude
infectados via intratraqueal com 1x10° células de C. neoformans Stat (A e D), HK + Stat (B ¢ E) ou DCn
(C e F) e sacrificados apos 14 dpi. Cn representa a presenga de C. neoformans no tecido.
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1.5. Discussao

Foi demonstrado aqui que o fungo C. neoformans dormente ¢ eficientemente
reativado durante infec¢do in vitro e in vivo em organismos imunossuprimidos, o que
provavelmente ocorre no interior de macrofagos, que os auxilia a chegar ao SNC e
reestabelecer a infeccdo. Vimos também que esse processo € inibido pela presenga da
citocina IFN-y, que impede a reativacdo das leveduras dormentes, provavelmente por

meio do estimulo de uma resposta adaptativa efetiva do tipo Thl.

Observamos que os macrofagos sdo essenciais nesse processo, ja que compostos e
vesiculas extracelulares liberadas por eles estimulam a reativagdo de C. neoformans, a
qual ¢ significativamente aumentada quando ha fagocitose seguida de vomocitose de
leveduras para o meio extracelular. Esse mecanismo ndo se repetiu em A. castellanii,
indicando que sdo componentes especificos dos macréfagos que estimulam a reativagao.
Em bactérias da espécie Legionella pneumophila ja havia sido constatado um
comportamento contrario, em que células VBNC eram reativadas apos interagdo com A.
castellanii, mantendo sua viruléncia quando utilizadas para uma segunda infec¢do.

Entretanto, ndo eram reativadas durante infecgdo de monocitos (Steinert, M. et al, 1997).

Macrofagos sdo a primeira linha de defesa inata ao C. neoformans e apresenta uma
relacdo muito proxima com esse patdogeno durante todo o periodo de infeccdo, ja que este
apresenta diversas estratégias para sobreviver no interior dos fagécitos (Tucker S. e
Casadevall, A. 2002). Possivelmente a producdo de vesiculas extracelulares pelos
macrofagos seja uma estratégia de defesa e sinalizag@o para outras células circulantes, ja
que sdo uns dos principais responsaveis, junto com as células dendriticas, pela ativagdo

do sistema imune adaptativo frente a este micro-organismo (Nelson, B. N. et al, 2020).

Vesiculas extracelulares (EV) sdo estruturas lipidicas produzidas por praticamente
todos os tipos celulares liberadas para o meio extracelular com diversas fungdes.
Geralmente estdo associadas com o transporte de biomoléculas como proteinas, RNAs,
DNA:ss e lipideos do meio intracelular para o meio extracelular, favorecendo a estabilidade
e direcionamento dos compostos transportados (Wang, Y. et al, 2020). Essas moléculas,
ao chegarem a célula alvo, podem desempenhar diversas fun¢des, como regulagdo da

expressdao génica ou de vias de sinalizacdo. Em macroéfagos, a produgdo de EVs ja foi

53



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB

amplamente estudada e apresenta diversas funcdes na mediacdo de processos
inflamatorios, fibrose, cancer, assim como em processos infecciosos e reparagao tecidual
(Wang, Y. et al, 2020). Ja foi demonstrado inclusive que macréfagos polarizados para um
perfil M1 ou M2 produzem EVs com conteudo diferenciado de miRNAs, induzindo

respostas diferenciadas nas células alvo (Feinberg, M e Moore, K. 2016).

Essa diferenga na produ¢do de EVs dependente da polarizacdo do macrofago pode
ser um fator importante na reativacdo do C. neoformans. Aqui, utilizamos macroéfagos
diferenciados com meio condicionado de 1929 e o tratamento com LPS e IFN-y inibiu a
reativagdo do fungo. A polarizacdo dos macrofagos durante infeccdo com C. neoformans
¢ extremamente importante para a progressao da doenga, iniciando-se com a resposta dos
macroéfagos alveolares, que podem ou ndo levar a um quadro de pneumonia. Macrdofagos
polarizados para um perfil M1 estdo associados a uma resposta protetora, caracterizados
por uma alta producdo de IFN-y e de enzimas microbicidas, incluindo NO sintase
induzivel (iNOS), que leva a produ¢do de NO utilizando L-arginina como precursor
(Granger, D. et al, 1998). Organismos saudaveis ao entrarem em contato com C.
neoformans apresentam macrofagos com polarizagdo MI, levando a ativagdo de

linfocitos T CD4+ para um perfil Thl protetor (Zhang, Y. ef al, 2009).

Do contrario, a polarizacdo M2 geralmente estd presente em respostas do tipo Th2,
em que ha uma alta producdo de IL-4 e gera macréfagos com um perfil mais anti-
inflamatorio, ndo protetor na criptococose (Zhang, Y. et al, 2009). Estes macréfagos nao
conseguem matar C. neoformans de forma efetiva, o que esta relacionado com a redugao
na expressao de iNOS e aumento de arginase (Gordon S. e Martinez F. 2010). Além disso,
jé& foi mostrado que, durante infec¢do, C. neoformans consegue modular a polarizagao
para um perfil Th2 por meio da producdo de urease, favorecendo sua sobrevivéncia

(Osterholzer, J. et al, 2009).

J& havia sido demonstrado anteriormente o papel do &cido pantoténico na
reativagdo de leveduras VBNC de C. neoformans (Hommel, B. et al, 2019). Essa
molécula, conhecida popularmente como vitamina B5, ¢ um precursor do Acetil-CoA,
sendo um componente da coenzima A e da proteina transportadora de acil (ACP),

componente importante para a sintese de acidos graxos. Dessa forma, ela ¢ importante
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para a o metabolismo de dcidos graxos, carboidratos e proteinas, sendo indispenséavel para
o funcionamento do organismo dos seres vivos, sendo obtida por meio da alimentag¢do no
caso dos mamiferos (Said, H. 2004). Além disso, o acido pantoténico foi detectado no
meio condicionado de C. neoformans e quando adicionado ao meio de cultivo estimulou
significativamente o crescimento fungico, o que também foi observado quando se
adiciona no meio de cultivo de bactérias. Esses fatores contribuem para a hipotese de que
seja uma molécula de quorum sensing (Albuquerque, A. ef al, 2015). (Amachi, T. et al,

1970).

Dessa forma, o 4cido pantoténico ¢ uma molécula presente tanto no metaboloma
de macrofagos quanto de micro-organismos e poderia estar sendo aproveitada para que
as VBNC de C. neoformans reativassem seu crescimento. Nesse trabalho, consideramos
a possibilidade de essa molécula estar sendo secretada no interior de EVs pelos
macrofagos infectados ou em sua forma livre, em conjunto com outras moléculas
secretadas. Apesar de ndo haver evidéncias na literatura da presenca de 4cido pantoténico
em EVs de macréfagos, ja havia sido descrita a presenca dessa molécula em EVs
produzidas por hepatocitos (Kostallari, E. et al, 2021). Além disso, foi observada o
aumento da concentracdo de metabolitos em macréfagos tratados com LPS, dentre os
quais também o acido pantoténico em relacdo a macréfagos nao tratados (Fei, F. ef al,
2016). Isso vai de encontro a nossa hipotese, ja que quando tratamos os macrofagos com
LPS e IFN-y, houve inibi¢ao da reativagdo. Dessa forma, sdo necessarias mais analises
do contetdo interno das EVs de BMDM para assegurar os componentes especificos

responsaveis pela reativagao.

Observamos que a reativagdo foi significativamente maior quando houve
fagocitose seguida de vomocitose das leveduras para o meio extracelular, o que demonstra
que algum componente do fagolisossomo deve ser importante para esse processo. O fato
de as leveduras dormentes realizarem menos vomocitose do que as em crescimento
estacionario provavelmente se d4 em funcdo da menor producdo de urease que elas
apresentam, ja que essa ¢ uma molécula importante no processo de exocitose de C.
neofomans (Castro, R. 2019; Fu, M. et al, 2018). Durante o processo de reativacdo
também foi observada uma maior produ¢do de quimiocinas CCL2 e CCL4 responsaveis

pela atracdo de outros macréfagos (Menten, P. et al 2002). Isso é favoravel ao fungo, ja

55



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB

que este se mantém viavel no interior dos macrofagos e os utiliza como sitio de reativagao.
Além disso, observamos que o DCn induziu uma menor producdo de citocinas pro-
inflamatorias do que o fungo em crescimento estaciondrio nas analises in vitro € uma
maior producdo de TNF e IFN-y nos pulmdes dos camundongos infectados nas andlises
in vivo. Esses resultados demonstram uma maior capacidade do DCn em modular
negativamente a resposta imune dos macrdofagos, permitindo sua sobrevivéncia nesse
local, apesar de ndo ser tdo efetivo em modular a resposta imune sistémica durante

infeccdo in vivo.

A capacidade do C. neoformans em modular a resposta imune ja foi relatada
diversas vezes, tanto evitando seu reconhecimento por meio da cépsula, quanto por meio
da secrecdo de enzimas que driblam os mecanismos de acdo microbicidas ou mesmo
alterando a producdo de citocinas (Almeida, F. ef al, 2015). Foi visto anteriormente que
C. neoformans libera moléculas de forma livre ou no interior de EVs capazes de inibir a
ativacdo do inflamassoma NLRP3 e dos mecanismos subsequentes associados a resposta
imune inata (Biirgel, P. et al, 2020; Marina, C. et al, 2020). Além disso, C. neoformans
inibe a produgdo de NO por macrofagos alveolares pré-estimulados com LPS e IFN-y,
evitando o principal mecanismo de agdo responsavel pela eliminacdo de patdgenos
fungicos intracelulares (Kawakami K. et a/, 1997). Ademais, quando entra em contato
com células NK, inibe a transcri¢do e secrecdo de GM-CSF e TNF-a, responsaveis

também pela ativacdo de macrofagos (Murphy, J. et al, 1997).

Também foi demonstrado anteriormente o alojamento de C. neoformans em
noddulos subpleurais e linfonodos drenantes em autopsias de pacientes tanto
imunocompetentes quanto imunossuprimidos, apresentando a hipdtese segundo a qual os
granulomas pulmonares sdo possiveis locais de alojamento e persisténcia do fungo C.
neoformans (Baker, R. D., 1976). Além disso, estudos indicam que macrofagos alveolares
sd30 um importante sitio para a manutengdo desses fungos no pulmio, mantendo-os
protegidos do sistema imune (Goldman, D. L. et a/, 2000; Lindell, D. M. et a/, 2006). Em
nossos resultados, embora tenhamos observado a persisténcia do fungo no pulmao do
hospedeiro murino ao longo do tempo, ndo encontramos a formagdo de granulomas
pulmonares contendo leveduras. Isso pode ser explicado pelo tempo de infeccao reduzido,

j& que a formagdo de granulomas estd mais associada a infec¢des prolongadas ou
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persistentes ou devido ao modelo murino utilizado, j& que ratos apresentam maior
suscetibilidade ao desenvolvimento de granulomas do que camundongos (Goldman, D.

et al, 1996).

Observamos entdo que as leveduras dormentes de C. neoformans reativam durante
infeccdo de macrofagos na auséncia de estimulos caracteristicos de uma resposta Thl, o
que ocorre no caso de organismos imunocomprometidos e que a partir dai, conseguem
realizar exocitose, permitindo a migragdo para outras células e 6rgaos. Sabe-se que os
macrofagos sdo as principais células responsaveis pela entrega de leveduras ao tecido
cerebral por meio do mecanismo chamado “cavalo de Troia” (Santiago-Tirado, F. ef al,
2017; Casadevall, A. 2010). Isso ocorre, pois as células da barreira hematoencefilica ndo

reconhecem os macréfagos infectados como deletérios, permitindo a sua passagem.

Entretanto, este fungo também consegue migrar de forma livre no sangue,
chegando ao SNC por meio dos capilares cerebrais (Shi, M. et al, 2010). Além disso, ja
foi mostrado que as leveduras conseguem cruzar a barreira hematoenceféalica por meio de
transcitose, em que conseguem passar entre as células do endotélio cerebral. Para isso, as
leveduras expressam o gene Filobasidiella neoformans polissacarideo sintase (CPS1),
responsavel pela produgdo de acido hialurdnico, essencial para a aderéncia das leveduras
ao tecido endotelial (Jong, A. et al, 2008). Concordando com isso, o tecido cerebral
apresenta altas taxas de inositol, o que induz uma maior expressao de CPSI1 pelas
leveduras, favorecendo sua entrada no tecido cerebral (Liu, T. et al, 2013). Ademais,
também foi mostrado que a enzima fosfolipase B induz maiores taxas de transcitose em

modelos sintéticos de células endoteliais (HBMEC) (Maruvada, R. ef al, 2012).

No entanto, a forma de entrada utilizando o mecanismo “cavalo de troia” mostrou-
se predominante no caso de pacientes imunodeficientes, como pacientes com AIDS. Isso
foi explicado como sendo devido a maior capacidade dos macrofagos realizarem
fagocitose em casos de imunossupressao, o que esta relacionado com a regulagdo do gene
Myocilina (MYOC). Esse gene, codifica a proteina homonima, responsavel por modular
o citoesqueleto de macrdofagos (Li, H. et al. 2022). No tecido cerebral, as principais
células responsaveis pelo controle de infec¢des sdo os macrofagos residentes, chamados

microglia. Essas, também sdo ativadas principalmente via IFN-y e MHC-II, que induzem
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uma resposta pro-inflamatoria, utilizando NO como mecanismo de acdo (Chen, Y. et al,
2022). Entretanto, o cérebro ¢ um 6rgdo com consideravel menor nimero de mecanismos
pro-inflamatdrios do que os demais 6rgdos do corpo, com a maioria das linhas de defesa
presentes na barreira hematoencefalica, de forma que conseguindo atravessar a barreira,
o fungo consegue sobreviver e se multiplicar no tecido enfrentando menos obstaculos

imunoldgicos (Stolp, H. B. et al, 2013).

Analises imuno-histoquimicas de ratos infectados com C. neoformans mostraram
que a infecgdo leva a um aumento na producdo de IFN-y, GM-CSF e TGF-p,
acompanhada da indugdo da expressao de iNOS. Tal aumento dé-se principalmente em
granulomas pulmonares e atinge seu nivel maximo apo6s duas semanas de infecgdo e
depois reduz no caso de uma infec¢do pulmonar persistente (Goldman, D. L. et al, 2000;
Godman, D. L. et al, 1996). Além disso, ja foi mostrado que camundongos deficientes no
receptor de IFN-y apresentam uma taxa de mortalidade significativamente maior do que
camundongos selvagens ap6s 5 semanas de infec¢do. Tal mortalidade ¢ acompanhada por
um aumento na carga flingica nos pulmdes, bago e cérebro e reducdo na produgdo de
quimiocinas. Entretanto, o infiltrado celular foi significativamente maior nos

camundongos KO do que nos WT (Chen, G.H. et al, 2005).

Em nosso trabalho ndo vimos diferengca na carga flingica pulmonar de
camundongos imunossuprimidos deficientes na producdo de iNOS ou IFN-y apo6s duas
semanas de infec¢do. Da mesma forma, Chen e colaboradores ndo viram diferengas na
carga fngica pulmonar com esse tempo de infec¢do (Chen, G.H. et al, 2005), indicando
que o mecanismo de acdo dessa citocina esta mais relacionado com um tempo prolongado
de infec¢@o e com a resposta adaptativa. Além disso, dentre os camundongos AIFN-y, os
unicos que apresentaram carga fingica cerebral foram os infectados com DCn. Tal
resultado indica que a auséncia dessa citocina, assinatura da resposta Th1, deve favorecer
a migragdo cerebral e reativacdo do fungo dormente, confirmando a importancia dessa
resposta adaptativa na protecdo do hospedeiro frente a infec¢do -criptocdcica

(Mukaremera, L. et al, 2017).

Dessa forma, héd grandes diferencas quanto ao desenvolvimento da criptococose

dependendo do funcionamento do sistema imune do organismo. Em pacientes
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imunocompetentes, raramente hd disseminagcdo do C. meoformans para o cérebro,
causando apenas sintomas pulmonares leves e sendo facilmente eliminados. J& em
pacientes imunossuprimidos, geralmente ndo sdo registrados sintomas pulmonares ¢ a
doenga s6 ¢ detectada quando ja esta disseminada no SNC, causando meningoencefalite
(Shi, M. et al, 2012; Dromer et al, 2007). Esses fatores explicam a maior migracao para
o tecido cerebral no caso de hospedeiros imunocomprometidos, o que esta de acordo com
o fato de termos detectado o aumento de carga fungica cerebral nos camundongos

deficientes em linfécitos T (nude) e nos imunossuprimidos com dexametasona.

Por fim, observou-se a reteng¢do da viruléncia apds a reativagdo do DCn, ja que
este colonizou o cérebro de camundongos imunodeficientes de forma eficaz, conseguindo
progredir com a infec¢do. Isso também ocorre em espécies de bactérias, que retém a
viruléncia ap6s a reativagdo, como ¢ o caso da Mycobacterium tuberculosis (Lotoux, A.
et al, 2022). Entretanto, alguns patégenos perdem a viruléncia apds a reativagdo, como ¢é
o caso de células VBNC de Vibrio spp, que requerem sucessivas infeccdes em
camundongos apds a reativagdo para recuperarem seus mecanismos de viruléncia

(Baffone, et al, 2003).

Os resultados desse capitulo mostraram entdo que C. neoformans é capaz de
sobreviver no interior de macréfagos e retomar seu crescimento a partir de um estagio de
infecgdo latente, em que o fungo mantém sua viruléncia. Essa reativagdo provavelmente
¢ estimulada por compostos presentes no fagolisossomo do macrofago e por compostos
secretados por essa célula, no interior de vesiculas ou de forma livre. Além disso, foi visto
que o fungo apresenta tropismo pelo SNC, onde consegue reativar e sobreviver de forma
eficiente e que esse processo ¢ inibido na presenca de IFN-y em organismos
imunocompetentes. E importante ressaltar que esses dados ainda estdo sendo trabalhados

para uma futura publicagdo em artigo cientifico.
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Capitulo 2 - Metabolismo celular e mitocondrial de macrofagos

infectados Cryptococcus neoformans dormente

2.1 Introducao

Como visto no capitulo 1, a resposta imune ao C. meoformans € iniciada
principalmente por macrofagos alveolares residentes, acompanhada por macrdéfagos e
mondcitos derivados. Estes, sdo responsaveis pela eliminagao do fungo e sinalizagdo para
o sistema imune adaptativo (Baker, R. D. et al, 1976). Os macréfagos sdo células
fagociticas mononucleadas da resposta imune inata responsaveis por diversas func¢des de
defesa do organismo contra infec¢des, assim como controle da homeostase tecidual e
regulacdo de processos inflamatorios (Varol, C. ef al, 2015). Para que desempenhem cada
uma dessas fungdes, sdo necessdrias modulagdes metabolicas especificas em seu

metabolismo de glicose, acidos graxos e aminoacidos (Luke A. et al, 2016).

Sabe-se que o metabolismo mitocondrial exerce fungdes essenciais durante
diferenciagdo e modulacdo da resposta imune de macréfagos, incluindo modulagdes no
metabolismo oxidativo, no potencial de membrana ou no ciclo do écido citrico (CAC).
Além disso, também podem ser observadas mudancas na estrutura da mitocondria ou
liberagdo de ROS ou de DNA mitocondrial (Coelho, C. et al, 2014; Wang, Y. et al, 2021).
Mitocondrias sdo organelas celulares responsaveis pela respiracdo celular e geragdo de
energia para a célula, gerando adenosina trifosfato (ATP) a partir de adenosina difosfato
(ADP) e apresentam algumas caracteristicas unicas dentre as organelas. Dentre essas
caracteristicas, destaca-se a presenca de membrana com duas camadas lipidicas e material
genético proprio, que ¢ transcrito por maquinaria propria. Sua membrana interna ¢é
formada por vilosidades que contém a cadeia transportadora de elétrons composta por
cinco complexos enzimaticos e dois carreadores de elétrons: citocromo C (Cyt c) e
ubiquinona (CoQ) (Figura 12) (Rose, S e Bennuri, C. 2018).

Para a conversio de ADP em ATP, as mitocondrias realizam um processo
chamado fosforilagdo oxidativa. O processo se inicia no citoplasma celular com a
oxida¢do de substratos, como glicose e acidos graxos, gerando acetil-CoA, que ¢ levado

até a matriz mitocondrial, sendo metabolizado no CAC e gerando os doadores de elétrons:
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Nicotinamida Adenina Dinucledtideo (NADH) e Dinucleétideo Flavina Adenina
(FADH>). Estes, doam elétrons para a cadeia transportadora de elétrons, iniciando-se
pelos complexos I e II respectivamente. Os elétrons sdo transportados até o complexo I11
pela CoQ e até o complexo IV pelo Cyt ¢, que reduz O, em H>O. Durante o transporte de
elétrons, os complexos bombeiam H" da matriz para o espago intermembrana, gerando
um gradiente eletroquimico. Por sua vez, o complexo V (ATP sintase) transporta H a
favor do gradiente, gerando energia para fosforilar o ADP e gerar ATP. Ao mesmo tempo,
proteinas desacopladoras (UCP) permitem o fluxo de H" pela membrana, funcionando
como valvula de escape (Fig. 12). Muitas vezes, o processo de transporte de elétrons ¢é
incompleto, levando a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que servem
como sinalizadores celulares, mas que podem causar estresse oxidativo quando em doses

altas (Rose, S e Bennuri, C. 2018).
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Figura 12. Figura adaptada de Rose, S e Bennuri, C. 2018. Fisiologia da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial, consistindo em cinco complexos enzimaticos (I, I, IIT, IV e V) e dois carreadores de elétrons
(citocromo C — Cyt ¢ e ubiquinona — CoQ). Os carreadores de elétrons NADH e FADH?2 sdo gerados pelo
Ciclo do Acido Citrico ¢ doam elétrons para os complexos I e II respectivamente. Os elétrons sdo
transportados até o complexo III pela CoQ e até o complexo IV pelo Cyt ¢, que reduz O2 em H>O. Durante
o transporte de elétrons, os complexos bombeiam H* da matriz para o espago intermembrana, gerando um
gradiente eletroquimico. Por sua vez, o complexo V (ATP sintase) transporta H" a favor do gradiente,
gerando energia para fosforilar o ADP e gerar ATP. Ao mesmo tempo, proteinas desacopladoras (UCP)
permitem o fluxo de H" pela membrana, funcionando como valvula de escape.

Além disso, alguns sinais de estresse intracelular levam a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial, que levam ao extravasamento de proteinas toxicas para o citosol,
que sao reconhecidos como sinais de danos (DAMP) pelos receptores intracelulares NLR,
levando a ativagdo do inflamassoma NLRP3. De fato, a liberagdo de ROS ¢ um dos

principais responsaveis pela ativagdo desse inflamassoma e bloqueios nos complexos I
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ou Il da cadeia transportadora de elétrons causam despolarizagdo mitocondrial
acompanhada por uma maior ativagdo do inflamassoma NLRP3. Além disso, quando tal
ativacdo ocorre, hd uma migracdo do inflamassoma para a regido perinuclear,
colocalizando-se com mitocondrias e reticulos endoplasmaticos (Tschopp, J. 2011).
Ademais, quando o inflamassoma ¢ ativado, além de clivar pro-IL1p, a caspase 1 cliva
algumas enzimas glicoliticas como aldolase e piruvato quinase, ativando o metabolismo
de glicose. Ao mesmo tempo, a ativagao do inflamassoma esté relacionado com a reducgao
do metabolismo de lipideos, induzindo uma maior formacdo de adipdcitos e maior

resisténcia a insulina (Tschopp, J. 2011).

Apos a fagocitose, a ativagao do inflamassoma NLRP3 em macr6fagos ¢ uma das
principais estratégias de resposta imune inata frente a C. neoformans, levando a producao
de citocinas pro-inflamatdrias. Essas, juntamente com as quimiocinas produzidas por
células adjacentes e com o reconhecimento de antigenos enddgenos ou exodgenos
determinam as caracteristicas dos macrdéfagos presentes nos tecidos. Estes, estimulam
variagdes na expressdo génica e moléculas de superficie que determinam as variagcdes em
suas fungdes (Varol, C. ef al,2015). A maioria das células imunes sdo derivadas de células
hematopoiéticas provenientes da medula dssea que se diferenciam nas diferentes células
a partir da transcricdo do gene Myb. Entretanto, observou-se recentemente que alguns
macrofagos presentes no figado, epiderme e cérebro de camundongos apresentam origem
embriondria e se diferenciam geneticamente e fenotipicamente daqueles provenientes da
medula 6ssea (Luke A. ef al, 2016). As principais quimiocinas responsaveis pelo
recrutamento de mondcitos do sangue para o tecido infectado sio CCL2 e CCL4, que
convocam mondcitos inflamatérios expressando altos niveis de Ly6C em sua superficie.
Estes, apos a entrada no tecido, se diferenciam em macréfagos inflamatérios (Carlin, L.
et al,2013).

Sabe-se que os macrofagos reprogramam seu metabolismo de acordo com as
caracteristicas do tecido, como disponibilidade de nutrientes ou reconhecimento de
antigenos por meio do reconhecimento de PAMPs e DAMPs. Essas mudangas no
metabolismo celular t€ém como objetivo principal a regula¢do da concentracdo de ATP,
responsavel pelo fornecimento de energia para a célula por meio da sintese de

macromoléculas. Dentre essas alteragdes, também estdo incluidas alteragdes na sintese
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de lipideos e nucleotideos, expressdo génica e sinaliza¢do celular (Artyomov, M. et al,
2016). Tal reprogramagdo metabolica esta diretamente relacionada com a polarizagdo de
macrofagos para um perfil inflamatorio M1, caracterizado pela alta produgdo de citocinas
pro-inflamatoérias e de espécies reativas de oxigénio (ROS); ou para um perfil reparador
e anti-inflamatorio M2, caracterizados pela produgdo de citocinas anti-inflamatorias e
responsaveis por processos de angiogénese ou fibrose (Zhang, Y. et al, 2009). Os
macrofagos sdo rotineiramente classificados como M1 quando sdo classicamente ativados
para uma resposta microbicida ou como M2 quando sdo alternativamente ativados para
um perfil de regulacdo da homeostase e reparo tecidual. Entretanto, ha uma grande
diversidade de fenotipos que podem ser expressos entre M1 e M2 dependendo dos
estimulos apresentados pelas células do sistema imune inato ou adaptativo. Esses
estimulos também regulam o imunometabolismo de formas variadas, direcionando-o para
uma resposta mais efetiva para o contexto apresentado (Mosser, D. e Edwards, J. 2008;

Murray, P. et al 2014).

Geralmente, macrofagos proé-inflamatorios se caracterizam por serem muito
glicoliticos, enquanto os reparadores apresentam um maior consumo de 4cidos graxos e
realizacdo de fosforilagdo oxidativa (Artyomov, M. et al, 2016). Dessa forma, macrofagos
M1 apresentam uma alta taxa de consumo de glicose de forma aerdbica, associada a alta
producdo de ATP e biossintese de acidos nucleicos, proteinas e lipideos. Além disso, ha
supressao da fosforilagdo oxidativa mitocondrial devido ao bloqueio do ciclo do 4cido
citrico em dois estagios, levando ao acimulo de citrato, que ¢ transportado das
mitocondrias para o citosol. No citosol, o citrato pode ser convertido em malonil-CoA
pela acetil-CoA carboxilase, o qual ¢ utilizado na sintese de acidos-graxos, responsavel
pelo remodelamento da membrana plasmatica e sintese de organelas (Artyomov, M. et
al, 2016). Ademais, o aumento de citrato no citosol esta relacionado a uma maior
expressdo de Acodl (antes conhecido como /rgl), responsavel pela expressdo da enzima
aconitate decarboxylase 1, que leva a produgdo do metabdlito mitocondrial itaconato

(Coelho, C. 2022).

O itaconato ¢ um metabdlito com fungdes antimicrobianas efetivo em
concentragdes milimolares, que sdo potencializadas em pH acido e que estimula a

formagao de lisossomos a partir ativagdo do fator de transcricdo TFEB (Michelucci, A. et
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al 2013; Duncan D. et al, 2021; Zhang Z. et al, 2022). Esses fatores geram a hip6tese de
que essa molécula ¢ liberada no fagolisossomo de macrdéfagos infectados e apresentam
efeito sinérgico com outras moléculas antimicrobianas liberadas nesse local, levando a
potencializagdo de seus efeitos. Apesar de ndo bem elucidados os mecanismos efetores
microbicidas do itaconato, sabe-se que sua produgdo ¢ induzida por estimulos pro-
inflamatorios como LPS e IFN-y além de moléculas provenientes de parede celular
fungica (Coelho, C. 2022). Além disso, o itaconato desempenha funcdes
imunorregulatdrias no organismo, apresentando principalmente funcdo anti-inflamatoéria.
Para isso, o itaconato estimula a via da pentose-fosfato, que leva a um aumento na
atividade NADPH oxidase, que leva a uma maior produ¢do de ROS, que por sua vez,
aumenta a expressao do gene anti-inflamatorio A20, que reduz a produgdo de citocinas
pro-inflamatérias (Zhu, X. et al, 2021). Dessa forma, essa molécula ¢ extremamente
importante no processo de “shift” metabolico responsavel pela polarizagdo de

macrofagos.

E interessante observar também que o metabolismo energético de macrofagos
varia de acordo com o 6rgdo de origem e estimulos prévios. Ao interagir com LPS, células
mieloides ativam a via da glicdlise, levando a liberagdo de lactato. Ha também uma
inibicdo do metabolismo de carbono mitocondrial, levando ao acumulo de metabdlitos
mitocondriais que regulam a expressao de enzimas glicoliticas. Esse processo leva a um
aumento na sintese de lipidios, acidos nucleicos e proteinas (Van Den Bossche, J. ef al,
2016; Tannahill, G. et a/, 2013). Além disso, o tratamento com LPS leva a uma supressao
da respiragdo mitocondrial, o que pode significar uma quebra no CAC. Curiosamente, ao
tratar macrofagos peritoneais com LPS, observa-se um aumento de fosforilagao oxidativa
mitocondrial, ao contrario do observado com os macrofagos derivados de medula 6ssea.
Isso indica que o CAC e a cadeia fosforilativa s3o desacopladas nesses macrofagos e que
macrofagos derivados de 6rgdos diferentes apresentam diferentes respostas metabolicas
a estimulos. Além disso, macréfagos derivados de medula apresentam uma
homogeneidade maior, por terem sua diferenciacdo induzida in vitro, com estimulos
controlados, enquanto macrofagos peritoneais apresentem um conjunto de macrofagos e
mondcitos com caracteristicas variadas, incluindo macréfagos M1 e M2 (Artyomov, M.

et al,2016).
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Além disso, ja foi mostrado que durante polarizacdo para M2, macréfagos
aumentam a sintese de poliaminas, o metabolismo de ferro e a oxidagao de &cidos graxos.
Esses fatores estdo associados a um aumento do catabolismo de glutamina, j& que a
privacdo desse aminodcido ou inibicdo da N-glicosilagcdo reduz a polarizagdo M2 e a
produgdo de quimiocina CCL22. Ademais, durante polarizacdo para M1, observou-se
uma redugdo da atividade da enzima Idh, responsavel pela conversdo de isocitrato em a-
cetoglutarato, representando o ponto de fragmentagdo do CAC. Esse ponto de parada ¢
responsavel pelo aumento da produgdo de itaconato durante polarizagdo dos macrofagos

para um perfil pro-inflamatoério M1 (Jha, A. et al, 2015).

Dessa forma, o reconhecimento de antigenos provenientes de patdgenos também
geram diferentes respostas inflamatérias e mudangas metabolicas nas células imunes.
Assim, apos o reconhecimento de PAMPs, ha uma reprogramacdo do metabolismo
celular de macrofagos e células dendriticas, sendo necessdria a ativagdo de vias
alternativas para obteng¢do de glicose, o que fornece uma maior disponibilidade energética
para que essas c¢lulas consigam realizar suas func¢des inflamatorias e microbicidas
(O’Neill, L.A. et al, 2016). Tal regulagdo metabdlica ainda ndo é bem descrita em relagao
a resposta a infecgdes fungicas. Entretanto, estudos anteriores mostraram que macréfagos
infectados com Aspergillus fumigatus tém seu metabolismo de glicose aumentado por
meio da ligacdo da melanina fingica ao célcio intracelular, bloqueando a sinalizagdo via
calmodulina e induzindo a via da glicélise e o fator indutor de hipoxia 1 (HIF1-a)

(Gongalves, S. et al, 2020).

De forma semelhante ao observado com A. fumigatus, dados de sequenciamento
de RNA (RNAseq) obtidos por nosso grupo de pesquisa mostraram que macroéfagos
infectados com C. neoformans em estagio de crescimento estacionario, exponencial ou
em estado dormente apresentaram uma expressao diferenciada de genes relacionados ao
metabolismo celular (Figura 13). As formas estacionaria ou exponencial do fungo
induziram a expressao de um maior numero de genes envolvidos na resposta inflamatoria,
enquanto alguns genes foram induzidos apenas pela forma dormente, como aqueles
relacionados positivamente ao sequestro de triglicerideos, sintese de oOxido nitrico,

quimiotaxia de macrdfagos e hidrolise de ATP associada ao transporte de protons.
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A inducdo da expressdo de genes responsaveis pela atracdo de macréfagos
corrobora com o aumento de quimiocinas detectados por ELISA no capitulo 1,
responsaveis também pela quimiotaxia de monocitos circulantes (Fig. 4). Ademais, os
genes alterados sugerem a capacidade do DCn em modular as caracteristicas do
macroéfago ao seu favor, favorecendo a permanéncia intracelular da levedura e permitindo
a manutenc¢do de sua forma latente até que o ambiente esteja favoravel para sua reativagao
e proliferacdo. Considerando tais resultados preliminares, analisamos fenotipicamente
como o metabolismo dos macréfagos ¢ regulado durante a infeccdo com os diferentes
estados fisioldgicos de C. neoformans, incluindo o fungo apds indug¢do de dorméncia in

vitro.
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Figura 13. Andalise de ontologia génica para identificagdo de processos biologicos de genes
diferencialmente expressos no macrofago desafiado com C. neoformans dormente (VBNC), em
crescimento estacionario (STAT) ou logaritmico (LOG) por 6h analisados a partir dos dados de RNA-seq
dos macrofagos infectados. Figura adaptada de Castro, 2019.
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2.2 Objetivos
2.2.1 Geral:
e Analisar o metabolismo celular de macrofagos infectados com C.
neoformans dormente (Ensaios realizados no MRC CMM -
Universidade de Exeter, Reino Unido, sob supervisdo da

professora Dra. Carolina Coelho).

2.2.2 Especificos:

* Anadlise do perfil mitocondrial dos macrofagos infectados;

* Anadlise do metabolismo mitocondrial e energético por meio dos

equipamentos Oroboros e Seahorse;

« Andlise da expressao dos genes relacionados ao metabolismo de

glicose e acidos graxos;
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2.3 Metodologia

2.3.1 Cultivo fingico:

O fungo utilizado neste trabalho foi o C. neoformans H990 (variagdo grubii),
gentilmente cedido pelo professor Arturo Casadevall e o mutante B-4551FOA (ura5A),
deficiente em uracila, no qual era utilizado um meio de cultivo suplementado com 50
ug/mL de uracila. Ambos eram mantidos armazenados em freezer -80° C com meio YPD
e 30% de glicerol. Na semana anterior a cada experimento, uma aliquota era descongelada
e plaqueada em meio YPD dagar (15g/L) e incubada por 3 dias a 30° C. Apds os 3 dias,
com auxilio de uma alga era feita uma raspagem da placa de uma regido com varias
coldnias a fim de manter o fenotipo da populagdo fingica e esse agregado era inoculado
em frasco ventilado com 10 mL de YPD liquido por 22h em agita¢do de 150 RPM a 30°
C. Apos esse tempo o fungo atingia a fase de crescimento estaciondrio (Statl), era contado
em hemocitdmetro para ser usado nos experimento. Como controle em alguns
experimentos também utilizamos o fungo morto por calor (heat killed - HK), submetendo-
o a aquecimento por lh a 75°C. A inducdo de dorméncia foi realizada da mesma forma

descrita na metodologia do capitulo 1 (item 1.3.2).

2.3.2 Infeccdo dos macrdfagos

Apo6s a diferenciagdo dos macrofagos derivados de medula realizada como
descrito no capitulo 1 (item 1.3.3), 1x10° células/mL foram plaqueadas em RPMI com
10% de SFB e ficaram descansando de 18h a 24h a 37°C e 5% de CO- para aderéncia
dos macréfagos. No caso da andlise de despolarizagdo mitocondrial foram feitos grupos
pré-tratados com LPS (500 ng/mL) e IFNy (50 ng/mL). Apds as 24h de aderéncia dos
macrofagos e pré-ativacao, foram adicionados os fungos (MOI 5) diluidos e previamente
opsonizados com 18B7 anti-GXM (10 pg/mL) por 30 minutos e as analises foram feitas

apos 24h de infecgdo.

2.3.3. Andlises por citometria de fluxo

Para analise da despolarizagdo mitocondrial, 1h antes do fim do experimento foi
adicionado tetramethylrhodamine-methyl-ester-perchlorate (TMRM — ThermoFisher) na
concentragdo de 400 ng/mL e 15 minutos antes do fim do experimento foi adicionado

CCCP1 (50 uM) em um dos grupos experimentais como controle de despolarizagdo. Para
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andlise da produgdo ROS e quantificagdo mitocondrial, 30 minutos antes do fim do
experimento foi adicionado Cellrox green (Invitrogen) na concentragdo de SuM e

mitotracker green na concentracdo de 50 nM e a placa foi mantida a 37°C.

Para quantificacdo da captacdo de acidos graxos, lh antes do fim do experimento
o meio do sobrenadante celular foi trocado por meio sem SFB e foi adicionado BODIPY
FL C16 (25 ng/ml). Para a quantificagdo da captacdo de glicose, o meio foi trocado por
PBS e foi adicionado 2-(N-(7-Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)Amino)-2-Deoxyglucose
(2NBDG) (50uM) (ambos da ThermoFisher), um analogo da glicose, e a placa foi
mantida a 37°C.

Apds o fim do experimento, as células foram lavadas com meio aquecido e
coletadas utilizando PBS com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (10 mM) e
lidocaina (4 mg/mL) gelado. As células foram entdo lavadas e ressuspendidas em Anti-
Mouse CD16/CD32 (Fc Block - BD Biosciences) (4 pL/mL em PBS com EDTA 2mM)
e ficaram em repouso no gelo por 15 minutos. Foi feita entdo marcagdo por mais 15
minutos com CD45-APC anti-mouse (Biolegend) para marcar os macréfagos e Live-dead
(Zombie Nir — BioLegend) para identificar as células vivas. As células entdo foram

analisadas em citometro de fluxo (Accuri C6 plus — Universidade de Exeter).

2.3.4. Andlises de oximetria em equipamento Oroboros

Para analises de oximetria, os macrdfagos diferenciados foram plaqueados em
placas de petri bipartidas na densidade de 1x10° células/mL de RPMI com 10% de SFB
(5 mL por poco) e permaneceram em repouso por 24h. No dia seguinte, as células foram
infectadas com C. neoformans DCn, Stat ou HK + Stat previamente opsonizados com
18B7 anti-GXM (10 pg/mL) por 30 minutos. Ap6s 24h de interagdo a 37°C e 5% de CO»,
as células foram coletadas utilizando TrypLE™ Express, lavadas, ressuspendidas em
meio RPMI sem SFB e contadas. Foram analisadas na densidade de 1x10° células/mL no
equipamento Oroboros pela dra. Paula Bellozi sob supervisdo da prof. dra. Andreza de
Bem (Laboratorio de Bioenergética e Metabolismo — UnB). Para inibi¢do dos complexos
mitocondriais foram utilizadas as drogas oligomicina (1 pg/mL) para inibicdo da ATP-
sintase, Carbonilcianeto-m-clorofenilhidrazona (CCCP - 13 uM) para desregulagdo do

gradiente de prétons, rotenona (1 pM) e antimicina A (1 pM) para inibi¢ao dos complexos
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1 e 3 respectivamente (52-Gnaiger, E. 2020). Com a inibi¢do dos complexos
mitocondriais um a um ¢ possivel notar variagdes no metabolismo mitocondrial em
funcdo das condigdes celulares analisadas, no caso a infec¢do com diferentes condi¢des

do C. neoformans.

2.3.5. Andlises de oximetria em equipamento Seahorse

Para obtengdo de um resultado mais detalhado, também realizamos a oximetria
dos macrofagos infectados utilizando o Seahorse (Agilent) com auxilio da dra. Ana
Miguel Cruz, orientada pelo Dr. Craig Beall e supervisao da dra. Carolina Coelho (MRC
CMM, Exeter - UK). Neste equipamento, a andlise ¢ realizada em placa, permitindo que
os macréfagos permanecam aderidos durante o experimento, que ¢ mais semelhante ao
seu estado fisiologico. Além disso, a placa permite que varios pogos com varias condi¢des
sejam analisados a0 mesmo tempo, enquanto no Oroboros sdo realizadas apenas duas

analises por vez em cameras onde as células ficam em suspensdo, sob agitagao.

Para esse experimento, apos prévia titulagdo, macréfagos diferenciados foram
plaqueados na densidade de 7,5x10* células por pogo de uma placa de 96 pogos XF96
(Agilent) com 80 uL de meio completo para diferenciacdo de macrofagos e mantida a 37
°C e 5% de COa. Apds 24h, foi feita a infeccdo com as leveduras (MOI 2) previamente
opsonizadas com 18B7 e a placa foi incubada por mais 24h. No dia seguinte, as células
foram lavadas com meio aquecido e foi adicionado meio XF Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM -Agilent) suplementado com glicose (10 mM), glutamina (2mM) e
piruvato (1mM) e a placa foi incubada por 1h a 37°C sem CO», quando entdo a placa foi
analisada no equipamento. Os inibidores utilizados foram: oligomicina (1 uM), FCCP
(1,5 uM) e rotenona e antimicina (0,5 uM) (kit Mitostress — Agilent). As concentracdes

celulares e de drogas foram selecionadas apds titulagao.

Para andlise do metabolismo energético, as células foram preparadas da mesma
forma, mas foi utilizado o kit Mitofuel (Agilent), o qual utilizam-se os inibidores
UKS5099, que bloqueia a entrada de piruvato na célula e consequentemente a glicolise;
etomoxir, que bloqueia a entrada de palmitato e consequentemente o ciclo do 4cido citrico
e o metabolismo de acidos graxos; e o BPTES, que bloqueia a entrada de glutamato na

célula, interferindo no metabolismo de glutamina. A capacidade de utilizar a molécula
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como combustivel ou a dependéncia daquela molécula foram calculados segundo
mostrado na Figura 14. Para determinacdo da dependéncia do uso de glutamina, usa-se
primeiro o inibidor de glutaminase II, BPTES, que bloqueia a entrada de glutamato na
célula e posteriormente, usa-se os outros dois inibidores UK5099 e o etomoxir. Dessa
forma, o quanto o consumo de O, (OCR) reduz ao inibir os metabolismos representa a
importancia dessas moléculas para a célula analisada. Para andlise da capacidade de
utilizar a glutamina, usa-se primeiro os outros dois inibidores e por ultimo o BPTES,
permitindo observar como a célula reage tendo apenas glutamina como fonte de energia.
O mesmo ¢ realizado para os outros dois combustiveis: Para andlise da dependéncia de
glicose, usa-se primeiro UK5099 e depois BPTES e etomoxir e para a capacidade, usa-se
primeiro BPTES e etomoxir e depois UK5099; Para a analise da dependéncia de acidos
graxos, usa-se primeiro etomoxir e depois UK5099 e BPTES e para a capacidade, usa-se

primeiro UK5099 e BPTES e por tltimo etomoxir.

Apo6s a analise de Mitostress ou Mitofuel, as células eram lisadas com NaOH
(ImM) e a concentragdo proteica era dosada utilizando solu¢do de Bradford segundo

instrugdes do fabricante (Bio-Rad) para normalizacdo do nimero de células.
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Figura 14. Calculo para determinagdo dos valores de Dependéncia ou Capacidade de utilizacdo de
glutamina pela célula analisada. Para determinagdo da dependéncia do uso de glutamina, usa-se primeiro o
inibidor de glutaminase II, BPTES, que bloqueia a entrada de glutamato na célula e posteriormente, usa-se
os outros dois inibidores UK5099, bloqueador de glicolise e o etomoxir que bloqueia o metabolismo de
acidos graxos. Dessa forma, o quanto o consumo de Oz (OCR) reduz ao inibir os metabolismos representa
a importancia dessas moléculas para a célula analisada. Para anélise da capacidade de utilizar o metabdlito,
usa-se primeiro os outros dois inibidores e por tltimo o inibidor de glutamina, permitindo observar como a
célula reage tendo apenas glutamina como fonte de energia. O mesmo ¢ realizado para os outros dois
combustiveis. Figura retirada do manual de utiliza¢do do kit Mitofuel (Agilent).
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2.3.6. Andlise da expressdo génica

Para andlise da expressdo génica dos macrofagos infectados com DChn,
macrofagos BMDM foram plaqueados em placa de 6 pogos na densidade de 1x10%mL e
incubados a 37°C e 5% de CO> por 24h. No dia seguinte, foram infectados em MOI 5
com C. neoformans DCn; HK +1% Stat; ou Stat opsonizados com 18B7 (10 pg/mL).
Ap0s 24h, as células foram lavadas com meio RPMI aquecido e lisadas com 1 mL de
Tryzol por triplicata. Posteriormente, foi adicionado 200 pL de cloroférmio e
homogeneizado para separagdo do RNA do Tryzol e centrifugado a 12.000 g, por 15
minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, em que foi adicionado
500 pL de isopropanol para precipitagdo do RNA, homogeneizado e mantido em
temperatura ambiente por 10 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por
10 minutos a 4 ° C e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1 mL de
etanol 70%, centrifugado novamente e ressuspendido em 30 pL de 4gua livre de RNAse.
O RNA foi quantificado em nanofotometro NanoPhotometer P330 (IMPLEN) e sua
integridade foi analisada por meio de gel de agarose (Figura 21A). O RNA foi entdo
convertido em DNA ciclico (¢cDNA) por meio do kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” (Applied Biosystems) de acordo com as recomendagdes do fabricante.
O cDNA foi entdo amplificado e quantificado por meio de Reagcdo em Cadeia da
Polimerase quantitativo (qQPCR) em tempo real em equipamento StepOne (Applied
Biosystems) utilizando os primers de genes de mus musculus relacionados ao
metabolismo celular discriminados na Tabela 1 e o marcador Sybr green em mastermix

(Promega), segundo as recomendagdes do fabricante.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para quantificacdo da expressdo génica de macrofagos
infectados com C. neoformans por RT-qPCR

Gene Proteina Sequéncia 5'- 3"

NM Enol For Enolasel gggtggattcgcacctaac

NM Enol Rev Enolasel atccatgccaatgacaacct
Carreador de soluto da familia 2,

NM slc2a6 For membro 6 aggatgctgacgggcttt
Carreador de soluto da familia 2,

NM slc2a6 Rev membro 6 gggtecaatctcagacacg
Carreador de soluto da familia 2,

NM_ Slc2al For membro 1 gtcggcectetttgttaatcg
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NM Slc2al Rev
NM HK2 1 For
NM HK2 1 Rev

NM Echdc3 For

NM Echdc3 Rev

Carreador de soluto da familia 2,

membro 1
Hexoquinase 2

Hexoquinase 2

Dominio contendo
coenzima A hidratase 3
Dominio contendo

coenzima A hidratase 3

enoil

enoil

ttggagaagcccataageac
ttcaccttctcctteecttg
ccctttgtccacttgaggag

atacaggggagggaacgact

gtatgggcagcacctcactt
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2.4. Resultados

2.4.1. C. neoformans dormente ndo causa despolarizacdo mitocondrial em

macrdfagos derivados de medula nem altera a producdo de espécies

reativas de oxigénio ou a quantificacdo mitocondrial celular

Considerando a importancia da mitocondria no desenvolvimento de diversos
mecanismos de defesa celular, avaliamos a influéncia da infec¢do com células dormentes
de C. neoformans (DCn) na despolarizagdo mitocondrial de macréfagos. Para isso,
analisamos em citdmetro de fluxo a fluorescéncia de células marcadas com TMRM apds
a infeccdo por 24h. Para isso, utilizamos macrofagos derivados de medula (BMDMs),
mas também realizamos ensaios pilotos com macréfagos de linhagem J774 e macrofagos
isolados de lavado bronquioalveolar (BAL), considerando que J774 ¢ mais responsiva a
despolariza¢do mitocondrial do que BMDM (Coelho, C. ef al, 2015). Além disso, sabe-
se que a infec¢do pulmonar por C. neoformans se inicia em macrdfagos alveolares (Baker,
R. D. et al, 1976), os quais devem ser importantes para a incubacdo do DCn e para sua

reativagdo e migragdo para outros 6rgaos.

Como esperado, tanto a infec¢do com C. neoformans em crescimento estacionario
como o tratamento com LPS e IFN-y induziram uma despolarizacdo, observada pela
reducdo na mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de TMRM (Figura 15B). No
entanto, 0 DCn e o controle HK + 1% Stat ndo interferiram na polarizagdo mitocondrial,
sendo um indicativo de como o DCn pode se manter silencioso no interior dos
macrofagos, sem causar sua ativacdo tanto quanto o estaciondrio. Além disso,
aparentemente houve uma pequena despolarizagdo mitocondrial induzida pela forma
estacionaria e dormente nas células J774 (Fig. 15C) e por todas as formas fingicas nos
macrofagos BAL (Fig.15D). Entretanto, sdo necessarias mais replicatas biologicas para a

conducdo da andlise estatistica e confirma¢ao da influéncia da infec¢do nessas células.

Além disso, avaliamos a produ¢do de ROS (Fig. 15E) e quantificacio
mitocondrial (Fig. 15F) nos macréfagos infectados ou ndo e ndo encontramos diferengas
entre os grupos. Entretanto, o grupo infectado com DCn se comportou de forma mais
semelhante ao grupo ndo infectado, apresentando uma média menor na quantidade de

mitocondrias e um menor desvio padrao. Tal resultado era esperado, ja que a infecgdo de
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macrofagos com C. neoformans nao altera significativamente a produgdo de ROS

(Coelho, C. et al, 2015), indicando que a forma dormente conservou essa estratégia para

se manter silenciosa no meio intracelular.

A
107 -
- 15M = E
106
<
< - fé 10° 3
ﬁ b 3' 10M = K] .
a ] i < 03 CD45 + livg
< 3 9 °
2 2 = 10
4 i g Live
o § 102 89,4
10l :
o T T T 100
0 5.0M 1M 15M ™ T Ty ™y T T ™y
10 10Z 10‘ 106
FSC-A :: FSC-A FSC-A : FSC-A
Comp-FL4-A :: APC-A
A02 Unstain 2.fcs AO01 Unstain.fcs [ ] sample Name [Subset Name | Count
Ungated Size A0S SC APC1.fcs [Single Cells | 9377
14399 7258 0| A03 LD dead.fcs [Single Cells | 6145
[ A04 LD live.fcs Single Cells 9402
B 80000 = Cc
[ J
60000 — ® J774
[ J 1.5
=
g * |
= 40000 = *kkk N *% T
-_ [ ) = 1.0-
T ° \ = 1
E . *%k E
& [ H
o ) |&® o® g
20000 &~ | ° g
I T 0.5 -1
a ﬁ £
Lo
0
1 1 1 1 1 1 1 0.0 T I T
LPS +IFN - - - - - + + + + > N & &
y & & F F
- P P S VR &
XD N O & XD XD O
© K F & F K F S
o © N P N
R N R
D E F
BAL ROS
250000 25000 . Massa
13000 mitocondrial
200000 -{ 20000 (] £ 12000
3
o
x =
Z 150000 S 15000 o 11000
H H £ -
= o ° [ ] 10000+ °
£ 100000 L 10000+ £
L4 E 9000 o —
T -
- - ™
50000 5000 R— . .
oLl mim L . o1 . T 7000 —— 77—
~ N » x o X X o> X x 'S
& & ¥ FF \&9“ & & & “o@ o & ¥
* ) S x
& &

76



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB

Figura 15. C. neoformans dormente nio causa despolarizacio mitocondrial em macréfagos
infectados. Estratégia de “gate” para separacdo das células marcadas com CD45-APC e Zombie-NIR
(Live-dead) (A). Mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) de TMRM (B - D), Cellrox green (E) ou
mitotracker green (F) em macréfagos BMDM (A, D e E), J774 (C) ou derivados de lavado broncoalveolar
(BAL) (D) infectados com C. neoformans stat, HK + stat ou DCn. Em (B), células também tratadas com
LPS (500 ng/mL) e IFN-y (50 ng/mL) e CCCP1 (50 uM) adicionado 15 minutos antes do fim do
experimento. Andlise estatistica do tipo one-way anova, em que * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p< (0,001,
*kakk p < 0,0001 em relagdo ao grupo BMDM. Figura A ¢ representativa de trés experimentos
independentes.

2.4.2. C. neoformans dormente ndo altera significativamente o metabolismo

mitocondrial de macrofagos infectados

Anadlises do metabolismo mitocondrial de macrofagos infectados com C.
neoformans DCn ou seu controle negativo (HK + 1% Stat) por oximetria, realizadas no
equipamento Oroboros, mostraram que o DCn ndo induziu mudangas significativas no
perfil respiratdrio mitocondrial destas células (Figura 16). Testamos a andlise utilizando
a infec¢do com o controle positivo em crescimento estacionario (Stat), porém este
indculo, uma vez que retoma o crescimento, possui um metabolismo energético
extremamente alto e quando analisado juntamente com os macrofagos, o fungo camufla
a respiracdo dos macrofagos e as drogas utilizadas nas concentragdes previamente
tituladas para os macrofagos sdo insuficientes para inibir a respiracdo fingica. Por esse
motivo, decidimos analisar somente a influéncia do DCn e do HK + 1% Stat na respiragdo

mitocondrial.

E possivel observar na Fig. 16A e 16B que o controle HK + 1% Stat induz um
aumento significativo na respiragdo basal desses macrdfagos, ou seja, na respiragao basal
24h apds infecgdo. Tal resultado pode estar relacionado a maior resposta inflamatdria
induzida por HK+1% Stat, como ja mostrado no capitulo 1, ja que as leveduras mortas
ndo apresentam capacidade imunoregulatdria como as vivas. Apesar disso, nenhum dos
dois fungos induziu mudangas significativas na liberagdo de H* (Fig. 16C) ou na produg¢ao
de ATP (Fig. 16F), calculados pela redugdo da respiragdo ao méximo quando se adiciona
oligomicina, um inibidor da ATP sintase que causa um extravasamento de H*
subutilizados na cadeia fosforilativa. Também nao houve alteragdo na respiragdo maxima
mitocondrial (Fig. 16D) induzida pela adicdo de CCCP no sistema, um desacoplador do

transportador de protons na cadeia transportadora de elétrons.
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Além disso, ndo houve alteracio no consumo de O residual (Fig. 16E),
quantificado apds a inibi¢do dos complexos 1 e 3 mitocondriais pelas drogas rotenona e
antimicina, que causam o colapso da cadeia transportadora. Essa inibi¢do permite a
dosagem do consumo de O; ndo mitocondrial, derivado de fendmenos oxidativos em
outras organelas, podendo estar relacionado também a produ¢do de ROS. Por fim, ndo
houve mudanca na capacidade respiratéria de reserva (Fig. 16G), calculada a partir dos
valores de respiragdo maxima menos a basal, ou na capacidade de acoplamento entre o
fluxo de O e a producdo de ATP, calculada por meio da férmula: [respiracdo méaxima
(E) —liberagdo de H" (L)]/E. Dessa forma, a infec¢do com C. neoformans DCn nao alterou
o metabolismo energético mitocondrial de forma significativa, indicando mais uma vez a
capacidade desta forma fungica se manter silenciosa no interior celular, modulando

negativamente a ativacdo do macrofago.
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Figura 16. C. neoformans dormente nao altera significativamente o perfil respiratoério de macréfagos
infectados. Perfil respiratorio de macrofagos por milhdo de células (BMDM) infectados com HK + 1%
Stat (HK + Stat) ou DCn (MOI 2) por 24h a 37°C (A) e analises derivadas dos valores detectados de
consumo de Oz (Oroboros). Analise estatistica do tipo one-way anova. *p < 0,05; Valores representativos
de trés experimentos independentes. E representa capacidade méaxima respiratoria e L, liberagdo de protons.

A fim de obter um resultado mais abrangente acerca do metabolismo mitocondrial,

que permitisse a analise de varias condi¢des concomitantemente e em uma condi¢ao mais

parecida com o estado fisiologico do macréfago, realizamos a andlise também no

equipamento Seahorse (Agilent). Primeiramente, realizamos a titulacdo da densidade

celular necessaria para obter uma deteccdo significativa do consumo de O pelo
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equipamento (Figura 17A) e decidimos utilizar a densidade celular mais alta testada
(7,5x10* células/pogo). Também realizamos a titulagio da concentragdo necessaria de
inibidores para induzir primeiro uma respira¢do maxima seguida por uma minima (Fig.

17A) e vimos que era e efetivo utilizar 1 uM de oligomicina e 1,5 uM de FCCP.

Tentamos entdo realizar a analise da infeccdo com leveduras C. neoformans Stat
e notamos mais uma vez que este fungo retoma rapidamente uma alta taxa metabolica e
camufla a respira¢do do fagdcito, mesmo em concentragdes muito baixas, enquanto o
DCn apresenta consumo de Oz proximo a zero, ndo interferindo na deteccdo da taxa de
consumo do macréfago (Fig. 17B). Como forma de utilizar o controle positivo Stat na
analise apesar dos desafios encontrados, testamos adicionar o antifingico anfotericina B
(0,5 pug/mL) (Nosanchuk, J. D. et al, 1999) 2h antes da analise para matar o fungo e
consequentemente inibir a respiragdo do patogeno (Fig. 17C). O tratamento foi bem-
sucedido no quesito de inibir a respiragdo fingica, mas perturbou o metabolismo dos

macrofagos, inibindo seu consumo de O: e a resposta aos inibidores mitocondriais.

Outra estratégia foi a utilizacdo do mutante ura5A, o qual é auxotréfico para
uracila e necessita da suplementagdao do meio com 50 ug/mL desta base nitrogenada para
que se replique. Dessa forma, a auséncia de uracila reduz a respiracao fungica, permitindo
a andlise de oximetria dos macréfagos infectados, oi utilizado meio suplementado durante
as 24h de infecgdo e, uma hora antes da andlise, o meio era substituido por meio XF
DMEM sem uracila (Fig. 17C). Tal estratégia foi eficaz, ja que o consumo de O> pelo
ura5A foi muito menor do que fungo wild-type e do que o consumo dos macrofagos nao
infectados, permitindo analisar separadamente a respira¢do de cada um dos tipos

celulares.

Para justificar a possibilidade de utilizar o ura5A em detrimento do H990,
confirmamos que o crescimento intracelular dos dois fungos durante a infeccdo dos
macrofagos € equivalente (Fig. 17D). J4 que o wura5A apresenta uma proliferacdo
extracelular significativamente menor que a estirpe H990 em meio suplementado (Fig.
17D), o uso de Aura$ facilita a lavagem e retirada da maioria das leveduras extracelulares
antes das andlises no Seahorse, gerando uma menor interferéncia na analise, e permitindo

estudar a resposta de macréfago infectado. Entretanto, entendemos que esse mutante ndo
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¢ perfeito para a andlise, ja que possui uma respiracao residual mesmo na auséncia de
uracila e seguimos buscando um mutante que permita manipular mais a respiracdo
mitocondrial. Dessa forma, consideramos pertinente a utilizagdo do wura5A como
estratégia para estudar a influéncia de um C. neoformans Stat no metabolismo energético
mitocondrial do macréfago infectado enquanto desenvolvemos um mutante ideal. Além
disso, ndo foi possivel a adequacao do protocolo de indu¢dao de dorméncia para o uras4,

impossibilitando o uso da mesma estirpe para todas as analises de oximetria.
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Figura 17. C. neoformans dormente nao altera significativamente o perfil respiratério de macréfagos
infectados. Consumo de O> mitocondrial medido durante a titulagdo da densidade celular de macrofagos
(BMDM) e de drogas utilizadas para inibir os complexos da cadeia transportadora de elétrons destas células
(A). Consumo de O mitocondrial medido durante a titulacdo da densidade de fungos em crescimento
estacionario (Stat) ou dormente (DCn) ao infectar ou ndio BMDM (B). Consumo de Oz mitocondrial de
BMDM infectados com Stat e tratados com 0,5 pg/mL de anfotericina B (Anf) ou infectados com o mutante
ura5A e suplementado ou nao com 50 ug/mL de uracila (ura) durante as 24h de infec¢ao (C). Quantificagdo
de unidades formadoras de colonias (CFU) fungicas intracelular ou extracelular de C. neoformans H99 ou
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ura5A apo6s a infecgdo de BM (MOI 2) por 24h (D). Analise estatistica do tipo two-way anova *p < 0,05;
*Hkp <0,001; ****p <0,0001 em relacdo ao H99.

Ap6s a realizagdo das analises do consumo de O> pelos macrofagos infectados,
notamos mais uma vez um aumento na respirag¢ao basal induzida pela infec¢do o com HK
+ 1% Stat (Figura 18A e C), assim como um aumento na liberacao de protons (Fig. 18D)
e na producdo de ATP (Fig. 18G), que havia parecido aumentar nas analises no Oroboros,
apesar de ndo apresentar valores significativos (Fig. 16F). Em contrapartida, o ura5A em
crescimento estacionario induziu um aumento significativo na liberagdo de H" (Fig. 18D)
e na respiracdo nao mitocondrial (Fig. 18F), o que pode estar indicando adaptagdo dos
macrofagos ou ser derivado do Aura5 se manter parcialmente ativo ainda que na auséncia
da suplementacdo com uracila, mantendo uma respiracio ndo mitocondrial. Esta
diferenga requer o uso de um controle preciso de respiracdo de C. neoformans, via
mutantes, ou futuros desenvolvimentos técnicos que diferenciem respiracdo apenas de
macro6fagos. Ja o DCn, apenas induziu um pequeno aumento na liberagdo de H" (Fig.
18D). Entretanto, todos os fungos induziram um aumento significativo (p<0,01) na
acidificagdo extracelular do meio (ECAR) (Fig. 18B), indicando a realizacdo de glicolise

aerobica pelos macrofagos infectados (Gnaiger, E. 2020).
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Figura 18. C. neoformans em crescimento estacionario altera padrées respiratérios de macréfagos
infectados, enquanto dormente nio os altera significativamente. Consumo de O> (OCR) (A) e
acidificacdo extracelular (ECAR) (estatistica em relagdo ao grupo BMDM) (B) (normalizados por
concentragdo proteica) de macrofagos (BMDM) infectados por 24h com C. neoformans ura5A, HK + 1%
Stat ou DCn (MOI 2) avaliado em equipamento Seahorse. Pardmetros metabolicos calculados a partir dos
valores de OCR detectados (C-H). Analise estatistica do tipo one-way anova *p < 0,05; ***p < 0,001,
*A**p < 0,0001. Figura representativa de ao menos 3 replicadas biologicas, com pelo menos 8 pogos de

cada condigdo por experimento.
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2.4.3. C. neoformans dormente altera o metabolismo de acidos graxos de

macrdofagos infectados

Posteriormente, foi realizado um RT-qPCR para quantificagdo de importantes
genes do metabolismo celular: enolasel (enol), que codifica uma enzima glicolitica;
carreador de soluto da familia 2, membro 6 (slc2a6), facilitador do transporte de glicose
através da membrana lisossomal; carreador de soluto da familia 2, membro 1 (slc2al),
importante no transporte de glicose transmembrana; hexoquinase 2 (4k2), envolvido na
regulagdo negativa da permeabilidade da membrana mitocondrial e do processamento
metaboilico de ROS; dominio contendo enoil coenzima A hidratase 3 (echdc3), envolvido
no metabolismo de acidos graxos e na resposta celular a estimulos com insulina. Estes
genes foram escolhidos por terem sua expressdo alterada em trabalhos anteriores

envolvendo macréfagos infectados com fungos (Gongalves, S. et al, 2020).

Como esperado, o Stat induziu a expressdo dos genes relacionados ao
metabolismo em taxas significativamente mais altas do que o DCn ou HK + Stat (Figura
19B), ja que ¢ um fungo metabolicamente ativo e que consequentemente, gera maior
ativagdo no macrofago. Entretanto, DCn induziu positivamente a expressdo dos genes
enol, slc2a6, slc2al e ecdhc3, mas ndo de hk2, ao contrario do HK + Stat, que somente
induziu a expressao do gene /k2 (Fig. 19B). Os genes super-expressos estao relacionados
ao metabolismo de glicose e dcidos graxos, mostrando que o fungo dormente ativa, ainda
que em taxas reduzidas, o metabolismo dessas moléculas, possivelmente servindo de

fonte de energia para ele proprio durante a sua persisténcia no fagolisossomo.
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Figura 19. C. neoformans dormente induz a expressao de genes relacionados ao metabolismo celular
de macréfagos infectados. A) Gel de agarose mostrando a integridade do RNA utilizado para
quantificacdo por RT-qPCR. B) Fold change da quantificagdo da expressdo génica (Ct) de macrofagos
infectados com C. neoformans Stat, HK + Stat ou DCn por 24h a 37°C. Para o calculo do fold change,
subtraiu-se o valor de Ct obtido com a quantificagdo do gene constitutivo -actina (ACt) e entdo subtraiu-
se o valor obtido dos macrofagos néo infectados (AACt), que foi entdo adicionado a formula: 2"24Ct, Analise
estatistica do tipo two-way anova *p<0,05; ****p < (0,0001 diferentes do grupo ndo infectado (BMDM).

Conforme o aumento ECAR, indicando aumento de glicolise induzido pela
infec¢do fungica (Figura 18B), realizamos um experimento preliminar para detectar as
fontes de energia utilizadas pela mitocondria, usando o kit Mitofuel (Seahorse -Agilent).
Detectamos uma altera¢d@o no metabolismo energético desencadeado tanto pela infecg¢do
com o mutante ura5A, quanto com DCn (Figura 20). A infeccdo com o mutante ura5A
induziu um aumento significativo na capacidade dos macréfagos utilizarem fontes
energéticas diferentes de glutamina (Fig. 20A) e glicose (Fig. 20C), ao mesmo tempo em
que induziu uma grande dependéncia da utilizacao de acidos graxos (Fig. 20B) e reducdo

da dependéncia de glutamina (Fig. 20A).

Ja o DCn induziu alteragcdes mais sutis ¢ contrarias ao ura5A no metabolismo
energético do fagocito. Este fungo induziu uma redug¢do na capacidade de utilizar
glutamina (Fig. 20A) e acidos graxos (Fig. 20B), além de uma reducdo na dependéncia
de utilizacdo de 4cidos graxos (Fig. 20B). Tais resultados indicaram respostas

metabolicas antagonicas entre a infec¢do com ura5A e com DCn, mostrando que DCn
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induz uma resposta metabdlica no hospedeiro significativamente menos ativa do que

ura5A, o que corrobora com os demais resultados apresentados anteriormente.
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Figura 20. C. neoformans altera a dependéncia e a capacidade de utilizacdo de fontes de energia pelos
macrofagos infectados. Taxa do consumo de Oz (OCR) de macréfagos (BMDM) infectados com DCn (A)
ou uraSA (B) por 24h. Capacidade e dependéncia de utilizagdo de glutamina (C), 4cidos graxos (D) ou
glicose (E) como formas de combustivel para o metabolismo celular de BMDM infectados com DCn ou
ura5A, calculados a partir dos valores de OCR. Analise estatistica do tipo one-way anova *p < 0,05; ****p
<0,0001 em relagio ao BMDM. Figura representativa de duas replicatas biologicas, contendo ao menos 7
pogos por condicao.

A fim de obter informac¢des mais detalhadas sobre o metabolismo energético dos
macroéfagos infectados e tratados ou ndo com LPS e IFN-y, adicionamos moléculas de
glicose ou acido graxo (palmitato) ligados a um fluoréforo (2-NBDG e Bodipy FL C16

respectivamente) ao fim da infeccdo para detectar posteriormente a captacdo dessas

moléculas pelos fagocitos (Figura 21). Notamos entdo um aumento significativo na
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captacdo de glicose induzido pelo tratamento com LPS e IFN-y, como descrito
anteriormente (Artyomov, M. et al, 2016). Tal captagdo de glicose foi inibida na infec¢do
com Stat, demonstrando a capacidade do fungo em crescimento estaciondrio em regular
a resposta do macrdéfago ao estimulo pré-inflamatorio. Entretanto, o fungo nao induziu
alteracdes na captagdo de glicose pelo macrofago ndo tratado (Fig. 21A). Esse resultado
em conjunto com a Fig. 20C demonstram que macrofago infectado com C. neoformans
pode utilizar glicose como fonte priméria de energia, mas € estimulado para utilizar fontes

alternativas.

O mesmo ndo ocorreu na infecgdo com o HK + Stat ou com o DChn, ja que estes
ndo inibiram o aumento da captag¢do causado pelo tratamento com LPS e IFN-y e nem
alteraram a captag¢do em relagdo aos ndo tratados (Fig. 21A). Ja a captagdo de acidos
graxos nao foi alterada pelo tratamento sozinho com LPS e IFN-y, mas aumentou
significativamente no tratamento concomitante a infec¢do com DCn (Fig. 21B). Além
disso, apesar de a infeccdo com DCn ou HK + Stat ndo alterar a captacao de acidos graxos
pelo macrofago nao tratado, eles induziram uma captagdo maior do que a observada na
infeccdo com Stat (Fig. 21B). Tal resultado difere daquele observado na Fig. 20B, em que
observamos um aumento na dependéncia de 4acidos graxos pelos macrofagos infectados
com uraSA (Stat), indicando que podem estar sendo utilizadas vias distintas de utilizagdo
de 4cidos graxos em cada analise. Entretanto, tal resultado est4d de acordo com Castro et
al., 2019 (Fig. 13), que demonstrou a indu¢do de genes relacionados ao sequestro de
triglicerideos nos macrofagos infectados com DCn mas nao nos infectados com formas

do fungo metabolicamente ativas.

Realizamos também andlises por microscopia para observar a formagdo de
agregados lipidicos pelos macrofagos infectados e pré-tratados com LPS e IFN-y
adicionando Bodipy FL C16 nas duas tltimas horas de infecc¢do e realizando a lavagem
30 minutos apods a adicdo, para retirada das moléculas ndo internalizadas (Fig. 21 D).
Observamos entdo que os macrofagos infectados com DCn induziram uma captura e
formacdo de agregados lipidicos significativamente maior do que os grupos nao
infectados ou infectados com o fungo Stat ou HK + Stat (Fig. 21C e D). Esses dados
indicam a preferéncia do DCn pelo consumo de lipideos, ja que induz a captagdo de acidos

graxos pelos macrofagos, enquanto as analises de oximetria (Fig. 20) indicam que esses
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lipideos ndo estdo sendo utilizados para alimentar a cadeia respiratéria. Dessa forma. E
possivel que os dcidos graxos sejam essenciais para a sobrevivéncia/manuten¢do do fungo
dormente, ou mesmo para o processo de reativagdo do C. neoformans no tfagolisossomo.
Esses resultados estdo de acordo com Nolan, S. e colaboradores, que mostraram a
capacidade do C. neoformans ativo em obter lipideos de fontes exdgenas e acumulé-lo
em seu citoplasma, favorecendo a proliferacdo fungica e maiores taxas de exocitose nao

litica (Nolan, S. et al, 2017).
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Figura 21. C neoormns estaciondrio modula negativamene a captag:o de licse de macroéfagos
pré-ativados, enquanto odormente induz aumento na captaciio de acidos graxos. A e B: Mediana de
intensidade de fluorescéncia (MFI) detectadas em citometro de fluxo de 2NBDG (A) e Bodipy FL C16 (B)

&9



Universidade de Brasilia -‘

PPG — Biologia Molecular UnB

de macrofagos (BMDM) previamente tratados com LPS (500 ng/mL) e IFN-y e infectados com DCn, HK
+ Stat ou Stat em MOI 5 por 24h a 37°C, separadas a partir da marcagdo com CD45-APC e Zombie-NIR
(Live-dead); C e D: Captacdo de acidos graxos por BMDMs, pré-ativados com LPS e IFN-y, nas duas
ultimas horas de infec¢ao com C. neoformans DCn, HK + Stat ou Stat nas mesmas condi¢des das fig. A e
B. Quantificagdo de pontos fluorescentes em mm (Bodipy FL C16) internalizados pelos BMDM calculados
a partir das imagens geradas pelo microscopio Cellcytex (Sytena) em aumento 10X (D) e calculados pelo
software Cellcyte Studio (C). Analise estatistica do tipo one-way anova *p <0,05; **p <0,01; ***p<0,001;
*A**p < 0,0001 (diferente de todos os demais grupos).

2.3. Discussao

Considerando os resultados apresentados neste capitulo, notamos que células
dormentes de C. neoformans modificam significativamente menos o metabolismo de
macrofagos infectados do que leveduras em crescimento estacionario, especialmente o
metabolismo mitocondrial. Esse comportamento ¢ esperado, ja& que células VBNC
apresentam um metabolismo significativamente reduzido, levando a uma menor ativagao
da resposta imune (Hommel, B. et a/, 2019). Apesar de iniciarem o processo de reativacao
ao infectarem os macrofagos, como mostrado no capitulo 1, esse processo ocorre de forma
gradual, o que deve evitar uma ativagdo exacerbada dos fagdcitos. Além disso, esse
processo de reativagdo de forma gradual que ndo ativa significativamente a resposta
imune ¢ benéfico para o C. neoformans, pois permite a maior disseminagdo pelo
organismo sem que seja detectado e consiga progredir com a infec¢do. Isso explica por
que a maioria dos casos de criptococose sdo desencadeados por reativagdo de infeccdes

latentes e ndo por novas infec¢des (Dromer, F. et al, 2007).

Dessa forma, foi visto que as leveduras em crescimento estacionario induzem uma
ativacdo significativamente maior do que as dormentes, visto que em estudos anteriores
j& havia sido demonstrado que a infeccdo de macrofagos com esse fungo em fase
estaciondria causa despolarizagdo mitocondrial (Coelho, C. et al, 2015). Aqui,
observamos que o C. neoformans estacionario induz despolarizacdo mitocondrial, apesar
de ndo alterar significativamente seu metabolismo, enquanto as leveduras HK induzem
aumento na respiragdo basal. Para além disso, C. neoformans inibe altera¢des metabolicas
causadas por LPS e IFN-y, em linhas com trabalhos prévios mostrando que C.
neoformans consegue prevenir ativacdo do macrofago. Esse processo parece ser iniciado
pela secrecdo da proteina CPL1, que induz o direcionamento para uma resposta

predominantemente do tipo Th2 em detrimento da Thl (Dang, E. et al/, 2022). Isso indica
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uma estratégia de viruléncia das leveduras vidveis em inibir processos inflamatdrios em
resposta a fagocitose fungica, que se mantém nas leveduras dormentes. Além disso, esse
resultado corrobora com o RNA-seq dos macréfagos infectados com VBNC de C.
neoformans que apresentam uma maior expressao de genes relacionados a hidrolise de

ATP associada ao transporte de protons (Castro, R. 2019).

O estudo de Coelho e colaboradores mostrou também que a resposta mitocondrial
antifungica ao C. neoformans varia de acordo com as caracteristicas do macrofago
utilizado, ja que macrofagos peritoneais e macrofagos de linhagem J774 apresentam uma
despolariza¢dao mitocondrial significativamente maior do que macrofagos derivados de
medula (BMDM) (Coelho, C. et al, 2015). Outros estudos ja haviam mostrado que
macrofagos peritoneais ativados com LPS apresentam resposta metabdlica diferenciada a
BMDM, provavelmente devido a variabilidade de estimulos que levam a diferenciagdo in
vivo desses macrdofagos, o que ndo ocorre no caso dos BMDM. Também estd demonstrado
que a diferenca entre os macrofagos se deve a um desacoplamento entre a cadeia
transportadora de elétrons e o Ciclo do Acido Citrico no caso dos BMDM (Artyomov, M.
et al,2016).

Como descrito anteriormente, a produgdo de ROS mitocondrial ¢ a principal fonte
dessas moléculas no organismo e ¢ advinda da elétrons que ndo completaram a cadeia
fosforilativa mitocondrial e acabam integrando as ROS. Essas moléculas desempenham
fun¢do de sinalizacdo celular, mas quando em niveis elevados, podem ser toxicos para a
mitocondria e para a célula e, sabe-se que sua producdo ¢ aumentada geralmente quando
ha uma disfun¢do mitocondrial. Entretanto, observou-se também que despolarizagdes
mitocondriais transitorias levam a um aumento da produ¢do de ROS, o que ¢
desencadeado por um aumento no pH da matriz mitocondrial (Aklima, J. et al, 2021).
Curiosamente, a infec¢do com C. neoformans causa despolarizagdo mitocondrial em
macrofagos infectados, apesar de ndo acompanhada pelo aumento na produgdo de ROS,
como ja havia sido demonstrado por Coelho e colaboradores. No caso dessa infec¢do, a
despolarizagao parece ser mediada por 6xido nitrico (NO) em vez de ROS (Coelho, C. et

al, 2015).
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Além disso, ja foi mostrado que o tratamento de macrofagos com LPS e IFN-y
causa hiperpolariza¢do mitocondrial, podendo levar a disfun¢do da respiracdo celular, que
¢ representado aqui como reducdo de seu potencial de membrana. Isso ocorre pois LPS
induz a transcri¢ao do regulador de Interferon fator-1 (IRF-1), que leva a maior produgdo
de ROS, deplecdo de ATP, consumo de superoxido dismutase e acumulo de
malondialdeido, um indicador de estresse oxidativo (Deng, S. et al, 2017). Esse
tratamento também induz reducdo na respira¢do mitocondrial e aumento da acidificagdo
extracelular em células da microglia, indicando a realizacdo de glicolise em detrimento
da respiracdo oxidativa mitocondrial. Ademais, induz um aumento da expressdo do
transportador de glicose GLUT-1, sendo o responsavel pela captura de glicose nessas
células, o que ¢ importante para que elas consigam realizar fagocitose (Wang, L. ef al,

2019).

Ademais, sabe-se que a captura de glicose no citoplasma esta relacionada a um
aumento da glicdlise celular e que macréfagos com perfil inflamatorio M1 utilizam
glicose para produzir lactato, o que estd associado a um processo de glicolise aerdbica
(Krawczyk C. et al, 2010). Isso explica a maior captura de glicose pelos macrofagos
tratados com LPS e IFN-y, o que ¢ inibido por C. neoformans em crescimento
estacionario, mas ndo pelo dormente ou o inativado. Esse comportamento pode explicar
uma estratégia ativa de viruléncia utilizada pelo patégeno, em que ele inibe sinalizacdo
inflamatoria intracelular, regulando a captura de glicose. Ao mesmo tempo, a infec¢ao
por C. neoformans aumenta significativamente a capacidade do macrofago em utilizar
fontes alternativas de energia (Tucey, T. et al, 2018). Do contrario, o dormente nio altera

a captura de glicose pelos macrofagos infectados.

Nao observarmos alteracdes significativas no consumo de glicose pelos
macrofagos infectados com o C. neoformans dormente nem em sua capacidade ou
dependéncia do uso dessa molécula. Entretanto, detectamos um aumento na expressao
dos genes enol, slc2al e slc2a6, relacionados a captura e metabolismo de glicose em
macrofagos apos a infecgdo por 24h, apesar de ndo alterar tanto quanto os fungos em
crescimento estacionario. Isso difere de Castro, R. 2019, que ndo encontrou diferenga na
expressdo desses genes apds 6h de infec¢do com o fungo dormente (Castro, R. 2019).

Esses dados mostram que, com o passar do tempo e com o processo de reativagdo do
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DCn, ha uma crescente modificacdo do metabolismo mitocondrial a favor do fungo
dormente, permitindo que haja compostos necessarios a sua sobrevivéncia, mas nao o

suficiente para gerar uma resposta inflamatoria exacerbada (Tucey, T. ef a/, 2018).

O metabolismo de lipidios em macrofagos ja foi relacionado a fungdo inflamatoria
diversas vezes em trabalhos anteriores. Foi mostrado que macrofagos ativados com IL-4
produzem agregados lipidicos no citoplasma, os quais estdo relacionados a uma resposta
inflamatoria eficiente, produgdo de citocinas e despolarizacdo mitocondrial (Castoldi, A.
et al, 2020). O mesmo ¢ observado em macrofagos ativados com IFN-y, acompanhado
por um aumento de glicolise, com maior captura de glicose e liberacao de lactato (Rosas-
Ballina, M. et al, 2020). A formacao de agregados lipidicos se deve a produgdo de NO
derivado de iNOS, o qual inibe a respiragdo celular e consequentemente a degradacao de

acidos graxos, priorizando o uso de glicose (Rosas-Ballina, M. ef al, 2020).

Nesse trabalho observamos que células dormentes de C. neoformans nao alteram
significativamente o metabolismo de glicose, a0 menos nas primeiras horas de infec¢ao,
apesar de induzir alteragdes no metabolismo de lipideos. Observamos uma reducdo na
dependéncia de acidos graxos pelos macrofagos infectados, acompanhada por um
aumento na captura de 4cidos graxos e na formagdo de agregados lipidicos,
principalmente quando tratados com LPS e IFN-y previamente. Esses resultados
concordam com o RNA-seq realizado por Castro, R. 2019, que detectou um aumento na
expressao de genes relacionados ao sequestro de triglicerideos nos macrofagos infectados
com células VBNC de C. neoformans, mas ndo com leveduras em crescimento
estacionario. Castro, R. 2019 também observou uma super-expressdo de genes
relacionados a sintese de NO, molécula que pode estar auxiliando na formag¢do dos

agregados lipidicos observados (Rosas-Ballina, M. et al, 2020).

O acumulo de 4cidos graxos no citoplasma de macréfagos também ¢ observado
quando estes s3o infectados com M. ftuberculosis, j& que este patdogeno utiliza
principalmente 4cidos graxos como fonte de energia para seu crescimento durante a
infec¢do, induzindo um shift metabdlico nos macrofagos, estimulando a realizagdo de

glicolise aerdbica (Laval, T. et al, 2021). A inducdo do acimulo de 4cidos graxos também
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¢ observada na infec¢do com M. tuberculosis dormente e ¢ acompanhado por uma maior

expressao de genes relacionados ao estresse redutor e -oxidacdo (Laval, T. et al, 2021).

O interior dos macrofagos, em especial o fagolisossomo, ¢ nutricionalmente
escasso em glicose, que habitualmente ¢ o composto mais facilmente assimilado pelas
células (Laurian, R. et al, 2020). Dessa forma, os patdgenos intracelulares foram
selecionados com o passar da evolucado a utilizar compostos alternativos e modificar seu
metabolismo em resposta ao meio estressor. Isso ja foi observado em C. albicans, que
inicialmente ativa as vias da gluoconeogénese e degradacdo de acidos graxos, genes
ativados especificamente durante infeccdo de macrofagos, sem homdlogos conhecidos, o
que reforca a teoria de que foram selecionados evolutivamente (Lorenz M. et al, 2004).
Em contrapartida, os macréfagos infetados com C. albicans também alteram seu
metabolismo para um perfil glicolitico, pré-inflamatorio, com maior produgdo de lactato
e consumo de glicose, além de um aumento de fosforilagdo oxidativa e glutaminolise.
Além disso, as alteragdes metabolicas diferem quando os macrofagos sdo infectados com

leveduras ou hifas, modulados pelas lectinas do tipo C (CLR) (Pellon, A. et al, 2022).

Nossa hipotese ¢ que C. neoformans dormente estaria induzindo a captura de
lipideos como estratégia de sobrevivéncia no fagolisossomo até sua reativagdo, ja que
essas leveduras apresentam preferéncia pelo consumo de lipideos em relagdo a outras
fontes de energia (Hommel et al 2019). Hommel e colaboradores observaram que apods o
periodo de hipdxia para indu¢do de dorméncia, leveduras VBNC de C. neoformans
apresentam uma expressao reduzida de 47 proteinas integrantes de ciclos da degradagao
de acidos graxos, do glioxilato e da neoglucogénese em relagdo ao fungo estacionario.
Apo6s andlise enriquecida, observaram uma prevaléncia da regulagdo das vias do
metabolismo de 4cidos graxos e f-oxidacdo nas leveduras VBNC. Viram também que a
delecdo das proteinas integrantes a essas vias reduzia a resisténcia das leveduras ao tempo
de hipdxia, perdendo viabilidade, o que também foi observado com leveduras de S.
cerevisiae. Provavelmente a regulacdo dessas vias permite a manutencdo da integridade

da membrana durante o periodo de estresse (Hommel et al 2019).

Essas caracteristicas metabolicas justificam porque a adi¢ao de acido pantoténico

no meio estimula a reativagdo de leveduras de C. neoformans, ja que o 4cido pantoténico
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¢ o precursor do Acetil-CoA, um importante integrante do metabolismo de 4cidos graxos.
E, durante a infec¢do, esse fungo modula a ativacdo de trés diferentes vias para produgdo
de Acetil-CoA, a via da B-oxidagdo de acidos graxos, acetato e citrato, mostrando mais
uma vez a importancia dessa fonte de energia para o C. neoformans (Kretschmer, M. et
al, 2012). Entretanto, ndo podemos descartar a importancia do metabolismo de glicose
durante a infec¢do por C. neoformans, ja que a deple¢do de enzimas glicoliticas causa
prejuizo em sua viruléncia, evitando a persisténcia das leveduras no SNC. Entretanto, elas
conseguem sobreviver nos pulmdes do hospedeiro mesmo na auséncia dessas enzimas,
mostrando a capacidade de utilizar fontes energéticas alternativas nesse o6rgao (Price, M.

etal,2011).

Dessa forma, aparentemente o DCn induz um shift metabolico nos macrofagos
infectados modificando-os para um perfil glicolitico, apesar de que em niveis
significativamente menores do que o fungo em crescimento estacionario. Esse
mecanismo ¢ esperado, ja que normalmente moléculas de DAMP e PAMP, como LPS e
IFN-y ou particulas fungicas mortas induzem um metabolismo glicolitico, pro-
inflamatorio (Rosas-Ballina, M. et al, 2020). Ao mesmo tempo, o fungo induz a captura
de 4cidos graxos e a formacao de agregados lipidicos no citoplasma que servem de fonte
de energia para o crescimento fungico durante o processo de reativagdo. Paralelamente,
jé foi mostrado que a infec¢do de macrofagos alveolares com C. neoformans por 2h leva
a uma maior expressao de TNF-a, acompanhado por um shift metabdlico que estimula o
maior uso de lipidios pelos macréfagos, a partir da super-expressdao de FABP4 (Nelson,

B. et al, 2022).
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3. Consideracoes Finais

De modo geral observamos com este trabalho que o C. neoformans ¢é capaz de sair
de seu estado dormente de forma eficiente, sendo este processo acelerado ou estimulado
pela interagdo com macrdéfagos M2. Tal mecanismo também € observado durante
infeccdo de camundongos imunodeprimidos, no qual este fungo apresenta tropismo para
o sistema nervoso central, onde ¢ efetivamente reativado, conseguindo colonizar o tecido,
processo inibido pela presenca de IFN-y. Além disso, observamos que este fungo nao
altera significativamente o metabolismo dos macréfagos infectados nas primeiras horas
de infec¢do. Entretanto, induz alteragdes no metabolismo de lipideos e maior captura de
acidos graxos além de alterar a expressdo de genes relacionados ao metabolismo de
glicose e acidos graxos. Essa alteracdo pode estar relacionada com o inicio de sua
reativagdo no interior celular, que necessita de uma maior disponibilidade energética,
enquanto mantém a maioria dos mecanismos inflamatdrios silenciados, aumentando suas

chances de sobrevivéncia.

Ressalta-se que mais experimentos serdo realizados a fim de obter uma resposta
mais completa sobre o metabolismo dos macrofagos infectados com a forma dormente
do C. neoformans e como este pode influenciar em sua reativagdo. A continuidade no
estudo de células VBNC de C. neoformans assim como nos mecanismos envolvidos em
sua reativacdo sdo essenciais para o desenvolvimento futuro de novos tratamentos a
criptococose. Isso se justifica, pois a maioria dos casos da doenga se dao devido a
reativagdo de uma infec¢do latente que ressurge quando o organismo apresenta supressao
de seus mecanismos imunes. Além disso, o estudo do imuno-metabolismo frente a essa

infeccdo ¢ essencial para a compreensao da relagdo parasito-hospedeiro, podendo também

ser regulada farmacologicamente para evitar a progressao da doenga.
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