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RESUMO

As leveduras encapsuladas Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans séo os agentes
etioldgicos da criptococose, doenca caracterizada por quadros de meningoencefalite e
responsavel por 181.000 mortes anuais. A infeccdo acontece por inalacdo de esporos ou
leveduras dissecadas presentes no ambiente, que se depositam nos alvéolos pulmonares, onde
sdo rapidamente fagocitados por macrofagos alveolares. No ambiente, estas leveduras podem
estas associadas a amebas de vida livre, sendo que macrofagos e amebas desenvolvem uma
resposta similar ao fungo. Desta forma, é especulado que os determinantes de viruléncia
necessarios para infeccdo em mamiferos tenham surgido a partir de selecdo em amebas no
solo. Diversos organismos utilizam imunidade nutricional durante infecgbes, visando
restringir o acesso do patdgeno a nutrientes. Esta se caracteriza pela modulacdo dos niveis de
metais essenciais. Zinco € importante para a viruléncia de C. gattii e sabe-se que macro6fagos
modulam a expressao de transportadores de zinco em resposta a C. neoformans. Considerando
0 exposto, este trabalho tem por objetivo analisar a expressédo de transportadores de zinco em
Acanthamoeba castellanii exposta aos agentes da criptococose. A partir de RNA coletado de
amebas co-incubadas com células de C. neoformans ou C. gattii, foi empregado PCR
guantitativo em tempo real para avaliar a expressdo dos genes ACAl 260050 e
ACA1 271600, filogeneticamente proximos de transportadores de zinco da familia ZnT
associados ao complexo de Golgi em mamiferos. Foi detectado aumento consistente de
transcritos de genes codificantes de transportadores de zinco em células de A. castellanii em
resposta a C. gattii e a C. neoformans. Adicionalmente, em experimentos de microscopia
confocal de fluorescéncia, foi possivel detectar mobilizacdo de zinco nestas mesmas
condicdes, quando comparadas ao controle sem a adicdo de leveduras. Assim, pode-se
concluir que células de ameba ativamente modulam a quantidade de zinco intracelular em
resposta a infeccdo por células de Cryptococcus spp.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii. Acanthamoeba castellanii.
Zinco.



ABSTRACT

The encapsulated yeasts Cryptococcus gattii and Cryptococcus neoformans are the etiological
agents of cryptococcosis, a disease characterized by meningoencephalitis and responsible for
181.000 deaths annually. The infection occurs by inhalation of spores or dissected yeasts
present in the environment. After deposition in the pulmonary alveoli, yeast cells are readily
phagocytized by alveolar macrophages. In the environment, these yeasts can be associated
with free-living amoebae, and macrophages and amoebae develop a similar response to the
fungus. Thus, it is speculated that the virulence determinants required for infection in
mammals have arisen from selection in amoebas in the soil. Several organisms use nutritional
immunity during infections to restrict pathogen’s access to nutrients. This is characterized by
the modulation of essential metals. Zinc is important for C gattii’s virulence and it is known
that macrophages modulate the expression of zinc transporters in response to C. neoformans.
Considering the above, this work aims to analyze the expression of zinc transporters in
Acanthamoeba castellanii exposed to the agents of cryptococcosis. From RNA collected from
amoebas co-incubated with cells of C. neoformans or C. gattii, real-time quantitative PCR
was employed to evaluate the expression of genes ACA1_260050 and ACA1_271600. These
genes are phylogenetically close to zinc transporters of the ZnT family associated with the
complex of Golgi in mammals. A consistent increase of transcripts of genes encoding zinc
transporters in A. castellanii cells was detected in response to C. gattii and C. neoformans.
Additionally, employing fluorescence confocal microcopy experiments, zinc mobilization was
detected in these same conditions, when compared to the control without the addition of
yeasts. Thus, it can be concluded that amoeba cells actively modulate the amount of
intracellular zinc in response to infection by Cryptococcus spp.

Keywords: Cryptococcus neoformans. Cryptococcus gattii. Acanthamoeba castellanii. Zinc.
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1 INTRODUGCAO

O género Cryptococcus inclui cerca de 30 espécies encontradas no meio ambiente,
mas duas se destacam no que diz respeito a satde humana: C. gattii e C. neoformans. Tratam-
se de leveduras badisiomicéticas encapsuladas (CAMACHO et al., 2018) e sdo agentes
etiologicos da criptococose, uma doenga grave que se inicia com um quadro de pneumonia e
pode evoluir para meningite ou meningoencefalite, fatais se ndo tratadas (GIBSON;
JOHNSTON, 2015).

C. neoformans foi por muito tempo considerado o Unico agente etioldgico da
criptococose. Entretanto, analises moleculares baseadas na determinacdo de antigenos
imunodominantes presentes na capsula polissacaridica das leveduras permitiram a distingdo
entre diferentes espécies com distintos sorotipos: C. neoformans, o qual possui trés sorotipos -
A (C. neoformans var. grubii), D (C. neoformans var. neoformans) e o hibrido AD; e C.
gattii, o qual apresenta os sorotipos B e C (BOVERS et al., 2006). Cerca de 95% dos casos de
criptococose sdo causadas por C. neoformans var. grubii (MAZIARZ; PERFECT, 2016).

C. neoformans €é comumente associado a infeccbes em  pacientes
imunocomprometidos, principalmente individuos portadores do virus HIV, enquanto C. gattii
infecta também individuos imunocompetentes (FENG et al., 2008). Quanto a
distribuicdo geogréafica, C. neoformans é encontrado globalmente, normalmente associado a
excretas de aves, principalmente pombos, enquanto C. gattii ocorre principalmente em regides
tropicais e subtropicais, sendo encontrado em arvores e solo (BOVERS; HAGEN;
BOEKHOUT, 2008). Um surto de C. gattii em Vancouver, Canada, assim como achados
dessa espécie na Italia e na Grécia, sugerem que C. gattii pode ser encontrado também em
climas temperados (BOVERS et al., 2006). No Brasil, dados epidemiolégicos sugerem que C.
neoformans esta distribuido igualmente por todo pais, enquanto C. gattii se apresenta de
forma diferente conforme a regido. Na macrorregido norte, que inclui os estados Amazonas,
Roraima, Pernambuco, Piaui e Bahia, a espécie ocorre de forma endémica; na macrorregiao
sul, composta pelos estados Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, S&o Paulo, Rio de Janeiro,
Parana e Rio Grande do Sul, C. gattii causa infec¢Oes esporadicas (TRILLES et al., 2008).

Por ser uma doenga oportunista, a criptococose emergiu juntamente com a epidemia
de HIV nos anos 1980 (KRONSTAD et al., 2011). O virus esta associado com 223.100 casos

de criptococose por ano, resultando em aproximadamente 181.000 mortes anuais
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(BONGOMIN et al., 2017; SHOURIAN; QURESHI, 2019). Dessas, cerca de 70% ocorrem
na Africa Subsaariana (SHOURIAN; QURESHI, 2019). Ap6s o advento da terapia
antirretroviral (HAART - highly active antiretroviral therapy), a prevaléncia de criptococose
diminuiu significativamente em paises desenvolvidos, porém permanece alta em nacdes
subdesenvolvidas, principalmente pela falta de adeséo e acesso ao tratamento (MOURAD et
al., 2018; WILLIAMSON et al., 2017). Dentro de um ano ap0s a infec¢do, a mortalidade por
meningite criptococica varia de 10% a 30% na América do Norte, e de 50% a 100% em paises
pouco desenvolvidos (MOURAD et al., 2018). Na populacdo nédo infectada pelo HIV, fatores
de risco para morte por criptococose incluem doencas hepéticas, diabetes, faléncia renal,
idade avancada, outras imunodeficiéncias e transplante de drgdos sélidos e medula Gssea
(CAMACHO et al., 2018).

1.1 CICLO DE INFECCAO E DESENVOLVIMENTO DA CRIPTOCOCOSE

A porta de entrada de Cryptococcus spp € através da inalacdo de leveduras
desidratadas ou esporos que se encontram no ambiente (ZARAGOZA, 2019). Ao chegarem
nos alvéolos pulmonares, as leveduras sdo fagocitadas por macréfagos (NICOLA et al.,
2011). Macrofagos alveolares idealmente eliminam o fungo e iniciam uma resposta
imunoldgica mais ampla, com liberacdo de citocinas, ativacao e recrutamento de outas células
de defesa e apresentacdo de antigeno (GIBSON; JOHNSTON, 2015). As células de
Cryptococcus spp., entretanto, sdo capazes de evadir das células fagociticas. Diversos
determinantes de viruléncia se combinam para proteger o fungo do ambiente hostil que se
encontra dentro dos fagocitos, neutralizando pH e espécies reativas de oxigénio, por exemplo,
e assim permitindo a sobrevivéncia e proliferacdo fungica dentro dessas células (MAY et al.,
2016). Adicionalmente, foi caracterizado o mecanismo pelo qual C. neoformans consegue sair
da célula fagocitica por exocitose ndo litica, processo conhecido como vomocitose, no qual

tanto a célula fungica quanto a hospedeira permanecem vivas (WATKINS et al., 2018).

Ap0s se depositar nos alveolos, trés desfechos sdo possiveis, dependendo da condicao
imunoldgica do hospedeiro e da viruléncia do patdgeno inalado: o fungo pode ser eliminado,
desenvolver uma infecgéo latente ou causar infec¢do aguda, com ou sem disseminacdo para o
sistema nervoso central (PERFECT; CASADEVALL, 2002). Infecgbes latentes
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assintomaticas podem ser consideradas um mecanismo de tolerancia desenvolvido pelo
hospedeiro, na tentativa de prevenir ou limitar danos pulmonares e enceféalicos (SHOURIAN;
QURESHI, 2019). Na maioria dos individuos imunocompetentes, o fungo permanece restrito
aos pulmdes e eventualmente é eliminado ou estabelece infeccdo latente em granulomas
pulmonares e linfonodos torécicos (SHOURIAN; QURESHI, 2019). Em imunossuprimidos, 0
patdgeno tende a se disseminar pelo sistema sanguineo e alcancar outros Orgaos,
principalmente o encéfalo (ZARAGOZA, 2019).

Ao passar para a corrente sanguinea, as células fungicas alcangam o sistema nervoso
central, atravessam a barreira hematoencefalica e atingem o liquido cefalorraquidiano, evento
que pode ocorrer por trés diferentes processos: paracitose, definida como migracdo
transendotelial entre as tight junctions, processo dependente da secrecdo de proteases;
transcitose, quando ocorre ligacdo de moléculas de &cido hialurénico, presentes na capsula
fangica, com moléculas CD44 presentes no endotélio microvascular, com engolfamento da
levedura; e através do mecanismo de Cavalo de Troéia, no qual Cryptococcus spp. atravessa a
barreira hematoencefalica escondido em fagdcitos (MAY et al., 2016). A meningoencefalite
pode ocorrer ap06s infeccdo primaria ou por reativacao e disseminagdo de infeccdo pulmonar
latente, que pode ocorrer anos ou até décadas apOs 0 primeiro contato com o patdgeno, em
consequéncia de uma imunossupressdo (SHOURIAN; QURESHI, 2019).

A protecdo contra Cryptococcus spp. esta associada principalmente com secrecdo de
citocinas pro-inflamatdrias, geracdo de uma resposta Th1/Thl7 efetiva e ativacdo de
macrofagos (SHOURIAN; QURESHI, 2019). Linfdcitos T CD4+ sdo as principais células
responsaveis pela defesa imunoldgica contra Cryptococcus spp., que consiste numa resposta
Th1, com infiltracdo de leucocitos no pulméo e producéo de citocinas pré-inflamatorias, como
IL-12 e IFN-y (UICKER et al., 2005). Quimiocinas, como proteina quimiottica de
monocitos-1 (MCP-1) e proteina inflamatéria de macréfagos-la (MIP-1a), atuam no
recrutamento de monaocitos/macréfagos (UICKER et al., 2005). Sabe-se que Cryptococcus
spp. consegue repolarizar parcialmente a resposta imunoldgica em modelo murino, mudando
uma forte resposta Thl para uma fraca resposta Thl ou até mesmo uma resposta Th2,
dificultando a eliminacgéo fungica (Fig. 1) (MAY et al., 2016). A levedura é capaz de assumir
a forma de células titds, maiores que as usuais; essas células sdo reconhecidas por celulas
dendriticas através dos padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPS), que sdo
componentes da capsula polissacaridica ou da parede celular (MAY et al., 2016). As células

dendriticas ativadas recrutam linfocitos T CD4+, secretam citocinas e ativam uma resposta
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Thl efetiva; entretanto, alguns PAMPs podem modular a ativacdo de células dendriticas,
através da modulacdo da sinalizacdo de moléculas como o complexo principal de
histocompatiblidade II (MHC II) ou o fator nuclear kB (NF-kB), ativando entdo uma resposta

anti-inflamatoria Th2 que permite a sobrevivéncia fungica (MAY et al., 2016).

PAMPs:
B-glucan
Chitin
GXM

Figura 1: Modulagdo da resposta inflamatéria por Cryptococcus spp. Cryptococcus spp. assume a forma de
célula titd e consegue mudar a ativacdo de células dendriticas, direcionando uma resposta Thl em Th2, anti-
inflamatdria e que permite sobrevivéncia fungica. Fonte: May et. al., 2016.

C. gattii, quando comparado com C. neoformans, gera menor infiltrado de neutrdfilos,
resultando em menor producdo de resposta Thl, e isso poderia explicar a capacidade de C.
gattii de infectar individuos imunocompetentes (CHENG; SHAM; KRONSTAD, 2009).
Adicionalmente, pode ocorrer infeccdo por C. gattii em individuos que apresentem doenca
autoimune com niveis elevados de anticorpo anti-GM-CSF (APPLEN CLANCEY et al.,
2019; CRUM-CIANFLONE et al., 2017; KWON-CHUNG; SANJO, 2015; SANO et al.,
2014).

C. neoformans e C. gattii tendem a causar manifestacdes clinicas nos pulmdes e SNC,
mas outros 6rgdos, como prostata, olhos, pele e ossos, também podem ser infectados,
principalmente em paciente imunocomprometidos (MAZIARZ; PERFECT, 2016). A
criptococose pulmonar pode se desenvolver desde uma colonizagdo assintomatica,

principalmente em imunocompetentes, até faléncia respiratéria (SETIANINGRUM,;
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RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019). Os casos assintomaticos sdo descobertos
por achados radiologicos anormais, que incluem nédulos bem delimitados e néo calcificados,
infiltrado pulmonar, efusdo pleural e cavitagcbes (MAZIARZ; PERFECT, 2016). Quando
presentes, 0s sintomas sdo inespecificos, caracterizados por tosse, expectoracdo e apertos no
peito, e frequentemente a condigdo é confundida com tuberculose ou céncer de pulmédo
(DENG et al., 2018).

Ao atingir o SNC, ambas espécies tém o potencial de causar meningite criptocdcica. A
maioria dos pacientes apresenta sintomas de meningite subaguda ou meningoencefalite
(PERFECT; CASADEVALL, 2002). Os sintomas incluem dor de cabeca, que pode estar
associada com vomito, rigidez no pescoco, comprometimento ou perda de visdo e audicdo,
fraqueza, confusdo mental, mudancas de personalidade e coma (CHEN; MEYER; SORRELL,
2014). A pressao intracraniana frequentemente estda aumentada, podendo levar a paralisia dos
nervos cranianos e convulsdo (SLOAN; PARRIS, 2014). Sem intervencdo terapéutica rapida,
ha o surgimento de criptococomas no parénquima encefalico, onde as células fungicas podem
se desenvolver e replicar (VU; GARCIA; GELLI, 2019). Tais massas podem causar sequelas
como hidrocefalia e cegueira, devido ao comprometimento de &reas cruciais do SNC
(SLOAN; PARRIS, 2014).

Cerca de 25% dos pacientes com meningite criptocdcica desenvolvem sindrome
inflamatdria da reconstituicdo imunoldgica (IRIS), uma deterioracdo neuroldgica que resulta
em dores de cabega, convulsdes e confusdo mental (VLASOVA-ST. LOUIS et al., 2018). E
caracterizada por uma inflamacdo excessiva e acontece apds uma rapida recuperacdo do
sistema imunoldgico em pacientes com HIV, ocorrendo normalmente nos seis meses iniciais
de terapia antirretroviral (CHANG; FRENCH, 2016; MUKAREMERA; NIELSEN, 2017).
Existem dois tipos de IRIS: paradoxal e desmascarada. A primeira é caracterizada por uma
piora no quadro de criptococose ou por recorréncia da doenca apds tratamento antifingico
efetivo; na segunda, a sindrome inflamatdria ocorre como uma ativacdo de criptococose
assintomatica/latente ap0s a iniciacdo da terapia antirretroviral (MUKAREMERA; NIELSEN,
2017). A sindrome parece estar associada com a carga fungica no momento do diagndstico
(CHASTAIN; HENAO-MARTINEZ; FRANCO-PAREDES, 2017).
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1.2 DETERMINANTES DE VIRULENCIA DE C. NEOFORMANS E C. GATTII

Cryptococcus spp. possui diversos determinantes de viruléncia, com papéis
fundamentais para que ocorra infeccdo. H& diversas teorias sugerindo que esses fenotipos
tenham sido selecionados evolutivamente para proteger a levedura contra ameagas ambientais
e que a capacidade de infectar humanos seria uma consequéncia acidental dessa selecdo
(SHOURIAN; QURESHI, 2019).

1.2.1 Cépsula polissacaridica

Tanto C. gattii quanto C. neoformans apresentam uma capsula polissacaridica
altamente hidrofilica, essencial para a viruléncia das espécies e com papel importante durante
a infeccdo. Linhagens acapsulares dessas espécies ndo apresentam capacidade patogénica
(CAMACHO et al., 2018; MARTINEZ; CASADEVALL, 2015). Essa capsula é composta
principalmente por glucuronoxilomanana (GXM), que representa 90% dos componentes
capsulares, por galactoxilomanana (GalXM, 9-10%) e uma pequena por¢do de manoproteinas
altamente imunogénicas. Esses polissacarideos sdo constantemente secretados para 0 meio
extracelular e podem ser detectados no soro de pacientes infectados pelo fungo (CAMACHO
et al., 2018). Acido hialurdnico é outro componente presente na capsula e mutantes nulos para
0 gene que o codifica reduz a capacidade de associacdo de C. neoformans com as células
endoteliais da microcirculacdo encefalica, reduzindo o aporte de células fingicas ao sistema
nervoso central (VU; GARCIA; GELLI, 2019). Observa-se aumento no tamanho da cépsula
poucas horas ap0s infeccdo de camundongos por Cryptococcus spp (WATKINS; KING;
JOHNSTON, 2017).

A cépsula, além de proteger a levedura contra fagocitose, libera polissacarideos
citotoxicos dentro dos fagocitos, reduz a funcdo de células apresentadoras de antigenos,
confere protegdo contra radicais livres, induz a expressdo de FasL (molécula relacionada a
apoptose) nas células hospedeiras e desregula a secre¢édo de citocinas pro e anti-inflamatorias,
resultando em uma resposta imunoldgica menos efetiva (PREVIATO et al.,, 2019;
VECCHIARELLLI et al., 2013). Ainda, tem importancia fundamental no meio clinico, visto
que a identificacdo de leveduras encapsuladas em material histopatologico € suficiente para o
diagndstico rapido de criptococose (O’MEARA; ALSPAUGH, 2012). No meio ambiente, a
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capsula é responsavel por proteger o fungo contra desidratacdo e outros tipos de estresse
mecéanico (WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).

1.2.2 Melanina

Cryptococcus spp. produz o pigmento melanina na presenca de 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) e outros compostos fenolicos (KWON-CHUNG et al., 2014). A
melanina se deposita da parede celular do fungo e torna as células mais resistentes a
fagocitose e menos suscetiveis a morte por radicais livres e peptideos microbicidas
produzidos pelo hospedeiro (BRILHANTE et al.,, 2017; THAMMASIT et al., 2018).
Leveduras melanizadas também tém maior protecdo contra radiacdo ultravioleta e agentes

antifangicos, como anfotericina B, caspofungina e azois (KWON-CHUNG et al., 2014).

1.2.3 Capacidade de desenvolvimento a temperatura do hospedeiro

Entre as mais de 70 espécies de Cryptococcus, apenas C. gatti e C. neoformans séo
capazes de infectar mamiferos. Isso se deve, parcialmente, a capacidade de se desenvolver em
temperatura corporal de seus hospedeiros. As demais espécies, mesmo produzindo cépsula
e/ou melanina, ndo possuem a capacidade de se desenvolver plenamente a 37 °C e,
consequentemente, ndo conseguem sobreviver no corpo humano (KWON-CHUNG et al.,
2014). A sobrevivéncia da levedura a temperatura corporal depende da produgdo da enzima
superoxido dismutase, produto do gene SOD2. Mutantes nulos para o gene que codifica essa
proteina se mostraram ndo virulentos e perderam a capacidade de crescer a 37 °C
(SETIANINGRUM; RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019). Existem ainda
inimeras outras proteinas necessarias para o desenvolvimento a temperatura corpérea
(PERFECT, 2006). Ser capaz de sobreviver a 37 °C é uma condigdo necessaria, porém néo

suficiente, para o estabelecimento de infecgéo.
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1.2.4 Atividades enziméaticas

Enzimas de degradacdo sdo produzidas por Cryptococcus spp. e algumas delas séo
consideradas importantes para a viruléncia do patégeno, como urease e fosfolipase B
(KWON-CHUNG et al., 2014). A enzima urease desempenha um papel importante na
disseminacdo de células fangicas para o cerebro (THAMMASIT et al., 2018), e também ¢é
responsavel por estimular no hospedeiro uma resposta anti-inflamatéria com perfil Th2
(CHEN; MEYER; SORRELL, 2014). Linhagens incapazes de produzir urease se mostraram
menos virulentas em ensaios com modelo de camundongos, com menor disseminacéo para o
encéfalo e menores taxas de mortalidade (THAMMASIT et al., 2018). Fosfolipase B, por sua
vez, é capaz de desestabilizar e destruir membranas e surfactante pulmonar, causar lise
celular, aumentar a adesdo de Cryptococcus spp. a células do epitélio pulmonar e ajudar na
sobrevivéncia e proliferacdo do patdgeno dentro de macrofagos, além de ser necessaria para o
escape dos mesmos (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014, KARKOWSKA-KULETA;
RAPALA-KOZIK; KOZIK, 2009).

1.3 AMEBAS DE VIDA LIVRE COMO HOSPEDEIROS DE CRYPTOCOCCUS SPP. NO
AMBIENTE

O género Acanthamoeba é representado por amebas de vida livre, encontradas de
forma ubiqua pelo ambiente. Amebas sdo células eucaridticas que apresentam tipicamente
duas fases distintas: uma fase ativa, vegetativa, na forma de trofozoito, e uma fase dormente,
na forma de cisto (KHUNKITTI et al., 1998). Algumas espécies de Acanthamoeba sao
importantes patdégenos oculares, que podem causar ceratite, uma infeccdo crénica da cornea

associada ao uso de lentes de contato ou trauma ocular (MATHERS et al., 1987).

A espécie Acanthamoeba castellanii € um dos organismos predominantes no solo,
onde desempenha um papel de predadora, servindo como reservatorio para bactérias, fungos e
virus, além de ser importante para o desenvolvimento de plantas (CLARKE et al., 2013).
Pode ser encontrada em diversos ambientes, ja tendo sido isolada de diversas fontes, como
agua do mar, piscinas, vegetais, ar, solo, hospitais e até mesmo em agua engarrafada
(ANWAR et al., 2019; LLOYD, 2014).
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O ciclo de vida de Acanthamoeba spp. consiste em dois estagios: trofozoito e cisto
(ANWAR et al., 2019). A formacdo de cisto ocorre quando 0 protozoario € exposto a
condicdes desfavoraveis, como falta de nutrientes, estresse fisico, hipoxia, temperatura
inadequada, exposi¢cdo a compostos quimicos e dessecacdo (LLOYD, 2014). Sob condigdes

favoraveis, o processo de excistamento ocorre, com um trofozoito emergindo do cisto.

N&o ha indicios de que Cryptococcus spp. sejam transmitidos entre humanos ou volte
para 0 ambiente a partir de hospedeiros infectados, sendo improvavel que os determinantes de
viruléncia implicados na infeccdo humana tenham evoluido a partir de selecdo animal
(DESJARDINS et al., 2017). Cryptococcus spp € capaz de interagir com amebas no ambiente
e essa interacdo pode explicar a razdo pela qual a levedura consegue persistir dentro de células
do hospedeiro e evadir a resposta imunoldgica (SPRINGER et al., 2012). Semelhangas no
mecanismo de replicagdo de C. neoformans em macrofagos e A. castellanii levaram a hipotese
de que a viruléncia observada na infeccdo humana surgiu acidentalmente por selecdo em
amebas presentes no solo (CASADEVALL et al., 2019). A interacdo de cepas ndo virulentas
de C. neoformans com amebas restaurou a viruléncia fangica, corroborando ainda mais a
hipotese (FU; CASADEVALL, 2018). A interacdo entre amebas e Cryptococcus spp. €
evidenciada pelo fato de que a prevaléncia de C. neoformans em solos é reduzida de maneira
proporcional em relacdo a presenca de amebas (FU; CASADEVALL, 2018). Ainda, devido as
similaridades entre aquisicdo de alimentos por células fagociticas, como amebas, e fagocitose
de patdgenos por células de defesa do hospedeiro, também foi proposto que o sistema
digestivo e imunoldgico dos metazoarios compartilham uma origem evolutiva comum
(CASADEVALL et al., 2019).

O processo de internalizacdo de C. neoformans em A. castellanii e macréfagos é
similar: a levedura é fagocitada e internalizada em vacutolos, que interagem com outas
organelas e promovem a liberagdo de enzimas lisossomicas (STEENBERGEN; SHUMAN;
CASADEVALL, 2001). O resultado da interacdo entre A. castellanii e C. neoformans é muito
variado, dependendo dos mais diversos fatores, com trés desfechos possiveis: morte de ambos
0s microorganismos; replicacdo fangica dentro da ameba, com posterior morte da mesma e
consequente liberacdo de C. neoformans viaveis; e vomocitose, na qual ambas as células
sobrevivem (CASADEVALL et al.,, 2019). Em meio adequado, A. castellanii consegue
eliminar as células fungicas, com posterior digestdo das mesmas ou exocitose dos restos
celulares (Fig. 2) (CASADEVALL etal., 2019).
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Figura 2: Possiveis desfechos da interagdo entre A. castellanii e C. neoformans. O resultado da infeccéo

depende de diversos fatores, como o0s ions presentes no meio. Fonte: Casadevall et. al (2019).

Os fatores de viruléncia necessarios para a infeccdo de macrdfagos tambéem
desempenham papéis importantes na interacdo com A. castellanii; isso sugere que as
estratégias de sobrevivéncia de C. neoformans em macr6fagos podem ter evoluido de
estratégias de escape no protozoario (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001).
Enquanto C. neoformans pode ser fagocitado por A. castellanii, Malliaris et. al. sugerem que
a fagocitose de C. gattii € um fenémeno raro (MALLIARIS; STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2004).

1.4 IMUNIDADE NUTRICIONAL

Metais de transicdo desempenham papel estrutural em proteinas e atuam como cofator
enzimatico, sendo indispensaveis a vida (ANDREINI et al., 2008). Aproximadamente 30% de
todas as proteinas conhecidas interagem com metais, 0 que os torna indispensaveis para o
correto funcionamento do sistema imunologico de hospedeiros vertebrados, assim como para

a patogénese de microrganismos (KEHL-FIE et al., 2010).
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Vertebrados possuem a capacidade de alterar a disponibilidade/concentragéo de metais
de transicdo quando infectados por patdgenos, processo conhecido como imunidade
nutricional. Esse mecanismo pode atuar tanto diminuindo a biodisponibilidade do metal, para
privar o invasor de nutrientes, quanto aumentando-a, tornando o ambiente tdxico para o
microrganismo (HOOD; SKAAR, 2012). A maior parte dos estudos de imunidade nutricional
é focada no ion ferro, metal de transi¢cdo mais abundante nos organismos, utilizando bactérias
como modelo de patégeno. Em processos de infeccdo, ocorre o sequestro de ferro na tentativa
de privar as bactérias do nutriente, essencial para replicacdo e transcricdo génica das mesmas
(HOOD; SKAAR, 2012). Em Cryptococcus, privacao de ferro aumenta a formacao da capsula
polissacaridica, enquanto a sobrecarga do metal agrava o quadro de meningoencefalite (JUNG
et al., 2006).

Zinco é o segundo metal de transicdo mais abundante em seres vivos e desempenha
papéis cataliticos e estruturais. Estima-se que 10% do proteoma humano corresponda a
possiveis proteinas ligadoras de zinco (ANDREINI et. al., 2006). O metal tem papel
importante na imunidade do hospedeiro, visto que a sua deficiéncia resulta em defeito nas
imunidades inata e adaptativa (KEHL-FIE et al., 2010).

Durante um processo infeccioso, tanto as células do hospedeiro quanto as células do
patdgeno sdo capazes de alterar os niveis de expressdao génica a fim de obter o sucesso
esperado. Ha duas principais familias de transportadores de zinco em mamiferos: ZnT e ZIP.
A familia ZIP, composta por 14 transportadores em humanos, € responsavel pelo transporte de
zinco para o citoplasma, ou por influxo do metal do meio extracelular ou por efluxo de zinco
estocado em organelas intracelulares (JEONG; EIDE, 2013). A familia ZnT, por sua vez, é
composta por 10 membros em humanos, e é responsavel por diminuir a concentracdo do metal
no citoplasma, por efluxo de zinco através da membrana plasmatica ou por influxo para
dentro de compartimentos intracelulares (HUANG; TEPAAMORNDECH, 2013). Ainda,
proteinas citoplasmaticas, como metalotioneinas, sdo responsaveis por quelar zinco, a fim de
evitar efeitos toxicos para a célula (WINTERS et al., 2010).

Trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostram a importancia da
homeostase de zinco na patogénese de Cryptococcus spp. Macrdfagos infectados por C.
neoformans reduzem a expressao de dois importadores de zinco (ZIP2 e ZIP14) e aumentam a
expressdao de ZnT2 apds 24 h de interacdo, para reduzir a disponibilidade do metal ao
patégeno (DOS SANTOS et al., 2017). Entretanto, para manter a concentragdo citosolica de
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zinco adequada para o funcionamento celular, h4& uma diminuicdo da transcricdo dos
exportadores ZnT1 e ZnT7 e de metalotioneinas (DOS SANTOS et al., 2017). Outro trabalho
do grupo, utilizando A. castellanii como fagdcito, mostrou que ortélogos da familia ZnT em
amebas tiveram seus niveis de transcritos aumentados apos infec¢do com C. gattii (RIBEIRO
etal., 2017).

Em C. gattii. a auséncia de ZAP1, um regulador transcricional sensivel a zinco que é
responsével pela homeostase desse metal, afeta a viruléncia de C. gattii. Zapl regula a
expressdo de transportadores de zinco e de varias proteinas de ligacdo de zinco, propiciando o
adequado aporte de zinco nas celulas e evitando, indiretamente, 0 aumento intracelular de
espécies reativas de oxigénio (SCHNEIDER et al. 2015). Outro exemplo da importancia da
regulacdo correta da homeostase de zinco diz respeito ao gene ZIP1 que codifica uma proteina
transportadora de zinco. Nosso grupo demonstrou que mutantes nulos para esse gene perdem
a capacidade de se desenvolver em meios sem disponibilidade de zinco e acumulam maiores
niveis de espécies reativas. Adicionalmente, este gene participa na viruléncia de C. gattii
(SCHNEIDER et al. 2015).

1.5 JUSTIFICATIVA

Similaridades na resposta de macrofagos e amebas a Cryptococcus spp. levam a
hipGtese de que os determinantes de viruléncia necessarios para a infeccdo humana teriam
surgido a partir de selecdo em amebas no solo. Visto que zinco é importante para a viruléncia
da levedura e que macrofagos modulam a expressdo de transportadores de zinco em resposta a
ela, resolvemos avaliar se A. castellanii também modula a expressdo de genes envolvidos no

transporte de zinco quando exposta a C. gattii e C. neoformans em um modo temporal.



23

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar se A. castellanii modula a expresséo de transportadores da familia ZnT frente
ao estimulo por C. neoformans e C. gattii, similarmente aos mecanismos de imunidade

nutricional observados em macrofagos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a expressdo dos genes ACA1l 260050 e ACALl 271600 em A. castellanii
exposta a C. gattii ou C. neoformans apdés distintos periodos de co-incubacéo;

e Analisar a mobilizacdo de zinco em A. castellanii apds 24h de interacdo com C.
neoformans ou C. gattii;

e Averiguar se ha diferenca no indice de fagocitose de C. gattii e C. neoformans por A.
castellanii;

e Averiguar se ha diferenca na taxa de proliferacdo intracelular entre C. gattii e C.

neoformans fagocitados por A. castellanii.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Analise da expressdo de transportadores de zinco da familia ZnT em
Acanthamoeba Castellanii exposta a Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii” foi

formatado conforme normas para publicacéo junto ao periédico Microbes and Infection.
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Resumo

As leveduras encapsuladas Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans sdo os agentes
etiologicos da criptococose, doenga caracterizada por quadros de meningoencefalite e
responsavel por 181.000 mortes anuais. A infeccdo acontece por inalacdo de esporos ou
leveduras dissecadas presentes no ambiente, que se depositam nos alvéolos pulmonares, onde
sdo rapidamente fagocitados por macrofagos alveolares. No ambiente, estas leveduras podem
estas associadas a amebas de vida livre, sendo que macrofagos e amebas desenvolvem uma
resposta similar ao fungo. Desta forma, é especulado que os determinantes de viruléncia
necessarios para infecgdo em mamiferos tenham surgido a partir de selecdo em amebas no
solo. Diversos organismos utilizam imunidade nutricional durante infeccdes, visando
restringir o acesso do patdgeno a nutrientes. Esta se caracteriza pela modulacéo dos niveis de
metais essenciais. Zinco € importante para a viruléncia de C. gattii e sabe-se que macro6fagos
modulam a expressao de transportadores de zinco em resposta a C. neoformans. Considerando
0 exposto, este trabalho tem por objetivo analisar a expressdo de transportadores de zinco em
Acanthamoeba castellanii exposta aos agentes da criptococose. A partir de RNA coletado de
amebas co-incubadas com células de C. neoformans ou C. gattii, foi empregado PCR
quantitativo em tempo real para avaliar a expressdo dos genes ACAl 260050 e
ACAL 271600, filogeneticamente proximos de transportadores de zinco da familia ZnT
associados ao complexo de Golgi em mamiferos. Foi detectado aumento consistente de
transcritos de genes codificantes de transportadores de zinco em células de A. castellanii
resposta a C. gattii e aC. neoformans. Adicionalmente, em experimentos de microscopia
confocal de fluorescéncia, foi possivel detectar mobilizacdo de zinco nestas mesmas
condicdes, quando comparadas ao controle sem a adicdo de leveduras. Assim, pode-se
concluir que células de ameba ativamente modulam a quantidade de zinco intracelular em

resposta a infeccao por células de Cryptococcus spp.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Acanthamoeba

castellani;, imunidade nutricional; zinco.
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Abstract

The encapsulated yeasts Cryptococcus gattii and Cryptococcus neoformans are the etiological
agents of cryptococcosis, a disease characterized by meningoencephalitis and responsible for
181.000 deaths annually. The infection occurs by inhalation of spores or dissected yeasts
present in the environment. After deposition in the pulmonary alveoli, yeast cells are readily
phagocytized by alveolar macrophages. In the environment, these yeasts can be associated
with free-living amoebae, and macrophages and amoebae develop a similar response to the
fungus. Thus, it is speculated that the virulence determinants required for infection in
mammals have arisen from selection in amoebas in the soil. Several organisms use nutritional
immunity during infections to restrict pathogen’s access to nutrients. This is characterized by
the modulation of essential metals. Zinc is important for C gattii’s virulence and it is known
that macrophages modulate the expression of zinc transporters in response to C. neoformans.
Considering the above, this work aims to analyze the expression of zinc transporters in
Acanthamoeba castellanii exposed to the agents of cryptococcosis. From RNA collected from
amoebas co-incubated with cells of C. neoformans or C. gattii, real-time quantitative PCR
was employed to evaluate the expression of genes ACA1_260050 and ACA1_271600. These
genes are phylogenetically close to zinc transporters of the ZnT family associated with the
complex of Golgi in mammals. A consistent increase of transcripts of genes encoding zinc
transporters in A. castellanii cells was detected in response to C. gattii and C. neoformans.
Additionally, employing fluorescence confocal microcopy experiments, zinc mobilization was
detected in these same conditions, when compared to the control without the addition of
yeasts. Thus, it can be concluded that amoeba cells actively modulate the amount of

intracellular zinc in response to infection by Cryptococcus spp

Keywords: Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Acanthamoeba castellanii;

nutritional immunity; zinc.
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1. Introducéo

Criptococose é uma doenca oportunista que afeta 223.100 pessoas anualmente, resultando
em 181.000 mortes [1]. Dentre as mais de 30 espécies do género Cryptococcus, apenas as
leveduras encapsuladas C. gattii e C. neoformans sdo agentes etioldgicos da criptococose [2].
A infeccdo ocorre por inalacdo de esporos ou leveduras desidratadas presentes no ambiente, e
0 quadro clinico pode variar desde infeccdo assintomatica, pneumonia e evolucdo para
meningoencefalite, fatal se ndo tratada [2]. Na Africa Subsaariana, onde a infeccdo tem a
maior prevaléncia, meningite criptococica é responsavel por até 44 % das mortes relacionadas

ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) [3].

C. neoformans normalmente infecta individuos imunocomprometidos, principalmente
pacientes infectados com o virus HIV, enquanto C. gattii geralmente infecta
imunocompetentes [4]. C. neoformans € observado principalmente na Europa e esta associado
com excreta de aves, principalmente pombos, enquanto C. gattii € encontrado sobretudo em
climas tropicais e subtropicais e esta relacionado com arvores, principalmente eucaliptos [5].
C. gattii, entretanto, foi isolado de amostras de surtos de criptococose na América do Norte,
como o ocorrido em Vancouver, Canada, sugerindo que essa espécie tem também como
habitat climas temperados [6]. Dados epidemioldgicos brasileiros sugerem que C. neoformans
esta distribuido igualmente por todo pais, enquanto C. gattii € endémico na macrorregido

norte e causa casos esporadicos na macrorregiao sul [7].

Cryptococcus spp. expressa diversos determinantes de viruléncia, necessarios para o
sucesso da infeccdo. Dentre eles, pode-se destacar presenca de uma céapsula polissacaridica,
producdo do pigmento melanina, producdo da enzima urease e capacidade de
desenvolvimento a 37 °C. Esses determinantes sdo responsaveis por proteger as células

fangicas da resposta imunologica do hospedeiro e permitir sua sobrevivéncia e disseminagédo
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[8,9]. Visto que Cryptococcus spp. ndo é transmitido entre humanos e ndo necessita de um
hospedeiro animal para sobreviver, hipotetiza-se que o0s determinantes de viruléncia
observados nessas espécies evoluiram a partir de interacbes com predadores no solo,
principalmente amebas [10]. O processo de interacdo entre C. neoformans e a ameba de vida
livre Acanthamoeba castellanii € muito similar a infeccdo em macrofagos; os determinantes
de viruléncia apresentam papéis semelhantes em ambos os modelos, corroborando a hipétese
evolutiva [11]. Ainda, cepas avirulentas de C. neoformans restauraram sua viruléncia,
avaliadas em modelos murinos, ap6s interacdo in vitro com amebas [12], fortalecendo essa

teoria.

Mamiferos restringem a disponibilidade de metais essenciais a patdgenos, mecanismo
conhecido como imunidade nutricional, a fim de evitar infec¢bes [13]. Zinco é o segundo
metal de transicdo mais abundante em organismos, sendo indispensavel tanto para humanos
quanto para microrganismos, e vem sendo amplamente estudado no contexto de imunidade
nutricional [14,15]. Em mamiferos, duas principais familias génicas de transportadores de
zinco regulam a concentracdo intracelular desse metal: ZnT e ZIP [16]. A familia ZnT codifica
transportadores responsaveis por diminuir a concentragdo citosolica de zinco, enquanto a
familia ZIP ¢é encarregada de aumentar a concentracdo do ion no meio intracelular [17,18].
Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa mostrou que macrofagos expostos a C.
neoformans tém seus niveis de zinco intracelular diminuidos e sofrem modulacdo da
expressdo de membros da familia ZnT [19]. Resultados de outro estudo na nossa linha de
pesquisa sugerem uma maior expressao de alguns genes da familia ZnT em amebas expostas a
C. gattii [20]. Estes genes apresentam-se filogeneticamente proximos ao gene ZnT4 de
mamiferos, cujo produto é responsavel pela mobilizacdo de zinco para o complexo de Golgi

[16, 20].
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Este trabalho tem como objetivo analisar a expressdo dos genes ACALl 260050 e
ACA 271600 em A. castellanii infectada por C. neoformans e C. gattii em diferentes tempos
de interacdo, além de avaliar a mobilizacdo de zinco em amebas infectadas. O gene
ACAL 271600 ¢é filogeneticamente proximo dos genes que codificam os transportadores
ZnT2, ZnT3, ZnT8 e principalmente ZnT4 em células mamiferas, enquanto ACA1_260050 é
evolutivamente mais basal, estando relacionado com diversos transportadores de zinco [20].
Os resultados aqui obtidos revelam que ocorre intenso aumento de expressdo destes genes de
maneira temporal em resposta a incubacdo com as leveduras patogénicas. Adicionalmente,
houve aumento da fluorescéncia potencialmente associada a Golgi. Esses resultados
contribuem para o entendimento sobre o mecanismo de imunidade nutricional de A.
castellanii contra Cryptococcus spp e sua similaridade com o0s mecanismos vistos em

macrofagos.

2. Materiais e métodos

2.1 Linhagens celulares

As linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii foram cultivadas em meio YPD
(2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de levedura e, quando necessario, 1,5% agar) a 30 °C. A
linhagem Neff de A. castellanii foi cultivada em meio PYG (2% peptona, 1,8% glicose, 0,2%
extrato de levedura, 0,1% citrato de sodio, 0,098% MgSO,, 0,035% Na,HPO,, 0,034%
KH,PO4, 0,002% Fe(NH,;)2(S04),) com antibidtico (100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de
estreptomicina) a 30 °C e foi cedida pela Prof. Marilise B. Rott, do Instituto de Ciéncias

Basicas da Saude, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

2.2 Ensaios de interacdo e extracdo de RNA

Um total de 1x10° células de A. castellanii, em 1 ml de meio PYG, foram adicionadas em

placas de 12 pocos e incubadas por um periodo de 2 h em estufa a 30 °C, para possibilitar
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adesdo. Apo6s esse periodo, 1x10” células de C. neoformans ou C. gattii (MOl 1:10),
previamente inoculadas em meio YPD liquido por 16 h a 30 °C, foram adicionadas aos pocos.
Amostras foram coletadas imediatamente ap6s a adi¢do das células fungicas, assim como ap6s
2, 4 e 24 h. Apos os periodos de incubacéo, inclusive para o controle, o meio foi retirado e
adicionou-se 600 ul de Trizol (Invitrogen) por poco, para permitir a lise das amebas. O
conteudo foi recuperado dos poc¢os e armazenado em tubo eppendorf, para extracdo de RNA
total conforme recomendacBes do fabricante. A verificacdo da integridade das amostras de
RNA foi realizada em gel (0,8 % agarose). O RNA foi quantificado utilizando

espectrofotometria.

2.3 Sintese de cDNA

RNA total livre de DNA, obtido a partir de tratamento das amostras com DNAse
(Promega), foi utilizado para sintese de cDNA com a enzima ImMPROM-II RT (Promega).
Para tanto, cerca de 1 pug de RNA foi utilizado em conjunto com oligo d(t), conforme
recomendacdes do fabricante. O cDNA foi entdo diluido 5 vezes com &gua DEPC para

analises posteriores.

2.4 RT-PCR quantitativo (QRT-PCR)

A andlise de RT-PCR quantitativo foi realizada em placa de 48 pocos, utilizado o
equipamento StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Cada reagdo foi
realizada conforme protocolo previamente padronizado [19, 20] utilizando a enzima
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher) e SYBR Green (Thermo Fisher),
conforme recomendac0es do fabricante. A concentracdo de cDNA utilizada foi de 33 ng/ul. O
ensaio foi realizado em tripiclata técnica e triplicata bioldgica. As condicdes de ciclagem

foram as seguintes: fase inicial de 50 °C por 5 minutos e 95 °C por 10 minutos, seguida de 40
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ciclos a 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 15 segundos e 72 °C por 1 minuto. Ao final, melting

curve foi realizada. Os primers utilizados e suas sequéncias estéo listados na Tabela 1.

2.5 Indice de fagocitose e taxa de proliferacéo intracelular

De modo similar a co-incubacdo para extracdo de RNA, a determinacdo da taxa de
fagocitose e da proliferacéo intracelular foram realizadas pela incubagdo de 1x10° células de

A. castellanii com 1x10’ células de C. neoformans ou C. gattii por 2 e 24 h.

Apds co-incubacdo de 2 h, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS. Em
um conjunto de pocos, PBS (1 ml) foi adicionado, seguido de incubacdo em gelo por 10
minutos para que as células aderidas se soltassem. O contetido dos pocos foi coletado para
posterior realizacdo de citometria de fluxo. Alternativamente, uma fracdo deste contetddo (25
pl) foi diluida em PBS, dos quais uma aliquota de 25 pl foi semeada em meio YPD solido
com o auxilio de uma alca de Drigalski. Apds incubacdo por 48 h, o nimero de unidades
formadoras de col6nia foi determinado. Em outro conjunto de pocos, foi adicionado 1 ml de
meio PYG e foi realizada incubacdo por 24 h adicionais. Apds este periodo adicional, o meio
foi retirado, e as células foram lavadas com PBS. PBS (1 ml) foi adicionado, seguido de
incubacdo em gelo por 10 minutos para que as células aderidas se soltassem. Estas foram
entdo diluidas e precedeu-se com a determinacdo de CFU. O nimero de CFU normalizado
pelo nimero de células de amebas foi um dos métodos para determinacdo da taxa de
fagocitose. A razdo entre a carga fangica obtida em 24 h pela taxa de fagocitose representa a

taxa de proliferacdo intracelular.

Alternativamente, utilizou-se citometria de fluxo para determinacdo da taxa de fagocitose,
conforme previamente descrito [21]. Para tanto, os ensaios foram realizados com células de

Cryptococcus sp. previamente incubadas com isoticianato de fluoresceina (FITC), na
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concentracdo de 10 pg/ml por 10 min. A analise de citometria de fluxo foi realizado na
presenca do reagente azul de Trypan, que bloqueia a emissdo de fluorescéncia verde.
Controles de A. castellanii sem interacdo, C. neoformans e C. gattii ndo marcados, C.
neoformans e C. gattii marcados e interacdo de A. castellanii com C. neoformans e C. gattii e

nao marcados foram utilizados.

2.6 Microscopia confocal

Células de A. castellanii (1x10°) foram incubadas em placa de 12 pogos contendo
laminula no fundo, com 1x10’ células de C. neoformans ou C. gattii por 24 h. Apés o periodo
de interacdo, 10 uM do fluoréforo Zinpyr-1 foram adicionados, permitindo 10 minutos de
incubagdo. Em seguida o meio foi retirado e o contetdo foi fixado com paraformaldeido (3,7
%). As laminulas foram retiradas dos pocos e colocadas sobre I[&minas de microscopia, que
foram analisadas em microscopio confocal de fluorescéncia junto as instalacbes do Centro de
Microscopia e Microanalise da UFRGS. As imagens obtidas foram processadas pelo
programa ImageJ com o intuito de quantificar a fluorescéncia de cada célula associada ao

fluoréforo Zinpyr.

3. Resultados

Para analisar a expressdo de transportadores de zinco em A. castellanii co-incubada por C.
neoformans e C. gattii, qRT-PCR foi realizado utilizando primers para 0S genes
ACAL 260050 e ACA1 271600, potencialmente envolvidos no transporte de zinco para o
Complexo de Golgi. O resultado foi normalizado de acordo com a expressdo do gene que
codifica actina, e foi comparado com a expressdo do grupo controle. A analise dos resultados
evidencia que a expresséio do gene ACAl 260050 em A. castellanii aumenta

significativamente apo6s 2 h, 4 h e 24 h de exposicdo a C. neoformans (Fig. 1A). Essa
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modulacdo génica ndo € vista em resposta a C. gattii. Ao analisarmos o gene ACA1 271600,
observamos 0 aumento da expressdo em A. castellanii apds 2 h de interacdo, tanto com C.
neoformans quanto com C. gattii, sem diferenca na expressdao entre as duas espécies (Fig.
1B). Esse aumento continua significativo em 4 h e 24 h de interacdo apenas com C.
neoformans (Fig. 1B). O grupo controle ndo apresenta modulacdo na expressdo dos genes

analisados em decorréncia do tempo.

Com o intuito de avaliar se esta diferenca observada no perfil transcricional dos genes
codificantes de proteinas da familia ZnT em amebas era decorrente de alteracdes na
internalizacdo de células leveduriformes, foi realizada a determinacdo da taxa de fagocitose de
C. neoformans e C. gattii por A. castellanii, a partir de ensaio de interacdo entre as linhagens
com posterior avaliacdo por CFU e citometria de fluxo. A analise dos resultados da contagem
de CFU indica que ndo ha diferenca no indice de fagocitose por A. castellanii entre as
espécies C. neoformans e C. gattii (Fig. 2A). Esse resultado é corroborado pelo ensaio de
citometria de fluxo, no qual ndo houve diferenca significativa entre os eventos de interacao de

A. castellanii com ambas espécies de Cryptococcus (Fig. 2C).

Assim, foi hipotetizado que esta diferenca poderia ser oriunda de capacidades inerentes
das duas linhagens em replicar-se de modo distinto no interior das células de ameba. Para
analisar se ha diferenca na sobrevivéncia e proliferacdo no interior de A. castellanii entre as
duas espécies de Cryptococcus, ensaio para avaliar a taxa de proliferacdo intracelular (IPR)
foi realizado. Os resultados sugerem que C. neoformans e C. gattii ndo diferem quanto a
capacidade de proliferacdo no interior de A. castellanii (Fig. 2B). Desta forma, a modulagéo

diferencial deve estar associada a diferencas caracteristicas das duas linhagens.

Para corroborar os dados obtidos de expresséo, foram realizadas analises de microscopia

confocal de fluorescéncia, a fim de evidenciar a mobilizacdo de zinco. Para tanto, as células
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de amebas, incubadas ou ndo com células de levedura, foram incubadas com o fluoréforo
Zinpyr, capaz de marcar zinco presente dentro do Golgi e outras organelas, como mitocondria
e reticulo endoplasmatico, visto que é permeavel a membranas [22]. Analise densitométrica
das imagens obtidas em microscépio confocal indica que A. castellanii mobiliza zinco em
resposta a C. neoformans e C. gattii apds 24 h de interacdo (Fig. 3B). Entretanto, ndo foi
possivel detectar diferenca significativa na modulacdo dos niveis de zinco quando se

comparam as duas espécies fungicas.

4. Discussao

Neutréfilos e macréfagos utilizam privagdo de zinco em resposta a C. neoformans,
empregando proteinas quelantes e modulacdo da expressdo de transportadores de zinco,
respectivamente [19, 23]. Dados do nosso grupo de pesquisa mostram que zinco é importante
para a viruléncia de C. gattii, visto que mutantes nulos para ZAP1, gene que codifica um fator
de transcricdo que regula a expressdo de importadores de zinco, tiveram sua viruléncia
reduzida [24]. Juntando com a hipdtese de evolucdo dos fatores de viruléncia em amebas no
solo, decidimos analisar a expressdo de moléculas envolvidas no transporte de zinco em A.
castellanii exposta a C. gattii e C. neoformans, a fim de avaliar se mecanismos similares a
imunidade nutricional observada em macr6fagos que também ocorrem em amebas. A escolha
dos genes analisados foi devida a uma proximidade filogenética com genes possivelmente
envolvidos em imunidade nutricional em mamiferos. Analises filogenéticas mostram que a
proteina ACA1_271600 é evolutivamente proxima dos transportadores ZnT8, ZnT3, ZnT2 e,
principalmente, ZnT4, envolvido no influxo de zinco para o complexo de Golgi [20].
ACA1_260050, por sua vez, é evolutivamente mais antigo, sendo relacionado a diversos

transportadores da familia ZnT [20].
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Nossos resultados sugerem que A. castellanii responde a C. neoformans com aumento da
expressao génica dos dois genes analisados durante todo o processo de interacdo, enquanto a
resposta a C. gattii € focada na fase inicial de co-incubacdo, com aumento significativo da
expressao de apenas um dos genes. As primeiras horas de interacdo parecem ser as mais
importantes no quesito de imunidade nutricional contra ambas as espécies, com aumento
expressivo da expressdo por parte do protozoario numa possivel tentativa de privar
Cryptococcus spp. de zinco e prejudicar sua sobrevivéncia. Visto que ambas as espécies sao
igualmente fagocitadas, a diferenca de expressao génica pode ser em decorréncia de outros
fatores. C. gattii e C. neoformans surgiram de um ancestral comum ha milhdes de anos [25].
Considerando o tempo desde a especiacdo e a distribuicdo geografica das espécies, que
possibilita diferentes interacdes entre ameba, fungo e ambiente, pode-se pensar que o

protozoario desenvolveu diferentes estratégias de imunidade nutricional para as espécies.

Em contraste com os resultados obtidos, Malliaris et al. (2004) indicam que fagocitose de
C. gattii por A. castellanii € um fendmeno raro se comparado a C. neoformans [26]. Uma
possivel explicacdo para a discrepancia entre esses dois resultados € o fato de diferentes
linhagens terem sido utilizadas nos estudos, tanto das leveduras quanto da ameba. Em ensaios
com leveduras opsonizadas por proteinas do sistema complemento, C. neoformans é mais
fagocitado do que C. gattii por macréfagos [27]. Esta diferenca na resposta entre A. castellanii
e macrofagos pode ser devida a opsonizacdo que ocorre no hospedeiro, visto que esse

mecanismo ndo acontece no solo.

Apesar do aumento na expressao dos dois genes em C. neoformans e apenas de um em C.
gattii, ndo ha diferenca na proliferacdo intracelular entre as espécies, sugerindo que a maior
modulacéo génica vista para C. neoformans ndo é suficiente para gerar morte fingica, ou que

C. neoformans é mais adaptado a privacdo de zinco. Diferentemente do que € visto em A.
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castellanii, a linhagem R265 possui maior capacidade de proliferacdo intracelular em
macrofagos quando comparada com a linhagem H99 [28]. Apesar das similaridades
observadas no mecanismo de fagocitose entre amebas e macrofagos, nosso resultado sugere

que existem diferencas no conteido do fagolisossomo de ambas células fagociticas.

A despeito do aumento na expressdo de exportadores de zinco, A. castellanii infectada
tanto pro C. gattii quanto por C. neoformans eleva os niveis de zinco intracelular. Visto que
0s genes analisados apresentam proximidade filogenética com ZnTs responsaveis pelo influxo
de zinco para o complexo de Golgi, essa elevacdo poderia ser explicada por um aumento no
influxo do metal para essa organela. Ainda, como acontece em macrofagos [19], outros genes
envolvidos no exporte de zinco podem estar sob downregulation, o que leva a um aumento na
concentracdo intracelular do metal, a fim de manter niveis ideais para o funcionamento
celular. Macréfagos expostos a células mortas de C. neoformans aumentam a expressao de
importadores de zinco [19]. Visto que a microscopia foi realizada ap6s 24h de interacdo, o
aumento na concentracdo de zinco pode ser em decorréncia de uma resposta a células

fangicas que foram mortas pelo protozoario.

A partir deste estudo, conclui-se que A. castellanii modula a expressdao génica
similarmente ao mecanismo de imunidade nutricional observado em mamiferos contra 0s
agentes da criptococose. Para um melhor entendimento do mecanismo, analise da expressao
de outros transportadores de zinco no protozodario, assim como avaliacdo da expressdo de

genes envolvidos no metabolismo do metal em Cryptococcus spp, séo perspectivas futuras.
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6. Figuras
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Figura 1: A. castellanii altera a expressdo de transportadores de zinco na presenga de C.
neoformans ou C. gattii. Células de A. castellanii (1 x 10° células/ml) foram incubadas em meio PYG
com C. gattii ou C. neoformans (1 x 10" células/ml) em placas de 12 pocos, por 2 h, 4 h e 24 h. As
células foram lavadas com PBS e o RNA foi extraido, com posterior sintese de cDNA. A expressdo dos
genes ACA1_ 260050 (A) e ACA1_271600 (B) foi normalizada utilizando o threshold obtido para o gene
Actina. Os dados sdo representados como a média + desvio padrdo, obtidos a partir de triplicatas
biologicas e triplicatas técnicas. Andlise estatistica foi realizada no programa GraphPad, utilizando

ANOVA de duas vias (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001).
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Figura 2. A. castellanii fagocita igualmente C. neoformans e C. gattii, e as duas linhagens ndo
diferem quanto a proliferacdo intracelular. 1 x 10° células/ml de A. castellanii foram incubadas com
1 x 107 células/ml de C. gattii ou C. neoformans por 2 h e 24 h em placas de 12 pogos, com adigéo de
tampao de lise ao final do periodo. O contetdo foi diluido em PBS, plaqueado em YPD s6lido e a
contagem de CFU foi realizada. indice da fagocitose (A) é representado por contagem de CFU apés 2 h
de interagdo, enquanto taxa de proliferacdo intracelular (B) é representada pela diferenga do CFU
recuperado em 24 h e 2 h de interacdo. Citometria de fluxo (C) foi realizada com aliquotas da interagéo
de 2 h, incubadas com o fluoréforo FITC. Andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad,

utilizando teste t. N&o houve diferenca significativa entre as linhagens em nenhum dos ensaios.
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Figura 3: A. castellanii aumenta o nivel de zinco intracelular quando exposta a C. neoformans ou
C. gattii. 1 x 10° células de A. castellanii foram incubadas com 1 x 107 células de C. neoformans ou C.
gattii durante 24 h em placas de 12 pocos contendo laminula ao fundo do pogo. Ao final do periodo, 10
uM do fluoréforo Zinpyr-1 foram adicionados, permitindo 10 minutos de incubagdo. O contetdo foi
fixado as laminulas com paraformaldeido e visualizado por microscopia confocal (A). As imagens
obtidas foram analisadas pelo programa ImageJ, a partir do nivel de fluorescéncia (B). Andlise
estatistica foi realizada pelo programa GraphPad, utilizando ANOVA de uma via ( **** p < 0.0001).

Né&o houve diferenca significativa ao se comparar as linhagens H99 e R265.
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7. Material suplementar

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados.

Primer Sequéncia NCBI Gene ID
ACTIN-F 5’-AGGTCATCACCATCGGTAACG-3’

14922056
ACTIN-R 5’-TCGCACTTCATGATCGAGTTG-3’

ACA1_260050-F  5’-ACGAAGAGAGCCACTACCA-3’
14912155

ACA1_260050-R 5’-CATCGAGATCCCACACCTTTAC-3

ACA1_271600-F 5-CGCTTGTGGCTATGGGTATC-3’
14915201

ACA1_271600-R 5’-GTACTTGATGTCCGCGATGAG-3’
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4 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A partir deste trabalho, conclui-se que A. castellanii utiliza mecanismos similares a
imunidade nutricional, vista em macréfagos, como resposta antifungica contra C. neoformans
e C. gattii, aumentando a expressdo de transportadores de zinco, que diminuem o nivel do
metal no meio intracelular. Entretanto, analises microscépicas revelaram que a concentracao
de zinco intracelular aumenta ap06s 24 h de co-incubacéo entre ameba e levedura. Também foi
possivel concluir que ndo ha diferenga na taxa de fagocitose por A. castellanii entre as
espécies fangicas, e que ambas possuem a mesma capacidade de proliferacdo no interior do
protozoario.

Perspectivas futuras:

e Avaliacdo da mobilizacdo de zinco para o Complexo de Golgi em A.
castellanii co-incubada com C. neoformans e C. gattii, por meio de analises
em microscopia confocal de fluorescéncia, utilizando sonda especifica para a
organela;

e Andlise da expressdo de outros transportadores da familia ZnT em A.
castellanii co-incubada com C. neoformans e C. gattii.;

e Anélise da expressdo génica, em C. neoformans e C. gattii, de genes
codificantes de transportadores de zinco;

e Anélise da expressdo de genes filogeneticamente proximos a ACA1_260050 e
ACA1 271600 em macrofagos.
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ANEXO A - NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA MICROBES AND
INFECTION

Microbes and Infection — Guide for authors.

FORMAT
General information

Limit the abstract to 200 words or less; limit the text to 5000 words or less. A maximum of 50
references is allowed; and a maximum of 6 figures and tables (total) is allowed. Papers not
respecting theses rules will not be sent to the reviewers

Double-space throughout (including references, figure legends and table footnotes).
Use 2.5-cm (1 inch) margins on all four sides.

Use a font size of at least 12 points.

Number each page top right (title page is 1).

Number each chapter heading, starting with Introduction (see below)

Number lines continuously.

In general, do not use capital letters (except for first letter) for titles, authors names, section
headings, etc.

When referring to figures in the main text, "figure" is abbreviated to Fig. (e.g., Fig. 1). When
referring to tables, use Arabic numerals (e.g., Table 2).

Differentiate between zero and the letter O, and between the number one and the letter "I".

CONVENTIONS
1. Microorganisms

Follow guidelines of the International Nomenclature Committee. Genus and species are
written in full the first time the name appears in text; subsequently, only use the first letter of
the genus, followed by the species (e.g., Escherichia coli, then E. coli). Note the space
between the genus abbreviation and the species.

2. Units of measurement

Follow the Systéme International (SI). Always respect the space between the number and the
unit (e.g., 100 °C, 25 mg). Do not use commas for decimals. Use small "I"" for liter.

3. Use of italic/roman type
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Genetic loci are italicized; protein products of the loci are not italicized. Latin words in
current use, such as in vitro/vivo/situ, via, et al., a posteriori, etc., are not italicized (note the
use of abbreviative points for expressions such as cf., e.g., i.e., et al., etc., which appear in
roman type).

4. When using Greek letters, use the “font” command and not “insert”.

ORGANIZATION OF RESEARCH PAPERS AND SHORT COMMUNICATIONS
1. Title page

Title: avoid using uppercase letters other than the first word. Do not use nonstandard
acronyms or abbreviations.

Authors’ names: full first name followed by family name of each author. Superscript letters
(a, b, etc.), not numbers, link the author’s name to his/her affiliation. The name of the author
responsible for correspondence and proof correction is indicated by an asterisk (*) after the
superscript letter. Use commas to separate names; do not use ’and’ before the last author’s
name.

Affiliations: The complete address (department and/or laboratory, college, university, and full
postal address) for each author, preceded by the superscript letter (a, b, etc.) should follow the
list of names.

Each address is in a separate paragraph.

Up-to-date telephone and fax numbers, e-mail address, and present, complete postal address
of the corresponding author appear separately on the title page.

2. Abstract and keywords

Abstract: a maximum of 200 words, summarizing the objective, and major conclusions. Do
not use references, footnotes or abbreviations in the abstract.

Keywords: below the abstract, provide a list of at least 3 keywords (max 6 keywords) which
exist in the MeSH® thesaurus. They are in lowercase letters, separated by semi-colons. They
are used for indexing your paper and express the precise content.

3. Abbreviations

Used as an aid to the reader (therefore, sparingly), for words used at least 3 times, they are
defined in the text the first time they appear, followed by the abbrevation in parentheses. Use
this abbreviation thereafter.

4. Main text of original reports

Each chapter is numbered according to international standard (1. - 1.1. - 1.1.1., etc.). (See
model below). For chapter headings, avoid using uppercase letters other than the first word,
and do not use punctuation at the end.

The length of the main text should not exceed 5000 words.

Model for numbering of chapters
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1. Introduction

2. Materials and methods
2.1. Infection models
2.1.1. Mouse model

Titles in bold and subtitiles in italic not bold

1. Introduction: it should not summarize the results.
2. Materials and methods: avoid the use of commercial names.

3. Results: present the observations, with minimal reference to earlier literature and to
interpretations.

4. Discussion: Avoid repeating parts of the Results.

Acknowledgments: personal acknowledgments precede those of agencies and institutions.

Conflict of interest: All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of
interest including any financial, personal or other relationships with other people or
organizations within three years of beginning the submitted work that could inappropriately
influence, or be perceived  to influence, their  work. See  also
http://www.elsevier.com/conflictsofinterest. If you have no conflict of interest, please state it.

5. References
References are limited to 50
In main text

Numbered references appear in the main text between square brackets ([1], [2, 3], [4-7], etc.),
in the order of appearance in the text, from 1 to n.

In reference list

Numbering corresponds to the references in the text; the list is not in alphabetical order.
Journal titles are abbreviated according to Index Medicus and Biosis. Only published work
and manuscripts in press (indicate the journal which has accepted them, "ahead of print" and
DOI number) appear in the list. Manuscripts in the submitted stage, or in preparation, and
personal communications are designated "unpublished” in the text but are not numbered and
do not appear in the list at the end.

Please use the order/style given in the following examples, as well as the exact punctuation.
Use square brackets for the numbering.

If there are more than 6 authors, the first 6 authors names should be listed followed by et al.
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Periodicals

[1] Wu XB, Tian LH, Zou HJ, Wang CY, Yu ZQ, Tang CH, et al. Outer membrane protein
OmpW of Escherichia coli* is required for resistance to phagocytosis. Res Microbiol
2014;164:848-55.

*Genus and species names in italics

Books

An entire volume:

[2] Melchiorre C, Giannella M. Highlights in receptor chemistry, Elsevier, Amsterdam, 1984.
A chapter in a book:

[3] Takeda K, Akira S. Toll-like receptors: ligands and signalling, in Kaufmann SHE,
Medzhitov R, Gordon S (Eds), The innate immune response to infection, ASM Press,
Washington, DC, 2004, pp 257-70.

To obtain the updated EndNote style of our journal, please visit:
http://endnote.com/downloads/style/microbes-and-infection

6. Legends of figures

Place all legends (including title for each) together on one page. Figures are consecutively
numbered with Arabic numerals (Fig. 1, 2, etc.), according to the order of appearance in the
main text.

7. Figures
a maximum of 6 figures and tables (total) is allowed.
Magnification is indicated by a scale bar.

In the text, indicate where figures should appear: these call-outs are written as "Fig.1, Fig.2",
etc.

Upload each figure separately.

Help us reproduce your artwork with the highest possible standards — in both paper and
digital format, by consulting: "How to prepare your graphics files"at the e-submission site for
instructions, http://ees.elsevier.com/micinf

8. Tables

In the text, indicate where tables should appear: these call-outs for tables are written as "Table
1, Table 2, " etc.



60

Tables are consecutively numbered with Arabic numerals (Table 1, 2, etc.), according to the
order of appearance in the main text. Each table carries a short title describing its contents in
relation to the main text. Except for the heading and bottom of the table, avoid horizontal
dividing lines; vertical lines are completely omitted from any table. Instead, the first column
is left-aligned, and other columns are generally centered. (When making tables, use “insert”
command and not “tabulation”).

Only the first letter of each heading is capitalized, and any units appear in parentheses after or
under the corresponding heading in roman characters. Footnotes are collected under a table
and referred to in the table by superscript letters (a, b, etc.). References in tables are numbered
between square brackets, e.g., [5].

Upload each table separately.



