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Resumo

Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura encapsulada patogénica, causadora de
meningoencefalite severa. Estima-se uma incidéncia anual de um milhdo de casos de
criptococose no mundo, com mais de 600.000 mortes. O desenvolvimento da criptococose se
correlaciona fortemente com o estado imunitario do paciente, sendo os macréfagos as
principais células efetoras na resposta imune contra esse fungo. O objetivo desta tese ¢
estudar fatores do hospedeiro e do patdgeno que sejam importantes durante a interacao entre

C. neoformans e macréfagos.

Os trabalhos desta tese foram divididos em quatro capitulos baseados em quatro
objetivos especificos. O primeiro objetivo foi estudar vesiculas extracelulares de C.
neoformans, utilizadas pelo fungo para secretar polissacarideos capsulares e outros fatores de
viruléncia. Sondas lipofilicas mostraram vesiculas na superficie da capsula e sugeriram que
estas estruturas possuem RNA. Outros dois projetos também mostraram a importancia das

vesiculas na melanizagdo de C. neoformans e na secregao de toxinas por Bacillus anthracis.

Outro tema abordado foi o mecanismo de agdo de anticorpos monoclonais contra a
capsula de C. neoformans. Experimentos de expressao génica feitos com fungos expostos a
anticorpos monoclonais sugeriram indu¢do da biossintese de acidos graxos. Esta alteracdo
metabolica foi confirmada por métodos bioquimicos e se correlacionou com um aumento na
susceptibilidade ao antifingico anfotericina B, sugerindo que anticorpos ajam também
alterando o metabolismo do patdgeno. Em outro trabalho, foi feita uma varredura com
biblioteca de RNAs de interferéncia para identificar o receptor de superficie do isotipo IgG3
murino. A interferéncia com um dos genes identificados na varredura, a integrina beta 1
(Itgb1), levou a diminuicdo da ligacdo deste isotipo a superficie de macrofagos e da

fagocitose mediada por IgG3, sem nenhum efeito na func¢ao do isotipo IgG1. Estes resultados
1



sugerem que Itgbl possa ser o receptor especifico deste isotipo de IgG murino, que vem

sendo procurado ha trés décadas.

Foram também estudadas por citometria de fluxo a cinética da fagocitose ¢ a
exocitose nao-litica de C. neoformans, um fendmeno descrito recentemente pelo qual o fungo
¢ expelido pelo macréfago sem que nenhuma das duas células morra. Drogas que neutralizam
a acidez do fagolisossomo alteraram a taxa de exocitose nao-litica, indicando que o pH deste
compartimento ¢ importante para a liberacdo do fungo. Adicionalmente, a metodologia
citométrica foi utilizada para medir exocitose ndo-litica em pulmdes de camundongo, com
aproximadamente 45% em comparagdo com taxa de pouco menos de 10% in vitro. Estes
resultados sugerem que a exocitose nao-litica ocorra durante a criptococose, com importantes

implicagdes no entendimento desta doenga.

Por fim foi testada a hipotese de que a autofagia do macrdéfago seja importante na
resposta imune contra C. neoformans. A autofagia ¢ um mecanismo conservado em
eucariotos para a reciclagem de material intracelular que tem sido implicado na imunidade
contra um numero cada vez maior de patdgenos intracelulares. Experimentos de
imunofluorescéncia mostraram fagossomos contendo C. neoformans positivos para o
marcador de autofagossomos LC3. RNA de interferéncia contra ATGS, um gene essencial
para autofagia, diminuiu a atividade antifungica de macréfagos e as taxas de exocitose nao-
litica e aumentou a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a, IL-12 e IFN-y.
Camundongos com nocaute condicional de ATGS5 ndo apresentaram nenhuma diferenga de
sobrevida em relagdo aos controles apos infeccdo por C. neoformans. Entretanto, estes
animais tiveram uma resposta imune com melhor balango Th1/Th2 que resultaram em menor
carga fungica e diferencas no padrao histopatologico pulmonar. Estes resultados sugerem que

a autofagia tem multiplos papéis na imunidade contra C. neoformans.



Em conjunto, estes trabalhos esclarecem alguns pontos na importante relacdo entre C.
neoformans e macrofagos do hospedeiro e podem servir como base para trabalhos

translacionais que melhorem a profilaxia ou terapéutica da criptococose.



Abstract

Cryptococcus neoformans is an encapsulated pathogenic yeast that causes severe
meningoencephalitis. It is estimated that over one million cases of cryptococcosis occur each
year, with about 600,000 deaths. Macrophages are the main effector cells in immunity against
this fungus. The objective of this thesis is to study host and pathogen factors that are

important during the interaction between C. neoformans and macrophages.

The work described in this thesis has been divided in four chapters based in four
specific objectives. The first objective was to study C. neoformans extracellular vesicles,
used by the fungus to secrete capsular polysaccharide and several other virulence factors.
Lipophilic probes revealed vesicles on the capsule surface and suggested that they may carry
RNA. Two other projects also showed the importance of extracellular vesicles in C.

neoformans melanization and Bacillus anthracis toxin secretion.

Another subject was the mechanism of action of monoclonal antibodies to the C.
neoformans capsule. Gene expression studies made with C. neoformans that had been
exposed to monoclonal antibodies suggested an induction of fatty acid biosynthesis. This
metabolic alteration was confirmed using biochemical methods and correlated with increased
susceptibility to the antifungal amphotericin B, suggesting that antibodies also act by altering
the metabolism of the pathogen. Another project involved screening an RNAi library to
search for the cell surface receptor of murine IgG3. Interference with one of the genes
identified in the screening, integrin beta 1 (Itgbl), resulted in decreased binding of this
antibody to macrophage surface and impaired IgG3-mediated phagocytosis, with no effect in
the function of IgGl. These results suggest that Itgbl may be the specific murine 1gG3

receptor, which has been pursued for over three decades.



The kinetics of phagocytosis and non-lytic exocytosis, a recently described phenomenon in
which C. neoformans is expelled from macrophages without harm to either cell type, were
also studied using flow cytometry. Drugs that neutralize the phagolysosomal acidity altered
the non-lytic exocytosis rates, indicating that the pH inside this compartment influences
fungal release. Additionally, the cytometric methodology was used to measure non-lytic
exocytosis in mouse lungs, with a rate of approximately 45% in comparison with 10% in
vitro. The suggestion that non-lytic exocytosis happens during cryptococcosis could have

important implications in understanding this disease.

Lastly, the hypothesis that macrophage autophagy is involved in the immune response
against C. neoformans was tested. Autophagy is a mechanism conserved in all eukaryotes to
recycle intracellular material and has been implicated in immunity against an ever-growing
list of intracellular pathogens. Immunofluorescence showed C. neoformans-containing
phagosomes positive for the autophagosome marker LC3. RNA interference against ATGS, a
gene that is essential for autophagy, decreased macrophage antifungal activity and non-lytic
exocytosis and increased secretion of pro-inflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a, 1L-12
e IFN-y. ATGS5 conditional knockout mice had no survival difference compared to controls
after infection with C. neoformans. However, these animals had an immune response with
better Th1/Th2 balance that resulted in lower fungal burden and different histopathological
pattern in the infected lungs. These results suggest that autophagy has multiple roles in

immunity against C. neoformans.

As a whole, the work described in this thesis clarify some points in the important
interaction between C. neoformans and host macrophages and could be the basis for future

translational studies that could improve cryptococcosis prophylaxis or therapy.



| — Introducao

Cryptococcus neoformans e criptococose

C. neoformans ¢ uma levedura encapsulada e o agente etioldgicos da criptococose,
uma micose sistémica severa. O fungo foi isolado inicialmente no final do século XIX por
Sanfelice a partir de suco de péssego fermentado, mas poucos anos depois foi também
encontrado em lesdes humanas [1]. Até a década de 1980, a criptococose era bastante rara,
assim como os estudos sobre o fungo. Neste periodo os isolados de C. neoformans eram
classificados em quatro sorotipos (A-D) de acordo com sua reatividade a soros de coelho [1]
e em trés variedades, neoformans, grubii e gattii. Em 2002, a partir de uma série de estudos
moleculares, foi proposta a separagdo de uma nova espécie, C. gattii [2], restando entdo a
espécie C. neoformans as outras duas variedades. De maneira geral, linhagens de sorotipos B
e C correspondem a C. gatti e sdo isolados de pacientes imunocompetentes. Linhagens do
sorotipo A costumam ser C. neoformans var. grubii e sdo as mais frequentemente isoladas a
partir de pacientes com meningoencefalite, enquanto o sorotipo D em geral ¢ C. neoformans

var. neoformans [3, 4].

C. neoformans possui um grande nimero de fatores de viruléncia. O mais estudado
deles ¢ sem duvida a capsula, a caracteristica mais marcante da célula de C. neoformans
observada ao microscopio (Figura 1). A capsula ¢ composta principalmente de carboidratos e

tem trés componentes principais:

e Glucuronoxilomanana (GXM): E o principal componente da capsula, correspondendo
a aproximadamente 92% da massa total dela. Estruturalmente, ¢ uma a-(1,3)-manana

com cadeias laterais de B-(1,2)-acido glicuronico, B-(1,2)-xilose ou B-(1,4)-xilose [5].



e Galactoxilomanana (GalXM): Junto com as manoproteinas, responde pelos 8%
restantes da massa da capsula. Sua estrutura consiste de unoa -(1,6)-galactana com
cadeias laterais de oligossacarideos contendo manose, xilose e galactose [6].
Recentemente, foi proposta a nomenclatura de GXMGal apds a descoberta de que este
polissacarideo também pode conter acido glicurdnico [7].

e Manoproteinas (MP): Unico componente capsular altamente imunogénico, sdo

proteinas ligadas a glicanas ricas em residuos de manose [8]).

A capsula torna a ingestdo de células de C. neoformans por fagocitos do hospedeiro
extremamente ineficaz na auséncia de opsoninas [9]. Além dessa funcdo protetora, a capsula
também tem funcdes ofensivas. Os carboidratos capsulares GXM e GalXM também sao
secretados pelo fungo para o meio [9], alterando atividades de linfocitos T e macrofagos e

diminuindo efetividade da resposta imune [10].

Um segundo fator de viruléncia bastante estudado em C. neoformans ¢ a melanina,
um pigmento escuro formado pelo fungo a partir de substratos difendlicos em uma reagao
catalizada pela enzima lacase (Figura 2) [11]. Em condi¢des nas quais esta enzima ¢ induzida,
a lacase ¢ sintetizada e transportada para a parede celular [12], onde ela cataliza a formagao
de uma camada de pequenas esferas de material amorfo em volta da parede celular [13].
Mutantes com delecao da lacase sdao hipovirulentos em camundongo, confirmando o papel da

melanina durante a infeccao [14].

A capacidade de crescer a 37°C ¢ o outro dos “trés grandes” fatores de viruléncia de
C. neoformans [15]. O género Cryptococcus segue a regra geral do reino Fungi de que a
maioria destes microrganismos € incapaz de crescer a temperatura encontrada em hospedeiros
mamiferos, com C. neoformans sendo uma excecdo. Por esse motivo, a endotermia de

mamiferos foi proposta como tendo sido selecionada ao longo da evolugdo por conferir



imunidade a grande maioria dos fungos patogénicos [16]. Véarios outros fatores de viruléncia
de C. neoformans ja foram descritos além dos “trés grandes”, como as enzimas secretadas

urease [17], fosfolipase B [18] e fosfolipase C [19].

A capsula, a melanina e as enzimas secretadas ttm em comum o fato de serem
dependentes de sistemas de secrecao [12, 20-22]. Como essas moléculas sintetizadas dentro
da célula desempenham suas fungdes essenciais para patogenicidade fora dela, os
mecanismos de secrecdo em C. neoformans se tornaram um grande campo de estudos [23].
Uma importante descoberta neste campo foi feita em 2007, quando foi demonstrado o
acumulo de vesiculas extracelulares no sobrenadante de culturas de C. neoformans [24]. Estas
vesiculas, com 60-300 nm de diametro, contém glucosilceramida, GXM, urease € mais uma
grande variedade de outras proteinas envolvidas na viruléncia do fungo [25]. Vesiculas
extracelulares semelhantes também foram encontradas em diversos outros fungos,
patogénicos ou ndo [26-28], assim como em culturas de Mycobacterium tuberculosis [29] e

Bacillus anthracis [30].

A criptococose causada por C. neoformans acomete principalmente pessoas com
depressdo severa da imunidade celular, enquanto a doenga causada por C. gattii acomete mais
frequentemente pessoas imunocompetentes. Estima-se que por ano ocorram pouco mais de

um milhdo de novos casos da doenga e aproximadamente 600.000 mortes [31].

Infeccdes por C. neoformans podem acometer praticamente qualquer Orgao.
Entretanto, na grande maioria dos casos de criptococose o fungo ¢ isolado do sistema nervoso
central. A meningoencefalite criptocdcica cursa com sintomas como confusdo mental, dor de
cabeca, vomitos e coma. O diagnodstico ¢ feito por observacdo direta com tinta nanquim e
cultura do liquido cefalorraquidiano, assim como por meio de sorologia para detec¢do de

GXM. O tratamento especifico da criptococose ¢ feito principalmente com a combinagdo de



flucitosina com anfotericina B intravenosa [32]. Este esquema terap€utico, no entanto, tem
um custo elevado por exigir internagdo e uma alta taxa de efeitos adversos graves, como
insuficiéncia renal aguda, de 49% a 65% [33]. Apesar do tratamento adequado, 20% dos
pacientes com meningoencefalite criptococica morrem em dois meses [32]. A

meningoencefalite criptococica € uniformemente fatal na auséncia de tratamento.

Como sugerido pelo isolamento de C. neoformans tanto de frutas quanto de pacientes
no final do século XIX, hospedeiros mamiferos ndo sdo o unico habitat deste fungo. Na
natureza, ele pode ser encontrado no solo e em arvores, especialmente em regioes
contaminadas com fezes de pombos. A criptococose se inicia pela inalacdo de particulas do
fungo a partir destas fontes ambientais. Apds esta infeccdo, o patdogeno ¢ eficientemente
contido, mas nao completamente erradicado por uma reacdo imune granulomatosa. Este
estado latente continua sem prejuizo ao hospedeiro até que aparecam deficiéncias na

imunidade celular como a AIDS ou imunossupressao pds-transplante [34].

Um estudo sorologico populacional feito nos EUA mostrou que mais da metade das
criangas de dois a cinco anos de idade ja possuiam anticorpos contra C. neoformans [35].
Como a criptococose ¢ extremamente rara em criangas imunocompetentes, este estudo
demonstra que esta infec¢do inicial por C. neoformans, que em geral tem pouco ou nenhum
sintoma, ocorre durante a infincia na maioria das pessoas. Outro estudo epidemiologico
americano feito entre 1992 e 1994 mostrou que a incidéncia anual de criptococose em
pessoas sem nenhum tipo de imunocomprometimento detectavel varia de 2 a 9 casos por
milhdo de pessoas; em comparagdo, esta taxa de incidéncia variou entre 17.000 e 66.000
casos por milhdo de pessoas infectadas com HIV. Isto significa que a deficiéncia na resposta
imune celular aumenta em quase trés ordens de magnitude o risco da infec¢do latente por C.
neoformans se espalhar e causar doenca, o que demonstra a importancia de se conhecer

melhor os mecanismos responsaveis pela resposta imune a C. neoformans.
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Imunologia da criptococose

Além de informacdes epidemioldgicas, muitas informagdes sobre a criptococose
vieram de estudos com modelos animais. Apos serem inaladas, as células de C. neoformans
se alojam nos alvéolos pulmonares. Em quatro horas, mais de 80% das leveduras ¢ fagocitada
por macrofagos alveolares [36]. Apds a fagocitose, macrofagos tentam matar o fungo através
da maturagdo do fagossomo e sua fusdo com lisossomos. Este processo, no entanto, ndo ¢
muito eficiente e o patégeno sobrevive dentro destas células fagociticas [37]. Esta interacao
entre macrofagos e C. neoformans € tdo importante que estudos com roedores e pacientes
humanos mostram que o resultado da infec¢@o se correlaciona com o resultado da interagao

entre o fungo e macrofagos [38-40].

Além da fagocitose e formacdo do fagolisossomo, os macrofagos desempenham
outros dois papéis importantes na imunidade inata contra C. neoformans. Eles secretam
citocinas e quimiocinas que atraem outras células do sistema imune ¢ modulam sua atividade
[41-46] e apresentam antigenos [47, 48]. Quando se inicia a resposta imune adquirida, os
macréfagos mais uma vez representam um papel efetor importante. A ativacao de células T
CD4+ leva a producao de citocinas do tipo Th1 como IFN-y. A presenca destas citocinas gera
macréfagos classicamente ativados, que aumentam sua atividade contra C. neoformans e
mantém a infeccdo sob controle [49]. Em algumas ocasides, entretanto, os macrofagos sao
expostos principalmente a citocinas do tipo Th2, como IL-4 e IL-13. Nesta situagdo, sdo
gerados os macrdofagos alternativamente ativados, cuja atividade antifungica ¢ insuficiente

para controlar a replicagdo de C. neoformans e que permitem que a infecgdo se espalhe [50].

Outro aspecto importante da interagdo entre macroéfagos e C. neoformans & o
fenomeno de exocitose nao-litica, descrito recentemente por dois grupos independentes [51,

52]. A exocitose nao-litica foi observada quando a interacdo entre macrofagos e C.
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neoformans foi estudada por meio de filmes com células vivas, e ndo com imagens estanques
de células fixadas e coradas. Surpreendentemente, as células fingicas sdo capazes de escapar
de dentro do macrofago sem que nenhuma das células morra. O mecanismo pelo qual a
exocitose nao-litica ocorre ainda ¢ pouco conhecido, mas parece envolver tanto fatores do
patdgeno quanto do hospedeiro [51-54]. Além disso, a exocitose ndo-litica de também ocorre
quando C. neoformans infecta a ameba Acanthamoeba castellanii, sugerindo que este
mecanismo possa ser conservado entre células do sistema imune de mamiferos e predadores

fagociticos ambientais [55].

No final da década de 1980, se descobriu que os anticorpos sdo outro fator importante
na resposta imune contra C. neoformans. Nesta €poca foram produzidos os primeiros
anticorpos monoclonais contra a GXM da capsula [56-59]. Alguns desses anticorpos
protegeram camundongos de infec¢des letais com C. neoformans, sendo propostos como
alternativa terapé€utica contra a doenga [60]. O mecanismo de protecao destes anticorpos
inclui fixacdo de complemento na superficie do fungo, opsonizacdo e toxicidade celular

mediada por anticorpos (ADCC) [61].

Um resultado intrigante destes estudos sobre o papel dos anticorpos na imunidade
contra C. neoformans foi que a protecdo depende do isotipo do anticorpo. Em experimentos
com camundongos, tratamento com anticorpos IgG3 ndo protegeram os animais ou até
mesmo os fizeram morrer mais rapido [62], enquanto os outros isotipos foram protetores
[63]. Esta diferenca entre IgG3 e os outros isotipos de IgG foi observada também em
camundongos nocaute para os receptores de Fc conhecidos [64], o que somado a
incapacidade de IgG3 de se ligar aos quatro receptores de Fc conhecidos [65-67] indica que o

isotipo IgG3 interaja com algum receptor desconhecido.
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Autofagia e seu papel na imunidade

A autofagia ¢ um processo conservado em eucariotos responsavel pela reciclagem de
material intracelular, com importantes papéis homeostaticos [68]. A autofagia ocorre pela
formagdo de uma vesicula de membrana dupla chamada autofagossomo, que engloba o
material a ser reciclado (por exemplo, uma fracdo do citoplasma ou uma organela).
Posteriormente, o autofagossomo se funde com lisossomos, levando a digestdo e
reaproveitamento do material englobado. Muito j4 se conhece sobre a maquinaria molecular
envolvida na autofagia, principalmente sobre as duas proteinas estudadas em mais detalhe
nesta tese: ATGS e LC3. A enzima ATGS cataliza um passo essencial para que a formagao de
autofagossomos [69]; ja a proteina LC3 ¢ utilizada como marcador especifico de fagoforos e

autofagossomos [70]

Além do seu papel no balanco nutricional da célula, a autofagia também estd
envolvida na resposta imune contra multiplos patdégenos intracelulares como virus, bactérias e
protozoarios [71]. A formagao de autofagossomos permite a célula hospedeira capturar dentro
de vacuolos patdégenos que se encontram no citoplasma, como o virus Sindbis [72] ou a
bactéria Listeria monocytogenes [73], levando a sua eliminagdo por fusdo com lisossomos.
Outro mecanismo imunitario da autofagia ¢ ajudar a célula a sobrepujar a inibicao da

maturacao do fagossomo por patdogenos como M. tuberculosis [74].

Em um estudo bastante recente, a autofagia também foi ligada a resposta imune contra
C. neoformans [75]. Por meio da varredura de uma biblioteca de RNAI, os genes Atg2, Atg5
e Atg9 foram identificados como necessarios para a replicacao e escape de C. neoformans em
células S2 de Drosophila. Os resultados foram confirmados com linhagens de macrofagos
murinos, nas quais RNAi contra multiplos genes envolvidos em autofagia diminuiu a

fagocitose, a replicacdo intracelular e o escape de C. neoformans.
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Figura 1- A capsula de C. neoformans

(A) Observagao da capsula pelo método da tinta nanquim (“India Ink’). Coloragdo mais facil
e comum, a tinta nanquim evidencia a cdpsula porque esta estrutura exclui as particulas
escuras da tinta. (B) A capsula foi corada com o anticorpo contra GXM 18B7 marcado com o
fluor6foro DTAF, enquanto a parede foi evidenciada com Uvitex 2B. (C) Esquema da
estrutura do principal carboidrato capsular, GXM. Painel C adaptado de [76].
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Credlto 'Eisenman et al.. Biochemistrv. 2005.

Figura 2 — A melanina de C. neoformans

(A) Colonia de C. neoformans crescida em meio minimo contendo o precursor de melanina
L-DOPA. A colonia foi fotografada em um estereomicroscopio antes e depois da
melaniza¢do. (B) Microscopia eletronica de transmissdo e de varredura de fantasmas de
melanina de C. neoformans. Painel B adaptado de [13].
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Figura 3 — Ciclo da criptococose

A criptococose se inicia a partir da inalacdo de esporos ou leveduras de C. neoformans a
partir de fontes ambientais como solo, arvores e fezes de pombos. As células fungicas
inaladas se alojam nos pulmoes, onde sdo contidas, mas ndo completamente eliminadas, por
uma resposta granulomatosa. Caso ocorra alguma supressiao severa da imunidade celular, o
fungo se espalha por todo o corpo por via hematogénica, com grande tropismo pelo sistema
nervoso central. Figura adaptada de [77].
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IT — Justificativa

A criptococose ¢ uma importante causa de morbidade e mortalidade em pessoas
imunossuprimidas. Estima-se que pouco mais de um milhdo de casos de criptococose
ocorram por ano, com aproximadamente 600.000 mortes [31]. Essa grande propor¢ao de
mortes ocorre principalmente por fatores socio-econdmicos que impedem o acesso a
tratamento adequado na Africa subsaariana, onde se registram dois ter¢os das mortes. No
entanto, mesmo em condi¢des de tratamento ideais em paises desenvolvidos, mais de 20%
dos pacientes morrem apesar do tratamento adequado. Em conjunto com o fato das drogas
antifiungicas mais eficazes serem bastante toxicas, se percebe que o tratamento da
criptococose estd bastante aquém do necessario. Para criar novas drogas mais eficazes e
menos toxicas contra C. neoformans, € essencial conhecer melhor a sua fisiologia e os papéis

dos seus diversos fatores de viruléncia.

Além dos possiveis beneficios terapéuticos de se estudar o patégeno, novas formas de
tratamento ou mesmo de prevengdo podem advir do estudo do hospedeiro e da relacdo entre
os dois organismos. Isso se da por causa da forte correlagdo entre a criptococose e o status do
sistema imune. Estudos populacionais mostram que por volta de 70% das pessoas
imunocompetentes sdo infectadas com C. neoformans [35], mas menos de uma em cem mil
destas desenvolve a doenca [78, 79]. Aprofundar o conhecimento sobre como estas pessoas
sao capazes de controlar o fungo com tamanha eficiéncia nos ajuda a entender melhor o que
acontece naqueles em que a doenga se desenvolve e pode revelar formas eficazes de prevenir

a doenca ou mesmo trata-la.
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lll - Objetivos

O objetivo geral desta tese ¢ entender melhor a interagdo entre C. neoformans € o

hospedeiro. Como o resultado desta interacao depende tanto de fatores do patégeno quanto do

hospedeiro, este objetivo geral foi dividido em quatro objetivos especificos.

Localizar em células intactas as vesiculas extracelulares de C. neoformans e estudar

seu papel na melanizag¢ao do fungo.

Estudar mecanismos de acdo de anticorpos protetores contra a capsula de C.

neoformans.

Esclarecer o mecanismo molecular da exocitose ndo-litica de C. neoformans e testar

sua importancia durante a criptococose experimental.

Determinar o papel da autofagia do macréfago na interagdo com C. neoformans.
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IV, V e VI — Materiais e Métodos, Resultados e

Discussao

Estas secodes serdao divididas em quatro capitulos, tendo como tema cada um dos
objetivos especificos. Abaixo seguem informacdes gerais sobre materiais ¢ métodos

utilizados em todos os capitulos

Cultura de microrganismos

Cryptococcus neoformans. Foram utilizados os isolados H99 (sorotipo A, var. grubii), 24067
(sorotipo D, var. neoformans), B3501 (sorotipo D, var. neoformans) e CAP67 (um mutante
acapsular derivado de B3501). As células foram crescidas em meio Sabouraud liquido ou em
meio minimo (glicose 15 mM, KH,PO4 29 mM, MgSQO4 10 mM, glicina 13 mM e tiamina 3

uM) com agitagdo a 150 rpm e temperatura de 30°C ou 37°C.

Bacillus anthracis. Foram utilizadas as linhagens Sterne 34F2 (pXO1", pX02"), Sterne 34F2
OT (pXO1", pX0O2’) e Sterne 7702 UT231 (com ALO deletada). As bactérias foram crescidas
em caldo de infusdo de cérebro e coragao (BHI) com agitacdo a 150 rpm e temperatura de

37°C.

Camundongos

Todos os experimentos com camundongos foram feitos observando regras estabelecidas pela
AAALAC (4ssociation for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal Care, EUA)
e pelo NIH (National Institutes of Health, EUA). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo comité de ética do Albert Einstein College of Medicine (Institute of Animal
Care and Use Committee, IACUC). Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina

(100 e 10 mg por kg de massa corporal, respectivamente) antes de procedimentos cirurgicos.
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A eutandsia foi feita por asfixia em atmosfera de CO,. Todos os procedimentos cabiveis

foram tomados para diminuir o sofrimento dos animais.

Macroéfagos primarios

Dois tipos de macrdéfagos primarios foram utilizados nesta tese. Para obter macréfagos
peritoneais, as cavidades peritoneais de camundongos sacrificados por asfixia com CO,
foram lavadas com 10 mL de PBS utilizando uma seringa de 1 mL conectada a um cateter
calibre 18. O material recolhido de um grupo de camundongos foi juntado e centrifugado a
300 g por 10 min a temperatura ambiente. As células foram entao re-suspendidas em meio de
cultura celular (DME suplementado com: 10% de soro fetal bovino, 10% de meio NCTC-
109, 1% de solu¢ao de aminoacidos nao-essenciais € 1% de solucdo de penicilina e
estreptomicina). Para obter MDMO, a medula 6ssea dos dois fémures e duas tibias de um
camundongo foi coletada e plaqueada em10 mL de meio de cultura celular suplementado
com meio condicionado de 1929, fonte de CSF. Apos trés dias, foram acrescentados mais 5
mL de meio suplementado. Apos mais trés dias, o meio foi removido e as células mantidas

em meio de cultura suplementado com L1929 com trocas a cada trés dias.

Microscopia confocal e de fluorescéncia
Quatro microscopios diferentes foram utilizados para analisar amostras de acordo com as

necessidades do experimento:

e Olympus AX70 equipado com objetiva de 100x NA 1,3, camera colorida e software

Qcapture. Utilizado para experimentos simples de epifluorescéncia.

e Zeiss Axioskop 200 invertido equipado com objetiva de 63x NA 1,4, camera
monocromatica MRm, software AxioVision e sistema de manutencdo de temperatura
e CO,. Utilizado para epifluorescéncia, deconvolugao e experimentos de contraste de

fase com células vivas.
20



e Leica SP2 confocal, equipado com uma objetiva de 63x NA 1,4. Utilizado para

microscopia confocal de macréfagos e células de C. neoformans.

e PerkinElmer UltraVIEW RS-3 spinning disk confocal, equipado com uma objetiva de
100x NA 1,4. Utilizado para microscopia confocal de vesiculas purificadas e para

experimentos de fluorescéncia com células vivas.

Citometria de fluxo

Diversas amostras foram analisadas em quatro citometros de fluxo diferentes:

e BD FACSAria equipado com lasers emitindo a 407, 488, 561 e 635 nm. Usado para

separac¢do asséptica de células infecciosas (“sorting”) em condi¢@o de biosseguranca.

e MoFlo XDP equipado com oito lasers emitindo entre 350 ¢ 676 nm. Usado para

separacao asséptica de células nao-infecciosas.

e BD LSRII equipado com lasers emitindo a 350, 405, 488 ¢ 633 nm.

e BD FACSCalibur equipado com lasers emitindo a 488 e 633 nm.

Ap0s a coleta, os dados foram analisados no programa FlowlJo.
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Tabela 1 — Linhagens de C. neoformans

Nome Sorotipo Variedade Observagoes
H99 A C. neoformans var. | Cepa mais estudada da variedade grubii, a variedade mais frequentemente isolada de infecgdes
grubii humanas. Teve seu genoma sequenciado e originou um par congénico muito usado em trabalhos
de genética, KN99a e KN99a [80].

24067 D C. neoformans var. | Muito utilizada em estudos sobre a cdpsula e em modelos animais.
neoformans

B3501 D C. neoformans var. | Cepa bastante estudada da variedade neoformans. Teve seu genoma sequenciado [81] e originou
neoformans um par congénico muito usado em trabalhos de genética, JEC20 e JEC21 [82].

CAP67 D C. neoformans var. | Mutante acapsular derivado de B3501 por meio de mutagénese quimica e/ou ultravioleta [83].

neoformans
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Tabela 2 — Sondas fluorescentes

Sonda Nome Alvo Concentragdo | Observagoes
(solvente)
Dil perclorato de 1,1°- Dialquilcarbocianinas. Possuem uma cauda hidrofobica e
[DIIC15(3)] dioctadecil-3,3,3°,3’- Membranas cabeca fluorescente hidrofilica, marcando assim bicamadas
tetrametilindocarbocianina lipidicas [84]. A nomenclatura em colchetes indica o tipo de
DIO perclorato de 3.3 grupafnento que modifica a carboci.anina’ (]?iI: indo-;ADiO: oxa-
) ) ) . Membranas | 5 uM (DMSO) | ), o nimero de carbonos na cauda hidrofébica em parénteses e o
[DiOCig(3)] | dioctadeciloxacarbocianina , . .
numero de carbonos entre os dois grupos de anéis da cabeca
DiD-DS acido 5,5-di-sulfonico de fluorescente. O sufixo DS indica a presenca de dois
[DiIC5(5)- 1,1°-dioctadecil-3,3,3°,3 - Membranas grupamentos sulfonicos, que tornam a sonda passivel de fixacao
DS] tetrametilindodicarbocianina com aldeidos [85].
1.33.1°.3°.3" Carbocianina na qual as caudas hidrofobicas sdo substituidas
DilC,(5) T Mitocondria | 5 uM (DMSO) | por grupamentos metil. Nao marca membranas, mas se acumula
hexametilindodicarbocianina A
em mitocondrias [85].
Variante incolor e lipossoluvel da fluoresceina. Atravessa
CMEDA Diacetato de 5-c}orometil- ' Proteinas 2 UM (DMSO) @embranas celglares, ¢ clivada por esterases s’e a cé€lula estiver
fluoresceina intracelulares viva e se liga covalentemente a moléculas contendo
grupamentos —SH, principalmente proteinas intracelulares [85].
Marca a parede de fungos, mas ¢ incapaz de penetrar
) 4,4’-bis(2-sulfoestiril itina d , b intact da. Usad idenci
Uvitex 2B is(2-sulfoestiril) Quitina da 0.01% (agua) membranas intactas por ser carregada. Usada para evidenciar a

bifenil di-sodico

parede celular

parede e em testes de fagocitose para determinar se o fungo foi
ingerido [86]
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Sonda Nome Alvo Concentragao | Observacoes
final
Calcofluor o 4-@etil-7- ‘ Quitina da 50 pg/ml Frequentemente utilizada como sonda para marcar a parede
dietilaminocumarina parede celular celular.
1 pg/mL
7-AAD, 7-aminoactinomicina D DNA (Dﬁ SH(I))
SYTOX Néo rev§lad0 pelo DNA 5-25 uM Sondas especificas para DNA incapazes de penetrar membranas
green fabricante (DMS0) intactas por serem carregadas. Usadas como marcadoras de
PI Iodeto de propideo DNA 1 pg/mL c€lulas mortas.
4’,6 — diamidino — 2 -
DAPI fenilindol DNA 3uM
SYTO Nao revelado pelo Se liga especificamente a RNA, com pouca afinidade por DNA.
. RNA 1 uM
RNASelect fabricante
9-H-(1,3-dicloro-9,9- Proteinas Tem um grupamento reativo que leva a ligacdo covalente com
DDAO-SE | dimetilacridin-2-ona-7- il)- intra- e 1 uM (DMSO) | grupamentos —NH, de proteinas.
succinimidil éster extracelulares
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Tabela 3 — Anticorpos monoclonais

Anticorpo | Isotipo Alvo Observagodes
18B7 IgG1 murino GXM Anticorpo mais usado para opsonizar C. neoformans € como sonda para a capsula. Protetor
em modelos animais de criptococose [60]. Estd em estudos clinicos para uso terapéutico na
criptococose [87]
3ES5 IgG1, IgG2a, IgG2b | GXM Familia de IgGs dos quatro isotipos com regido variavel idéntica [62, 63]
e IgG3 murinos
12A1 e | IgM murino GXM Par de IgMs derivados do mesmo clone de células B, com poucas mutagdes na regido
13F1 variavel diferindo entre eles. 12A1 ¢ protetor e 13F1 ¢ ndo-protetor em modelos murinos
[88]
chlgGl, IgG1, 1gG2 e 1gG4 | GXM Trés anticorpos quiméricos recombinantes produzidos pela fusdo da regido variavel de 18B7
chlgG2 e | quiméricos com as regides constantes de trés dos quatro isotipos de IgG humanos [89].
chlgG4 humanos
2.4G2 IgG2b de rato FcRIIB Liga-se a e bloqueia a atividade dos receptores de Fc de camundongo [90].
CDl16-2
a-CR Monoclonais de | CD11b, Mistura de trés anticorpos monoclonais que inibem a atividade dos receptores de
rato e hamster CDllc, complemento CR3 e CR4 [91].
CD19
MOPC 21 e | MOPC IgGl, TEPC | - Controles de isotipo
TEPC 183 | IgM de
camundongo
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Anticorpo | Isotipo Alvo Observacgdes

HMB1-1 IgG hamster Itgb1 [92]

HMal IgG hamster Itgal [93]

HMo2 IgG hamster Itga2 [93] IgGs de hamster que bloqueiam a atividade de diferentes integrinas de camundongo.
PS/2 IgG hamster Itga4 [94]

RMV7 IgG hamster Itgav [95]
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Tabela 4 — Células de mamifero em cultura

Célula Fonte Observagdes

774 Linhagem de sarcoma de | Possui fendtipo parecido com macrofagos peritoneais (“macrophage-like”).
célula reticular de
camundongo [96]

Macroéfago Lavado peritoneal de | Isolado por lavagem peritoneal de camundongo [97].

peritoneal BALB/C ou C57/BL6

Macroéfago derivado

Medula 6ssea de BALB/C

Diferenciados a partir de células tronco de medula 6ssea de camundongo em cultura

da medula o6ssea | ou C57/BL6 contendo meio condicionado de 1929, fonte de GM-CSF [97].

(MDMO)

CHO-K1 Linhagem imortal epitelial | Utilizada para expressao heter6loga de proteinas.
de ovario de hamster

A549 Linhagem de pneumocito | Normalmente ndo-fagocitica. Utilizada em ensaio de ganho de funcdo fagocitica.
humano

GD25 Linhagem de fibroblasto | Derivada de célula tronco embriondria de um camundongo Itgbl™ [98]. Utilizada para
de camundongo estudo da integrina beta 1.

293T Linhagem epitelial de rim | Derivada de HEK293 pela adi¢do do antigeno T de SV40. Utilizada para preparagdo de
embriondrio humano particulas lentivirais para transfeccao.

L929 Linhagem de fibroblasto | Secreta GM-CSF para o sobrenadante. Seu meio condicionado ¢ usado como fonte desse

de camundongo

fator para diferenciacdo de macrdéfagos a partir de células tronco [97].
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Tabela 5 — Linhagens de camundongos

Linhagem Parental Genotipo Observagdes
BALB/C e |- - Linhagens congénicas usadas em infeccdo com C. neoformans e para geragao de macrofagos
C57/BL6 primarios.
Atg5flox C57/BL6 AtgSflox ™" Criada pelo cruzamento de duas linhagens, uma com o exon 3 do gene Atg5 flanqueado por
. sitios loxP e outra com a recombinase Cre controlada pelo promotor de lisozima [99]. Fenétipo:
+ 1295 LyzCre nocaute condicional de Atg5 em células mieloides.
Itgb1flox C57/BL6 Itgblflox'/ | Criada de maneira similar a Atg5flox. Fenétipo: nocaute condicional de Itgbl em células
LyzCre' mieloides.
+ 1298
Nocaute Fcy | C57BL6 Fey™ Nocaute da cadeia comum gama dos receptores de Fc. Fenotipo: nocaute de FcRI, FcRIIA,
FcRIII e FcRIV.
Duplo C57BL6 Fey™ Fenotipo: nocaute de todos os receptores de Fc conhecidos.
nocaute Fcy y
FcRIIB™
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Capitulo 1 — Uso de sondas fluorescentes para estudar
vesiculas extracelulares e a capsula de Cryptococcus

neoformans

Os trabalhos que compde este capitulo tém como foco a célula de C. neoformans e o
processo de secrecao mediada por vesiculas extracelulares. O objetivo do primeiro trabalho
[100] foi localizar as vesiculas extracelulares em células de C. neoformans por meio de
microscopia de fluorescéncia e confocal. As metodologias desenvolvidas neste trabalho
foram posteriormente empregadas em dois projetos nos quais eu participei como colaborador,
o estudo do papel das vesiculas extracelulares na melaniza¢ao de C. neoformans [101] e na

secrecao de fatores de viruléncia por Bacillus anthracis [30].
Materiais e Métodos

Cultura de microrganismos

Cryptococcus neoformans. Foram utilizados os isolados H99, 24067, B3501 ¢ CAP67. Mais
detalhes sobre as linhagens de C. neoformans utilizadas neste trabalho podem ser encontradas
na Tabela 1. Para induzir o aumento no tamanho da capsula as células foram incubadas por a
37 °C por 48 h em meio Sabouraud diluido dez vezes em tampao MOPS (acido

morfolinopropanosulfonico) 50 mM pH 7,3 [102].

Bacillus anthracis. Foram utilizadas as linhagens Sterne 34F2 (pXO1", pX02"), Sterne 34F2
OT (pXO1-, pX0O2’) e Sterne 7702 UT231 (com ALO deletada). As linhagens foram mantidas
a -80°C. As bactérias foram crescidas a partir do estoque congelado em caldo de infusao de

cérebro e coracdo (BHI) com agitacdo a 150 rpm e temperatura de 37°C.
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Sondas fluorescentes

As sondas Dil, DiD-DS, DiO, BODIPY-PC, DilC;(5) e SYTO RNASelect foram compradas
da Invitrogen. Uvitex 2B foi comprada da Polysciences Inc. AF488-18B7 foi preparado
marcando o anticorpo contra GXM 18B7 com Alexa Fluor 488 de acordo com instru¢des do

fabricante (Invitrogen). Mais detalhes sobre as sondas na Tabela 2 e na Figura 4.

Purificacio e coloracao de vesiculas extracelulares

O protocolo de isolamento de vesiculas extracelulares foi adaptado do utilizado por
Rodrigues et al. [24]. Basicamente, culturas liquidas dos microorganismos (3 a 6 dias para C.
neoformans, 18 h para B. anthracis) foram centrifugadas e filtradas para remover as células.
Em seguida, os sobrenadantes foram concentrados por ultrafiltracdo em membranas com
poros de 100 kDa e precipitados por ultracentrifugacao a 100.000 g por 1 h. As vesiculas
precipitadas foram entdo suspensas em PBS e ultracentrifugadas a 100.000 g por 1 h e
lavadas duas vezes em PBS nas mesmas condi¢des. As vesiculas foram entdo coradas por 1 h
em PBS contendo as sondas apropriadas (5 uM de Dil, DiD-DS, DiO ou DilC,(5), ou SYTO
RNASelect 1 uM) e lavadas novamente por duas vezes por ultracentrifugacdo. As vesiculas
coradas precipitadas foram fotografadas com uma camera Nikon D90 e re-suspendidas em
PBS para citometria de fluxo ou meio de montagem (propilgalato 0,1 M em PBS com 50%
glicerol) para microscopia de fluorescéncia. Lipossomos comerciais feitos com

fosfatidilcolina e ergosterol (Encapsula Nano Sciences) foram usados como controle.

Delipidac¢ao de C. neoformans

Para remocao dos lipidios C. neoformans, células da linhagem H99 crescidas em Sabouraud
foram submetidas a uma série de extragcdes com solventes organicos. Cada extracdo durou de
20 min a 2 h e foi feita a 37 °C com rotacdo para evitar a precipitacdo das células.
Inicialmente, a uma suspensdo das cé¢lulas em PBS foram adicionados metanol e cloroféormio

para uma proporcao final de 0,8:2:1 (v/v/v) de dgua-metanol-cloroférmio. Em seguida as
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c¢lulas foram submetidas a mais trés extragdes: metanol-cloroformio 2:1 (v/v), cloroférmio
puro e metanol puro. Apds duas lavagens com PBS, as células deslipidadas e as células
controle (ndo extraidas) foram coradas e analisadas no microscopio confocal Leica SP2 ou no

citdmetro de fluxo LSR II, como descrito abaixo.

Preparacao de esferoplastos
Esferoplastos foram gerados por digestdo com enzimas liticas de Trichoderma harzianum
(Sigma) durante a noite a 40 mg/mL em tampao citrato de sodio 0,1 M pH 5,5 com sorbitol 1

M e corados com Dil 5 uM.

Citometria de fluxo

Os citometros Aria I e LSR II foram usados neste trabalho. Para quantificacdo do nlimero de
vesiculas, foi acrescentada a preparacdo de vesiculas coradas uma suspensdo de esferas
fluorescentes de contagem em concentragdo conhecida (CountBright Absolute Counting

Beads, Invitrogen).

Microscopia confocal e de fluorescéncia

Microscopios. Os quatro microscopios descritos acima foram utilizados neste trabalho.

Preparagcdao das amostras. Para experimentos com células de C. neoformans intactas,
delipidadas ou esferoplastos, as células foram coradas com as sondas apropriadas por 1 h.
Apo6s serem lavadas e re-suspendidas em meio de montagem, as células foram montadas em

laminas para microscopia.

Coleg¢do e manipulagdo de imagens. Células coradas foram analisadas por microscopia
confocal no equipamento Leica SP2 e por epifluorescéncia no equipamento Zeiss Axioskop
200. Para deconvolugdo, foi utilizado um algoritmo do tipo ‘“constrained iterative” no

software AxioVision. Em ambos os casos, os conjuntos de fatias (“Z-stacks™) foram
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compilados e analisados no software Imagel] (http://rsbweb.nih.gov/ij/) e reconstruidos
tridimensionalmente com 0 software VOXX

(http://www.nephrology.iupui.edu/imaging/voxx/). Apds a cole¢do, a manipulagdo das

imagens envolveu somente ajustes lineares de brilho e contraste.

Purificacio e coloracao de polissacarideo capsular

GXM do sobrenadante foi purificada a partir de culturas liquidas de H99 precipitadas com
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) [5]. Polissacarideo capsular foi extraido de células
H99 por tratamento com dimetilsulféxido (DMSO) [103]. Para remover lipideos, 1 mg de
polissacarideo purificado com DMSO foi diluido em PBS e extraido com acetato de etila a
temperatura ambiente com agitacao vigorosa. Todas as amostras foram diluidas em PBS a 1
mg/mL e centrifugadas por 30 min a 20.000 g para remover particulas em suspensdao. Um
mililitro de cada solugdo, assim como um controle somente de PBS, foram corados com Dil

por 1 ha 37 °C e centrifugados mais uma vez por 30 min a 20.000 g.

Purificacio e coloracao de fantasmas de melanina

Fantasmas sdo estruturas de melanina derivadas de células melanizadas e tém esse nome
porque mantém o formato da célula original. O protocolo de preparacdo de fantasmas foi
descrito previamente [104] e inclui uma série de procedimentos que eliminam outros
componentes celulares sem alterar a melanina. Inicialmente as células sdo digeridas com
glicanases e proteases, desnaturadas quimicamente com tiocianato de guanidina, extraidas
com cloroférmio, fervidas em acido cloridrico fumegante e dialisadas em agua por 10 dias.
Uma aliquota de fantasmas de melanina ndo foi separada e submetida a todo o protocolo com
excecdo do passo de extragdo com cloroformio. As particulas resultantes de ambas as
preparagdes foram coradas com Dil por 1 h e analisadas no microscopio Olympus descrito

acima.
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Resultados

Coloracao de vesiculas extracelulares e da capsula de Cryptococcus neoformans com
sondas lipofilicas

Para testar a utilidade das dialquilcarbocianinas na detec¢do de vesiculas
extracelulares, n6s coramos preparagdes de vesiculas purificadas com Dil e DiD-DS e as
observamos por microscopia e citometria de fluxo (Figura 5, painéis A e B). Para confirmar
que as estruturas coradas com as sondas eram de fato vesiculas extracelulares, dois controles
foram feitos. O primeiro consistiu de vesiculas incubadas com DilC(5), uma
dialquilcarbocianina que ndo marca membranas por ter as caudas hidrofobicas substituidas
por grupamentos metil, € o segundo controle foi a sonda DiD-DS sozinha. Como esperado,
apods a ultracentrifugacao das amostras somente se observou precipitado corado no tubo de
vesiculas e DiD-DS, confirmando que a sonda por si s6 ndo ¢ precipitada e que as

dialquilcarbocianinas se ligam as vesiculas por sua cauda hidrofobica (Figura 5, painel C).

A coloragdo de vesiculas purificadas com dialquilcarbocianinas foi entdo utilizada
para testar se estas estruturas também possuem RNA. Para tanto, vesiculas foram coradas
simultaneamente com Dil e uma sonda especifica para RNA chamada SYTO RNASelect e
submetidas a citometria de fluxo. Como mostrado na Figura 6, uma fracdo dos eventos foi

corada pelas duas sondas, confirmando a hipotese inicial.

Ap6s determinar que as sondas marcaram vesiculas purificadas, elas foram utilizadas
para localizar as vesiculas em células inteiras. A coloragdo com Dil ou DiD-DS resultou em
um padrdo puntiforme localizado na superficie externa da cépsula em células encapsuladas
(Figura 7, painel A) e sobre a parede celular em células acapsulares (Figura 7, painel B).

Ocasionalmente outro padrdo de coloragdo foi observado em células encapsuladas, com
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ligagdo das sondas a uma camada anular ao redor da parede celular e a proje¢des saindo desta

regido (Figura 7, painel C).

Para confirmar se as estruturas observadas eram de fato vesiculas extracelulares,
foram feitos varios experimentos controle. O primeiro experimento envolveu a delipidagao
das células por extracdo com solventes organicos. Surpreendentemente, este procedimento
aumentou, ao invés de abolir, a ligagao de Dil e DiD-DS as células de C. neoformans (Figura
8, painéis A e B). Além disso, a incubag¢dao de Dil com amostras de carboidrato capsular
levou a formacao de agregados mesmo quando os carboidratos foram delipidados, sugerindo
que as sondas se ligam diretamente aos polissacarideos capsulares (Figura 8, painel C). Por
fim, células de C. neoformans foram incubadas com DilC(5), resultando também em

coloragao puntiforme na superficie capsular (Figura 8, painel D).

Como as dialquilcarbocianinas ndo funcionaram para detectar vesiculas extracelulares
em células vivas, uma nova estratégia foi testada. Ao invés de marcar vesiculas existentes, as
células foram incubadas com o fosfolipidio fluorescente BODIPY-PC, que marcou
intensamente as membranas no interior da célula e evidenciou estruturas puntiformes na

superficie da capsula (Figura 9).

Melanizacao associada a vesiculas em Cryptococcus neoformans

O trabalho seguinte tinha como objetivo determinar o papel das vesiculas
extracelulares na melanizacdo de C. neoformans. Fantasmas de melanina extraidos ou nao
com solventes organicos foram corados com Dil e depois examinados por microscopia. A
melanina que ndo foi extraida com solventes ligou maior quantidade de Dil, sugerindo que

membranas lipidicas possam estar associadas a melanina (Figura 10).
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Bacillus anthracis produz vesiculas derivadas da membrana contendo toxinas
biologicamente ativas

Além dos experimentos com vesiculas de C. neoformans, estas técnicas foram
utilizadas em um estudo que descreveu vesiculas extracelulares em culturas do bacilo gram-
positivo B. anthracis. Experimentos piloto mostraram que DiO corava melhor as vesiculas de
B. anthracis do que Dil. Uma suspensdao de esferas de contagem foi entdo adicionada as
vesiculas coradas com DiO. Como estas esferas tém uma concentracdo conhecida e sdo
facilmente diferenciadas das vesiculas coradas, elas permitiram calcular o numero de

vesiculas presentes no sobrenadante: 2,1 x 10° vesiculas por mL de cultura.

Discussao

O estudo das vesiculas extracelulares detectadas no sobrenadante de culturas de C.
neoformans ¢ bastante recente, com a primeira descricdo em 2007 [24]. Uma grande
dificuldade desses estudos € que so era possivel visualizar as vesiculas extracelulares por
microscopia eletronica de transmissdo, uma técnica bastante trabalhosa e demorada. Para
solucionar este problema noés usamos sondas fluorescentes que detectam membranas
fosfolipidicas para estudar as vesiculas extracelulares de C. neoformans por microscopia e

citometria de fluxo.

As dialquilcarbocianinas sdo excelentes sondas para membranas lipidicas devido a sua
estrutura quimica, que combina duas caudas hidrofobicas e uma cabeca fluorescente
hidrofilica. Enquanto as caudas se enterram no nucleo hidrofébico das bicamadas lipidicas, o
fluor6foro hidrofilico se localiza proximo as cabecas dos fosfolipidios, paralelo a membrana
[84, 105]. Por causa disso, elas foram utilizadas com sucesso para marcar vesiculas

extracelulares de C. neoformans e B. anthracis.
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Apo6s sua validagdo, esta técnica foi utilizada em uma série de experimentos que
seriam muito dificeis por microscopia eletronica. O primeiro deles foi a localizagdo das
vesiculas na cépsula de células intactas. Os experimentos iniciais com dialquilcarbocianinas e
células de C. neoformans demonstraram os mesmos pontos observados na microscopia
confocal de vesiculas purificadas na superficie da cépsula. No entanto, uma série de
experimentos controle demonstrou que as sondas se ligaram diretamente a polissacarideos
capsulares mesmo na auséncia da cauda hidrofébica, provando que as estruturas observadas
ndo eram necessariamente vesiculas. Como as dialquilcarbocianinas nao foram uteis na
visualizacdo de vesiculas na capsula de células intactas, uma nova sonda foi entdo testada. Ao
contrario das dialquilcarbocianinas, que se ligam a bicamadas lipidicas existentes, esta sonda
¢ composta pelo fosfolipidio mais comumente encontrado nas vesiculas marcado diretamente
em um dos grupamentos acil com o fluor6foro hidrofébico BODIPY. Em contraste com as
dialquilcarbocianinas, que ndo foram capazes de penetrar a parede celular e corar membranas
no interior da célula, a sonda BODIPY-PC foi incorporada & membrana citoplasmatica e a
vacuolos intracelulares. A sonda também evidenciou pontos fluorescentes na superficie da

capsula, sugerindo que neste local ha vesiculas extracelulares.

As dialquilcarbocianinas permitiram também estudar o conteudo das vesiculas
extracelulares. Usando Dil para evidenciar as vesiculas por citometria de fluxo, nds
acrescentamos uma segunda sonda especifica para RNA. Alguns dos eventos positivos para
Dil também foram positivos para a sonda de RNA, sugerindo que vesiculas extracelulares de
C. neoformans contém este acido nucléico. Este experimento foi baseado em achados com
células de mamifero em cultura, que secretam exossomos contendo mRNA e microRNA que
se fundem a células vizinhas em uma espécie de comunicagdo intercelular capaz de regular

expressao génica [106]. O resultado obtido com células de C. neoformans pode indicar que
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uma forma semelhante de regulacdo génica intercelular ocorra também em fungos, uma

hipdtese bastante interessante para estudos futuros.

Dois outros trabalhos em que eu participei em colaboragdo também fizeram uso destas
técnicas. O primeiro demonstrou o papel das vesiculas extracelulares na melanizagdao de C.
neoformans e foi baseado em trés evidéncias de estudos anteriores: a presenca de lacase nas
vesiculas extracelulares [25]; a morfologia da melanina na parede celular, que se acumula em
camadas de granulos cujo diametro ¢ semelhante ao das vesiculas [13] e a producdo de
melanina em metazoarios, que a sintetizam em estruturas vesiculares chamadas
melanossomos [107]. Brevemente, este trabalho mostra que vesiculas extracelulares
purificadas incorporam um precursor de melanina marcado radioativamente e formam
estruturas que assemelham granulos de melanina quando observadas por microscopia
eletronica. Além disso, fantasmas de melanina que ndo haviam sido extraidos com
cloroféormio ligaram uma maior quantidade de Dil do que os extraidos, o que indica que
fosfolipidios se associam a melanina e reforca a tese de que este material tem origem
vesicular. Em conjunto, estes resultados foram usados para propor um modelo da formagao
da camada de melanina na parede celular através da secrecdo de vesiculas contendo lacase

que se tornam granulos de melanina na presenca do substrato.

O outro trabalho em que estas técnicas foram utilizadas demonstrou que o bacilo
gram-positivo B. anthracis, causador do antraz, também secreta vesiculas extracelulares.
Utilizando ultracentrifuga¢@o, microscopia eletronica e medi¢des de dispersao de luz como as
feitas com vesiculas de C. neoformans, foram detectadas vesiculas de 50 a 150 nm em
culturas do bacilo. Experimentos mostraram que estas vesiculas carregam os componentes
necessarios para a formagao de trés toxinas essenciais na patogénese do antraz, a toxina letal,
a toxina de edema e a antrolisina. Além disso, estudos com animais mostraram que

preparagdes de vesiculas sdo imunogénicas e conferem aos animais algum grau de protecao
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contra infec¢des futuras por B. anthracis. Neste trabalho, DiO foi utilizado para estudar as
vesiculas por citometria de fluxo. Como no experimento de detec¢do de RNA, um segundo
componente foi adicionado ao experimento: esferas de contagem. Desta forma, se tornou
possivel quantificar o numero absoluto de vesiculas presentes na amostra. Este trabalho
revelou um novo aspecto da biologia celular de bactérias gram-positivas e pode ter

importantes implicagdes na terapia e profilaxia do antraz.
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Figura 4 — Estrutura de algumas das sondas utilizadas neste trabalho.
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Figura 5 — Coloracio de vesiculas extracelulares purificadas com dialquilcarbocianinas

Vesiculas extracelulares foram purificadas do sobrenadante de culturas de C. neoformans e
coradas com Dil ou DiD-DS. Em seguida, elas foram observadas por microscopia confocal
(A) ou citometria de fluxo (B). A barra em A corresponde a 5 pm no painel principal e 400
nm no quadro ampliado. (C) Coloragdo de vesiculas com DiD-DS e com DilC(5),
demonstrando a especificidade da coloragao.
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Figura 6 — Vesiculas intracelulares contém RNA

Vesiculas extracelulares foram purificadas e analisadas por citometria de fluxo apos
coloragdo com Dil e a sonda especifica de RNA SYTO RNASelect (esquerda). Como
controles, foram analisados lipossomos comerciais feitos com fosfatidilcolina e ergosterol
corados com ambas as sondas e vesiculas extracelulares de C. neoformans nao-coradas.
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Figura 7 — Coloracio de células
de C. neoformans com sondas
lipofilicas

(A) Células encapsuladas de
C. neoformans foram coradas
com Uvitex 2B (parede
celular), Dil e Alexa488-
18B7 (capsula) e observadas
por epifluorescéncia com
deconvolugao.

(B) Células do mutante
acapsular CAP67  foram
coradas com Dil e observadas
por microscopia confocal.

(C) Células encapsuladas de
C. neoformans coradas com
Uvitex 2B e Dil, mostrando
coloracdo em faixa corada
sobre a superficie da parede
celular e em projegao (seta).



A B

. ; 50 :
Nao-extraidas Extraidas § @A Dil
8 40 B DID-DS
@) g
— o 30
e ¥ g G \C 2
r ot e\ D 2p
""\ i = .‘C/ E
.H' - i oy S 10
o~ i\ ) g
=
— Coradas = - +
Extraidas = + -
C D

PBS GXM-CTAB GXM-DMSO Extraida

Figura 8 — Controles da colorac¢iao de células com dialquilcarbocianinas

Células de C. neoformans foram extraidas com solventes organicos e entdo coradas com Dil
ou DiD-DS para testar se as estruturas observadas sdo de fato lipidicas. (A) Microscopia
confocal de células extraidas ou ndo e coradas com DiD-DS. (B) Quantificacio da
intensidade de coloragdo com Dil e DiD-DS por citometria de fluxo. (C) Polissacarideos
capsulares diluidos em PBS foram incubados com Dil e depois centrifugados. Da esquerda
para a direita, a fotografia mostra que a sonda sozinha ndo precipita, mas que ela se liga a e
forma agregados com polissacarideo secretado (GXM-CTAB) e capsular (GXM-DMSO),
mesmo apds a delipidacdo das amostras com cloroféormio. (D) Células de C. neoformans
foram coradas com DilC(5), resultando em coloracdo intensa de estruturas intracelulares e
menos intensa de pontos na superficie da capsula. A imagem a direita ¢ a mesma da esquerda,
apos realce de brilho e contraste para evidenciar melhor os pontos na capsula.
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Figura 9 — Coloracio de C. neoformans com BODIPY-PC e Dil

(A) Epifluorescéncia de células de C. neoformans incubadas com BODIPY-PC. A seta aponta
vesiculas na superficie da capsula. (B) C. neoformans corado com BODIPY-PC e Dil
observado por epifluorescéncia com deconvolugdo. As barras correspondem a 5 pm.
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Figura 10 — Coloragio de fantasmas de melanina com Dil

Fantasmas de melanina que foram ou ndo submetidos a extragdo com solventes organicos
foram corados com Dil e examinados por microscopia de fluorescéncia. As duas amostras
foram entdo examinadas sob condi¢des idénticas com dois tempos de exposi¢do diferente
para demonstrar que ap6s a extragdo os fantasmas ligam menos Dil, uma indicagdo de que ha
membranas lipidicas associadas a melanina.

45



% do maximo

N )
0 W0 L W0 "w

Figura 11 — Coloracio de vesiculas extracelulares de B. anthracis com DiO

Vesiculas extracelulares purificadas de B. anthracis foram coradas com DiO e analisadas por
citometria de fluxo, demonstrando um padrao similar ao observado com vesiculas
extracelulares de C. neoformans.
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Capitulo 2 — Mecanismos de acao dos anticorpos contra a capsula

de Cryptococcus neoformans

Este capitulo inclui dois trabalhos cujo foco ¢ o papel dos anticorpos na imunidade
contra C. neoformans. Os dois trabalhos foram feitos em colaboragdo com colegas ¢ eu sou
co-primeiro autor em ambos. Um dos trabalhos, ja publicado, estuda o mecanismo de agdo de
anticorpos contra a capsula [108]. O segundo trabalho, submetido para publicagdo, lida com
uma pergunta que permanece hd 30 anos sem resposta na Imunologia: qual ¢ o receptor do

isotipo IgG3 de camundongo?
Materiais e Métodos
Parte 1 — expressdo génica na presenca de anticorpos contra a ciapsula

Cultura de C. neoformans
Em todos os experimentos deste projeto foi utilizado o isolado H99. Mais detalhes sobre as

linhagens de C. neoformans utilizadas neste trabalho podem ser encontradas na Tabela 1.

Anticorpos
Foram utilizados os anticorpos 18B7, 12A1, 13F1, MOPC 21, TEPC 183. Mais detalhes
sobre cada um deles podem ser encontrados na Tabela 3. Os anticorpos foram marcados com

Alexa Fluor 488 de acordo com instrucdes do fabricante.

Expressao génica por microarranjo

Microarranjos. Laminas de microarranjo para C. neoformans foram preparadas por um
consorcio financiado por pesquisadores individuais e pelo Burroughs Wellcome Fund
(“Cryptococcus Community Microarray Consortium’). Os experimentos sao feitos no centro
de gendmica da Universidade Washington em Saint Louis-MO, EUA (The Genome Center at

Washington University;
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http://genome.wustl.edu/services/microarray/cryptococcus_neoformans). O arranjo inclui

7.775 sondas em duplicata e é baseado na sequéncia genomica da linhagem de C. neoformans

var. neoformans JEC21.

Preparacdo das amostras de ¢cDNA. As células de C. neoformans (4 x 10’ no total) foram
incubadas com anticorpos a 37°C por uma hora. A concentragdo de anticorpos foi
normalizada pelo niimero de células de C. neoformans e pelo nuimero de moléculas de GXM
presentes em cada célula [109]. Apos a incubagao, RNA total foi extraido com o kit

RNAeasy (Qiagen) e DNA gendmico removido com o kit Message Clean (GenHunter).

Hibridacdo e andlise dos dados. Para o microarranjo com 18B7, 6 diferentes amostras de
RNA foram usadas para comparar H99 na presenca de 18B7 ¢ H99 na presenca do controle
de isotipo MOPC. Para os experimentos com IgM, 3 grupos de RNA foram usados para
comparar H99 na presenca de 12A1 e H99 na presenca de 13F1 com H99 na presenca do
controle de isotipo TEPC. Cada comparagdo foi feita duas vezes com alternancia dos corantes
Cy3 e Cy5 em cada amostra de cDNA (“dye-swap”). A consisténcia das duas medidas foi
avaliada pela correlagdo da média nos dois canais (r* = 0,78) indicando efeito insignificante
do corante. Os dados de expressdo génica foram normalizados em todos os microarranjos e
analisados com o software GeneSpring 7.2 (Agilent). Foram selecionados genes com
alteracdo da expressdo (“fold-change”) maior ou igual a 2 com valor de p menor que 0,05. A
correcdo para testes multiplos pelo método de taxa de descobertas negativas de Benjamini e
Hochberg (“Benjamini and Hochberg false discovery rate”) foi entdo utilizada em todos os

genes com variagao na expressao.

RT-PCR em tempo real
RNA foi coletado de células de H99 incubadas com concentra¢des saturantes de todos os

anticorpos como descrito para os microarranjos. Um controle adicional foi feito com C.
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neoformans incubado com os anticorpos 18B7, 12A1 e 13F1 fervidos. cDNA foi feito a partir
de duas amostras de RNA para cada condi¢do utilizando o kit Quantitech Reverse
Transcription (Qiagen). As reagdes de RT-PCR em tempo real foram feitas com SYBR Green
(Applied Biosystems) no equipamento ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems). Cada amostra de cDNA foi analisada em quadruplicata e normalizada
contra a expressao do gene da actina [110]. A expressdo relativa de cada gene na presenca
dos anticorpos ¢ dada em relagdo a sua expressdo em células tratadas com os controles de
isotipo. Todos os experimentos de RT-PCR em tempo real descritos foram repetidos duas

VEZEs.

Microscopia confocal

Os anticorpos 18B7, 12A1 e 13F1 foram marcados com AlexaFluor 488 de acordo com
instrucdes do fabricante do kit (Invitrogen). Células de C. neoformans foram incubadas com
os anticorpos marcados e submetidas a microscopia confocal com o equipamento Leica SP2.
As fatias foram reconstruidas tridimensionalmente usando o software Imagel, que também
foi usado para medir a distancia entre a marcagdo e a parede celular, corada com calcofluor.

A diferenca nas distancias de liga¢do dos anticorpos foi analisada por ANOVA.

Teste de XTT

Este teste mede a reducdo de XTT [hidroxido de 2,3- bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-
(fenilamino)carbonil-2H-tetrazdlio], uma substancia incolor que se torna alaranjada (pico de
absorcao: 490-500 nm) apos ser reduzida por redutases mitocondriais. A redugdo de XTT ¢
portanto um marcador do metabolismo mitocondrial. Para o teste, células de C. neoformans
foram crescidas até o meio da fase logaritmica a 37°C, lavadas e diluidas em PBS contendo
BSA a 1%. Foram entdo acrescentados os anticorpos a concentracdes de 5,2 a 333 pg/mL
(mais um controle sem anticorpos) ¢ 5 x 10° células de C. neoformans. Foram feitos seis

pogos para cada concentracdo. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 20 h,
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quando XTT e menadiona foram adicionados. Apos quatro horas a 37°C, a absorbancia foi

lida a 492 nm. Cada teste foi repetido duas vezes.

Ensaios de susceptibilidade a antifingicos

Concentragdo inibitéria minima (MIC). A uma placa de 96 pogos foram acrescentadas 10*
células de C. neoformans por pogo diluidas em meio minimo e duas concentracdes diferentes
de anticorpos, uma concentragao saturante e outra metade desta. As células foram incubadas
com anticorpos por uma hora, quando entdo foram acrescentadas diluicdes de anfotericina B
para se obter concentragdes finais da droga variando de 1 a 0,031 pg/mL. As placas foram
incubadas a 37°C e observadas durante 7 dias para avaliar a menor concentracao de

anfotericina B capaz de inibir o crescimento. Este experimento foi repetido trés vezes.

Curva de crescimento. Este experimento foi feito de maneira semelhante ao de concentragio
inibitéria minima. No entanto, foi usado o equipamento Bioscreen C (Growth Curves, EUA),
que mantém as células em placas de 100 pogos sob agitacdo e temperatura constantes e faz
leituras de absorbancia a cada 30 min. Cada pogo continha em um volume final de 200 pL:
meio minimo, 10* células de C. neoformans, anticorpos 18B7 ou MOPC a 166 pg/mL
(metade da concentracdo saturante) e uma concentracdo de anfotericina B variando de 4 a

0,016 pg/mL. As curvas de crescimento foram coletadas durante 5 dias.

Morte celular medida por citometria de fluxo. Células de C. neoformans foram preparadas
como descrito acima para o experimento com XTT e incubadas por 1 h a 37°C com 18B7 ou
MOPC. Apos a incubacdo com anticorpos, foi acrescentada anfotericina B para concentragao
final de 2 pg/mL e as células incubadas por mais uma hora. Em seguida foi adicionado as
células o corante SYTOX Green e elas foram analisadas no citdémetro BD LSRII descrito
anteriormente. Um total de 30.000 eventos foi coletado e o experimento foi repetido duas

VEZEes.
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Cromatografia de camada delgada (TLC) de lipidios

Células de C. neoformans foram suspensas em PBS + BSA 1% a 3 x 10’ células por mL ¢
incubadas sob agitagio a 37°C com 6 pCi/mL de acetato marcado radioativamente por '*C no
carbono 1 na presenca ou auséncia de concentragdes saturantes de 18B7 ou MOPC. Apos
duas horas, as células foram coletadas para extracao de lipidios pelo método de Blight e Dyer
[111]. Para tanto, foram acrescentados as células, suspensas em 1 mL de PBS, 3,75 mL de
cloroféormio-metanol 2:1 e pérolas de vidro. As células foram agitadas em vortex por 15 min,
quando entdo foi acrescentado mais 1,25 mL de cloroférmio. Para separar as fases, os tubos
foram centrifugados a 110 g por 10 min e a fase inferior coletada e seca. Os extratos lipidicos
foram diluidos em um pequeno volume de cloroférmio-metanol 2:1 e separados por
cromatografia de camada delgada (TLC) em placas de silica usando como fase movel éter de
petroleo-dietil éter-acido acético 90:15:1 (v/v/v). A placa de TLC foi entdo exposta por 5 dias
com filme radiografico BioMax (Kodak) e a identidade da banda de acidos graxos
determinada por comparacdo com um padrdo de acido palmitico radioativo aplicado na
mesma placa. A intensidade das bandas foi quantificada usando o software Multigauge 2.3

(Fujifilm) e normalizada pela intensidade total de cada poco.
Parte 2 — Itgb1 e o receptor de IgG3

Cultura de C. neoformans
Em todos os experimentos deste projeto foi utilizado o isolado 24067. Mais detalhes sobre as

linhagens de C. neoformans utilizadas neste trabalho podem ser encontradas na Tabela 1.

Cultura celular e camundongos
Foram utilizadas neste trabalho as células J774, CHO e A549 e as linhagens de camundongos

C57BL/6, nocaute Fcy, duplo nocaute Fcy e Itgb1flox. Mais informagdes sobre as linhagens
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celulares e camundongos usados podem ser encontrados nas tabelas Tabela 4 e Tabela 5.

Macrotagos primarios foram preparados como descrito anteriormente.

Anticorpos

Foram utilizados os anticorpos 3E5-IgG1, 3ES5-IgG3, HMB1-1, HMal, HMa2, PS/2 e
RMV7. Mais detalhes sobre cada um deles podem ser encontrados na Tabela 3. HMB1-1
marcado com ficoeritrina (PE) e IgG1 marcado com aloficocianina (APC) foram comprados
marcados. Os anticorpos 3E5 IgG3-DTAF, 3ES5S IgG3-AlexaFluor 488 e 3ES IgGl-

AlexaFluor 568 foram marcados de acordo com instrugdes do fabricante (Invitrogen).

Teste de fagocitose

As células foram plaqueadas entre 2 h e 24 h.em placas de 96 pocos. Em experimentos nos
quais receptores foram bloqueados, os anticorpos foram acrescentados em concentragdes de
10 a 50 pg/mL por 20-30 min. Em seguida, foram acrescentadas 10° a 2 x 10’ células de C.
neoformans opsonizadas com 10 pg/mL de 3E5 IgGlou IgG3 para atingir uma razdo de
infeccdo entre 1:1 e 1:2. A placa foi entdo incubada por 2 h a 37°C e 10% CO, e as células
fixadas com metanol a -20°C por 30 min. As células foram entdo lavadas com PBS trés
vezes, coradas com Giemsa e observadas em um microscopio invertido. Para quantificagao da
fagocitose, foram contadas pelo menos cem células por campo em trés campos diferentes em
cada poco. Uma camera digital Nikon D60 foi utilizada para fotografar as células, quando

necessario. Cada condi¢do experimental foi analisada em triplicata.

Varredura da biblioteca de shRNA

Transdugdo da biblioteca. Um conjunto de particulas lentivirais contendo aproximadamente
80.000 diferentes shRNAs contra 15.000 genes de camundongo foi obtido através da Sigma-
Aldrich, distribuidora dos produtos gerados pelo “RNAi Consortium” [112, 113]. Células

J774 foram plaqueadas e incubadas por 24 h de forma a gerar 10 placas com 2 x 10° células
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por placa. Brometo de hexadimetrina (Sigma) foi adicionado as células em concentracdo de 8
pg/mL para aumentar a eficiéncia de transdugdo e 2 x 10° particulas virais foram
acrescentadas a cada placa para atingir uma multiplicidade de infeccdo de 0,1. Apds uma
incubagdo de 24 h, o meio foi trocado e as células incubadas por mais um dia para permitir a
integracdo do vetor e expressdo da marca de resisténcia. Neste momento foi adicionada
puromicina a 5 pg/mL e as células incubadas por mais dois dias. Apds a selecdo, as células
mortas foram removidas e as células transduzidas re-plaqueadas com puromicina para se

recuperarem durante uma noite.

Separacdo por citometria de fluxo. No dia seguinte, um total de 4,6 x 10’ células foi corado
com dois anticorpos monoclonais marcados, IgG3-DTAF e IgG1-APC. As células foram
entdo lavadas, re-suspendidas em uma solug¢do salina contendo quelantes (Cellstripper,
Cellgro Inc.) e DAPI para eliminar células mortas da analise, passadas por um filtro de 40 pm
e analisadas no citometro de fluxo MoFlo XDP. As regides (“gates”) usadas para separar as
c€lulas foram determinadas com base em controles corados somente com IgG1 ou IgG3 e a
separacao foi feita em modo “yield”, no qual ao detectar um evento a ser separado o
equipamento coleta ndo s6 a gota que mais provavelmente o contém mas também as duas
gotas imediatamente antes e depois dela. Um total de 1,5 x 10° células foi recuperado e
crescido em meio contendo puromicina por uma semana. As células foram entdo submetidas
a uma nova etapa de separacao, desta vez em modo “purity”’, no qual uma célula positiva so ¢
separada se as duas gotas anteriores ou posteriores ndo contiverem nenhuma outra célula para
garantir a pureza. Foram recuperadas 50.000 células que foram crescidas em cultura para

extragdo de DNA.

Extragao do DNA, amplificacio por PCR, sequenciamento e andlise estatistica. DNA
gendmico total foi extraido das amostras a serem analisadas utilizando o kit “DNAeasy blood

and tissue” da Qiagen. As amostras de DNA foram entdo enviadas a empresa “Partners
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Healthcare”, que submeteu as amostras a amplificagdo por PCR com iniciadores que
flanqueiam a regido codificadora do shRNA. Os produtos das reagdes com DNA extraido das
células J774 transduzidas antes da separacdo e apds a segunda rodada de separacdo foram
sequenciados em uma plataforma Illumina Solexa para gerar um minimo de 3 milhdes de
leituras por amostra. Os dados foram entdo enviados a uma segunda empresa, “Seqwise
LLC”, onde foram identificadas as sequéncias correspondentes ao shRNA em cada leitura.
Apoés a comparagdo com banco de dados da Sigma, foi gerada uma tabela com informagdes
sobre cada um dos shRNAs (por exemplo gene alvo, anotagdo GO) e com o numero de vezes
que cada um deles foi lido nas duas amostras. Esta informacdo foi analisada pelo método de

Audic e Claverie [114] na ferramenta online IDEG6 [115].

Citometria de fluxo

Para analisar a ligagdo de IgGl ou IgG3, assim como medir a expressao de Itgbl, foram
utilizados os citdmetros BD LSR II ou BD FACS Aria. Aproximadamente 10° células foram
ressuspendidas em 1 mL de PBS e coradas com 10 puL de IgG1-AF568, 1gG3-AF488 ou
HMB1-1. Apos coloragao por 1 h a 4°C, as células foram centrifugadas e lavadas duas vezes
com PBS e analisadas nos citometros. Os dados foram entdo analisados com o software

FlowJo (Treestar Inc).
Resultados

Ligacao de anticorpos altera a expressdo génica de Cryptococcus neoformans e modula o
metabolismo fungico diretamente

Para testar se anticorpos contra a capsula tém algum efeito diretamente em C.
neoformans, células do fungo foram incubadas com trés anticorpos monoclonais contra GXM
(18B7 - IgG1 protetor, 12A1 — IgM protetor e 13F1 — IgM nao-protetor) e dois controles de

isotipo (MOPC 21 e TEPC) e em seguida usadas para extracdo de RNA para microarranjo.
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Em comparag@o com os respectivos controles de isotipo, os anticorpos contra GXM alteraram
a expressdo de um pequeno numero de genes, aproximadamente 1% dos genes presentes no
genoma de C. neoformans. O anticorpo IgG1 protetor 18B7 alterou a expressdo de 43 genes,
principalmente ligados a metabolismo e sintese da parede celular (Figura 12 e Tabela 6). De
14 genes testados por RT-PCR em tempo real, 79% tiveram o padrio de expressao
confirmado (Tabela 7). Em especial, a ligacdo de 18B7 a capsula de C. neoformans induziu a
expressdo das trés enzimas que sintetizam acidos graxos, as subunidades a e 3 da dcido graxo
sintase e a acetil-CoA carboxilase [116]. J& o anticorpo 12A1, IgM protetor, alterou a
expressdo de 62 genes envolvidos principalmente com metabolismo, secrecdo e tradugdo
(Figura 12 e Tabela 8). RT-PCR em tempo real confirmou o padrao de expressdo de 67% dos
21 genes testados (Tabela 9). O que mais chamou a atenc¢do na resposta a este anticorpo foi a
diminui¢do da expressdo de 8 genes relacionados a formagdo de ribossomos e traducao,
sugerindo que a ligacdo de 12A1 a cépsula induza um declinio no processo de traducdo. Por
fim, o anticorpo IgM ndo-protetor 13F1 alterou a expressdo de 39 genes (Figura 12 e Tabela
10). Em contraste com os outros dois anticorpos, a ligacdo de 13F1 ndo gerou um padrio
claramente reconhecivel; além disso, somente 29% dos 14 genes testados por RT-PCR em

tempo real tiveram seu padrao de expressao confirmado (Tabela 11).

A inducdo de genes relacionados a sintese da parede celular sugere que esta estrutura
possa ser afetada pela ligagdo de anticorpos a capsula. Nos entdo formulamos a hipdtese de
que os diferentes padroes de expressao génica observados com os trés anticorpos se devam a
diferencas em quao proximo a parede estes anticorpos se ligam. Para testar esta hipotese, os
anticorpos foram marcados diretamente com o fluordforo Alexa Fluor 488 e usados em
experimentos de microscopia confocal. Como descrito anteriormente [88] e mostrado na

Figura 13, os anticorpos 18B7 e 12A1 se ligaram a cépsula em toda a sua extensdo em um

55



padrdo anular, enquanto o anticorpo 13F1 apresentou um padrdo de liga¢do diferente, mais

difuso e puntiforme.

Para confirmar se as alteragdes na expressdao de genes relacionados ao metabolismo
tinham realmente algum significado fisioldgico, foram feitos experimentos bioquimicos
confirmatorios. O primeiro experimento foi feito com o reagente XTT, que ao medir a
atividade de redutases mitocondriais reflete o metabolismo celular em geral. Na presenga de
12A1 houve maior reducdo de XTT em comparacao com o controle de isotipo (Figura 14).
Outro teste foi feito para avaliar se a indugao transcricional da biossintese de dcidos graxos se
traduziu em aumento da sintese lipidica. Para tanto, células de C. neoformans foram tratadas
com 18B7 ou MOPC na presenca de um precursor de lipidios radioativo, '*C-acetato.
Utilizando cromatografia de camada delgada (TLC) e auto-radiografia para quantificar os
lipidios presentes nos extratos, foi possivel confirmar que na presenca de 18B7 o fungo

produz maior quantidade de acidos graxos (Figura 15).

Como um dos principais sitios onde acidos graxos sdo usados na célula ¢ a membrana
citoplasmatica, ¢ possivel que a indugdo desta via indique que a ligacdo de 18B7 a cépsula
possa resultar em danos & membrana. Sendo esta hipdtese verdadeira, as células tratadas com
18B7 se tornariam mais susceptiveis ao tratamento com antifingicos cujo alvo ¢ a membrana,
como os poliénicos. Foram entdo feitos trés diferentes experimentos para analisar a
susceptibilidade de C. neoformans a anfotericina B na presenca de anticorpos. O primeiro foi
um experimento de microdilui¢do para determinar a concentragdo inibitéria minima do
antifingico na presenca ou auséncia de anticorpos (Figura 16, painel A). Todos os anticorpos,
inclusive os controles de isotipo, aumentaram em uma dilui¢@o a susceptibilidade, enquanto o
anticorpo 18B7 aumentou ainda mais. Os anticorpos 12A1 e 13F1 ndo apresentaram
diferengas reprodutiveis em relacdo ao controle TEPC. Durante este experimento pode-se

notar que o resultado mudou durante os sete dias de incubagdo. Para avaliar melhor a inibi¢ao
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do crescimento ao longo do tempo, o experimento foi repetido em um equipamento que mede
o crescimento a cada 30 min. As curvas de crescimento de C. neoformans mostram que em
concentragdes sub-inibitdrias de anfotericina B a presenca de 18B7 atrasou o crescimento do
fungo em pelo menos 48 h (Figura 16, painel B). Este experimento mostrou mais uma vez
que mesmo o anticorpo controle MOPC também apresentou algum efeito. Os dois
experimentos anteriores refletem os efeitos da anfotericina B na inibi¢do do crescimento.
Para avaliar o efeito toxico direto as células de C. neoformans, as células foram coradas com
SYTOX Green ap6s o tratamento com anfotericina B em concentragao inibitoria e analisadas
por citometria de fluxo. A ligagdo de 18B7 a capsula por si s6 ndo aumentou o numero de

c¢lulas mortas, mas aumentou o efeito da anfotericina B (Figura 16, painel C).

A ligacio de dialquilcarbocianinas a capsula é induzida por 18B7 e bloqueia a fagocitose
pelo dominio de lectina dos receptores de complemento

Durante testes com as dialquilcarbocianinas descritas no capitulo 1, foi verificado que
a ligacdo de anticorpos a capsula aumenta drasticamente a ligacao das dialquilcarbocianinas
ao polissacarideo capsular, possivelmente por expor um motivo de ligacdo as sondas antes
escondido (Figura 17). Este fendmeno lembra a observacao de que a ligacdo de anticorpos a
capsula expde motivos que sdo reconhecidos pelo dominio de lectina dos receptores de
complemento CR3 e CR4 na auséncia de complemento [91]. Para testar se os dois fendmenos
tém alguma ligagdo, células de C. neoformans foram incubadas com 18B7 mais Dil ou
DilC (5) e utilizadas em testes de fagocitose (Figura 18). Macréfagos nocaute para receptores
de Fcy foram capazes de fagocitar as células ndo coradas e as células coradas com Dil, mas
ndo as c¢lulas coradas com DilC;(5). Um primeiro controle foi feito com macrofagos
selvagens e C. neoformans corado com ambas as sondas, mostrando que a fagocitose por

meio dos receptores de Fcy mio foi bloqueada. Por fim, um controle em que os macréfagos, e
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ndo as células de C. neoformans, foram corados com as sondas mostrou que DilC;(5) ndo

apresentava nenhum efeito aparente nos fagocitos.

Integrina beta 1 (CD29) promove a interacao de IgG3 murino com células efetoras.

Para descobrir o receptor de superficie de IgG3, foi utilizada uma biblioteca lentiviral
contendo 80.000 shRNAs tendo como alvos 15.000 genes de camundongo [112, 113].
Experimentos piloto mostraram que células J774 transduzidas com a biblioteca apresentaram
uma populacdo com menor ligagdo a IgG3 e ligacdo alta a IgG1 (Figura 19). Uma estratégia
de varredura foi entdo feita utilizando citometria de fluxo com IgG1 e IgG3 fluorescentes e
sequenciamento de alto desempenho para identificar genes cuja expressao diminuida por
interferéncia de RNA diminuisse a ligacdo de IgG3 sem alterar a ligagao de IgG1 a superficie

de células J774 (

Figura 20). Células J774 foram transduzidas com a biblioteca de virus a uma razio de 1:10,
para diminuir o nimero de células transduzidas com mais de um shRNA. As células
transduzidas foram entdo selecionadas com puromicina e marcadas para separacao
citométrica. Apo6s duas rodadas de separacdo, o DNA gendomico das populagdes pré- e pos-
separacdo foi extraido e usado em uma reagdo de PCR para amplificar as regides que
codificam o shRNA. Apos sequenciamento de alto desempenho e andlise bioinformatica, foi
obtida uma lista de 8.973 shRNAs com pelo menos uma copia detectada em uma das duas
bibliotecas. Baseado no numero de vezes que cada shRNA foi detectado nas duas bibliotecas,
foi feita uma anélise estatistica pelo método de Audic e Claverie [114, 115], que mostrou que
8.145 shRNAs estavam presentes em niveis significativamente diferentes em uma das
amostras. Destes, 2.794 estavam mais representados na biblioteca pds-separagao.
Continuando a andlise, 266 destes shRNAs tém como alvo proteinas de membrana de acordo
com a classificacdo do “Gene Ontology (GO)”. Dentre estes 266 candidatos, nos escolhemos

cinco genes mais provaveis tendo como base critérios como expressdo em macrofagos e
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possiveis papéis em fagocitose: Lrig2 (“leucine-rich repeats and immunoglobulin-like
domains 27), Itgb2l (“Integrin beta 2-like”, ou Pactolus), Itgbl (Integrina beta 1), Tlr2 (“toll-

like receptor 2”), and Fasl (ligante de Fas).

Clones individuais de shRNA contra estes cinco genes foram transduzidos em células
J774, que foram entdo usadas em teste de fagocitose com C. neoformans opsonizado com
IgG3 (Figura 21, painel A). Dois dos shRNAs contra Itgbl levaram a diminui¢dao da
fagocitose; estes mesmos dois ShRNAs foram os mais efetivos na diminui¢do da quantidade
de Itgb1 na superficie celular (Figura 21, painel B). As células J774 transduzidas com estes
dois shRNAs foram entdo coradas com anticorpo contra Itgbl e submetidas a separagao por
citometria de fluxo para purificar as células com maior eficiéncia de interferéncia contra o
gene. Como forma alternativa de bloquear a funcdo de Itgbl, foi utilizado também o
anticorpo HMB1-1 que bloqueia a fungdo desta integrina [92]. Experimentos feitos com as
células transduzidas e HMP1-1 mostraram um efeito aditivo que bloqueou quase
completamente a fagocitose mediada por IgG3 sem afetar a fagocitose mediada por I1gGl

(Figura 21, painéis C e D).

Para avaliar diretamente a ligagdo de IgG3 a superficie de macrofagos, foram
utilizados anticorpos marcados com fluorescéncia e citometria de fluxo. Um primeiro
experimento foi feito para avaliar a o papel dos cations divalentes Ca®’, Mn*" ¢ Mg*" na
ligag¢do. Destes trés cations, Mn?* e Mngr normalmente ativam integrinas, enquanto Ca** pode
ativa-las ou inibi-las [117]. A presenga dos trés cations divalentes em concentragdes de 1mM
aumentou a ligagdo de IgG3; o efeito de Mg”", entretanto, foi menos pronunciado que dos
outros dois (Figura 22). Em seguida foram testadas diferentes concentragdes de cada um dos
trés cations divalentes, demonstrando um efeito dose-dependente deles (Figura 23). Além
disso, os cations divalentes foram também testados em combinacdo. Este experimento

mostrou que Mn”" e Ca®" tiveram efeito sinergistico na indugdo de ligagio de IgG3, enquanto
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a presenga de Mg”" ndo alterou os efeitos de Ca®" mas aboliu completamente os efeitos de
Mn?" (Figura 24). Em nenhum destes experimentos foi observado efeito importante dos

cations divalentes na ligacao de IgG1.

Em seguida foram feitos experimentos de ligagdo de anticorpos por citometria de
fluxo usando células J774 transfectadas com shRNA para Itgbl e o anticorpo HMB1-1. Na
presenca de Ca’" ¢ Mn®" mais uma vez tanto os shRNAs quanto HMP1-1 diminuiram a
ligacao de IgG3 aos macrofagos (Figura 25). Quando ambos foram combinados, a mediana
de fluorescéncia de IgG3 caiu de 2939 no controle para 1517 e 1506 nas células transduzidas

com os dois shRNAs para Itgb1, uma queda de quase 50%.

Para confirmar os resultados obtidos com células J774, foram usados macrofagos
primarios derivados de camundongos Itgb1flox. Por citometria de fluxo, foi determinado que
aproximadamente metade dos MDMO derivados dos camundongos Cre+ eram negativos para
Itgbl, em comparagdo com 5% em Cre- (Figura 26, painel A). Em concordancia com os
resultados obtidos com células J774, macréfagos derivados dos camundongos Cre+ tiveram
uma diminui¢do na fagocitose mediada por IgG3 quando a via alternativa de fagocitose pelo
dominio de lectina dos receptores de complemento foi bloqueada (Figura 26, painel B). Mais

uma vez, a fagocitose mediada por IgG1 praticamente ndo foi afetada pelo nocaute de Itgbl.

Testes de citometria mostraram que assim como células J774, os MDMO ligaram
IgG3 e que essa ligagdo foi aumentada na presenca de Ca®" ¢ Mn®". Entretanto, ndo foram
observadas grandes diferengas na ligacdo de IgG3 entre as células Cre+ e Cre- (Figura 26,
painel C). Como MDMO foram usados por Gavin e colaboradores [118] no estudo que
sugeriu FcyRI como o receptor de IgG3, também foi avaliado o efeito na ligagdo de IgG3 do
bloqueio deste receptor. Na presenga de excesso molar de IgG2a monomérico, que se liga a

FcyRI com alta afinidade [67], houve uma diminuicao da ligacdo de IgG3. No entanto, mais
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uma vez ndo foram observadas diferencas marcantes entre macrofagos derivados de

camundongos Cre+ e Cre- (Figura 26, painel D).

Além dos testes de perda de funcdo usando RNAIi, anticorpos € camundongos
nocaute, nés fizemos um teste de ganho de funcdo usando células CHO. Estas células
epiteliais ndo-fagociticas foram transfectadas com o cDNA de Itgbl murino (CHO-Itgbl) e
usadas em testes de fagocitose e ligacao por citometria de fluxo. Surpreendentemente, as
células CHO nao-transfectadas foram capazes de fagocitar C. neoformans opsonizado por
IgG3, mas nao IgGl (Figura 27, painel A). Estes resultados foram confirmados com a
linhagem A549 de pneumdcitos humanos, que também fez fagocitose de C. neoformans

mediada por IgG3, mas ndo IgG1 (Figura 27, painel B).

As células CHO também foram utilizadas em testes de ligagdo por citometria. Na
auséncia de cations divalentes, houve uma ligacdo minima de IgG3 as células selvagens e um
aumento ligeiro na liga¢do em células CHO-Itgb1, sem nenhuma liga¢do de IgG1 (Figura 28,
painel A). Em contraste, a adi¢do de Ca*" e Mn?" aumentou a proporgéo de células CHO nao-
trasfectadas que ligaram IgG3 de 7,6% para 75%, enquanto a propor¢do de células CHO-
Itgb1 IgG3-positivas aumentou de 6,6% para 97%. A adicdo de HMPB1-1, que ndo se liga a ou
inibe a integrina beta 1 de hamster nas células CHO, diminuiu a fragdo de células CHO-Itgb1
IgG3-positivas para 80%, valor proximo ao observado com células nao-transfectadas (Figura

28, painel A).

Para testar se os resultados anteriores se reproduzem com anticorpos humanos, foram
usados trés anticorpos quiméricos contendo a regido variavel de 18B7 e regides constantes de
IgG1, IgG2 e IgG4 humanos [119, 120]. Em células CHO-Itgb1, os anticorpos quiméricos
IgGl e IgG2 resultaram em um numero baixo mas consistente de fagocitose de C.

neoformans (Figura 29), um resultado parecido com o observado com IgG3 murino.
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Discussao

Uma grande quantidade de anticorpos monoclonais contra a capsula de C. neoformans
foi gerada nos ultimos 25 anos. Muitos estudos foram feitos neste periodo para elucidar o
papel destes anticorpos durante a criptococose, gerando um grande volume de conhecimento,
mas também muitas novas questdes. Os dois trabalhos descritos neste capitulo lidam com

duas destas questoes.

O primeiro trabalho mostra que a ligagdo de anticorpos a capsula altera a fisiologia do
microrganismo e o torna mais suscetivel a anfotericina B, possivelmente contribuindo para a
eficacia da terapia com anticorpo anti-C. neoformans. O estudo foi realizado com a IgGl
protetora 18B7 [60] e com um par de anticorpos IgM muito parecidos, mas com efeitos
terapéuticos diametralmente opostos [88]. Para entender o que acontece na célula de C.
neoformans quando estes anticorpos se ligam a capsula, foi utilizada a técnica de
microarrranjo. O nimero de genes cuja expressdo foi alterada foi baixo (menos de 1% do
genoma) e estas alteragdes tiveram uma baixa amplitude (expressdao relativa ao controle
variando de 0,36 a 4,00), demonstrando que o microrganismo em geral consegue se adaptar
bem a essa condi¢do. Para tentar entender porque a ligacdo destes trés anticorpos gerou
padrdes diferentes de expressao génica, eles foram marcados e utilizados em experimentos de
imunofluorescéncia por microscopia confocal. O padrao de coloragdo e a profundidade que
cada um dos anticorpos conseguiu penetrar na capsula variou, o que poderia em parte
explicar estas diferencas. O anticorpo que mais proximo chegou da parede celular foi o IgG1

18B7, provavelmente por ter um tamanho menor que os outros IgM.

Apesar do baixo numero de genes cuja expressao foi alterada, alguns padrdes
puderam ser claramente observados. Todos os anticorpos induziram a expressdo de genes
relacionados a parede celular, o que sugere que a ligagdo de anticorpos a capsula pode

provocar estresse na parede. Além disso, uma propor¢ao razoavel dos genes induzidos apos a
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ligagdo dos anticorpos estd envolvida com metabolismo, principalmente no caso do anticorpo
12A1. Para testar se este padrdo de indugdo génica resulta em alteracdo metabdlica, foi feito o
teste de reducdo de XTT. Este teste mostrou que de fato o tratamento com 12A1 aumentou a

taxa metabolica de C. neoformans.

O mais marcante destes padroes foi a inducao de todas as enzimas da via de sintese de
acidos graxos apods o tratamento com 18B7. Uma possivel explicagdo para o aumento da
producao de acidos graxos ¢ uma maior necessidade destes como precursores da membrana
lipidica, indicando que a ligacdo de 18B7 bem préxima da parede celular possa levar a
estresse na membrana. Como a membrana ¢ o alvo de varias das drogas antifungicas mais
utilizadas, nds testamos se a ligagao de 18B7 a capsula altera a susceptibilidade a esta droga.
Experimentos de concentracdo inibitéria minima e curvas de crescimento com anfotericina B
mostraram que a presenca de 18B7 ligado a cépsula atrasa o crescimento das células em
concentracdes sub-inibitorias de anfotericina B. Além de atrasar o crescimento, o anticorpo
aumentou o numero de células que morriam imediatamente apds o tratamento com
anfotericina B em doses inibitorias. Estes efeitos podem explicar resultados obtidos com
modelos experimentais de criptococose, nos quais a adigdo de outros dois anticorpos

monoclonais de isotipo IgG1 contra a capsula aumentou a eficacia do tratamento com

anfotericina B [121, 122].

Enquanto este projeto estava em andamento, foi aventada a hipdtese de que o
tratamento com 18B7 induzia a biossintese de acidos graxos porque o trafico de vesiculas
extracelulares pela capsula seria bloqueado pela ligacdo do anticorpo. Nesta época, ja haviam
sido feitos os experimentos com dialquilcarbocianinas em células intactas mostrados na
Figura 7, mas os controles mostrados na Figura 8 ainda ndo. Portanto, foi feito um
experimento com Dil para testar se 18B7 aumenta o niimero de vesiculas na capsula. O

resultado positivo parecia confirmar a hipotese, até que se esclareceu que Dil parecia corar o
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carboidrato capsular e ndo vesiculas. A interpretagdo do resultado foi entdo de que a ligacao
de 18B7 expde um motivo da capsula ao qual as dialquilcarbocianinas se ligam. Este
resultado assemelha uma observagdo anterior de que a ligagdo de anticorpos a capsula expde
um motivo no polissacarideo reconhecido pelo dominio de lectina dos receptores de
complemento [91]. A semelhanca entre os dois fendmenos poderia significar que a ligagdo de
dialquilcarbocianinas a células de C. neoformans recobertas por 18B7 bloquearia o
reconhecimento delas por meio do receptor de complemento. Para testar esta hipotese, células
opsonizadas com 18B7 foram incubadas com macréfagos duplo nocaute K¢ uma condigao

na qual a fagocitose somente ocorre por meio do dominio de lectina dos receptores de
complemento. Enquanto Dil ndo apresentou nenhum efeito, DilC;(5) bloqueou a fagocitose
especifica por esta via, sugerindo que de fato as sondas se ligam ao mesmo motivo
reconhecido pelos receptores de complemento. Esta sonda podera ser usada para estudar o
polissacarideo capsular a fim de melhor entender o mecanismo responsavel por esta via de

fagocitose.

O segundo trabalho que faz parte deste capitulo também ajuda a entender o
mecanismo de acdo dos anticorpos monoclonais contra a capsula de C. neoformans, mais
especificamente as diferencas observadas com o uso de diferentes isotipos de IgG. Com a
varredura da biblioteca de shRNA, a integrina beta 1 foi envolvida especificamente com a
funcdo de IgG3, mas ndao de IgGl. As integrinas sdo proteinas de membrana formadas
heterodimeros alfa e beta que participam de interagdes intercelulares e entre células e a matriz
extracelular [123]. Algumas integrinas também podem mediar fagocitose, sendo o melhor
exemplo os receptores de complemento CR3 e CR4, que sdo respectivamente oS
heterodimeros Itgb2/Itgam (CR3) e Itgb2/Itgax (CR4). CR3 e CR4 medeiam fagocitose via
1C3b ou por reconhecimento direto de componentes de microrganismos, como no caso do

reconhecimento do carboidrato capsular de C. neoformans ap6s a ligacao de anticorpos [91].
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Em contraste com as observacdes deste trabalho, o reconhecimento por CR3 e CR4 ¢

independente do isotipo do anticorpo.

A primeira sugestao de que IgG3 tenha um receptor especifico foi feita em 1981 a
partir da descrigado de um mutante espontaneo de J774 que havia perdido a capacidade de
fagocitar particulas opsonizadas com IgG3 mas ainda era capaz de fagocité-las se estivessem
cobertas com IgG dos outros isotipos [124]. H4 pouco mais de dez anos, um grupo autraliano
publicou trabalhos que sugeriram que FcyRI também seria capaz de ligar anticorpos IgG3
[118, 125]. Entretanto, estes resultados nao foram confirmados por outros grupos, que
observaram fungdes de IgG3 inalteradas em camundongos nocaute para a subunidade CD64

de FcyRI [64, 126, 127] e ndo observaram nenhuma ligagdo entre FcyRI e IgG3 [67].

Os resultados apresentados neste trabalho oferecem multiplas evidéncias da
participagdo de Itgbl na fagocitose de IgG3. O bloqueio da func¢do desta integrina por meio
de RNAI, anticorpos ou nocaute génico diminuiu tanto a ligagcdo de IgG3 quanto a fagocitose
de C. neoformans opsonizado com este isotipo, com pouco ou nenhum efeito na fungio de
IgG1. Outra evidéncia do papel das integrinas na fun¢ao de IgG3 ¢ a importancia dos cations
divalentes. As integrinas possuem multiplos sitios de ligagdo com afinidade a diferentes
cations divalentes que desempenham papéis diferentes na ligagdo ao substrato [117]. Na
maioria das integrinas, a ligagdo de Mn>" a um destes sitios, chamado MIDAS, ativa a
integrina e aumenta a afinidade pelo ligante. Corroborando o papel de Itgbl na funcdo de
IgG3, a presenca de Mn”" aumentou a ligacdo de IgG3 a macrofagos e células CHO. Mg”',
que também se liga ao MIDAS e ativa integrinas, também aumentou a ligacdo de IgG3 a
c¢lulas J774; entretanto, esta ativacao foi bastante diferente da resultante de Mn2+, uma vez
que Mg®" pareceu competir com Mn”". Além do MIDAS, as integrinas possuem dois outros
tipos de sitios de ligagdo de cations divalentes. O primeiro tipo liga Ca®" com alta afinidade e

tem funcdes estruturais, na dimerizagdo alfa/beta e na interacdo com ligantes [117]. Outro
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sitio liga Ca®" com baixa afinidade e se localiza ao lado do MIDAS. A ocupagdo deste sitio
impede a ligagdo de Mg*" ou Mn>" ao MIDAS e, portanto, inibe a fungio da integrina. Este
sitio inibitdrio ndo pareceu afetar a ligacdo a IgG3, porque Ca*" nio competiu com Mg2+ e

. o« . +
teve efeito sinérgico com Mn®".

Os testes de ganho de fungdo também forneceram importantes evidéncias sobre a
relagdo entre Itgbl e IgG3. A idéia original do experimento foi adicionar Itgb1l a uma célula
nao-fagocitica e testar se ela passaria a fagocitar particulas recobertas por IgG3. Entretanto,
mesmo as c€lulas CHO nao-transfectadas foram capazes de ligar IgG3 e fagocitar C.
neoformans opsonizado com este isotipo. Este resultado pode ser interpretado pelo fato de
que células CHO expressam Itgb1l de hamster, que mediaria a fagocitose mediada por 1gG3
de camundongo. Apesar de as células CHO nao serem um controle negativo perfeito, nds
conseguimos um resultado de ganho de funcdo com este sistema. As células CHO-Itgbl
ligaram mais IgG3 do que as células CHO nao-transfectadas, e esta expressdo adicional foi

anulada quando a integrina beta 1 exdgena foi bloqueada com HMPB1-1.

Os resultados obtidos com IgG3 de camundongo ndo podem ser automaticamente
extrapolados para imunoglobulinas humanas, uma vez que ndo existe um isotipo humano
idéntico ao IgG3 murino [66]. No entanto, dois resultados experimentais sugerem que a
relagdo entre IgG3 e Itgbl possa ter aplicagdes humanas. Em primeiro lugar, a linhagem
epitelial humana A549 foi capaz de fagocitar C. neoformans opsonizado com IgG3. Além
disso, células CHO-Itgb1 foram capazes de fagocitar um pequeno numero de células de C.
neoformans opsonizadas com anticorpos quiméricos contendo regides constantes de IgG1 e

IgG2 humano.

Uma importante pergunta ainda resta sobre a relagdo entre IgG3 e Itgbl: as duas

proteinas interagem diretamente ou hé outros intermedidrios envolvidos? Neste sentido foram
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tentados inimeras vezes experimentos de imunoprecipitacao e ligacdo cruzada para detectar a
interacdo entre as proteinas, com resultados negativos que ndo permitem chegar a uma
conclusdo. Apesar disto, as evidéncias funcionais do papel de Itgb1 na fun¢ao de IgG3 podem
ajudar a entender os resultados obtidos com este isotipo em experimentos de camundongo.
De maneira ainda mais ampla, este trabalho abre portas para possiveis alteracdes funcionais
em anticorpos monoclonais de uso terapéutico, um mercado multibiliondrio que inclui nove
das vinte drogas mais vendidas na atualidade e que conta com mais de 400 drogas em

desenvolvimento clinico.
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Figura 12 — Resultados do microarranjo

Os genes cuja expressao foi alterada (tanto induzida quanto reprimida) na presenca de cada
anticorpo nos experimentos de microarranjo foram classificados de acordo com suas fungdes.
Mais detalhes nas tabelas Tabela 6-Tabela 11.
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Figura 13 — Ligacdo de 18B7, 12A1 e 13F1 a capsula

Os trés anticorpos foram marcados diretamente com AlexaFluor 488 (verde) e usados em
experimentos de microscopia confocal. A parede celular foi corada com calcofluor (azul),
enquanto em alguns experimentos com dois anticorpos contra a capsula um deles foi
evidenciado com um anticorpo secundario marcado com TRITC (vermelho). (A) 18B7-
AF488. (B) 12A1-AF488. (C) 13F1-AF488. (D) 18B7-AF488 mais 12A1 detectado por anti-
IgM-TRITC. (E) 18B7-AF488 mais 13F1 detectado por anti-IgM-TRITC. (F) Distancia entre
a os anticorpos ligados a capsula e a parede celular. Significancia estatistica foi calculada por
ANOVA.
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Figura 14 — Reducio de XTT em células tratadas com 12A1

Células de C. neoformans foram incubadas com diferentes concentragdes de 12A1 ou o
controle de isotipo TEPC e depois com XTT. A significancia estatistica foi medida por
ANOVA e teve p<0,05 em todos os pontos exceto o primeiro.
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Figura 15 — Quantificacio de acidos graxos por cromatografia de camada delgada

Células de C. neoformans foram incubadas com '*C-acetato em PBS na auséncia ou presenga
de 18B7 ou do controle de isotipo MOPC. Extratos lipidicos totais foram entdo separados por
cromatografia de camada delgada (esquerda) junto com um padrio de 4cido palmitico.
Acidos graxos foram quantificados por densitometria como a densidade da banda
correspondente dividida pela densidade de cada pogo (direita). ** p<0,05; *** p<0,001.
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Figura 16 — Ligacdo de 18B7 aumenta a susceptibilidade a anfotericina B

|U1 |02 103 104 105

SYTOX green

(A) Experimento de microdiluicdo para determinagdo da concentracao inibitéria minima. A
coluna mais a direita ndo possui anticorpos, enquanto a fileira mais abaixo nao possui células
de C. neoformans como controle de esterilidade das solucdes. (B) Curvas de crescimento de
C. neoformans com leituras a cada 30 min na presenca de 0,125 pg/mL de anfotericina B
(concentracdo sub-inibitoria) e anticorpos.(C) Coloragcdo com Sytox Green para determinar a
viabilidade de células tratadas com anfotericina B e anticorpos. Os numeros acima do grafico
indicam a concentragdo de 18B7 ou MOPC e de anfotericina B.
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Figura 17 — Aumento da ligacio de Dil a capsula de células tratadas com 18B7

(A) Células de C. neoformans foram incubadas com o anticorpo 18B7 ou o controle de
isotipo antes da coloracdo com Dil. As imagens sdo sobreposi¢cdes de microscopia de
epifluorescéncia e campo claro. (B) Experimento similar ao painel A, mas com analise por
citometria de fluxo.
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Macrofagos: Duplo nocaute Fc
C neoformans: N&o-corado C. neoformans: DilC,(5) C. neoformans: Dil

Macréfagos: C57/BL6
B C. neoformans: Nao-corado C. neoformans: DilC,(5) C. neoformans: Dil

C. neoformans: nao-corado
Macrofagos N&o-corados Macréfagos: DilC,(5) Macréfagos: Dil

Figura 18 — Experimento de fagocitose com C. neoformans corado com Dil e DilC,(5)

Experimentos de fagocitose usando diferentes combina¢des de macrofago (selvagem ou
duplo nocaute Fc) e C. neoformans (ndo-corado, corado com Dil e corado com DilC(5)) para
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testar a hipotese de que estas sondas se ligam ao mesmo motivo de GXM reconhecido pelos
dominios de lectina dos receptores de complemento. Em todos os casos as leveduras foram
opsonizadas com 18B7 antes de serem ou ndo coradas. (A) Fagocitose de macrofagos duplo
nocaute Fc. Neste sistema onde a fagocitose somente ocorre pelo dominio de lectina de CR, a
presenca de DilC,(5), mas ndo Dil, diminui a fagocitose. (B) Controle com macréfagos
selvagens demonstrando que a liga¢do de DilC(5) a capsula ndo afeta a fagocitose mediada
por receptores de Fc. (C) Controle em que os macréfagos selvagens foram corados com Dil e
DilC,(5), demonstrando que as sondas ndo tém efeito direto nos macrofagos.
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Figura 19 — Analise citométrica usada para separar as células transduzidas

(A) Células J774 nao-transduzidas coradas com IgG3-DTAF e/ou IgGl-APC. (B)
Comparagao com células transduzidas com a biblioteca de shRNA e coradas com os dois
anticorpos marcados. Nos graficos acima se pode observar uma pequena populagdo com
ligagdo aumentada de IgGl e diminuida de IgG3. Os gréficos abaixo sdo representagdes
diferentes dos mesmos dados, permitindo uma melhor visualizacdo da populagdo de interesse

(seta).
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Transdugéao de células J774 com shRNAs
(80.000 clones contra 15.000 genes murinos)

ﬁ Mistura de virus, cada

== um codificando um
S shRNA diferente

2 dias: integracdo do vetor

!

2 dias: selecdo das células
transduzidas com puromicina

!

Separagao das ceélulas com menor
ligagao de 1gG3 (duas vezes)

}

Amplificac&o da regido do shRNA por
PCR e sequenciamento em larga escala

1 400 bp

J774 ndo-transduzida
J774 separacéao 2

100 bp ladder
Plasmidio

J774 Pré-separacao
J774 separacéo 1

Analise bioinformatica e

selecéo de candidatos 300 bp

Figura 20— Estratégia de varredura da biblioteca

A eletroforese mostrada a direita mostra os produtos da amplificacdo por PCR da regido do
shRNA. Como controle negativo foi usado DNA de células J774 ndo-transduzidas, enquanto
o controle positivo consiste do plasmideo pLKO.1-puro. As bandas de PCR das amostras
marcadas foram utilizadas no sequenciamento de alto desempenho.
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Figura 21 — Efeito da interferéncia em Itgb1 na fagocitose mediada por IgG3

(A) Células J774 foram transduzidas com 18 shRNAs contra cinco genes apontados como
candidatos pela varredura. Cada clone de J774 foi entdo submetido a teste de fagocitose com
C. neoformans opsonizado por 3E5 IgG3. As setas apontam os dois clones que tiveram maior
diminui¢do da fagocitose. (B) Eficiéncia da interferéncia de cada shRNA contra Itgbl. Cada
clone foi corado com HMp1-1-PE e analisado por citometria de fluxo. As setas apontam os
dois clones que tiveram maior eficiéncia. (C) Testes de fagocitose feitos com os dois clones
de maior eficiéncia de interferéncia na presenca de anticorpos que bloqueiam os receptores de
Fc, complemento e Itgbl. As células de C. neoformans foram opsonizadas com 3E5 IgG3.
(D) Imagens representativas do experimento mostrado em (C).
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Figura 22 — Efeito de cations divalentes na ligacio de IgG3 a células J774

Células J774 foram marcadas com 3ES IgG3 fluorescente na presenca de cations divalentes
ou quelantes e analisadas por citometria de fluxo. Tanto os cations quanto os quelantes foram
adicionados a concentracao de 1 mM.
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Figura 23 — Ligacdo de IgG1 e IgG3 na presenca de diferentes concentragoes de cations divalentes

Células J774 foram incubadas com IgG3 (eixo X) e IgG1 (eixo Y) marcados na presenga de
diferentes concentracdes de cations divalentes, mostrando efeito dose-dependente destes na
ligacao de IgG3, mas com pouco efeito na ligacao de IgG1.
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Figura 24 — Ligacdo de IgG1 e IgG3 na presenca combinacdes de cations divalentes

Células J774 foram incubadas com IgG3 e IgGl marcados na presenca de diferentes
combinagdes de cations divalentes, mostrando que Ca>” e Mn”" tém efeitos aditivos enquanto
Mg*" tem efeito competitivo com Mn”", mas ndo com Ca”".
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Figura 25 — Interferéncia com Itgb1 diminui a ligacdo de IgG3

Células J774 foram incubadas com 3E5 IgG3 fluorescente na presenca ou auséncia de Ca’* e
Mn”>" ¢ HMBI-1 e analisadas por citometria de fluxo. O painel A mostra os histogramas de
fluorescéncia de IgG3, enquanto os painéis B e C mostram dados de mediana de
fluorescéncia das mesmas amostras.
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Figura 26 — Efeito do nocaute condicional de Itghl em macréfagos primarios na ligacio e fagocitose por

IgG3

(A) Coloracdo de macrdéfagos nocaute (Cre+) e controle (Cre-) com HMB1-1 fluorescente,
para avaliar a eficacia de nocaute do gene. Aproximadamente 50% dos macrofagos Cre+ sao
nocautes de Itgbl. (B) Ensaio de fagocitose com MDMOs derivados de camundongos
nocaute e controle e C. neoformans opsonizado com 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3. Um minimo de
trés campos foi analisado em cada pogo, com trés pocos para cada condicdo. As barras
representam média e desvio padrdo. (C) Ligagdo de IgG3 fluorescente medida por citometria
de fluxo na presenca ou auséncia de Ca>" e Mn”". (D) Efeito da presenca de excesso molar de

IgG2a monomérico, que se liga a FcRI com alta afinidade e bloqueia este receptor.
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IgG1 1gG3

lgG1 IgG3

Figura 27— Testes de fagocitose mediada por IgG3 em células normalmente niao-fagociticas

(A) Teste de fagocitose com células CHO e C. neoformans opsonizado com 3E5 IgG1 ou
IgG3. (B) Teste de fagocitose com células A549 e C. neoformans opsonizado com 3ES5 IgG1
ou IgG3.
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Figura 28 — Ganho de fun¢io com células CHO transfectadas com Itgb1 de camundongo

(A) IgG1 e IgG3 fluorescentes foram incubados com células transfectadas com Itgbl de
camundongo (CHO-Itgbl) ou células CHO nao-transfectadas. (B) Células CHO foram
incubadas com 3E5 IgG3 fluorescente na presenca de Ca®" e Mn®". A curva amarela mostra o
aumento na ligagcdo provocado pela integrina exdgena, que ¢ anulado pelo anticorpo HMB1-1.
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Figura 29 — Fagocitose de C. neoformans opsonizado com anticorpos quiméricos por células CHO-Itgb1

Células CHO transfectadas com Itgbl de camundongo foram incubadas com C. neoformans
opsonizado com anticorpos quiméricos contra a capsula. Estes anticorpos recombinantes
foram gerados pela fusdo dos dominios variaveis de 18B7 com os dominios constantes de
IgGl1, IgG2 e IgG4 humanos [89].
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Tabela 6 - Genes cuja expressao foi alterada por 18B7

Up-requlated Genes

CNF03470: Formate dehydrogenase

CNCO03960: Phosphate transporter, putative
CNDO0530: Putative urea transporter

CNA02250: Ammonium transporter MEP1

CNCO06440: Inositol 1-phosphate synthase

CNDO03490: Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98
CNAO04560: Hypothetical protein

CNF02180: Acetyl-CoA carboxylase, putative
CNJ00690: Uracil permease, putative

CNF02510: Alcohol dehydrogenase, putative
CNEO04360: Fatty acid synthase, alpha subunit-related
CNMO00180: Cyclohydrolase, putative

CNLO03740: AF540951 catalase isozyme P

CNEO04370: Fatty acid synthase, beta subunit
CNAO01790: Expressed protein

CNAO05700: Expressed protein

CNDO03840: Vacuole fusion, non-autophagic-related protein, putative
CNMO00980: Hypothetical protein

CNI02420: Uricase (Urate oxidase), putative
CNJ01090: Xylitol dehydrogenase-related

CNCO03430: Alpha-1,6-mannosyltransferase, putative
CNF04120: Expressed protein

CNBO01810: Short chain dehydrogenase, putative
CNJ01200: Hypothetical protein

CNAO01160: LSDR putative

CNHO03430: Hypothetical protein

CNMO02410: Putative proteine disulfate isomerase
CNG04200: Alpha-amylase, putative

CNCO00920: NADP-dependent glutamate dehydrogenase
166_3.seq.171

CNCO06430: Dehydrogenase

CNG02940: Glycine-rich RNA binding protein
CNGO02940: Glycine-rich RNA binding protein-related
CNI02000: Glycerophosphodiester phosphodiesterase, putative
CNF04890: Predicted dehydrogenase

CNF01860: Proteasome subunit alpha type 4
CNDO06130: Beta-glucan synthesis-associated protein
CNEO03100: Phosphoketolase

Down-regulated genes
CNJ02710: Membrane protein
CNKO03460: PQQ enzyme repeat, putative

Classification
Metabolism
Metabolism
Secretion
Secretion
Metabolism
Cell wall
Hypothetical
Metabolism
Secretion
Metabolism
Metabolism
Metabolism
Stress
Metabolism
Hypothetical
Hypothetical
Cell wall
Hypothetical
Metabolism
Cell wall

Cell wall
Hypothetical
Metabolism
Hypothetical
Metabolism
Hypothetical
Housekeeping
Cell wall
Metabolism
Hypothetical
Metabolism
Housekeeping
Housekeeping
Metabolism
Metabolism
Metabolism
Cell wall
Metabolism

Cell wall
Cell wall

CNI01300: 2,4-dichlorophenoxyacetate alpha-ketoglutarate dioxygenase Metabolism

CNCO02990: DNA-directed RNA polymerase
CNIO1950: Acetyltransferase
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Tabela 7 - Valida¢do do microarranjo de 18B7 por RT-PCR em tempo real

QRT-PCR Same pattern
Microarray FC® FC® QRT-PCR FC-2 (up or down)
Gene Gene Description H99-18B7 H99-18B7 H99-18B7 Microarray vs QRT-PCR?

CNI01300 2, 4-dichlorophenoxyacetate dioxygenase 0.47 0.61 0.70 Yes
CNIO1950 Acetyltransferase 0.38 0.97 0.77 No
CNDO03480 MP98 3.08 3.54 3.84 Yes
CNDO00530  Urea transporter 3.57 11.50 12.75 Yes
CNEO04360  Fatty acid synthase, alpha subunit-related” 2.66 1.95 1.28 Yes
CNEO04370  Fatty acid synthase, beta subunit* 2.50 2.51 2.78 Yes
CNCO03960 Inorganic phosphate transporter 3.93 1.93 2.49 Yes
CNC06440  Inositol 1-phosphate synthase 3.12 317 2.87 Yes
CNC02990 DNA-directed rna polymerase 0.43 0.61 0.50 Yes
CNF02180  Acetyl-CoA carboxylase* 2.87 2.08 1.90 Yes
CNF02510  Alcohol dehydrogenase 2.67 2.01 2.20 Yes
CNF03470  Formate dehydrogenase 5.04 1.27 1.36 No
CNA02250  Ammonium transporter MEP1 3.29 1.48 3.18 Yes
CNJ00690 Uracil permease, putative 2.81 1.02 nd No

a=Fold Change, b= Quantitative real-time PCR, nd= no data, * Genes involved in fatty acid synthesis
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Tabela 8 - Genes cuja expressao foi alterada por 12A1

Up-regulated Genes

Classification

CNEO00710: Mannitol-1-phosphate dehydrogenase, putative Metabolism
CNI03250: GPI anchor biosynthesis-related protein, putative Cell Wall
CNCO03810: Hypothetical protein Hypothetical
CNAO03300: Hypothetical protein Hypothetical
CNBO02680: Monosaccharide transporter Secretion
CNCO01660: Cytokine inducing-glycoprotein, putative Cell Wall
CNI02030: Probable aspartokinase Metabolism
CNBB3710: Hypothetical protein Hypothetical
CNDO06090: Expressed protein Hypothetical
170_3.seq.044 Hypothetical
CNDO01310: Conserved hypothetical protein Hypothetical
CNH02940: Hypothetical protein Hypothetical
CNCO06440: Inositol 1-phosphate synthase Metabolism
CNNO02330: Hypothetical protein Hypothetical
CNK03270: Expressed protein Hypothetical
CNNO01010: Malate dehydrogenase Metabolism
CNDO02630: Hypothetical protein Hypothetical
CNBL2280: Hypothetical protein Hypothetical
CNA05840: Glycosyl hydrolase, putative Metabolism
CNKO01910: Hypothetical protein Hypothetical
CNBLO0970: Hypothetical protein Hypothetical
164_1.seq.113 Hypothetical
167_3.seq.014 Hypothetical
CNEO00770: Plasma membrane protein, putative Cell Wall
CNDO00280: Hypothetical protein Hypothetical
173_2.seq.080 Hypothetical
CNBA3520: Hypothetical protein Hypothetical
CNKO00030: Conserved hypothetical protein Hypothetical
CNI01540: Expressed protein Hypothetical
CNEO00430: Expressed protein Hypothetical
CNHO03660: Alpha-amylase AmyA Metabolism
CNA02640: Expressed protein Hypothetical
CNAOQ4330: Isovaleryl-CoA dehydrogenase 2, mitochondrial precursor Metabolism
CNDO0O0700: Argininosuccinate synthase, putative Metabolism
Down-regulated Genes

CNF03720: C-22 sterol desaturase, putative Metabolism
CNF00310: High-affinity methionine permease Secretion
CNEO03290: Probable eukaryotic translation initiation factor 3 Translation
CNDO03490: Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98 Cell Wall
CNL04010: Hypothetical protein Hypothetical
CNAO02480: Conserved hypothetical protein Hypothetical
CNI03990: Hypothetical protein Hypothetical
CNC00240: Ribosomal large subunit biogenesis-related protein, putative Translation
CNL05260: Histone_deacetylase_3-related Housekeeping
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CNMO00160: Conserved hypothetical protein
CNDO03040: Conserved hypothetical protein
CNAO04950: Conserved hypothetical protein
CNGO03650: ATP dependent RNA helicase, putative
CNBO01060: Probable ATP-dependent RNA helicase has1
CNBO04530: Conserved hypothetical protein
CNC02410: C-4 methyl sterol oxidase

CNL05530: Hypothetical protein

CNI03560: Sulfate adenyltransferase MET3
CNCO04600: BC022918 Pgs1-pending protein, putative
CNCO04510: Conserved hypothetical protein
CNBJ3020: Hypothetical protein

CNC04220: Hypothetical protein

CNAO01290: rRNA processing-related protein, putative

CNNO00480: Chromosome organization and biogenesis -related protein

CNB02220: Nucleolus protein, putative, Yna1p
CNF02210: Expressed protein

Hypothetical
Hypothetical
Hypothetical
Translation
Translation
Hypothetical
Metabolism
Hypothetical
Metabolism
Metabolism
Hypothetical
Hypothetical
Hypothetical
Translation
Translation
Translation
Hypothetical

CNGO02750: Cytoplasm protein, related to low-temperature viability protein LTV1 Translation

CNBE1990: Hypothetical protein
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Tabela 9 - Valida¢do do microarranjo de 12A1 por RT-PCR em tempo real

Microarray QRT-PCR QRT-PCR Same pattern
FC* FC* FC-2 (up or down)
Microarray vs QRT-
Gene Gene Description H99-12A1 H99-12A1 H99-12A1 PCR?
CNI02030  Probable aspartokinase 2.96 0.69 0.45 No
CNI03250  GPI anchor biosynthesis-related protein, putative 3.55 0.43 0.39 No
CNI03560  Sulfate adenyltransferase MET3 0.41 0.20 0.06 Yes
CNDO03490  Chitin deacetylase-like mannoprotein MP98 0.49 0.79 0.87 Yes
CNMO00160 Ribosomal small subunit biogenesis protein* 0.46 0.22 0.18 Yes
CNE00710  Mannitol-1-phosphate dehydrogenase 4.00 3.56 1.97 Yes
CNE03290  Eukaryotic translation initiation factor 3* 0.49 0.31 0.26 Yes
CNE00770  Plasma membrane protein, putative 2.18 0.77 0.27 No
Related to low-temperature viability protein
CNG02750 LTV1* 0.27 0.17 0.10 Yes
CNGO03650  ATP-dependent RNA helicase* 0.45 0.20 0.13 Yes
CNC00240  Ribosomal large subunit biogenesis protein® 0.48 0.24 0.25 Yes
CNCO04510  Major facilitator superfamily transporter 0.39 0.20 0.15 Yes
CNC06440  Inositol 1-phosphate synthase 2.56 0.25 0.38 No
CNAO01290 rRNA processing-related™® 0.37 0.19 0.14 Yes
CNAO05840  Glycosyl hydrolase, putative 2.29 1.46 0.49 No
CNAO04330  Isovaleryl-CoA dehydrogenase 2 2.20 2.11 2.06 Yes
CNNO00480  Related to microtubule-interacting protein 0.36 0.16 0.24 Yes
CNNO1010  Malate dehydrogenase 2.40 0.86 0.43 No
CNB01060 Probable ATP-dependent RNA helicase hasl* 0.44 0.22 0.14 Yes
CNB02220  Nucleolus protein, Ynalp* 0.36 0.18 0.08 Yes
CNB02680 Monosaccharide transporter 3.22 0.41 0.38 No

a=Fold Change, b= Quantitative Real-Time PCR, *Genes involved in translation
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Tabela 10 - Genes cuja expressio foi alterada por 13F1

Up-regulated Genes

CNBO02680: Monosaccharide transporter

CNEQ0710: Mannitol-1-phosphate dehydrogenase, putative
CNMO01780: Meiotic recombination-related protein, putative
CNBO05670: Hypothetical protein

CNH02940: Hypothetical protein

CNCO03810: Hypothetical protein

CNNO01010: Malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating), putative
CNEQ03070: UVSB PI-3 kinase

CNCO01660: Cytokine inducing-glycoprotein, putative
CNF01380: D-hydantoinase (dihydropyrimidinase)
CNCO04420: Probable argininosuccinate lyase

CNI02030: Probable aspartokinase

162_1.seq.132

170_3.seq.044

CNF00610: Alpha-glucosidase, putative

CNHO00420: SD07712p

CNCO06440: Inositol 3-phosphate synthase

CNDO01200: Homocitrate synthase, putative

CNBB3710: Hypothetical protein

CNDO05980: Nucleoside transporter

CNAOQ3300: Hypothetical protein

CNBG0460: Hypothetical protein

CNMO02100: Expressed protein

CNCO03960: Phosphate transporter, putative

CNBO05660: Oxidoreductase, putative

CNBO04710: Aldehyde reductase

CNKO03270: Expressed protein

CNAO04330: Isovaleryl-CoA dehydrogenase 2, mitochondrial precursor, putative

CNBL2120: Hypothetical protein
CNF00200: Expressed protein

Down-regulated Genes

CNDO04840: Bud site selection-related protein, putative
CNMO01410: Hypothetical protein

CNCO04020: Conserved hypothetical protein

CNDO04540: Cytoplasm protein, putative

CNAOQ4770: Protein-tyrosine phosphatase cdc14 homolog
CNC02410: C-4 methyl sterol oxidase

CNI03990: Hypothetical protein

Classification

Secretion
Cell Wall
Replication
Hypothetical
Hypothetical
Hypothetical
Metabolism
Replication
Cell Wall
Metabolism
Metabolism
Metabolism
Hypothetical
Hypothetical
Metabolism
Replication
Metabolism
Metabolism
Hypothetical
Replication
Hypothetical
Hypothetical
Hypothetical
Secretion
Metabolism
Metabolism
Hypothetical
Metabolism
Hypothetical
Hypothetical

Cell Wall
Hypothetical
Hypothetical
Metabolism
Replication
Metabolism
Hypothetical

CNCO04600: CDP-diacylglycerol-glycerol-3-phosphate 3-phosphatidyltransferase Cell Wall

CNL05530: Hypothetical protein
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Tabela 11 - Validacio do microarranjo de 13F1 por RT-PCR em tempo real

Microarray QRT-PCR QRT-PCR Same pattern
FC* FC® FC-2 (up or down)
Microarray vs QRT-
Gene Gene Description H99-13F1 H99-13F1 H99-13F1 PCR?
CNI02030  Probable aspartokinase 2.53 091 1.00 No
CNDO01200  Homocitrate synthase, putative 2.20 0.51 0.58 No
CNDO05980 Nucleoside transporter 212 0.45 0.44 No
CNMO1780 Meiotic recombination-related protein 3.20 2.49 2.71 Yes
CNEO00710  Mannitol-1-phosphate dehydrogenase 3.23 245 2.73 Yes
CNE03070  UVSB PI-3 kinase 2.82 1.07 1.01 No
CNC02410  C-4 methyl sterol oxidase 0.46 0.85 0.96 No
CNC04420  Probable argininosuccinate lyase 2.63 1.25 0.97 No
CDP-diacylglycerol-glycerol-3-

CNC04600 phosphate 3-phosphatidyltransterase 0.43 0.98 1.11 No
CNC06440 Inositol 1-phosphate synthase 2.24 0.41 0.91 No
CNF00610  Alpha-glucosidase 235 1.63 2.11 Yes
CNAO04770  Protein-tyrosine phosphatase 0.47 0.76 0.99 Yes
CNNO1010  Malate dehydrogenase 2.90 0.31 0.67 No
CNB02680 Monosaccharide transporter 3.25 0.50 0.53 No

a=Fold Change, b= Quantitative real-time PCR
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Capitulo 3 — Estudo da relacdao entre Cryptococcus neoformans e

macroéfagos por citometria de fluxo

Este capitulo inclui trabalhos cujos focos sdo a fagocitose e a exocitose nao-litica de
C. neoformans por macrofagos. O primeiro ¢ um capitulo de um livro intitulado “Leucocytes:
Methods and Protocols” para a série “Methods in Molecular Biology”. Este capitulo descreve
detalhadamente o protocolo para trés ensaios usados para avaliar a interagdo entre
macréfagos e C. neoformans in vitro e ja foi submetido para publicagdao. O segundo trabalho
descreve uma metodologia alternativa de mensuracao da fagocitose de C. neoformans que foi
adaptada para quantificar a exocitose nao-litica in vitro e, pela primeira vez, demonstrar que

ela ocorre in vivo [128].
Materiais e Métodos

Cultura de C. neoformans
Neste trabalho foram utilizadas as linhagens H99, B3501 e CAP67. Mais detalhes sobre estas

linhagens de C. neoformans podem ser encontrados na Tabela 1.
Sondas e drogas

As sondas CMFDA, DDAO-SE, 7-AAD e Uvitex 2B foram utilizadas neste trabalho. Mais
informagdes sobre estas sondas podem ser encontradas na Tabela 2. Cloroquina, bafilomicina

A1 e cloreto de amonio foram comprados da Sigma.

Cultura de células de mamifero
Células J774 foram mantidas em meio de cultura celular (DME com 10% de soro fetal
bovino, 10% de meio NCTC 109, 1% de aminoacidos nao essenciais ¢ 1% de solucao de

penicilina e estreptomicina) a 37°C em 10% de COs,.
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Camundongos

Fémeas BALB/c obtidas do NCI (National Cancer Institute, EUA) foram usadas entre 6 ¢ 8
semanas de idade. MDMO foram preparados como descrito anteriormente. Para o
procedimento cirurgico de infeccdo intratraqueal os camundongos foram anestesiados por
injecdo intraperitoneal de ketamina e xilazina. Em seguida, a traquéia foi dissecada e uma
micro-seringa com volume total de 250 pL e agulha calibre 26 foi utilizada para puncionar a
traquéia e injetar 50 pL de suspensdo. Para coleta de lavado broncoalveolar, a traquéia de
camundongos sacrificados com CO, foi canulada com um cateter calibre 16, por meio do
qual dez lavagens de 1 mL cada de PBS com EDTA 1 mM foram feitas. Apds a lise de

hemacias as células foram lavadas e re-suspensas em PBS para as andlises descritas a seguir.

Fagocitose com CMFDA e DDAO-SE

Uma placa contendo células J774 confluentes foi marcada com 5 mL de PBS contendo 1 uM
de DDAO-SE durante 10 min. A marcacao de C. neoformans com CMFDA foi feita em PBS
contendo 10’ células por mL e 2 pM de CMFDA durante 30 min. As células de C.
neoformans coradas foram entdao adicionadas a pogos de placa de 24 pocos contendo células
J774 coradas em propor¢ao 1:1 e anticorpo 18B7 a concentracdo de 10 pg/mL. Pocos
controle incluiram células J774 e de C. neoformans coradas incubadas sozinhas. A placa foi
incubada a 37°C por 24 h e amostras coletadas 1 h, 2 h, 3 h e 24 h apos a infeccdo foram

analisadas por citometria de fluxo.

Citometria de fluxo
Neste trabalho, foram utilizados os citometros FACS Calibur, FACS Aria ¢ LSRII. Para
determinar os limites entre eventos positivos e negativos para cada corante e para realizar a

compensagao, foram analisados controles corados com cada uma das sondas (Figura 30).
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Quantificacao da exocitose nao-litica

Macrofagos corados com DDAO-SE foram incubados com C. neoformans corados com
CMFDA em propor¢ao de 1:10 em placas de petri contendo 18B7 a 50 ug/mL. Apds duas
horas, o meio foi removido e as células remanescentes na placa coradas com Uvitex 2B a
0,01% em PBS por um minuto. Apds lavagem com PBS, as células foram coletadas com
auxilio de 1 mL da solucdao Cellstripper (Cellgro Inc.), que contém quelantes de cations e
ajuda a descolar as células da placa. A suspensio das células foi entdo adicionada 1 pg/mL de
7-AAD e a amostra foi passada por filtro de 40 pm antes de ser analisada no citometro FACS
Aria. Para experimentos com as drogas que alteram o pH do fagossomo, as células J774
foram pré-tratadas com cloroquina a 10 pM, bafilomicina A1 a 100 nM ou cloreto de amonio
a 20 mM por 30 min antes da fagocitose. As drogas também estavam presentes no meio de
cultura durante a fagocitose € na incubagdo de 24 h apds a separacdo. Para experimentos de
exocitose ndo-litica in vitro, 120.000 macréfagos vivos contendo C. neoformans
internalizados foram separados de acordo com a estratégia mostrada na Figura 31 e
adicionados a um pogo de placa de 6 pogos contendo meio de cultura. As células foram entdo
incubadas por 24 h, coletadas com auxilio de Cellstripper e analisadas no mesmo citdometro.
Para experimentos de exocitose ndo-litica in vivo, 1.000.000 macréfagos com C. neoformans
vivos foram separados, centrifugados e re-suspendidos em 50 uL de PBS. Este volume foi
entdo injetado intra-traquealmente como descrito acima. Apds 24 h, as células foram
recuperadas junto com grande nimero de células do camundongo recipiente por lavagem

broncoalveolar e analisadas no mesmo citometro.

Microscopia com células vivas
Um total de 6 x 10* células J774 foram aderidas a placas de cultura com fundo de vidro
(MatTek) por 2 h. As células foram entdo infectadas com C. neoformans a razao de 1:10 em

presenca de 10 pg/mL de 18B7. Apds 2 h de incubagao a 37°C, as placas foram lavadas para
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remover c¢lulas ndo-aderidas e colocadas no sistema de incubagdo do microscépio Zeiss
Axiovert 200. As células foram mantidas a 37°C e 5% de CO, e imagens foram coletadas a
cada 4 min por 24 h com objetiva de 10x e contraste de fase. Quando necessario, as células
foram tratadas com 20 mM de cloreto de amonio antes e durante a incubagdo com C.

neoformans. As imagens coletadas foram analisadas com o software ImagelJ.

Resultados

A exocitose nao-litica de Cryptococcus neoformans de macréfagos ocorre in vivo e é
influenciada pelo pH do fagossomo

O primeiro passo para facilitar o estudo da fagocitose de C. neoformans foi o
aperfeicoamento de metodologias ja existentes de citometria de fluxo [129]. As células de C.
neoformans foram marcadas com o corante CMFDA, que forma ligacdes covalentes com
proteinas intracelulares [85]. J4 os macréfagos foram corados com DDAO-SE, que se liga
covalentemente a proteinas tanto intra quanto extracelulares. O uso destas duas sondas
resultou em coloragdo uniforme e facilmente observavel por citometria de fluxo (Figura 32).
Além disso, como as duas se ligam covalentemente a célula as coloragdes foram estaveis por
pelo menos 24 h (Figura 33). Experimentos controle mostraram que estes corantes ndo foram
toxicos para C. neoformans ou macrofagos e que testes de fagocitose utilizando estes dois
corantes tiveram resultados equivalentes aos obtidos com metodologias tradicionais (Figura

34).

Com essas duas sondas pode-se detectar macrofagos associados a C. neoformans, mas
ndo ¢ possivel diferenciar se o fungo foi fagocitado ou se ele esta somente aderido a
superficie do fagocito (Figura 35). Para resolver este problema, foi acrescentado ao protocolo
o corante Uvitex 2B, uma sonda especifica para quitina da parede celular de fungos que por

ser incapaz de penetrar membranas marca apenas os fungos que ndo estdo completamente
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internalizados [86]. Também foi adicionado o corante de DNA 7-AAD, que permite
diferenciar células vivas e mortas por ser incapaz de penetrar a membrana intacta das células
vivas [85]. Como a intensidade da fluorescéncia de 7-AAD ¢ diretamente proporcional a
quantidade de DNA, a marcagio de macrofagos (genoma de 2,5 x 10° pares de base [130]) foi
muito mais eficiente do que a de C. neoformans (genoma de 2 x 10" bases [81]) e portanto 7-
AAD marcou somente macrofagos mortos (Figura 36). Quando usadas em conjunto, estas
quatro sondas tornaram possivel detectar a associa¢do e internaliza¢do de C. neoformans por

macréfagos e avaliar a viabilidade destes (Figura 37).

Em seguida, o método foi modificado para permitir a quantificagdo do fendmeno de
exocitose nao-litica (Figura 38). O mesmo ensaio de fagocitose ¢ feito, mas as células sao
submetidas a separagdo por citometria de fluxo (“sorting”) para purificar uma populagdo de
macréfagos vivos contendo C. neoformans em seu interior. Depois de 24 h incubadas em
cultura, as células sdo analisadas mais uma vez para quantificagdo da proporcao delas que
continua viva, mas que ndo tém mais fungos internalizados, exatamente o efeito da exocitose
nao-litica. A separagdo por citometria de fluxo aumentou drasticamente a pureza, definida
como a porcentagem de macrofagos com C. neoformans internalizado, de em média 42,7%
para 91,0% (Figura 39, painel A). Este valor de pureza apds a separacdo foi calculado em
todos os experimentos para descontar do resultado final células que iniciaram a incubagao de

24 h ja sem nenhum fungo internalizado.

Os resultados obtidos com esta metodologia foram comparaveis aos resultantes do
teste convencional de microscopia oOptica (Figura 39, painel B). A média obtida por
citometria de fluxo, de 29%, foi mais alta do que a obtida nos nossos experimentos de
citometria (12,6%). Porém, este valor foi um pouco mais proximo do obtido em dois
trabalhos publicados anteriormente em que a taxa de exocitose ndo-litica foi medida em

condi¢des semelhantes, de 18,3% [53] € 26,7% [52]. Outra diferenga importante entre os dois
98



métodos foi a taxa de lise de macrofagos. Nos experimentos de citometria, em média 27,3%
do macrofagos eram positivos para 7-AAD; em comparagdo, somente 1 de 477 macrofagos

analisados em trés experimentos de microscopia havia softrido lise.

Para validar a metodologia, foram feitos alguns testes adicionais. Para mostrar que os
macréfagos que se tornaram CMFDA-negativos ndao haviam simplesmente matado o fungo e
digerido o corante, foi feito um experimento de exocitose nao-litica com fungos que foram
mortos logo apos a coloragdo com CMFDA. Mesmo nesta situagdo extrema em que os fungos
passaram 24 h mortos e expostos ao fagolisossomo, a maioria deles continuou CMFDA-
positiva (Figura 40). Outro aspecto importante deste experimento ¢ que ele demonstrou uma
queda na taxa de exocitose nao-litica com C. neoformans mortos, reproduzindo resultados de
estudo antecedentes [51, 52]. Outra explicagdo alternativa para os dados obtidos ¢ de que
macréfagos se tornem CMFDA-negativos porque durante a divisdo celular o fagossomo
contendo todos os fungos internalizados pode ser transferido para uma Unica célula
(replicagao tipo I). Como a divisdo celular também leva a divisao de DDAO-SE entre as duas
c€lulas, os macréfagos que tenham passado por divisdo tém necessariamente fluorescéncia
menor neste canal. NOs entdo re-analisamos cinco experimentos com células J774 e quatro
com macrofagos primdrios, que nao se replicam com a mesma frequéncia que células J774,
para avaliar este fendmeno. A fluorescéncia de DDAO-SE diminuiu durante as 24 h de
incubacdo nos dois tipos celulares; entretanto, como esperado a diminui¢ao foi muito maior
em células J774 (Figura 41, painel A). Comparando-se a taxa de exocitose ndo-litica medida
somente nas células que ndo tinham diminuido a fluorescéncia de DDAO-SE (e portanto nao
replicaram) com a taxa medida em todas as células, os valores obtidos foram mais baixos em
células J774 mas nao em MDMO (Figura 41, painel B). Isto indica que uma parte dos eventos

contados como exocitose nao-litica ¢ de fato replicacdo tipo I. Outro resultado interessante
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deste experimento ¢ que a taxa de exocitose ndo-litica medida nas células que ndo replicaram

foi muito proxima da observada com MDMO.

Com a validagao da técnica, ela foi utilizada para estudar o efeito de drogas que
alteram o pH do fagossomo nas taxas de exocitose nao-litica. O inibidor de ATPase vacuolar
bafilomicina Al diminuiu ligeiramente a frequéncia da exocitose ndo-litica de 24,7% para
22,5%, enquanto as bases fracas cloroquina e cloreto de amoOnio a aumentaram
respectivamente para 29,4% e 48,1% (Tabela 12). Estes resultados foram semelhantes aos
descritos por Ma e colaboradores, que descreveram um aumento de taxa de exocitose nao-
litica por cloroquina e uma diminui¢do causada por concanamicina A, analoga a bafilomicina

[51].

Por fim, a metodologia de exocitose nao-litica foi mais uma vez adaptada, desta vez
para medir a ocorréncia do fendmeno durante a infeccdo de camundongos. O desenho
experimental, esquematizado na Figura 42, inclui novamente separar macrofagos vivos
contendo C. neoformans ingeridos. A diferenca foi que além de serem incubadas in vitro, as
células separadas foram também injetadas na traquéia de camundongos. Apds 24 h, as células
foram coletadas dos camundongos por lavagem broncoalveolar e analisadas junto com as que
foram incubadas in vitro (Figura 43). Em contraste com o experimento in vitro, um controle
feito com macrofagos e C. neoformans nao-corados foi necessario para determinar uma
regido que incluiu 99,9% dos macrofagos injetados e excluiu 70-85% dos macréfagos do
camundongo hospedeiro. A andlise dos dados revelou que a exocitose ndo-litica ocorreu com

maior frequéncia in vivo (44,83%) do que in vitro (9,55%) (Tabela 13).

Discussao
O macrofago ¢ uma das células efetoras mais importantes na resposta imune contra C.

neoformans [131]. Os métodos mais utilizados para estudar a interacdo entre estas duas
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células, entretanto, sdo trabalhosos, demorados e por vezes muito subjetivos. O uso de
citometria de fluxo ja havia sido proposto anteriormente [129], mas o método desenvolvido
apresentava limitagdes tais como usar apenas células de C. neoformans mortas, s servir para

estudos com duragdo de no méximo 3 h e nao avaliar a viabilidade do macréfago.

Tendo isto em mente, foi desenvolvido um novo método utilizando quatro corantes
fluorescentes capaz de medir acuradamente diversos parametros como a adesdo e a
internalizacao do fungo pelo macrofago e a viabilidade do fagdcito em um unico teste, além
de poder ser usado em testes com duracdo de pelo menos 24 h. O impacto do uso de
citometria de fluxo foi ainda maior no estudo da exocitose ndo-litica. Normalmente um
experimento de microscopia com células vivas leva 24 h para coletar imagens de
aproximadamente 200 células em uma unica condi¢do experimental. Apds a compilacao do
filme, cada uma dessas células tem que ser observada individualmente para determinar se
ocorreu a exocitose nao-litica. Em comparacgdo, experimentos feitos por citometria de fluxo
testam quatro diferentes condigdes experimentais simultaneamente, com dezenas de milhares

de células avaliadas num periodo de 24 h.

Patogenos intracelulares como Listeria monocytogenes [132], adenovirus sorotipo 7
[133] e Francisella tulariensis [134] dependem de acidificag¢do para escapar do fagossomo, o
que levou a hipotese de que a exocitose ndo-litica também pudesse depender do pH do
fagossomo. Para testar isso foram utilizados trés agentes neutralizadores do fagossomo: a
cloroquina e o cloreto de amonio, duas bases fracas que se acumulam em organelas acidicas e
aumentam seu pH, e a bafilomicina Al, um inibidor da ATPase lisossomal responsavel pelo
transporte de protons para dentro do fagossomo. Apesar de os trés agentes resultarem na
neutralizacdo do fagossomo, seus efeitos na exocitose ndo-litica foram opostos: as bases

fracas aumentaram a ocorréncia de exocitose ndo-litica, enquanto a bafilomicina Al
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diminuiu. Este resultado pode ter sido causado por efeitos das drogas no préoprio fungo, uma

vez que a cloroquina tem multiplos efeitos contra C. neoformans [37, 135, 136].

A exocitose ndo-litica pode ter um papel importante durante a infec¢do. Como a
célula hospedeira nao ¢ lisada, ndo ocorre liberagdo de conteudo intracelular com
consequente resposta inflamatoria, o que pode auxiliar na dispersdo do fungo para outros
orgaos [51]. Além disso, a exocitose nao-litica pode participar do processo de invasdao do
sistema nervoso central por um mecanismo de cavalo de tréia, pelo qual o fungo atravessa a
barreira hematoencefalica dentro de uma célula do hospedeiro para subsequentemente causar
meningoencefalite [137]. Entretanto, estas especulagdes ndo podem ser provadas diretamente
pela impossibilidade técnica de se filmar a interacdo entre macrofagos e C. neoformans in
vivo. Para lidar com esta importante questdo, o método citométrico foi adaptado para medir
exocitose nao-litica de macrofagos primdrios dentro do pulmdo de camundongos. O
experimento demonstrou nao sé que a exocitose ndo-litica realmente ocorre in vivo, mas
aparentemente em uma frequéncia muito maior do que a observada in vitro. Este resultado
reforga a importancia da exocitose nao-litica na interagao entre C. neoformans e o hospedeiro
e abre portas para futuros experimentos que possam detalhar sua participacdo na

criptococose.
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Figura 30 — Controles e compensacio

(A) Macrofagos nao-corados. (B) C. neoformans corado com CMFDA. (C) Macrofagos
corados com DDAO-SE. (D) C. neoformans corado com Uvitex 2B. (E) Macrofagos corados
com 7-AAD. Para este controle as células foram fixadas com formalina a 10% antes da
colora¢do. As colunas 1 e 2 mostram a fluorescéncia antes da compensagdo, enquanto as
colunas 3 e 4 mostram apos a compensacao.
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Figura 31 — Estratégia de separaciio por citometria de fluxo para o ensaio de exocitose nao-litica

Macrotagos corados com DDAO-SE sao incubados com C. neoformans corado com CMFDA
e em seguida corados com 7-AAD e Uvitex 2B para gerar as amostras. (A) A primeira regido
¢ desenhada em um grafico FSC-A x SSC-A para selecionar macrofagos. (B) Um grafico
FSC-W x FSC-H ¢ entdo utilizado para eliminar ‘doublets’, eventos em que duas células
estdo proximas o suficiente para parecerem uma so. (C) Em seguida um grafico CMFDA x
DDAO-SE permite selecionar somente os macrofagos associados a C. neoformans. (D) Por
fim, uma regido 7-AAD-negativa e Uvitex 2B-negativa ¢ usada para separar somente
macréfagos vivos que tenham internalizado células de C. neoformans.
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Figura 32 — Analise de células
J774 e de C. neoformans corados
com varias sondas

Esta figura —mostra os
controles feitos com cada um
dos corantes individualmente
apo0s compensacao. (A) J774
+ DDAO-SE. (B) C
neoformans + CMFDA. (C)
J774 + 7-AAD. (D) C.
neoformans + Uvitex 2B.
Para o controle com 7-AAD

as células J774 foram
previamente fixadas com
paraformaldeido a 1% e
permeabilizadas com

saponina a 0,1% para simular
células mortas.
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Figura 33 — Estabilidade da coloracio com CMFDA e DDAO-SE

Células J774 coradas com DDAO-SE e C. neoformans corado com CMFDA foram incubados
individualmente em meio de cultura a 37°C e 10% CO; e coletados em diferentes tempos
para andlise por citometria de fluxo. Os graficos acima mostram a porcentagem de células
que continuavam positivas para o corante, enquanto os graficos abaixo mostram a
fluorescéncia média das células.
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Figura 34 — Validacio do método citométrico

(A) Células J774 foram coradas com DDAO-SE em placas de petri, coletadas e plaqueadas
em meio de cultura. Apdés 2 h a viabilidade das células coradas e controles ndo corados foi
determinada por microscopia com o corante vital azul de tripano. (B) Suspensodes de C.
neoformans foram coradas com CMFDA, diluidas e plaqueadas para contagem de unidades
formadoras de colonia em paralelo a um controle tratado somente com DMSO. (C)
Macrofagos e C. neoformans foram incubados na presenca de 18B7 e a porcentagem de
macrofagos associados a C. neoformans quantificada pelo método citométrico e pelo método
tradicional de microscopia apds coloragdo com Giemsa. Nos trés painéis as barras
representam a média e o erro padrao da medida. A significincia estatistica foi calculada pelo
teste # de Student.
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Figura 35 — Teste de fagocitose com C. neoformans encapsulado e acapsular

Células J774 coradas com DDAO-SE foram incubadas com C. neoformans B3501
(encapsulado) ou CAP67 (acapsular) na presenga de 18B7. Como esperado devido ao fato de
o anticorpo nao se ligar a CAP67, houve menor associa¢do entre macrofagos e este mutante.
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Figura 36 — Marcacio de macrofagos e C. neoformans mortos por 7-AAD

Macrotagos foram infectados com C. neoformans vivos (A) ou mortos (B) de acordo com a
Figura 40. Os graficos CMFDA x DDAO-SE foram usados para desenhar regides contendo
somente macrofagos ou somente C. neoformans. Os trés graficos a direita mostram que ha
uma grande diferenca entre macréfagos vivos e mortos e que esta diferenga é pequena no
caso de C. neoformans.
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Figura 37 — Teste de fagocitose por citometria de fluxo

(A) Graficos de citometria tipo “density plot” mostrando o resultado de um ensaio de
fagocitose. O grafico a esquerda mostra em sentido horario partindo do canto superior
esquerdo trés populacdes: macrofagos sozinhos, macrofagos associados a C. neoformans e
células de C. neoformans sozinhas. Os eventos do quadrante superior direito sdo entdo
analisados no grafico a esquerda, que mostra: (a) macroéfagos vivos com C. neoformans
internalizado; (b) macréfagos mortos associados a C. neoformans; (¢) macréfagos vivos com
C. neoformans aderido a superficie. (B) Representacao esquematica dos graficos do painel A.
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Figura 38 — Medicao de exocitose nio-litica por citometria de fluxo

Graficos mostrando os trés passos para realizacao do teste de exocitose ndo-litica. As células
coradas sdo incubadas e submetidas a separagdo (“sorting”) para isolar uma populagdo de
macrofagos vivos com C. neoformans internalizado. Estas células sdo analisadas
imediatamente apds a separagdo para avaliar a eficiéncia do processo e incubadas por 24 h até
nova analise, na qual eventos correspondentes a macréfagos vivos sem C. neoformans sao
contados com exocitose ndo-litica.
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Figura 39 — Validacio do teste citométrico de exocitose nao-litica

(A) Porcentagem de macrofagos que possuem células de C. neoformans internalizadas
(DDAO-SE-positivo, CMFDA-positivo, Uvitex 2B-negativo) antes e logo depois da
separacao por citometria de fluxo. (B) Compara¢ao dos resultados citométricos com trés
conjuntos de experimentos semelhantes feitos por microscopia. Os dois a direita sdo re-
analise de dados ja& publicados [52, 53]. As barras representam a média de 3 a 15
experimentos independentes. Os numeros abaixo dos rotulos representam o numero de
eventos de exocitose ndo-litica e o nlimero total de macroéfagos em todos os experimentos
combinados.
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Figura 40 — Exocitose nao-litica de C. neoformans mortos

Células de C. neoformans foram coradas com CMFDA e separadas em duas fragdes, em uma
das quais as cé¢lulas de C. neoformans foram mortas em banho a 65°C por 30 min. As duas
amostras foram entdo usadas em testes de exocitose ndo-litica por citometria de fluxo. (A)
Andlise da fluorescéncia de CMFDA das células de C. neoformans mortas internalizadas.
Cada grafico acima mostra a regido desenhada em torno de todos os macrofagos, enquanto
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cada grafico abaixo mostra o histograma de CMFDA desta populacao. Mesmo apos 24 h,
75% das células de C. neoformans mortas continuam positivas para CMFDA. (B)
Quantificacdo de exocitose ndo-litica com C. neoformans vivos ou mortos. A amostra
anterior a separacdo revela uma reducdo drastica da fluorescéncia de CMFDA apds a
fagocitose, que expdes o fluordforo sensivel a pH CMFDA aos ambiente acidico do
fagolisossomo. A amostra de 24 h demonstra uma diminui¢do nas taxas de exocitose nado-
litica com C. neoformans mortos.
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Figura 41 — Replicacdo de macrofagos e exocitose nio-litica

Os cinco experimentos com cé¢lulas J774 mostrados na Figura 34 foram comparados com
quatro experimentos feitos com MDMO. Culturas de J774 duplicam pouco mais de uma vez
em 24 h, enquanto MDMO replicam muito pouco. (A) Queda da intensidade de fluorescéncia
de DDAO-SE entre a separacao ¢ a analise 24 h depois. (B) A taxa de exocitose nao-litica foi
comparada entre todos os macrdéfagos e s6 aqueles em que a fluorescéncia de DDAO-SE
continuava tdo alta quanto a medida imediatamente apds a separacdo (DDAO-SE alto). As
barras representam média e erro padrdo. A significancia estatistica foi calculada por teste ¢
pareado.
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Figura 42 — Esquema do experimento de exocitose nio-litica in vivo

O lado esquerdo da figura mostra os passos para obtengao das amostras que geraram os dados
de exocitose ndo-litica in vivo. O lado direito representa esquematicamente os graficos de
citometria de fluxo mostrados na figura 3.14. O experimento comega pela cole¢do de medula
0ssea do camundongo 1, usada para diferenciacdo de macrofagos primarios (a). Uma parte
destes macrofagos ¢ entdo marcada com DDAO-SE, incubada com CMFDA-C. neoformans
opsonizado por 18B7 e em seguida corada com Uvitex 2B e 7-AAD para separacdo de
macrofagos contendo C. neoformans internalizados (b). As células separadas sdo entdo
plaqueadas em meio de cultura (c) ou injetadas intra-traquealmente no camundongo 2 (d). Em
paralelo, outra parte dos macréfagos ndo-corados ¢ usada para fazer um controle negativo.
Estas células sdo incubadas com C. neoformans nao-corado (e) e injetadas no camundongo 3
(f). Apos 24 h, os macrofagos que haviam sido plaqueados sdo coletados e lavagem
broncoalveolar ¢ feita nos camundongos 2 e 3 para gerar as amostras “in vitro”, “in vivo” e
“controle”, respectivamente. A amostra “in vitro” gera resultados similares aqueles
observados na Figura 38, com uma regido menor no grafico a direita mostrando macrofagos
que passaram por exocitose nao-litica. Além disso, por conter somente macréfagos marcados,
esta amostra permite desenhar outra regido que inclui todos os macréfagos corados. Por outro
lado, as amostras “in vivo” e “controle” tém milhares de macrofagos injetados misturados a
milhoes de células e restos celulares do camundongo recipiente. Uma pequena fracdo destas
células do camundongo recipiente ¢ altamente autofluorescente e acaba caindo na regido
DDAO-SE-positiva no grafico a esquerda. Entretanto, como estes eventos também sao
altamente fluorescentes nos outros canais, a maioria deles ¢ excluida da analise pela regido
maior desenhada na amostra “in vitro”.
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Figura 43 — Exocitose nio-litica in vivo

Veja a Figura 42 para um esquema que ajuda a interpretar este experimento. (A) “In vitro”.
(B) “In vivo”. (C) “Controle”. Este teste foi repetido duas vezes e as taxas de exocitose sdo

mostradas na Tabela 13.



Tabela 12 — Efeito dos compostos neutralizadores na taxa de exocitose nio-litica

Macrofagos Exocitose  Porcentagem p'
Citometria de fluxo
Nao-tratado 84,333 20,819 24.7%
Bafilomicina A1 100 nM 28,017 6,294 22.5% <0.0001
Cloroquina 10 pM 126,100 60,688 48.1% <0.0001
NH4CI1 20 mM 78,794 23,147 29.4% <0.0001
Microscopia
Nao-tratado 477 60 12.6%
NH4CI1 20 mM 547 87 15.9% 0.1542

*Citometria de fluxo: n = 2; microscopia: n = 3. Os resultados de todas as réplicas foram
combinados.

"Valor de p calculado usando o teste do qui-quadrado com correcio de Yates.
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Tabela 13 — Comparacio das taxas de exocitose nio-litica in vitro e in vivo

Macrofagos™ Exocitose = Porcentagem p'
In vitro 52,879 5,049 9.55% -
In vivo 520 233 44.83% p<0.0001

sk ¢~
n = 2 para cada condigao.

"Valor de p calculado usando o teste do qui-quadrado com correcio de Yates.
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Capitulo 4 — Papel da autofagia do macréfago na resposta imune a

infeccao por Cryptococcus neoformans

Os experimentos descritos neste capitulo baseiam-se na hipdtese de que a autofagia do

macrofago participa da resposta imune a C. neoformans.
Materiais e Métodos

Linhagens e reagentes

Neste trabalho foram usadas as linhagens de C. neoformans H99, B3501, 24067 ¢ CAP67 e
células J774. O plasmidio de expressio pEGFP-LC3, que contém EGFP fusionada ao
marcador de autofagossomos LC3, foi cedido pelo Dr. Noboru Mizushima, Tokyo Medical

and Dental University, Japao.

Animais

Camundongos C57/BL6 foram usados entre 6 ¢ 8 semanas de idade para se obter macrofagos
peritoneais por meio de lavagem peritoneal. Camundongos ATGS5flox, com nocaute
condicional de ATGS em células mieldides [99], foram obtidos com o Dr. Herbert Virgin,
Washington University at Saint Louis, EUA. Camundongos nocaute (Cre+) e controles (Cre-)
foram obtidos por cruzamento de um animal ATG5flox”"/LyzCre” com outro
ATG5ﬂ0x+/+/LyZCre+/'. Bidpsias foram coletadas dos filhotes entre 8 e 21 dias de idade para
extracdo de DNA e genotipagem por PCR, como descrito anteriormente [99, 138]. MDMO
foram obtidos incubando células tronco de medula 6ssea dos camundongos em meio DME

suplementado com 20% de meio condicionado de 1.929 durante 7 dias.

Experimentos de sobrevivéncia. Para infeccdo intra-peritoneal, 500 uL de suspensdes em
PBS de C. neoformans H99 contendo entre 10° ¢ 107 células foram injetadas na cavidade

peritoneal utilizando uma seringa de 1 mL. Para o procedimento cirirgico de infecgdo
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intratraqueal os camundongos foram anestesiados por inje¢@o intraperitoneal de ketamina e
xilazina. Em seguida, a traquéia foi dissecada e uma micro-seringa com volume total de 250
pL e agulha calibre 26 foi utilizada para puncionar a traquéia e injetar 50 pL de suspensao.
As doses de infecgdo variaram entre 2,5 x 10* ¢ 10° células de C. neoformans por animal. A
incisdo foi fechada com o adesivo veterinario VetBond (3M). Os animais infectados foram

observados diariamente e sacrificados por inalagao de CO; em caso de sofrimento severo.

Carga fungica e dosagem de citocinas. Camundongos ATGS5 Cre+ e Cre- foram infectados
por via intratraqueal com 10° células de C. neoformans H99 e sacrificados apés 3, 7 e 14 dias.
Os pulmoes e cérebros foram dissecados € homogenizados em PBS estéril. As suspensdes
resultantes foram diluidas e quatro dilui¢cdes plaqueadas em meio Sabouraud para contagem
de unidades formadoras de colonias. Para dosagem de citocinas, foi adicionado um coquetel
de inibidores de protease (Roche) aos homogenizados de pulmao do dia 14 logo ap6s serem
coletadas amostras para contagem de UFC. As amostras foram usadas no experimento para

dosagem de citocinas descrito abaixo. O experimento foi feito com cinco camundongos por

grupo.

Histopatologia. Camundongos ATG5flox Cre+ e Cre- foram sacrificados por inalacdo de
CO, e exsanguinagio nos dias 3, 7 e 14 apos infec¢do intratraqueal com 10° células de C.
neoformans H99. Os pulmdes, figado, baco e cérebro foram dissecados, fixados em
formalina, incluidos em parafina, seccionados e corados com hematoxilina e eosina. Para
estudos de imunohistoquimica, foi utilizado um anticorpo contra a proteina Ym-1 (R&D
Systems) seguido por secundario conjugado a peroxidase e deteccdo com DAB. As laminas
foram avaliadas semi-quantitativamente por uma patologista veterinaria. Foram usados cinco

camundongos por grupo.
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RNAI contra ATGS

Interferéncia de RNA foi utilizada para diminuir a expressdo de ATGS, um gene essencial
para autofagia [139]. Células J774 foram transduzidas com cinco clones de shRNA contra
ATGS, assim como um shRNA controle sem nenhum alvo no genoma de camundongo. As
células transfectadas foram selecionadas e mantidas em meio contendo 5 pg/mL de
puromicina. A eficiéncia de interferéncia foi quantificada por western blot usando anticorpo
policlonal de coelho contra ATGS de camundongo (Santa Cruz Biotechnology) seguido por
detec¢do com peroxidase (HRP) e quimioluminescéncia (Thermo Scientific). Como controle
constitutivo, foi utilizado um anticorpo monoclonal contra B-actina. Como a eficiéncia de
interferéncia com ATGS5 ndo foi muito alta, as células transfectadas foram clonadas por

diluicao limitante e os clones com menor expressao de ATGS selecionados (Figura 1).

Interacao entre macréfagos e C. neoformans

Para estudar a interacdo entre C. neoformans e macrofagos foram utilizados trés testes
diferentes. Para avaliar a viabilidade do fungo, 2,5 x 10* células J774 foram plaqueadas em
cada poco em placas de 96 pocos. As células foram mantidas em meio de cultura
suplementado ou ndo com 100 U/mL de IFN-y recombinante (Roche) e 500 ng/mL de LPS
(Sigma). Apos 24 h, as células foram infectadas com C. neoformans a razdo de 1:1 na
presenca de 10 pg/mL de 18B7 ou 20% de soro de camundongo (Pel-Freez). Apos 2 h ou
24h, as células J774 foram lisadas com &gua destilada e o niumero de células viaveis
determinado por diluicao e plaqueamento em meio Sabouraud. Para avaliar a fagocitose ¢ a

exocitose ndo-litica, foram usados os testes citométricos descritos no capitulo anterior.

Dosagem de citocinas
Células J774 transduzidas com shRNA contra ATGS5 foram infectadas em placas de petri com
C. neoformans a taxa de 1:10 na presenga de 10 pg/mL de 18B7. Apos 24 h, o sobrenadante

das culturas foi coletado, centrifugado e filtrado a 0,2 pm. Além disso, foram também
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utilizadas amostras de pulmdes homogenizados dos camundongos infectados com C.
neoformans descritos acima. Para dosagem de citocinas, foi utilizado um sistema de
microesferas (Luminex) com reagentes para 22 citocinas e quimiocinas: G-CSF, GM-CSF,
IFN-y, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-

9, IP-10, KC, MCP-1, MIP-10, RANTES e TNF-a (Millipore).

Microscopia de fluorescéncia

Células J774 ou macrofagos primarios foram plaqueados em placas de 35 mm com fundo de
vidro (MatTek) e aderidas durante 24 h. As cé¢lulas foram entdo infectadas com C.
neoformans a razodes de 1:1 ou 1:10 e co-incubadas entre 15 min e 24 h. Como opsoninas
foram utilizados 18B7 a 10 pg/mL ou soro de camundongo. Apds o intervalo de incubagdo,
as células foram fixadas e permeabilizadas com metanol a -20°C por 10 min e coradas com
anticorpo policlonal de coelho contra LC3 de camundongo (Santa Cruz Biotechnology),
seguido por secundario conjugado a FITC. Em alguns experimentos foi também utilizado
Uvitex 2B para marcar a parede fungica. Depois de coradas, as amostras foram montadas em
meio de montagem (0,1 M de propilgalato em 50% glicerol/PBS) e observadas nos

microscopios Olympus, Zeiss ou Leica SP2.

Microscopia confocal com células vivas

Células J774 foram submetidas a transfec¢do transiente com pEGFP-LC3 utilizando o
reagente Lipofectamine 2000 (Invitrogen). As células transfectadas foram transferidas para
placas com fundo de vidro 24 h apés a transfecgdo e infectadas com C. neoformans marcado
com DDAO-SE ou CM-SNARF apods mais 24 h. As placas foram acomodadas em estagio a
37°C e com 5% de CO, no microscopio Perkin-Elmer descrito anteriormente. A infec¢do a
razao de 1:10 na presenca de 10 pg/mL de 18B7 foi feita na mesma hora em que a coleta de

imagens comecou.
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Analise de imagens

As imagens de epifluorescéncia foram analisadas com os programas AxioVision, Image] e
Photoshop. Deconvolugao foi feita com um algoritmo iterativo no programa AxioVision. As
imagens coletadas no microscopio confocal Perkin-Elmer foram todas ajustadas em contraste
e brilho para melhorar o sinal fraco. As imagens foram reconstruidas tri-dimensionalmente

com o software VOXX 2.

Microscopia eletronica de transmissao

Células J774 crescidas em placas de 6 pocos por 24 h foram infectadas com C. neoformans a
razao de 1:1 na presenca de 10 pg/mL de 18B7. Apo6s 12 h, as células foram fixadas com
2,5% de glutaraldeido em tampdo de cacodilato de s6dio 0,1M, pds-fixadas com 1% de
tetroxido de 6smio seguido por 2% de acetato de uranila, desidratadas em etanol e incluidas
em resina LX112 (LADD Research Industries). Se¢des ultrafinas foram feitas em
ultramicrétomo Reichert Ultracut UCT, coradas com acetato de uranila seguido por citrato de

chumbo e observadas em microscépio eletronico de transmissao JEOL 1200EX a 80 kV.

Analise estatistica

Os testes de viabilidade de C. neoformans, de dosagem de citocinas e de carga fingica foram
analisados por ANOVA com pos-teste de Bonferroni. Os experimentos de exocitose nao-
litica foram analisados pelo teste exato de Fisher. Os experimentos de sobrevivéncia foram
analisados individualmente pelo teste Log-rank de Mantel Cox e unidos por regressao de
riscos proporcionais de Cox. As andlises estatisticas foram feitas com os programas

Graphpad Prism e IBM SPSS.
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Resultados

Multiplos papéis para a autofagia do macrofago na resposta imune a Crypftococcus
neoformans

Para testar se a autofagia tem algum papel na resposta imune de macrofagos contra C.
neoformans, cé€lulas J774 foram transduzidas com vetores lentivirais contendo diferentes
RNAs de interferéncia (shRNAs) contra ATGS, um gene essencial para autofagia [140]
(Figura 44). Estas células foram entdo utilizadas em testes de viabilidade de C. neoformans,
nos quais o numero de leveduras viaveis apos a infeccao dos macrofagos ¢ determinado por
contagem de unidades formadoras de colonias. Como mostrado na Figura 45, a inibi¢do da
autofagia gera uma diminui¢ao dose-dependente da capacidade do macrdéfago restringir a
replicacdo intracelular de C. neoformans. Este efeito ocorreu independente da opsonina
utilizada. Entretanto, o efeito s6 foi observado apos um periodo de 24 h de infeccao, nao
havendo diferenca em experimentos realizados com 2 h de infec¢do. Quando as células J774
foram ativadas com IFN-y e LPS antes e durante a igfex ndo foi possivel avaliar o

experimento porque as células perderam completamente sua fun¢io antifingica.

Em seguida, foram feitos experimentos de imunofluorescéncia para determinar se o
marcador de autofagossomos LC3 se localiza na membrana de fagossomos contendo o fungo.
Como descrito em varios outros tipos celulares [141], a LC3 estd presente tanto a forma
inativa LC3-I dispersa por todo o citoplasma do macréfago como a forma ativa LC3-1I em
pequenos autofagossomos. Além disso, o marcador de autofagossomos foi também detectado
envolvendo células de C. neoformans fagocitadas (Figura 46, painel A). Fagossomos LC3-
positivos foram encontrados em amostras preparadas em todos os tempos de infeccdo,
variando entre 15 min e 24 h. A propor¢ao de macrofagos em que o fungo internalizado se
encontrava em vacuolos LC3-positivos variou bastante entre diferentes experimentos. Em

geral, estas estruturas eram observadas em menos de 10% dos macréfagos que haviam feito
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fagocitose, e a frequéncia foi maior no tempo de 12 h de infec¢gdo. Em contraste com os
experimentos de viabilidade de C. neoformans, o acaimulo de LC3 no fagossomo contendo C.
neoformans s6 foi observado quando o fungo foi opsonizado com anticorpos (Figura 46,
painel C). Macrofagos peritoneais foram também usados em experimentos de
imunofluorescéncia para detecgdo de LC3. Como observado com células J774, o marcador

pode ser detectado em fagossomos contendo C. neoformans (Figura 46, painel C).

Para entender como se forma o vactiolo LC3-positivo ao redor de C. neoformans,
foram feitos experimentos de microscopia confocal com células J774 vivas transfectadas com
um plasmideo que leva a expressao de LC3 fusionada a proteina verde fluorescente EGFP
[141]. Filmes feitos com estas células infectadas com C. neoformans mostram que o vacuolo
contendo C. neoformans adquire LC3 por fusdo sequencial com pequenos autofagossomos
(Figura 47). Como em alguns destes experimentos foi incluido o marcador de endossomos 10
kDa Dextran-Texas Red, foi possivel observar que o fagossomo contendo C. neoformans ja
era havia se fundido com lisossomos antes da fusdo com autofagossomos. Além disso, o
marcador endossomal também sugeriu que estes autofagossomos que se fundiram ainda nao

haviam se maturado e transformado em autofagolisossomos.

Para observar se o vactolo contendo C. neoformans apresentava outras caracteristicas
de autofagossomos, células J774 infectadas com o fungo foram examinadas por microscopia
eletronica de transmissdo. Em nenhuma das células observadas foram encontradas
membranas duplas ao redor de C. neoformans, caracteristicas de autofagossomos. Entretanto,
foram observadas pequenas vesiculas com caracteristicas de autofagia proximas a ou se

fundindo com o vactiolo contendo C. neoformans (Figura 48).

Durante os experimentos de imunofluorescéncia contra LC3, foram observadas

células de C. neoformans que ndo estavam associadas a nenhum macrofago, mas que ainda
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assim estavam recobertas com LC3 (Figura 49, painel A). Para confirmar este resultado,
macrofagos foram infectados com C. neoformans opsonizado com anticorpo e lavados apos
duas horas de infec¢@o para remover a maior parte das leveduras ndo-fagocitadas. Apods 24 h,
o sobrenadante contendo células de C. neoformans exocitadas foi coletado e processado para
imunofluorescéncia contra LC3. Mais uma vez, foram observadas leveduras sem nenhuma
associagdo com macrofagos marcadas com uma camada de LC3 na superficie da cépsula
(Figura 49, painel B). Um controle onde o anticorpo contra LC3 foi omitido ndo mostrou
marcac¢do, indicando que o anticorpo secundario ndo estava ligando inespecificamente nem
reconhecendo o 18B7 usado como opsonina. Além disso, experimentos de western blot

demonstraram que o anticorpo nao reconhece LC3 do fungo (dados nao-mostrados).

Este resultado se assemelha a observagdes feitas com particulas virais de poliovirus,
que saem da célula hospedeira envoltas em uma membrana LC3-positiva de forma nao-litica
[142]. Devido a semelhanga entre esta estratégia de exocitose viral € a exocitose ndo-litica de
C. neoformans, esta observacao levou a hipdtese de que a autofagia estaria envolvida na
exocitose nao-litica. Para testar isso, foi utilizada a metodologia citométrica de quantificagao
da exocitose nao-litica descrita no capitulo anterior com as células J774 transduzidas com
ShRNA contra ATGS5. Como mostrado na Tabela 14, células transduzidas com dois sShRNAs

tiveram menores taxas de exocitose nao-litica.

Além de fagocitarem o fungo e restringirem seu crescimento, macréfagos também
auxiliam na resposta imune contra C. neoformans liberando mediadores inflamatorios
soluveis. Para testar se este aspecto da resposta imune também tem a participacdo da
autofagia, vinte e duas citocinas e quimiocinas foram dosadas no sobrenadante das células
J774 transfectadas com os shRNAs contra ATGS5 (Tabela 15). Em comparagdo com as células
controle (C-), as transfectadas com shRNA contra ATGS5 secretaram mais G-CSF, IFN-y,

MCP-1 e RANTES e menos IP-10. As diferencas foram ainda maiores quando as células
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foram infectadas com C. neoformans. O clone 30, com ~50% dos niveis de ATGS5 do
controle, secretou menos G-CSF, IFN-y e IP-10 e mais IL-6, enquanto o clone 31, com a
maior eficiéncia de interferéncia contra ATGS, secretou menos IP-10 e mais G-CSF, IFN-y,

IL-1a, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-0, MCP1, RANTES e IL-12 (p70).

Todos os experimentos anteriores foram feitos com macrofagos in vitro. Para avaliar
um modelo mais préximo da criptococose, foram utilizados camundongos transgénicos com
nocaute condicional de ATGS em macréfagos [99]. Varios experimentos de infecgdo foram
feitos usando diferentes rotas (intraperitoneal ou intratraqueal), diferentes inéculos (2.5 x 10
a 107 células de C. neoformans por camundongo) e camundongos de diferentes idades e
sexos. Entretanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa de sobrevivéncia entre
os camundongos controle € os com nocaute condicional de ATGS, nem mesmo com todos os

experimentos combinados por regressdo de riscos proporcionais de Cox (Figura 50).

Para entender por que ndo houve diferenga de sobrevivéncia, uma série de
experimentos foi feito com camundongos infectados por via intratraqueal com 10° células de
C. neoformans, uma condi¢do em que os animais come¢am a morrer por volta do dia 15 pos-
infec¢do. A carga fingica nos pulmdes e cérebro foi determinada por contagem de unidades
formadoras de colonia nos dias 3, 7 e 14. Nos trés periodos, a carga fingica pulmonar foi
menor nos camundongos nocaute, com a diferenca sendo estatisticamente significativa
somente no dia 14. A carga fungica cerebral teve um padrao oposto, maior nos camundongos
nocaute; entretanto, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura 51). No dia 14,
o lisado de pulmdes foi também usado para quantificar citocinas. Em comparacdo com os
controles, os camundongos nocaute tinham menores concentragdes de 1L-4, IL-13, MIP1-a e

IP-10 (Tabela 16).
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Finalmente, foi feita analise histopatologica dos camundongos infectados. Varias
diferengas foram observadas nos pulmdes dos camundongos nocaute em comparacao com os
controles (Figura 52). No dia 3, havia uma intensa infiltragdo piogranulomatosa nos
controles; nos animais nocaute, a inflamagao piogranulomatosa era menos intensa, com uma
leve infiltragdo de macrdofagos ao invés de neutrofilos. No dia 7, os controles ja apresentavam
uma pneumonia piogranulomatosa moderada a intensa, enquanto nos nocautes a pneumonia
era menos intensa. No dia 14, a inflamac¢do nos dois grupos mudou para um padrao
granulomatoso, com menor infiltragdo de neutroéfilos. Foi observada também uma importante
diferenca na area dos pulmdes afetada pela doenca: os controles tinham 15-60% de seu
espaco alveolar tomado por células inflamatdrias, enquanto no grupo nocaute um
camundongo tinha 80% mas todos os outros tinham somente 10-15%. A mediana de area
saudavel remanescente nos pulmdes foi de somente 15% nos controles, enquanto nos
nocautes esse numero foi de 50%. Houve também diferencas na infiltragdo linfocitica

perivascular, moderada nos controles € minima nos nocautes.

Juntos, os resultados dos experimentos com animais sugerem que o nocaute da
autofagia em macrofagos possa alterar o balango Thl x Th2. Para testar esta hipotese, secoes
de pulmao dos camundongos infectados dos dias 3 e 14 foram usadas em um experimento de
imunohistoquimica com anticorpo contra Ym-1, uma proteina da familia das quitinases que ¢
produzida por macréfagos ativados por citocinas Th2 [143]. No dia 3, eram visiveis varios
focos de células positivas para Ym-1 nos pulmdes dos camundongos controle, enquanto no
grupo nocaute estes focos eram bastante raros (Figura 53). No dia 14 n3o havia mais

diferenga entre os grupos, com intensa marcagao pelo anticorpo em todos os pulmades.

Discussao
A interagdo entre C. neoformans e macrofagos levou a classificagdo do fungo como

um parasita intracelular facultativo, juntando-o a um grupo ao qual pertencem outros
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microorganismos como Listeria monocytogenes, Histoplasma capsulatum e Mycobacterium
tuberculosis [144]. Contudo, ha uma diferenca importante entre C. neoformans e estes outros
parasitas facultativos de macrofagos. Todos estes microorganismos possuem estratégias para
sobrepujar a acdo do fagolisossomo maduro. Apos a fagocitose, L. monocytogenes escapa do
fagossomo para o citoplasma da célula hospedeira [145]. H. capsulatum, por sua vez, inibe a
acidificagdo do fagolisossomo [146]. J4 as células de M. tuberculosis possuem uma gama de
efetores que inibem a maturagdo do fagossomo e sua fusdo com lisossomos [147, 148].
Estudos com alguns desses agentes demonstraram que se esses mecanismos de evasdo sao
reprimidos e o patdgeno exposto ao ambiente do fagolisossomo maduro, a infecgdo ¢
controlada [74, 145]. Como exposto acima, C. neoformans ndo inibe nenhum desses passos,
mas sobrevive a todas as atividades antimicrobianas normalmente associadas aos macréfagos.
Esse contraste se torna paradoxal ao se considerar que algumas das doencas causadas por
parasitas intracelulares facultativos, como a tuberculose, acometem frequentemente
individuos imunocompetentes, enquanto a criptococose depende essencialmente de uma
supressao profunda da imunidade celular. Esta observacdo leva a conclusdo de que existem
outros mecanismos antiflingicos usados por macrofagos ativados para controlar a infec¢do
por C. neoformans que ainda nao foram descobertos. Este capitulo sugere que a autofagia seja

um desses mecanismos.

Os experimentos iniciais para este trabalho, feitos in vitro com células J774 e C.
neoformans opsonizado com o anticorpo 18B7, mostraram que a falta de autofagia diminuiu a
atividade antifingica do macréfago. Uma série de experimentos foi feita em condig¢des
diferentes para definir melhor os fatores envolvidos. Foram feitas curvas com coleta do fungo
em diferentes tempos desde 30 min até 24 h apds a infec¢do, que indicaram que a autofagia ¢
importante na atividade fungistatica, e nao fungicida, dos macréfagos. Outra variagdo testada

foi a opsonizacao do fungo com complemento ao invés de anticorpo. Neste caso a diferenca
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na atividade fungistatica entre as células sem autofagia e o controle foi ainda maior, o que
sugere que a via utilizada para fagocitose altera o papel da autofagia. Também foram feitos
testes com a adi¢do de IFN-y e LPS para ativar as células J774. Estudos anteriores com M.
tuberculosis mostraram que a ativagdo de macréfagos infectados induz autofagia e aumenta a
atividade contra o patdégeno [74]. Entretanto, a presenga destas substincias fez com que as
células J774 perdessem completamente a capacidade de restringir o crescimento de C.

neoformans, impossibilitando a interpretacao do experimento.

Experimentos de citolocalizagio de LC3 também foram feitos em condigdes
diferentes. Variando o tempo de infeccdo, foram observadas células de C. neoformans
envoltas por LC3 desde 30 min até 24 h; entretanto, estes eventos eram raros em tempos mais
curtos e pareciam atingir um pico de frequéncia por volta de 12 h apds a infecgao. Como a
fusdo com lisossomos ¢ acidificacdo do fagossomo ocorre rapidamente apos a fagocitose [37,
75], pode-se concluir que a fusdo com autofagossomos ocorre principalmente apos a
maturacao do fagolisossomo. Em intrigante contraste com os resultados dos experimentos de
viabilidade de C. neoformans, quando as células fungicas foram opsonizadas com
complemento ndo foi possivel observar nenhuma delas envolta por LC3, o que sugere uma
complexa relagdo entre a via utilizada para fagocitose e o papel da autofagia. Por fim, foram
também observados C. neoformans em fagossomos LC3-positivos em macrofagos primarios,

demonstrando que o resultado ndo ¢ um mero artefato de uma linhagem celular.

Para entender o mecanismo de formacdo do fagossomo LC3-positivo, foram feitos
experimentos de microscopia confocal e eletronica de transmissdo. Estes experimentos
demonstraram que LC3 ¢ adquirido pela fusdo com pequenos autofagossomos. Um estudo
feito com autofagossomos purificados mostrou que eles tém atividade contra M. tuberculosis
por conterem proteinas ubiquitinadas, que quando digeridas por proteases lisossomais, geram

peptideos antimicrobianos derivados de ubiquitina [149]. Portanto, € possivel que os
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autofagossomos que se fundem com o fagossomo contendo C. neoformans carreguem

proteinas que, quando digeridas por proteases gerem peptideos antifungicos.

Outra possivel fungdo da autofagia revelada pelos experimentos foi na exocitose nado-
litica, o que pode ter precedentes em outros tipos de secrecdo nao-convencional.
Autofagossomos sao seqiiestrados por poliovirus para montar sua maquinaria de montagem
de virions, levando a acumulacdo de particulas virais prontas dentro de autofagossomos com
membranas duplas A membrana externa destas organelas em seguida se funde & membrana
citoplasmatica, liberando uma vesicula LC3-positiva de membrana simples contendo virions
sem que a cé€lula hospedeira se rompa [142, 150]. Além disso, a autofagia também ¢
necessaria para a secre¢ao nao-litica da proteina de ligacao a acil-CoA (Acb) em varias
células eucaridticas como Saccharomyces cerevisiae [151], Pichia pastoris [152],
Dictyostelium discoideum [153] e astrécitos primarios de camundongo [154]. Por fim,
quando o receptor purinérgico P2X7R ¢ ativado por ATP em células microgliais de
camundongo, autofagolisossomos e fagolisossomos LC3-positivos que contém bactérias se
fundem com a membrana citoplasmatica e liberam seus contetidos [155]. Estes mecanismos
de secrecao dependentes de autofagia se assemelham a exocitose ndo-litica de C. neoformans

e podem dar importantes sugestdes de como ela ocorre.

Além da importancia na atividade fungistatica, a autofagia parece também participar
da regulagdo da secregdo de citocinas e quimiocinas pelo macrofago. Na presenca de shRNA
contra ATGS, células J774 ndo-infectadas secretam maior quantidade de citocinas pro-
inflamatorias; ao serem infectadas com C. neoformans, a quantidade de citocinas secretada ¢
ainda maior. Vérios destes mediadores sdo importantes para a imunidade contra C.
neoformans, como IFN-y [156], IL-6 [41], TNF-a [43] e MCP1 [44]. Este resultado pode
refletir uma reagdo compensatoria do macrofago a falta de uma ferramenta no controle dos

fungos fagocitados, uma tentativa de controlar o crescimento de C. neoformans mesmo sem
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poder contar com a autofagia. Alternativamente, este resultado pode ter ocorrido caso a
autofagia seja responsavel pela inibicdo de vias que induzam aumento na secrecdo de

citocinas.

Os efeitos antagdnicos observados nos experimentos in vitro, com a diminui¢do da
atividade fungistatica por um lado e um aumento de citocinas pré-inflamatérias do outro pode
explicar os resultados dos experimentos com camundongos, nos quais o nocaute condicional
de ATGS em macrofagos nao resultou em diferencas de sobrevida. De fato, as evidéncias
geradas pelos estudos de carga fingica, citocinas pulmonares e histopatologia sugerem que os
camundongos com ¢ sem autofagia tém criptococose com fisiopatogenias diferentes.
Enquanto os camundongos controle apresentam pneumonia intensa com grande infiltragao de
neutréfilos e rapida polarizagdo Th2, os camundongos nocaute apresentam pneumonia menos

intensa e com polariza¢do Th2 mais tardia.

Em conjunto, estes resultados mostram um quadro em que a autofagia dos macrofagos
desempenha papéis importantes em varios passos da imunidade contra C. neoformans. Como
a autofagia também estd envolvida em muitos outros processos patoldégicos como cancer e
doengas autoimunes [68], ha um grande interesse em desenvolver terapias que modulem este
processo. Os resultados deste trabalho, portanto, podem ter importantes consequéncias na

terapia da criptococose.
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Figura 44 — RNAi contra ATGS

Células J774 foram transfectadas com 5 diferentes sequéncias de shRNA contra ATGS. A
proteina ATGS ¢ essencial para a formacdo de autofagossomos e em sua auséncia células
eucaridticas sao deficientes em autofagia [139]. As células transfectadas foram clonadas por
diluicdo limitante e os clones com melhor eficiéncia de interferéncia selecionados por
western blot com anticorpos contra ATGS5 e [-actina. O painel a direita mostra a

quantificacdo densitométrica dos western blots.
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Figura 45 — Ensaios de viabilidade de C. neoformans em células J774 com shRNA contra ATG5S

Células J774 transduzidas com shRNA contra ATGS foram infectadas com C. neoformans e
o nimero de células viadveis determinado por contagem de unidades formadoras de coldnia.
Como controles, foram usadas células J774 transduzidas com shRNA sem nenhum alvo (“C-
“) e também pogos sem nenhum macréfago (“Vazio”). O experimento foi repetido multiplas
vezes em condigdes diferentes de tempo de incubagdo, opsonina e ativagdo, detalhadas acima
dos graficos. As barras representam a média e o erro padrao da medida. Os valores de p
foram calculados por ANOVA.
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Figura 46 — Detec¢do de LC3 por imunofluorescéncia

(A) Células J774 foram incubadas com C. neoformans opsonizado com 18B7 por 12 h,
fixadas, permeabilizadas e coradas com Uvitex 2B (parede celular, azul) e anticorpo contra
LC3 (verde). (B) Comparacao entre células opsonizadas com 18B7 e soro de camundongo
fresco, fonte de complemento. Os fagocitos sdo células J774. (C) Imunofluorescéncia com
macrofagos peritoneais. As imagens em A e B s3o reconstru¢des tridimensionais de
microscopia confocal e em C sdo de epifluorescéncia.
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Figura 47 — Formacao do autofagossomo

Células J774 transfectadas com pEGFP-LC3 (verde) foram coradas com o marcador
endossomal 10 kDa Dextran-Texas Red (vermelho) e infectadas com C. neoformans corados
com DDAO-SE (azul, apagado). No primeiro quadro, vérias células de C. neoformans sdo
visiveis em um grande fagossomo no centro do macréfago que ja contém 10 kDa Dextran-
Texas Red. Os quadros correspondem a imagens da mesma célula ao longo de um periodo de
varias horas.
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Figura 48 — Microscopia eletronica de transmissao

Células J774 foram infectadas com C. neoformans opsonizado com anticorpo durante 12 h e
processadas para microscopia eletronica de transmissdo. O quadro acima mostra uma visao
em aumento médio do citoplasma da célula J774 contendo trés células de C. neoformans. O
quadro abaixo mostra um maior aumento, que permite observar a membrana simples do
fagossomo. S3ao também visiveis duas vesiculas com membrana dupla (caracteristica de
autofagossomos) proximo a ou se fundindo com o fagossomo (setas).
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Figura 49 — Autofagia na exocitose nao-litica

(A) Célula de C. neoformans nao associada a macréfago, mas recoberta por LC3, observada
ocasionalmente em experimento de imunofluorescéncia. (B) Células de C. neoformans que
passaram por exocitose nao-litica foram coletadas e coradas com anticorpo contra LC3
(verde) e Uvitex 2B (azul).
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Camundongos com nocaute condicional de autofagia (Cret) e controles (Cre-) foram
infectados em sete experimentos com C. neoformans em diferentes doses e rotas. O grafico
abaixo e a direita mostra uma regressao de riscos proporcionais de Cox, que combina o
resultados dos 7 experimentos individuais com um total de 84 camundongos por grupo.
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Figura 51 — Carga fungica pulmonar e cerebral

Camundongos ATG5flox foram infectados por via intratraqueal com 10° células de C.
neoformans. Em trés tempos apods a infec¢do (3, 7 e 14 dias) os pulmdes e cérebros foram
coletados, homogenizados e plaqueados para contagem de unidades formadoras de coldnias.
A andlise estatistica foi feita por ANOVA.
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Figura 52 — Histopatologia dos pulmées de camundongos ATG5flox infectados

Coloracao de hematoxilina e eosina dos pulmoes apos a infec¢ao. (A) Dia 7 apds a infecgao.
Nota-se menor infiltrado neutrofilico nos camundongos nocaute. (B) Dia 14 apos a infecgao.
Nota-se que o camundongo nocaute apresenta menor area alveolar ocupada por células
inflamatorias e de C. neoformans e menor infiltrado linfocitico perivascular.
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Figura 53 — Imunohistoquimica para Ym-1

Imunohistoquimica com anticorpo contra o marcador de macrofagos alternativamente
ativados Ym-1 [143] em pulmdes de camundongos ATG5flox. (A) 3 dias apos a infecgao.
Nota-se menor numero de focos Ym-1-positivos nos camundongos nocaute. (B) 14 dias apds
a infeccdo. Camundongos nos dois grupos tem grande quantidade de macréfagos Ym-1-

positivos.
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Tabela 14 — Exocitose nao-litica em células com shRNA contra ATGS

Clone 31 (n=3)

Total Exocitose Porcentagem p*
31 86,116 41,445 48% <0.0001
C- 102,459 61,123 60% -

Clone 30 (n=2)

Total Exocitose Porcentagem p*
30 80,568 49,671 62% <0.0001
C- 54,582 37,581 69% -

*Valor de p calculado pelo teste exato de Fisher com corre¢do de Yates.
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Tabela 15 — Dosagem de citocinas no sobrenadante de culturas J774 infectadas

o ~ Two-way
Citocina Infeccao C- 30 31 ANOVA
N&o 3084 | 1162 2566.5
G-CSF Sim 5598.8 | 33124 *| 10000.0 < 0.0001
Nzo 52.1 31.2 472
GM-CSF Sim 75.0 49.9 93.6 0.0263
Nzo ND ND 3.3
IL-2 Sim 4.1 4.4 5.6 0.2997
Nzo 34.2 16.4 127.9
IFN-y Sim 2103 | 1595 *| 4045 < 0.0001
N&o 5.6 45 8.7
IL-1a Sim 95 10.6 20.6 0.0047
16 N&o ND ND ND ]
Sim ND ND ND
L4 N&o ND ND ND ]
Sim ND ND ND
Lo Nzo ND ND ND ]
Sim ND ND ND
Nzo 7.6 12.6 281
IL-6 Sim 31.3 664 *| 788 0.0001
L Nzo ND ND ND ]
Sim ND ND ND
N&o 5.9 42 9.7
IL-10 Sim 9.1 12.4 21.7 0.0012
N&o 16.1 8.5 253
IL-13 Sim 40.0 30.1 724 < 0.0001
N&o 7.9 7.3 6.0
IL-15 Sim 13.9 12.1 16.1 0.7603
L7 Nzo ND ND ND ]
Sim ND ND ND
Nzo 28.6 194 1485
NFa ™Sim | 1353 | 86.0 881.6 < 00001
T Nzo >10000 | >10000 6065.1 ]
Sim >10000 | >10000 | >10000
N&o 94.3 24 1 4327.0
MCP-1 Sim 171.6 60.6 4260.0 < 0.0001
N&o ND ND ND
KC Sim 4.4 35 5.1 0.3124
N&o 1.0 6.7 325
RANTES 4, 20.3 16.1 541 < 0.0001
Nzo 15.9 90 *| 509
IP-10 Sim 20.4 148 *| 142 < 0.0001

147




Cytocina

Infectado

30

31

Two-way

ANOVA
N&o 51.4 ND 57.4
o Sim 51.3 60.6 113.2 0.2596
IL-12 N&o 8.1 ND 6.7
(p70) Sim 13.0 11.5 192 * 0.0088
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Tabela 16 — Dosagem de citocinas nos pulmées de camundongos infectados

Citocina Cre- Cre+

G-CSF 38.48 13.68
GM-CSF ND ND

IL-2 20.88 18.08

IFN-y 152.1 | 111.24

IL-1a 97.92 | 102.68

IL-1B 7.8 7.9
IL-4 102.02 | 442 =
IL-5 2562 | 3.44
IL-6 64.2 | 50.96
IL-7 ND ND
IL-10 19.96 | 9.52
IL-13 17514 | 6552 =
IL-15 ND ND
IL-17 9.78 | 6.58

TNF-a 6.02 3.52

*

MIP1-a 70.16 18.54

MCP-1 28.14 8.78

KC 31.2 50

RANTES 19.24 16

*

IP-10 21148 | 110.92

IL-9 ND ND

IL-12(p70) | 10.36 | 7.94
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VIl — Consideracoes finais

Os trabalhos descritos neste projeto lidam com diferentes aspectos da interacdo entre
C. neoformans e macrofagos do hospedeiro. Os estudos feitos com vesiculas extracelulares
permitiram pela primeira vez observa-las em associacdo com a capsula de C. neoformans.
Além dessa observagdo, o uso de sondas fluorescentes criou ferramentas que permitiram
obter informacdes impossiveis pelos métodos usados anteriormente, como a contagem do
numero absoluto de vesiculas. Também lidando principalmente com o patégeno, o estudo
sobre os efeitos metabdlicos dos anticorpos contra a capsula revela uma nova forma de agao
antimicrobiana dos anticorpos. Como o anticorpo 18B7 estd em estudo clinico para uso
humano, a elucidagao do mecanismo de sua sinergia com anfotericina B pode ter importantes

implicagdes terapéuticas.

O outro estudo com anticorpos contra a capsula revelou um novo tipo de receptor de
superficie para IgG3 de camundongo. Como Itgbl ¢ estruturalmente diferente de todos os
outros receptores de Fc conhecidos, este estudo tem aplicagdes ndo s6 na criptococose, mas
também na evolugdo dos receptores de superficie de anticorpos e na engenharia de anticorpos
terapéuticos. Fagocitose, exocitose ndo-litica e a atividade antifingica do macrdéfago contra
C. neoformans fagocitado sdo os temas principais dos outros trabalhos. O achado de que a
autofagia ¢ importante na imunidade contra C. neoformans pode levar a criagdo de terapias
contra a criptococose que tenham como alvo o sistema imune do hospedeiro ao invés do
patdégeno, o que pode aumentar a chance de sucesso terapéutico e diminuir a chance de

surgimento de resisténcia.
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VIII — Perspectivas

Além de responderem perguntas importantes, os trabalhos mostrados neste projeto

criaram novos questionamentos a serem respondidos experimentalmente:

Dialquilcarbocianinas, vesiculas extracelulares e a capsula. Em que motivo do
polissacarideo capsular as dialquilcarbocianinas se ligam? Que tipo de RNA existe

nas vesiculas e qual sua funcao bioldgica?

Modulagao metabélica por anticorpos contra a capsula. Que via de transdugdo de

sinal medeia a resposta a ligacdo de anticorpos a capsula?

Itgb1 como receptor de IgG3 murino. IgG3 interage diretamente com Itgb1? Que
motivo em IgG3 ¢é reconhecido pela integrina? Os resultados observados in vitro

teriam algum efeito durante a infec¢ao?

Exocitose nao-litica in vivo. Por que as bases fracas e a bafilomicina Al tém efeitos
opostos na exocitose ndo-litica? A exocitose nao-litica ocorre em outros 6rgaos, como

no cérebro? Ela tem algum papel na penetragao da barreira hemato-encefalica?

Autofagia na imunidade contra C. neoformans. O que leva as diferengas
observadas entre opsonizagdo por anticorpos € complemento? Qual o mecanismo da
atividade antifiingica da autofagia? A autofagia exerce algum papel na apresentacao

de antigenos de C. neoformans?

Além destas perguntas, os resultados descritos neste projeto abriram novas linhas de

trabalho. Um exemplo foi descrito no capitulo 2, com a descoberta de que a ligagdo de 18B7

a capsula expde sitios para ligacdo das dialquilcarbocianinas. Abaixo segue um outro

exemplo.
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Autofagia na imunidade contra outros fungos patogénicos

Para testar se os resultados obtidos com C. neoformans se aplicam a outros fungos
patogénicos, foram feitos varios experimentos com Candida albicans e um teste piloto com
Aspergillus fumigatus. Os resultados com C. albicans se mostraram semelhantes aos obtidos
com C. neoformans, porém com algumas diferencas interessantes. LC3 também foi recrutado
para os fagossomos contendo C. albicans; em contraste com C. neoformans, praticamente
todos os fungos internalizados eram positivos para LC3 mesmo 15 minutos apos a infecgao.
Testes feitos com as células J774 transfectadas com shRNA contra ATGS mostraram que a
falta de autofagia diminuiu tanto a fagocitose quanto a atividade antifungica do macréfago.
Por fim, os camundongos com nocaute condicional de ATGS em macrofagos foram
significativamente mais susceptiveis a infeccdo com C. albicans por via intravenosa do que
os controles. Um Unico experimento de imunolocalizagdo de LC3 foi feito com células J774 e
conidios de A. fumigatus. De maneira semelhante a C. neoformans, algumas das células
fungicas fagocitadas estavam em fagossomos positivos para LC3. Estes resultados ampliam
os obtidos com C. neoformans e sugerem que a autofagia possa ser explorada como terapia

para outras micoses.
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1. Artigo publicado: Nicola, A.M., S. Frases, and A. Casadevall. 2009. Lipophilic dye
staining of Cryptococcus neoformans extracellular vesicles and capsule. Eukaryot

Cell 8:1373-1380.

Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast that causes systemic mycosis in
immunosuppressed individuals. Recent studies have determined that this fungus produces
vesicles that are released to the extracellular environment both in vivo and in vitro. These
vesicles contain assorted cargo that includes several molecules associated with virulence
and implicated in host-pathogen interactions, such as capsular polysaccharides, laccase,
urease, and other proteins. To date, visualization of extracellular vesicles has relied on
transmission electron microscopy, a time-consuming technique. In this work we report
the use of fluorescent membrane tracers to stain lipophilic structures in cryptococcal
culture supernatants and capsules. Two dialkylcarbocyanine probes with different spectral
characteristics were used to visualize purified vesicles by fluorescence microscopy and
flow cytometry. Dual staining of vesicles with dialkylcarbocyanine and RNA-selective
nucleic acid dyes suggested that a fraction of the vesicle population carried RNA. Use of
these dyes to stain whole cells, however, was hampered by their possible direct binding to
capsular polysaccharide. A fluorescent phospholipid was used as additional membrane
tracer to stain whole cells, revealing punctate structures on the edge of the capsule which
are consistent with vesicular trafficking. Lipophilic dyes provide new tools for the study
of fungal extracellular vesicles and their content. The finding of hydrophobic regions in
the capsule of C. neoformans adds to the growing evidence for a structurally complex

structure composed of polysaccharide and nonpolysaccharide components.
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2. Artigo publicado: Eisenman, H.C., S. Frases, A.M. Nicola, M.L. Rodrigues, and A.
Casadevall. 2009. Vesicle-associated melanization in Cryptococcus neoformans.

Microbiology 155:3860-3867.

Recently, several pathogenic fungi were shown to produce extracellular vesicles that
contain various components associated with virulence. In the human pathogenic fungus
Cryptococcus neoformans, these components included laccase, an enzyme that catalyses
melanin synthesis. Spherical melanin granules have been observed in the cell wall of C.
neoformans. Given that melanin granules have dimensions that are comparable to those of
extracellular vesicles, and that metazoan organisms produce melanin in vesicular
structures known as melanosomes, we investigated the role of vesicles in cryptococcal
melanization. Extracellular vesicles melanized when incubated with the melanin
precursor L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). The kinetics of substrate
incorporation into cells and vesicles was analysed using radiolabelled L-DOPA. The
results indicated that substrate incorporation was different for cells and isolated vesicles.
Acid-generated melanin ghosts stained with lipophilic dyes, implying the presence of
associated lipid. A model for C. neoformans melanization is proposed that accounts for
these observations and provides a mechanism for the assembly of melanin into relatively

uniform spherical particles stacked in an orderly arrangement in the cell wall.
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3. Artigo publicado: Rivera, J., R.J. Cordero, A.S. Nakouzi, S. Frases, A. Nicola, and
A. Casadevall. 2010. Bacillus anthracis produces membrane-derived vesicles

containing biologically active toxins. Proc Natl Acad Sci U S A 107:19002-19007.

Extracellular vesicle production is a ubiquitous process in Gram-negative bacteria, but little is
known about such process in Gram-positive bacteria. We report the isolation of extracellular
vesicles from the supernatants of Bacillus anthracis, a Gram-positive bacillus that is a
powerful agent for biological warfare. B. anthracis vesicles formed at the outer layer of the
bacterial cell had double-membrane spheres and ranged from 50 to 150 nm in diameter.
Immunoelectron microscopy with mAbs to protective antigen, lethal factor, edema toxin, and
anthrolysin revealed toxin components and anthrolysin in vesicles, with some vesicles
containing more than one toxin component. Toxin-containing vesicles were also visualized
inside B. anthracis-infected macrophages. ELISA and immunoblot analysis of vesicle
preparations confirmed the presence of B. anthracis toxin components. A mAb to protective
antigen protected macrophages against vesicles from an anthrolysin-deficient strain, but not
against vesicles from Sterne 34F2 and Sterne 8T strains, consistent with the notion that
vesicles delivered both toxin and anthrolysin to host cells. Vesicles were immunogenic in
BALB/c mice, which produced a robust [gM response to toxin components. Furthermore,
vesicle-immunized mice lived significantly longer than controls after B. anthracis challenge.
Our results indicate that toxin secretion in B. anthracis is, at least, partially vesicle-
associated, thus allowing concentrated delivery of toxin components to target host cells, a
mechanism that may increase toxin potency. Our observations may have important
implications for the design of vaccines, for passive antibody strategies, and provide a

previously unexplored system for studying secretory pathways in Gram-positive bacteria.
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4. Artigo publicado: McClelland, E.E.*, A.M. Nicola*, R. Prados-Rosales, and A.
Casadevall. 2010. Ab binding alters gene expression in Cryptococcus neoformans and
directly modulates fungal metabolism. J Clin Invest 120:1355-1361. Erin E.

McClelland and André M. Nicola contributed equally to this work.

Abs facilitate humoral immunity via the classical mechanisms of opsonization, complement
activation, Ab-dependent cellular cytotoxicity, and toxin/viral neutralization. There is also
evidence that some Abs mediate direct antimicrobial effects. For example, Ab binding to the
polysaccharide capsule of the human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans promotes
opsonization but also inhibits polysaccharide release and biofilm formation. To investigate
whether Ab binding affects C. neoformans directly, we analyzed fungal gene expression after
binding of protective and nonprotective mAbs. The 2 IgM Abs and 1 IgG1 Ab tested each
induced different changes in gene expression. The protective IgGl mAb upregulated genes
encoding proteins involved in fatty acid synthesis, the protective IgM mAb downregulated
genes encoding proteins required for protein translation, and the nonprotective [gM mAb had
modest effects on gene expression. Differences in gene expression correlated with mAb
binding to different locations of the capsule. Of the 3 Abs tested, the protective IgG1 mAb
bound to C. neoformans closest to the cell wall, produced specific differences in the pattern
of phosphorylated proteins, caused changes in lipid metabolism, and resulted in increased
susceptibility to the antifungal drug amphotericin B. These results suggest what we believe to
be a new mode of action for Ab-mediated immunity and raise the possibility that
immunoglobulins mediate cross talk between microbes and hosts through their effects on

microbial metabolism.
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5. Manuscrito submetido: Saylor C.*, Nicola A.M.*, Coelho C., Rusakova V.,
Holemon H., Yagita H. and A. Casadevall. Integrin beta 1 (CD29) promotes the
interaction of murine IgG3 with effector cells. *These authors contributed equally to

this work.

Murine IgG3 interacts with effector cells through an Fc receptor that is different from
that used by the other IgG isotypes. We searched for this elusive receptor using a pooled
lentiviral shRNA library targeting approximately 15,000 mouse genes. shRNAs targeting
integrin beta 1 (ltgbl) decreased IgG3 binding and IgG3-mediated phagocytosis of
Cryptococcus neoformans (Cn). Conditional knockout of /tgh/ in primary macrophages and
an Itgbl-blocking antibody also affected IgG3 binding and phagocytosis, whereas
manganese, an integrin activator, increased binding of IgG3 to macrophages. Remarkably,
CHO cells, which lack Fc receptors, bound IgG3 and phagocytosed IgG3-opsonized Chn,
demonstrating unsuspected innate phagocytic capability. We conclude that Itgb1 functions as
a receptor, or is part of a receptor complex, for murine IgG3. The interaction between a
product of the adaptive immune system and a cell surface integrin to promote phagocytosis

has considerable implications for the connectivity and evolution of the immune system.
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6. Capitulo de livro submetido: Nicola A.M. and A. Casadevall. In Vitro Measurement
of Phagocytosis and Killing of Cryptococcus neoformans by Macrophages. In

Leucocytes: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology.

Macrophages are pivotal cells in immunity against a wide range of pathogens. Their
most important property, as suggested by their name, is to ingest pathogens, leading to their
killing, the release of inflammatory mediators and antigen processing. On the other hand,
macrophages can also be exploited by microbes as a niche for survival in the host, as
exemplified by Cryptococcus neoformans. This encapsulated yeast is an important cause of
meningoencephalitis in immunocompromised people, particularly those with AIDS. Using
culture and microscopy techniques, we present here methods that can be used to quantify
phagocytosis of C. neoformans and its killing by macrophages, as well as the viability of the

phagocyte after interaction.
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7. Artigo publicado: Nicola, A.M.*, E.J. Robertson*, P. Albuquerque, S. Derengowski
Lda, and A. Casadevall. 2011. Nonlytic Exocytosis of Cryptococcus neoformans from
Macrophages Occurs In vivo and Is Influenced by Phagosomal pH. mBio 2(4): pii:

e00167-11.* A.M.N. and E.J.R. contributed equally to this work.

A unique aspect of the interaction of the fungus Cryptococcus neoformans with macrophages
is the phenomenon of nonlytic exocytosis, also referred to as "vomocytosis" or phagosome
extrusion/expulsion, which involves the escape of fungal cells from the phagocyte with the
survival of both cell types. This phenomenon has been observed only in vitro using subjective
and time-consuming microscopic techniques. In spite of recent advances in our knowledge
about its mechanisms, a major question still remaining is whether this phenomenon also
occurs in vivo. In this study, we describe a novel flow cytometric method that resulted in a
substantial gain in throughput for studying phagocytosis and nonlytic exocytosis in vitro and
used it to explore the occurrence of this phenomenon in a mouse model of infection.
Furthermore, we tested the hypothesis that host cell phagosomal pH affected nonlytic
exocytosis. The addition of the weak bases ammonium chloride and chloroquine resulted in a
significant increase of nonlytic exocytosis events, whereas the vacuolar ATPase inhibitor
bafilomycin Al had the opposite effect. Although all three agents are known to neutralize
phagosomal acidity, their disparate effects suggest that phagosomal pH is an important and
complex variable in this process. Our experiments established that nonlytic exocytosis
occurred in vivo with a frequency that is possibly much higher than that observed in vitro.
These results in turn suggest that nonlytic exocytosis has a potential role in the pathogenesis

of cryptococcosis.
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8. Manuscrito em preparacio: Nicola, A.M. et al. Multiple Roles for Macrophage

Autophagy in Immunity to Cryptococcus neoformans.

Autophagy is a highly conserved cellular mechanism used by eukaryotes to recycle cellular
material during times of stress. It is involved in control of a variety of viral, bacterial and
protozoan intracellular pathogens. The role of autophagy for the control of fungal pathogens
has not been explored. In this study we evaluated the role of macrophage autophagy in the
response to Cryptococcus neoformans, an encapsulated yeast that causes meningitis in
immunocompromised people. The autophagosome marker LC3 was present in C. neoformans
vacuoles following antibody-mediated opsonization both in J774 cells and primary murine
peritoneal macrophages, but not after complement-mediated opsonization. Time-lapse
confocal imaging using J774 cells transfected with LC3 coupled to enhanced green
fluorescent protein (LC3-EGFP) revealed that this giant autophagosome was formed by
sequential fusion of small autophagic vacuoles with the C. neoformans vacuole. Disruption of
host autophagy by RNA interference against ATGS decreased the fungistatic activity of J774
macrophage-like cells. This effect was observed both with antibody- and complement-
opsonized cells and was also seen in macrophages derived from the bone marrow of ATGS
conditional knockout mice. Interference with autophagy also decreased non-lytic exocytosis
of C. neoformans and altered the pattern of cytokine secretion by macrophages. Mice with
ATGS conditionally knocked out in myeloid cells showed no difference in survival when
infected with C. neoformans, but had decreased fungal burden and Th2 cytokines and a
different histopathological pattern in their lungs after intratracheal infection. These results
demonstrate multiple roles of macrophage autophagy in restricting intracellular parasitism by
a fungus and reveal novel connections with pathogen expulsion, humoral immunity and

cytokine signaling.
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