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RESUMO

O diabetes pode ser um fator de risco para meningite criptocdccica em individuos
imunocompetentes. Um modelo frequentemente usado para entender as alteracdes
celulares no diabetes consiste na exposicao a altas concentragdes de glicose in vitro. Nas
vias aéreas, as células epiteliais sdo cruciais para o estabelecimento da criptococose.
Foram avaliados os efeitos da combinagdo de Cryptococcus neoformans e concentragdes
de glicose (5SmM ou 15mM) em células epiteliais bronquicas humanas (BEAS-2B) por
24h. Em ensaios de azul de tripan, nenhum efeito citotoxico foi observado em células
estimuladas por C. neoformans e/ou tratadas com suplementacdo de glicose. C.
neoformans aumentou a producao de IL-6 e IL-8, mas ndo de IL-10, quando comparado
ao grupo controle. Em contraste com o aumento da producdo de IL-6 e a ativagdo de
STAT3 diretamente proporcional ao aumento da dose de glicose, a produgdo de IL-8 e a
ativagdo de ERK1/2 diminuiram nos tratamentos com C. neoformans suplementados com
glicose, SmM ou 15mM, quando comparados com o tratamento que continha apenas C.
neoformans. Além disso, a suplementacdo de glicose aumentou a internalizagdo de C.
neoformans nas células BEAS-2B, e reduziu a porcentagem de C. neoformans na
superficie e seu crescimento. A suplementacdo de glicose promoveu respostas pro-
inflamatorias em células epiteliais bronquicas infectadas com C. neoformans pelo
aumento da producdo de IL-6 e da ativacdo de phospho-STAT3, e diminuicdo da
producdo de IL-8 e da fosforilagdo de ERK1/2. A IL-6 ¢ crucial para controlar a resposta
proteica de fase aguda das inflamagdes e aumenta, notavelmente, o nivel de p-STAT3,
que pode estar envolvido na regulagdo da inflamagao celular.

Palavras-chave: células epiteliais bronquicas; C.neoformans; glicose, BEAS-2B



ABSTRACT

Hyperglycemia may be a risk factor for cryptococcal meningitis in
immunocompetent individuals. A model frequently used to understand cellular changes
in diabetes consists of exposure to high glucose concentrations in vitro. In the airways,
epithelial cells are crucial for the establishment of cryptococcosis. The effects of the
combination of Cryptococcus neoformans and glucose concentrations (5 mM or 15 mM)
on human bronchial epithelial cells (BEAS-2B) for 24 h were evaluated. In trypan blue
assays, no cytotoxic effects were observed in cells stimulated by C. neoformans and/or
treated with glucose supplementation. C. neoformans increased the production of IL-6
and IL-8, but not IL-10, when compared to the control group. In contrast to the increased
IL-6 production and STAT3 activation directly proportional to the increase in glucose
dose, IL-8 production and ERK1/2 activation were decreased in C. neoformans treatments
supplemented with 5 mM or 15 mM glucose when compared with the treatment
containing only C. neoformans. Furthermore, glucose supplementation increased the
internalization of C. neoformans into BEAS-2B cells, and reduced the percentage of C.
neoformans on the surface and its growth. Glucose supplementation promoted pro-
inflammatory responses in bronchial epithelial cells infected with C. neoformans by
increasing IL-6 production and phospho-STAT3 activation, and decreasing IL-8
production and ERK1/2 phosphorylation. IL-6 is crucial for controlling the acute phase
protein response of inflammation and notably increases the level of p-STAT3, which may
be involved in the regulation of cellular inflammation.

Keywords: bronchial epithelial cells; C. neoformans; glucose; BEAS-2B
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude, Cryptococcus neoformans foi
classificado como um patoégeno prioritario no final do século XIX. Ele tem a capacidade
de causar criptococose em humanos e animais, que tem como principais manifestagdes a
pneumonia e a meningite, sendo estas as mais graves (NYAZIKA et al., 2016;
RAJASINGHAM et al., 2017).

Globalmente, ha, aproximadamente, 250.000 casos relatados de meningite
criptocéceica a cada ano, levando a uma estimativa de 181.000 mortes. Sem tratamento, a
taxa de mortalidade para esta infeccdo chega a 100% (IYER et al., 2021). C. neoformans ¢
um patogeno que afeta significativamente o sistema nervoso central humano, causando
morbidade ¢ mortalidade substanciais (FRANCIS et al., 2024) (GIBSON et al., 2022;
KIM et al., 2021; WOO; MARTINEZ, 2021). A meningite criptocdcica € responsavel por
15% das mortes relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e ¢ mais
prevalente entre individuos que vivem com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(LI; BRUNO; KIM, 2021; RATEMO; DENNING, 2023).

Ap6s a inalagdo do fungo, os esporos e particulas infecciosas enfrentam uma
camada de macrofagos alveolares do pulmdo, que constitui a primeira linha de defesa
deste 6rgdo. C. neoformans pode sobreviver no pulmao e escapar da resposta imunolégica
neste 0rgao, que possui uma fungdo imunologica especializada. Os alvéolos sdo cobertos
por uma camada de macréfagos alveolares, que sdo responsaveis pela fagocitose e
eliminagdo de patdgenos. O pulmao também contém o surfactante, cuja principal fungdo
¢ manter a tensdo superficial da pleura durante o processo respiratorio (DIAMOND;
BENNETT, 1973; TUCKER; CASADEVALL, 2002). Os pulmdes possuem tecido
parenquimatoso, com células alveolares e sem limen interno. As células epiteliais
bronquicas formam uma camada de revestimento nos bronquios, desempenhando um
papel crucial na protec¢do das vias respiratdrias.

Uma infecg¢do pulmonar robusta, geralmente, leva a infeccdo do sistema nervoso
central (SNC) apods a transmissdo das células infectantes do pulmao para o sangue ou
sistema linfatico. C. neoformans desenvolve-se tanto extracelularmente quanto dentro
dos fagocitos do hospedeiro do tecido pulmonar e do sangue, com este ultimo facilitando
a disseminagdo para o cérebro (CHARLIER et al., 2009; KAUFMAN-FRANCIS et al.,
2018).
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O estado hiperglicémico ¢ resultante de alteracdes na acdo da insulina, com
sintomas como polidipsia, perda de peso, poliaria, polifagia devido a complicacdes
agudas, e pode ser mortal (FADINI; DIPERSIO, 2018). Os danos pulmonares decorrentes
da diabetes, causando danos fisioldgicos e estruturais (MARK R. SCHUYLER et al.,
1976), que podem aumentar o risco ou agravar varias doencas pulmonares, como asma,
DPOC, fibrose pulmonar e pneumonia(EHRLICH et al., 2010; ENOMOTO et al., 2003).
A hiperglicemia persistente pode causar deficiéncias na imunidade inata e adaptativa e
pode aumentar a suscetibilidade a infec¢des fingicas invasivas, como mucormicose,
candidiase, coccidioidomicose e criptococose (PELEG et al., 2007).

Pacientes, com diabetes descontrolada, apresentam hiperglicemia, condi¢ao que
pode causar direta ou indiretamente muitas complicagdes no coracdo, rins e pulmdes
(GUILLOT et al., 2008). A relacdo entre inflamacdo e hiperglicemia ¢ amplamente
estudada. A hiperglicemia pode levar a processos inflamatorios (BEARHAM et al., 2019;
KAMONKHANTIKUL; ARKSORNNUKIT; TAKAHASHI, 2017), além de alteragdes
nas propriedades funcionais das células do sistema imunolédgico, reprogramando-as com
a expressdao de genes de diferentes perfis, por meio de alteragdo epigenética(YU et al.,
2012).

Nesse estudo, foram avaliados os efeitos de diferentes concentragdes de glicose
na associacgdo entre C. neoformans e células epiteliais bronquicas humanas na modulacao
da resposta. Para esta avaliagdo foram utilizados indicadores como produgdo de IL-6, IL-
8, IL-10 e expressdao de NF-xkB, ERK1/2, STAT3. A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma potente
citocina inflamatdria, com atividade redundante e pleiotrépica que medeia uma série de
funcdes fisioldgicas, incluindo diferenciagdo de linfocitos, proliferacdo e sobrevivéncia
celular, além de aumentar os sinais apoptdticos (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO,
2003).

A interleucina 8 (IL-8) foi uma das primeiras quimiocinas descobertas e foi
inicialmente identificada como um fator quimiotatico secretado por monocitos e
macrofagos ativos que promovem a migracdo coordenada e direcional de células do
sistema imunolégico como neutroéfilos, basofilos e linfocitos T (BAGGIOLINI; WALZ;
KUNKEL, 1989).

A interleucina (IL)-10 ¢ a citocina mais importante com propriedades anti
inflamatérias. E produzida por células imunes ativadas e atua por meio de um complexo
receptor transmembrana, que ¢ composto por IL-10R1 e IL-10R2, e regula as fungdes de

muitas células imunologicas diferentes. Nos monoécitos/macréfagos, a IL-10 diminui a
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producdo de mediadores inflamatorios e inibe a apresentagdo de antigenos, embora
aumente a captagdo destes (SABAT et al., 2010).

O NF-xB ¢ crucial para o funcionamento adequado do sistema imunoldgico em
todos os estagios, desde o desenvolvimento de tecidos linfoides primarios e secundarios,
passando pela hematopoiese, até o reconhecimento de Padroes Moleculares Associados
ao Perigo (DAMPs) ou Padroes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPs) e
regulacdo de mecanismos efetores de células imunoldgicas (HAYDEN; GHOSH, 2011).
ERK1/2, um membro da familia da proteina quinase ativada por mitégeno, desempenha
um papel importante na regulacdo da proliferacdo celular, no processo de autofagia e na
sintese de proteinas (KHEZRI et al., 2023).

STATS3 regula uma diversidade de processos celulares, pois promove a transcri¢ao de
genes relacionados a sobrevivéncia e crescimento celular, angiogénese, bem como pro-
apoptotica. Também induz a expressdo do Supressor de Sinalizagdo de Citocinas,
reguladores negativos que impedem a ativagdo prolongada de STAT3 em organismos
saudaveis. Além disso, o STAT3 ¢ necessario para manter a propagacao e a pluripoténcia
de células-tronco embrionarias e neurais normais, demonstrando sua relacdo com a
manutengdo de células-tronco (CARPENTER; LO, 2014).

Portanto, a epigenética ¢ fator preponderante tanto na ativagdo de indicadores celulares
proé-inflamatoérios quanto na atuacdo na resolugdo dessas inflamagdes pelo organismo.
Desta maneira, os estimulos ambientais e alimentares influenciam diretamente no bom

funcionamento do organismo.

2 JUSTIFICATIVA

O fungo C. neoformans ¢ uma das mais sérias preocupacdes na area da saude
podendo causar doengas com significativas taxas de morbidade e mortalidade. Os
pacientes hiperglicémicos sdo vulnerdveis a diversas infecgdes (CUNHA et al., 2023;
MOSMANN, 1983), uma vez que a hiperglicemia causa quimiotaxia granulocitaria,
fagocitose e deficiéncia mediada por células da imunidade, o que pode aumentar a
suscetibilidade as infec¢des fungicas invasivas, como mucormicose, candidiase,
coccidioidomicose e criptococose (PELEG et al., 2007). O papel da hiperglicemia, ou
diabetes, na infec¢do criptococica, ainda, ndo foi bem caracterizado e ndo héa estudos
sobre a influéncia desse desequilibrio nas células epiteliais das vias aéreas, estimuladas

por C. neoformans.
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Desta maneira, neste estudo, busca-se uma melhor compreensdo do
comportamento in vitro de C.neoformans frente a suplementacdo de glicose em células
do epitélio bronquico BEAS-2B, analisando mediadores quimicos, vias de sinalizag@o pro

e anti-inflamatorios e a internalizagdo deste patogeno.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais
Investigar o efeito da suplementacdo de glicose em células epiteliais bronquicas

humanas (BEAS-2B) infectadas com C.neoformans.

3.2 Objetivos especificos
Apobs a suplementagdo com glicose em células previamente infectadas com

C.neoformans ou ndo, avaliaram-se 0s seguintes parametros:

a) A produgdo de IL-6, IL-8 e IL-10;

b) A expressdo de NF-«B, ERK1/2 e STAT3;

c) A porcentagem de viabilidade e a porcentagem de ativacdo das células BEAS-2B
estimuladas ou ndo com C. neoformans e/ou glicose nas concentracdes 5 e 15 mM;

d) Determinagdo dos niveis de internalizacao de C. neoformans durante a interagdo com

células BEAS-2B.

4 METODOLOGIA

4.1 Células Epiteliais Bronquicas

A linhagem celular epitelial bronquica humana (BEAS-2B; ATCC, Rockville, MD)
foi doado pelo Dr. Bruce D. Levy da Harvard Medical School/Brigham and Women's
Hospital e foi cultivada em meio Dulbecco's Eagle modificado (DMEM-F12; GibcoLife
Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life Technologies) e
penicilina 1% + estreptomicina (Gibco-Life Technologies) e incubado a 37 °C em

atmosfera umidificada com 5% de CO2.

4.2 Cryptococcus neoformans
C. neoformans sorotipo A, H99 (ATCC MY A-4564) foi utilizada em todos os

experimentos. Sabouraud 4gar dextrose (BD Biosciences) foi o meio para crescimento e
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manuten¢do de C. neoformans. Uma suspensao de colonias em caldo Sabouraud dextrose
(BD Biosciences) foi preparada e cultivada até o inicio da fase estacionaria (48 h) em
temperatura de 37°C para estimulagdo celular. As células foram estimuladas com

multiplicidade de infec¢ao (MOI) (KAMIMURA; ISHIHARA; HIRANO, 2003).

4.3 Estimulacio
A estimulacao de de células BEAS-2B com C. neoformans tem como objetivo
investigar a resposta imunologica e a interacdo entre o fungo patogénico e as células do
hospedeiro. Essa avaliacdo permite que seja observado como as células epiteliais
respondem a infeccdo, incluindo a produgdo de citocinas e outras moléculas sinalizadoras

que podem influenciar a resposta imunologica.

As céluas BEAS-2B (1 x 10 células/mL) foram cultivadas em placas de 96 pogos
e estimuladas com C. neoformans (MOI 100) por 24 horas (BAGGIOLINI; WALZ;
KUNKEL, 1989). Foi adicionada a concentracdo de SmM (considerada normoglicemia
nas células), ou 15 mM (considerada hiperglicemia nas células) (SABAT et al., 2010),

uma vez que o sangue/intersticio apresenta 5—6 mM.

4.4 Ensaio de quantificacido celular (UFC)

O ensaio de UFC foi modificado de um estudo anterior. C. neoformans (MOI 100)
foram cultivados em placas de 96 pogos e suplementados ou ndo com glicose, em
concentragdes de gliglose adicionadas altas (15mM) e baixas (5SmM), na presenca e
auséncia de células BEAS-2B por 24 h a 37°C. Apos esse periodo o sobrenadante foi
triplamente diluido com solucdo salina 0,9% e semeado em agar Sabouraud dextrose a
37°C por 48 horas. Ap6s 48 horas, o nimero de colonias nas placas de agar foi contado

(KAMONKHANTIKUL; ARKSORNNUKIT; TAKAHASHI, 2017).

4.5 Ensaio de Viabilidade Celular MTT
O ensaio de viabilidade celular MTT ¢ uma técnica amplamente utilizada para
avaliar a viabilidade e a proliferagdo celular em culturas celulares. O método baseia-se na
capacidade das células vidveis de reduzir o sal de tetrazolio MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5-difeniltetraz6lio brometo) a um formazano roxo, que € insoluvel em dgua. O ensaio
pode ser realizado por meio da redu¢do do MTT, onde as células metabolizam o MTT,
transformando-o em um cristais de formazano roxo. Esse processo ocorre principalmente

nas mitocondrias das células viaveis, e pela qunatificacdo, onde a quantidade de
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formazano gerado ¢ proporcional ao niimero de células vidveis, e pode ser quantificada
através de espectrofotometria.

Foi utilizado o ensaio celular baseado em tetrazdlio de maeira a avaliar a
viabilidade celular de células BEAS-2B estimuladas ou ndo com C. neoformans e

suplementado ou ndo com glicose(BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011).

4.6 Ensaio de Exclusdo de Azul de Tripan

O ensaio de exclusdo de azul de tripano ¢ uma técnica simples e eficaz utilizada
para avaliar a viabilidade celular, especialmente em culturas celulares. O método baseia-
se na propriedade do azul de tripano, um corante vital, de penetrar apenas em cé¢lulas ndo
viaveis, permitindo a distin¢do entre células vivas e mortas.

O azul de tripano ¢ um corante que ¢ excluido pelas células viaveis, pois suas
membranas celulares intactas ndo permitem a passagem do corante. Em contrapartida,
células mortas ou danificadas, que tém membranas comprometidas, absorvem o corante
e ficam coloridas. Este ensaio foi usado para distinguir entre células vivas (ndo coradas)

e mortas (coradas) (KHEZRI et al., 2023).

4.7 Producio de IL-6, IL-8 e I1L-10

Os ensaios das concentragdes de interleucinas, como IL-6, IL-8 ¢ IL-10, sao
fundamentais em pesquisas e diagnosticos clinicos, especialmente em contextos
relacionados a inflamacao, resposta imune e doencas.

A avaliacdo do IL-6 permite a mar¢ao de inflamagao pois a IL-6 é uma citocina
pro-inflamatéria que desempenha um papel crucial na resposta inflamatoria aguda. Niveis
elevados de IL-6 podem indicar a presenca de inflamagdo ou infec¢do. E frequentemente
utilizada como um biomarcador em doengas autoimunes, como artrite reumatoide e lupus
eritematoso sist€émico, onde a inflamagdo cronica ¢ um componente chave. Elevados
niveis de IL-6 podem estar associados a piores prognosticos em véarias condigdes,
incluindo cancer e doencas cardiovasculares.

A avaliagdo de IL-8 ¢ uma quimiocina que atrai neutrofilos para o local da
inflamagao. E um importante mediador na resposta imune inata. Niveis elevados de IL-8
podem indicar infec¢des bacterianas ou virais, e sdo usados para monitorar a gravidade
de infecc¢des e inflamagdes. Em doengas respiratdrias, como asma e doenga pulmonar

obstrutiva cronica (DPOC), a IL-8 esta envolvida na recrutagao de células inflamatorias.
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Para se avaliar a [L-10, que ¢ uma citocina anti-inflamatéria que desempenha um
papel crucial na regulagdo da resposta imune, inibindo a producdo de citocinas pro-
inflamatérias. E fundamental para o equilibrio entre a resposta imune efetiva e a
prevencao da inflamacdo excessiva, que pode levar a danos nos tecidos. Em contextos de
tratamento, como em terapias para cancer ou infecg¢des, a IL-10 pode ser um alvo ou um
biomarcador para avaliar a eficacia do tratamento.

As concentragdes de IL-6, IL-8 e IL-10 foram medidas por ensaios
imunoenzimaticos (Elisa) de acordo com as instru¢des do fabricante (BD Pharmingen,

San Diego, CA, EUA).

4.8 Expressao de NF-kB, ERK1/2 e STAT3

As vias NF-xB, ERK1/2 e STAT3 foram avaliadas por citometria de fluxo de
acordo com (CARPENTER; LO, 2014). Apos 24h da estimulagdo com C. neoformans,
as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% (BD Cytofix Buffer) e, depois,
lavadas e permeabilizadas em Perm/Wash Buffer gelado (BD Biosciences). As células
foram incubadas com anticorpos contra fosfo-STAT3, fosfoERK1/2 e fosfo-NF-xB (BD
Biosciences) diluidos em metanol frio durante 60 min a 10°C no escuro.

Estas células foram entdo incubadas com IgG1 anti-camundongo conjugado com
PE ou Alexa Fluor 488- conjugado anti-IgG2b de camundongo por mais 60 min a 10°C
no escuro. O mesmo protocolo foi realizado com o respectivo controle de isotipo. A
expressao de fosfo-STAT3, fosfo-NF-«kB e fosfo-ERK1/2 foi medida em 50.000 eventos
(células) usando um citdmetro de fluxo FACSCalibur. Os resultados foram expressos por

porcentagens de células positivas para de fosfo-STAT3, fosfo-NF-kB e fosfo-ERK1/2.

4.9 Fagocitose in vitro

Foram determinados os niveis de internalizacdo de C. neoformans durante a
interacdo com células BEAS-2B (LIEW et al., 2016). Resumidamente, as células de
levedura foram marcadas com isotiocianato de fluoresceina (FITC) a 0,1 mg/mL,
mantidas no escuro e em temperatura ambiente por 30 minutos. Apos estimulacdo com
as células fingicas, as células BEAS-2B foram extensivamente lavadas com PBS para
remover fungos nao aderentes.

Os complexos fungo-célula hospedeira foram tratados durante 10 min a 25°C
com azul de tripan (200 pg/mL), que ¢ um agente extintor de fluorescéncia derivada de

FITC e, uma vez que ndo consegue atingir o compartimento intracelular de células
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viaveis, este corante ¢ util para discriminar C. neoformans intracelular e associado a
superficie, extinguindo a fluorescéncia de células ndo internalizadas. O azul de tripan ndo
ligado foi removido por lavagem com PBS e depois os complexos foram analisados por

citometria de fluxo.

4.10 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). Uma
avaliag@o dos resultados foi realizada por analise de variancia (ANOVA) seguida de pos-
teste de Tukey utilizando GraphPad PRISM (Versao 6.0; Graph Pad Software Inc) usando
analise de variancia (ANOVA). Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativo.
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