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RESUMO

A hiperglicemia pode causar deficiéncias nas respostas imune inata e adaptativa,
além de aumentar a suscetibilidade a infecgdes fungicas invasivas, como a
criptococose. Avaliamos os efeitos da interacdo entre Crypfococcus neoformans
(MOI 100) nas células BEAS-2B suplementadas com glicose (22,5 and 35 mM)
apods 24 horas de estimulo. Nao foram detectados efeitos citotdxicos nas células
estimuladas com C. neoformans e/ou suplementadas com glicose. Em comparagao
ao controle, C. neoformans aumentou a produgdo de IL-6 e IL-8, bem como a
ativacdo de NF-kB, ERK1/2 e STAT3 nas c¢lulas BEAS-2B. A suplementacao de
glicose promoveu efeitos pro-inflamatorios ao aumentar a produgdo de IL-6 e a
ativacdo de fosfo-STAT3 nas células epiteliais bronquicas infectadas com C.
neoformans, quando comparadas as apenas infectadas. Além disso, a
suplementagdao de glicose promoveu efeitos anti-inflamatérios ao reduzir a
producdo de IL-8 e a fosforilagdo de ERK1/2. Ademais, a suplementagdo de glicose
aumentou a internalizacao de C. neoformans pelas células, reduziu a porcentagem
de fungos aderidos a superficie celular e diminuiu seu crescimento. Esses resultados
demonstram que o aumento de glicose modula a ativagdo da resposta imune inata
das células epiteliais bronquicas modulando a infecc¢ao criptococica.
PALAVRAS-CHAVE: Células epiteliais bronquicas, Cryptococcus neoformans,
Citocinas, glicose.

ABSTRACT
Hyperglycemia can cause deficiencies in innate and adaptive immune responses, as
well as increase susceptibility to invasive fungal infections, such as cryptococcosis.
We evaluated the effects of the interaction between Cryptococcus neoformans
(MOI 100) on BEAS-2B cells supplemented with glucose (22.5 and 35 mM) after
24 hours of stimulation. No cytotoxic effects were detected in cells stimulated with
C. neoformans and/or supplemented with glucose. Compared to the control group,
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C. neoformans increased the production of IL-6 and IL-8, as well as the activation
of NF-xB, ERK1/2, and STAT3 in BEAS-2B cells. Glucose supplementation
promoted pro-inflammatory effects by increasing IL-6 production and phospho-
STAT3 activation in bronchial epithelial cells infected with C. neoformans, when
compared to those that were only infected. Furthermore, glucose supplementation
promoted anti-inflammatory effects by reducing IL-8 production and ERK1/2
phosphorylation.  Furthermore, glucose supplementation increased the
internalization of C. neoformans by the cells, reduced the percentage of fungi
adhered to the cell surface, and decreased their growth. These results demonstrate
that increased glucose modulates the activation of the innate immune response of
bronchial epithelial cells, thus modulating cryptococcal infection.

KEYWORDS: Bronchial epithelial cells, Cryptococcus neoformans, Cytokines,
Glucose supplementation.

INTRODUCAO

A criptococose ¢ uma importante doenga infecciosa em todo o mundo,
particularmente na Africa Subsaariana, onde mais de 100.000 pessoas com
HIV/Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) morrem de meningite todos
os anos. A incidéncia global de MC associada ao HIV diminuiu de 960.000 casos
em 2007 para 220.000 em 2014 e depois para 150.000 em 2020. No entanto, a
meningite criptococica continua a ser responsavel por cerca de 19% das mortes
relacionadas com a SIDA todos os anos. Por outro lado, a incidéncia de CM na
Europa, América do Norte e América Latina duplicou desde 2009'%. A criptococose
¢ uma infecgdo fingica grave e potencialmente fatal que afeta predominantemente
individuos imunocomprometidos, incluindo pessoas vivendo com HIV/AIDS,
receptores de transplantes de oOrgdos solidos e pacientes submetidos a terapias
imunossupressoras’. Nesses individuos, a resposta imune comprometida é incapaz
de controlar infec¢des causadas por Cryptococcus neoformans e C. gattii,
facilitando a disseminagio fingica e aumentando a gravidade da doenga®.

A hiperglicemia ¢ uma condig¢do metabolica caracterizada pela elevagao dos
niveis de glicose no sangue. Esse estado pode induzir disfungdes na resposta imune
contra patdgenos invasores, por exemplo, atenuando a producdo de citocinas,
prejudicando o recrutamento de leucdcitos, o reconhecimento de patdgenos e

inibindo mecanismos mediados por anticorpos e complemento’. Além disso, a
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hiperglicemia tem sido identificada como um preditor de pior evolugdo clinica em
diversas doengas infecciosas, devido a sua associagdo com estresse oxidativo,
acidose lactica, inflamagao sistémica e comprometimento da integridade da barreira
hematoencefalica®’.

A hiperglicemia ¢ amplamente reconhecida por potencializar a reatividade

inflamatoria®®

e reprogramar células imunes por meio de mecanismos epigenéticos,
promovendo maior suscetibilidade a infecgdes!®!2. Dentre essas, infec¢des fingicas
invasivas como mucormicose, candidiase, coccidioidomicose e criptococose
apresentam maior incidéncia em individuos hiperglicémicos!®. Embora esteja bem
estabelecido que niveis elevados de glicose podem modular respostas imunes e

potencialmente influenciar a progressdo de doengas'®!

, 0 impacto especifico da
hiperglicemia na patogénese das infec¢des por Cryptococcus neoformans
permanece pouco compreendido. A hiperglicemia cronica ¢ amplamente
reconhecida como uma condigdo que compromete tanto a imunidade inata quanto
a adaptativa, aumentando a suscetibilidade a infec¢des fungicas invasivas,
incluindo a criptococose®. Niveis graves de hiperglicemia (glicemia >200 mg/dL)
em pacientes com criptococose foram associados a maior risco de mortalidade em
trés anos’. Um estudo demonstrou que a meningite criptocdcica deve ter um
diagnostico diferencial em pacientes diabéticos, visto a crescente prevaléncia de
diabetes e os baixos niveis de controle glicémico adequado'®. Em outro estudo dos
120 pacientes diabéticos com infeccdo fungica sistémica, a infeccdo por
Cryptococcus ssp foi a mais comum (44,6%)!”. Essa lacuna de conhecimento
destaca a necessidade de estudos que investiguem como a hiperglicemia altera as
interacdes entre o hospedeiro e o patdgeno na criptococose. Para isso, examinamos
os efeitos de altas concentragdes de glicose na interagao entre C. neoformans e a
resposta imune inata das vias aéreas, utilizando um modelo in vitro de células
epiteliais bronquicas humanas, uma vez que as células da mucosa pulmonar

provavelmente sao as primeiras a entrar em contato com C. neoformans.
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METODOLOGIA

CELULAS EPITELIAIS BRONQUICAS

A linhagem celular epitelial bronquica humana (BEAS-2B; ATCC,
Rockville, MD) foi cultivada em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM-F12; Gibco-Life Technologies), que contém 17,5 mM de glicose em sua
formulagdo, suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-Life
Technologies) e 1% de penicilina + estreptomicina (Gibco-Life Technologies),

sendo incubada a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de COs..

Cryptococcus neoformans

A cepa C. neoformans (ATCC MYA-4564) foi utilizada em todos os
experimentos. Agar Sabouraud dextrose (BD Biosciences) foi utilizado como meio
para crescimento ¢ manutengdo do fungo. Uma suspensdo de C. neoformans em
caldo Sabouraud dextrose (BD Biosciences) foi preparada e cultivada até a fase
estacionaria inicial (48 h) a temperatura ambiente ou a 30 °C para estimulagdo
celular. As células foram estimuladas com uma multiplicidade de infec¢do (MOI)

de acordo com estudo prévio do nosso grupo'®.

ESTIMULACAO

Células BEAS-2B (1x10° células/mL) foram cultivadas em placas de 96
pocos a 37 °C contendo concentracdes de 22,5 mM ou 35 mM" e estimuladas com
C. neoformans (MOI 100)?°. Apés 24 horas do estimulo, o sobrenadante e/ou as
células s@o coletados para os ensaios. As células ndo tratadas e ndo estimuladas
foram denominadas de grupo controle. As células somente com meio de cultura,

sem tratamento ou estimulo, se referem ao grupo controle.

ENSAIO DE CFU
O ensaio de unidades formadoras de colonia (CFU) foi adaptado conforme

estudos anteriores?’. Células BEAS-2B foram cultivadas em placas de 96 pogos e
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infectadas com C. neoformans elou glicose por 24 horas. Agua destilada
autoclavada foi adicionada por 20 min para lise celular. Apos a lise celular, a UFC
foi obtida a partir da lavagem (3X) do precipitado em solucdo salina 0,9%, que foi

posteriormente plaqueada em agar Sabouraud dextrose a 33 °C por 48 h.

ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT

A viabilidade celular foi estimada utilizando o corante brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (BD Biosciences), seguindo o
protocolo do fabricante. Apds a suplementagdo de glicose e/ou a infecgdo com C.
neoformans as células foram incubadas com o corante MTT por 2 horas a 37 °C no
escuro. A intensidade da fluorescéncia foi medida utilizando um espectrofotometro

em um comprimento de onda de 550 nm, com comprimento de onda de referéncia

de 630 nm?!.

ENSAIO DE EXCLUSAO COM AZUL DE TRIPANO

A viabilidade celular também foi examinada utilizando o teste de exclusao
do azul de tripan. A solugdo de azul de tripan foi preparada na hora, a 0,4% em
cloreto de sodio a 0,9%. As células foram lavadas em PBS, tripsinizadas e
centrifugadas. Vinte microlitros da suspensdo celular foram adicionados a 20 pL da
solucdo de azul de tripan e 500 células foram contadas microscopicamente. A
viabilidade celular foi expressa como a porcentagem de células negativas para o

azul de tripan em relacdo aos controles nio tratados®.

PRODUCAO DE CITOCINAS

As concentracdes de IL-6, IL-8 e IL-10 foram determinadas por ensaios de
ELISA, conforme as instru¢des do fabricante (BD Pharmingen, San Diego, CA,
EUA). Brevemente, As medi¢des de citocinas por ELISA foram realizadas em um
volume final de 50 pL, utilizando amostras do sobrenadante. As amostras foram
adicionadas a uma placa de microtitulagdo de 96 pocos previamente revestida com

um anticorpo monoclonal especifico para cada citocina e incubadas por 2 horas.
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Apo6s quatro lavagens, os soros foram incubados por 2 horas com anticorpos anti-
IL-6, -IL-8 ou -IL-10 conjugados com peroxidase de raiz-forte (HRP) para
deteccdo. As placas foram lavadas quatro vezes, a solu¢do de substrato foi
adicionada e as placas foram incubadas por 30 minutos. Finalmente, 50 uL de
solug¢do de parada foram adicionados a cada pogo, € a cor mudou de azul para
amarelo. A densidade optica de cada pogo foi medida a 450 nm utilizando um leitor
de microplacas. Os resultados foram linearizados plotando-se o logaritmo da
concentra¢do de cada citocina versus o logaritmo da densidade Optica, e a linha de
melhor ajuste foi determinada por andlise de regressdo. Padrdes para as diferentes
citocinas foram utilizados em concentragdes que variaram de 2,5 a 5 pg/mL e de
100 a 500 pg/mL para gerar uma curva linear, a fim de determinar a concentra¢ao
da amostra desconhecida. Dilui¢Oes seriadas das citocinas recombinantes foram

utilizadas para gerar a curva padrao.

EXPRESSAO DE FATORES DE TRANSCRICAO

As vias NF-xB, ERK1/2 e STAT3 foram avaliadas por citometria de fluxo
conforme métodos anteriores®®. Resumidamente, 24 h apds a estimulacio com C.
neoformans, as células foram fixadas com BD Cytofix Buffer (4%
paraformaldeido), lavadas e permeabilizadas em Perm/Wash Buffer gelado (BD
Biosciences). Em seguida, foram incubadas com anticorpos monoclonais de
camundongo Alexa Fluor 488 anti-serina 529 fosforilada do NF-xB p65 humano,
Alexa Fluor 488 anti-serina 727 fosforilada do STAT3 humano e PE anti-treonina
202 e tirosina 204 fosforiladas (pT202/pY204) da ERK1 humana e anti-treonina
184 e tirosina 186 fosforiladas (pT184/pY 186) da ERK2 humana (BD Biosciences)
por 60 min a 10 °C no escuro. O mesmo protocolo foi realizado com o controle
isotipico correspondente; IgG1 para STAT3 e ERK1/2 e IgG2b para NF-kB. A
expressao de fosfo-STAT3, fosfo-NF-«kB e fosfo-ERK1/2 foi medida em 50.000
eventos (células) em citometro de fluxo FACSCalibur. Os resultados foram
expressos como porcentagem de células positivas para fosfo-STAT3, fosfo-NF-xB

e fosfo-ERK1/2.
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FAGOCITOSE IN VITRO

Para determinar o nivel de internalizacdo de C. neoformans, os fungos foram
marcadas com 0,1 mg/mL de isotiocianato de fluoresceina (FITC) no escuro por 30
min apods lavagem em PBS?*. Apds a estimulagdo, as células foram lavadas
extensivamente com PBS para remover fungos nio aderidos. Algumas interagdes
fungo—célula foram tratadas por 10 min a 25 °C com azul de tripano (200 pg/mL),
que atua como agente de extingdo da fluorescéncia derivada de FITC. Como esse
corante ndo penetra em células vidveis, ele permite discriminar fungos aderidos a
superficie dos internalizados, apagando a fluorescéncia dos ndo internalizados. O
azul de tripano nao ligado foi removido com PBS, e as amostras foram analisadas

por citometria de fluxo.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média =+ erro padrao da média (SEM).
As analises foram realizadas por ANOVA seguida do pds-teste de Tukey utilizando
o software GraphPad Prism (Versdo 6.0; GraphPad Software Inc.). Valores de p <

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

PERCENTUAIS DE CELULAS BEAS-2B VIAVEIS E ATIVADAS

No ensaio com azul de tripano, nao foram observados efeitos citotdoxicos nas
células estimuladas com C. neoformans e/ou tratadas nas concentragdes de 22.5
mM e 35 mM de glicose por 24 horas (Fig. 1A). No entanto, em comparagdo com
o controle, as células estimuladas apenas com C. neoformans ou em combinagao

com glicose apresentaram maior percentual de proliferacao no ensaio de MTT (Fig.

1B).
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Figura 1. A suplementagdo com glicose e/ou C. neoformans ndo induziu efeitos
citotoxicos em células BEAS-2B. A suplementacdo com glicose (5 ou 17,5 mM)
foi adicionada ao meio (17,5 mM), resultando em concentragdes finais de 22,5 e
35,0 mM. As células BEAS-2B foram suplementadas com glicose e infectadas com
C. neoformans (MOI 100). Os resultados dos ensaios de viabilidade celular com
azul de tripano (A) e de MTT (B) foram obtidos ap6s 24 h de estimulo. Os dados
sdo apresentados como média =+ EPM de quatro experimentos independentes
realizados em triplicata (n = 4). *P < 0,05 em comparagao ao grupo controle.
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A SUPLEMENTACAO COM GLICOSE AUMENTOU A PRODUCAO DE IL-6
E REDUZIU A DE IL-8 EM CELULAS BEAS-2B INFECTADAS COM C.

o

neoformans

Em comparagdo ao controle, C. neoformans aumentou a produgao de IL-6 e
IL-8 (Fig. 2A e 2B, respectivamente), mas ndo de IL-10 (Fig. 2C). A combinacao
de glicose elevada e fungo aumentou significativamente a concentragao de IL-6 em
relagdo as células estimuladas apenas com C. neoformans (Figura 2A). A produgao
de IL-6 aumentou aproximadamente 1,4 vezes, de 148,55 + 24,16 pg/mL (C.
neoformans) para 214,90 + 12,70 pg/mL (glicose + C. neoformans) (média + EPM).
Além disso, a combinacao de glicose com C. neoformans reduziu a produgao de IL-
8 induzida por C. neoformans (Figura 2B). A produgado de IL-8 diminuiu cerca de
33%, de 759,35 £ 93,72 pg/mL (C. neoformans) para 506,56 + 38,12 pg/mL
(glicose + C. neoformans) (média £+ EPM). Nas células infectadas com C.
neoformans e suplementadas com glicose, a concentracao de IL-10 nao foi alterada
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em comparagao ao controle ou as células apenas infectadas (Figura 2C). Nenhuma
alteracdo significativa na produgdo de IL-6, IL-8 e IL-10 foi observada nas células

tratadas com a glicose (22,5 ¢ 35,0 mM).

Figura 2. A associagdo entre C. neoformans € suplementagdo com glicose aumentou
a produgao de IL-6 e reduziu a de IL-8, sem alterar as concentragdes de IL-10, em
células epiteliais bronquicas. A suplementacdo com glicose (5 ou 17,5 mM) foi
adicionada ao meio (17,5 mM), resultando em concentragdes finais de 22,5 e 35,0
mM. As células BEAS-2B foram suplementadas com glicose e infectadas com C.
neoformans (MOI 100). Apds 24 h, as concentragdes de IL-6 (A), IL-8 (B) e IL-10
(C) foram avaliadas por ELISA. Os dados sdo apresentados como média + EPM de
trés experimentos independentes realizados em triplicata (n = 3). *P < 0,05 em
comparag¢do ao grupo controle; #P < 0,05 em comparacao ao grupo C. neoformans.
A # B

250 * 1000
=3 Conlrole .

200 * = Glicose (22,5 mM) 800
= Glicose (35,0 mM)

= C neoformans

*
#
= Glicose (22,5 mM) + C. necformans o
50 ’l‘ ’l‘ B Glicose (35,0 mM) + C. necformans
0 0

=
=
-
=
=

IL-6 {pg/mL)
IL-8 (pg/mL)

~
=
=

B2 & = =
& 2 8 8o

IL-10 (pg/mL})

e
=

=}

A ASSOCIACAO DE C. NEOFORMANS COM SUPLEMENTACAO DE
GLICOSE INIBIU A ATIVACAO DE FOSFO-ERK1/2 E PROMOVEU EFEITO
ADITIVO NA FOSFORILACAO DE STAT3 EM CELULAS EPITELIAIS
BRONQUICAS

Em comparagao as células controle, células estimuladas com C. neoformans
apresentaram aumento na ativagdo de pNF-«B, pERK1/2 e pSTAT3 (Fig. 3A-C,
respectivamente). A combinacdo de suplementagdo com glicose, nas concetragao
de 22,5 e 35 mM, e C. neoformans reduziu a ativacao de pERK1/2 (Figura 3C) em

comparagdo as células estimuladas apenas com C. neoformans. A ativagao de fosfo-
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pERK1/2 foi reduzida em cerca de 44% e 47%, de 6,13 = 1,28% (C. neoformans)
para 3,38 £ 0,1% (glicose (22,5 mM) + C. neoformans) e 3,27 + 1,27% (glicose (35
mM) + C. neoformans) (média £ EPM), respectivamente. Além disso, a associagao
de glicose, somente na concentragdo de 35 mM, e C. neoformans aumentou a
fosforilagdo de STAT3 (Figura 3D). A fosforilagdo de STAT3 aumentou
aproximadamente 1,6 vezes, de 9,41 + 2,09% (C. neoformans) para 15,40 £+ 3,32%
(glicose (35 mM) + C. neoformans) (média + EPM). A combinagdo de glicose,
ambas concentracdes, e C. neoformans nao alterou a ativacao de fosfo-NF-kB em
comparagdo as células estimuladas apenas com C. neoformans. Nao foram
observadas alteragdes significativas na ativacdo dos fatores de transcricdo nas

células suplementadas apenas com as glicoses nas concentragdes de 22,5 e 35 mM.

Figura 3. A combinagdo de C. neoformans com alta concentragao de glicose reduziu
a ativagao de fosfo-ERK1/2 e aumentou a ativagao de fosfo-STAT3, sem alterar a
ativagdo de fosfo-NF-kB. A suplementacdo com glicose (5 ou 17,5 mM) foi
adicionada ao meio (17,5 mM), resultando em concentragdes finais de 22,5 e 35,0
mM. As células BEAS-2B foram suplementadas com glicose e infectadas com C.
neoformans (MOI 100). Apos 24 h, as células foram recuperadas e analisadas por
citometria de fluxo para deteccao da ativacdo de fosfo-ERK1/2 (A), fosfo-STAT3
(B) e fosfo-NF-«B (C). Os dados sdo apresentados como média + EPM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata (n = 3). *P < 0,05 em
comparag¢ao ao grupo controle; #P < 0,05 em comparagdo ao grupo C. neoformans.
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A SUPLEMENTACAO COM GLICOSE AUMENTOU A INTERNALIZACAO
E REDUZIU A PORCENTAGEM DE C. NEOFORMANS ADERIDO A
SUPERFICIE DE CELULAS BEAS-2B

A suplementagao com glicose aumentou o percentual de C. neoformans
internalizado por células BEAS-2B (Fig. 4A). O percentual de internalizagdo
aumentou aproximadamente 4,2 vezes, de 0,756% =+ 0,66% (C. neoformans) para
3.2% = 2,37% (glicose + C. neoformans) (média + EPM). Além disso, a
suplementagdo com glicose reduziu o percentual de fungos aderidos a superficie
celular (Fig. 4B). O percentual de C. neoformans na superficie foi reduzido em
cerca de 63%, de 2,10 £ 0,57% (C. neoformans) para 0,77 + 1,12% (glicose + C.
neoformans) (média + EPM).

Figura 4. A suplementa¢do com glicose modulou a interagao do C. neoformans com
as células BEAS-2B. A suplementagdo com glicose (5 ou 17,5 mM) foi adicionada
ao meio (17,5 mM), resultando em concentragdes finais de 22,5 ¢ 35,0 mM. As
células BEAS-2B foram suplementadas com glicose e infectadas com C.
neoformans (MOI 100). Apds 24 h, as células foram recuperadas e analisadas por
citometria para determinar a quantidade de C. neoformans intracelular (A) e aderido
a superficie celular (B). Os dados sdo apresentados como média + EPM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata (n = 3). #P < 0,05 em
comparagao ao grupo C. neoformans.
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ENSAIO DE CARGA FUNGICA
A suplementagdo com glicose reduziu a contagem fingica (UFC/mL) de C.
neoformans em células BEAS-2B tanto na presen¢a quanto na auséncia das células

epiteliais (Figuras 5A e 5B, respectivamente).
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Figura 5. A suplementacdo com glicose reduziu o nimero de unidades formadoras
de colonia (UFC) de C. neoformans. A suplementagao com glicose (5 ou 17,5 mM)
foi adicionada ao meio (17,5 mM), resultando em concentragdes finais de 22,5 e
35,0 mM. As células BEAS-2B foram suplementadas com glicose e infectadas com
C. neoformans (MOI 100). O nimero de unidades formadoras de colonia foi
determinado por ensaio de UFC na presenga (A) e na auséncia (B) de células BEAS-
2B ap6s 24 h. Os dados s3o apresentados como média + EPM de trés experimentos
independentes realizados em triplicata (n = 3). *P < 0,05 em comparagao ao grupo
C. neoformans.
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DISCUSSAO

Neste estudo, observou-se que a associagdo entre C. neoformans e
suplementagdo com glicose desencadeou respostas tanto pro-inflamatorias quanto
anti-inflamatorias em células epiteliais bronquicas, caracterizadas pelo aumento da
producao de IL-6 e da fosforilagdo de STAT3, concomitantemente a redugdo da
producao de IL-8 e da ativacdo de ERK1/2. Apesar dessas alteracdes funcionais,
ndo foram detectados efeitos citotoxicos. Curiosamente, a presenga de glicose
elevou significativamente a internalizacdo do fungo pelas células, diminuindo sua
permanéncia na superficie e reduzindo o crescimento fingico.

A IL-6 possui papel ambiguo, atuando como mediadora inflamatoria e
reguladora metabélica®>%°. Estudos clinicos indicam que niveis elevados de IL-6 no
liquido cefalorraquidiano de pacientes com criptococose meningea estdo associados
a respostas protetoras’’, e componentes capsulares de C. neoformans, como GXM

e GalXM, sdo capazes de induzir sua produco em células humanas?®. Além disso,
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camundongos deficientes em IL-6 exibem maior suscetibilidade a infecgdo
criptococica®. Concentragdes basais cronicamente elevados de IL-6 e de seu
receptor sdo encontradas em pacientes com diabete do tipo 1°°, apoiando a nogio
amplamente aceita de diabetes como uma doenca inflamatdria cronica’!. Além dos
aumentos intrinsecos relacionados ao proprio diabetes, também foi demonstrado
que a IL-6 aumenta agudamente em resposta a hiperglicemia*?. Embora o papel da
IL-6 e de outras citocinas pro e anti-inflamatorias na evolu¢ao do diabetes ainda
ndo esteja completamente definido, as evidéncias acima sugerem que a presenca
simultainea de diabetes e hiperglicemia (capazes de aumentar a IL-6
independentemente) pode resultar em concentragdes de IL-6 inadequadamente
elevadas, com implicagdes potencialmente negativas no inicio e na progressao das
complicacdes diabéticas. STAT3 ¢ um fator de transcri¢do que medeia as respostas
de sinalizagdo de IL-6. A hiperglicemia aumenta a fosforilagdo e a translocacao
nuclear de STAT3 e portanto corroborando com os resultados da IL-6>3. Assim, o
aumento sinérgico de IL-6 e STAT3 pela associacdo de glicose na maior
concentragdo (35 mM) e o C. neoformans observado em nosso estudo sugere que a
hiperglicemia pode favorecer tanto o controle da infec¢do quanto a lesdo tecidual
decorrente da hiperativagio inflamatéria®*3°,

A modulagao observada em ERK1/2 e IL-8 reforga esse dualismo funcional.

Embora C. neoformans ative ERK1/2 em diferentes tipos celulares®’*

, a glicose
elevada reduziu essa fosforilagdo, acompanhada da diminuig¢ao na producao de IL-
8 — uma quimiocina essencial para o recrutamento de neutréfilos***?. Estudos
prévios demonstram que a producdo de IL-8 em condicdes hiperglicémicas depende
do tipo celular®’, e nossos resultados indicam que a redugdo da via IL-8/ERK1/2
pode atenuar o dano pulmonar, mas também comprometer o recrutamento
neutrofilico essencial para o controle da infeccao***.

O C. neoformans e a glucuronoxilomanana (GXM), o principal componente
do material capsular de C. neoformans, ativam o NF-xB*. Macréfagos alveolares
de camundongos C57BL/6 J e SIL/J infectados com C. neoformans apresentam

aumento da fosforilacdo de NF-kB*’. No entanto, a atividade de NF-xB em células
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epiteliais pulmonares pode ser totalmente dispensavel para o desenvolvimento da
inflamagdo das vias aéreas em resposta a C. neoformans*®. Esses resultados estdo
em concordancia com prévios estudos do nosso grupo!®3%#. Nossos resultados
demonstraram que a associa¢ao de glicose e C. neoformans nao modulam a via NF-
kB, sugerindo que os efeitos da modulagdo da glicose na ativacdo das células
infectada por C. neoformans ocorrem predominantemente sobre as vias STAT3 e
ERK1/2, em vez de uma ativagio inflamatoria global>®>!,

A suplementagdo de glicose ou o fungo e as suas associacdes ndo
apresentaram efeitos citotoxicos. No entanto, no ensaio MTT, observou-se um
aumento na taxa de proliferacdo na cultura com C. neoformans, o que pode estar
associado as taxas de crescimento dos fungos, que podem aumentar a produgdo de
formazan. Por fim, observamos que a hiperglicemia aumenta a internalizacdo do
fungo e reduziu sua aderéncia a superficie celular, bem como seu crescimento in
vitro, o que esta de acordo com relatos de que fungos respondem de forma distinta
a disponibilidade de glicose quando comparados a bactérias. O crescimento de
fungos e bactérias pode ser afetado pelo tratamento com glicose. Enquanto as
bactérias reagem rapidamente a uma maior concentragdo de glicose, os fungos
parecem reagir em menor grau a adi¢ao de glicose, € com uma dindmica temporal

diferente®?>4

, 0 que esta de acordo com nossos resultados. Dessa forma, pelo menos
em células BEAS-2B, a suplementagdo com glicose pode promover alteragdes no
desenvolvimento de infec¢des por C. neoformans. Estudos in vivo devem ser

conduzidos para correlacionar os efeitos observados in vitro.

CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados indicam que a suplementagdo com glicose
exerce efeitos paradoxais — anti-inflamatorios e pro-inflamatdrios — sobre a
infeccdo por C. neoformans em células epiteliais bronquicas. Essas alteragdes
podem tanto favorecer a conten¢do flingica quanto aumentar o risco de dano

tecidual, dependendo do contexto fisioldégico. Considerando as limitacdes do
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modelo in vitro, estudos in vivo serdo fundamentais para determinar se a
hiperglicemia representa um fator de susceptibilidade ou protecdo frente a

criptococose.
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