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RESUMO

A criptococose é uma infec¢do sistémica causada por fungo leveduriforme do género
Cryptococcus spp., que pode se mostrar como uma colonizagdo pulmonar assintomatica, até
mesmo como uma meningite ou uma doenca disseminada. Cryptococcus gattii, tipicamente
encontrado em regides de clima tropical e subtropical, é usualmente causador da doenca em
hospedeiros imunocompetentes. A capsula polissacaridica é importante para a sobrevivéncia
do micro-organismo no ambiente e no hospedeiro e é considerado um importante fator de
viruléncia. A disponibilidade de antifngicos para a terapia dessa doenca é relativamente
pequena e confere certa toxicidade, ao mesmo tempo, a incidéncia das infec¢des causadas por
linhagens resistentes aumentou. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o
desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol por C. gattii durante a infeccdo em modelo
murinho, os efeitos na progressdo da criptococose em modelo de imunossupressdo, e a
identificacdo de proteinas nos isolados de C. gattii apés a infecgdo. A progressdo da doenca
foi avaliada por alteracbes comportamentais dos animais, quantificagdo de unidades
formadoras de col6nias nos 6rgéos e expressao de interferons do tipo I. Apds recuperacao das
colbnias fungicas, foi avaliada a expressdo dos genes que codificam bombas de efluxo, do
gene ERG11 e de genes responsaveis pela sintese e montagem da capsula polissacaridica. Das
colbnias recuperadas também foram extraidas as proteinas para analise de espectrometria de
massas. O modelo de imunossupressdo foi induzido por dexametasona. No presente estudo,
foi evidenciado que a subdose de fluconazol altera os fatores de viruléncia do fungo, diminui
a susceptibilidade ao fluconazol, altera a resposta inflamatoria do hospedeiro e aumenta a
morbidade de camundongos infectados com C. gattii. O tratamento com fluconazol, mesmo
em hospedeiro imunossuprimido, aumenta a sobrevida do mesmo. E que a imunossupressao
contribuiu para uma reducdo da migracdo da levedura para o SNC nos animais,
provavelmente pela menor atividade fagocitica e reduzida atividade fungicida de macréfagos
provenientes desses animais. Como conclusdo, nds fornecemos novas perspectivas sobre o
tratamento com fluconazol da criptococose. O conhecimento da forma pela qual os fatores de
resisténcia ao fluconazol afetam a viruléncia de C. gattii e a resposta imune do hospedeiro é
fundamental para entender o impacto clinico da resisténcia antifungica na criptococose.
Devido ao crescente nimero de casos e de obitos pela criptococose, estudos envolvendo C.
gattii e fatores que abordam a resisténcia antifungica devem ser uma prioridade de pesquisa.

Palavras-chave: micose sistémica; fatores de viruléncia; susceptibilidade; tratamento; resposta

inflamatoria; imunossupressao



ABSTRACT

Cryptococcosis is an invasive infection caused by vyeast-like fungus of the genera
Cryptococcus spp., which can show up as an asymptomatic pulmonary colonization, even as
meningitis or disseminated disease. Cryptococcus gattii, typically found in tropical and
subtropical climates, is usually cause disease in immunocompetent hosts. The polysaccharide
capsule is important for the survival of the microorganism in the environment and in the host
and is considered an important virulence factor. The availability of antifungal therapy for this
disease is relatively small, and providing some toxicity, while the incidence of infections
caused by resistant strains increased. Thus, the objective of this study is to evaluate the
development of resistance to fluconazole by C. gattii during infection in a murine model, the
effects on the progression of cryptococcosis in immunosuppression model, and the proteins
identification in C. gattii strain after infection. Disease progression was assessed by the
behavioral analysis, quantification of CFU in the organs and expression of type | interferons.
After recovery of fungal colonies was evaluated the expression of genes encoding efflux
pumps, ERG11 gene and the genes responsible for the synthesis and assembly of
polysaccharide capsule. Recovered colonies proteins for mass spectrometric analysis were
also extracted. The immunosuppression model was induced by dexamethasone. In the present
study, the subdose of fluconazole alter the virulence factors of the fungus, decreases the
susceptibility to fluconazole, modifying the host inflammatory response and increases the
morbidity of mice infected with C. gattii. Treatment with fluconazole even in
immunosuppressed host, increases survival of it. And that immunosuppression contributed to
a decrease in yeast migration to the central nervous system (CNS) in animals, probably due to
lower phagocytic activity and reduced fungicidal activity of macrophages from such animals.
In conclusion, we supply new perspectives on treatment with fluconazole in cryptococcosis.
Knowledge of the way by which the factors of resistance to fluconazole affect the virulence of
C. gattii and the host immune response is critical to understand the clinical impact of
antifungal resistance in cryptococcosis. Due to the increasing number of cases and deaths by
cryptococcosis, studies involving C. gattii and address the factors that antifungal resistance
should be a research priority.

Key-words: systemic mycosis; virulence factors; susceptibility; treatment; inflammatory

response; immunosuppression
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1. INTRODUCAO

A criptococose € uma micose sisttmica causada por um complexo de fungos patogénicos
identificados no género Cryptococcus (OLIVEIRA, 1997). E uma doenca adquirida por inalacdo de
propagulos infectantes fangicos, que inclui duas formas clinicas distintas. A primeira, criptococose
oportunistica, de ocorréncia cosmopolita, associada a condi¢cBes de imunodepressdo celular do
hospedeiro e causada por Cryptococcus neoformans e a segunda, criptococose primaria, uma doenca
endémica em areas tropicais e subtropicais ocorrendo em hospedeiros imunocompetentes e causada
por Cryptococcus gattii. Ambas as formas clinicas caracterizam-se por meningoencefalite de evolugédo
grave e fatal, acompanhada ou ndo de lesdo pulmonar evidente, fungemia e focos secundarios para
pele, 0ssos, rins, supra-renal, entre outros (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Fluconazol é uma droga de escolha em terapia contra criptococose, apresentando baixa
toxicidade e mostra penetracdo adequada em varios tecidos, incluindo o sistema nervoso central
(FICA, 2004). No entanto, um grande nimero de casos de desenvolvimento de resisténcia fungica foi
descrito, comprometendo a terapia (REVANKAR et al. 2004; LARSEN et al., 2004; SOARES et al.,
2008).

Os testes de susceptibilidade in vitro fornecem informacBGes sobre o potencial de um
determinado agente antifungico, mas a previsdo do sucesso da resposta clinica a uma terapia exige
também a avaliagdo in vivo para o conhecimento dos perfis farmacocinéticos, farmacodindmicos e da
resposta imune do hospedeiro. No entanto, ainda ha poucos trabalhos in vivo de C. gattii frente aos
agentes antifungicos.

Apesar de alguns mecanismos de resisténcia dos fungos frente aos azois ja estarem elucidados,
ainda ha dificuldades quanto a compreensdo do fendmeno de resisténcia durante o tratamento da
criptococose in vivo. Dessa forma, sdo necessarios estudos que avaliem o desenvolvimento da
resisténcia aos antifungicos in vivo na criptococose para a melhor compreensdo dos mecanismos de
resisténcia desenvolvidos por este patogeno e da influéncia da resisténcia flngica sobre a resposta

imune do hospedeiro.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Criptococose

A criptococose é uma infeccdo sistémica causada por Cryptococcus (CHANDLER et al.,
1997). A levedura provoca infeccdo humana, podendo se mostrar como uma colonizagdo pulmonar
assintomatica e até mesmo como uma meningite ou uma doenca disseminada (CASADEVALL,
PERFECT, 1998). A doenga ja foi relatada em diversos estados do Brasil como Minas Gerais
(SOARES et al., 2008; COUTINHO et al., 2011), Rio de Janeiro (PINTO JUNIOR et al., 2010), Séao
Paulo (ALMEIDA et al., 2007;NASCIMENTO et al, 2014; LOMES et al., 2016),Espirito Santo
(BALTAZAR; RIBEIRO, 2008), Mato Grosso (FAVALESSA et al., 2009; ANZAlet al, 2014), Mato
Grosso do Sul (LINDENBERG et al., 2008), Amazonas (FREIRE et al., 2012), Piaui (MARTINS et
al., 2011), Rio Grande do Sul (LEAL et al., 2008; SPIES et al., 2015), Pernambuco e Bahia (TRILLES
et al., 2008; HAGANEet al, 2014).

Duas espécies de Cryptococcus sdo as principais causadoras da criptococose. Uma delas, C.
gattii que é tipicamente encontrado em regides de clima tropical e subtropical, usualmente é o
causador da doenga em hospedeiros imunocompetentes, enquanto que a outra espécie, C. neoformans,
esta associada a fezes de pombos, possui uma distribuicdo mundial e gera uma infeccao oportunista em
hospedeiros imunocomprometidos (BOVERS et al., 2008a). Além disso, C. gattii difere de C.
neoformans em caracteres fenotipicos, habitat natural, epidemiologia, manifestacGes clinicas da
doenca e resposta ao tratamento antifingico (SPEED; DUNT, 1995; CASADEVALL; PERFECT,
1998; CHEN et al., 2000; SORRELL, 2001). As espécies de C. neoformans compreendem 0s sorotipos
A, D e AD, enquanto gque C. gattii compreendem os sorotipos B e C (MERSHON et al., 2009). O que
determina o0s sorotipos é basicamente o tipo de antigeno, composto principalmente por
glucuronoxilomanana (GXM) (FELDMESSER et al., 2001). Os sorotipos diferem em aspectos
ecoldgicos, epidemioldgicos, fisiologicos e genéticos (REZENDE et al., 2008).

Entre os casos de criptococose, aquela causada pelo sorotipo A (C. neoformans var grubii) é a
mais comumente encontrada em amostras clinicas em todo o mundo, sendo o sorotipo isolado em mais
de 95% dos casos de criptococose. A criptocococse causada pelo sorotipo D (C. neoformans var
neoformans) é geralmente encontrada em alguns paises europeus, como Dinamarca, Alemanha, Italia,
Franca, Suica e Estados Unidos (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984). O fungo C. gattii que era
isolado principalmente em regides tropicais e zonas subtropicais € também encontrado em regides de

clima temperado (KIDD et al., 2007). No Brasil, estudos clinico-epidemiol6gicos mostraram a
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importancia da criptococose por C. gattii de sistema nervoso central em adultos jovens de ambos 0s
Sexos e criangas nas regides norte e nordeste, com letalidade de 35 a 45% (MORETTI, et al., 2008).

Na literatura, também estdo descritos casos de meningite, afeccdes pulmonares, abscessos e
dermatomicoses causados por outras espécies de Cryptococcus, como Cryptococcus laurentii e
Cryptococcus albidus (JOHNSON et al., 1998; NEVES et al, 2015), e de acordo com
Khawcharoenporn e colaboradores (2007), estas espécies juntas sao responsaveis por 80% dos casos
de criptococose causada por Cryptococcus ndo-neoformans e nao-gattii.

A maioria das infec¢des por Cryptococcus spp. € adquirida por esporos do fungo presentes em
poeiras contaminadas que atingem o organismo humano pelo trato respiratério. Cryptococcus spp.
pode causar infec¢Bes localizadas em qualquer 6rgdo que envolvem a pele, olhos, miocéardio, 0ssos,
articulagOes, pulmdes, prostata, trato urinario, ou SNC (PERFECT, 1989). Substancias presentes no
cérebro do hospedeiro, como catecolaminas, funcionam como substratos para fenoloxidase, enzima
importante na producdo de melanina pela levedura, podendo explicar a propensdo do patdégeno em
infectar o SNC (LIU et al.,1999).

A inalacdo de leveduras dessecadas ou basididsporos pode produzir uma infeccdo pulmonar
assintomatica autolimitada, e as leveduras permanecem latentes, morrem ou podem causar doenca
(Figura 1). A disseminacdo pulmonar a outros 6rgdos pode potencialmente ocorrer como resultado de

uma infeccdo primaria ou secundaria (PERFECT, 1989).
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Figura 1: Ciclo natural sugerido de Cryptococcus gattii e eventos que levam a criptococose. O ciclo pode se iniciar em
plantas, solo, ar e 4gua, sem necessidade de hospedeiros intermediarios. Humanos e animais podem entrar em contato com
propagulos flngico e permanecem assintomaticos, mas um pequeno nimero de humanos e animais infectados desenvolvem

infeccBes graves nos pulmdes e cérebro. Fonte Chauverdi; Chauverdi, 2011.

As doencas causadas pelas duas espécies possuem diferencas importantes na epidemiologia, na
apresentacdo clinica e nos resultados terapéuticos. C. gattii parece invadir o parénquima cerebral mais
comumente do que C. neoformans e em pacientes infectados por C. gattii, infeccdes pulmonares e
lesGes de massa pulmonares sdo mais comuns (MITCHELL; PERFECT, 1995; SPEED; DUNT, 1995).

Esta condicdo é também uma das infec¢es oportunistas definidoras de AIDS, e em paises
subdesenvolvidos, ainda apresenta importante porcentagem de mortalidade (HORTA et al. 2002;
MINISTERIO DA SAUDE, 2004; PAPPALARDO et al., 2007; LINDENBERG et al., 2008). Embora
menos comum, a criptococose em pacientes HIV-negativos também tem uma alta taxa de mortalidade
(KIERTIBURANAKUL et al., 2006), particularmente em areas como o norte do Brasil, onde C. gattii
é endémico e é responsavel por 62,7% dos casos de criptococose (NISHIKAWA et al., 2003).

Devido a criptococose ndo ser uma doenca de notificacdo compulséria, € dificil o conhecimento

exato sobre a taxa de prevaléncia no Brasil.

2.2 Género Cryptococcus

O género Cryptococcus compreende mais de 70 espécies de fungos caracterizados como

leveduras capsuladas, das quais Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo comumente
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considerados como o0s principais agentes da criptococose (CASADEVALL; PERFECT, 1998;
BARNETT, 2010). Cryptococcus gattii (anamorfo / fase assexuada)-Filobasidiella bacillispora
(teleomorfo / estdgio sexual) é inserido taxonomicamente no filo Basidiomycota, subfilo
Agaricomycotina, familia Tremellales e género Filobasidiella (FELL et al, 2000).

O primeiro relato de criptococose ocorreu em 1894, pelos médicos alemades Otto Busse e
Abraham Bushcke, quando isolaram uma levedura capsulada na tibia de um paciente do sexo feminino
de 31 anos de idade. Na ocasido esta levedura foi denominada Saccharomyces hominis. No ano
seguinte, Francesco Sanfelice demonstrou a patogenicidade de uma levedura isolada de suco de
péssego em animais de laboratério na Italia, e denominou-a de Saccharomyces neoformans (RIPPON,
1988). Em 1901, Vuillemin sugeriu uma reclassificacdo para os isolados de Busse e Bushcke e
Sanfelice, devido ao fato de que estes ndo formavam ascosporos, como também ndo fermentavam
acucares, inserindo-os no género Cryptococcus (CASADEVALL; PERFECT, 1998). Em 1935, apos
estudos morfoldgicos, soroldgicos e taxondmicos de mais de 40 leveduras, incluindo os isolados de
Busse e Bushcke e Sanfelice, Benham concluiu que todos pertenciam a mesma espécie e propds a
mesma nomenclatura utilizada por Vuillemin, estabelecendo C. neoformans (BENHAM, 1935).

Anos mais tarde, Evans (1950) encontrou diferencas antigénicas do mucopolissacarideo
capsular, permitindo agrupar as cepas de C. neoformans em trés sorotipos distintos (A, B e C). Em
1968, Wilson e colaboradores identificaram o sorotipo D.

A partir de 1970, diferencas morfologicas, bioquimicas, sorolégicas e epidémicas foram
encontradas entre as espécies de Cryptococcus, elevando-as a variedades diferentes. Neste mesmo ano,
0 médico Franco Gatti isolou a levedura de uma amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR) de um
paciente com meningite (GATTI; EECKLES, 1970). Vanbreuseghem e Takashio (1970) propuseram a
denominacdo Cryptococcus neoformansvar.gattii, a qual foi aceita até o ano de 2002.

Estudos moleculares, com a finalidade de comparar a sequéncia de varios genes (URADS,
CNLAC1, CAP64, IGS, ITS de rRNA) de C. neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans
var. gattii, demonstraram uma evidente distingdo entre os isolados (KWON-CHUNG et al., 2002).
Estas andlises, juntamente com a analise genética da progénie e de dados de tipagem molecular,
fizeram com que Kwon-Chung e colaboradores (2002) propusessem uma nova espécie: Cryptococcus
gattii.
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2.2.1 Cryptococcus gattii

O primeiro isolamento de C. gattii foi a partir de um paciente com leucemia em 1970, e
descrito como uma variedade de C. neoformans (VANBREUSEGHEM; TAKASHIO, 1970).
Historicamente, C. gattii era relatado como endémico de regides tropicais e subtropicais como
Austrélia, Brasil e sul da California (KWON-CHUNG; BENNETT, 1984; SORREL, 2001), mas a
partir da década de 1990, sua ocorréncia foi reconhecida também em zonas temperadas como o Canada
e Estados Unidos (MARR, 2012), e vem sendo considerado um patégeno emergente em varias partes
do mundo como Europa e Asia (HARRIS et al, 2014).

Os isolados de C. gattii, como também os de C. neoformans, reproduzem-se assexuadamente
por brotamento, estando a maioria dos isolados clinicos e ambientais presentes na forma anamérfica
hapldide. Contudo, esta levedura pode se reproduzir sexuadamente, correspondendo a forma
teleomorfica, sendo este estagio denominado de Filobasidiella bacillispora e F. neoformans,
correspondente aos anamorfos C. gattii e C. neoformans, respectivamente (BIRCHARD; SHERDING,
1998). Ambas as espécies de Cryptococcus sao heterotalicas na forma teleomorfica com dois genotipos
MATa e MATa (HEITMAN et al, 1999; BARONI et al., 2006).

O habitat natural de C. gattii foi primeiramente identificado por Ellis e Pfeiffer em 1990,
associando a entdo variedade C. neoformansvar.gattii ao Eucalyptus camaldulensis, passando a
relacionar a distribuicdo deste eucalipto com a criptococose causada por esta espécie (Ellis; Pfeiffer,
1990).

Até recentemente, C. gattii ndo era bem estudado, pois a infec¢do por este micro-organismo
representava apenas 1% dos casos de criptococose em todo o mundo (HANSONG; ROBIN, 2009).
Mesmo em areas onde C. gattii é endémico, como a Austrélia, a taxa de infeccdo era de 0,94 casos por
milhdo de habitantes ao ano (CHEN et al., 2000, SORRELL, 2001). No entanto, a epidemia de
criptococose causada por C. gattii tem estimulado mais estudos sobre esta espécie. Essa epidemia foi
inicialmente observada em 1999, na llha de Vancouver, Canada. A incidéncia média anual de
criptococose na Columbia Britanica, llha de Vancouver,era de 6,5 casos por milhdo em 2002 e foi para
27,9 casos por milhdo em 2006 (KIDD et al., 2004).

O aumento na incidéncia da doenca causada por C. gattii é provavelmente uma consequéncia
de alteracGes na ecologia e biologia do fungo, incluindo a sua crescente capacidade de causar doenca
fatal. A colonizacdo de ambientes em regides de clima temperado indica que C. gattii é capaz de se

adaptar as novas condi¢des ambientais (DIXIT et al. 2009).
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C. gattii foi consistentemente isolado de madeira em deterioracdo de varias espécies de arvores,
especialmente de arvores de eucalipto (Eucalyptus ser. Exsertae Blakely) (ELLIS; PFEIFFER, 1990;
LAZERA et al., 2000; KROCKENBERGER et al., 2002;).Springer e Chaturvedi (2010) relacionaram
este fungo a mais de 50 espécies de arvores, entre elas Acacia visco, Pinus spp. e Eucalyptus spp., em
areas tropicais, subtropicais e em regides de clima temperado. Estas espécies vegetais podem ser
consideradas nichos ecoldgicos do C. gattii.

A espécie C. gattii corresponde a quatro tipos moleculares VGI, VGII, VGIII, e VGIV,
apresentando distribuicdo mundial distinta para cada grupo, ndo sendo correlacionadas aos sorotipos
(Figura 2). Por este motivo, Bovers e colaboradores (2008b) propuseram tratar estes quatro tipos
moleculares como um diferente taxa, em nivel de variedade, assim como as variedades neoformans e
grubii. Esses tipos moleculares podem ser encontrados a partir de técnicas de PCR fingerprint com a
utilizacdo de iniciadores mini (M13) e microssatélite (GACA,) especificos (ELLIS et al., 2000), por
analise RFLP (restriction fragment length polymorphism) utilizando os genes orotidina monofosfato
pirofosforilase (URADB) e fosfolipase (PLB1) (MEYER et al., 2003).E ainda por multi-locus sequence
typing (MLST) que utiliza os genes CAP59, GPD1, LAC1, PLB1, SOD1, e URA5 (MEYER et al,
2009).
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Figura 2: Esquema da filogenia do complexo C. neoformans-C. gattii. Para C. neoformans, duas linhagens monofiléticas,
correspondentes as variedades grubii e neoformans, estdo claramente presentes juntamente com a populacdo hibrida.
Dentro de C. neoformans, os sorotipos correspondem aos gendtipos. Para C.gattii, quatro linhagens monofiléticas, mas
neste grupo os sorotipos e genotipos ndo necessariamente correlacionam-se uns aos outros. Fonte: Chaturvedi; Chaturvedi,
2011.

Entre os diferentes tipos moleculares de C. gattii, existem diferencas ecoldgicas e geograficas.
Uma pesquisa conduzida em 16 paises revelou que os tipos moleculares mais comumente encontrados
na forma clinica e ambiental foram VGI e VGII (ELLIS et al., 2000). O genétipo VGIII foi relatado na
América do Sul, Estados Unidos, México, Europa, india, Australia e Nova Zelandia, relatos do
gendtipo VGIV também foi reportado no México, Colémbia, Europa, Africa do Sul e india (MEYER
et al., 2003; TINTELNOT et al., 2004), e mais recentemente, o genétipo VGII que tem sido reportado
na Coréia, Australia (HARRIS et al, 2014) e Brasil (HAGEN et al, 2013). Assim sendo, C. gattii tem

sido reportado em diversos paises do mundo (Figura 3)
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Figura 3: Relatos mundiais de Cryptococcus gattii de isolados clinicos humano e veterinario, e de fontes ambientais. Os
circulos indicam informacdes de sorotipo, diamantes indicam informacfes de genétipo e retangulos indicam os hibridos de
C. gattii e C. neoformans.

Fonte: Springer; Chaturvedi, 2010.

2.3 Fatores de viruléncia de Cryptococcus

Fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou estratégias que permitem ao micro-organismo
transpor o sistema de defesa do hospedeiro e causar uma doenca. C. gattii apresenta muitos atributos
que aumentam a sua capacidade de invadir e sobreviver em um organismo hospedeiro (PONTON;
QUINDOS, 2006).

Os principais fatores de viruléncia identificados em Cryptococcus spp. incluem capsula
polissacaridica, melanina, manitol, proteinase extracelular, superéxido dismutase, fosfolipases, urease,
e fator de transcricdo STE12a (um homologo de Saccharomyces cerevisiae STE12) que esta presente
apenas no matting type a (ELLERBROEK et al., 2004; DIXIT et al., 2009). Ainda ha outras
propriedades de C. gattii que contribuem para a sua infectividade, tais como a capacidade de crescer a
temperatura fisioldgica (SORREL, 2001), a tolerancia a baixo pH e a niveis elevados de NaCl (KIDD
et al., 2007), e a capacidade para comutar fenotipo capsular (JAIN et al., 2006). Na tabela 1,

encontram-se alguns fatores de viruléncia descritos e sua respectiva funcéo associada:



Tabela 1- Fatores de viruléncia de Cryptococcus gattii e suas fun¢6es adaptado de DIXIT et
2009

Fator de Funcéo exercida

viruléncia

Céapsula e -Evaséo da fagocitose (Kozel, Mastroianni 1976);

polissacarideos | -Reducdo da apresentacdo de antigeno (Collins, Bancroft 1991);

associados -Reducéo da producdo de citocinas (Vecchiarelli et al, 1995);
-Inducdo de células T supressoras que inibem a imunidade mediada por
células (Murphy, Moorhead, 1982);
-Inibicdo da resposta das células T por GXM (Yauch et al, 2006);
-Inibicdo da migracdo leucocitaria no sitio inflamatdrio pela GXM (Yauch et
al, 2006; Dong et al, 1999).

Melanina -Protecéo contra radiacdo UV (Wang, Casadevall, 1994);
-Protecdo contra espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Wang et al,
1995; Jacobson, Emery, 1991);
-Pode contribuir ao tropismo pelo SNC (Bicanic, Harrison, 2004);
-Contribui para a carga celular negativa (Nosanchuk, Casadevall, 1997).

Manitol -Possivel causa do aumento na pressao intracraniana (Megson et al, 1996);
-Protecédo contra espécies reativas de oxigénio (Chaturvedi et al, 1996).

Proteases -Atividade proteolitica (Chen et al, 1996);

extracelulares

-Pode contribuir para a degradagdo de proteinas envolvidas na integridade
tecidual e imunidade do hospedeiro (Chen et al, 1996; Ruma-Haynes et al,
2000).

Produtos da via
da Laccase

-Sintese de melanina (Shaw, Kapica, 1972).

Superoxido
dismutase

-Protecéo contra estresse oxidativo (Narasipura et al, 2005).

Fosfolipases

-Invasédo tecidual pela degradacdo de lipideos de membrana e surfactantes
pulmonares (Chen et al, 2000).
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al,

Crescimento a
temperatura
fisioldgica
(37°C)

-Sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro (Sorrel, 2001).

A capsula polissacaridica € composta a partir de carboidratos simples que sdo modificados e

montados em estruturas mais complexas. Glucuroxilomanana (GXM), galactoxilomanana (GalXM) e

manoproteinas (MPs), componentes da capsula de Cryptococcus spp., Sdo responsaveis, em parte, pela

viruléncia desta levedura, pois alteram os mecanismos de fagocitose dos macrofagos (O’MEARA;

ALSPAUGH, 2012). Recentemente foi demonstrado que isolados de C. gattii altamente virulentos

processam uma alteracdo estrutural em GXM permitindo este patdgeno evadir a resposta imune e

consequentemente sua eliminacdo (URAI et al, 2016).

A cépsula pode se alterar na composicdo e tamanho por meio de processo chamado de

dimorfismo fenotipico e induz a supressao da resposta imune do hospedeiro por varios mecanismos,
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incluindo a regulacédo da expressdo de citocinas e de quimiocinas nas células dendriticas (JAIN et al.,
2006; LUPO et al., 2008).

A estrutura da capsula polissacaridica de Cryptococcus é complexa, e sua biossintese requer
muitos produtos de genes (BOSE et al, 2003; O’'MEARA; ALSPAUGH, 2012). Os genes CAP como
CAP10, CAP64, CAP59 e CAP60 sdo individualmente essenciais para a biossintese de GXM e
mostraram-se essenciais para a viruléncia em modelo animal de criptococose, enfatizando a
importancia da capsula como fator de viruléncia (JANBON, 2004).

Os mondmeros de base de GXM e GalXM sdo combinados e modificados com porcdes
especificas da cadeia lateral que sdo importantes para a montagem, a ramificacdo, e a estrutura geral
das fibras. Uma modificacdo dos monémeros GXM e GalXM € a xilosilacédo. Este processo € mediado
pela enzima Cxtl1p -1,2-Xilosiltransferase (CASTLE et al, 2008; WOHLSCHLAGER et al, 2013).
Esta enzima transfere xilose em a -1,3-dimanosidio para criar Xyl-p -1,2-Man-a -1,3-Man. Em um
isolado mutante CxtlA, a célula tem redugao de xilose no monoémero de GXM e uma completa falta de
xilose em mondmeros de GalXM. Este isolado teve entdo sua viruléncia atenuada (KLUTTS et al,
2007; KLUTTS, DOERING, 2008). As proteinas CAPs sdo homologas a Cxtl, e estdo envolvidas na
adicdo de xilose a capsula, sendo provavel que estas proteinas estejam reguladas especificamente para
alterar a estrutura global da capsula (O’MEARA, ALSPAUGH, 2012).

A sintese de GXM também requer GDP-manose, UDP-xilose e UDP-4cido glucurdnico como
precursores, e GalXM requer adicionalmente UDP-galactose. Os carboidratos UDP-acido glucurénico
e UDP-xilose podem ser obtidas a partir de UDP-glucose, pelas a¢des sequenciais de duas enzimas:
UDP-glucose desidrogenase, que conduz & formacdo de UDP- &cido glucurénico, enquanto que o
UDP-glucuronato descarboxilase converte UDP- &cido glucurdnico para UDP-xilose. Essas atividades
foram detectadas em C. neoformans por Jacobson e Payne (1982), e um trabalho posterior identificou
0s genes que codificam essas duas enzimas (BAR-PELED et al, 2001). Um desses genes (UXS1), que
codifica a UDP-glucuronato descarboxilase, foi encontrado através da sua homologia com um gene
bacteriano e foi levantada a hipétese de ter uma funcdo semelhante (BAR-PELED et al, 2001). A via
de sintese de UDP-xilose é de particular interesse em Cryptococcus spp. devido a abundantes e

especificas modificacdes de GXM e GalXM pelo componente xilose (Figura 4).
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Figura 4: Estruturas dos componentes da capsula polissacaridica de Cryptococcus, Glucuronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomanana (GalXM) sdo mostrados. Abreviaturas: Xyl, xilose; Man, mananas; Gal, galactose; e GIcA, &cido

glucurdnico. Fonte: Bar-Peled et al, 2001.

O genodtipo e as condi¢Ges de crescimento determinam o tamanho da capsula, sendo que
normalmente apresentam pequenas capsulas quando no ambiente e capsulas espessas durante a
infeccdo (MITCHELL; PERFECT, 1995). A viruléncia da capsula deve-se aos polissacarideos
capsulares que inibem a fagocitose, consomem complemento, adsorvem e neutralizam opsoninas e
outros anticorpos protetores (LAZERA et al., 2004). Os polissacarideos capsulares podem ainda inibir
a migracdo leucocitéria; induzir espalnamento de L-selectina; promover edema cerebral e desregulacéo
na producdo de citocinas (LARSEN et al., 2005). Por todas estas razGes, o polissacarideo capsular de
Cryptococcus spp. € um importante fator de viruléncia que interfere com os mecanismos de defesa do
hospedeiro (DIXIT et al., 2009).

A melanina também parece interferir na viruléncia do fungo. Produtor de uma enzima
fenoloxidase, também denominada lacase, Cryptococcus spp. é capaz de oxidar substancias fendlicas e
produzir melanina, que funciona como um antioxidante. A melanina se deposita na parede celular e
confere as colonias a cor escura (LACAZ et al., 2002) e contribui para a protecao do fungo contra as
radiacdes ionizantes (KWON-CHUNG; RHODES, 1986). A capacidade de produzir melanina também
é um dos fatores responsaveis pela dificuldade de obter sucesso na terapia antifangica (MITCHELL;
PERFECT, 1995).

A capacidade de crescer em condicdes fisiologicas também é um fator de viruléncia do fungo
(CASADEVALL; PERFECT, 1998). C. gattii mantem seu crescimento a uma temperatura limite de 35
°C, e inicia a perda de viabilidade a 37 °C. Enquanto que C. neoformans mantém sua curva de
crescimento a 38-39 °C e comeca a perder a viabilidade somente apds 24 horas a 40 °C. (LAZERA et
al., 2004).
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A capacidade para comutar o fenodtipo capsular é outro importante fator de viruléncia de
Cryptococcus spp.. A mudanca fenotipica, capacidade associada a mudangas na capsula
polissacaridica, tem papel crucial na patogénese e facilita a dissemina¢do do fungo para o SNC. Foi
observado que C. gattii é capaz de mudar o aspecto da col6nia de lisa para rugosa, sendo essa mudanga
reversivel em alguns sorotipos. O microambiente do hospedeiro pode determinar o fenétipo dominante
da populacdo patogénica, de forma que esta modificacdo fenotipica permite ao patdgeno se adaptar a
diferentes microambientes, podendo levar a alteragdes na viruléncia (JAIN et al., 2006).

Também sdo descritos outros aspectos que contribuem para a patogenicidade do fungo, como a
producdo de manitol, relacionada com o aumento da pressao intracraniana e na protecao fungica contra
0 estresse, choque térmico (MEGSON et al., 1996), de urease, que pode auxiliar na disseminacao para
0 SNC (SINGH et al, 2013),a capacidade de secrecdo de proteinases e fosfolipases extracelulares,
tolerancia a baixos pH e elevados niveis salinos (DIXIT et al., 2009), sintese de acido hialurdnico
(HA), um transcrito do gene CPS1 no Cryptococcus spp., 0 qual € um componente necessario para a
invasdo das células endoteliais microvasculares do cérebro humano (HBMEC) que constituem a
barreira hemato-cefalica (Figura 5). Aumentos nos niveis de HA em C. neoformansfoi proporcional a
capacidade de ligacdo do fungo a HBMEC (JONG et al., 2007).0 antioxidante superoxido dismutase
(SOD) em C. gattii, protege a integridade funcional de diversos fatores de viruléncia. Novos estudos
mostraram que SOD é necessaria para infeccdo em modelo animal e para protecdo contra fagocitos
humanos (COX et al, 2003).
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Figura 5: Invasdo ao sitema nervoso central. Possiveis rotas para Cryptococcus atravessar a barreira hemato-encefalica: (1)

mecanismo de cavalo de Tréia; (2) transferéncia lateral; e (3) travessia intracelular. Fonte: Ma; May, 2009.

Aléem disso, os estresses oxidativo e nitrosativo desempenham um importante papel na
atividade antifungica contra C. gattii de terapicos como itraconazol e anfotericina B, ressaltando a
importancia da defesa antioxidante desse patdgeno (FERREIRA et al, 2013).

2.4 Terapia antifangica

Existem alguns antifingicos bem estabelecidos para o tratamento das infeccdes causadas por
Cryptococcus spp. A anfotericina B (AMB), um polieno introduzido em meados dos anos 1950, foi a
primeira terapia eficaz desenvolvida (BRAJTBURG et al., 1990). O fluconazol (FLC), um triazol que
inibe a sintese de ergosterol do fungo é também utilizado (JARVIS; HARRISON, 2007), pois tem
excelente absorgdo e penetracdo através das meninges.

Segundo o0 mecanismo de acdo, os diversos agentes antifungicos disponiveis sdo distribuidos
em grupos. Dentre o grupo dos poliénicos, os principais representantes sdéo a AMB, descoberta por
Gold (1956) e isolada de Streptomyces nodosus (TREJO; BENNETT, 1963), e a nistatina isolada a
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partir de Streptomyces noursei (HAZEN; BROWN, 1950). Os antifungicos poliénicos possuem acdo
priméaria que consiste na alteracdo da permeabilidade celular da membrana citoplasmatica fungica
(KWAN et al., 1972), ligando-se ao ergosterol e produzindo poros ou canais (SANGLARD, 2002) que
aumentam a permeabilidade da membrana, permitindo uma grande perda de eletrélitos, especialmente
potassio, determinando assim a lise e morte celular (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2005).

A AMB tem efeito fungicida e atua como um importante imunomodulador que pode aumentar
a funcdo de macrofagos (WHITE; ARMSTRONG, 1994; CLEMONS; STEVENS, 1998), porém, a
droga é considerada toxica, apresentando diversos efeitos colaterais (BENNETT, 2003). Por ser pouco
absorvida tanto na mucosa oral quanto pelo trato gastrointestinal, AMB deve ser administrada por via
endovenosa (SAAG; DISMUKES, 1988).

Poucos relatos foram descritos na literatura sobre a resisténcia a AMB (VANDEN et al., 1998;
SILVA et al., 2008). Quando ocorre, esta resisténcia é explicada pelo decréscimo da quantidade de
ergosterol presente na membrana celular flngica ou pela modificacdo da molécula-alvo do esterol de
modo a reduzir sua afinidade pela droga (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2005; SANTOS et al, 2012).

No grupo dos azoélicos encontram-se os derivados imidazolicos e triazolicos. Esses farmacos
possuem efeito fungistatico nas concentragoes terapéuticas (SANGLARD, 2002). Dentre os derivados
imidazolicos, o primeiro antiflngico introduzido foi o miconazol (DERESINSKI et al., 1977). Nos
anos 1990 e 1992 foram lancados os triazolicos fluconazol e itraconazol, respectivamente. Estes
antifingicos sdo importantes opcdes terapéuticas contra uma série de infec¢Bes, pois apresentam
vantagem como facilidade de administracdo oral e um menor potencial de toxicidade que os demais
antifangicos (TERREL, 1999). Os derivados triazolicos sdo hidrossollveis e apresentam extensa
distribuicdo pelos tecidos e fluidos organicos como urina, escarro, saliva e liquido cefalorraquidiano
(LCR). Apresentam ainda absorcdo via oral satisfatoria e menor afinidade por proteinas plasmaticas,
possibilitando boa penetracdo no LCR (PERFECT; DURAK, 1986; TERREL, 1999). Os azélicos
inibem a atividade da lanosterol 140 desmetilase, uma enzima responsavel pela conversdo de
lanosterol em ergosterol, produzindo uma alteracdo na permeabilidade da membrana flngica
(DUNKEL et al., 2008). Sem a incorporacdo do ergosterol, a fluidez e a estabilidade da membrana
ficam comprometidas, assim como o crescimento e a divisdo celular (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2005).
O itraconazol apresenta boa distribuicdo em tecidos queratinizados como a pele, entretanto, néo

alcanca alguns fluidos organicos como LCR em niveis terapéuticos (SIDRIM; ROCHA, 2004).
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Figura 6: Mecanismo de Acao de Fluconazol. Fluconazol exerce o seu papel por meio da inibicdo seletiva da enzima 14-a
demetilase. Fonte: White et al, 1998.

O FLC pode ser administrado por via oral ou intravenosa e sua biodisponibilidade € de
aproximadamente 90% ap0s ingestdo oral (KOKS et al., 1996). No plasma, as concentragdes maximas
sdo obtidas entre 30 minutos a uma hora e 30 minutos ap06s a administracdo oral, com meia vida de 30
horas (SIDRIM; ROCHA, 2004). E uma droga pouco toxica, entre todos os azélicos é o que possui
menos efeito sobre as enzimas microssomais hepéaticas (SHEPPARD; LAMPIRIS, 2005), sendo
excretado principalmente por via renal (KOKS et al., 1996). Contudo, diversos casos de isolados
resistentes ao fluconazol ja foram relatados (MITCHELL; PERFECT, 1995; SOARES et al., 2008;
GOVENDER et al., 2011; SIONQV et al., 2012).

A escolha do antifungico depende do sitio de infeccdo e da imunidade do paciente. O
tratamento difere para a espécie C. gattii que requer maior dose de AMB que C. neoformans,
tratamento mais prolongado (DE BEDOUT et al., 1999). Da mesma forma, as sequelas s&o mais
frequentes e a mortalidade é maior. Uma alternativa a AMB é o FLC. O tratamento de pacientes com
AIDS e meningite por C. gattii com fluconazol n&o apresenta uma resposta clinica adequada e os teste
de susceptibilidade in vitro mostram, geralmente, concentragdes inibitorias minimas (CIM) elevadas

para o fluconazol, sugerindo resisténcia ou susceptibilidade reduzida (PEETERMANS et al., 1993).
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Gomez-Lopez e colaboradores (2008) estudaram cepas clinicas de Cryptococcus spp. de
diversos paises, incluindo o Brasil, e compararam a atividade das drogas antifingicas AMB e 5-
flucitosina (5FC). Os autores concluiram que C. gattii € mais sensivel 8 AMB e 5FC do que C.
neoformans. Infelizmente, o tratamento com 5FC ndo esta disponivel no Brasil. A maior
susceptibilidade de C. gattii a AMB, quando comparada a de C. neoformans, ja havia sido
anteriormente observada (TAY et al., 2006). De modo contrario, 0s isolados de C. neoformans foram
mais susceptiveis aos azdis FLC, itraconazol, voriconazol, ravuconazol e posaconazol que os isolados
de C. gattii (GOMEZ-LOPEZ et al. 2008).

Considerando estas dificuldades no tratamento da criptococose, principalmente aquela causada
por C. gattii, a combinacdo antifungica representa uma alternativa importante para a terapia
convencional. A combinacdo de drogas normalmente requer doses mais baixas dos agentes
antifangicos, que pode levar a uma diminuigdo de toxicidade, resultando numa maior tolerancia pelo
paciente. Isso aumenta a eficécia e a velocidade de acdo dos agentes (SANTOS et al., 2012).

Em 1998, estudos clinicos ja& mostraram a eficacia das combinagdes de drogas antifungicas
contra a meningite criptocécica, obtendo uma taxa de sucesso de 55 a 65% em individuos com ou sem
AIDS, enquanto que a taxa de sucesso ao utilizar um Unico agente antifingico foi de 35 a 40%
(DIAMOND et al., 1998). CombinacGes de drogas também foram testadas recentemente. A interacdo
entre AMB e FLC in vitro sobre C. gattii foi alvo do estudo de Santos e colaboradores (2012). Estes
autores avaliaram a CIM, concentracédo inibitdria fracionaria, curva de tempo de morte e efeito pos-
antifungico. Quantificacdo do ergosterol também foi realizada para avaliar a influéncia do teor de
ergosterol sobre a interacdo entre esses antiflngicos, os quais variam de sinérgica para antagonistas e €
dependente da concentracdo e isolado testado (SANTOS et al., 2012).

Apesar dos diversos avancos terapéuticos, a toxicidade, a baixa estabilidade, a resisténcia, a
falta de biodisponibilidade oral e o alto custo das drogas antifngicas limitam o tratamento da
criptococose (LARSEN et al., 2004).
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2.5 Resisténcia aos antifungicos

Devido ao crescimento da populacdo imunocomprometida e do uso cada vez mais frequente de
profilaxia e tratamento empirico com antifingicos, hd grande preocupagdo sobre a possibilidade do
aumento de fungos resistentes aos farmacos. E, além dos fatores intrinsecos do patégeno, o uso
abusivo dos derivados azélicos levou ao aparecimento de isolados multirresistentes, como exemplo
dessa resisténcia, foi avaliada a atividade in vitro do itraconazol em isolados de C. neoformans e a
droga foi ativa em apenas 80% dos isolados (PEREA;PATTERSON, 2002).

Resisténcia clinica € definida como persisténcia ou progressdo de uma infeccdo, mesmo com a
administracdo de uma terapia antimicrobiana apropriada. Por outro lado, resisténcia microbiana é um
fendmeno verificado in vitro, no qual o agente etiolégico consegue se desenvolver na presenca de
concentracOes terapéuticas da referida droga (PAPPALARDO, 2009). A resisténcia tem forcado a
sintese de novos antimicrobianos, cuja eficacia depende também de fatores do hospedeiro (PEREA,
PATTERSON, 2002).

Assim como outros micro-organismos, 0s fungos podem ser naturalmente resistentes a
determinadas drogas antifungicas, consistindo em resisténcia priméria, ou podem desenvolver
resisténcia a droga durante exposicdo ao tratamento, consistindo na resisténcia secundaria (PEREA;
PATTERSON, 2002; SIONQV et al, 2013). Entretanto, diferentemente das bactérias, com os fungos a
resisténcia ndo ocorre rapidamente devido a sua natureza eucaridtica e por necessitar de um tempo
maior de replicacdo (GROLL; KOLVE, 2004).

O significado da resisténcia ndo estd somente vinculado a susceptibilidade do organismo a
droga, mas ira depender de outros fatores como o perfil imunoldgico do hospedeiro e sua tolerancia a
droga, o sitio de infeccdo, o grau de penetracdo e distribuicdo da droga, a presenca de um foco
persistente de infeccdo, como catéteres (PERFECT; COX, 1999), e administracdo de subdoses da
droga.

N&o sdo raros na literatura os relatos sobre susceptibilidade das cepas de Cryptococcus spp. aos
antifingicos. Como exemplos, Pappalardo e colaboradores (2009) que evidenciaram a resisténcia de
amostras clinicas de C. neoformans a AMB, Mendes e colaboradores (2010) demonstraram a
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia durante a terapia antifungica com FLC contra C.
gattii, e ainda Trilles e colaboradores (2011) que apresentaram uma forte correlacdo entre a
susceptibilidade antifungica e o tipo molecular dos membros do complexo Cryptococcus neoformans /

C. gattii. Relatos mais recentes demonstram que a heteroresisténcia ao itraconazol altera a morfologia
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de C. gattii (FERREIRA et al, 2015), e que ao longo dos anos a resisténcia de C. neoformans tem
aumentado tanto para fluconazol quanto para AMB na Africa (SMITH et al, 2015).

Estratégias para a prevencao da resisténcia as drogas antifingicas devem ser tomadas e incluem
particularidades como a modulagdo imune do hospedeiro, a otimiza¢do da dose, os tratamentos de

combinacéo e desenvolvimento de novos agentes antifungicos. (PERFECT; COX 1999).

2.5.1 Mecanismos de resisténcia a terapia antifungica

O desenvolvimento de resisténcia aos antiflngicos € um importante fator para a falha
terapéutica no tratamento das infec¢des flngicas. Uma causa comum dessa resisténcia € a infeccdo
com uma cepa fungica para a qual a CIM da droga € superior a média (WHITE et al., 1998). Com o
aumento na incidéncia das infec¢bes causadas por cepas resistentes, cresce também a necessidade do
desenvolvimento de terapias mais efetivas. Para tanto, é fundamental o conhecimento sobre os
mecanismos moleculares de resisténcia fungica (ROSSI, 2011).

As mutacdes ocorrem naturalmente nas celulas dos micro-organismos e a droga age como
agente seletivo daqueles mais resistentes de uma populagdo microbiana. Assim, os isolados que
apresentam mutagdes estaveis ligadas a resisténcia irdo predominar e persistir, mesmo na auséncia da
pressdo seletiva da droga. Varios fatores podem levar a resisténcia, como substituicdo de uma cepa
susceptivel por uma resistente, alteracfes genéticas que tornam um isolado resistente, expressao
genética que torna uma cepa temporariamente resistente e o tamanho e variabilidade da populacédo
(WHITE et al., 1998).

As maiores taxas de falha terapéutica associadas a resisténcia clinica sdo verificadas frente as
drogas azolicas, mas alguns estudos revelaram o fato também com anfotericina B. A resisténcia
priméria ou secundaria a AMB em isolados de Cryptococcus spp. é relativamente rara e ocorre devido
a producdo de alteragbes qualitativas e quantitativas nos ester6is da membrana celular fangica
(PEREA et al., 2002). A resisténcia também pode ocorrer pela substituicdo do ergosterol por outros
tipos de ester6is (PONTON; QUINDOS, 2006).

Resisténcia de leveduras a derivados azélicos, especialmente ao fluconazol, pode ocorrer por
uma variedade de mecanismos que incluem superexpressédo do gene ERG11 e de bombas de efluxo,
interferéncia com a atividade sobre a lanosterol 140 desmetilase, alteracbes em outras enzimas da
sintese do ergosterol e diminuicao da permeabilidade da membrana plasmatica ao farmaco (PERFECT;
COX, 1999, PONTON; QUINDOS, 2006; GAST et al, 2013). A resisténcia em C. gattii tem ocorrido
principalmente em pacientes com AIDS que desenvolvem criptococose. Durante a terapia de
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manutencdo com FLC, o fungo gera um mecanismo capaz de reprimir a acdo do antifingico, levando a
recidiva da doenga (PEREA; PATTERSON, 2002).

Os mecanismos mais comuns de resisténcia a azélicos em patdgenos fungicos tém sido
relacionados as alteracdes no gene ERG11/CYP51, envolvendo mutagfes pontuais ou superexpressao
desse gene (Figura 7). A enzima alvo predominante das drogas azélicas é a lanosterol 14a desmetilase,
e 0 gene que codifica esta proteina é designado ERG11 em todas as espécies de fungos, anteriormente
referido CYP51 ou ainda ERG16 em Candida albicans (WHITE et al., 1998). Mutagdes pontuais em
ERG11 podem gerar resisténcia aos azolicos. White (1997) identificou uma mutacdo no gene ERG11 a
partir de um isolado clinico azélico-resistente comparado a um isolado sensivel. A substituicdo de uma
arginina por uma lisina no aminoécido 467 do gene ERG11 resultou na muta¢do que provocou
alteragOes estruturais e funcionais associadas ao cofator heme. A superexpressédo do gene ERG11 tem
sido frequentemente associada a resisténcia aos azélicos em Candida spp.. Esse mecanismo de
resisténcia envolve um efeito de dosagem do gene, no qual o aumento do nimero de moléculas ERG11
impede a saturacao pelos azois (PEREIA; PATTERSON, 2002).
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Figura 7: Representacdo esquematica da via biossintética do ergosterol e inibicdo pelo fluconazol. llustracdo da etapa
inibida pelo fluconazol (ERG11). As setas vermelhas destacam os genes que sdo regulados positivamente em um isolado de
Pichia pastorissob condic¢fes de hipdxia.

Fonte: Baumann et al, 2011.

As culturas de fungos, assim como as de outros micro-organismos, podem ser heterogéneas, ou

seja, compostas de subpopulacdes. Essa diversidade reflete diferencas moleculares, que podem
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conferir perfis distintos de resisténcia observados in vitro, o qual se denomina heterorresisténcia
(FALAGAS et al., 2008). Heteroresisténcia em C. neoformans pode envolver aneuploidias
cromossémicas, aumentando o numero de copias dos genes de resisténcia a drogas, resultando numa
elevada transcri¢do do gene ERG11 (PEREA; PATTERSON, 2002). Poucos estudos foram realizados
em C. gattii e, portanto, os genes que regulam a sua composicao foram inferidos a partir de estudos de
C. neoformans.

Os genomas de fungos abrigam numerosas proteinas ABC (ATP-binding cassete) localizadas
em varios compartimentos celulares, como a membrana plasmatica, vacuolos, peroxissomos e
mitocéndrias. A maioria dessas proteinas foram inicialmente descobertas por sua capacidade de
conferir resisténcia a uma grande variedade de drogas (Figura 8), um fendbmeno chamado MDR
(Multiple drug resitance). Estudar os mecanismos subjacentes de MDR em levedura tem importéancia,
pois as proteinas ABC podem conferir resisténcia a drogas em fungos patogénicos (KLEIN et al,
2011).
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Figura 8: Mecanismo de agdo das bombas de efluxo. Um dos mecanismos de resisténcia ao fluconazol é por meio de
bombas de efluxo de drogas causado por transportadores de membrana plasmatica, como MDR e PDR11. A finalidade da

bomba de efluxo é diminuir a concentragdo intracelular de fluconazol. Fonte: White et al, 1998.

As proteinas ABC sdo frequentemente responsaveis pela resisténcia aos azdis em patdgenos
como as MDR1 em Cryptococcus spp. (HOLMES et al, 2012). Dois transportadores ABC de
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Cryptococcus foram experimentalmente caracterizadas:MDR1 e PDR11, este dltimo também
denominado como AFR1. A super-expressdo de MDR1, que foi inicialmente clonado por Thornewell
et al. (1997), em um isolado de Saccharomyces cerevisiae resultou em aumento da resisténcia ao
fluconazol e itraconazol, mas ndo para poliénicos e equinocandinas, o que indica que ele pode
funcionar como uma bomba de efluxo de droga (N1IMI et al., 2006). PDR11 foi identificado como um
gene que foi superexpresso em um isolado com resisténcia gerada in vitro a azdis e sua supressdo
aboliu o fendtipo de resisténcia (POSTERARO et al., 2003). Além disso, a superexpressdo induzida de
um promotor constitutivamente ativo de PDR11 em uma cepa suscetivel a drogas resultou em aumento
da resisténcia a azolicos in vitro e durante a infeccdo experimental, enquanto que a supressao de
PDR11 na mesma cepa causou hipersusceptibilidade ao azolico (SANGUINETTI et al., 2006).
Utilizando C. gattii knockout para MDR1 e PDR11 foi demonstrado um papel crucial do PDR11 na
susceptibilidade ao fluconazol. A CIM de fluconazol no tipo selvagem foi de 32 ug/ml, enquanto que
no isolado pdrl11A foi de <0,03 ug / ml, e reverteu para 32 ug / ml para o isolado reconstituido (YANG
etal, 2016).

2.6 Resposta inflamatdria do hospedeiro na criptococose

Numa infeccdo fungica, a limitacdo e eliminacdo da criptococose sdo principalmente
dependentes de células da imunidade inata, como as células dendriticas (DC), células natural killer
(NK) e neutrdfilos. Resumidamente, a infeccdo por Cryptococcus sp. induz a secrecdo de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo interferon de tipo I (IFN do tipo 1), fator de necrose tumoral-a (TNF o) e
interleucinas IL-1p e IL-6.

Apesar da descoberta dos interferons (IFN), o estudo dos mesmos se mantém até hoje como
uma area de pesquisa altamente atrativa. Atualmente, os IFN sdo divididos em trés subfamilias: IFN
dos tipos I, 1l e I1l. A subfamilia do tipo | compreende os IFN a, B, 6, €, ®, k, € T. A subfamilia do tipo
Il compreende somente o IFN vy, envolvido principalmente na modulacdo da resposta imune
(CHAWLA-SARKAR et al, 2003; BONJARDIM et al., 2009; TRINCHIERI, 2010). Finalmente, IFN
do tipo 11l é composta pelos IFN A, também conhecidos como interleucinas IL-29 (A1), IL-28a (A2) e
IL-28b (A3). Essas subfamilias sdo descritas como mediadoras da potente atividade antiviral e do
controle da proliferacdo celular. IFN do tipo I foi relacionado como crucial para regula¢do imune numa
infeccd@o por Cryptococcus neoformans (BIONDO et al, 2008; BIONDO et al, 2011 QIN et al, 2014).
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A acdo de IFNs é mediada pela capacidade de induzirem a expressao de uma série de genes
(>300 genes) por meio da ativacdo da via JAK/STAT (CHAWLA-SARKAR et al, 2003). Nesta via, a
ligagdo de IFNs do tipo | e Ill aos receptores formados pelas proteinas IFNAR1/IFNAR2 e IL-
10R2/IFNLR1, respectivamente, leva a fosforilacdo e interagdo de STAT1 e STAT2 (Figura 9). O
heterodimero formado interage fisicamente com IRF9, formando o complexo conhecido como I1SG3,
que por meio da interacdo com o elemento ISRE no DNA, promove a expressdo de genes induzidos
por interferon (MX), como 0 MX1 e MX2, e de outros genes importantes para a resposta de imunidade
inata (GOUJON et al, 2013).
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Figura 9: Via de sinalizacdo de IFN alfa e IFN beta.IFNs séo citoquinas pleiotropicas que apresentam atividades bioldgicas
importantes, incluindo antivirais, antiproliferativas, anti-tumoral e efeitos imunomoduladores. IFN alfa e IFN beta ligam-se
ao receptor de IFN tipo | (IFN-alfa / beta receptor) que consiste em duas subunidades, receptor 1 (IFNAR1) e receptor 2
(IFNAR?2). A sinalizacdo ocorre por meio de um complexo de IFN com Receptor consiste em duas cadeias alfa (receptor de
tipo 1), em complexo com Jakl e Tyk2. Estas quinases fosforilam Statl e Stat2, respectivamente. Fonte:
http://www.genecopoeia.com/product/search/pathway/h_ifnaPathway.php [19/08/2016 as 20h00].

A proteina codificada pelo gene MX2 apresenta uma conformacao nuclear e citoplasmatica e é
um membro das grandes dinaminas GTPases, uma superfamilia que inclui proteinas envolvidas em

processos celulares que necessitam de remodelacdo da membrana, tais como transporte vesicular e
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citocinese, bem como na resisténcia aos patogenos intracelulares (GOUJON et al, 2013). Esta proteina
é regulada pelo IFN alfa, mas ndo possui atividade antiviral. Além disso, o perfil de expressdo de MX2
em mondcitos derivados de macréfagos (MDM) por PCR quantitativa confirmou a indutibilidade a
IFNa, bem como a expressao preferencial em células induzidas por IFNo que apresentem resisténcia a
infeccdo. Assim, MX2 ¢é necessaria para a plena eficacia do IFN a (KIM et al, 2012).

Infeccdo por Cryptococcus induz forte secregdo de IFN do tipo I. No entanto, as respostas
imunitérias inatas sdo insuficientes na defesa do hospedeiro contra a infecgdo por fungos e a defesa é
dependente da célula T helper (Th) 17 na resposta imune (NAKAMURA et al, 2006). QIN et al (2014)
demostraram em estudo in vitro que o IFN do tipo | foi identificado como a citocina de resposta
precoce para infeccdo por Cryptococcus neoformans, e ainda que IFN do tipo | mostrou-se ser
essencial para a secrecdo de interleucina (IL)-17A em células T. Estudos mostraram que 0 aumento da
producdo de IL-17A, uma citocina pro-inflamatdria, que é predominantemente segregada por células T
CD4 +, estd associado com a carga criptocdcica. Além disso, IL-17A pode também aumentar a
quimiotaxia de neutrofilos (BETTELLI et al 2006; PECK; MELLINS, 2010).

A imunidade mediada por células também é determinante na defesa do hospedeiro contra a
criptococose. O pulmao é a porta de entrada para este patdgeno, sendo os macrofagos alveolares um
dos tipos celulares capazes de inibir e destruir o fungo (DIAMOND et al., 1972; REARDON et al.,
1996). Durante o inicio do processo de infeccdo, células T produzem citocinas ativadoras de
macréfagos, como TNF a, IL-1B, IL-12 e IFN y, com formacao de granuloma, e destruicdo do fungo
intracelular ou contido no estado de dorméncia (FELDMESSER et al., 2001). Contudo, C. neoformans
é também capaz de crescer no meio extracelular, resistindo a fagocitose com a producdo de fatores
especificos que bloqueiam a sua adesdo e internalizacdo pela célula fagocitica, incapacitando o
reconhecimento e o desenvolvimento da resposta pelo sistema imune do hospedeiro, podendo assim
sobreviver e multiplicar-se tanto intra como extracelularmente (DEL POETA, 2004; MA et al., 2006;
ORSl et al., 2009).

A imunidade mediada por células contra patdgenos intracelulares, como C. gattii, requer a
presenca de IFN vy, TNFa, IL-2, IL-12 e baixos niveis de IL-4 e IL-10 (MARIANO et al., 2003; SHAO
et al., 2005; QIN et al, 2014). Alteracbes nas células T e também nas células dendriticas foram
identificadas como um fator predisponente para as formas mais graves da criptococose com rapida
progressdo e disseminacdo (BUENTKE; SCHEYNIUS, 2003). A forte associa¢do da diminuigdo ou
disfuncdo de células T CD4 com a criptococose é testemunho da importancia particular desta célula
imune a defesas do hospedeiro (MANSOUR et al., 2011)
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Frente a uma infeccdo, o recrutamento e a ativacdo de leucocitos sdo umas das reacbes do
organismo. Grande parte deste processo é coordenada pela producdo de quimiocinas, citocinas com
propriedades quimiotaticas, capazes de atrair seletivamente subpopulacgdes celulares especificas para o
local de infeccdo (DEBENEDICTIS et al., 2001 ). Estudos em modelo experimental identificaram
algumas quimiocinas (MIP-1a, MCP-1 e IP-10) em associacdo com as respostas imunoldgicas
protetoras desenvolvidas contra C. neoformans (KAWAKAMI et al., 1999; HUANG et al., 2000;
OLSZEWSKI et al., 2000; GOLDMAN et al., 2001). A presenca de MIP-1a é fundamental para a
prevencao do desenvolvimento da pneumonia eosinofilica e da disseminacdo do C. neoformans para o
cérebro em modelo animal (OLSZEWSKI et al., 2001).

Micréglia sdo macrofagos residentes no sistema nervoso central e sdo responsaveis pela
primeira linha de defesa contra agentes da criptococose neste local (MARIANI; KIELIAN, 2009). A
microglia humana produz MIP-1a e MIP-1p em resposta a infec¢do por C. neoformans, sendo um
importante mecanismo de defesa, mas que pode ser inibido pelos polissacarideos presentes na capsula
do fungo (GOLDMAN et al., 2001).

A gravidade da doenca e o progndstico na criptococose sdo dependentes, em grande parte, da
integridade do sistema imune do hospedeiro e das caracteristicas proprias de cada espécie de
Cryptococcus (WORMLEY JR; PERFECT, 2005). Alguns estudos sobre criptococose experimental
mostraram diferencas de comportamento entre as espécies C. neoformans e C. gattii no que se refere
ao infiltrado neutrofilico, tempo de inicio de fagocitose e taxa de ligacdo de C3 aos componentes da
capsula, sugerindo que C. gattii parece ser mais dificil de ser fagocitado (WASHBURN et al., 1991).
O maior tamanho da capsula de polissacarideos de C. gattii também deve contribuir para uma menor
ativacdo da via alternativa do sistema do complemento, levando a uma maior dificuldade de tratamento
da infeccdo causada por estes sorotipos (WASHBURN et al., 1991; YOUNG; KOZEL,1993; DONG;
MURPHY, 1995).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os fatores de resisténcia ao FLC em modelo murino de criptococose causada por

Cryptococcus gattii

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a evolugéo clinica da criptococose em modelo murino infectado por um isolado clinico
(L27) de Cryptococcus gattii susceptivel ao fluconazol. Isto inclui:
a) AlteracGes dos parametros comportamentais;
b) Determinar o nimero de unidades formadoras de col6nias em cultivo no pulméo e
cérebro;
c) Determinar in vitro a expressdo de genes de IFN alfa, IFN beta e MX2 no pulméo e
cerebro;
d) Awvaliar as seguintes caracteristicas nas coldnias recuperadas:
e Susceptibilidade ao fluconazol,
e Expressdo dos genes MDR1, PDR11, ERG11, UXS1 e Cap59

e Perfil protedmico.
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A sub-dose of fluconazole alters the virulence of Cryptococcus gattii during murine

cryptococcosis and modulates type | interferon expression
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Neste trabalho foram investigadas as consequéncias de sub-doses de fluconazol durante o
tratamento da criptococose na resposta inflamatoria murina e nos fatores de viruléncia de
Cryptococcus gattii. Foram avaliados o comportamento dos camundongos e a expressdo de interferon
do tipo | durante o tratamento; os fatores de viruléncia e susceptibilidade ao fluconazol das colonias
recuperadas dos animais. A partir dos resultados, foi constatado que a sub-dose de fluconazol
prolongou a sobrevivéncia dos camundongos, mas a morbidade da criptococose foi maior nos animais
tratados, assim como houve um aumento na concentragdo inibitéria minima do fluconazol, tamanho da
capsula e melanizacdo de C. gatti recuperados. Como conclusdo, a subdose de fluconazol altera os
fatores de viruléncia do fungo e a susceptibilidade a este azol, conduzindo a uma alteracdo na resposta

inflamatdria do hospedeiro e ao aumento da morbidade.
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Abstract

Cryptococcosis is an invasive infection caused by yeast-like fungus of the genera Cryp-
tococcus spp. The antifungal therapy for this disease provides some toxicity and the
incidence of infections caused by resistant strains increased. Thus, we aimed to assess
the consequences of fluconazole subdoses during the treatment of cryptococcosis in
the murine inflammatory response and in the virulence factors of Cryptococcus gattii.
Mice infected with Cryptococcus gattii were treated with subdoses of fluconazole. We
determined the behavior of mice and type 1 interferon expression during the treatment;
we also studied the virulence factors and susceptibility to fluconazole for the colonies
recovered from the animals. A subdose of fluconazole prolonged the survival of mice,
but the morbidity of cryptococcosis was higher in treated animals. These data were
linked to the increase in: (i) fluconazole minimum inhibitory concentration, (ii) capsule
size and (iii) melanization of C. gattii, which probably led to the increased expression of
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type | interferons in the brains of mice but not in the lungs. In conclusion, a subdose of
fluconazole altered fungal virulence factors and susceptibility to this azole, leading to an
altered inflammatory host response and increased morbidity.

Key words: systemic mycosis, virulence factors, resistance, treatment, inflammatory response.

Introduction

Cryptococcus gattii is the main etiological agent of crypto-
coccosis in immunocompetent individuals.® The infection
is acquired after inhaled cryptococci penetrate lung tissue,
reproduce, enter the bloodstream, and disseminate to other
organs, often the central nervous system (CNS).23 The
main virulence factors of this fungus are the polysaccha-
ride (PS) capsule, melanin, and urease.* The PS capsule is
antiphagocytic and serves as an antioxidant®; its structure
is highly variable and undergoes changes in size, charge,
and rearrangements during infection.

The treatment of cryptococcosis causes concern, due to
drug side effects and the emergence of resistant fungal iso-
lates to commonly used antimicrobials, for example, am-
photericin B and fluconazole.® %0 Specifically, the resistance
of C. gattii to fluconazole can occur in vivo!! and in vitro'?
by mutation and/or overexpression of the ERG11 gene, the
overexpression of efflux pumps, alterations in enzymes of
the pathway of ergosterol synthesis and decreased perme-
ability of the plasma membrane to the drug.'®~*°> Recently,
it has been shown that the antifungal resistance in Crypto-
coccus may be entirely dependent on PDR11.%6

Sionov et al.12 characterized the heteroresistance to flu-
conazole in a murine model and correlated this with in-
creased fungal virulence®; heteroresistant C. gattii to itra-
conazole also presented a high virulence profile.X’

However, little is known about the consequences of flu-
conazole sub-doses in cryptococosis, since the drug can act
as a selective agent of more resistant microbial populations
and can also alter fungal virulence factors. In this study, we
investigated the effect of fluconazole subdoses in the murine
response and on the virulence of C. gattii. The results sug-
gested an altered expression of type | interferon, a reduced
drug susceptibility, and higher C. gattii virulence when mice
were treated with fluconazole subdoses.

Materials and Methods

Cryptococcus gattii, antifungal drug susceptibility
testing and dose administered in mice

We tested the L27/01 strain of C. gattii from the culture
collection of the Laboratorio de Micologia/Universidade
Federal de Minas Gerais, Brazil. The minimum inhibitory
concentration (MIC) for fluconazole (Sigma-Aldrich,

St. Louis, Missouri, USA) was determined by the microdilu-
tion method.*®1° Mice infected with C. gattii were treated
with 10 mg/kg/day fluconazole, a current dose used in an-
imal studies, which is equivalent to 50 mg/kg/day for the
treatment of human cryptococcosis.?° This concentration
can be considered a drug subdose, since 200400 mg/kg/day
fluconazole is recommended for humans suffering from
cryptococcosis.?t 23

Intratracheal infection, behavioral analysis,
colony forming units and histopathology

Female 6- to 8-week-old C57BL/6 mice were used in all
experiments. The animal studies were approved by the
Comissa o de Etica no Uso de Animais (CEUA) from the
Universidade Federal de Minas Gerais (Protocol 312/2012).
Mice were provided with food and water ad libitum in
a controlled environment with a 12-h light/dark pho-
toperiod. Any mice that appeared moribund (e.g., in-
tense piloerection, convulsions, lack of locomotor activity)
were euthanized under anesthesia by cervical dislocation.
Mice (n = 10/group) were anesthetized intraperitoneally
(i.p.) with ketamine (60 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
and were then inoculated intratracheally (i.t.) with 30 gl
L27/01 strain (1x10% CFU/animal) or PBS (control). Ani-
mals were monitored twice daily for survival. Fluconazole
(10 mg/kg/day) was administered daily i.p., from 10 to
15 days post-infection (d.p.i.). The nontreated control
group was administered with PBS. The SHIRPA protocol
for the behavioral and functional assessment of neurolog-
ical diseases was used. The tasks were grouped into five
functional categories: neuropsychiatric state, motor behav-
ior, autonomic function, muscle tone and strength, and re-
flex and sensory function.?*:?> The mice were blinded, ex-
amined daily, and the score for each functional category
was calculated as the total of the evaluated parameters®42°
using EpiData 3.1 software.

Other groups of mice were anesthetized i.p., infected,
and euthanized to obtain lung and brain material at 15 d.p.i.
Organ homogenates were plated on to Sabouraud Dextrose
Agar, Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA(SDA),
to determine the CFU per gram of tissue. The colonies re-
covered from nontreated mice were named L27/NT, and
those recovered from treated animals were named L27/FLC.
A mean of five colonies recovered from the lungs and
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Table 1. Sequences of the primers used in this study for gPCR of genes from mice (IFN-a, IFN- and MX2) and from C. gattii

(MDR1, PDR11, ERG11,UXS1, and CAP59).

Primer Forward Reverse

IFN « GGA CAG GCA GGA CTT TGG ATT GCC TTC TGG ATC TGC TGG TTA
IFN ACACCAGCCTGGCTTCCATCA AGGGCTGTGGTGGAGAAGCAC
MX2 TGAATGCCTACCGCCAAGA AATACTGGATGATCAAGGGAACGT
MDR1 CGTCGACTCCGAGAAGGA CTCGCGACCAACGCTTATTG
PDR11 TGGCTGATGCCATGATTGGT CTTGGCAGCAAGTTCCACAC
ERG11 TGGCGTCTCTCAAATGGACC ATCCCTTTTCGTCGTGCCAT

UXS1 TCACCATCCTCGAGTTTGCC GAGGGTTGCCTTCCTCCTTC
CAP59 CGTACCCGTGGTCTGTTCAA TTGTCACGGAGTTCGTGGAG

brain of each animal were used to determine the flucona-
zole MIC. The lungs and brain were also stained with
hematoxylin-eosin (HE).

Extraction of RNA, reverse transcription
and real-time PCR for organs and for C. gattii

The mRNA levels of interferon-a (IFN), IFN-8, and MX2
were determined for the lungs and brain from five animals
for each group, whereas the levels of mMRNA for the efflux
pumps PDR11 and MDRZ1, the ergosterol enzyme ERG11,
and the capsule genes CAP59 and UXS1 were determined in
the five colonies recovered from the organs of each animals
group. The RNA from lungs and brain was isolated using
Trizol (Invitrogen), and RNA from L27/NT and L27/FLC
strains was extracted using the RNeasy kit (Qiagen,
Germany). The RNA concentration was assessed by Nan-
odrop (Thermo Fisher Scientific).

The cDNA was prepared using MMLV (Promega, Madi-
son, WI, USA) and oligo-dT (Qiagen, Germany). Real-time
PCR (gPCR) was performed in a StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) using SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystem, USA, 5 ml) as a reaction mix, sup-
plemented with 200 nM of each primer and 1 z cDNA tem-
plate to a final volume of 10 xl. All experiments were per-
formed using three independent cultures, and each cDNA
sample was analyzed in triplicate for each primer pair. A
melting curve analysis was performed at the end of the re-
action to confirm the presence of a single PCR product.
Data were normalized to actin ¢cDNA amplified in each set
of PCR experiments. Analyses were performed using the
delta-delta Ct method. The primers used in these analyses
are listed in Table 1.

Phagocytosis assays

The J774.A1 murine macrophage (1x10°) cells in DMEM
supplemented with 10% FBS was seeded into 12-well

culture plates and activated with 100 U/mL INF-y (Sigma)
and 500 ng/ml LPS (Sigma) for 18 h at 37 “C with 5% CO,.
Cryptococcus gattii cells were opsonized with anti-GXM
antibody 18B7 (1 wg/ml) for 1 h at 37 'C, centrifuged,
and the pellet was resuspended in 500 g FITC solution
(500 «eg/ml) and incubated for 10 min at room temperature.
The cells were washed several times with PBS and counted
in a Neubauer Chamber. Then, 1x107 yeast cells/ml were
added to the wells containing the macrophage, and these
were incubated for 2 h at 37 'C with 5% CO,. The wells
were then washed three times with PBS and treated with
Trypan Blue (Sigma). The cells were collected by scraping
and were analyzed with a Guava easyCyte Flow Cytometer
(Merck Millipore) by measuring the green fluorescence of
5,000 events.?® A second plate was incubated under iden-
tical conditions for 24 h to evaluate the antifungal activity.
After incubation, the wells were washed three times with
PBS, and the cells were lysed with sterile ice-cold water and
subsequently plated onto YPD plates for CFU determina-
tion. The survival index was obtained by normalizing the
CFU counts after 24 h of interaction to the fluorescence
units obtained in the flow cytometric analysis following 2 h
of interaction.?’

Melanization and laccase assay

C. gattii cells were grown in chemically defined minimal
medium (15 mM dextrose, 10 mM MgSQO,, 29.4 mM
KH, PO, , 13 mM glycine, 3 ©«M thiamine and agar, pH 5.5)
with or without 1 mM L-DOPA (Sigma-Aldrich) and incu-
bated at 30 'C in the dark. Cultures were examined daily to
monitor growth and pigment production. For laccase pro-
duction, yeast cells recovered from treated (L27/FLC) and
nontreated mice (L27/NT) were grown in YPD, washed
twice, and transferred to asparagine medium with 0.1%
dextrose (7.6 mML-asparagine, 22.1 mM KH, PO;, 1 mM
MgSO4-7H,0, 3.0 mM thiamine-HCI, 4.1 mM biotin, pH
5.6). After 24 h, 1x107 cells were inoculated in 10 mM
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L-DOPA in PBS. After incubation at 30 'C for 90 min,
the cells were pelleted, and the OD of the supernatant was
recorded at 475 nm (0.001 correspondsto 1 U laccase). The
laccase assays were performed in triplicate with a biological
replicate.®

Capsule analysis

For capsule induction, L27/NT and L27/FLC cells recov-
ered from the organs of mice were immediately grown at
37 'C with 5% CO, in minimal medium (glucose, 15 mM,;
MgSQy4, 10 mM; KH;, POy, 29.4 mM; glycine, 13 mM; thi-
amin, 13 uM; pH 5.5) for 72 hours. The capsule sizes of
100 yeast cells of L27/NT and L27/FLC (in Indian ink)
were measured using ImageJ 1.40 g (National Institutes of
Health (NIH), Bethesda, MD) with an optical microscope
(AXIOPLAN, Carl Zeiss).

Statistical analysis

Statistical analysis of all data was performed using Graph-
Pad Prism version 5.0 with P < .05 as the significance
threshold. The survival curve was plotted using Kaplan—
Meier analysis, and the results were analyzed using the
Long Rank test. The SHIRPA data were analyzed with the
Wilcoxon Rank-Sum Test.?> The other results were ana-
lyzed by analysis of variance (ANOVA), the nonparametric
Friedman test, and the Student t-test.

Results

A subdose of fluconazole prolongs the survival
of mice but cause higher morbidity

Treated mice survived longer than nontreated mice
(Figure 1A). Furthermore, the treatment reduced the fun-
gal burden in the lungs and the brain (Figure 1B). No dif-
ference was observed in the distribution of yeasts in the
lung parenchyma in the histological analysis (Figure 1C—
F), although foamy macrophages were more evident in the
treated group. Indeed, the behavioral alterations were more
prominent in the treated groups, which performed worse in
the behavioral tests (Figure 1G-K). Only the neuropsychi-
atric state was equally altered in treated and nontreated
groups (Figure 11).

The expression of Type | IFNs is increased
in the brain but not in the lungs of treated mice

The expression of type | IFN was different between the
organs of the evaluated groups. The FLC group showed

an increase in IFN levels in the brain and lungs compared
to the NT group (Figure 2). The data are expressed as the
quotient of the test over the control. There was significant
difference between the FLC and NT groups for IFN g in
the lungs. However, expression was higher in the brain of
treated mice compared to that in the NT group for IFN «
and IFN 5.

Cryptococcus gattii from treated mice was more
internalized and had a higher intracellular
proliferation rate

The C. gattii strain from treated mice (L27/FLC) was more
phagocytosed (Figure 3A) and had an increased ability to
survive within macrophages (Figure 3B) than the C. gattii
strain from nontreated mice (L27/NT).

Subdoses of fluconazole lead to an increase
in the minimum inhibitory concentration

The MICs of fluconazole based on the percentage of
colonies recovered from treated and nontreated groups
of mice are shown in Figure 4. The MICs of fluconazole
against the L27 strain before infection varied from 8.0 to
16.0 mg/l. After intratracheal infection, the MIC for the
L27/NT strain was 16-32 mg/l, both in the lungs and
the brain (Figure 4A-B). The MIC of fluconazole against
the L27/FLC strain was higher in both organs (Figure 4A—
B), reaching 256 mg/I.

Subdoses of fluconazole increase the capsule
size and melanization of C. gattii

To assess whether subdoses of fluconazole affect some viru-
lence factors, we evaluated the levels of laccase activity and
capsule size (Figure 5). There was no difference in fungal
growth at 37 'C (data not shown); however, laccase ac-
tivity and melanization were significantly higher in yeasts
from treated animals (Figure 5A-B). The capsule size was
also significantly higher in L27/FLC, either from the brain
or lungs (Figure 5C—E).

Fungal gene expression differs depending on
whether C. gattii is recovered from the lungs
or the brain

Overall, colonies recovered from the lungs of infected mice
exhibited significantly higher gene expression than the con-
trol strain, whereas the strains recovered from the brain
showed reduced gene expression compared to the control
(Figure 6).
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Figure 1. Survival curve (A), Colony-forming units (CFU) per gram of tissue (B), Histopathological sections stained with H&E 400x of lung and
brain 15 days post-inoculation (C-F): Lungs of mice inoculated with the L27/NT strain showing mild peribronchiolar mononuclear infiltrate (C);lungs
of mice inoculated with the L27/FLC strain, with low perivascular peribronchiolar mononuclear infiltrate (D); interstitial pneumonia with alveolar
thickening, mononuclear inflammatory cells and foamy macrophages in nontreated mice (E); interstitial pneumonia with alveolar thickening, mixed
inflammatory infiltrate and a predominance of mononuclear macrophages and giant cells in treated mice-granulomatous infiltrate (F). Assessment
of the behavioral performance of uninfected mice (triangle: control), and mice infected with C. gattii L27/01 from the nontreated group (circles:
NT) and the treated group with 10 mg/kg/day fluconazole (square: FLC) in five distinct functional categories using the SHIRPA protocol (n = six
animals/group). Muscle tone (G), motor behavior (H), neuropsychiatric state (I), autonomous function (J) and reflexand sensory function (K). "P <

.05 was considered significant compared to the control. The dotted lines show when the differences began. This Figure is reproduced in color in the

online version of Medical Mycology.

In the lungs (Figure 6A), the expression of UXS1 and
CAP59 was higher in L27/NT colonies, suggesting that the
fungus might attempt to compensate for the diminished cap-
sule size. There was no difference between PDR11, MDR1,
and ERG11 in the colonies recovered from the lungs. No-
tably, the expression of MDR1, ERG11, and UXS1 in
colonies recovered from the brain was higher in colonies of
L27NT, whereas CAP59 expression was higher in colonies
recovered from treated mice (L27/FLC) (Figure 6B).

Correlations between the studied genes

We verified intriguing correlations between some studied
genes, both from the fungus and from mice. Regarding gene
expression in the yeast, we verified strong positive correla-
tions between ERG11 and MDR1 (R?> = 0.97, P = .004)
in the NT group; CAP59 and UXS1 (R?> = 0.99, P = .002);
CAP59 and MDR1 (R2 = 0.98, P = .014); and UXS1 and
MDR1 (R> = 0.98, P = .03) in the treated group. These
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Figure 2. Expression of IFN-a, IFN-4, and MX2 in the lung (A) and brain (B) from mice infected with Cryptococcus gattii from the nontreated group
(L27/NT) and the treated group with 10 mg/kg/day fluconazole (L27/FLC). *P < .05.
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Figure 3. Flow cytometry analysis of J774.A1 macrophage infectionafter 2 h of interaction with FITC-labeled Cryptococcus gattii cells (A), the survival
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of interaction (B). "P < .05.
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Figure 4. Minimum inhibitory concentration (MIC) (mg/l) of fluconazole based on the percentage of colonies of for C. gattii recovered from brains (A)
and lungs (B) from infected mice from the nontreated group (L27/NT) and the group treated with 10 mg/kg/day fluconazole (L27/FLC).

data provide new insights into the integrative alterations
in gene expression of C. gattii. When analyzing the cor-
relation between gene expression of mice and the fungus,
we verified strong negative correlations between IFN-g and
ERG11 (R2 = —0.99, P = .005) in treated animals, show-
ing that the murine inflammatory response might influence
fungal ergosterol synthesis.

Discussion

Several factors can interfere in the efficacy of antifungal
agents, including drug absorption, adherence to treatment,
reinfection, immunity deficiency, drug resistance and sub-
therapeutic doses.?® Insufficient quantities of drug deliv-
ery can lead to clinical relapses that might erroneously be
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from the nontreated group (L27/NT) and the group treated with 10 mg/kg/day fluconazole (L27/FLC). Control group: C. gattii cultured on Sabouraud

dextrose agar. *P < .05.

confused with drug resistance or reinfection and cause
a fatal outcome for a patient.3® The treatment with
10 mg/kg/day fluconazole, a subtherapeutic dose for mice,
increased the survival of animals and reduced the fungal

burden in the brain but was not able to reduce the burden
in the lungs. The more rapid death of untreated animals
might be due to the higher fungal burden in the brain,
causing severe meningoencephalitis. Previously, it was
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established that the survival of animals was dependent on
the fungal burden.3!

Despite the increased survival of the treated animals,
they appeared more moribund than untreated mice, as as-
sessed by the behavioral analysis. This might be due to the
influence of fluconazole subdoses on the virulence factors
of yeast and on the inflammatory response of the host,
which showed areas of granulomatous infiltrate, which is a
common finding in immunocompetent hosts infected with
Cryptococcus gattii.®?3® The neuropsychiatric state cate-
gory was affected in both groups and might indicate cere-
bral damage caused by the fungus.®* Indeed, the treated
group showed an increased expression of type | IFN. Recent
data demonstrated that the induction of type | IFN dramati-
cally improves host resistance against the etiologic agents of
cryptococcosis by beneficial alterations in both innate and
adaptive immune responses.®® In addition, it was demon-
strated that type I IFN induction combined with fluconazole
resulted in a synergistic antifungal effect that is reflected in
a reduction in the fungal burden.3® This fact can be eas-
ily associated with our data on the fungal burden but also
explains the higher inflammation and, consequently, the in-
creased morbidity when animals were exposed to subdoses
of fluconazole, since this might disorganize the cell structure
and modify the fungal PS capsule®? and cell wall, culminat-
ing in altered antigen presentation and cytokine production.
Indeed, fluconazole led to the recovery of colonies with a
lower susceptibility to this drug, which might be explained
by the fact that Cryptococcus can undergo genetic changes
in vivo by establishing a means to evade the host’s defenses
and antifungals.3¢:37

The cryptococcal interactions with phagocytes allow the
pathogen to survive intracellularly and to disseminate to
the central nervous system and escape.38 Therefore, it is
important to evaluate whether the cryptococcal strains re-
covered from two groups of infected mice react differently
to macrophages. Similar to the situation in vitro,*? C. gat-
tii was more internalized by phagocytes in the presence of
fluconazole.

Notably, we confirmed important changes in the yeast
virulence factors when they were recovered from treated
mice. Virulence structures allow the fungus to overcome
the host defense system and cause a disease with a worse
prognosis. Although fluconazole decreases the capsule and
laccase activity in vitro, during the murine infection model,
the capsule increases in size, and the laccase activity and
melanization are considerably higher. The synthesis of the
PS capsule of Cryptococcus is complex and requires many
intermediates.3® Many of these intermediates are encoded
by the CAP genes, which are essential for virulence. The
treated animals showed an increased expression of CAP59,

and yeast recovered from this group possessed larger cap-
sules. Altogether, these virulence factors might be responsi-
ble for the increased morbidity of the treated animals.

Cryptococcus gattii has a high potential to develop re-
sistance to fluconazole in vitro,® %40 and the expulsion of
the drug from the yeast is one of the mechanisms involved
in this resistance,*! together with mutations or overexpres-
sion of the ERG11 gene. Fungal genomes harbor numer-
ous ABC (ATP-binding cassette) proteins located in various
cellular compartments, which confer resistance to a wide
variety of drugs. Two Cryptococcus ABC transporters have
been experimentally characterized: MDR1 and PDR11, and
these are often responsible for the resistance to the azoles
in Cryptococcus spp.*642 Our in vivo results demonstrated
that the differences in the expression of these genes de-
pend on the site from where the yeast is recovered, since
gene expression from L27/FLC colonies was higher in the
lung, whereas colonies in the brain had a lower gene ex-
pression. Notably, the expression of MDR1 and ERG11
was higher in L27/NT recovered from the brain, providing
another perspective on the role of these membrane trans-
porters during the fungus—host interaction. This difference
in gene expression according to the yeast site occurred
for all C. gattii genes studied, except for the UXS1 gene.
These data suggest that these genes might not be exclu-
sively involved in the resistance of C. gattii to fluconazole
and might also be influenced by the host microenviron-
ment and its particular milieu of inflammatory mediators,
which determines the profile of the disease caused by the
fungus. Considering that fluconazole is aneuploidogenic,*®
our previous work with the same strain tested here re-
vealed no influence of this antifungal in the banding patterns
generated by the pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
technique.'?

The statistical correlation between fungal and mice genes
revealed that the increase in type I IFN expression correlates
with the decrease in ERG11, resulting in fungal ergosterol
biosynthesis. It is possible to speculate that the synergis-
tic action between fluconazole and type | IFN helped the
host to contain the infection within the lung, causing a de-
crease in ERG11 expression, to maintain fluconazole inside
the cell and to avoid dissemination of the yeast. Consid-
ering only fungal gene expression, yeasts recovered from
treated animals showed a strong positive association be-
tween CAP59 and UXS1. These genes together are respon-
sible for the increased capsule size, since this association was
not found in strains with smaller capsules. Moreover, the
CAP59/UXS1 genes positively correlated with efflux pump
genes, which validate the fact that therapy with subdoses
of fluconazole can affect important virulence factors of the
fungus.
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In conclusion, we provide new insights concerning the

treatment of cryptococcosis with fluconazole and demon-

strate that a subdose can influence the virulence factors of

the fungus and the inflammatory response of the host.
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5. CAPITULO 2
Efeito da imunossupresséo em camundongos C57BL/6 infectados com Cryptococcus

gattii na resposta a criptococose

Alide Caroline Lima Fontes®, Hellem Cristina Silva Carneiro®, Noelly de Queiroz Ribeiro’,
Lorena Vivien Neves de Oliveira?, Juliana Ribeiro Alves Santos'®, Danilo Bretas Oliveira?,

Jonatas Santos Abrahao?, Maria Aparecida Resende-Stoianoff*, Daniel Assis Santos®

!Laboratério de Micologia, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil

?Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil

>Laboratério de Micologia, Universidade Ceuma (UNICEUMA), Sdo Luis, Maranhdo, Brasil

Neste trabalho foi investigada a progressao da criptococose causada por Cryptococcus
gattii em modelo murino imunossuprimido por dexametasona, e tratado com fluconazol.
Curva de sobrevida e analise de comportamento nos animais, interacdo macrdéfago — levedura,
susceptibilidade ao fluconazol e expressdo de genes das colbnias recuperadas dos animais
foram avaliados. A partir dos resultados, foi constatado que o tratamento com fluconazol,
independente da imunossupressdao prolongou a sobrevivéncia dos camundongos, mas
aumentou a morbidade da criptococose. Os animais imunossuprimidos apresentaram uma
menor migracdo de leveduras para o cérebro, acompanhado de menor taxa de fagocitose dos
macréfagos, e um maior indice de proliferacdo intracelular. Como conclusdo, a
imunossupressao em hospedeiro infectado com Cryptococcus gattii pode contribuir para uma

menor migracdo da levedura para o SNC, porém a sobrevivéncia dos animais é reduzida.

5.1 INTRODUCAO

A criptococose € uma infeccdo sistémica que pode resultar no comprometimento
pulmonar ap6s inalacdo de propagulos do fungo Cryptococcus spp. (CHANDLER et al.,
1997). Frequentemente, a infeccdo se dissemina e pode atingir o SNC causando
meningoencefalite (CASADEVALL; PERFECT, 1998). Criptococose causada por C.
neoformans é bem descrita em hospedeiros imunocomprometidos e deficientemente estudada
em paciente imunocompetentes (BOVERS et al., 2008a). No entanto, C. gattii tem sido

reportado como agente da criptococose em imunocompetentes, havendo também relatos em
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hospedeiros imunossuprimidos (CHEN et al, 2012). Além disso, a infec¢do por C. gattii é
reportada mais frenquentemente em regides tropicais e subtropicais e geralmente envolve
pulméo e SNC (MITCHELL; PERFECT, 1995; SPEED; DUNT, 1995).

Dependendo do estado imunolégico do paciente, 0s esporos podem permanecer
dormentes no pulmd ou podem sofrer propagacdo hematogénica a quaisquer Orgaos
(CHANG et al 2006). Os pacientes com imunidade mediada por célula debilitada, tais como
os infectados com o HIV, receptores de transplantes de 6rgdos sélidos, e aqueles em terapia
corticosterdide cronica sdo mais vulneraveis a infeccdo pelo fungo (CHRISTIANSON et al,
2003).

O tratamento da criptococose ainda € limitado devido a escassez de drogas, toxicidade,
baixa estabilidade, e resisténcia aos antifingicos (LARSEN et al., 2004). Assim como outros
micro-organismos, os fungos podem ser naturalmente resistentes a determinadas drogas
antifangicas, consistindo em resisténcia primaria, ou podem desenvolver resisténcia a droga
durante exposicdo ao tratamento, consistindo na resisténcia secundaria (PEREA;
PATTERSON, 2002; SIONOQV et al, 2013).

Dessa forma, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar a progressdo da criptococose
causada por C. gattii e o tratamento com fluconazol em modelo murino imunossuprimido por

dexametasona.

5.2 MATERIAIS E METODOS

5.2.1 Isolado de Cryptococcus gattii, teste de suscetibilidade ao fluconazol e curva de

sobrevivéncia dos animais

Neste estudo, foi utilizado o isolado de C. gattii L27-01 pertencente a colecdo de
micro-organismos do Laboratorio de Micologia do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Minas Gerais, Brasil. A concentracédo inibitéria minima (CIM) para o
fluconazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) foi determinada pelo método de
microdiluicdo (CLSI 2008) com adaptagfes (SANTOS et al, 2012). Os animais foram
divididos em quatro grupos com esquemas de tratamento diferentes: imunossuprimido nédo
infectado (N&o infectado), ndo imunossuprimido infectado (C), imunossuprimido infectado
ndo tratado (NTi), imunossuprimido infectado tratado com fluconazol (Fi). Os animais foram

monitorados diariamente e foi construida uma curva de sobrevida.

5.2.2 Imunossupressdo dos camundongos e dose administrada do fluconazol
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Seis camundongos C57BL/6 fémeas com 6 a 8 semanas de idade em cada grupo foram
utilizadas em todos os experimentos. Os estudos com animais foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(protocolo 312/2012). Os camundongos foram abastecidos com alimento e agua ad libitum
num ambiente controlado com fotoperiodo de 12h claro/escuro. Para imunossupressdo 0s
animais, foi utilizado 0,5 mg/Kg de dexametasona diluido em agua, e colocado em mamadeira
esterilizada (MARQUES et al 2008). Os animais do grupo imunossuprimidos, receberam
agua com dexametasona ad libitum durante 20 dias. As gaiolas e mamadeiras foram trocadas
por novas esterilizadas a cada trés dias. Os camundongos infectados com C. gattii foram

tratados com 10 mg/kg/dia de fluconazol.

5.2.3 Infeccdo intratraqueal, analise de comportamento animal, Unidades formadoras de

colbnias

Os camundongos (n = 10 / grupo) foram anestesiadas por via intraperitoneal (i.p.) com
cetamina (60 mg / kg) e xilazina (10 mg / kg) e foram posteriormente inoculados por via
intratraqueal (IT) com 30 uL de uma suspensao do isolado L27/01 (1 x 10° UFC/animal) ou
de PBS (controle ndo infectado). A analise comportamental foi realizada nos diferentes
grupos para avaliar o curso da infeccdo segundo o protocolo SHIRPA (SmithKline Beecham
Pharmaceuticals; Harwell MRC Mouse Genome Centre and Mammalian Genetics Unit
Imperial College School of Medicine at St Mary's Royal London Hospital; St Bartholomew's;
Royal London School of Medicine; Phenotype Assessment) (ROGERS et al., 2001;
HATCHER et al, 2001). Os animais foram monitorados diariamente para analise
comportamental, e quaisquer camundongos que pareciam moribundos (por exemplo,
piloerecdo intensa, convulsdes, falta de atividade locomotora) foram sacrificados sob
anestesia por deslocamento cervical.

Os 6rgdos de animais de todos os grupos foram triturados e diluidos para recuperar as
coldnias fangicas. Estas colénias foram utilizadas para determinacdo da carga fungica nos
6rgdos, determinacdo da CIM para fluconazol e extracdo de RNA para analise molecular.

5.2.4 Interacdo de leveduras com macrdéfagos intraperitoneais de camundongos in vitro
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Foram utilizados dois grupos para a interacdo de leveduras com macréfagos, um com
animais imunocompetentes e outro com animais imunossuprimidos. Os macréfagos (1x10°
células) intraperitoneais dos camundongos foram obtidos apos injecdo de trés mililitros de
caldo tioglicolato. Apds trés dias, foi realizado lavado peritoneal com PBS e cultivado em
microplacas contendo meio RPMI, a 37°C e 5% CO, por oito horas, e os macrofagos dos
animais imussuprimidos permaneceram com 0,2 mg/mL de dexametasona na microplaca. Os
macréfagos ndo aderidos foram lavados com PBS. Para infeccdo dos macréfagos com a
levedura, foram adicionadas suspensdes contendo C. gattii (1 x 10’ UFC/ mL) que foram
incubados a 37°C e 5% CO; durante 3 ou 27 horas, realizando-se triplicata dos experimentos
para cada periodo. Para 0 acompanhamento da cinética da interacdo entre os macrofagos e C.
gattii, a taxa de fagocitose foi determinada apds 3 e 27 horas, e expressa em percentual, por
meio da contagem de macrdfagos que fagocitaram o fungo, em um total de 100 células. A
contagem dos macrofagos foi realizada por meio de microscopia optica.

O indice de proliferacdo intracelular foi realizado como descrito por Ma et al (2009).
As leveduras ndo internalizadas foram retiradas do sobrenadante a partir dos pocos, seguido
de lavagem com 200 mL de PBS. Além disso, os macrofagos foram lisados com 200 mL de
agua destilada estéril e incubados durante 30 minutos, em seguida, foram recuperados e
adicionados ao corante azul de trypan a uma razdo de 1:1, para contagem das células vidveis
da levedura . O indice de proliferacdo intracelular foi calculado pelo quociente entre 0 niUmero
de leveduras viaveis e intracelulares em 27 horas e o numero de levedura intracelular inicial

em 3 horas.

5.2.5 Avaliacdo da expressdo dos genes de resisténcia e genes capsulares

Para extracdo de RNA, foram utilizadas as colonias de C. gattii recuperadas dos
animais, e também realizado o cultivo de C. gattii diretamente da colecdo de micro-
organismos do Laboratério de Micologia em meio agar-Sabouraud-dextrose (controle). A
extracdo de RNA total foi realizada com o kit Rneasy (Qiagen®, Hilden, Alemanha) de
acordo com as recomendacGes do fabricante. Para a sintese de cDNA foi utilizado M-MLV
Reverse Transcriptase (Promega, Madison, Estados Unidos). Foi avaliada a expressao dos
genes MDR1, AFR1, ERG11, UXS1, Cap59 e do gene normalizador B-actina, por meio de
PCR em tempo real utilizando SYBR® Select Master Mix (Applied Biosystems®) para
obtencdo dos produtos de PCR, com a finalidade de avaliar os fatores de resisténcia ao

fluconazol desenvolvidos por C. gattii durante a infeccao.
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5.2.6 Andlise estatistica dos dados

A analise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism 5.0. Os
resultados foram analisados estatisticamente quanto as diferencas significativas entre os
grupos por meio da andlise de variancia (ANOVA) com os dados obtidos e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% e pelo teste T. O nivel de significancia de 95% foi
considerado para que as medidas sejam significativamente diferentes (p< 0,05). O Teste Log-
Rank foi 0 método utilizado para comparacao entre as curvas de sobrevivéncia, e o teste de
correlacdo de Pearson foi utilizado para medir o grau da correlacdo e a diregdo dessa
correlacdo (se positiva ou negativa) entre os genes utilizados nesse estudo.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Caracterizacdo da criptococose causada por C. gattii em modelo murino

imunossuprimido e avaliacdo da influéncia do fluconazol na progressdo da doenca

Os animais ndo imunossuprimidos e infectados sobreviveram ate o dia 24, enquanto
que os animais imunossuprimidos e infectados sobreviveram ate o dia 20. Porém quando o
animal imunossuprimido é tratado com fluconazol, observa-se um aumento na sobrevivéncia
em 11 %. (Figura 16).
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Figura 16: Representacdo grafica das curvas de sobrevivéncia dos camundongos
imunossuprimidos ndo infectados e apds infeccdo com C. gattii pertencentes aos grupos
ndo  imunossuprimidos  (Controle), imunossuprimidos ndo tratados  (NTi),
imunossuprimidos tratados com fluconazol (Fi), (n=10animais/grupo). Diferenca
estatisticamente significativa entre grupos de mesmo estado imunoldgico: &= p<0.05;

Diferenca estatisticamente significativa entre NT e NTi: #= p<0.05.

5.3.2 Avaliag¢éao do comportamento

A fim de revelar possiveis alteracBes funcionais no curso da doenca, o protocolo
SHIRPA foi utilizado no ensaio de comportamento. Os resultados foram agrupados em cinco
categorias funcionais (reflexos e funcdo sensorial, estado neuropsiquiatrico, comportamento
motor, funcdo autbnoma e tdénus muscular; Figura 17 a, b, c, d e e, respectivamente), segundo
Lackner et al. (2006).
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Figura 17: Curvas de desempenho no comportamento de animais ndo infectados e apos
infeccdo com C. gattii pertencentes aos grupos ndo imunossuprimidos (Controle),
imunossuprimidos néo tratados (NTi), imunossuprimidos tratados com fluconazol (Fi), em
relacdo a cinco categorias funcionais distintas do protocolo SHIRPA. Reflexo e funcéo
sensorial (a), Estado neuropsiquiatrico (b), Comportamento motor (c), Funcdo autbnoma (d),
Tonus muscular (e). n = 6 camundongos/grupo. *= Valor de p <0,05 considerado significativo

em relacéo ao controle.
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Os animais infectados desenvolveram uma gama de alteragbes comportamentais e
funcionais no curso da criptococose, com uma deficiéncia significativa em quatro das cinco
categorias funcionais avaliadas quando comparados ao grupo néo infectado (Figura 17).

A avaliacdo das categorias foi realizada com a soma de cada parametro, por individuo,
e o resultado foi dado pela pontuagdo geral por categoria. O escore dos grupos
imunossuprimidos e infectados com C. gattii foi comparado aos dados dos animais néo
infectados e ndo imunossuprimido infectados (grupo controle), além disso, 0s animais
imunossuprimidos infectados dos diferentes grupos foram comparados entre si.

As alteracOes significativas nos escores dos grupos comecgaram a ocorrer no 15° dia de
infeccdo. As categorias que primeiro apresentaram diferenga foram reflexo e funcéo sensorial
e estado neuropsiquiatrico. Diferencas estatisticamente significativa no comportamento motor
e ténus muscular ocorreram no 20° dia para 0os animais imunossuprimidos infectados em
comparagdo com os animais do grupo controle.

Nos parametros reflexo e funcdo sensorial (Figura 17a) e estado neuropsiquidtrico
(Figura 17b), a partir do 15° dia de infeccdo ja houve alteracdo significativa para o grupo
imunossuprimido infectado tratado com fluconazol (grupo Fi). Apos 20 dias de infecgéo, os
grupos ndo tratados permaneceram apresentando escores maiores que 0 grupo tratado,
independente de imunossupressao.

O comportamento motor e tdnus muscular foram alterados ap6s o 20° dia, e 0s animais
imunossuprimidos tratados com fluconazol (Fi) foram 0s que apresentaram escores mais
baixos (Figura 17c e 17e), seguido dos animais imunossuprimidos ndo tratados (NTi). A
funcdo autbnoma ndo foi alterada nos camundongos infectados (Figura 17d), houve apenas
uma pequena alteracdo para o grupo Fi.

A imunossupressdao ndo foi fator principal para a morbidade e mortalidade dos
animais, visto que os animais que foram tratados apresentaram escores mais baixos para 0S
parametros estudados, sendo possivel que estas diferencas tenham sido provocadas devido a
utilizacdo do fluconazol.

5.3.3 Contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) em cérebro e pulméo

A contagem de unidades formadoras de colbnias por grama de tecido (UFC/g) nos
diferentes grupos é mostrada na figura 18. Os animais imunossuprimidos apresentaram
uma menor migracdo de leveduras para o cérebro comparado aos animais que ndo tiveram

seu sistema imune alterado. Considerando que a principal forma de migracdo da levedura
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para 0 SNC ocorre por meio de macrofagos infectados, efetuamos o ensaio de fagocitose e
indice de proliferacdo intracelular utilizando células de animais imunocompetentes e
imunossuprimidos para tentar explicar os resultados obtidos pela contagem de UFC/g de

cérebro.
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Figura 18: Unidades formadoras de col6nias por gramas de tecido de animais infectados
com 1x10° células de C. gattii dos grupos ndo imunossuprimidos e infectados (C),
imunossuprimidos ndo tratados (NTi), imunossuprimidos tratados com fluconazol (Fi).

Diferenca estatisticamente significativa entre diferentes *= p<0.05; ** = p<0.0001).

5.3.4 Interacdo de leveduras com macrdéfagos intraperitoneais de camundongos in vitro

A figura 19 representa a taxa de fagocitose realizada com macréfagos peritoneais de
animais imunocompetentes e imunossuprimidos apos 27 horas de infecgdo por C. gattii. O
grupo nao imunossuprimido apresentou aumento significativo da fagocitose (46%) em relacao

ao grupo imunossuprimido (24,5%) (p<0,01).
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Figura 19: Taxa de fagocitose dos grupos infectados com C. gattii L27-01 a partir de
macrdfagos de animais ndo imunossuprimido e imunossuprimidos. Diferenca estatisticamente

significativa *= p<0.01.

O indice de proliferacdo intracelular entre os grupos imunocomprometidos e
imunossuprimidos € apresentado na figura 20. O maior indice de proliferacdo foi observado
nos macrofagos de animais imunossuprimidos, embora os macréfagos imunossuprimidos

fagocitarem menos.
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Figura 20: Indice de proliferacdo intracelular entre os grupos de animais n&o
imunossuprimidos e imunossuprimidos infectados por C. gattii.*=p<0,05.
5.3.5 Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM)
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A figura 21 apresenta a distribuic@o dos valores de CIM em pg/mL, por percentual de

col6nias de C. gattii recuperadas em cada tratamento recebido nos grupo dos animais.
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Figura 21: Percentual de col6nias de C. gattii recuperadas dos cérebros (a) e pulmdes (b) dos
camundongos para cada valor de CIM (ug/mL). C=grupo de animais infectados néo
imunossuprimidos, NTi=grupo de animais imunossuprimidos infectado nédo tratado e, Fi=

grupo de animais imunossuprimidos infectado tratado com fluconazol.

No grupo de animais imunossuprimidos ndo tratados, as colOnias recuperadas de
cérebro e de pulmdo apresentaram CIM entre 16 e 32 pg/mL. As col6nias provenientes do
grupo Fi se mostraram mais resistentes a droga (CIM: 64 ou 256 pg/mL). Neste grupo, 0s

valores de CIM para o fluconazol variou até 32 vezes (CIM: 8- 256 pg/mL).
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5.3.6 Expressao dos genes CAP59, UXS1, MDR1, PDR1 e ERG11

Foram obtidos cDNAs das col6nias recuperadas de C. gattii, sendo cinco colénias
representativas de cada tratamento e 6rgdo (C, NTi, Fi). As coldnias armazenadas em
ultrafreezer foram utilizadas para extragdo de RNA pelo kit RNeasy (Qiagen, Hilden,
Alemanha), sequidos de RT-PCR para construcdo do cDNA.

Com esses cDNAs, foi realizado PCR em tempo real para os genes alvo relacionados a
biossintese da capsula de C. gattii (CAP59 e UXS1), e aos genes envolvidos nos mecanismos
de bombas de efluxo (MDR1 e PDR1), e sintese de ergosterol (ERG11), utilizando o isolado
de C. gattii L27-01 sem contato com animal como calibrador das amostras.

A partir dos dados de Ct, a expressdo dos genes foi normalizada com o gene
constitutivo B-actina. Em seguida, os dados foram comparados com a col6nia selvagem de
referéncia (WT) que nédo entrou em contato com camundongo, e comparados ainda entre as
colbnias recuperadas dos cérebros e pulmdes dos grupos infectados ndo imunossuprimidos
(C). Os graficos representativos dos dados de expressdo dos genes envolvidos na biossintese
da capsula séo apresentados na figura 22 e dos genes associados a bombas de efluxo e sintese

de ergosterol sdo apresentados na figura 23.
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Figura 22: Expressdo dos genes envolvidos na biossintese da capsula CAP59 (a) e UXS1 (b) de C. gattii nos
grupos WT (selvagem), C (isolado recuperado de animal ndo imunossuprimido), NTi (isolado recuperado de

animais imunossuprimido ndo tratado), Fi (isolado recuperado de animal imunossuprimido tratado). *= p<0.05.

As colbnias recuperadas do cérebro dos animais imunossuprimidos infectados
apresentaram aumento significativo na expressdo do gene CAP59 em relagdo ao controle. O
tratamento com fluconazol também promoveu aumento de 56% e 23% na expressdo do gene
Cap59 quando comparado ao grupo néo tratado. Para o gene UXS1, as colonias Fi do cérebro
apresentaram maior expressao que do grupo NTi.

J& as col6nias recuperadas do pulmdo, ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa, em ambos 0s genes.
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Figura 23: Expressdo dos genes associados a bombas de efluxo PDR1 (a) e MDRL1 (b) e sintese de ergosterol

ERG11 (c) de C. gattii nos grupos WT (selvagem), C (isolado recuperado de animal ndo imunossuprimido), NTi

(isolado recuperado de animais

imunossuprimido tratado). *= p<0.05.

5.4 DISCUSSAO

imunossuprimido néo tratado),

Fi

(isolado

recuperado de animal
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O primeiro relato, e de nosso conhecimento o Unico até o momento, sobre
imunossupressdo em animais infectados por Cryptococcus gattii abordou infeccdo
experimental cutdnea e da mucosa intestinal em camundongos, e avaliou apenas a
sobrevivéncia dos animais e UFC dos tecidos epiteliais, hepatico, cerebral e pulmonar
(CAPILLA et al, 2006). Esse estudo examinou o efeito da imunodeficiéncia em murinos
infectados por trés espécies de Cryptococcus, incluindo C. gattii, e verificou que animais
infectados com 1 x 10° UFC de C. gattii foi recuperado apenas do figado e pulm&o, ndo sendo
detectada infeccdo cerebral, tanto nos imunocompetentes quanto nos imunossuprimidos, ndo
apresentando predilecdo por hospedeiros imunocompetentes (CAPILLA et al, 2006).

No presente estudo, a quantificacdo de UFC no pulméo ndo revelou diferenca entre os
grupos infectados controle e imunossuprimido ndo tratado, e sim diminui¢do nas colonias dos
animais tratados. E assim como Capilla et al (2006), no cérebro houve uma dréstica reducao
de UFC entre os animais imunossuprimidos, 0 que ndo ocorreu nos imunocompetentes,
evidenciando que a imununossupressdo dificulta a disseminacdo para 0 SNC.
Interessantemente, Phillips et al (2009) observou gque pacientes com meningite causada por C.
gattii e portadores de anomalias no estado mental, e por isso sdo medicados com
dexametasona, apresentaram uma reducao no cérebro de cultura de C. gattii evidenciado por
imagem. Corticosteroides ndo sdo recomendados para o tratamento de meningite criptocdcica,
porém concordamos com Phillips et al (2009) quando eles sugerem que o uso da
dexametasona para esse subconjunto de pacientes possa ser avaliado. Além do mais, Seaton,
et al (1997) relataram uma melhora na deterioracdo visual, sequela associada a criptococose,
com o uso de corticosteroides, e afirmaram que estes imunossupressores podem ter um papel
na prevencao ou estacionar a perda visual na meningite causada por C. gattii em pacientes
imunocompetentes. Por outro lado, Beardsley et al (2016) em um ensaio clinico com
pacientes portadores de HIV, verificou que a dexametasona nao reduziu a mortalidade entre
esses pacientes com meningite causada por Cryptococcus spp., e ainda foi associada a eventos
adversos e menos capaz que o placebo. E ap6s o tratamento antifingico, o grupo de pacientes
que receberam dexametasona apresentou maior nimero de UFC/mL da levedura no liquido
cefalorraquidiano (LCR). Nosso estudo abordou o uso experimental da dexametasona, sem
finalidade terapéutica, e foi observado reducdo de UFC no sistema nervoso central do grupo
estudado.

Algumas estratégias de tratamento da criptococose para melhorar a funcdo imunitaria

pode levar a Sindrome inflamatéria de reconstituicdo imune (IRIS), um agravamento dos
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sintomas atribuidos a danos nos tecidos devido a uma resposta imune exacerbada dirigida ao
fungo. IRIS requer manejo terapéutico delicado implicando no controle da inflamacéo
excessiva com corticosteroides. E nesses casos a neutralizacdo de TNF-a pode ser eficiente
(SITAPATI et al, 2010; SCEMLA et al, 2015). Por outro lado o blogueio de TNF-o aumenta
0 risco da doenca criptococica (HORCAJADA et al., 2007). Esses exemplos ilustram o
paradigma de que é necessario um ponto delicado de regulacdo imune para controlar a
criptococose (COELHO; CASADEVALL, 2016).

Glucuronoxilomanana (GXM) é o principal fator de viruléncia de Cryptococcus spp.,
possui  efeitos imunossupressores incluindo a interferéncia com a fagocitose
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006), a inibicdo de respostas de celulas T (YAUCH et
al., 2006), e uma mudanca para uma resposta imune TH2 com producdo de citocinas
(EINSIEDEL et al.,, 2004). A terapia antifungica pode resultar numa reversdo da
imunossupressao local induzida por GXM na infeccdo por C. gattii (EINSIEDEL et al.,
2004), e parece ser por isso que 0 grupo de camundongos imunossuprimidos e tratados
apresentou uma maior sobrevida que os animais controle apenas infectados.

Em nossos resultados, foram recuperadas colénias em todos 0s animais, porém, nos
imunossuprimidos a quantidade de colbnias achadas no cérebro foi significativamente menor
que nos controles. Além disso, foi observada uma menor fagocitose das leveduras pelos
macréfagos de animais imunossuprimidos, o que possivelmente levou a uma menor
disseminacédo da levedura para 0 SNC, tendo em vista que um dos mecanismos de migracao
de Cryptococcus € pela hipotese da teoria do cavalo de troia (MA; MAY, 2009).

Apesar da menor infeccdo cerebral, a infeccdo pulmonar foi expressiva, refletindo na
morbidade e h& ainda ocorréncia de resisténcia ao azol, visto que a CIM nos animais
imunossuprimidos tratados aumentou para niveis superiores a 64 pg/mL. Alguns pacientes
infectados com C. gattii respondem lentamente ou de forma incompleta a terapia antifungica
(MITCHELL et al, 1995), e podem apresentar respostas deficientes aos azois (HARRIS et al,
2011). Embora muitos fatores contribuam para as respostas desfavoraveis a terapia, estudos
anteriores sugeriram que a resisténcia desempenha um papel significativo. Como exemplo,
varios grupos reportaram CIM mais elevados de diversos antifingicos para C. gattii do que
para C. neoformans (GOMEZ-LOPEZ et al, 2008; HARRIS et al, 2011).

Nossos resultados apresentaram valores de CIM elevados de fluconazol para col6nias
recuperadas de animais que receberam o antifingico. Esse fato comprova a possibilidade de
desenvolvimento da resisténcia durante o tratamento. Pacientes de criptococose podem

adquirir propagulos fungicos derivados de mais de um isolado no ambiente, podendo haver
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selecdo dos isolados com resisténcia primaria durante o tratamento (SOARES et al, 2008).
Porém, em nosso estudo, os animais foram infectados com indculo proveniente de apenas um
isolado (CIM: 8-16 pg/ml), evidenciando que a resisténcia foi desenvolvida durante o
tratamento, e que o fluconazol pode alterar a expressdo de bombas de efluxo e sintese de
ergosterol.

De acordo com Mendes et al (2010), um isolado de referencia com CIM de 16 pg/mL
foi escolhido para avaliacdo in vivo, e ap6s 14 dias de infeccdo, a col6nia de C. gatti foi
recuperada e o CIM obtido teve valor de 64 pg/mL. Relatos anteriores também demonstraram
essa variacdo de CIM durante a terapia com fluconazol. Um relato de caso no estado de Minas
Gerais reportou um paciente que apresentou infeccdo cerebral causada por C. gattii, e 0
tratamento iniciado foi com anfotericina B, porém, sintomas de toxicidade renal levaram a
substituicdo por fluconazol, e a infeccdo procedeu mesmo apos o tratamento com FLC. A
determinacdo do CIM para fluconazol do isolado clinico obteve valores acima de 64 pg/mL
(SOARES et al, 2008), evidenciado que o fendbmeno que ocorre in vitro, como também em
experimentos de modelos animais, pode ocorrer naturalmente nos pacientes tratados com a
terapia antifangica.

Nossos dados explanam aspectos importantes da interacdo patdgeno-hospedeiro e
destacam possiveis efeitos de terapias imunomoduladoras, fornecendo dados para novas

propostas terapéuticas, que sejam individualizadas e de acordo com cada paciente.
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6. CAPITULO 3

Estudo do proteoma de C gattii recuperado de modelo murino

Alide Caroline Lima Fontes', Jozi Estanislau®, Grace Santos Tavares®, Charley Christian
Staats®, Marilene Henning Vainstein?, Jerdnimo Conceicdo Ruiz®, Daniel Assis Santos’

'Laboratério de Micologia, Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biolégicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil

?Laboratério de Biologia de fungos de importancia médica e biotecnoldgica, Centro de
Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil
3Laboratério de Informatica de Biossistemas, Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz

Minas Gerais, Brasil

Este trabalho visa identificar, quantificar e caracterizar o conjunto de proteinas
presentes em Cryptococcus gattii, antes e apds a infeccdo em camundongo tratado e em
camundongo ndo tratado. Para tanto foi realizada extracdo das proteinas totais dos grupos
estudados, digestdo triptica das mesmas, e analise em um espectrémetro de massas Q-ToF-
micro. A analise computacional dos dados estd em processamento no Centro de Pesquisas
René Rachou (Fiocruz Minas), portanto os resultados apresentados serdo preliminares. Dentre
0s grupos estudados, o isolado denominado WT da colegédo de cultura foi 0 que apresentou
menor numero de proteinas, seguido do isolado FLC, e NT. Seis proteinas foram encontradas
em todos os grupos, dentre elas Heat-shock protein 90 (HSP90) e Fator de elongacéo
traducional 2 (eEF-2), que séo proteinas bem conservadas e participam numa vasta gama de

processos bioldgicos.

6.1 INTRODUCAO

Cryptococcus gattii € um fungo patogénico, causador da doenca sistémica
criptococose, que inicialmente se instala no pulmao, e frequentemente se dissemina para o
SNC causando a meningite criptocécica (CHANDLER et al., 1997). Esta infeccdo fungica
acomete principalmente individuos imunocompetentes (BOVERS et al., 2008a), e apresenta
uma elevada taxa de mortalidade devido a falta de um diagndstico inicial correto, tratamento
inadequado, e, possivelmente, a resisténcia emergente aos antifangicos (BROWN et al, 2012).
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C. gattii tem fatores de viruléncia bem caracterizados que incluem cépsula
polissacaridica, producdo de melanina, fofolipases, crescimento a 37°C, e proteases
extracelulares (DIXIT et al., 2009). Esses fatores podem ser mais expressos em determinadas
condicBes, contribuindo para um pior prognostico da doenca. Além disso, a levedura
Cryptococcus gattii secreta varias proteinas que estdo ligadas a sua interagcdo com as células
hospedeiras (SILVEIRA et al 2013).

O perfil de expressdo das proteinas se altera em situacdes distintas em um mesmo
organismo, constituindo-se um fluxo dindmico que responde a estimulos internos e externos.
As proteinas envolvidas nos processos bioldgicos sdo detectadas devido a alteracBes
quantitativas, aparecimento ou desaparecimento, e modificacdes pds-traducionais
(WESTERMEIER et al, 2002). Portanto, a aplicacdo da espectrometria de massa (MS) para
peptideos e analise de aminoacidos (em tandem MS / MS) permite a identificacdo de centenas
de proteinas (SALVATO et al, 2010).

Nesse sentido, a protedmica visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas pelo
patdgeno em um dado momento, como durante a infec¢do, e contribuir para a elucidacédo dos
mecanismos regulatorios que ocorre na celula (WILKINS et al, 1996). A protebmica ainda
permite caracterizar novos alvos para a a¢ao de agente antifingicos.

Visto que estudos anteriores (FONTES et al, 2016) demonstraram que os fatores de
viruléncia podem ser alterados no curso da criptococose frente ao tratamento com fluconazol,
0 objetivo desse trabalho foi identificar e quantificar as proteinas totais que estdo presentes

em C. gattii, apds a infeccdo em camundongo tratado e em camundongo néo tratado.

6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1. Modelo murinho

Foram utilizadas fémeas C 57/6J, entre 6 a 8 semanas. O estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), sob Protocolo 312/2012.

A infeccdo pulmonar foi iniciada por via intratraqueal. Brevemente, foi realizada uma
incisdo no pescogo dos camundongos anestesiados, e introduzido inoculo de 1 x 10° UFC de
C. gattii L27/01 em 30uL de PBS.
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Os camundongos foram mantidos em biotério com controle de luz e temperatura,
recebendo agua ad libitum e monitorados duas vezes ao dia. O grupo de animais que nao
recebeu tratamento algum apods infeccdo foi denominado NT, enquanto que o grupo de
animais que recebeu 10mg/kg/dia de fluconazol foi denominado FLC. Apds 15 dias, 0s
animais foram eutanasiados, seguindo recomendacao do comité de ética, e extraidos pulméo e

cérebro para recuperar coldnias fungicas.

6.2.2. Isolado fungico e meio de cultura

Para este estudo foi utilizado o isolado C. gattii L27/01, sorotipo VGII, da colecdo de
cultura do Laboratério de Micologia da UFMG. Os experimentos seguintes foram realizados
no Laboratorio de fungos de importancia médica e biotecnoldgica do Centro de Biotecnologia
(Cbiot) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). As células foram mantidas
em SDA por 48h a 37°C, lavadas em PBS esterilizado, coradas em azul de trypan a fim de
quantificar 1x10° células viaveis em camara de Neubauer, para a infeccdo intratraqueal.

Apos a extracdo dos orgdos do camundongo, pulméo e cérebro de cada animal foi
triturado separadamente com 1 mL de PBS, e 50uL do macerado foi disposto em placa de
Petri com SDA, para recuperar as colonias pois infeccdo e tratamento. As colonias provindas
dos animais do grupo NT foram denominadas de L27/NT, e as que foram recuperadas do

grupo de animais tratados foram denominadas L27/FLC.

6.2.3. Extracao de proteinas totais de Cryptococcus gattii

Para preparo do indculo, uma col6nia Unica de C. gattii foi cultivada em meio YPD
liquido, 37°C, por 48h, e centrifugada até obter o pellet das leveduras. Apos, as celulas foram
liofilizadas, trituradas com grau e pistilo em nitrogénio liquido. As células foram
ressuspendidas em tampé&o de inibidores de proteases (Tris-HCI 50mM pH7,5; EDTA 1mM;
Coquetel inibidor de proteases 10x SigmaFast Protease inhibitor cocktail tablets, EDTA-free;
lodoacetamida 5mM; CHAPS 2%), coletado o sobrenadante, onde as proteinas se encontram,
e realizada quantificacdo pelo ensaio de Bradford (MARTINS et al, 2013; BRADFORD,
1976). A extracdo foi realizada com triplicatas bioldgicas para cada condicdo estudada (WT,
L27/NT e L27/FLC).
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6.2.4. One-Dimensional Gel Electrophoresis

As proteinas (500ug) foram precipitadas com TCA 20% (&cido tricloroacético),
adicionado acetona 100% gelada ao pellet formado apds centrifugacdo, apos retirar a acetona,
adicionou-se tampao de amostra desnaturante (Tris-HCI 125mM pH 6,8; Glicerol 40%; SDS
4%; B-mercaptoetanol 400uM; Azul de bromofenol 0,02%), ferveu-se a mesma e foi aplicada
ao gel de poliacrilamida. Para a eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizou-se uma tenséo
de 100 volts por 2 horas. O gel foi entdo submergido em corante azul de Coomassie por 24
horas sob agitagdo constante. Posteriormente, o gel foi lavado trés vezes, e mantido em acido

acético até o corte das bandas (spots) para digestao.

6.2.5. Digestéo dos extratos proteicos

Os spots das proteinas foram excisados do gel, e coletadas em microtubos. Uma parte
do gel em branco foi cortada, utilizado como controle do gel e processado em paralelo as
amostras. Os spots foram entdo desidratados em acetonitrila a fim de tirar os residuos do
corante azul de Coomassie. As proteinas foram reduzidas adicionando-se 10 mM de
ditiotreitol (DTT) em 100 mM NH4HCO3 até cobrir os spots. A solugcdo de DTT foi
substituida com mais ou menos 0 mesmo volume de 50 mM de iodoacetamida em NH4HCO3
a 100 mM. Os spots foram lavados em 100 mM NH4HCO3 e desidratados em acetonitrila
(3x). A fase liquida foi removida completamente, e os spots foram digeridos com tampéo de
tripsina (50mM NH4HCOS3 ; 12.5 ng/uL de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin —
Promega 100ug: 5x20ug). O sobrenadante foi removido, e substituido por 50 mM
NH4HCO3, para manter os spots de gel imidos durante a clivagem enzimatica (37° C, 18hrs).
Os peptideos foram entdo extraidos com 20 mM NH4HCQO3, liofilizados em centrifuga a
véacuo (SpeedVac Thermo) e estocados a -20°C até utilizagdo no Q-Tof. (SCHEVCHENKO et
al, 1996).

6.2.6. Espectrometria de massas
O material previamente liofilizado foi solubilizado em 15uL de acido férmico a 0,1%.

A separacdo dos fragmentos gerados na hidrélise foi feita em um cromatografo liquido de

ultra performance (UPLC) NanoAcquity (Waters). Os picos separados foram analisados por
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espectrometria de massas em tandem (MS/MS) em um espectrometro de massas Q-ToF-micro
(Waters) e as coletas foram feitas no modo negativo na faixa de 400 a 2000 m/z. A voltagem
do capilar e do cone de extracdo utilizadas foram 3500v e 40v, respectivamente. A analise
realizada por LC-ESI-MS (cromatografia liquida acoplada a ionizacdo por eletron-spray e
espectrometria de massas) resultou no sequenciamento de peptideos internos resultantes de
hidrolise triptica de proteinas dos isolados de C. gattii L27, L27/NT e L27/FLC.

6.2.7. Anéalise computacional

Os picos i6nicos dos arquivos gerados pelo Q-ToF-micro foram transformados em
peptideos pelo Mascot Matrix Science, utilizando o banco de dados de C. gattii WM 276 com
modificacdo fixa para carbamidomethyl e variavel para oxidacdo (metionina). Os peptideos
foram entdo analisados no programa FastX, para obtencdo das proteinas identificadas. Essas
andlises estdo em elaboracdo no Centro de Pesquisas René Rachou (Fiocruz Minas), sob a

supervisao do Dr. Jeronimo Ruiz.

6.3 RESULTADOS PRELIMINARES

6.3.1 Quantificacdo das proteinas totais de C. gattii

A quantificacdo das proteinas extraidas foi realizada pelo método de Bradford,

utilizando absorbancia de 595nm no espectrofotdmetro, e colocando o resultado seguinte

equacao:

ABS= CP x [mg/mL]

Onde ABS é a absorbancia; CP é o valor obtido da curva padréo; e [mg/mL] é o valor
da quantificacdo da amostra em mg/mL. Os valores da quantificacdo sdo encontrados na
Tabela 3.



Tabela 3: Quantificacdo das proteinas de C. gattii pelo método de Bradford

Amostra Réplica Quantificacdo (mg/mL)
deC. gattii biolégica 12 Fragao 22 Fracao
L27/01 12 2,55 1,22
28 2,88 1,50
3 3,26 2,13
L27/NT 12 3,45 2,67
pulmao 28 3,57 3,12
3 3,76 3,05
L27/NT 12 3,72 3,14
cerebro 22 3,60 3,00
3 4,00 3,23
L27/FLC 12 3,55 2,84
pulméo 22 3,62 3,05
38 3,45 2,45
L27/FLC 12 3,86 2,95
cérebro 22 3,77 3,01
38 3,75 3,26
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6.3.2 Gel de eletroforese 1DE

Apos a corrida eletroforética, as amostras apresentaram a maioria das bandas em
tamanhos semelhantes, com diferentes intensidades. Os géis que tinham bandas evidentes
foram utilizados para digestdo triptica e posterior analise no espectrébmetro de massas. Na

figura 24, um exemplo do gel obtido e utilizado para a digest&o triptica.

A B C D E F G H | J

Figura 24: Gel SDS PAGE 1DE. Amostras de C. gattii L27/01 WT nas 12 fracdes (A e C), nas
2% fracOes (B, e D), e amostras de L27/NT nas 12 fragOes (E, G e 1) e nas 22 fracOes (F, H e J).

6.3.3 Identificacdo dos peptideos e proteinas

Apés anélise no espectrdbmetro de massas Q-Tof-micro, os peptideos foram
identificados utilizando o programa MASCOT versdo 2.4.1, com 0s seguintes parametros:

Mascot: MS/MS lons search

Data: swissprot

Fixed modification: oxidation (M) e carbamidomethyl
Peptide: 0,4

MS/MS: 0,6

Peptide change: 2+ and 3+

Data format: mascot genérico

ESI-QUAD-TOF
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Foi desenvolvido um script em linguagem de programacdo PERL capaz de selecionar
todos os peptideos identificados pelo MASCOT. Este programa também dispOe estas
informacgdes em um arquivo com formato padronizado e que posteriormente foi utilizado
como entrada para o programa FastX.

O programa FastX foi instalado de acordo com o manual do desenvolvedor, e o
proteoma de referéncia utilizado para identificagdo das proteinas foi o C. gattii WM276. Foi
desenvolvido um programa onde € realizada a selecdo dos peptideos mapeados de acordo com
o melhor hit. Utilizando comandos em shell e um programa capaz de selecionar a sequéncia
protéica em arquivos no formato fasta, foram selecionadas as proteinas identificadas pela
espectrometria.

Na figura 25, tem-se a distribuicdo do total de proteinas encontradas para cada
condicdo estudada: isolado da colecdo de cultura L27/01, denominado de WT; isolado
recuperado de animal ndo tratado denominado L27/NT; e isolado recuperado de animal

tratado com fluconazol denominado L27/FLC.

L27/FLC;
41

Figura 25: Distribuicdo de proteinas encontradas em cada condicdo do isolado de
Cryptococcus gattii: WT=colecdo de cultura; L27/NT=recuperado de camundongo néo
tratado; L27/FLC = recuperado de camundongo tratado com fluconazol.

6.3.4 Frequéncia das proteinas nos grupos estudados

No grupo NT, quatro das proteinas encontradas tiveram frequéncia maior que 1. A
proteina mais frequente (Cgwm?2.036350) foi vista nos outros grupos. O mesmo ocorreu com
0s grupos L27/NT e L27/FLC (Tabela 4).
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Tabela 4: Identificacdo das proteinas observadas em todas as condicGes, e sua frequéncia no

proteoma
Identificacdo ) Frequéncia no proteoma
da proteina Fungao da proteina WT L27/NT | L27/FLC
Hypothetical protein . o 5
Cgwm2.000870 | TREMEDRAFT_36779
Hypothetical protein 5 . 3
Cgwm?2.003830 | TREMEDRAFT_37097
Hypothetical protein
Cgwm?2.036350 TI}R:FI)EM EDRAIp:T_46109 10 10 0
Cgwm?2.049260 | Hypothetical protein A1Q2_07596 1 2 3
Cgwm?2.062090 | Translation elongation factor 2 4 14 16
Cgwm?2.062330 | Heat-shock protein 90 1 1 1

6.3.5 Proteinas identificadas nos grupos estudados

Do total de proteinas encontradas na espectrometria de massas, poucas foram
compartilhadas entre os grupos, e podem ser visualizadas na Tabela 5. Heat-shock protein 90
(HSP90) e Fator de elongacdo traducional 2 (eEF-2) foram encontradas para todos 0s grupos e
sdo proteinas bem conservadas que participam numa vasta gama de processos bioldgicos.

A relacdo de proteinas totais identificadas em cada grupo estudado encontra-se no
ANEXO 2 deste trabalho.



Tabela 5: Proteinas partilhadas entre 0s grupos

Identificacdo

Funcéo da proteina

Presenca no grupo

da proteina WT NT FLC
hypothetical protein
+ + +
Cgwm2.000870 | TREMEDRAFT_36779
hypothetical protein
+ + +
Cgwm2.003830 | TREMEDRAFT_37097
hypothetical protein
+ + +
Cgwm2.036350 | TREMEDRAFT_46109
Cgwm2.049260 | hypothetical protein A1Q2_07596 + + +
Cgwm?2.062090 | translation elongation factor 2 + + +
Cgwm?2.062330 | heat-shock protein 90 + + +
Cgwm2.038660 | ribosomal protein S14 40S + +
hypothetical protein + +
Cgwm2.001830 | TREMEDRAFT_40960
hypothetical protein + +
Cgwm2.032500 | TREMEDRAFT_37881
hypothetical protein
+ +
Cgwm2.006070 | TREMEDRAFT_68507
Cgwm2.012950 | peptidylprolyl isomerase + +
Cgwm2.013550 | putative: CNB00610 + +
hypothetical protein + +
Cgwm2.016780 | TREMEDRAFT_36956
hypothetical protein + +
Cgwm2.017010 | TREMEDRAFT_36956
hypothetical protein + +
Cgwm2.029720 TREMEDRAFT_72720
hypothetical protein + +
Cowm?2.046030 TREMEDRAFT_66620
hypothetical protein A1Q2_03404 + +

Cgwm?2.053320

80
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7. CONCLUSOES

1. A sub-dose de fluconazol altera os fatores de viruléncia do fungo, diminui a
susceptibilidade ao fluconazol, altera a resposta inflamatéria do hospedeiro
aumenta da morbidade de camundongos infectados com C. gattii;

2. O tratamento com fluconazol, mesmo em hospedeiro imunossuprimido,
aumenta a sobrevida do mesmo;

3. A imunossupressédo provocou uma redugdo da migracdo para o SNC dos
animais, provavelmente pela menor atividade fagocitica de macrofagos
provenientes desses animais;

4. Ha diferencas na expressao proteica do isolado em diferentes condi¢oes.

5. Os dados de protedbmica podem auxiliar na identificacdo do papel bioldgico

das proteinas hipotéticas.
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ANEXO 1

Assunto: Decisdo do CEUA
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UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Daniel de Assis Santos,

Apos andlise de sua solicitacdo de avaliacéo do projeto Avaliacdo do desenvolvimento de
resisténcia ao fluconazol in vivo em modelo animal de criptococose causada por Cryptococcus
gattii, submetido a esta comisséo pelo protocolo 312 / 2012, a CEUA decidiu aprovar a sua
solicitagdo.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 05/12/2012.
Para acessar ao seu projeto clique no link:

https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 06/12/2012.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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Assunto: Total de proteinas identificadas para cada grupo estudado

ANEXO 2

IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

WT L27/NT L27/FLC

1 Cgwm?2.001200 Cgwm?2.000450 Cgwm2.001690
2 Cgwm?2.001830 Cgwm?2.001950 Cgwm2.005210
3 Cgwm?2.002090 Cgwm?2.004110 Cgwm?2.006070
4 Cgwm?2.002330 Cgwm?2.004800 Cgwm?2.011110
5 Cgwm?2.010750 Cgwm?2.005150 Cgwm?2.011980
6 Cgwm?2.011190 Cgwm?2.005420 Cgwm?2.012020
7 Cgwm?2.012450 Cgwm?2.006070 Cgwm?2.012950
8 Cgwm?2.016050 Cgwm?2.006560 Cgwm?2.013550
9 Cgwm?2.032500 Cgwm?2.007100 Cgwm?2.013600
10 Cgwm?2.038560 Cgwm?2.008540 Cgwm?2.015070
11 Cgwm?2.046190 Cgwm?2.010950 Cgwm?2.016780
12 Cgwm?2.046270 Cgwm?2.011050 Cgwm?2.017010
13 Cgwm?2.051530 Cgwm?2.011290 Cgwm?2.017380
14 Cgwm?2.062950 Cgwm?2.012950 Cgwm?2.017620
15 Cgwm?2.000870 Cgwm?2.013110 Cgwm?2.017830
16 Cgwm2.003830 Cgwm?2.013430 Cgwm?2.023980
17 Cgwm?2.036350 Cgwm?2.013550 Cgwm?2.024320
18 Cgwm?2.038660 Cgwm?2.014440 Cgwm?2.027040
19 Cgwm?2.049260 Cgwm?2.015170 Cgwm?2.029460
20 Cgwm?2.062090 Cgwm?2.015350 Cgwm?2.029630
21 Cgwm?2.062330 Cgwm?2.016780 Cgwm?2.029720
22 Cgwm?2.017010 Cgwm?2.031780
23 Cgwm2.019570 Cgwm2.033590
24 Cgwm?2.020390 Cgwm?2.036050
25 Cgwm?2.021990 Cgwm2.046030
26 Cgwm?2.025290 Cgwm?2.046550
27 Cgwm?2.026560 Cgwm?2.053320
28 Cgwm?2.027440 Cgwm?2.053460
29 Cgwm?2.029720 Cgwm?2.055390
30 Cgwm?2.031830 Cgwm?2.056910
31 Cgwm?2.032930 Cgwm?2.061850
32 Cgwm?2.034030 Cgwm?2.062620
33 Cgwm?2.035280 Cgwm?2.062930
34 Cgwm?2.037130 Cgwm?2.000870
35 Cgwm?2.038770 Cgwm?2.001830
36 Cgwm?2.039300 Cgwm2.003830
37 Cgwm?2.040940 Cgwm?2.032500
38 Cgwm?2.042710 Cgwm?2.036350




IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS

WT L27/NT L27/FLC
39 Cgwm?2.044040 Cgwm?2.049260
40 Cgwm?2.044780 Cgwm?2.062090
41 Cgwm?2.045780 Cgwm?2.062330
42 Cgwm?2.046030
43 Cgwm?2.046780
44 Cgwm?2.047010
45 Cgwm?2.047090
46 Cgwm?2.048920
47 Cgwm2.050570
48 Cgwm?2.053320
49 Cgwm?2.055810
50 Cgwm?2.055910
51 Cgwm?2.056350
52 Cgwm?2.056560
53 Cgwm?2.059420
54 Cgwm?2.059730
55 Cgwm?2.059830
56 Cgwm?2.060550
57 Cgwm?2.061210
58 Cgwm?2.061720
59 Cgwm?2.062110
60 Cgwm?2.062260
61 Cgwm?2.000870
62 Cgwm?2.003830
63 Cgwm?2.036350
64 Cgwm?2.038660
65 Cgwm?2.049260
66 Cgwm?2.062090
67 Cgwm?2.062330




ANEXO 3

Assunto: Atividades desenvolvidas durante a P6s-Graduacéo
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Assunto: Atividades desenvolvidas durante a P6s-Graduacéo
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