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Resumo

A levedura Cryptococcus gattii € um dos agentes etiologicos da criptococose,
doenca que pode levar a infeccdo fatal no sistema nervoso central em humanos e outros
mamiferos. A forma de infeccdo ocorre através da inalacdo de esporos fungicos pelas vias
aéreas superiores e atinge os pulmdes dando inicio a formacdo de sitios de deposicao
fangica (criptococoma). Os niveis de oxigénio nos criptococomas sdo reduzidos devido a
diminuicdo da perfusdo sanguinea no local, ocasionando hipoxia (0,5-5% oxigénio) ou
anoxia (0% oxigénio). Nesses sitios, o fungo ndo s6 modula seu metabolismo energético de
acordo com a disponibilidade de oxigénio como também de nutrientes que o tecido dispde.
O oxigénio molecular (O>) € essencial para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP) na
respiracdo celular e nas vias bioquimicas relacionadas a biossintese de &cidos graxos
insaturados, tirosina, esterdis e acido nicotinico para a fosforilacdo oxidativa e processos
biossintéticos. Desse modo, 0 oxigénio é um elemento essencial para a manutencdo do
patdgeno aerdbico no hospedeiro. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi analisar o efeito
da hipdxia sobre a expressao global das proteinas de C. gattii. Para isso, a levedura foi
cultivada em YNB liquido a 37°C em concentracdo de O ajustada para 1% (V/V). As
células foram coletadas em trés tempos diferentes de hipdxia (Oh-TO, 24h-T24 e 48h-T48)
e as proteinas extraidas foram separadas por SDS-PAGE. Cada canaleta do gel foi dividida
em-_-9 fragBes, as quais foram submetidas a tripsinizacdo. Os peptideos eluidos foram
separados por cromatografia liquida e analisados por espectrometria de massas. Foram
consideradas identificacdes validas as proteinas que apresentassem pelo menos 2 peptideos
unicos, nas quais aparecessem em no minimo 2 replicatas bioldgicas. Nas condigcdes
analisadas, foi possivel identificar 130 proteinas, tendo sido identificadas proteinas
expressas somente em uma determinada condicdo (43 proteinas em TO, 14 em T24 e 13 em
T48). Com os resultados protebmicos analisados, pdde-se observar que houve a regulacdo

positiva ou negativa da expressdo protéica de C. gattii na situacdo de hipdxia. Devido ao
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fato da hipdxia ocorrer comumente no ambiente da infecgdo fungica, o remodelamento
metabdlico ao qual o fungo se submete é crucial para a sua protecdo e manutencgdo in vitro
ou no hospedeiro. Em analises fenotipicas realizadas neste trabalho, verificou-se que a
hipdxia pode exercer influéncia no crescimento fungico e na sua melanizacéo, porém nao
foi possivel verificar aumento na espessura da capsula. Adicionalmente, observou-se
modifica¢fes na regulacdo da expressdo protéica nas vias metabdlicas glicolitica, pentose-
fosfato, glioxalato, acido tricarboxilico, fosforilacdo oxidativa entre outras. Essa alteracéo
entre as via metabdlicas pode ser o resultado de uma compensacédo pela reducdo do aporte

de oxigénio para dentro da célula fungica.
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Abstract

The yeast Cryptococcus gattii is the etiologic agent of cryptococcosis, a disease
that can led to fatal infection of the central nervous system in humans and other
mammals. The form of infection occurs through inhalation of fungal spores through the
upper airways and reaches the lungs initiating the formation sites of fungal deposition
(crytococcoma). Cryptococcomas experience low oxygen levels in the lungs causing
hypoxia (0.5-5 % oxygen) or anoxia (0 % oxygen). At these sites, the fungal cells not only
modulates its energy metabolism according to the availability of oxygen but also to the
nutrients that the tissue has. The molecular oxygen is essential for the production of
adenosine triphosphate (ATP) in cell respiration and the biochemical pathways related to
the biosynthesis of unsaturated fatty acids, tyrosine, sterols and nicotinic acid for
oxidative phosphorylation and biosynthetic processes.Thus, oxygen is essential for the
maintenance of aerobic pathogen in host environment. So, the aim of this study is to
analyze the effect of hypoxia on the global expression of proteins of C. gattii. For that
reason, yeast was grown in liquid YNB 37°C with reduced O levels (1% - V/V). Cells
were collected at three different periods of hypoxia (Oh-TO, 24h-T24, 48h-T48) and the
extracted proteins were separated by SDS-PAGE. Each gel lane was divided into 10 slices
and digested with trypsin. The eluted peptides were separated by HPLC and analyzed by
mass spectrometry. Only proteins identifications with at least 2 unique peptides and
present in at least two biological replicates were considered true identifications. In the
conditions analyzed, a total of 130 proteins could be identified, with several presenting
the expression in specific conditions (fourty-three proteins in TO, fourteen in T24 and
thirteen in T48). With the proteomic results analyzed, it was observed that there was a
positive or negative regulation of protein expression of C. gattii in the situation of
hypoxia. Because of hypoxia occur commonly in the environment fungal infection,
metabolic remodeling to which the fungus undergoes is crucial for their protection and
maintenance in vitro or in the host. The phenotypic analyzes showed that hypoxia can
exert influence on fungal growth and their melanization, but this work did not observed
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increase in the thickness of the capsule. In addition, we observed changes in the
regulation of protein expression, pentose-phosphate, glyoxylate, tricarboxylic acid,
oxidative phosphorylation and other glycolytic pathways. This change between the

metabolic pathway may be the result of a compensation for reduced oxygen supply into

the fungal cell.
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1. Introducéo

No periodo que compreende as décadas de 1980 a 2000, ocorreu um aumento
dréstico de infeccBes invasivas por fungos patogénicos, que ao infectarem os pacientes
Imunocomprometidos, provocaram morbidade e mortalidade em diversas partes do globo.
Todavia, 0 surgimento dessas infeccdes pode ser consequéncia de fatores como o0 aumento
de pacientes imunocomprometidos (Sindrome da imunodeficiéncia adquirida-AlIDS, cancer
e transplantes) e resisténcia microbiana (Rees et al., 1998). As infeccGes mencionadas sdo
decorrentes de diversos agentes etiologicos. Destacando-se entre eles, as espécies
Cryptococcus neoformans/ C.gattii. Esses sdo os principais fungos patogénicos causadores
de infeccdo fatal no sistema nervoso central em humanos e em outros mamiferos,
denominada criptococose. A rota de infeccdo de Cryptococcus neoformans/Cryptococcus
gattii em humanos ocorre via inalacdo dos esporos ou células de levedura dessecadas que
irdo colonizar os pulmdes. Nos alvéolos pulmonares, o sistema imune do hospedeiro pode
remover o fungo a menos que este esteja em estado de laténcia, propiciando uma infeccao
assintomatica. Nessa Ultima hipdtese, sendo o hospedeiro imunocomprometido, o patégeno
pode ser reativado e desencadear uma doenca pulmonar com nddulos e inflamacdo nesses
orgdos (Kishi et al., 2006; Wu et al., 2009), desse modo, o fungo pode burlar o sistema
imune e subsequentemente, disseminar-se para todos os 6rgaos tendo como preferéncia o
cérebro (Garcia-Hermoso et al.,1999; Goldman et al., 2001; Lin & Heitman, 2006; Lin et
al., 2009), causando meningite (Sabiiti & May, 2012). Num certo sentido, considera-se
forte o tropismo que o patégeno tem pelo sistema nervoso central (McClelland et al.,
2013; Souza et al., 2013).

No entanto, C. gattii s apareceu com destaque, quando ocorreu o surto epidémico
de criptococose nas llhas de Vancouver (Columbia Britanica- Canada), que se iniciou a
partir de 1999 (kidd et al., 2004; Galanis & Macdougall, 2010; Vorathavorn et al., 2013),
tendo como ponto de expansdo esse local até o continente da Columbia Britanica (Canada)
e noroeste do pacifico (Byrnes et al., 2010; Fraser et al., 2005; Kidd et al., 2004). Em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sabiiti%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23075448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=May%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23075448
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McClelland%20EE%5Bauth%5D

2003, a infecgdo criptococica tornou-se notoria na Columbia Britanica. Isso foi relatado
pelo centro de controle de doencas dessa localidade, além de uma incidéncia de 218 casos
de criptococose causada por C. gattii entre 1999 a 2007, com uma média de 24,2 casos por
ano (Datta et al., 2009). Também houve outros casos de infeccao por C. gattii evidenciados
em individuos na Austrdlia Ocidental e no Brasil. Dentre as epidemias citadas, a mais
proeminente € a de Vancouver (Datta et al., 2009; Byrnes et al., 2010; Carriconde et al.,
2011).

De algum modo, antes da ocorréncia desse surto provocado por C. gattii, o
patégeno era geralmente conhecido como causador de uma infecgdo criptococdcica rara
em humanos saudaveis e animais. Estes eram habitantes de regifes tropicais e subtropicais
(America do Sul e Oceania) (Datta et al., 2009; Kidd et al., 2004; Springer & Chaturvedi,
2010). Contudo, ao longo da dltima década, centenas de pessoas aparentemente sadias e
animais que vivem na éarea afetada pelo surto de Vancouver, foram infectadas pela
linhagem genotipica AFLP6/VVGII de C. gattii (Carriconde et al., 2011). Simultaneamente,
foi detectado C. gattii AFLP6/VGII relacionado a doenca em péassaros Captive psittacine
em S&o Paulo (Raso et al., 2004), entre criancas imunocompetentes no norte do Brasil
(Santos et al., 2008; Trilles et al., 2008; Costa et al., 2009) e entre ovelhas na Austrélia
Ocidental (McGill et al., 2009; Carriconde et al., 2011). Todas essas epidemias e casos
foram causados pelo C. gattii gendtipo AFLP6/VGII. Globalmente, a imunossupressao em
decorréncia do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) é o fator de risco mais evidente
para o desenvolvimento de infeccGes sistémicas fungicas (Chong et al., 2012). A meningite
criptocécica é a quarta causa de morte relacionada a AIDS e a maioria dos casos dessa
enfermidade estdo associados ao HIV (Dehdashti et al, 2013). Em termos globais, estima-
se gque ocorram um milhdo de casos de meningite criptocococica por ano, com mais de
60% de mortalidade em trés meses de infeccdo (Park et al., 2009). Foi relatado que 80%
desses casos ocorrem na regido do continente africano ao sul do Deserto do Saara,
denominada de subsaariana (Park et al., 2009). Adicionalmente, a incidéncia de meningite
criptococica ndo associada ao HIV causada por linhagens hipervirulentas de C. gattii e C.
neoformans esta aumentando na América do norte ocidental e no extremo oriente da Asia,
respectivamente (Dehdashti et al, 2013). Em consequéncia disso, ficou constatado que C.
neoformans € a causa mais comum de meningoencefalite em individuos
imunocomprometidos com uma estimativa de 1 milhdo de casos da doenga resultando em
aproximadamente 625.000 mortes ao ano no mundo (Park et al.,2009; Dehdashti et al,
2013; Cadieux et al., 2013).


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Seameen+J.+Dehdashti%22
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http://jid.oxfordjournals.org/search?author1=Brigitte+Cadieux&sortspec=date&submit=Submit

Esses fatos relacionados contribuiram para que infeccBes (antes incomuns)
comecgassem a representar ameaca a salde publica (Byrnes et al., 2011). Dessa forma, a
espécie Cryptococcus gattii tornou-se um importante organismo modelo para estudos sobre
fungos, viruléncia e resposta ao hospedeiro (Chong et al., 2012). Embora, C. neoformans
seja um dos principais patdgenos infecciosos relacionados & AIDS, C. gattii também ¢
capaz de infectar individuos saudaveis e individuos com HIV/AIDS (Byrnes et al., 2011;
Chong et al., 2012).

A investigacdo de proteinas sintetizadas por C. gattii, genotipo VGlla, tem como
principal interesse ampliar a compreensdo a respeito dos principais mecanismos utilizados
por esse micro-organismo para sobreviver em uma situacdo de privagéo de nutriente (Kidd
et al., 2004; Ngamskulrungroj et al., 2011). Tendo em vista que, o patogeno dispde dos
nutrientes do microambiente em que estd inserido e os emprega em diversas rotas
metabdlicas a fim obter a energia necessaria para seu desenvolvimento, no hospedeiro.
Existem muitos nutrientes essenciais para a geracao de energia, destacando-se o oxigénio
molecular (Goldberg et al., 1988; Ingavale et al., 2008). Este foi um importante elemento
de forca motriz na evolucdo da célula simples e de organismos eucarioticos complexos,
exercendo papel essencial como aceptor de elétrons e gerando energia quimica através da
respiracdo mitocondrial. Esse elemento é primordial para a biossintese de esterdis, acidos
graxos mono e poli-insaturados, nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD*- do inglés
“Nicotinamide adenine dinucleotide™) e outras vias metabolicas e de biossintese. Sendo
assim, o volume de oxigénio disponivel para as células eucaridticas ¢ um fator que
determina o metabolismo celular global.

No contexto da patogénese microbiana € aceito que a hipoxia ocorra, geralmente,
nos sitios de infeccdo, ocasionando um ambiente de estresse para o hospedeiro e para as
células do patdgeno (Grahl et al., 2012). Esse microambiente dindmico encontrado pelo
fungo, associado aos seus mecanismos moleculares de sobrevivéncia em hipdxia precisam
ser investigados a fim de entender as modificacdes que ocorrem em nivel transcricional,
pos-transcricional e proteémico (Grahl et al., 2012). O interesse em determinar o perfil
protebmico de C. gattii é norteado pelo fato de que algumas proteinas servem de alvo para
drogas antifangicas, sem o devido entendimento de como a regulacdo génica contribui para
a viruléncia e para a resposta a essas drogas. Dessa forma, esse tema tornou-se um
importante topico de pesquisa em fungos patogénicos com potencial significado clinico
(Chung et al., 2012).
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Com base no grau de importancia que o patégeno primario C. gattii representa
para a saude publica global, o presente trabalho visa esclarecer o impacto da hipdxia sobre
a fisiologia e viruléncia de C. gattii linhagem R265. Em virtude da inexisténcia de relatos
na literatura quanto a influéncia da hipdxia sobre os aspectos anteriormente citados em C.
gattii, esta pesquisa priorizou a andlise protedmica como ferramenta para se atingir tal
entendimento. Sendo assim, foi realizado um estudo qualitativo e quantitativo das
proteinas globais que o micro-organismo sintetiza em diferentes tempos de hipoxia, in
vitro. O proposito principal desse trabalho é entender os mecanismos regulatorios, em nivel
de expressdo protéica, que o fungo patogénico C. gattii utiliza para adapta-se as condigdes

limitantes de oxigénio in vitro.

1.1 Aspectos Gerais

O género Cryptococcus foi reconhecido ha mais de 125 anos (Springer &
Chaturvedi, 2010), tendo sido obtido pela primeira vez na analise do suco de fruta pelo
cientista italiano Francesco Sanfelice em 1894. Mais tarde, C. neoformans foi encontrado
no leite de humanos, em excretas de pombos e nos poleiros de galinheiros (Knoke &
Schwesinger, 1994; Springer & Chaturvedi, 2010). O primeiro relato de criptococose em
humanos foi trazido a tona por dois cientistas aleméaes a saber: Busse e Buschke em 1895.
Estes observaram a ocorréncia do problema em uma mulher de 31 anos, que teve uma
lesdo na tibia (Heitman et al., 2011). A partir de 1947-1968, foram detectados casos no
Continente Africano. Ademais, presume-se que tantos casos ocorreram e aumentaram
devido ao desencadeamento da “AIDS” na bacia do rio Congo, durante esse periodo
(Molez, 1998; Huffnagle, 1999; Springer & Chaturvedi, 2010).
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1.2 Cryptococcus gattii

A levedura Cryptococcus gattii € considerada um patégeno primario por infectar
principalmente individuos imunocompetentes (Krockenberger et al., 2010; Sabiiti & May,
2012). C. gattii pode ser encontrado na natureza na forma de esporo ou de levedura e
envolto por uma capsula polissacaridica. Foi inicialmente denominado de Saccharomyces
subcutaneous tumefaciens em 1896. Em 1970, Cryptococcus neoformans var. gattii foi
proposto formalmente como uma nova entidade taxondmica a partir de um caso clinico
em que apareciam células de forma arredondadas regulares (forma R) e células em forma
de haste (forma B) na cultura celular. Essa descoberta que ocorreu em paralelo com a
caracterizacdo de antigenos capsulares em C. neoformans, revelou quatro sorotipos
distintos: A, B, C, D sendo os sorotipos B e C pertencentes a C. gattii (Vishnu &
Chaturvedi, 2011). Estima-se que essa espécie divergiu de C. neoformans ha
aproximadamente 37,5 milhdes de anos (Byrnes et al., 2011). As mudancas taxondmicas se
devem também a estudos de variabilidade genética que detectaram acentuadas diferencas
entre C. neoformans var. gattii e C. neoformans var. neoformans. A andlise genética
molecular das progénies geradas pelo cruzamento entre ambas ndo evidenciou
recombinacdo génica entre as duas variedades (kwon-chung et al., 2002). Esses resultados
apontaram para duas variedades bem distintas. Com isso, a variedade C. gattii passou a ser
espécie (kwon-chung et al., 2002). C. neoformans esta classificado em duas variedades C.
neoformans var. grubbi (sorotipo A) (Franzot et al., 1999) e C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D) (Sorrell et al., 1996) e trés sorotipos (A, D, e o hibrido AD) de
acordo com caracteristicas antigénicas da capsula polissacaridica, apresentando diferentes
fatores de viruléncia.

Enguanto C. neoformans estd presente em excretas de pombos, aves e no solo,
atingindo principalmente individuos imunocomprometidos (Huffnagle, 1999), o C. gattii
estd presente em arvores, mais especificamente em Eucalyptus camaldulensis nas regides
tropicais, nas subtropicais e nas de clima temperado, atingindo principalmente individuos
imunocompetentes (Byrnes et al., 2011; Ellis & Pfeiffer,1990; Chowdhary et al., 2012).
Contudo ha relatos de pacientes portadores de HIV com meningite decorrente de infeccao
por C. gattii (Tamfum et al.,, 1992; Bodasing et al., 2004). Cabe destacar que C.
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neoformans esta mundialmente distribuido (Huffnagle, 1999). Além disso, as linhagens
pertencentes ao sorotipo A sdo responsaveis por 95% das infeccBes (Hull & Heitman,
2002). Em suma, as espécies Cryptococcus neoformans/ C. gattii possuem diferencas
fenotipicas, genotipicas, epidemioldgicas, reprodutivas, bioquimicas e clinicas. Todavia,
essas especies possuem alguns fatores de viruléncia em comum como a cépsula
polissacaridica, a producdo de melanina e o crescimento a 37°C (ver se¢des 1.2.3.1 a
1.2.3.4) (Sorrell, 2001; Vishnu & Sudha Chaturvedi, 2011; Katsu et al., 2004; Kwon-
Chung & Varma, 2006). Historicamente, C. gattii era apontado como sendo endémico em
regides de clima tropical e subtropical (Sorrell, 2001), contudo esse conceito modificou-se
nos anos 90, devido a epidemia de criptococose na Ilha de Vancouver (Canada). Estima-se
que a incidéncia de infeccdo por C. gattii entre 1999 e 2003, tenha atingido entre 8,5 a 37
casos por milhdo de residentes ao ano (Marr, 2012).

Foi realizado o sequenciamento do genoma das linhagens WM276 representante do
gendtipo molecular predominante (VGI) e da linhagem clinica R265 do principal genotipo
(VGIla) de C. gattii, causador da doenca na América do Norte. Para esse advento
compararam o0 genoma de C. gattii entre as diferentes linhagens com o genoma das
linhagens representativas de Cryptococcus neoformans, revelando que os genomas de C.
gattii VGI e VGlla séo colineares para a maioria dos cromossomos (D’Souza et al., 2011).

1.2.1 A Criptococose e Cryptococcus gattii

A criptococose resultante da infeccdo causada pelo patégeno priméario C. gattii
(sorotipo VGI) é endémica na Australia, mas a espécie SO comecou a ser expressiva no
meio cientifico e médico em 1999 quando foi noticiado um surto de criptococose na Ilha
Vancouver, no Canada. Desde entdo, C. gattii (sorotipo VGII) tem atraido atencdo por ser
considerado um problema de salde publica (Ngamskulrungroj et al., 2012). Em
decorréncia disso, foram feitas investigacGes acerca do agente causal dessa epidemia, entdo
foi detectada a prevaléncia de dois sub-gendtipos de C. gattii R265 VGII: VGlla e VGIIb
(Kidd et al., 2004). O gendtipo VGlla foi caracterizado como hipervirulento e VGIIb como

hipovirulento.
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O contagio por C. gattii ocorre por inalacdo de esporos ou particulas infecciosas
(células leveduriformes) presentes no ambiente (Lin & Heitman, 2006). Uma vez que o
micro-organismo esteja dentro das vias aéreas superiores, podem acontecer 0s seguintes
fatores: podem ser depositados nos pulmdes e serem ou ndo removidos do local pela acédo
dos macrofagos, podem permanecer em estado de laténcia sem causar doenca ou podem
desencadear uma infeccdo pulmonar e disseminar-se ou ndo para outras partes do corpo
(Sabiiti & May, 2012). A disseminacéo do fungo através do organismo hospedeiro depende
da modulacdo do sistema imune, da porta de entrada pela qual o micro-organismo infectou
0 hospedeiro e da linhagem que o est4d acometendo. Apds essa etapa a infeccdo sistémica
pode ou ndo ocorrer. Os 6rgdos e sistemas afetados sdo: sistema nervoso central, pele,
olhos, coracdo, 0ssos, e trato urinario (Lin & Heitman, 2006; Chayakulkeeree & Perfect,

2006). O ciclo de infeccdo de C. neoformans e C. gattii esta ilustrado na Figura 1.

Células
Leveduriformes/Esporos

Deposicdo nos
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Inalagédo
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Eucaliptos Excretas de
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Figura 1| Ciclo de infec¢do de Cryptococcus neoformans e C. gattii. C.neoformans e C. gattii
estdo principalmente associados a excreta de pombos e a eucaliptos, respectivamente. A infeccao
em humanos ocorre quando propagulos infecciosos (células leveduriformes ou esporos) do fungo
sdo inalados para os pulmdes e depositam-se nos alvéolos pulmonares disseminando-se ou ndo

para o Sistema Nervoso Central. Figura adaptada de Hull & Heitman, 2002



Os estudos epidemioldgicos em humanos sugerem que pacientes infectados por C.
gattii apresentam principalmente doenca pulmonar, apesar de algumas vezes causar
meningite, enquanto os infectados por C. neoformans manifestam doenca neuroldgica
(Heitman et al., 2011; Chen et al., 2000; Galanis et al., 2010; Kwon-Chung et al., 2000).
Com base nisso, outros estudos compararam a patogénese causada pelas espécies C.
neoformans e C. gattii em modelo de infeccdo por via inalatéria em camundongo e
concluiram que C. neoformans cresce mais rapido no cérebro levando a morte por
meningoencefalite enquanto o C. gattii cresce mais rapido nos pulmdes levando a morte
sem producdo de meningoencefalite fulminante embora tenha sido encontrado em 6rgéos
extrapulmonares e no cérebro (Ngamskulrungroj et al., 2012). Entretanto, quando a
infeccdo for via intravenosa, C. gattii produz meningoencefalite severa demonstrando que
essa espécie € capaz de atravessar a barreira-hematoencefalica com eficiéncia
(Ngamskulrungroj et al., 2012).

Com base em outro estudo comparativo da resposta do hospedeiro para infecgéo
com C. neoformans VNI (H99) e com C. gattii VGII (R265), ainda em modelo murino
(Cheng et al., 2009) evidenciou-se que a linhagem R265 suprime a resposta imune do
hospedeiro mais eficientemente do que a linhagem H99. Isto ocorre porque esta Ultima
induz a uma resposta inflamat6ria menos protetora do que a outra. De forma que C. gattii
ndo atrai a migracdo dos neutrofilos para os sitios de infec¢do e ndo induz resposta de
citocinas protetoras, como exemplo tem-se o fator de necrose tumoral (TNF). Esse
resultado sugere que a capacidade de burlar o sistema imune seja um forte motivo pelo
qual C. gattii tenha muito mais éxito em infectar pacientes imunocompetentes em relacdo a
C. neoformans (Ngamskulrungroj et al., 2012). Outrossim, foi observado que o
desenvolvimento de C. gattii no sangue ou soro de camundongo € mais lento do que o de
C. neoformans (Ngamskulrungroj et al.,2012). Esse fato deu credibilidade a assertiva de
que existem fatores no sangue do camundongo que suprimem a linhagem R265 mas néo
suprimem a linhagem H99. Por sua vez, esses fatores podem ser posteriormente induzidos
durante a infeccdo (Ngamskulrungroj et al.,2012). Fato que ofereceria protecdo para R265,
porém nao teriam protecdo para H99 no momento de exposi¢cdo das linhagens patogénicas

aos componentes do sistema imune presentes na corrente sanguinea.
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1.2.2 A ecologia e a epidemiologia

Nos anos que precederam a epidemia de Vancouver (Canada), divulgava-se que C.
gattii tinha prevaléncia somente em regides de clima tropical e subtropical (Kwon-Chung
& Bennett, 1984; Ellis & Pfeiffer, 1990; Padhye et al.,1993). Porém, com o surto de
criptococose em 1993 na llha de Vancouver, regido de clima temperado, surgiu uma nova
concepgdo quanto a distribuicdo global de C. gattii. A partir desse ponto, foi considerada
sua prevaléncia tanto em regides de clima tropical quanto de clima temperado (Figura 2).
Além disso, foi realizada uma analise quanto a presenca de C. gattii em arvores e solo
mostrando diferentes padrdes de colonizacdo o que reflete uma populacdo dindmica uma
vez que o patdgeno € introduzido a novos sitios (Kidd et al., 2004; Kidd et al., 2007; Mak
et al., 2010). De alguma forma, ha relatos do isolamento, em menor escala, de C. gattii em
excretas de aves (Abbeg et al., 2006; Springer & Chatuverdi, 2010). C. gattii ja tinha sido
isolado em 54 espécies de arvores nativas de clima temperado, tropical e subtropical. Na
atualidade, foi isolado da espécie Grevillea robusta, na Argentina, mostrando que o habitat
ecoldgico de C. gattii ndo é restrito a s6 um unico tipo de arvore (Cattana et al., 2013). C.
gattii compreende os sorotipos B e C contendo os tipos moleculares VGI, VGII, VGIII e
VGIV, determinado por PCR combinada com o uso de “primers” aleatorios e por
polimorfismo de tamanho de fragmento amplificado (AFLP). Ainda, foi descrito
ocorréncia natural de hibridos BD entre as linhagens de C. neoformans e de C. gattii, apds
isso foi isolado um novo hibrido aneupldide de C. neoformans var. grubii (sorotipo A,
AFLP1/VNI) e C. gattii (sorotipo B, AFLP4/VGI) (Bovers et al., 2006; Bovers et al.,
2008). Recentemente, foi confirmado por experimentos que utilizam métodos de tipagem
molecular como o RFLP (analise dos fragmentos de DNA gerados por enzimas de
restricdo) do gene urotidina monofosfato fosforilase (URA5) e do gene da fosofolipase
(PLB1) que o hibrido AB pertence ao tipo molecular VGII (Meyer et al., 2003; Meyer et
al., 2009; Aminnejad et al., 2012).
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Um outro aspecto é que a distribuicdo geografica e o grau de viruléncia diverge
entre esses genotipos. Como por exemplo: o genétipo VGI é endémico na Australia e foi
isolado em diversas regides do meio ambiente (Figura 2) (Chen et al., 1999; Ellis et al.,
2000; Meyer et al., 2003) e o gendtipo VGII foi responsavel por aproximadamente 95%
das infecgdes criptococcécicas no Canadd e Estados Unidos, além de também ter sido
isolado no Brasil (Chen et al., 1999; Kidd et al., 2004; MacDougall et al., 2007; Byrnes et
al., 2010). Ademais, os genotipos VGIII foram isolados em regides Iberoamericanas e na
india, além disso o genétipo VGIV foi isolado na Africa do Sul e nos Estados Unidos,
sendo que estes s&o menos frequentes que os citados anteriormente (Chen et al., 1999;
Meyer et al., 2003).
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Figura 2| Isolados de C.gattii no mundo. Amostras de C. gattii isoladas a partir de amostras clinicas
humanas, veterinarias e ambientais. Os circulos indicam o sorotipo, 0s losangos indicam o genétipo e os
retangulos indicam hibridos entre C. gattii e C. neoformans. C. gattii € mais amplamente distribuido do que
documentado (Springer & Chaturved, 2010).
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1.2.3 Os fatores de viruléncia

O fator de viruléncia € a capacidade do micro-organismo em replicar-se e
disseminar-se dentro do hospedeiro ludibriando as defesas deste. Nas espécies
Cryptococcus neoformans/C.gattii os principais fatores de viruléncia sdo a céapsula
polissacaridica, a producao de melanina, o crescimento a 37°C e a utilizacdo de enzimas.

1.2.3.1 A cépsula polissacaridica

A cépsula de Cryptococcus neoformans/C.gattii é uma das cdpsulas microbianas
mais bem estudadas além de ser estruturalmente bem caracterizada (Figura 3). Aquela é
produzida na superficie celular em resposta a inumeros estimulos do meio em que o fungo
se encontra. Assim, a capsula promove a sobrevivéncia desse patdgeno dentro do
hospedeiro (McFadden et al., 2007) protegendo-o da desidratacdo do meio e/ou de
predadores naturais como nematddeos ou amebas (Cordero et al., 2013). O involucro
capsular aumenta de tamanho dentro do hospedeiro durante a infeccdo (cerca de 8 vezes o
volume celular), possuindo forte propriedade antifagocitica (Cordero et al., 2013). Dentro
do hospedeiro, a cadpsula tem muitas funcbes protetoras tais como: reduzir a resposta imune
pelo fato de regular negativamente as citocinas inflamatorias, depletar os componentes do
sistema complemento e inibir a apresentacdo de antigeno pelos mondcitos (O'Meara
& Alspaugh, 2012). Uma vez dentro dos macrofagos, a cépsula o protege contra as
espécies reativas do oxigénio (O'Meara & Alspaugh, 2012). In vitro, o invélucro pode ser
induzido por altas concentracfes de dioxido de carbono (COz) (Granger et al., 1985; Bahn
et al., 2005), por limitacdo de ferro (Vartivarian et al., 1993; Lian et al., 2005; Jung et al.,
2006) e por soro (Zaragoza et al., 2003). A capsula é composta por dois polissacarideos, a
glucuronoxilomana (GXM) com um maior percentual de massa (90-95%) e a
galactoxilomana (GalXM) com menor massa (5-8%) (De Jesus et al., 2010). A capsula

ainda contém em sua composicdo manoproteinas (MP) com percentual de massa <1%. O
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sorotipo do Cryptococcus esta relacionado a estrutura quimica da GXM (Bacon et al.,
1996). A estrutura capsular é variavel de acordo com a linhagem e com 0 meio em que se
encontra, variando também com o curso da infeccdo. As linhagens de C. neoformans séo
classificadas em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) de acordo com a reatividade de
anticorpos especificos contra os polissacarideos capsulares.

GXM. Estruturalmente a GXM consiste em uma cadeia linear o-(1,3) com residuos
de acido glicurdnico B-(1,2) ligados a residuos manosil que podem ser 6-O-acetilados e
substituidos com unidades de xilosil em ligagdes B-(1,2)- ou B-(1,4) dependendo do
sorotipo (Zaragoza et al., 2009). A GXM inibe a fagocitose da espécie Cryptococcus
neoformans/Cryptococcus gattii quando opsoninas estdo ausentes e sdo secretadas ou
liberadas pelo fungo no tecido circunjacente em grande quantidade. A GXM inibe a
resposta inflamatdria coibindo a maturacdo dos macréfagos e a migracdo dos neutréfilos
para os sitios de infeccdo. Além disso, aumenta a producdo de interleucina 10 e regula
negativamente a producéo do fator de necrose tumoral-a ¢ de interleucina 1 (McFadden.,
2007).

GalXM. E formada por uma cadeia principal de galactano a-(1-6), contendo 4
ramificagbes curtas de oligossacarideos. As ramificacdes sdo 3-O-ligadas a cadeia
principal e consistindo em um trissacarideo a-Man-(1-3)-o-Man-(1-4)-p-galactosidase
com quantidades variaveis de grupos laterais de xilose B-(1-2) ou B-(1-3), além de &cido
glicurénico na cadeia lateral. A GalXM causa um profundo efeito deletério no sistema
imune porque induz apoptose das células T de memdria e dos marcofagos. A GalXM
induz a producdo de TNF-a, de NO e a expressdo de iNOS, além de mediar a apoptose via
Fas/FasL em macréfagos. A GalXM também influencia a producdo de citocinas e causa
apoptose dependente de caspase-3 em células B. O efeito da inducdo da apoptose das
células T é semelhante ao efeito do metotrexato (medicamento padrdo ouro para tratamento
de artrite reumatdide), por isto estudos consideram a possibilidade de GalXM ser utilizada
como nova opcdo terapéutica para o tratamento de pacientes com artrite reumatdide
(Pericolini et al., 2010). Com base nessas evidéncias, a GalXM é um bom alvo para
desenvolvimento de anticorpo e vacinas (Chow et al., 2011). Em camundongos imunizados
com GalXM, observou-se um estado de paralisia imunoldgica caracterizado pelo
desaparecimento de células produtoras de anticorpos no bago desses animais (De Jesus et
al., 2009).

As Manoproteinas. As MP contém manosilacdo-O em regiGes ricas em

serina/treonina a qual aumenta a sua imunogenicidade. Isto ocorre para facilitar seu
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reconhecimento pelos receptores de manose nas células dendriticas, resultando em uma
eficiente captagdo, processamento e apresentacdo do antigeno as células T. Os antigenos
das MP induzem respostas pro-inflamatorias, pois ligam-se aos receptores de manose e
promovem a liberacdo de citocinas contra C. neoformans. Também, estdo relacionados
com hipersensibilidade do tipo IV ou tardio. As MP regulam a expresséo das citocinas IL-
12, IL-6, IL-10, IFNy, IL-8 e TNFa as quais estdo envolvidas na resposta da infec¢do por
Cryptococcus sp. Além disso, as MP induzem uma protecdo mediada por células da

resposta imune contra o C. neoformans.

Figura 3| C4psula polissacaridica de C. neoformans. (A) Microscopia dptica de uma célula de C.
neoformans em presenga de tinta nanquin. (B) Microscopia de fluorescéncia de uma célula de C.
neoformans marcada com anticorpos especificos para a capsula (verde e vermelho). A parede celular
esta evidenciada em azul, por marcagdo com Calcofluor White. (C) Microscopia eletrénica de
varredura de célula de C. neoformans, evidenciando as fibras que compdem a capsula polissacaridica
(Zaragoza et al., 2009).
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1.2.3.2 A Melanina

A melanina faz parte de uma familia de pigmentos naturais hidrofébicos e
negativamente carregados (Garcia-Rivera et al., 2005). Esta é formada pela polimerizacao
oxidativa de componentes fendlicos ou indolicos (Rosas et al., 2000). A melanina (Figura
4) tem inumeras func@es bioldgicas na viruléncia do microrganismo como protecdo contra
a luz ultravioleta, contra agentes oxidantes, contra radiacdo ionizante e resisténcia as
drogas. Estdo caracterizadas em dois grupos, dependendo da sua composi¢do quimica:
eumelanina (marrom a preto) (Figura 4) e feomelanina (marron-avermelhada) (Chatterjee
et al., 2012). C. neoformans produz melanina apenas na presenca de substratos exogenos,
trata-se do caso das catecolaminas: L-dopa, metil-L-dopa, epinefrina e norepinefrina
(Chatterjee et al., 2012). Por sua vez, a enzima lacase catalisa a sintese de melanina pela
oxidacdo de L-DOPA, dando inicio a uma série de reagdes espontaneas que levam a
polimerizagdo do pigmento na parede celular da levedura (Eisenman et al., 2007). A lacase
é um alvo potencial para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para micro-
organismos produtores de melanina. Visto que muitos desses utilizam a melanina para
manter a estabilidade da parede celular, proger-se da radiagdo ultravioleta, do calor e do
frio, resistir a metais pesados e a predadores como a ameba (Nosanchuk & Casadevall,
2003). Entre os fungos patogénicos, a sintese de melanina esta associada a viruléncia,
possivelmente pelo aumento da resisténcia desse patdgeno dentro do hospedeiro
(Nosanchuk & Casadevall, 2003). De acordo com estudos prévios, as células de C.
neoformans melanizadas sdo mais resistentes a acdo de defensinas antimicrobianas
(Doering et al., 1999). Além disso, sdo mais resistentes a fagocitose pelos macréfagos
(Wang et al., 1995). Os genes LAC1 e LAC2 sdo essenciais para a biossintese de melanina
(Zhu & Williamson, 2004; Missal et al., 2005). Ademais, foram descritos outros genes
também essénciais para a formacdo de melanina tais como VPH1, CLC1, CCC2 e ATX1,
embora muitos deles ainda n&o tenham o mecanismo de acdo totalmente elucidado
(Erickson et al., 2001; Zhu & Williamson, 2003; Walton et al., 2005).
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Figura 4| Sintese de melanina por C. gattii. (A) Colonia de células de C. gattii ndo melanizadas. (B)

Colbnia de células de C. gattii melanizadas, as duas linhagens séo sorotipo B em meio L-Dopa.
Adaptag¢des de imagens disponiveis em MA & MAY, 2009 (A e B). (C) Colbnias de C. gattii, sorotipo B

em meio Niger.

1.2.3.3 O desenvolvimento a 37°C

As espécies patogénicas do género Cryptococcus sdo termotolerantes, ao contrario
de muitos fungos basidiomicetos, por isto o desenvolvimento a temperatura de 37°C é uma
caracteristica fundamental para um fungo patogénico humano invasivo. Cryptococcus
neoformans pode sobreviver no trato gastrointestinal de pombos (~ 40°C) (Swinne-
Desgain, 1976). Existem genes que codificam para proteinas de diferentes categorias
funcionais e ja foram descritos como necessarios para o desenvolvimento a 37°C. Quanto
as vias de sinalizacdo de C. neoformans existem genes que S30 necessarios para
desenvolvimento a 37°C, como RAS1, CNA1, CNB1, MPK1, CTS1 (Toffaletti et al., 2003;
Perfect, 2006). Genes do tipo STE20 e CPA1 sdo necessarios para 0 desenvolvimento em
temperaturas muito altas (39 — 40°C), embora sejam dispensaveis para o desenvolvimento a
37°C. Os genes regulados pela temperatura podem (MGAL) e/ou ndo (AOX1/SOD1) ser

correlacionados com um fenotipo de sensibilidade a temperatura (Perfect, 2006). Foram
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identificados genes regulados transcricionalmente pela temperatura que parecem fazer
parte de um conjunto de genes relacionados a viruléncia, sdo eles: AOX1, SOD1, SKN7 e
MGAL (Perfect, 2006). As proteinas identificadas em C. neoformans como essencialmente
importantes para o desenvolvimento em altas temperaturas incluem Rasl, PAK, Ste 20,
Cts1,Vphl,Tsal e Mpkl (Kraus et al., 2004). A delecdo dos genes que codificam essas
proteinas resulta em atenuagdo ou em completa perda de viruléncia no modelo de
criptococcose em mamiferos (Kraus et al., 2004). Estudos mostraram que C. gatti e C.
neoformans var. neoformans (sorotipo D) sd@o mais suscetiveis a morte por calor e mais
sensiveis ao desenvolvimento em altas temperaturas (37 a 39°C) quando comparados ao
C. neoformans (sorotipo A), embora ambos se desenvolvam a temperatura do hospedeiro
(Perfect, 2005).

1.2.3.4 As enzimas

A captura de nutrientes do organismo hospedeiro pelo patégeno é um dos principais
desafios na interacdo patdgeno-hospedeiro, além de ser um dos aspectos fundamentais para
que o processo desencadeie uma doenca infecciosa. A degradacdo de macromoléculas do
hospedeiro por enzimas microbianas especificas, como por exemplo as proteases, as
lipases e as fosfolipases é uma das estratégias mais eficientes e diretas de extrair nutrientes
do hospedeiro (Kwaik & Bumann, 2013). Logo, C. neoformans, secreta varias enzimas
com atividades lipoliticas para facilitar sua sobrevivéncia dentro do hospedeiro. Essas
enzimas sdo as lipases e as fosfolipases. As fosfolipases constituem um grupo heterogéneo
de enzimas com a capacidade de hidrolisar uma ou mais ligacdes éster em glicolipideos
(Ghannoum, 2000). Com base nessa definicéo, as fosfolipases podem contribuir para a
penetracdo, injuria e lise na célula do hospedeiro (Tucker & Casadevall, 2002). Além
disso, as fosfolipases e as proteases de C. neoformans podem danificar a membrana celular
do macrofago do hospedeiro (Tucker & Casadevall, 2002). A capacidade de C. neoformans
secretar fosfolipase foi descrita pela primeira vez por Vidotto e colaboradores (1996).
Estes pesquisadores encontraram correlagdo entre a producgédo de fosfolipases e o tamanho

da cépsula em linhagens isoladas de pacientes com “AIDS”. A fosfolipase extracelular
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criptococica exibe atividades de fosfolipase B (PLB), lisofosfolipase (LPL) e
lisofosfolipase-transacilase (LPTA) (Karkowska-Kuleta et al.,, 2009). A fosfolipase
também aumenta a adesdo das células de C. neoformans no epitélio pulmonar (Karkowska-
Kuleta et al., 2009). A forte correlacdo entre atividade de fosfolipase e viruléncia foi
provada por Cox e colaboradores (2001). Além do mais, a fosfolipase tem papel no
“turnover” da membrana celular de C. neoformans, na manutencdo da integridade da
parede celular e na sobrevivéncia do fungo, principalmente durante o estresse ao calor
(Karkowska-Kuleta et al., 2009). Quando C. neoformans possui a expressdo da atividade
de fosfolipase aumentada, consequentemente aumenta a viruléncia em modelo de infeccédo
murina e, provavelmente, isso seja necessario para a infeccdo no sistema nervoso central
(SNC). Essas informacdes sugerem que a atividade de fosfolipase extracelular secretada
por C. neoformans contribua para a viruléncia desse fungo (Chen et al., 1997). Em trabalho
de Wright e colaboradores (2004) demonstraram a presenca de duas fosfolipases secretadas
a PLB1 e a LPL1 em Cryptococcus gattii, sendo que esta Gltima também € produzida por
C. neoformans var. grubii. Foi proposto que PLB esta envolvido no “turnover” e
remodelamento dos fosfolipideos de membrana.

H& uma outra enzima importante para a viruléncia de C. neoformans, trata-se da
urease (Singh et al., 2013). A urease é considerada junto com outras enzimas (proteinases,
fosfolipases e lacases) um importante fator de viruléncia (Torres-Rodriguez et al., 2008).
As ureases sdo metaloenzimas niquel-dependente para sua atividade catalitica (Singh et al.,
2013). Catalisam a hidrolise da uréia em amonia e CO.. Sao produzidas por plantas, fungos
e bactérias, mas ndo por animais (Staniscuaski & Carlini, 2012). Foi demonstrado em
trabalho de Shi e colaboradores (2010) que a transmigracdo de C. neoformans para o
cérebro de camundongo é dependente de urease. Adicionalmente, a urease pode promover
a endotoxicidade das células endoteliais levando a abertura das jungdes entre essas e
enfraquecendo a integridade da barreira-hematoencefalica, este Gltimo é o mecanismo mais
aceito. Embora a urease seja um fator critico na transmigracdo de C. neoformans do sangue
para 0 ceéerebro, sua expressdo nao esta relacionada a sobrevivéncia nem ao
desenvolvimento do patégeno nesse oOrgdo (Olszewski et al., 2004). Em fungos
patogénicos, a urease pode ter a funcdo de garantir a utilizacdo da uréia dos tecidos do
hospedeiro como um nutriente (Singh et al., 2013). Uma vez que a uréia esta presente em
humanos em concentrag¢fes milimolares sendo capaz de atravessar membranas bioldgicas e
ser distribuida uniformemente em todos os tecidos do corpo (tecido adipdcito subcutaneo,

sistema nervoso central, revestimento fluido epitelial, sangue) (Singh et al., 2013). Um
17


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Olszewski%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15111322
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23653445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Singh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23653445

estudo recente de Singh e colaboradores (2013) caracterizou genética e bioquimicamente
as proteinas acessorias requeridas para a ativacdo do complexo protéico urease. As
proteinas acessorias Ure 4, Ure 6 e Ure7 interagem com a proteina Urel e sdo essenciais
para a atividade da urease (Singh et al., 2013). Portanto, alguns estudos demonstraram que
a atividade da urease € maior em C. neoformans do que em C. gattii, embora mais estudos
se facam necessarios para esclarecer o papel da urease em C. gattii (Torres-Rodriguez et
al., 2008).

1.3 O oxigénio

Ha cerca de 2,5 bilhGes de anos, 0s niveis de oxigénio na atmosfera eram muito
baixos até a intercorréncia da evolucdo de organismos fotossintéticos como as
cianobactérias (Semenza, 2007). As concentracBes de oxigénio aumentaram a niveis
significativos por volta de 1,5 bilhdes de anos, coincidindo com o surgimento dos
primeiros eucariotos (Heckman et al., 2001; Hedges et al., 2004; Butler, 2013). O oxigénio
é uma importante molécula que impulsionou a transic¢ao de vida anaerdbia para aerébia dos
organismos, contudo pode ser uma molécula toxica dependo da sua concentracdo no meio
ambiente (Raymond & Segre, 2006; Ingavale, S. et al., 2008). Por esse motivo, 0s
organismos possuem mecanismos sofisticados para responder as alteracbes nas
concentracdes de oxigénio (Butler, 2013). Ademais, a captacdo de oxigénio do meio
ambiente é essencial para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP) na respiracdo
celular (Chung et al., 2012) e nas vias bioquimicas relacionadas a biossintese de acidos
graxos insaturados, tirosina, esterois e acido nicotinico (Raymond & Segre, 2006; Chung et
al., 2012). Na maioria dos organismos eucarioticos, o oxigénio molecular € essencial para
a fosforilacdo oxidativa e processos biossintéticos (Goldberg et al., 1988; Ingavale et al.,
2008). Para sobreviver em baixas concentracdes de oxigénio ou em hipdxia, 0s organismos
desenvolveram mecanismos sensores de oxigénio que ativam um conjunto completo de
respostas (Goldberg et al., 1988; Ingavale et al., 2008). No meio ambiente, o oxigénio
pode variar de 0 a 21% (habitat andxico a aerébico) e nos mamiferos a concentragdo de
oxigénio tambeém é distinta em cada 6rgdo ou sistema. Os niveis de oxigénio nos tecidos

sadios humanos variam entre 2,5 a 9% (pO2 20 a 70 mmHg), na maioria das células esta
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presente em torno de 6% (pO. 40mmHg), enquanto que em tumores ou feridas sdo
menores ou iguais a 1% (10mmHg) (Nizet &Johnson, 2009; Grahl et al., 2012). Nos
pulmdes humanos sadios, considerando o inicio da formacdo dos sitios de deposicao
fangica, os niveis de oxigénio sdo aproximadamente de 14% (pO2 100 a 110mmHg) (Jain
& Sznajder, 2005). Por conseguinte, a mudanca de normoéxia para hipdxia (0,5-5%
oxigénio) ou anoxia (0% oxigénio) requer modificacdo no metabolismo energético da
célula fungica afetando, invariavelmente, as atividades anabolicas (Chung et al., 2012;
Grahl et al., 2012).

As concentracGes de oxigénio modificam-se na matéria organica rapidamente, de
acordo com a atividade metabdlica da microbiota e das taxas de oxigénio atmosférico
(Grahl et al., 2012). Além disso, o solo pode torna-se hipoxico apds chuvas fortes ou em
decorréncia do aumento do COg, indicando que o fungo desenvolve-se em ambientes que
demandam adaptacdo a hipoxia. C. neoformans/C.gattii vivem em seu habitat natural
compreendido por matéria organica em decomposicdo, solo, &gua, ar, tronco de arvore e
excreta de aves 0s quais sdo relativamente pobres em oxigénio (Grahl et al., 2012). Ao
infectar um organismo hospedeiro, o patdgeno deve ajustar-se as novas condi¢des impostas
por este (Moranova et al., 2013) com o intuito de garantir o sucesso da infecgdo (Chun et
al., 2007). Portanto, C. neoformans e C.gattii devem fazer a transicdo do meio ambiente
para nichos mamiferos diferentes quanto as pressées de oxigénio. Uma vez infectando o
mamifero, o patégeno pode localizar-se intracelularmente nas células fagociticas ou em
sitios extracelulares nos pulmdes, no sangue e no sistema nervoso central (Kronstad et al.,
2012). Estudos recentes esclareceram os mecanismos de adaptacdo do fungo durante a
transicdo de um tipo de ambiente para outro. A adaptacdo fungica é delineada por sua
maquinaria molecular através da expressdo de fungdes antifagociticas, remodelamento do
metabolismo do carbono central, expressdo do sistema de aquisicdo de nutrientes e
resposta a hipoxia. Fatores de transcricdo especificos regulam essas funges bem como a
expressao de um ou mais dos principais fatores de viruléncia do C. neoformans (Kronstad
et al., 2012). Com relacdo aos parametros que podem afetar o desenvolvimento da infecgédo
fangica, pode-se citar a temperatura, o potencial de hidrogénio (pH), as fontes de carbono e
nitrogénio, a disponibilidade de ferro e outros metais, tenséo dos gases (dioxido de carbono
e oxigénio) (Chung et al., 2012). Por exemplo, durante a infeccdo o patogeno e a célula
hospedeira interagem ocasionando hipdxia local extrema. Esta é consequéncia do
decréscimo da perfusdo sanguinea, a qual é secundéaria a injuria microvascular, trombose

ou presséo intersticial aumentada juntamente com atividades metabdlicas do patogeno e
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células inflamatdrias recrutadas para o local (Chun et al., 2007; Nizet & Johnson, 2009;
Grahl et al., 2012).

Foi observado que a capacidade de C. neoformans adaptar-se a decrescentes niveis
de oxigénio emergiu como outro fator de viruléncia. Tendo em vista que o0s niveis de
oxigénio presentes nos tecidos mamiferos estdo abaixo dos niveis atmosféricos e para que
ocorra a evolucdo da infecgdo é necessario superar essa barreira (Moranova et al., 2013).
Os pulmdes sdo o primeiro sitio de infeccdo criptococica. Dependendo da imunidade do
hospedeiro, C. neoformans/C. gattii pode disseminar-se para o sistema nervoso central
causando meningoencefalite além de espalhar-se para outros 6rgdos (com menor
frequéncia) (Hu et al., 2008; Moranova et al., 2013).

1.3.1 A hipoxia

Conceitualmente, denomina-se hipoxia os niveis de oxigénio entre 0,5% e 3% por
volume de ar que perfunde um meio e/ou uma cultura de tecidos (Nizet & Johnson, 2009).
Como in vivo é mais dificil de saber a concentracdo exata de oxigénio que a definira,
considera-se hipdxia sempre que a demanda de oxigénio exceder a oferta deste (Nizet &
Johnson, 2009). Em contrapartida, a normdxia é a concentragdo de oxigénio atmosférico ao
nivel do mar para cultura de tecido ou oxigenacdo fisiolégica em um tecido bem
vascularizado ou perfundido (Nizet & Johnson, 2009). Por ultimo, a andxia € a auséncia de
oxigénio tanto para cultura de tecidos como para fisiologia humana. A andxia pode ocorrer
em tecidos que tenham areas de infeccdo aguda ou danos severos (Nizet & Johnson, 2009).
O oxigénio molecular tem funcédo essencial como aceptor de elétrons na geracao de energia
quimica via respiracdo mitocondrial dos microrganismos eucariéticos e é critico para a
biossintese de esterois, acidos graxos mono e polinsaturados, NAD, porfirina e outras vias
metabdlicas e biossintéticas (Raymond & Segre, 2006; Grahl et al., 2012). Visto que, a
disponibilidade de oxigénio para as células eucarioticas & um fator critico na determinagédo
do metabolismo celular como um todo (Grahl et al., 2012). Assim, em ambientes com
baixos niveis de aeragdo, como por exemplo uma infeccdo em mamiferos, o
microrganismo parasitara o0 hospedeiro para captacdo de moléculas biologicas (Butler,
2013). Neste caso, 0 parasitismo metabolico sera a premissa para o seu desenvolvimento.
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Além da nutri¢do por parasitismo, a resposta dos micro-organismos eucariéticos, as baixas
condicBes de oxigénio, é fortemente regulada em nivel transcricional (Butler, 2013). O
mecanismo exato de como o fungo percebe a auséncia de oxigénio ndo esta completamente
esclarecido, todavia sabe-se que envolve resposta as baixas concentracdes de heme ou de
esterol e, possivelmente, a niveis de Oxido nitrico e de espécies reativas de oxigénio
(Butler, 2013). A principal consequéncia da hipoxia, para algumas espécies fungicas, € a
mudanca no metabolismo do carbono central (glicélise e respiracdo). A adaptacdo a
hipdxia € uma importante caracteristica de viruléncia em fungos patogénicos (Butler,
2013). Muitas espécies flangicas ja foram bem caracterizadas quanto a resposta
transcricional durante os estagios de adaptacdo aos baixos niveis de oxigénio (Hughes et
al., 2005; Ernst et al., 2009; Barker et al., 2012). Os genes sdo expressos de forma
diferencial em resposta aos variados niveis de oxigénio e sdo divididos em dois grupos:
genes aerdbicos, expressos em condicdo de normdxia, e genes hipdxicos, expressos em

baixos niveis de oxigénio ou auséncia completa desse (Poyton et al., 2009).

1.3.2 A homeostase de Oxigénio

Na adaptacdo do fungo as oscilagdes da taxa de oxigénio no meio ambiente existem
mecanismos regulatorios que controlam a homeostase de esterol em resposta a
concentracdo de oxigénio do meio ambiente. A oscilacdo dos niveis de oxigénio tem
impacto direto sobre a sintese de esterol devido a presenca de multiplas enzimas que
requerem oxigénio nessa via (Espenshade & Hughes, 2007). Outro fator importante para a
resposta de C. neoformans a hipdxia é a mitocéndria. Tendo em vista que mutantes
sensiveis ao cloreto de cobalto e a hipoxia apresentam defeitos na funcdo mitocondrial
(Ingavale et al., 2008) produzindo elevados niveis de espécies reativas. Suportando a
hip6tese de que as espécies reativas possam ser usadas como um mecanismo de deteccao
de oxigénio em muitos fungos (Butler, 2013).

Os perfis transcricionais obtidos por analises transcritbmicas de C. neoformans
aumentaram em resposta a hipdxia e foram similares aqueles descritos em C. albicans
referente aos transcritos para genes que codificam proteinas envolvidas na biossintese de
heme, metabolismo de acidos graxos, biossintese de ergosterol e de resposta ao estresse
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(Grahl et al., 2012). Em contraste a C. albicans, os genes de C. neoformans que codificam
proteinas envolvidas na manutengdo da parede celular e na biossintese de capsula tiveram
expressao reduzida e os genes de C. neoformans que codificam proteinas envolvidas na
respiracdo tiveram expressdo aumentada (Grahl et al., 2012). A resposta transcricional
divergente desses dois patdgenos pode estar associada aos diferentes nichos ecoldgicos
(Grahl et al., 2012). E importante determinar se esses mecanismos sdo conservados em C.
gattii.

Com base no estudo do transcritoma e do proteoma de A. fumigatus em hipdxia, foi
verificado o aumento dos transcritos que codificam proteinas envolvidas na manutencdo da
parede celular, no metabolismo de ferro e de esterol e na inducdo de y-aminobutirato
(GABA) (Barker et al., 2012). Desse modo, os transcritos que tiveram inducdo atenuada
estavam relacionados a biossintese de ribossomos, terpendides, ciclo do é&cido
tricarboxilico, metabolismo de aminoacidos e degradacdo de RNA. Embora o transcritoma
e proteoma tenham sido executados nas mesmas condigdes de cultivo, nem sempre a
modificacdo dos niveis protéicos refletiu o fator transcricional (Barker et al., 2012).

Em andlise do transcritoma de Aspergillus nidulans, em situacdo de hipoxia,
observou-se uma forte inducdo dos transcritos que codificam enzimas para o ciclo do &cido
tricarboxilico, porém no estudo protedmico, proteinas da respiracdo e do ciclo mencionado
ndo foram alterados (Grahl et al., 2012). O éxito das infec¢gdes fungicas invasivas
dependem tanto do fungo como dos fatores de defesa liberados pelo hospedeiro que séo

dindmicos em resposta a essa interacdo (Grahl et al., 2012).

1.3.3 Os mecanismos de adaptacao a hipoxia

A manutencdo da homeostase de oxigénio é essencial para a sobrevivéncia dos
organismos de uma forma geral. Estes percebem as concentracdes de oxigénio e
respondem aos seus diferentes niveis com mudancas em seu fen6tipo. Foi possivel obter
um melhor entendimento relativo a adaptacéo a hipoxia com estudos sobre o ciclo celular.
Tipicamente, os brotos de C. neoformans surgem logo ap6s o inicio da sintese de DNA na
fase exponencial inicial (Takeo et al., 2006). Entretanto, em condi¢do de hipdxia o

aparecimento dos brotos foram atrasados para a fase G2 durante a transicdo para a fase

22


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Takeo%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17086156

estacionéria, sendo que nessa fase dificilmente os brotos surgem, embora metade das
células completem a sintese de DNA (Takeo et al., 2006). O tempo de brotamento foi
atrasado no ciclo celular com progressdo da fase de crescimento da cultura (Takeo et al.,
2006). Takeo e colaboradores (2006) observaram que as células nas fases G1 e G2 estdo na
fase estacionaria e que C. neoformans é capaz de sofrer replicacdo do DNA sem iniciar o
brotamento, fator que os diferencia de S. cerevisae. Além disso, a populacdo de células
sem brotamento em G2 resultaram de um atraso gradual no inicio dessa fase S para a G2,
ocorrendo retengdo na fase G2 sem broto, em algumas linhagens. Ohkusu e colaboradores
(2001) identificaram que a causa do atraso no brotamento se devia ao “déficit” de oxigénio
sob aeracdo limitada, resultando, eventualmente em células sem broto presas em G2
(Ohkusu et al., 2001). Esta informacdo somada a baixa taxa de sobrevivéncia em condi¢fes
limitantes de oxigénio indicam que a estratégia central de C. neoformans é ajustar sua taxa
de proliferacdo segundo a disponibilidade de oxigénio ao contrario de esforcar-se para
sobreviver em andxia (Moranova et al., 2009). Corroborando com esses dados, estudos de
transcritoma e proteoma revelaram uma reducdo no metabolismo celular de A. fumigatus
como sendo um reflexo da regulacdo do tempo de duracdo do ciclo celular. Similarmente
aos patdgenos C. albicans e C. neoformans, a resposta a hipoxia é caracterizada por
mudangas positivas e negativas a niveis de transcrito e proteinas (Barker et al., 2012).

A biossintese de esterol € um processo dependente de oxigénio. Em varias espécies
fangicas, a concentracdo de esterol reduzida esta relacionada a baixa concentracdo de
oxigénio (Vik & Rine, 2001; Hughes et al., 2005; Davies & Rine , 2006 ; Chang et al.,
2007; Chun et al., 2007). O ergosterol (tipo de esterol) é o equivalente fungico do
colesterol em humanos, sendo um componente da membrana plasmatica dos fungos. Por
isto, a inibicdo da biossintese do ergosterol tem sido o principal alvo de desenvolvimento
de drogas antifingicas (Barker et al., 2012; Chung et al., 2012). As moléculas de esterois,
acidos graxos e heme requerem oxigénio para a sua biossintese, exercendo, com isto, a
funcdo de sensores indiretos dos niveis de oxigénio no meio em que o fungo se encontra. A
alteracdo dos niveis de oxigénio reflete diretamente na alteracdo do metabolismo fangico
para biossintese dessas moléculas (Chung et al., 2012).

Existem proteinas cuja funcdo € regular a expressdo dos genes envolvidos na
biossintese de colesterol (ergosterol) em resposta as mudancas nos niveis de oxigénio
celular. Estas sdo conservadas em muitos eucariotos e denominadas proteina de ligagdo ao
elemento regulatério do esterol (SREBPs) (Brown & Goldstein, 1999; Osborne &

Espenshade, 2009; Cheung & Espenshade, 2013). A SREBP representa um fator-chave na
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hipoxia fungica e na sua adaptacdo a baixos niveis de ferro (Bien & Espenshade, 2010). O
ortdlogo de SREBP de mamiferos para C. neoformans denomina-se Srel. O fator de
transcricdo Srel é importante para adaptacao, crescimento em tecido hospedeiro que tenha
limitacdo de nutrientes (Bien et al., 2009) e para a viruléncia (Chang et al., 2007; Chun et
al., 2007; Chung et al., 2012). A Srel estimula a producdo de esterol em resposta a sua
deplecdo, quando, por exemplo, a sintese de ergosterol (dependente de oxigénio) € limitada
pela hipoxia (Bien et al., 2009). Em baixos niveis de esterol e oxigénio, Stpl (ortélogo da
protease sitio-2, em mamiferos) cliva a regido N-terminal de Srel(Bien et al., 2009). O
fator de transcricdo N-terminal liga-se a Srel no nucleo e ativa a expressdo do
metabolismo de esterol e de outros genes. A Srel é responsavel por regular os genes
envolvidos na resposta transcricional a hipoxia e pela ativacdo da proteina Scpl que é
processada pela Stpl em resposta a deplecdo de esterol em condicdo de hipoxia (Todd et
al., 2006; Chang et al., 2007; Chun et al., 2007; Bien et al., 2009).

A caracterizagdo de SREBP em C. neoformans revelou sua importancia na
regulacdo da sintese de esterol, sensoriamento de oxigénio e mediacdo da viruléncia em
camundongos (Chang et al., 2007; Chun et al., 2007; Lee et al., 2007 Ingavale et al., 2008;
Chang et al., 2009; Bien et al., 2009; Ernst & Tielker, 2009 Bien & Espenshade, 2010;
Chung et al., 2012). Foi demonstrado que a Srel regula genes para a biossintese de
ergosterol, regula vias de captacdo de ferro e de cobre e vias de transporte de ferro
reduzido ou mediado por sideroforos (Bien & Espenshade, 2010), regula funcbes
relacionadas ao estresse e varias funcbes metabdlicas e de transporte em baixos niveis de
oxigénio (1%) (Chang et al., 2007; Kronstad et al., 2012). Uma vez que, a maioria das
enzimas dependentes de oxigénio também contém ferro, a resposta a privacdo de ferro é
frequentemente coordenada juntamente em reposta a hipoxia, assim sendo, a necessidade
celular por oxigénio, cobre e ferro estdo intimamente ligadas. Em vista disso, a Srel de C.
neoformans parece co-regular a ativacdo da hipoxia dessas trés vias de privacdo de
nutrientes (Bien & Espenshade, 2010). Além disso, em C. neoformans, a SREBP ¢é
altamente conservada e serve como ligacdo entre biossintese de esterol, sensoriamento de
oxigeénio e sensibilidade ao cloreto de cobalto (CoCl») (Bien & Espenshade, 2010). Ainda,
a sequéncia de similaridade dos aminoacidos de SREBP tem diferencas entre humanos e
ortologos de fungos, o que sugere a possibilidade de ser um alvo terapéutico (Grahl et al.,
2012).

Enquanto a Srelde C. neoformans é requerida para sintese normal de esterol tanto

em condicBes de hipdxia quanto em condicdes de normoxia, a Srel de S. pombe regula
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primeiramente enzimas dependentes de oxigénio na via biossintética do ergosterol (Bien &
Espenshade, 2010). Similarmente as SREBPs de mamiferos, a Srel de S. pombe e a Srel
de C. neoformans sdo ativadas por clivagem proteolitica em resposta a hipoxia e a
deplecéo de ergosterol. Todas essas regulam a manutencdo da homeostase celular desse
esterdide (Hughes et al., 2005; Todd et al., 2006; Chang et al., 2007; Bien & Espenshade,
2010, Porter et al., 2010). Em humanos, o regulador central da resposta celular ao estresse
causado por hipoxia chama-se fator induzido por hipoxia (HIF-1). Ademais, recentemente
foi reconhecido que o HIF-1 controla o estado de ativacdo e a funcdo microbicida chave
das células imunes (Bhandari & Nizet, 2014). Outra importante molécula sensora de
oxigénio denomina-se heme. A molécula heme contém o grupo ferro (substrato) que se liga
ao oxigénio. Foi melhor caracterizada em Saccharomyces cerevisiae (Butler, 2013) sendo a
principal molécula detectora de oxigénio nessa espécie tanto no metabolismo aerdbico
quanto no anaerdbico. Heme serve como um grupo prostético de muitas proteinas
envolvidas em processos biolégicos fundamentais como respiracdo, fotossintese,
metabolismo e transporte de oxigénio (Layer et al., 2010). E a principal molécula a ligar-
se ao oxigénio em eucariotos além de ser a principal conectora entre o metabolismo do
ferro e da disponibilidade de oxigénio (Chung et al.,, 2012). As hemoglobinas,
mioglobinas, catalases, peroxidases, citocromo P450 e proteinas sensoras de gases como

oxigénio ou 6xido nitrico dependem de heme como co-fator essencial (Layer et al., 2010).

1.4 A analise proteébmica

A protebmica é o estudo de todas as proteinas presentes em uma amostra biologica,
proveniente de um determinado genoma (Wasinger et al., 1995; Betts & Smith, 2001). E
uma técnica que combina alto-rendimento experimental a algoritmos avancados, para
fornecer um entendimento global das proteinas expressas em determinadas células que
estejam em condicdes particulares. Esta inclui técnica para identificacdo e caracterizagdo
de proteinas individualmente em uma amostra, deteccdo de modificagcdes postraducionais
(Pennington et al.,1997) e informac&o integrada sobre sequéncias de proteinas a partir de
diferentes bancos de dados (Hamady et al., 2005).
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Por meio da andlise protebmica se consegue obter informagdes em nivel de
expressdo protéica, isoforma da proteina, distribuicdo celular e subcelular, funcéo,
modificacdo pos-traducional (PTMs) (Pennington et al.,1997). Entdo, em um primeiro
momento pode ser feita uma andlise do proteoma constitutivo que é quando todas as
proteinas sdo expressas por um organismo, tecido ou célula em condi¢gdes normais de
cultivo ou fisioldgicas. Entretanto, a modificacdo das condicbes de cultivo ou mudanga na
fisiologia do organismo estudado implicara mudancas no proteoma que reflete as
condic¢des do organismo em questdo (Pennington et al.,1997).

Através da andlise protedmica é possivel acompanhar modificacdes nas células de
organismos de um modo geral. Essas modificacbes podem ser detectadas durante o ciclo
celular, apoptose, o curso de doencas, em resposta a estimulos extracelulares (horménios,
citocinas, estresse), em resposta ao tratamento com drogas, durante a aplicacao de agentes
toxicos, em variagfes ambientais que ocasionam estresse celular e outros. A mudanca de
expressdo protéica em um tecido ou em um tipo celular podera ser compreendido em cada
um desses processos, tendo em vista que a transmissdo de informacdo dentro da célula e
atividades subcelulares (transporte de vesiculas, transcricdo, processamento do RNA
mensageiro, transporte pela membrana nuclear) envolvem mudangas dindmicas e

complexas na montagem das proteinas (Pennington et al.,1997).

2. Objetivos

O presente trabalno tem como objetivo principal analisar o efeito da
hip6xia em relacdo a expressao global das proteinas da levedura patogénica Cryptococcus

gattii.

2.1 Objetivos Especificos

= Verificar o efeito da hipdxia em relacdo a expressdo dos fatores de viruléncia de C.
gattii como o crescimento a 37°C, a melanizacdo e a producdo de capsula
polissacaridica
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= Avaliar o efeito do tempo de exposicdo a hipdxia sobre o perfil global protedmico
de C. gattii

= |dentificar as proteinas de C. gattii diferencialmente expressas em resposta a trés
diferentes tempos de exposicao a hipdxia Oh, 24h e 48h

= Caracterizar os processos celulares envolvidos na adaptagédo do fungo a hipoxia

3. Materiais e Métodos

3.1 Linhagem fangica e condigdes de crescimento

A linhagem R265, sorotipo B de C. gattii foi previamente identificada por Kidd et
al. (Kidd et al., 2004) e cedida pelo Dr.Wieland Meyer da colecdo de cultura de
micologia molecular do Laboratério de pesquisa de Micologia Molecular do Hospital
Westmead (Universidade de Sidney, Australia). As culturas foram mantidas em meio YPD
solido (extrato de levedura 1%, peptona 2%, glicose 2%, agar 1,5%) a 4°C. A linhagem foi
cultivada sob agitacdo constante de 4,4 x g, em 250 mL de meio YPD contendo extrato de
levedura 1%, peptona 2%, glicose 2% em um periodo de 16 horas. Apoés esse periodo, as
células fungicas foram coletadas por centrifugacdo (7.500 x g por 10 min) e foram lavadas
3 vezes em tampdo PBS (137 mM de cloreto de sédio, 2,7 mM de cloreto de potéssio, 2
mM de fosfato de potéssio, 10 mM de fosfato de sddio). Ainda, foi realizada contagem
celular por microscopia 6tica em camara de Neubauer e em seguida foram ressuspendidas
(1 x 108 células. mL™?) em 100 mL de meio base nitrogenada de levedura (YNB-“yeast
nitrogen base”- referéncia 239210-Becton, Dickinson and company, Sparks, USA). As
amostras foram cultivadas a temperatura de 37°C com concentracdo de oxigénio de 1%
(hipdxia) e completa auséncia de agitagdo. Para os cultivos em hipoxia, estes foram
preparados e crescidos em estufa a 1% de oxigénio durante 24 e 48h. O cultivo do tempo
zero € coletado imediatamente por centrifugacdo. Como controle, as amostras foram

cultivadas em estufa com a concentragdo de oxigénio atmosférico (aproximadamente 21%
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de O) e completa auséncia de agitagdo. O experimento de protedmica foi desenhado para
gue as coletas das células fossem realizadas nos tempos de cultivo de Oh (T0), 24h (T24) e
48h (T48).

3.1.1 Efeito da hipdxia sobre a Curva de desenvolvimento de C. gattii

A linhagem R265 de C. gattii, previamente cultivada em 100mL de YNB liquido
(1 x 108 células. mL™) foi submetida a trés diferentes condigGes de cultivo a temperatura de
37°C com o objetivo de avaliar a curva de desenvolvimento fangico. A primeira condigdo
é de normdxia com agitacdo constante de 4,4 xg, a segunda é de normoxia sem agitacdo e a
terceira € de hipoxia sem agitacdo. As células foram coletadas nos tempos Oh, 2h, 4h, 8h,
12h, 24h, 48h e 72h e ressuspendidas no meio de cultivo. Apds foi coletado 1mL de cada
condicgéo de cultivo em cada tempo determinado acima para leitura em espectrofotdmetro
no comprimento de onda de 600nm (Biomate 3S- UV-visivel espectrofotdmetro, Thermo
Scientific, Fisher). As amostras que possuiram valores de p < 0,05 foram consideradas
estatisticamente significativas, portanto, apresentam diferencas entre si. Os dados da curva
de crescimento e do tamanho de cépsula foram interpretados, a partir da analise de
variancia One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, com intervalo de confianca de
95% (p < 05). Todas estas analises foram realizadas no programa estatistico Prism 5.0
(GraphPad).

3.2. Andlises fenotipicas

3.2.1 Efeito da hipdxia sobre a producao de melanina por C. gattii

A producédo de melanina foi examinada em placas com agar niger (0,1% de glicose,

10% sementes niger, 2% agar). Este ensaio foi realizado tanto em condic¢des de normoxia

quanto de hipdxia durante um periodo 48h a temperatura de 37°C. A observacao do efeito

da concentragdo de oxigénio sobre a producdo de melanina foi realizada nos tempos de 24h
e 48h.
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3.2.2 Efeito da hipdxia sobre a espessura da capsula de C. gattii

As células de C. gattii R265 que haivam sido previamente cultivadas em 100 mL de
YNB liquido (1 x 108 células. mL™?) na condi¢io de normdxia com agitacdo constante 4,4
Xg e nas condi¢des de normdxia e hipdxia sem agitacdo foram coletadas por centrifugacéo.
Logo, as células foram cultivadas durante 48h, a temperatura de 37°C em meio indutor de
capsula definido (glicose 15mM, MgSO4 10mM, KH2PO4 29,4mM, glicina 13mM, tiamina
3uM, pH 5,5). Apds, foram coletadas 100 pL da suspensdo celular de cada condicédo de
cultivo e centrifugadas a 8000 xg por 5 min, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 100 pL de PBS e 100 pL de paraformaldeido, para posterior
observacao da espessura da capsula em T48. As células foram fixadas em paraformaldeido
e armazenadas a 4°C. Apos, foram adicionadas 2 pL de tinta da india em 5uL dessas
células para visualizacdo em microscopio 6ptico. Todas as condi¢Ges foram realizadas em
triplicata. A formacdo da cépsula das células de C. gattii foi observada por microscopia
Otica apos ser corado com tinta nanquim. O tamanho relativo da capsula foi definido como
a distancia entre a parede celular e a borda externa da capsula. O programa “Image J” foi
utilizado para determinar a medida da capsula de 100 células de cada amostra, todas
realizadas em triplicata. ~As amostras que possuiram valores de p < 0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas, portanto, apresentam diferencgas entre si. Os
dados da curva de crescimento e do tamanho de cépsula foram interpretados, a partir da
analise de variancia One-Way ANOVA seguido do teste de Tukey, com intervalo de
confianga de 95% (p < 0,05). Todas estas analises foram realizadas no programa estatistico
Prism 5.0 (GraphPad).
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3.3. Protedbmica

3.3.1 Preparacao dos extratos protéicos

Para esse proposito, as células oriundas das condi¢cbes TO, T24 e T48 foram
liofilizadas e rompidas com o uso de gral e pistilo, em nitrogénio liquido, até a formacéao de
um po6 fino. As amostras foram ressuspendidas em tampdo com inibidores de proteases (50
mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 50 uM TPCK, 5 mM iodoacetamida e
2% CHAPS na proporcdo de 1 mL de tampéo por grama de macerado. O extrato protéico
foi submetido a agitacdo vigorosa em voértex durante 5 min, foi centrifugada a 10.000 x g,
durante 20 min a 10°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e armazenado a
temperatura de - 20°C. Os sedimentos celulares remanescentes foram suspensos no mesmo
tampdo e agitados em vortex durante 5 min. Apos, foram sonicados (sonicador VC 601,
25Hz, Sonics e materials Inc.) em banho gelado durante 3 ciclos de 30 s cada, com um
minuto de intervalo entre cada ciclo. Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados por
centrifugacdo e armazenados a temperatura de - 20°C. Foi realizada a quantificacdo das
proteinas (sobrenadantes da ressupensdo protéica e dos restos celulares) pelo ensaio de

Bradford (Biorad, Hercules, CA), conforme as instruc6es fornecidas pelo fabricante.

3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para cada réplica técnica, foram utilizados 50 pg de extrato protéico total para
precipitacdo com 10% de acido tricloroacético por 16h a 4°C. Apos esse periodo, as
proteinas foram recuperadas por centrifugagdo a 10.000 x g durante 15 min, o precipitado
foi lavado com acetona 80% e seco a temperatura ambiente. Logo, o precipitado protéico
foi suspenso em um volume de 20 pL de tampédo de amostra desnaturante (125 mM Tris-
HCI, pH 6,8, 40 % glicerol, 4% SDS, 400 uM [3-mercaptoetanol, 0,02% de azul de
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bromofenol) aquecido a 95°C por 4 min, ap6s a amostra protéica foi submetida a
eletroforese em gel unidimensional (1DE). A eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE) foi realizada em um sistema de eletroforese
(Mini-PROTEAN® I, Electrophoresis cell system-Bio-Rad), de acordo com Laemmli
(Laemmli, 1970). Foram utilizados os marcadores de massa molecular (LMW calibration
kit-baixo peso molecular — GE), (HMW calibration kit -alto peso molecular- GE,
Benchmark protein ladder, Invitrogen) ou com “prestained SDS-PAGE standarts low-
range” (Bio-rad). A eletroforese foi realizada com tensé@o de 100 Volts (V) por 1,5 h. Apo6s
ocorrer a separagdo das proteinas, o gel foi incubado em corante azul de Coomasie
(metanol 20% (v/v), acido fosférico 85% (v/v), sulfato de aménio 10% (m/v) e azul de
comassie brilhante G-250 (coloidal) 0,05% (m/v) a fim de corar as proteinas durante 24h.
Apbs esse periodo, o gel foi lavado 3 vezes, durante 20 min, com agua destilada (Gauci et
al., 2013) e mantido em &cido acético 10% (Kurien et al., 2012).

3.3.3 Digestao em gel

Cada linha do gel contendo as proteinas fracionadas foi fragmentado em 9 pedacos
iguais de 0,6 cm de comprimento. Para tanto, cada pedaco foi armazenado em microtubos
e descorado com 400 pL de acetonitrila (ACN) 50% em 25 mM bicarbonato de aménio
(NHsHCO:s3) e pH 8,0. Ademais, o gel permaneceu em contato com essa solugédo por 15
min e o excesso de liquido foi removido. A lavagem foi repetida por mais 2 vezes. Entdo,
os géis foram desidratados durante 5 min com ACN 100% em volume suficiente para
cobrir os pedacos de gel. Apés a ACN foi removida do gel por centrifugacdo a vacuo
(Labconco centrivap cold concentrator) por 5-10 min. As proteinas do gel foram reduzidas
com 50 pL DTT 10 mM em 25 mM NH4HCOz por 30 min a temperatura ambiente. A
solucdo redutora foi removida e foram adicionados 50 pL de iodoacetamida 50 mM em 25
mM NH4HCO3 por 30 min. Apoés alquilacdo, os geéis foram lavados com 25 mM
NH4HCO3 por 10min. Ainda, foram adicionados 100 puL de ACN e incubados por 15 min.
Essa solucdo foi removida e o gel foi completamente seco por centrifugacdo a vacuo por
no minimo 30 min. O gel foi reidratado com solucdo de tripsina (20ng/uL em 25mM

NH4HCOs3, pH 8,0). Para cada 50 pg de amostra foi utilizada 1 pg de tripsina. A digestéo
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foi realizada a 37°C por 16 h. A protedlise foi interrompida pela adi¢do de acido formico
5% e 25-50 pL de solucdo de ACN 50%. Os peptidios eluidos foram transferidos para

tubos novos e liofilizados por centrifugacéo a vacuo (18.000 xg) por 2 h.

3.3.4 Andlise das amostras por LC-MS/MS

As andlises de espectrometria de massas em tandem foram realizadas em um
cromatografo liquido nanoACQUITY UPLC de ultraeficiéncia acoplado ao espectrémetro
de massas Q-TOF micro (Waters MS Technologies, UK). Os peptideos previamente
digeridos e liofilizados foram solubilizados em 15 pL de &cido férmico 0,1%. A separacdo
dos peptideos foi feita em uma coluna de fase reversa BEH130 C18 do cromatdgrafo (100
um/ 1,7 um; didmetro e poro, respectivamente), em um fluxo de 600 nl/min. As solucbes
utilizadas foram: solucdo A, composta de acido formico (0,1%) em éagua (99,9%); e
solucdo B, composta de acido férmico (0,1%) em acetonitrila (99,9 %). O gradiente
utilizado na cromatografia foi de 1 % B a 50 % B em 14 min, seguido de reequilibrio da
coluna. Os peptideos eluidos foram imediatamente ionizados por eletrospray e analisados
em um espectrometro de massas “Q-TOF micro” (Waters MS Technologies, UK), com
aquisicdo constante durante toda a corrida cromatografica (30 min). Os espectros de MS
foram obtidos na faixa de massa de 200 a 2000 m/z, com tempo de busca de 1 s e
intervalos entre essas buscas de 0,1 s. Os espectros em MS/MS foram adquiridos na faixa
de massa de 50 a 2000 m/z e com tempos de busca e intervalo iguais aos do modo MS. As
amostras foram analisadas em modo DDA (“Data Directed Analysis”), nas quais cada
analise completa em modo MS foram seguidas de analises consecutivas em modo MS/MS,
sendo selecionados para fragmentagdo os 3 ions mais intensos com multiplas cargas (+2 e
+3), acima de 10 contagens/segundo. A energia de colisdo para a fragmentacdo dos
peptideos foram ajustadas de acordo com os arquivos de reconhecimento de cargas para 0s
ions peptidicos fragmentados +2 e +3 fornecidos pelo sistema MassLynx (Waters). Os
dados em formato “raw” MS/MS foram processados utilizando o Mascot Distiller versao
2.4.2.0 e exportados como arquivo no formato “mascot generic file” (.mgf). As amostras
foram analisadas em duas réplicas técnicas. Este trabalho foi realizado na unidade de
Quimica de Proteinas e Espectrometria de massas (Uniprote-MS, Centro de Biotecnologia,

UFRGS, Brazil).
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3.3.5 Andlise dos dados de LC- MS/MS

Os espectros de massa foram coletados e pesquisados pela plataforma MASCOT
(Matrix Science, Boston, Massachusetts, EUA) contra um banco de dados de C. gattii
linhagem R265. Todas as sequéncias de aminoacidos da linhagem R265 de C. gattii foram
adquiridas no formato FASTA disponivel em 5 de agosto de 2009 pelo endereco eletrénico
(http://www.broadinstitute.org/annotation/Cryptococcus_neoformans_b/MultiDownloads.h
tml). Deste resultado, os arquivos resultantes foram exportados na extensdo “.dat” e
analisados no programa Scaffold (V_4.1.1, Proteome Software, Portland, Oregon, EUA)
para estimar a expressdo diferencial das proteinas identificadas nas diferentes condi¢des
bioldgicas de estudo. Os parametros para sele¢do das proteinas foram a presenca de, no
minimo, dois fragmentos de peptideos por proteina e uma taxa de 95% de probabilidade de
identificacdo da proteina. No entanto, somente proteinas presentes em pelo menos duas
replicatas bioldgicas em cada condicdo de cultivo (TO, T24 e T48) foram consideradas para

analise de expressao diferencial e classifica¢do funcional.

3.3.6 Classificacao funcional das proteinas identificadas

Em se tratando da classificacdo funcional das proteinas identificadas por LC-
MS/MS, foram realizadas analises por “Gene Ontology” (GO) utilizando-se 0 programa
Blast2GO (http://www.blast2go.org). Para isto, estas sequéncias foram selecionadas a
partir do arquivo “.FASTA” do banco de dados de C. gattii. Em principio, as analises
iniciais envolvem o alinhamento (via BLASTp) das sequéncias de aminoacidos e o
mapeamento delas nos termos de GO. A partir disso, foi possivel observar em quais
processos bioldgicos, funcBes moleculares e componentes celulares que as proteinas

analisadas estdo associadas. Sendo assim, o programa Blast2GO permitiu a identificagdo
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das proteinas em rotas celulares disponiveis pelo KEGG (Kanehisa & Goto, 2000),

contribuindo para a elucidagéo de possiveis mecanismos celulares envolvidos.

4, Resultados

4.1 Anélise do efeito da hipdxia sobre os fatores de viruléncia de C. gattii

Conforme descrito existem elementos regulatorios em C. gattii que possibilitam a
este infectar o hospedeiro com sucesso, denominados fatores de viruléncia. Estes fatores
sdo: a sintese de capsula, a producdo de melanina e o crescimento a 37°C (Chaturvedi &
Chaturvedi, 2011). A par disso, foram realizados ensaios para se verificar qual a influéncia
da hipoxia em relacdo ao fendtipo de C. gattii tendo como trés importantes fatores de
viruléncia: crescimento a 37°C, espessura da cépsula polissacaridica e producdo de
melanina. O efeito da hipoxia sobre a velocidade de desenvolvimento de C. gattii foi
observada nesse ensaio de modo que os cultivos fungicos foram mantidos sem agitacédo
para se evitar a aeracdo do meio de cultura. Como controle, utilizou-se um cultivo fungico
na condicdo de normoxia sob agitacdo constante (4,4 xg). Como previsto, a agitacdo possui
efeito positivo sobre a taxa de crescimento de C. gattii, a qual atingiu seu valor maximo em
24h de cultivo (Figura 5). Embora o cultivo de C. gattii em normodxia sem agitacdo tenha
atingido o mesmo patamar de densidade 6tica que o controle, isso s6 ocorreu apds 72h de
incubagdo. Em condigdo de hipdxia, a taxa de desenvolvimento de C. gattii € baixa mesmo
apos cultivo de 72h (Figura 5). Sendo assim, a hipoxia teve efeito negativo sobre o
crescimento fungico. Provavelmente, os baixos niveis de oxigénio induzem o fungo a
diminuir seu metabolismo celular (metabolismo letargico) a fim de minimizar o gasto
energético. Contudo, € importante se observar que a baixa oxigenacdo do meio pode ter
causado a morte das células fungicas, em razdo disso € necessario uma analise quanto a

viabilidade das células durante o periodo de incubagdo do fungo nessa condicao.
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Figura 5| A hipdxia afeta o desenvolvimento de C. gattii. Curva do desenvolvimento de C. gattii R265
(diluigBes apropriadas) nas condi¢Bes de normdxia e hipoxia. Foram realizadas leituras em espectrofotdmetro

de luz visivel (600 nm) durante 72h a 37°C em condic¢do de normdxia (- ) com agitagdo constante (4,4 xg) e

dos controles: normoxia (=) sem agitacdo e hipoxia (™) sem agitacdo. Os dados mostrados sio a média +
desvio padréo a partir de trés replicatas bioldgicas. ™ P < 0,0001.

A producdo de capsula é um importante fator de viruléncia para o Cryptococcus
neoformans/C. gattii, pois possui forte propriedade antifagocitica (Cordero et al., 2013). A
capsula tem muitas fungdes protetoras tais como: regular negativamente as citocinas
inflamatorias, depletar os componentes do sistema complemento e inibir a apresentacdo de

antigeno pelos mondcitos (O'Meara & Alspaugh, 2012).
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Em vista disso, verificou-se a influéncia da hipoxia em relacdo a espessura da capsula de
C. gattii por microscopia 6tica apds incubacdo da levedura em condi¢do de normdxia e
hipdxia por 48h a 37°C em meio indutor de capsula. Como controle utilizou-se um cultivo
fangico na condicdo de normdxia em agitacdo constante (4,4 xg). Cumpre destacar que néo
foi possivel observar diferenca significativa na espessura da capsula entre as condi¢Ges de
normoxia e hipdxia (Figura 6). No entanto, observando-se o controle do ensaio, fica
evidente o efeito positivo da agitacdo sobre a espessura da capsula de C. gattii. De forma

que a agitacdo para esse ensaio foi um fator determinante para 0 aumento da espessura da

capsula.
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Figura 6| A agitacéo do cultivo € um fator importante para a formagao da cdpsula de C. gattii. Foram
realizadas medidas de 100 células/amostra com triplicatas das trés condi¢des. A espessura relativa da capsula
de C.gattii equivale a distancia entre a parede celular e a borda externa da capsula. O cultivo controle teve 0,2
pm de cépsula, representando aumento significativo em relacéo aos outros dois cultivos sem agitagdo. Os
dados mostrados sdo a média + desvio padrdo a partir de trés replicatas bioldgicas. P < 0,0001. NS, ndo

significante.
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Além disso, foi realizado um experimento para analisar o efeito da hipdxia sobre a
melanizacdo de C. gattii. Neste, foi promovido o desenvolvimento de C. gattii em meio
agar niger em condicdes de hipoxia ou normoxia. Pode-se observar que a condigcdo de
hipdxia ndo favoreceu a melanizacdo do fungo, devido a auséncia de oxigénio, contudo

na presenca desse fica evidente a melanizacdo do mesmo (Figura 7).

Figura 7| Efeito da hipoxia sobre a melanizagdo in vitro de C. gattii. As figuras
representam o desenvolvimento de C.gattii (linhagem R265) em meio agar Niger com
0,1% glicose. Os cultivos foram expostos por 48h a 37°C em condigdo de hipoxia (A),
na qual ndo ocorreu melanizacdo e em condicdo de normoxia (B), na qual ocorreu a

melanizacdo.
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4.2 Extracgdo e quantificacdo das proteinas da linhagem R265 de C. gattii

4.2.1 Efeito da hipdxia sobre a concentracdo proteica de C. gattii

Os cultivos de (10° células. mL?) de C.gattii foram coletados por centrifugagio
apos distintos periodos de incubagdo (TO, T24 e T48) em condicdo de hipoxia. Apos, foi
realizada a extracdo das respectivas proteinas e a subsequente determinacdo das
concentracdes das proteinas totais. Conforme a Tabela 1, observa-se uma concentracéo
protéica maior nos cultivos de TO. Em T24, a concentracdo protéica é de apenas 1/8 da
concentracdo de TO. Ao passo que o tempo de exposicdo a hipdxia vai aumentando, a
concentracdo protéica vai diminuindo. Este fato pode significar a diminuicdo do
metabolismo celular fingico. Em T48 de cultivo, percebe-se uma reducao significativa da
concentracdo das proteinas em relagdo a TO (Tabela 1). O rendimento, em volume, para as
extracOes protéicas foi de aproximadamente 10mL, 7mL e 4 mL para TO, T24 e T48,

respectivamente.

Tabela 1 |Concentracbes das proteinas da linhagem R265 de C. gattii. Concentragdo protéica das réplicas
bioldgicas RB1, RB2 e RB3 em cada tampo de cultivo T0, T24 e T48.

Tempo Réplica Biologica Concentracéo protéica
Cultivo (h) (Mg/uL)

RB1 6,08

TO RB2 7,4
RB3 5,8
RB1 1,036

T24 RB2 0,804
RB3 0,752
RB1 0,276

T48 RB2 0,11
RB3 0,102
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4.2.2 Separacao das proteinas de C. gattii por eletroforese em SDS-PAGE

Foi realizada a separacdo das proteinas por eletroforese em SDS-PAGE (Figura 8)
dos extratos protéicos das trés replicas bioldgicas - (RB1, RB2 e RB3) - de todos 0s
tempos de cultivo (TO, T24 e T48). Para cada réplica bioldgica (RB) dos tempos
estipulados foram realizados duas réplicas técnicas (RT), gerando 6 géis para cada réplica
bioldgica, totalizando 18 géis. Para fins ilustrativos, comparativos e comprobatorios da
qualidade das proteinas em gel nos trés tempos indicados, esta ilustrada na Figura 8 uma
réplica técnica (gel) de cada tempo. Como resultado, pode-se afirmar que os géis
apresentaram uma boa resolucéo na separacdo das proteinas. Quando comparadas as trés
condicdes TO, T24 e T48, pode-se observar diferencas no padrdo das bandas em cada

tempo (Figura 8).
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Figura 8| Andlise por SDS-PAGE das proteinas de C. gattii sob condicdo de hipdxia. Os géis representam
a réplica técnica e biol6gica 1, provenientes do culivo de C.gattii nas condi¢des TO, T24 e T48. Trabalhando
com as concentracdes protéicas de 6,08 pg/uL para TO, 1,036 pg/uL para T24 e 0,276 ug/uL para T48,
foram aplicadas 50 pg de cada amostra por canaleta de cada gel. Os quadrados representam a excisdo de
cada um dos 9 fragmentos de 0,6 cm ao longo das canaletas. M: marcador de massa molecular protéica (10 a
220 kDa). O corante utilizado foi o Coomassie G-250.
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4.3 ldentificacdo e analise da expressao diferencial das proteinas de C. gattii

sob condicéo de hipoxia

Neste trabalho, foram identificadas ao todo 190 proteinas (7.291 espectros)
considerando-se a soma dos trés periodos de exposicdo de C. gattii a hipoxia (T0, T24,
T48) (Tabela 8, Anexo). Entretanto, foram selecionadas para analise de expressdo
diferencial e categorizacdo funcional somente as proteinas presentes em pelo menos duas
replicatas bioldgicas que apresentaram expressdo diferencial entre os tempos, as quais
correspondem a 130 proteinas (6.764 espectros) (Tabela 7, Anexo). Destas 130 proteinas
selecionadas, 87 proteinas estavam presentes em TO, das quais 43 sdo exclusivas para esse
tempo de cultivo. Em T24 foram identificadas 74 proteinas, sendo exclusivas apenas 14.
As proteinas comuns somente entre TO e T24 foram 19. Em T48 foram identificadas 54
proteinas, com exclusividade desse tempo apenas 13. As proteinas comuns somente entre
T24 e T48 foram 16. Assim, ndo ocorreu identificacdo de proteinas comuns entre TO e
T48. Entdo, o numero de proteinas comuns identificadas em TO, T24 e T48 foi de 25
(Figura 9). Ainda foram identificadas proteinas exclusivas para cada tempo (Tabela 5,
Anexo). Das 130 proteinas selecionadas para analise sob hipdxia, 34 tiveram modificacdo
significativa da expressao, considerando-se como ponto de corte a expressdo maior que 2 e
menor que 0,5, nos tempos TO e T24 (Tabela 2), T24 e T48 (Tabela 3) e TO, T24 e T48
(Tabelas 4).
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Figura 9| Distribuicdo das proteinas de C. gattii obtidas ap6s
desenvolvimento fangico sob hipdxia. A figura representa a
distribuicdo e sobreposi¢do das proteinas que foram identificadas
nos trés periodos de cultivo (TO, T24 e T48). Estas proteinas
estdo presentes em pelo menos 2 replicatas bioldgicas de cada

um desses periodos.

4.3.1 Anédlises comparativas entre TO e T24

Os resultados revelam que 19 proteinas de C. gattii sdo comuns somente em TO e
T24 (Tabela 2, Figura 9). Entretanto, apenas duas proteinas tiveram regulacdo positiva da
expressao em T24 quando comparado a TO: a catalase 1 (CNBG_4696), cujo aumento da
expressao foi de aproximadamente 5 vezes e a citrato sintase (CNBG_0493), com um
aumento da expressdo de 2,2 vezes. A citrato sintase (CNBG_1012) foi exclusiva em TO
(Tabela 5, Anexo).

Quatro destas proteinas (Tabela 2) tiveram regulacdo negativa da sua expressao
sendo que a proteina com maior variacdo de expressdo foi a subunidade alfa da ATPase
transportadora de ions hidrogénio (CNBG_1793). As 13 proteinas que apresentaram

variacdo da expressao igual a um, ndo tiveram alteracdo de expressdo entre TO e T24
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como, por exemplo, a ATP sintase subunidade beta (CNBG_1632) (Tabela 2). Dentre as
proteinas comuns para TO e T24, 6 dessas apresentaram variacdo siginificativa da sua
expressao. Considera-se maior ou igual a 2 e menor ou igual a 0,5 o ponto de corte para

variacdo da expressao (Tabela 2).

Tabela 2| Analise comparativa das proteinas de C. gattii R265 identificadas em TO e T24 sob hip6xia. A

variacdo da expressdo € o nimero de vezes em que as proteinas do T24 estdo mais ou menos expressas em

relacdo ao TO. O “Cutoff” utilizado para caracterizar proteinas diferencialmente expressas foi maior ou igual

a 2 ou menor ou igual a 0,5.

: . Variagdo da
Tempo ID Broad Institute Proteina .
expressao (T24/T0)
TOeT24 CNBG_4696 catalase 1 53
TOeT24  CNBG_0493  citrate synthase 2.2
T0eT24 CNBG_2079 mannitol-1-phosphate dehydrogenase 0,5
TOeT24 CNBG_0705 aconitase 0.4
T0eT24 CNBG_2659 conserved hypothetical protein 0,3
TOeT24 CNBG_1793 H-+transporting two-sector ATPase subunit alpha 0,1
TOeT24 CNBG_0031 cyclophilin A 1
TOeT24 CNBG_0564 oxidoreductase 1
T0eT24 CNBG_1068 nucleoside-diphosphate kinase 1
TOeT24 CNBG_1632 ATP synthase beta subunit 1
T0eT24 CNBG_2132 thiol-specific antioxidant protein 1 1
TOeT24  CNBG_2278  UDP-xylose synthase 1
TOeT24 CNBG_2364 malate dehydrogenase 1
TOeT24  CNBG_2947  adenylate kinase 1
TOeT24  CNBG_3344  pyruvate kinase 1
TOeT24  CNBG_3734  phosphoketolase 1
T0eT24 CNBG_4801 aspartate aminotransferase 1
TOeT24 CNBG_4912 heat shock protein 1
TOeT24 CNBG_5573 heat shock protein 1
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4.3.2 Andlises comparativas entre T24 e T48

Em anélises comparativas das proteinas de C. gattii entre T24 e T48 observou-se a
existéncia de 16 proteinas comuns entre essas condi¢cdes (Tabela 3, Figura 9). Dessas
proteinas comuns, seis proteinas tiveram regulacdo positiva da sua expressdao em T48,
sendo que a expressdo mais proeminente foi a da citocromo ¢ oxidade (subunidade V)
(CNBG_2961) (Tabelas 3 e 6, 7, 8 - Anexo) com 4,7 vezes mais expressa em T48 em
relacdo a T24. Em seguida ¢ identificada a hexoquinase (CNBG_0168), lactoilglutationa
ligase (CNBG_2826) ambas com 3,3 vezes mais expressas em T48, frutosamina quinase
(CNBG_4237) (Tabelas 3 e 6, 7, 8, Anexo) com 2,7 vezes mais expressa em T48, ribose-5-
fosfato isomerase (CNBG_5972) (Tabelas 3 e 7, 8, Anexo)com 2,6 vezes mais expressa
em T48 e IMP desidrogenase com 2,4 vezes mais expressa em T48. Em contrapartida, a
uracil fosoforibosiltransferase (CNBG_4048) e a s-adenosilhomocisteina hidrolase
(CMBG_6075) (Tabelas 3 e 7, 8- Anexo) tiveram sua expressao reduzida pela metade em
T48. Entre as proteinas comuns de T24 e T48, 8 dessas apresentaram variacdo
siginificativa da sua expressdo. Considera-se maior ou igual a 2 e menor ou igual a 0,5 o
ponto de corte para variagdo da expressao. As oito proteinas (Tabela 3) com variacdo da

expressao igual a 1, ndo tiveram variacdo significativa de expressao.
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Tabela 3| Analise comparativa das proteinas de C. gattii R265 identificadas em T24 e T48 sob
hipdxia. A variacdo da expressdo € 0o nimero de vezes em que as proteinas estdo mais ou menos

expressas em relacdo a outra. O “Cutoff” utilizado para caracterizar proteinas diferenciamente

expressas foi maior ou igual a 2 ou menor ou igual a 0,5.

Variacao da
Tempo IID B_road Proteina exprgssao
nstitute
(T48/T24)
T24 e T48 CNBG 2961  citochrome c oxidase subunit V 4,7
T24eT48 CNBG_0168 hexokinase 3,3
T24eT48 CNBG_2826 lactoylglutathione lyase 3,3
T24eT48 CNBG_4237 fructosamine kinase 2,7
T24eT48 CNBG_5972  ribose-5-phosphate isomerase 2,6
T24eT48 CNBG_1468  IMP dehydrogenase 2,4
T24eT48 CNBG_4048  uracil phosphoribosyltransferase 1 0,5
T24eT48 CNBG_6075  S-adenosylhomocysteine hydrolase 0,5
T24eT48 CNBG_0599  copper/zinc superoxide dismutase 1
T24eT48 CNBG_0672  oxidoreductase 1
T24eT48 CNBG_2539  enoyl-CoA hydratase 1
T24eT48 CNBG_3418 inorganic phosphate transporter pho88 1
T24eT48 CNBG_4876  carboxylesterase 1
T24eT48 CNBG_5520  cytoplasm protein 1
T24eT48 CNBG_5977  adenine phosphoribosyltransferase 1
T24 e T48 CNBG_6200  fructose-bisphosphate aldolase 1
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4.3.3 Analises comparativas entre TO, T24 e T48

Andlises comparativas entre TO, T24 e T48 revelam que 25 proteinas de C. gattii
sdo comuns entre todas as condicdes (Tabela 4, Figura 9 e Tabelas 7 e 8- Anexo). Destas,
algumas tiveram aumento de expressdo em T24 mantendo-se com expressao constante em
T48 como a UDP-glicose desidrogenase (CNBG_4706) e a fosfopiruvato hidratase
(CNBG_3703). A transquetolase (CNBG_6174) foi a Unica proteina com aumento de
expressdo em T24 que continuou aumentando a expressdo em T48, tendo como resultado
uma expressao relativa de 7,75 (expressdo positiva). A pequena Arf GTPase
(CNBG_2340) foi a Unica proteina com expressao positiva em T24 (4,3vezes) tendo sua
expressao reprimida em T48 (em 1/3). Algumas proteinas mantiveram sua expressdo
constante de TO a T24 e aumentaram sua expressdo em T48 como, por exemplo, a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (CNBG_1866) , a proteina de dominio LEA
(CNBG_1093) (Tabela 6, Anexo) canal ion seletivo dependente de voltagem
(CNBG_3615) e a proteina ATP sintase F1 (subunidade delta) (CNBG_0774) (Tabela 6,
Anexo). A proteina citoplasmatica (CNBG_5531) e a HSP70 (CNBG_3266) (Tabela 6,
Anexo) mantiveram expressao constante em TO e T24, mas tiveram expressao reprimida
em T48 pela metade e em um quinto, respectivamente. Por fim, algumas proteinas nao
tiveram sua expressdo alterada em nenhum dos tempos como a manganés superéxido
dismutase (CNBG_2661), a proteina het-c2 (CNBG_2989) (Tabela 6, Anexo) e a proteina
hipotética (CNBG_4789) (Tabela 6, Anexo), a nucleosideo difosfato quinase
(CNBG_3998) e a proteina YPT1 de ligacdo a GTP (CNBG_4617). Ainda, foram
identificadas duas ATP sintases (Tabelas 2 e 4) sendo que a ATP sintase (CNBG_3853)
(Tabela 4) teve reducdo de 2,5 vezes na sua expressdo em T24 e um aumento de 3,3 vezes
em T48 de hipoxia, tendo uma baixa expressdo relativa (valor de “cutoff” ndo
significativo). A ATP sintase (CNBG_1632) (Tabela 2) ndo teve variagdo na sua expressao
em T24 e ndo foi identificada em T48. Entre as proteinas comuns de TO, T24 e T48, 17
dessas apresentaram variagdo siginificativa da sua expressao relativa. Considera-se maior

ou igual a 2 e menor ou igual a 0,5 o ponto de corte para variagdo da expressao. As oito
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proteinas (Tabela 3) com variacdo da expressao igual a 1, ndo tiveram tiveram variacao

significativa de expresséo

Tabela 4| Andlise comparativa da expressao relativa das proteinas de C. gattii R265 identificadas em

TO, T24 e T48 sob hipdxia. A alteracdo da expressdo é o nimero de vezes em que as proteinas estdo mais

ou menos expressas uma em relagdo a outra. O “Cutoff” utilizado para caracterizar as proteinas

diferenciamente expressas foi maior ou igual a 2 ou menor ou igua | a 0,5. O asterisco (*) significa proteinas

hipotéticas reanotadas que permaneceram hipotéticas.

Variagdoda Variacdoda Expressdo relativa

Tempo If;iﬁﬁ?ﬁ Proteina expressao expressao (T24/T0) X
(T24/T0) (T48/T24) (T48/T24)

TO, T24, T48 CNBG_4706 UDP-glucose dehydrogenase 5,8 1 58
TO, T24, T48 CNBG_3703 Phosphopyruvate hydratase 44 1 44
TO, T24, T48 CNBG_2340 ARF small monomeric GTPase 4,3 0,3 1,29
70,724,748 CNBG_1047 S;g?ci)gi/methyltransferase 4 1 4

TO, T24, T48 CNBG_0629 conserved hypothetical protein 3,7 1 3,7
TO, T24, T48 CNBG_0995 Pyruvate decarboxylase 3.4 1 34
TO, T24, T48 CNBG_6174 Transketolase 3,1 2,5 7,75
TO, T24, T48 CNBG_3471 Rab/GTPase 2,9 1 2,9
TO, T24, T48 CNBG_2968 Transaldolase 2,7 1 2,7
TO, T24, T48 CNBG_0997 conserved hypothetical protein* 2,5 1 2,5
T0, T24, T48 CNBG_0575 g‘rf)'titl'rf recombination related 24 1 2,4
TO, T24, T48 CNBG_3493 conserved hypothetical protein* 24 1 24
TO, T24, T48 CNBG_3853 ATP synthase 04 3,3 1,32
TO, T24, T48 CNBG_5498 Structural molecule 0,4 4,4 1,76
TO, T24, T48 CNBG_1866 S;'{f/grrz'::rt‘g’s‘fa'phOSphate 1 41 41
TO, T24, T48 CNBG_1093 LEA domain protein 1 2,6 2,6
T0, T24, T48 CNBG_3615 Xﬁ;tr?r?; dependent ion-selective 1 21 2,1
TO, T24, T48 CNBG_0774 conserved hypothetical protein* 1 2 2

TO, T24, T48 CNBG_5531 cytoplasm protein 1 0,5 0,5
TO, T24, T48 CNBG_3266 hsp70 1 0,2 0,2
TO, T24, T48 CNBG_2661 manganese superoxide dismutase 1 1 1

TO, T24, T48 CNBG_2989 conserved hypothetical protein* 1 1 1

TO, T24, T48 CNBG_3998 Nucleoside-diphosphate kinase 1 1 1

TO, T24, T48 CNBG_4617 GTP-binding protein yptl 1 1 1

TO, T24, T48 CNBG_4789 conserved hypothetical protein* 1 1 1

46



4.3.4 Analise das proteinas hipotéticas

Um total de 30 proteinas (23% das proteinas identificadas em pelo menos duas
replicatas bioldgicas) foram identificadas como hipotéticas ou proteinas hipotéticas
conservadas (Tabela 6, Anexo). As sequéncias dessas proteinas foram alinhadas e
comparadas contra 0 banco de dados de C. gattii ndo-redundante do NCBI. Detectou-se
que 12 dessas proteinas possuem alta similaridade com proteinas de outra linhagem de C.
gattti e com outra espécie de Cryptococcus, sendo eles: Cryptococcus gattii WM276, C.
neoformans JEC21 e C. neoformans var. grubii (Tabela 6 do Anexo). Apontamos as
seguintes proteinas identificadas pelo emprego da ferramenta “BLAST”: proteinas de
choque térmico (CNBG_4912), (CNBG_5573) (Tabelas 2 e Tabelas 6, 7, 8 do Anexo) e
(CNBG_4499) e a proteina de choque térmico sks2 (CNBG_0239), proteina 14-3-3
(CNBG_5765) (Tabelas 5 e Tabelas 6, 7, 8 do Anexo), proteina tipo choque térmico- 90
(hsp90) (CNBG_4857) (Tabelas 5 e 6, 8 do Anexo), proteina alergena (CNBG_1981)
(Tabelas 5 e Tabelas 6, 7, 8 do Anexo), proteina relacionada a recombinacdo meidtica
(CNBG_0575), proteina de dominio LEA (embriogénese tardia abundante) (CNBG_1093)
e proteina de choque térmico-70 (hsp70) (CNBG_3266) (Tabelas 4 e Tabelas 6, 7, 8 do
Anexo), subunidade V da citocromo C oxidase (CNBG_2961) e frutosamina quinase
(CNBG_4237) (Tabelas 3 e Tabelas 6, 7, 8 do Anexo). Algumas destas estdo relacionadas
ao processo biolégico de resposta ao estresse e a mecanismos de viruléncia como por
exemplo: proteina de choque térmico sks2, proteina tipo-hsp90 (De Maio, 2014), proteina
14-3-3 (uma das proteinas mais abundantes das microvesiculas com fun¢do na viruléncia
de C. neoformans) (Rodrigues et al., 2008). Algumas proteinas de choque térmico sdo
sintetizadas somente mediante o acimulo de proteinas desenoveladas em determinado
compartimento celular, outras séo constitutivamente ativas tendo uma fun¢do normal no
enovelamento de proteinas bem como em resposta a agentes estressores (Conner et al.,
2005). Outras proteinas identificadas por “Blast” estdo envolvidas na meiose como é o
caso da proteina relacionada a recombinagdo meidtica (CNBG_0575) que teve aumento de

expressao em 2,4 vezes do TO para T24. A proteina de dominio LEA (embriogénese tardia
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abundante) (CNBG_1093) esté envolvida na funcdo de protecdo dos organismos contra a
dessecacgéo, conferindo a estes alta hidrofilicidade e termoestabilidade (Liu et al., 2010),
tendo aumento de expressdo em 2,6 vezes em T48 . A citocromo ¢ oxidase (CNBG_2961)
teve sua expressao aumentada em 4,7 vezes do T24 para T48. Esta participa da reducédo do
oxigénio molecular a 4gua (Maréchal et al., 2012) estando envolvida na via metabolica da
respiragdo. A frutosamina quinase (CNBG_4237) teve 2,7 vezes sua expressao aumentada
de T24 para T48. Esta enzima descrita em mamiferos é responsavel por um mecanismo de
reparo protéico (glicacdo nao-enzimatica das proteinas) o qual proporciona a homeostase e
sobrevivéncia celular, além de estar envolvida na defesa contra toxinas (Conner et al.,
2005) . Homologos dessa proteina foram encontrados em Aspergillus sp., Neurospora
crassa, Magnaporthe grisea, embora ndo tenham sido identificados em S. cerevisiae e S.
pombe (Gemayel et al., 2007). As demais proteinas permaneceram como hipotéticas e

proteinas hipotéticas conservadas de Cryptococcus (Tabela 6 do Anexo).

4.4 Classificagdo funcional das proteinas de C. gattii envolvidas na adaptacgao

do fungo a hipdxia.

Com o propésito de obter uma visdo global dos processos celulares protéicos
envolvidos na adaptacdo de C. gatii a hipoxia, foi realizada a classificacdo funcional das
130 proteinas identificadas por LC-MS/MS (Tabela 7 do anexo) e selecionadas por
critérios pré- determinados com auxilio do programa Scaffold. Para isto, foram utilizadas
ferramentas de anotacdo funcional automatica como o0 “Gene Ontology” (GO Consortium)
que categorizam as proteinas em classes funcionais (Conesa et al., 2005) com o auxilio da
ferramenta computacional Blast2GO. O Blast2Go utiliza o “BLAST” para encontrar
homologos de sequéncias em formato fasta (Conesa et al., 2005). Com base nisso, foi
possivel verificar os processos celulares (glicdlise/gliconeogénese, fosforilacdo oxidativa,
ciclo do acido tricarboxilico, etc) nos quais as proteinas de C. gattii participam durante a
hipéxia. Tomando-se por base os dados obtidos, foi possivel verificar que as proteinas
analisadas contemplam grande parte dos processos, componentes e funcbes celulares.
Muitas dessas proteinas estdo associadas a processos metabdlicos tais como: fosforilacéo

oxidativa, metabolismo dos carboidratos, biossintese de nucleotideos, transporte
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intracelular, transducdo de sinal, transporte de ions (&nions), fornecimento de energia (via
da pentose-fosfato e sintese de ATP, glicélise) e respiracdo celular (transporte de oxigénio
e de elétrons). Ainda, estdo envolvidas na resposta aos fatores estressores (catabolismo de
perdxido de hidrogénio), a regulacdo da expressao génica, a replicacdo do DNA (sintese de
nucleotideos), a resposta ao calor, o transporte vesicular entre outros. Adicionalmente, este
programa gera valores de contagem espectral e cobertura das proteinas, nimero de

peptideos unicos, score maximo e minimo de ions e proteinas.

A |\resicle-mediated transport (1)'———_____ I —|anatomical structure formation involved in morphogenesis (1)|

|t|'ansmemb|‘ane transport (3)'——___5

signal transduction (2) —4a

——|carbohydrate metabolic process (3)|

response to stress (2) —

reproduction (1) —

-
|nuc|eobase-c0ntaining compound catabolic process (1)'——"

\‘“‘——|cellular amino acid metabolic process (1)|

\--_
: : "‘-—'cofactor metabolic process (3)|
|gene|'at|0n of precursor metabolites and energy (3)'————
B vesicle-mediated transport (1) —_—
transmembrane transport (4) _ - — biosynthetic process (5),

— carbohydrate metabolic process (3),

small molecule metabolic process (E)}i—\

signal transduction (1) —/

-
response to stress (2), —

catabolic process (4)

generation of precursor metabolites and energy (2)}—

cofactor metabolic process (1)'—7 —

E— —{(Ellu\a\ nitrogen compound metabolic process [7)|

Figura 10| Anotacio do “Gene Ontology” das proteinas de C. gattii sob condi¢éo de hipdxia. As funces
moleculares etsdo representadas em graficos multiniveis. Foi utilizado o “cutoff” igual a 1 paraa sequéncia

das proteinas diferencialmente expressas (A) T24 e (B) T48.
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4.5 Mapeamento das vias metabolicas de C. gattii envolvidas na adaptacéo do

fungo a hipoxia

Convem evidenciar que a exposicao de C. gattii a condi¢des de hipoxia resultou em
um aumento dos niveis de muitas proteinas envolvidas na glicélise, no metabolismo do
piruvato, na via respiratdria, na via da pentose-fosfato e no metabolismo dos aminoéacidos.
Com o propdsito de observar esses processos, foram realizadas analises no banco de dados
do KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), a fim de se esclarecer quais as
vias metabolicas de C. gattii estdo envolvidas na sua adaptacdo a condicdo de hipoxia.
Além disso, as proteinas diferencialmente expressas identificadas neste estudo foram
mapeadas nas mesmas vias. Com base em resultados obtidos pelo KEGG, foi possivel
construir um diagrama representativo das vias metabdlicas (Figura 11). As proteinas estdo
representadas pelo nimero de identificacdo e distribuidas no mapa de acordo com a sua
participagdo nas vias/rotas metabolicas. A maioria das vias metabdlicas identificadas
fazem parte do metabolismo priméario dos carboidratos tendo em vista que os micro-
organismos oxidam carboidratos como fonte primaria de energia celular promovendo a
respiracdo. Evidenciam-se proteinas com expressao regulada positivamente em T48 nas
vias da glicélise/gliconeogénese, a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (CNBG_1866)
(Tabela 4) na via metabdlica da frutose e manose, a ribose-5- fosfato isomerase
(CNBG_5972) (Tabela 3). A via da fosforilacdo oxidativa utiliza a energia liberada pela
oxidacdo de nutrientes e possui proteinas reguladas positivamente em T24 e T48 como a
citocromo c oxidase (CNBG_2961) (Tabelas 3 e Tabela 6 do Anexo) e proteinas que tem
expressdao reprimida em T24 e aumentada em T48 como € o caso da ATP sintase
(CNBG_3853) (Tabela 4) e da molécula estrutural (CNBG_5498) (Tabela 4). No ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) apenas a piruvato decarboxilase (CNBG_0995) (Tabela 4)
aumenta sua expressao em T24 e permanece com a mesma expressdo em T48,
demonstrando que nesse periodo ainda existem enzimas que fazem parte da respiracéo
celular, sendo que a citrato sintase (CNBG_0493) (Tabela 2) tem sua expressao levemente

aumentada em T24. Em contraste, a aconitase (CNBG_0705) (Tabela 2) tem sua regulagéo
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reprimida em T24, isto pode representar uma consequéncia negativa para o ciclo do acido
tricarboxilico visto que sua funcéo é catalisar a converséo de citrato a isocitrato. Dentre as
proteinas mapeadas, algumas participam somente de uma rota metabolica (metabolismo
das purinas) como a IMP desidrogenase (CNBG_1468) (Tabela 3) regulada positivamente
em T48 e a uracilfosforibosiltranferase-1 (CNBG_4048) (Tabela 3) com regulagéo
negativa da expressdo em T48 e participacdo apenas no metabolismo das pirimidinas. A
glicina hidroximetiltransferase (CNBG_1047) (Tabela 4) teve expressdo regulada
positivamente em T24 mantendo-se em T48, esta participa de trés rotas metabdlicas: o
metabolismo do metano, metabolismo do glioxalato e dicarboxilato e metabolismo da
glicina, serina e treonina, tendo como funcdo catalisar a conversdo de serina
tetrahidrofolato a glicina e metileno, reacdo que fornece um carbono para a sintese de
metionina, timidilato (nucleotideo pirimidinico encontrado no RNA) e purinas no
citoplasma. Portanto, com breve anélise do mapa metabdlico pode-se verificar que em T48
ainda estdo sendo reguladas positivamente proteinas que promovem a regulacao de fatores
de sobrevivéncia do fungo tanto em nivel de metabolismo energético quanto em nivel de

replicacdo celular.
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Figura 11| Diagrama das vias metabdlicas. As proteinas de C. gattii identificadas em T0,T24 e T48 sob

hipoxia participam de uma ou mais vias metabolicas. As linhas em vermelho representam a ligagdo de uma

rota metabdlica a outra, as flechas indicam a regulacdo positiva ou negativa das proteinas. Adaptacdo dos

mapas das vias do KEGG.
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5. Discussao

E imperioso destacar que o Cryptococcus gattii € uma levedura de respiracio
aerobia (Goulart et al., 2010) e intracelular facultativa. Esta pode crescer tanto no meio
ambiente como em hospedeiros mamiferos de forma livre, em tecidos, em fluidos
organicos e/ou dentro de macréfagos (Srikanta et al., 2014). A infecgdo sistémica ocorre
por via inalatoria causando infeccdo pulmonar primaria, frequentemente disseminando-se
ao cérebro e causando meningite (Srikanta et al., 2014). Por sua vez, 0s mecanismos que 0
fungo utiliza para perceber, responder e adaptar-se ao ambiente no qual esta inserido séo
fatores cruciais para que o mesmo se prolifere, provocando a doenca. A capacidade do
C.gattii promover a doenca esta estreitamente relacionada ao remodelamento e otimizacao
da sua condi¢cdo metabdlica e fisiologica de acordo com o contexto ambiental no qual esta
inserido. 1sso ocorre por vias de sinalizacdo, pequenas GTPases, proteinas regulatorias,
fatores de transcricdo, outros adaptadores e reguladores diversos (Bahn & Jung, 2013).
Quando o C. gattii estad infectando o pulmao do hospedeiro, as células fungicas aderidas a
esse 6rgdo formam o criptococoma. O criptococoma promove um ambiente de hipdxia
extrema (0,5 a 1% de oxigénio), devido ao acimulo celular e a diminuicdo da perfusdo
sanguinea (Chun et al., 2007; Nizet & Johnson, 2009; Grahl et al., 2012). No intuito de
entender como ocorre o remodelamento do metabolismo de C. gattii linhagem R265 na
adaptacdo a hipdxia, foram realizados ensaios fenotipicos e protedmicos para esse fim. Os
ensaios fenotipicos tiveram como objetivo avaliar a espessura da cépsula em hipéxia, pois
ja foi descrito que variacdes no meio ambiente externo induzem a formacédo de capsula em
C. neoformans e cada condicdo externa diferente pode induzir um fenédtipo capsular
especifico variando desde o tamanho até a especificidade antigénica (O’Meara &
Alspaugh, 2012). Entre os fatores que influenciam positivamente o tamanho da capsula
estdo as baixas concentragdes de ferro no meio, CO2 na concentracdo de 5%, pH 7, baixos
niveis de glicose e nitrogénio, suplementacdo do meio com manitol (O’Meara & Alspaugh,
2012). Todavia, fatores de estresse como a hipoxia sdo indutores de cdpsula (O’Meara &
Alspaugh, 2012). No presente trabalho, o fato de n&o ter sido observada uma maior
inducdo de cépsula em hipdxia do que em normoéxia pode-se levar a algumas

pressuposicdes: as concentracdes de CO> que foram utilizadas nos ensaios séo atmosféricas
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(0,03% CO2), fator que pode ter influenciado a auséncia de alteracdo na espessura da
capsula, os niveis de glicose e nitrogénio adicionados no meio de cultura sdo 0s mesmos
preconizados em outros trabalhos de hipdxia fungica. A auséncia de diferenca significativa
da espessura da capsula em hipoxia em relacdo a normoxia € congruente com trabalhos de
Chun et al (2007) em que C. neoformans ndo teve problemas com a formacédo da capsula
na condigdo de hipoxia. Assim, fazendo-se um paralelo, neste trabalho, entre a analise
fenotipica da capsula e as analises protedbmicas de C. gattii, a espessura da capsula em
hipdxia acompanhou 0 mesmo crescimento da capsula em normdxia, como se a restri¢ao
de oxigénio no fungo estivesse sendo compensado pelo aumento da expressédo da Uridina
difosfato glicose desidrogenase (UDP-glicose desidrogenase) (5,8 vezes mais expressa)
(Tabela 4), enzima fornecedora de &cido glicurbnico para a célula criptococécica e
importante para a sintese de caspula. Sustentando essa hipotese, Griffith et al., (2004)
observaram que a delecdo do gene ugdl resultou na reducdo do acido glicurbnico das
células levando a sérias alteracdes fenotipicas, como por exemplo, o defeito na formacéo
da cépsula e no desenvolvimento a 37°C. Adicionalmente, as linhagens de Cryptococcus
com delecdo do gene ugdl foram incapazes de sobreviver em camundongos (Griffith et al.,
2004), sendo UGD1 requerido para a biossintese de capsula e para a integridade da parede
celular além de ser essencial para o crescimento a 37°C (Moyrand et al., 2004, Kronstad et
al., 2011). Ainda foi realizada uma andlise fenotipica para verificar a biossintese de
melanina em hipdxia e em normoéxia. O fungo ndo se melanizou ap6s 48h em hipdxia.
Pode-se apontar que a sintese de melanina esta associada a viruléncia em Cryptococcus
neoformans/C. gattii, pois o0 fungo possui um neurotropismo associado a sua capacidade de
converter catecolamina (dopamina, epinefrina e noraepinefrina) em melanina. Além disso,
a melanina sintetizada durante a infeccdo protege o fungo contra mecanismos de defesa
imune do hospedeiro. Entretanto, no presente estudo ndo houve melanizagdo apds 48h de
hipoxia, porque o oxigénio é um fator determinante para a producdo de melanina como ja
foi observado em trabalho sobre andlises genéticas em mutantes de C. neoformans
sensiveis ao oxigénio nos loci (oxyl e oxy2) e com deficiéncia na producdo de melanina
(Emery et al., 1994).

A protedmica global de C. gattii fornece uma visdo geral das modificacdes
protéicas em tempos diferentes de adaptacdo a hipoOxia, por sua vez, esses periodos sdo
relativos ao tempo zero. Nesse processo, foram identificadas ao todo 190 proteinas de C.
gattii (Tabela 8, Anexo) nos tempos 0, 24 e 48h em condi¢do de hipdxia das quais somente

130 proteinas (6.764 espectros) (Tabela 7 do anexo) foram selecionadas com base em
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critérios anteriormente descritos. Ainda, sabe-se que na maioria dos organismos
eucarioticos, o oxigénio molecular é essencial para a fosforilacdo oxidativa e processos
biossintéticos (Goldberg et al., 1988; Ingavale et al., 2008). Ademais, tem funcao
essencial como aceptor de elétrons na geracdo de energia quimica via respiracdo
mitocondrial dos micro-organismos eucarioticos. E fator critico para a biossintese de
esterois, acidos graxos mono e polinsaturados, NAD, porfirina e outras vias metabdlicas e
biossintéticas (Raymond & Segre, 2006; Grahl et al., 2012). Nesse trabalho, péde-se
observar que a exposicdo de C. gattii a condicdo de hipoxia aumentou 0s niveis de
expressdo de muitas proteinas envolvidas na glicélise, no metabolismo do piruvato, no
ciclo do &cido tricarboxilico, na via da pentose-fosfato, no metabolismo dos amino&cidos,
na fosforilagdo oxidativa e no metabolismo do glioxalato/dicarboxilato. Outrossim, outras
proteinas identificadas participam do transporte celular, trafego de vesiculas e vias
desconhecidas. Desse modo, a presenca de quantidades suficientes de oxigénio promove a
fosforilacdo oxidativa que fornece a maior parte de ATP necessario ao organismo.
Entretanto, na auséncia de quantidades suficientes de oxigénio, a glicélise deve ser
estimulada para fornecer ATP necessario (Raymond & Segre, 2006).

Com base no perfil transcricional sobre a interagéo entre o C. neoformans, o tecido
pulmonar do hospedeiro e as células fagociticas, foi revelado o remodelamento do
metabolismo do carbono central (Hu et al., 2008). Isto ocorreu porque no periodo entre 8 e
24h de infeccdo, houve um aumento da expressao dos transcritos que codificam enzimas da
via do glioxalato, gliconeogénese, B-oxidacdo, biossintese de aminodcidos, proteinas
transportadoras e de resposta ao estresse (Hu et al., 2008). O perfil transcriptdmico do
trabalho citado é congruente com o perfil protebmico presente trabalho em C. gattii no
qual observou-se 0 aumento da expressdo de ezimas da via do glioxalato, gliconeogénese,
B-oxidacdo, biossintese de aminodcidos, proteinas transportadoras, via das pentoses,
transporte vesicular, ciclo do &cido citrico e proteinas de resposta ao estresse. A expressao
das proteinas da via glicolitica de C. gattii parece ter aumentado de forma semelhante ao
que acontece em C. neoformans, C. albicans e A. fumigatus quando submetidos a hipoxia
(Setiadi et al., 2006, Chun et al., 2007). Em hipoxia, os transcritos de C. neoformans
tiveram regulacdo positiva para o metabolismo dos carboidratos, via da glicolise,
respiragdo mitocondrial, metabolismo do estresse, trafego de vesiculas (Chun et al., 2007)
e em C. albicans ocorreu regulacédo positiva dos genes glicoliticos como a gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAP1), piruvato descarboxilase (PDC11), regulagdo positiva dos

genes de resposta ao estresse como a Catalase (CAT1), proteina de choque térmico
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HSP70 (SSA1). Estes resultados corroboram com os encontrados no corrente trabalho sobre
C. gattii. O resultado da analise da expressdo diferencial de proteinas mostrou que a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) foi a proteina que apresentou maior
expressao positiva em 24 e 48h de hipoxia (Tabela 4), coincidindo com o resultado dos
transcritos e do proteoma de A. fumigatus em 24h de hipoxia (Barker et al., 2012). Outra
enzima da via glicolitica em C. gattii que teve notavel aumento de expressdo em condi¢éo
de hipoxia é a Fosfopiruvato hidratase (Enolase) (Tabela 4) (Lépez-Villar et al., 2006).
Segundo Miura et al., (2013), em S. cerevisiae, a Enolase sob condicdo de hipoxia
proporciona aumento do metabolismo do carbono para favorecer a biossintese de lipideos e
de proteinas independentemente do ciclo do &cido tricarboxilico. Tal mecanismo pode ser
importante para que as leveduras em condicdo de hipoxia fornecam rapidamente energia e
substrato para a biossintese de lipideos e proteinas independentemente do ciclo do &cido
tricarboxilico, ajustando-se, as mudancas do ambiente (Miura et al., 2013). A participacdo
da Enolase na via glicolitica se da na producdo de piruvato, estando associada a via
sintética de acidos graxos, nucleotideos e de outros aminoacidos. A hipdxia é um gatilho
para a Enolase formar sitios celulares em S. cerevisiae (Miura et al., 2013). Ocorre que as
enzimas glicoliticas como a Enolase se reorganizam espacialmente reunindo-se em um
mesmo sitio na célula e esse processo facilita a glicélise, além do mais a reorganizacao
espacial pode ser um novo mecanismo para a eficiente producdo de energia sem a
participacdo do ciclo do TCA em hipdxia (Miura et al., 2013). Como o S. cerevisiae possui
muitos processos biolégicos em comum com outras células eucariéticas esses mecanismos
podem ser conservados entre as espécies. Em P. brasiliensis, a enolase possui fun¢do na
via glicolitica e papel de adesdo (Marcos et al., 2012).

No presente estudo observou-se proteinas sendo expressas positivamente na via da
glicolise. Este fato pode levar a producdo de metilglioxal (aldeido altamente tdxico para a
célula). A Glioxalase | (lactosilglutationa ligase) (Tabela 3) expressa positivamente em 48h
de hipoxia atua no sistema de detoxificacdo de metilglioxal catalisando sua conversdo a
glutationa. A glioxalase | participa do metabolismo do piruvato (via da glicdlise),
provavelmente pelo seu papel de detoxicacdo celular, previnindo reacdes de glicacdo
mediadas pelo metilglioxal, glioxal e outros aldeidos (Thornalley et al., 2003).

Por sua vez, estudos prévios demonstraram que a cadeia respiratoria mitocondrial
regula a taxa de fosforilagdo oxidativa e identificaram a citocromo c oxidase como enzima
chave dessa regulagdo (Burke & Poyton, 2008). A cadeia respiratoria mitocondrial gera

espeécies reativas as quais promovem o estresse oxidativo da célula. As concentracfes de
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espécies reativas aumentam quando cessa o fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria
em decorréncia do bloqueio da respiragdo (Castello et al., 2008). Em leveduras, a
concentracdo das especies reativas € transitoria e o estresse oxidativo é transiente, porque
as células passam de normodxia a andxia constantemente. A mitocondria e a citocromo ¢
oxidase sdo responsaveis pela inducdo de alguns genes relacionados a hipoxia em
leveduras e mamiferos expostos a niveis reduzidos de oxigénio (Castello et al., 2008). O
oxigénio regula o nivel de transcricdo génica de varias subunidades da citocromo ¢ oxidase
de levedura, como por exemplo no S.cerevisiae, além de regula-la pos-transcricionalmente
(Burke & Poyton, 2008).

E oportuno dizer que o ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) marca o ponto central
do sistema metabdlico, sendo responsavel pela oxidacdo de carboidratos, acidos graxos e
aminoacidos. As enzimas dessa via catalisam uma série de reacdes, tendo como produto
final trés NADHs, um FADH2 e um GTP. Nesse trabalho, a Citrato Sintase (Tabela 2),
primeira enzima do TCA, teve sua expressao regulada positivamente, isto pode ser uma
indicacdo de que a enzima esteja catalisando a producdo de citrato. Além disso, ela pode
ter sido expressa positivamente pelo fato da célula fingica estar com baixas concentracdes
de suprimento energético nesse momento de hipoxia como ATP, Acetil-CoA, e NADH,
fato que levaria a sua inducdo. No estudo de Vodisch et al., (2011) em A. fumigatus, foi
comprovado aumento da taxa de NADP/NADPH durante a hipdxia, indicando que tanto a
via biossintética de NADPH esta reduzida como o mecanismo de consumo de NADPH
esta aumentado em razéo do sistema de defesa do estresse oxidativo ou nitrosativo estarem
mais ativos em hipdxia. A citrato sintase também é inibida pelos subprodutos sucinil-
CoA e pelo citrato (Lee et al., 2007), mas como ela foi expressa positivamente, leva-se a
questionar se esses subprodutos estdo sintetizados em quantidades satisfatorias para tal
reacdo nesse tempo de hipdxia. Ainda, a ATP citrato sintase (Tabela 5, Anexo) aparece
como proteina exclusiva em TO, isto é congruente com o fato do metabolismo flngico
energético estar muito ativo nesse tempo de cultivo. Adicionalmente, foram identificadas
12 proteinas ribossomais exclusivas em TO (Tabela 5, Anexo), indicando células
metabolicamente ativas (sintese protéica). Somando-se a isso, 0 passo seguinte no ciclo do
TCA ¢ o de isomerizacdo do citrato pela acdo da aconitase, tendo fungdo na producéo de
energia celular e respiragéo, além de ser considerada importante marcador do metabolismo
oxidativo. Em estudo de C. albicans sob hipdxia, a regulacdo génica da citrato sintase foi
positiva, enquanto que a enzima aconitase teve sua expressdo reprimida apds 24h nesta

condicdo (Setiadi et al., 2006). A cadeia respiratdria mitocondrial produz espécies reativas
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inclusive éxido nitrico o qual possui papel regulatorio na cadeia respiratoria (Choksi et al.,
2004). A aconitase possui um centro sulfarico ferroso que é sensivel ao 6xido nitrico. O
oxido nitrico inibe a aconitase e 0 NADH. Em estudo de Missall et al (2006) sobre a
resposta transcricional de C. albicans, S. cerevisiae e Histoplasma capsulatum ao oxido
nitrico, sugeriu a existéncia de similaridade e sobreposi¢do entre resposta ao estresse
oxidativo e nitrosativo em C. neoformans. Com base nessas informagdes, uma hipotese
para a regulacdo negativa da aconitase no presente trabalho é a inibicdo da enzima por
oxido nitrico ou pela auséncia do subproduto citrato.

Em principio, a enzima representativa do TCA foi a piruvato descarboxilase
(Tabela 4) com expressdo regulada positivamente em C. gattii sob hipoxia no presente
estudo, corroborando com os achados de Barker et al., (2012) para o transcritoma e
proteoma de A. fumigatus em hipdxia. O gene pdcA da piruvato descarboxilase foi isolado
de A. nidulans confirmando a existéncia de uma via de fermentacédo alcodlica, apesar desse
fungo ser um organismo aerdébio obrigatdrio. Muitos eucariotos aerdbios obrigatorios,
como Aspergillus nidulans e Zea mays, podem resistir a periodos de significativo estresse
anaerdbio, sendo que sua sobrevivéncia depende da conversdo do piruvato a etanol e esta
via é finamente regulada (Lockington et al., 1997). Em Pichia anomala, a piruvato
decarboxilase foi expressa durante crescimento anaerdbico tendo sido regulado
positivamente 4 vezes em resposta a limitacdo de oxigénio, demonstrando que a
transcricdo dos genes da via fermentativa é regulada pela hipdxia e por fontes de carbono,
mas a regulacdo pos-transcricional pode ter papel principal em regular o fluxo metabdlico
(Fredlund et al., 2006).

Em leveduras, a glicose é catabolizada por duas vias fundamentais: pela via da
glicolise e pela via oxidativa da pentose-fosfato que produz NADPH e ribose-5-fosfato. A
riboneogénese € uma via que converte intermediérios glicoliticos em ribose-5-fosfato sem
a producdo de NADPH, iniciando-se com a sintese de transquetolase. Por isto, € uma
enzima-chave na via ndo-oxidativa da pentose-fosfato tendo importante funcdo como
substrato entre a via da pentose-fosfato e glicolise, fazendo uma ligacdo reversivel entre as
duas vias metabdlicas. Além disso, fornece precursores para a biossintese de nucleotideos e
aminoacidos aromaticos. No presente trabalho foram identificadas transquetolase em TO,
T24 e T48 (Tabela 4) com aumento da sua expressdao em T24 e T48, além de ter sido
identificada como Unica em TO (Tabela 5, Anexo). A transquetolase juntamente com a
transaldolase (Tabela 4) catalisam vérias reacdes chaves da cadeia ndo-oxidativada da via

da pentose fosfato (Zhao & Zhong, 2009). Em conjunto com outras transformacdes
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enzimticas e quimicas, a transquetolase catalisa reacbes que fornecem uma rota
importante e conveniente para o0s agUcares, analogos de acucares, inibidores de
glicoprocessamento de enzima e carboidratos.

Na oxidacdo da glicose e na via do &cido tricarboxilico ocorre a producdo de
NADH no citosol celular. Apesar disso, a membrana mitocondrial interna ndo apresenta
uma proteina transportadora de NADH, por isto apenas os elétrons do NADH citosoélico
sdo transportados para dentro da mitocondria por um sistema de lancadeiras. Na primeira
fase do transporte de elétrons, no citosol a reacdo de producdo de NAD* e malato é
catalisada pela malato-desidrogenase citosolica e na matriz esta enzima catalisa a
reoxidacdo de malato para a producdo de NADH e oxalacetato. Neste trabalho, a malato
desidrogenase (CNBG_2364) (Tabela 2 e 7, 8, Anexo) ndo teve variacdo da sua expressao
em 24h de hipoxia apesar da contagem espectral ter sido um pouco maior nesse tempo em
relagcdo ao tempo zero .

No processo de transporte de elétrons, ocorre transferéncia de elétrons do NADH e
do FADH> para o O2 e isto ocorre nos centros redox ligados as proteinas. Além disso, a
producdo de ATP ocorre via oxidacdo de NADH e FADH>. Os elétrons sdo transportados
do complexo | e 1l para o complexo Il e IV. O complexo | é também denominado NADH-
desidrogenase ou NADH-coenzima Q-oxidoredutase. Neste trabalho, a proteina NADH-
desidrogenase (CNBG_1144) (Tabela 5, 7, 8 do Anexo) foi identificada como proteina
exclusiva em 24h de hipoxia. O papel da NADH desidrogenase é promover a transferéncia
de elétrons de NADH para a Coenzima Q (ubiquinona), bombeando quatro prétons para
fora da matriz mitocondrial. O complexo Il continua lancando elétrons na cadeia de
transporte de elétrons. Os complexos Il e IV acionam a fosforilacdo oxidativa. O
complexo IV ou citocromo c-oxidase (Cox ou Cco) é a enzima terminal da cadeia de
transporte de elétrons. A citocromo c-oxidase catalisa a oxidacdo da citocromo ¢ reduzido
(gerado pelo complexo 1) e do oxigénio molecular para produzir dgua. No presente
trabalho, a subunidade V da citocromo c¢ oxidase (Cco) (Tabela 3 e Tabelas 6, 7, 8 do
Anexo) teve um importante aumento da sua expressdo em 48h de hipdxia, sendo o
resultado coerente com achados em Burke & Poyton (2008). Tendo em vista que esta
proteina é regulada positiva e negativamente de acordo com a concentracdo de oxigénio
presente no meio.

A cadeia mitocondrial respiratoria e a citocromo ¢ oxidase (Cco) estdo implicadas
na inducdo de alguns genes responsivos a hipoxia em leveduras (S. cerevisiae) (Castello et

al., 2008). A resposta de leveduras a hipdxia € observada pela expressao diferencial das
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subunidades das isoformas homologas (Va e Vb) da Cco, as quais 0s genes COX 5a e COX
5b sdo inversamente regulados pelas concentracfes de oxigénio. Em condigdo de hipdxia
ou anoxia, a isoforma expressa da proteina € a subunidade Vb (Castello et al., 2008). Com
isto, 0 aumento de expressao da citocromo ¢ oxidase, neste trabalho, pode ser decorrente
da regulacédo dos genes COX 5a e COX 5b, tendo sido regulado positivamente o gene COX
5b, com isto aumentando a isoforma Vb da respectiva proteina.

Na presenca de oxigénio, a maioria da energia produzida pelas células eucarioticas
é gerada pela fosforilacdo oxidativa mitocondrial. O resultado é a geracdo de gradientes de
prétons e ions que atravessam a membrana mitocondrial os quais sdo usados pela ATP
sintase para a sintese de ATP (Burke & Poyton, 2008). A ATP sintase ou F1F0-ATPase
(complexo V da cadeia respiratoria mitocondrial) faz parte da Ultima etapa da fosforilacao
oxidativa. Esta enzima atua no transporte de prétons para dentro da mitocondria
possibilitando a sintese de ATP (Yoshida et al., 2001). A energia necessaria para esse
processo provém da diferenca de potencial eletroquimico do proton gerada pela respiracao.
No entanto, em torno de 95% do ATP produzido diariamente pelos organismos é
sintetizado pela ATP sintase. A ATP sintase é uma familia de proteinas com similaridade
estrutural, sendo formada por dois subdominios F1 e FO e subunidades que estdo acopladas
no espaco intermembrana mitocondrial (FO) ou na matriz (F1) (Tetaud et al., 2014). Neste
trabalho, foram identificadas mais de uma ATP sintase subunidade beta (Tabelas 2 e 4)
sendo que somente a da Tabela 4 apresentou diferenca na sua expressao. ATP sintase
(Tabela 4) teve 2,5 vezes a expressao reduzida em T24 e 3,3 vezes aumentada em T48. Em
trabalho com C. albicans sob hipdxia, a ATP sintase teve regulagdo génica negativa
(Setiadi et al., 2006). Uma explicacdo para o desenvolvimento de leveduras em meios
pobres de oxigénio é que tais espécies devem ter desenvolvido a capacidade de modificar
propriedades da sua FiFo- ATP sintase para ajustar-se ao ambiente (Clark-Walker, 2003).
Entdo, a reducdo de oxigénio pode induzir a expressdo de modificadores (formacao de
isoformas) que aumentam a atividade de ATPase-F1 a baixos niveis de ATP. Em
normoéxia, a formacdo de potencial de membrana mitocondrial interno ocorre pela
exportacdo de prétons da cadeia respiratéria durante a passagem dos elétrons para oxigénio
(Clark-Walker, 2003). Entretanto em hipdxia, ndo ocorre a exportacdo de protons, em
decorréncia da interrupcdo do transporte de elétrons requerendo, dessa forma, uma
estratégia diferente para manter o potencial de membrana mitocondrial interno. Contudo,
em S. cerevisiae 0 complexo FiFo permanece intacto durante o crescimento em anoxia,

apesar da auséncia dos componentes transportadores de elétrons da fosforilacdo oxidativa
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(Clark-Walker, 2003). Isto corrobora com o fato da ATP sintase (Tabela 2), neste trabalho,
ndo ter variado sua expressao em 24h de hipoxia.

Por sua vez, outra via metabolica que apresentou regulacdo positiva da expressao
protéica de C. gattii sob hipdxia, nesse estudo, foi a via do glioxalato e dicarboxilato.
Ratificando esse achado, no trabalho de Rude et al., (2002) foi observado que os genes da
via do glioxalato sdo regulados positivamente durante a infeccdo, além de serem
importantes em outros fungos patogénicos para a viruléncia, embora sejam dispensaveis
para a viruléncia em C. neoformans (Rude et al., 2002, Loftus et al., 2005, Idnurm et al.,
2007, Hu et al., 2008).

A catalase pertence a maior familia de genes antioxidantes identificada para C.
neoformans e fornece protecéo contra o estresse oxidativo (espécies reativas). Entretanto, a
perda total do gene da catalase nesse patdgeno ndo altera a resisténcia in vitro ao estresse
oxidativo intra ou extracelular (Giles et al., 2006). Somado a isso, a catalase age com
outros constituintes do sistema de defesa antioxidante, fazendo parte de uma resposta
robusta ao estresse oxidativo (Giles et al., 2006). Em S. cerevisiae por exemplo: a
citocromo c¢ peroxidase mitocondrial e a catalase citoplasmatica exibem atividades
compensatérias e intercambiéveis (Cui & Churchill, 2003). A expressao representativa da
catalase no presente trabalho pode estar ligada a uma resposta ao estresse oxidativo. Tendo
em vista que o0 ambiente hipdxico pode ocasionar a formacdo de peroxido de hidrogénio
(H202) pelo metabolismo celular fungico. Além disso, a p-oxidagdo de acidos graxos
também ¢é fonte de (H202), aumentando a expressdo da catalase. Conforme o trabalho de
Upadhya e colaboradores (2013), sobre a expressdo diferencial dos genes relacionados a
oxidacdo-reducdo, processos metabdlicos e catabolicos, foi identificado um importante
papel da funcdo mitocondrial e ubiquitinacdo da catalase na resisténcia ao estresse
oxidativo. Todavia, alguns genes identificados nessa categoria envolvem os demonstrados
como importantes na resisténcia ao estresse em C. neoformans e outras espécies fungicas
como o gene CATL1 da catalase (Upadhya et al., 2013). Esse gene exibiu regulacdo positiva
em mais de um tempo do experimento sugerindo seu prolongado envolvimento em
combater o estresse induzido por H202 (Upadhya et al., 2013).

A exposicdo de C. gattii a hipoxia levou a regulacdo positiva da expressdo das
proteinas da via da pentose-fosfato, da mesma forma que em A. fumigatus (Vodisch et al.,
2011). A transaldolase é importante para a resisténcia ao estresse oxidativo em outros
organismos (Juhnke et al.,1996). Foi demonstrado que a atividade da transaldolase esta

correlacionada com a atividade antioxidante da catalase (Missall et al., 2006). Em analise
61


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567724902001071
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Idnurm%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17041184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cui%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12702200
http://pt.wikipedia.org/wiki/Beta-oxida%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_gordo

protedmica de A. nidulans foi descrito 0 mesmo resultado para essas enzimas sob condic¢ao
de hipdxia (Shimizu et al., 2009).

As Rab/GTPase sdo hidrolases que regulam vérios processos na célula como
crescimento, diferenciacdo, movimento celular e transporte de vesiculas lipidicas. Possuem
um papel central na organizagdo das vias secretorias e endociticas. Estudo recente mostrou
que algumas dessas proteinas estdo envolvidas no trafego de membrana ou organizagdo do
citoesqueleto (Gillingham et al., 2007). As proteinas que formam a superfamilia das Ras
sdo Arf, Rab, Ran, Ras e Rho (Wennerberg et al., 2005) sendo que a Rab foi identificada
em TO, T24 e T48 (Tabela 4) com aumento na sua expressédo, como exclusiva do T24
(Tabela 5, Anexo) e exclusiva do T48 (Tabela 5, Anexo). Ainda, a proteina Rho foi
identificada como exclusiva do T24 (Tabela 5, Anexo). A Arf foi identificada nos trés
tempos (Tabela 4) com aumento de expressdo significativa em T24. A principal
caracteristica da Arf e da pequena proteina G é que ambas ligam-se a moléculas efetoras
especificas dependentes de GTP (Gillingham et al., 2007). Muitos patégenos manipulam a
membrana interna das células a fim de formar vacutolos para replicarem-se dentro ou para
prevenir expressdo de proteinas na sua superficie que sejam reconhecidas pelo sistema
imune do hospedeiro. Dada a importancia das proteinas Arf na dindmica da membrana,
alguns patdgenos expressam reguladores dessa familia (Gillingham et al., 2007). Em
estudo feito sobre a regulacdo da morfogénese e da patogénese de C. neoformans foi
demonstrado que as diversas classes de GTPases possuem funcdes distintas dependente de
Ras (Pylayeva-Gupta et al., 2011). A Ras é o regulador central da proliferacdo em todos o0s
eucariotos. Em C. neoformans a Rasl e Rho-GTPases regulam a morfogénese
(crescimento polarizado), termotolerancia e a progressdo do ciclo celular (Alspaugh et al.,
2000). C. neoformans produz um unico sistema de interacdo entre essas proteinas Arf de
sinalizacdo in vivo (Ballou et al., 2012). O fen6tipo microbiano e esses eixos de sinaliza¢do
sd0 componentes essenciais para a sobrevivéncia do patdégeno no hospedeiro e
estabelecimento da doenca (Ballou et al., 2012). Em S. cerevisiase, a manutencdo da
integridade celular é controlada Rhol GTPase e em C. neoformans Rhol é essencial para a
viabilidade celular e supbe-se que seja funcionalmente similar a Rhol de S. cerevisiae.
Ainda, foi demonstrado que a pequena proteina Rho GTPase € importante em resposta ao
choque térmico (Lam et al., 2013). Alem disso, a autofagia € induzida em condicfes de
privacdo porque aumenta a disponibilidade de nutrientes (por exemplo, aminoacidos)

provenientes da degradagdo de proteinas e outras macromoléculas. Algumas Rab e Arf
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GTPases envolvidas na regulacdo das vias de transporte de membranas secretdrias e
endociticas possuem fungéo na autofagia (Segev, 2001).

Em sintese, a regulacdo positiva ou negativa da expressao protéica nos diferentes
processos bioquimicos decorrentes da situacdo de hipoxia pode ser um fator crucial para a
protecdo e manutencdo da célula fangica in vitro ou no hospedeiro. Outro fator que a
hipoxia pode exercer influéncia é no crescimento fungico e na melanizagdo. Embora, neste
trabalho a hipdxia ndo tenha exercido influéncia sobre a producdo de céapsula. Ainda,
foram identificadas proteinas que participam da adaptacdo fungica a hipoxia como as
proteinas que participam do metabolismo priméario necesséario para produgdo de energia
celular. Adicionalmente observou-se as modificagbes do fluxo protéico nas vias
metabolicas glicolitica, pentose-fosfato, glioxalato, acido tricarboxilico, fosforilacdo
oxidativa entre outras que podem ter ocorrido a fim de compensar a reducdo do aporte de
oxigénio para dentro da célula fangica. Desse modo, a estratégia metabdlica de aumentar
ou diminuir a expressdo protéica como compensa¢do da reducdo de oxigénio € um fator
que pode aumentar as chances do fungo de permanecer vivo no ambiente hipdxico,

prosseguindo com a infeccdo, efetivando sua viruléncia.
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6. Conclusodes

Como se depreende do que foi estudado até aqui, pode-se concluir em razdo disso,

0 seguinte:

De acordo com a condigdo de hipoxia utilizada neste trabalho observou-se que a
hipoxia afetou o crescimento celular de C. gattii, ndo promovendo a melanizacdo
do mesmo em 48h de hipdxia e ndo promovendo o aumento da espessura da capsula
de C. gattii.

A hipoxia é um fator critico para o desenvolvimento flngico tendo em vista que
este processo pode alterar a abundancia da expressdo de proteinas que fazem parte

do metabolismo energético da célula desse micro-organismo.

C. gattii parece compensar a reducdo dos niveis de oxigénio com o aumento da
expressao de proteinas da respiracdo celular, proteinas do ciclo do é&cido
tricarboxilico, da via da fosforilagdo oxidativa e da via da glicolise/

gliconeogénese.

C. gattii em condicdo de hipoxia sofre remodelamento da expressdo protéica do
metabolismo dos carboidratos e dos aminoacidos. Sendo que algumas das proteinas
dessas rotas metabdlicas participam concomitantemente de outras vias metabdlicas,
como por exemplo: a citrato sintase que participa do TCA e do metabolismo do

triptofano.

As rotas metabolicas estdo interligadas de forma que o aumento ou a redugéo da

expressao protéica de uma rota vai induzir ou bloquear o funcionamento da outra
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via metabdlica, como por exemplo: C. gattii apresentou expressdo positiva das
proteinas da via da glicolise/gliconeogénese, as quais podem ter induzido aumento

de expressao da piruvato descarboxilase, no ciclo do TCA.
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7. Perspectivas

Em virtude do que foi mencionado, apresenta-se as perspectivas abaixo:

Determinar o consumo de glicose do meio de cultura em 24 e 48h de hipdxia a fim
de verificar a influéncia do consumo de glicose na expressdo das proteinas do

metabolismo do carbono, via glicolitica, ciclo do TCA e fosforilacdo oxidativa.

Realizar ensaio de viabilidade celular para se verificar os resultados da leitura da
curva de crescimento em hipoxia sdo em funcdo do baixo metabolismo celular ou

sdo em funcdo da presenga de células mortas.

Realizar ensaio de “Western Blot™ ou ensaios enzimaticos das proteinas catalase e
gliceraldeido-3-fosfato com o intento de confirmar os achados em protedmica.
Essas proteinas sdo importantes para 0 estresse oxidativo e glicdlise,

respectivamente.
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Tabela 5| Proteinas de C. gattii R265 identificadas exclusivamente em T0, T24 e T48 sob hipoxia

Tempo ID Broad Institute Proteina exclusiva
T0 CNBG_0140 60S ribosomal protein L10
TO CNBG_0179 40S ribosomal protein S16
T0 CNBG_0519 60S ribosomal protein L9
TO CNBG_0793 60S ribosomal protein L18-A
T0 CNBG_1273 60S ribosomal protein L7
TO CNBG_1288 40S ribosomal protein S4
T0 CNBG_2387 40S ribosomal protein S8
TO CNBG_2962 40S ribosomal protein
T0 CNBG_S375 60S ribosomal protein L6
TO CNBG_5466 40S ribosomal protein S3ae-a
T0 CNBG_5992 60S ribosomal protein L20
TO CNBG_0239 conserved hypothetical protein
T0 CNBG_0419 conserved hypothetical protein
TO CNBG_0547 Transketolase
T0 CNBG_1012 ATP-citrate synthase
TO CNBG_1429 Actin
T0 CNBG_1432 Isocitrate dehydrogenase
TO CNBG_1489 Elongation factor 1-gamma
T0 CNBG_1643 Small subunit ribosomal protein 14
T0 CNBG_1816 Ketol-acid reductoisomerase
T0 CNBG_1904 Glycogen phosphorylase
TO CNBG_2051 L10e protein
T0 CNBG_2246 Phosphoglycerate kinase
TO CNBG_2389 Orotidine monophosphate pyrophosphorylase
T0 CNBG_2499 Phosphomannomutase
TO CNBG_3052 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-methyltransferase
T0 CNBG_3166 Phosphogluconate dehydrogenase
TO CNBG_3405 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase
T0 CNBG_3719 Deoxyribose-phosphate aldolase
TO CNBG_3846 Glycine dehydrogenase
T0 CNBG_3860 Glutamate dehydrogenase
TO CNBG_3878 Zinc-binding dehydrogenase
T0 CNBG_3964 Flavohemoglobin
TO CNBG_4499 conserved hypothetical protein*
T0 CNBG_4834 Translation elongation factor EF1-alpha
TO CNBG_4857  Hgpoo protein like
T0 CNBG_5138 Phosphoglucomutase
To CNBG_5247 Fatty acid synthase beta subunit
T0 CNBG_5278 conserved hypothetical protein
To CNBG_5551 Glucose-6-phosphate isomerase
TO CNBG_5683 MMS?2 protein
TO CNBG_5765 14-3-3 protein

To CNBG_5905 Translation elongation factor 2




Tempo ID Broad Institute Proteina exclusiva
T24 CNBG_0257 HHE domain-containing protein
T24 CNBG_1144 NADH dehydrogenase
T24 CNBG_5282 6-phosphogluconolactonase
T24 CNBG_1212 Electron carrier
T24 CNBG_5545 CIP1 protein
T24 CNBG_1829 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
T24 CNBG_2284 Rho GDP-dissociation inhibitor 1
T24 CNBG_4076 Rab11 protein
T24 CNBG_3175 SNARE protein YKT6
T24 CNBG_3502 Aminotransferase
T24 CNBG_3197 conserved hypothetical protein
T24 CNBG_1981 conserved hypothetical protein
T24 CNBG_1497 conserved hypothetical protein
T24 CNBG_0463 conserved hypothetical protein
Tempo ID Broad Institute Proteina exclusiva
T48 CNBG_6127 Histone h2b
T48 CNBG_1355 Endopeptidase
T48 CNBG_1745 Chitin deacetylase
T48 CNBG_3206 Rab small monomeric GTPase
T48 CNBG_3628 Diamine N-acetyltransferase
T48 CNBG_1460 3-isopropylmalate dehydrogenase
T48 CNBG_4216 Mitochondria fission 1 protein
T48 CNBG_2881 conserved hypothetical protein
T48 CNBG_1302 conserved hypothetical protein
T48 CNBG_0624 conserved hypothetical protein
T48 CNBG_4297 conserved hypothetical protein
T48 CNBG_4796 conserved hypothetical protein
T48 CNBG_4819 conserved hypothetical protein
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Tabela 6| Classificagdo putativa das proteinas hipotéticas da linhagem R265 de C. gattii sob hipoxia

Tempo Ilas?i:?;g ID NCBI Proteina Espécie Relacionada e-Value Similaridade (%) Identidade (%)
TO CNBG_0239.2  XP_003192118.1 Heat Shock protein sks2 Cryptococeus gattii 0 100 99
- AP 003192118.1 WM276
T0 CNBG_0419.2 XP_003191973.1 conserved hypothetical protein Svrzﬁéc;goccus gattii 0 98 97
T0 CNBG 44992  XP 003193467.1 Heat Shock protein Cryptococeus gattil 0 9 9
& P 003193467.1 WM276
Hsp90 like protein Cryptococcus gattii
0 CNBG_4857.2  XP 003197339.1 (cytoplasmic chaperone) Wingt 0 99 99
T0 CNBG_5278.2 XP_003194445.1 conserved hypothetical protein Svrzl?;(;?ccus gattii 0 99 98
T0 CNBG_5765.2 XP_567951.1 14-3-3 protein C. neoformans JEC21 0 100 100
T24 CNBG_0463.2 XP_003191920.1 conserved hypothetical protein \(I:vr'y\//lpgzoccus gatti 0 95 93
T24 CNBG_1497.2 XP_003191381.1 conserved hypothetical protein \(/:vr’)\//lp;(;%occus gatti 0 97 94
T24 CNBG_1981.2  XP_003194582.1 Alergen protein Cryptococeus gattii 2,00E-162 99 97
WM276
T24 CNBG_3197.2 XP_003196767.1 conserved hypothetical protein Svrx/;ljé(;(éoccus gattii 0 96 96
T48 CNBG_0624.2  XP_003193613.1 conserved hypothetical protein Svr,{/‘l’;‘;g"““s gatti 1,00E-86 100 99
T48 CNBG_13022  XP_003191569.1 conserved hypothetical protein Svr,{/‘l’;‘;g"““s gatti 2,00E-139 89 86
T48 CNBG_2881.2 XP_003195957.1 conserved hypothetical protein Svrlej;(;(éoccus gattii 0 96 95
Tas CNBG_4297.2  XP_003197048.1 conserved hypothetical protein Svrxf;‘;?cc”s gattii 4,00E-176 98 97
T48 CNBG 47962  XP 003197236.1 conserved hypothetical protein Svr,{/‘l’;‘;g"““s gatti 0 9 92
T48 CNBG_4819.2  XP_003197248.1 conserved hypothetical protein Svr,{/‘l’;‘;g"““s gatti 5,00E-166 90 90
TO,T24 CNBG_2659.2  XP_003195716.1 conserved hypothetical protein Svrx/‘lj;‘;?“”s gattii 8,00E-135 95 94
TO,T24 CNBG_4912.2  XP_003197358.1 Heat Shock protein Cryptococcus gattii 0 96 96
8 4P 003197358.1 WM276
TOT24  CNBG 55732  XP 003191259.1 Heat Shock protein Svr,{/‘l’;‘;g"““s gatti 0 100 9%
Meiotic recombination related Cryptococcus gattii
TO,T24,T48 CNBG_05752  XP 003193516.1 protein Wing6 0 99 98
TO,T24,T48 CNBG_4789.2  XP_003197291.1 conserved hypothetical protein Sv’,‘(jl’;;?cc“s gatti 5,00E-94 100 100
TO, T24, T48 CNBG_0629.2 XP_003193549.1 conserved hypothetical protein \?vrx/;ljgzoccus gatti 0 98 98
T0,T24,T48 CNBG_0774.2  XP_003193665.1 conserved hypothetical protein \‘,:vr,{/ﬁ’g?““s gattii 2,00E-140 9% 9%
T0,T24,T48 CNBG_0997.2  XP_003193905.1 conserved hypothetical protein \‘I:vr,{/ﬁ’gg"““s gattii 3,00E-174 98 98
T0,T24,T48 CNBG_1093.2  XP_003191775.1 LEA domain protein Sv’,‘(jl’;;?cc“s gatti 0 86 83
TO,T24,T48 CNBG_2989.2  XP_003196561.1 conserved hypothetical protein SV’K/’I’;‘;?CC“S gatti 3,00E-135 98 97
T0,T24,T48 CNBG_3266.2  XP 0031927351 Hsp70 Cryptococeus gattii 0 100 9%
WM276
T0,T24,T48 CNBG_34932  XP 0031929541 conserved hypothetical protein \‘I:vr,{/ﬁ’gg"““s gattii 0 9% )
subunit V' Cytochrome C Cryptococcus gattii .
T24,T48  CNBG_29612  XP 003196574.1 i W 2,00E-114 97 96
T24,T48  CNBG_ 42372  AFR95291.1 Fructosamine kinase C.neoformans 0 95 90

var.grubbii H99
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321251600?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=440RHTBB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321251144?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=442RCEYH01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321257093?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4436N2VF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321265245?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=443UVBGG01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321259449?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4449PMUZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/58261082?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=444M6UF101R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321250992?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=444WZDKW015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321249218?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=4453GN97015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321259724?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=445AFRVE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321264099?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=44MC1KV1015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321257508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44NJPDYB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321249773?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44NSSFW6015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321262476?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44P0S55N01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321264662?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=44PAHBPC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321265039?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44PJD7WC01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321265063?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44PTTWVS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321261994?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44PZV9VG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321265283?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44R4NZGB01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321248839?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44RA8RM9015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321257229?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44RFWVJ401R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321265149?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=5BDBKFE5013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321257325?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44RS1JXA01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321257652?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44RWVFP4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321258368?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44S2JZE701R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321250343?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44SASJUU01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321263687?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44SPU74K01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321253449?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44SVST9H01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321254071?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44T1BH8901R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/321263713?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=44T7B1KF01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405120521?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=44TH30TU01R

Tabela 7| Proteinas (130) identificadas em C.gattii por LC MS/MS sob condicao de hipoxia em TO, T24 e T48

To
D Broad Ca°2t cToge To T24 T2 T24 Tas T48 T48 lon  lon Proteina Protefna
Institute Proteina rg] rtura Peptideos  Contagem Cobertura(%) Peptideos  Contagem Cobertura Peptideos Score ~ Score  Score Score

Espe (%) Unicos Espectral Unicos Espectral (%) Unicos  MAX* MIN* MAX? MIN?
ctral

CNBG_0031  Cyclophilin A 5 29 17 10 2 6 0 0 0 132 317 307 282

CNBG_0140 ﬁgf‘)"bo”ma' protein 3 9 6 0 0 0 0 0 0 711 343 307 281

CNBG_0168  Hexokinase 0 0 0 1 7 1 4 1 4 171 493 204 274

CNBG_0179 &0 ribosomal protein 4 2 13 0 0 0 0 0 0 766 354 291 27,9

CNBG_0239  Heat shock protein sks2 9 1 10 0 0 0 0 0 0 113 346 308 281

CNBG 0257 HHE domain-containing 0 0 6 23 4 0 0 0 94 338 297 27,6

- protein

CNBG_0493  Citrate synthase 9 12 10 18 18 10 0 0 0 981 308 304 26,9

CNBG_0519  60S ribosomal protein L9 3 15 9 0 0 0 0 0 0 853 314 297 284

CNBG_0547 Transketolase 6 1 9 0 0 0 0 0 0 09 35 30,2 215

CNBG_0564 Oxidoreductase 2 8 5 4 0 3 0 0 0 91,3 339 301 26,9

CNBG 0575 "roteinarelacionada a 7 7 7 17 11 9 13 13 8 915 305 306 28

- recomblnagao meidtica
CNBG_0599  Copper/zinc superoxide 0 0 0 4 29 3 4 25 2 129 415 297 28,4
- dismutase

CNBG_0672  Oxidoreductase 0 0 0 7 20 5 13 24 8 104 307 304 278

CNBG_0705 Aconitase 6 6 6 2 3 1 0 0 0 86,8 338 297 275

CNBG_0793 ﬁgg_lb"soma' protein 6 16 1 0 0 0 0 0 0 134 349 309 28,4

CNBG_0995 Pyruvate decarboxylase 11 10 7 43 21 12 48 24 12 189 313 306 273

CNBG_1012  ATP-citrate synthase 6 4 5 0 0 0 0 0 0 91,3 338 303 28

Glycine

CNBG_1047 S ethylransferase 3 7 5 12 20 9 9 10 5 981 31 30,3 28

CNBG_1068 ’l:‘ilr‘gs?“de'diph“phate 3 17 10 4 16 3 0 0 0 120 415 306 28,3

CNBG_1093 LEA domain protein 13 10 8 16 9 9 4 14 15 199 326 309 26,9

CNBG_1144 NADH dehydrogenase 0 0 0 1 6 1 0 0 0 70,7 33,4 28,1 27,3

CNBG_1212  Electron carrier 0 0 0 5 45 3 0 0 0 853 32 30 273

CNBG_1273  60S ribosomal protein L7~ 2 13 8 0 0 0 0 0 0 80,1 329 297 272

CNBG_1288  40S ribosomal protein S4 3 1 7 0 0 0 0 0 0 731 326 30 20,3

CNBG_1355 Endopeptidase 0 0 0 0 0 0 10 13 6 141 337 298 281

CNBG_1429  Actin 5 9 7 0 0 0 0 0 0 11 366 308 282

CNBG_1432 Isocitrate dehydrogenase 1 8 5 0 0 0 0 0 0 88,6 44,6 28,8 28,4

CNBG_1460 3isopropylmalate 0 0 0 0 0 0 6 15 4 11 355 304 28,3

= dehydrogenase

CNBG_1468  IMP dehydrogenase 0 0 0 3 6 2 5 7 4 987 324 30 279

CNBG_1489 ;‘;‘%‘:'0” factor 1- 7 13 10 0 0 0 0 0 0 108 347 303 27,9

CNBG_1632 :JLE;{"‘“” beta 19 2 21 15 19 9 0 0 0 100 314 305 276

CNBG_1643 Small subunit ribosomal ¢ 9 0 0 0 0 0 0 714 346 29 288

- protein 14
CNBG_1745  Chitin deacetylase 0 0 0 0 0 0 3 8 3 81,6 391 305 263
CNBG_1793 Hlransporting two- 15 19 17 2 6 2 0 0 0 135 407 303 278
sector ATPase subunit o
Ketol-acid

ONBG_1816 |0l 3 9 6 0 0 0 0 0 0 925 317 206 26,7

6,7-dimethyl-8-

CNBG_1820 e e synthase © 0 0 1 1 1 0 0 0 711 385 288 28,4

Glyceraldehyde-3-

CNBG_1866 e e arogenase © 15 4 1 2 5 43 31 9 130 325 303 276

CNBG_1904 Glycogen phosphorylase 6 5 6 0 0 0 0 0 0 748 353 30,4 28,3

CNBG_2051  L10e protein 4 9 6 0 0 0 0 0 0 91,9 34 293 282
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TO T24 T48 lon lon . .
1D Broad Contag TO Peptid Contag T24 P-erzé d Contag T48 P-emt% d Scor  Sco Prr:);el Prr:);el
Institute Proteina em Cobert ps em Cobertura egs em Cobert egs e re Score  Score

Espectr  ura (%) Unicos Espectr (%) Unicos Espectr  ura (%) Unicos Mf‘ Mal MAXE  MIN?

al al al X N
CNBG_2  Mannitol-1-phosphate 23 21 22 14 18 8 0 0 0 157 333 3.7 274
079 dehydrogenase
CNBG_2 Thlol_-specmc antioxidant 5 14 10 7 14 3 0 0 0 714 306 315 27,9
132 protein 1
SEBG—Z Phosphoglycerate kinase 4 8 6 0 0 0 0 0 0 751 34,8 31 27,9
SREC2 UDP-xylose synthase 5 9 7 6 11 5 0 0 0 106 317 297 27,9
CNBG_2 Rho GDP-dissociation
284 inhibitor 1 0 0 0 2 16 2 0 0 0 90,7 43,6 28,5 27,5
CNBG_2  Arfsmall monomeric
340 GTPase 1 12 7 8 35 5 2 14 1 125 333 30,3 27,3
SPC-% Malate denydrogenase 17 36 27 24 a 9 0 0 0 111 328 30 269
gE!\;BG—Z 40S ribosomal protein S8 3 13 8 0 0 0 0 0 0 104 45 29,9 27,9
CNBG_2  Orotidine monophosphate 1 11 6 0 0 0 0 0 0 736 523 297 28.3
389 pyrophosphorylase
4CE;\$BG—2 Phosphomannomutase 5 24 15 0 0 0 0 0 0 105 355 29,6 28
gBI\éBG—Z Enoyl-CoA hydratase 0 0 0 7 19 5 5 13 2 122 35 31,3 27,5
CNBG_2  Manganese superoxide
661 dismutase 4 14 9 8 19 3 6 16 3 126 38,7 29,3 27,9
gz"éBG—z Lactoylglutathione lyase 0 0 0 2 17 2 5 17 3 623 317 30 28
SEBG—Z Adenylate kinase 9 25 17 8 31 5 0 0 0 173 31,6 30,8 27,3
CNBG_2  Subunit V' cytochrome ¢ 0 0 0 2 26 2 7 33 4 126 35 312 273
961 oxidase
ey C-% 40 ribosomal protein 3 15 9 0 0 0 0 0 0 103 372 293 287
gg;BG—Z Transaldolase 18 34 10 47 41 12 45 41 12 145 30,1 31 28

5-
CNBG_3 methyItetrahydropte_royItrlg 3 6 5 0 0 0 0 0 0 112 387 298 28,3
052 lutamate homocysteine S-

methyltransferase
CNBG_3  Phosphogluconate 21 22 21 0 0 0 0 0 0 110 302 299 28
166 dehydrogenase
(1:7“:350—3 SNARE protein YKT6 0 0 0 1 10 1 0 0 0 106 388 307 284
CNBG_3  Rab small monomeric
206 GTPase 0 0 0 0 0 0 3 22 2 103 331 29,9 27,5
ggéBGj Hsp70 17 19 18 19 13 10 4 4 2 141 30,8 30,5 27
5580—3 Pyruvate kinase 5 7 6 4 5 2 0 0 0 878 357 301 278
CNBG_3  UTP-glucose-1-phosphate
205 uridylyltransferase 2 6 4 0 0 0 0 0 0 925 335 285 27,8
CNBG_3 Inorganic phosphate
218 transporter pho88 0 0 0 3 17 2 1 14 1 104 50,2 30,1 28,2
NBC3 RabiGTPase 2 2 12 8 26 3 8 28 3 108 354 314 278
oS> Aminotransferase 0 0 0 1 5 1 0 0 0 458 358 301 286
CNBG_3  Voltage-dependent ion-
615 selective channel 10 24 7 18 40 10 40 52 13 147 325 30 27,8
CNBG_3  Diamine N- 0 0 0 0 0 0 5 17 3 722 362 295 284
628 acetyltransferase
CNBG_3 Phosph h
703 osphopyruvate hydratase 8 16 5 32 31 10 56 37 12 184 31 31,2 253
CNBG_3  Deoxyribose-phosphate
719 aldolase 1 11 6 0 0 0 0 0 0 695 40,5 286 28,4
%\11180_3 Phosphoketolase 31 14 12 42 17 17 0 0 0 126 30,8 30,1 21,7
SNBC-3 - Glycine dehydrogenase 1 3 2 0 0 0 0 0 0 927 467 294 283
CNBG3 ATP synthase 7 23 15 4 13 2 13 36 7 125 346 307 28
gé\lOBG_S Glutamate dehydrogenase 7 16 11 0 0 0 0 0 0 113 312 294 27,9
CNBG_3  Zinc-binding
878 dehydrogenase 9 17 13 0 0 0 0 0 0 122 34,2 31 28
SNEC3 " Flavohemoglobin 8 1 10 0 0 0 0 0 0 942 47 203 276
CNBG_3  Nucleoside-diphosphate
998 Kinase 5 26 15 8 26 3 13 42 4 155 319 29 26,6
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TO TO T24 T48 lon  Protei
ID Contage TO Pepti  Contag T24 Pe:rzt?de Contag CISS rt Pe-r‘:? de SIC(;T,E Scor na Pi';:);e
Broad Proteina m Cobertura  deos em Cobertura(% lt))s el ura ’;S MAX e Score Score
i 0, Ini . .
Institute Espectr (%) Unic  Espectr Unicos Espectr () Unicos a Mal N M;AX MIN?
al 0s al al
CNBG Uracil
2088 phosphoribosyltransfe 0 0 0 5 14 4 3 21 2 107 35,9 30 27,1
rase
%\'726— Rabl1 protein 0 0 0 1 10 1 0 0 0 81 373 298 296
CNBG_ Mltot_:hondna fission 1 0 0 0 0 0 0 5 29 3 120 385 295 269
4216 protein
e~ Frutosamina quinase 0 0 0 3 13 3 9 18 4 162 389 315 264
CNBG_  Conserved
4499 hypothetical protein 9 9 9 0 0 0 0 0 0 120 346 30 282
CNBG_  GTP-binding protein 5 17 1 13 36 7 15 43 9 126 34 314 276
4617 yptl
haC- catalase 1 4 6 5 22 12 7 0 0 0 130 307 314 261
CNBG_  UDP-glucose
708 dehychogenase 5 7 3 32 23 12 55 39 15 156 311 306 265
CNBG_  conserved
4789 hypothetical protein 3 16 9 8 33 4 8 44 4 15 365 31,7 283
CNBG_  aspartate 5 9 7 4 9 3 0 0 0 9%, 363 304 283
4801 aminotransferase
CNBG_  Translation elongation
pro factor EFLalpha 5 6 6 0 0 0 0 0 0 68,6 314 306 28
CNBG Hsp90-like protein
aasy —  (cytoplasmic 5 8 6 0 0 0 0 0 0 09 391 295 275
chaperone)
CNBC- Carboxylesterase 0 0 0 3 10 2 4 12 3 836 37,6 293 283
4CQN1§G— Heat shock protein 10 12 1 15 21 10 0 0 0 139 31 304 265
ShaC- Phosphoglucomutase 7 10 9 0 0 0 0 0 0 891 31,6 207 281
CNBG_  Fatty acid synthase
oy bots saburt 7 2 5 0 0 0 0 0 0 135 356 298 282
- phosphogluconolacton 0 0 0 4 10 2 0 0 0 997 492 296 283
ase
CNBG_  60S ribosomal protein
care e 5 20 13 0 0 0 0 0 0 979 344 289 279
CNBG_  40S ribosomal protein
hee P 2 12 7 0 0 0 0 0 0 121 35 299 28
CNBG
5498 Structural molecule 6 21 13 4 27 3 11 39 6 132 36,4 29,8 28,3
gs";%G— Cytoplasm protein 0 0 0 8 17 4 8 2 5 142 336 303 265
gshge_ Cytoplasm protein 5 2 13 1 28 4 6 25 3 143 332 292 27
gs"gG— CIPL protein 0 0 0 1 10 1 0 0 0 789 455 302 27
CNBG_  Glucose-6-phosphate
g oo 2 7 4 0 0 0 0 0 0 66,3 378 303 278
B~ Heat shock protein 9 13 1 9 17 7 0 0 0 187 316 306 269
gggG— MMS2 protein 3 5 4 0 0 0 0 0 0 125 435 297 283
gxége_ 14-3-3 protein 15 37 26 0 0 0 0 0 0 104 33 318 277
CNBG_  Translation elongation
cooe i 7 6 7 0 0 0 0 0 0 691 305 301 269
CNBG_  Ribose-5-phosphate 0 0 0 6 2 4 16 ) 9 179 376 302 269
5972 isomerase
CNBG Adenine
5977 phosphoribosyltransfe 0 0 0 6 26 4 3 16 3 115 35 30,7 27,9
rase
CNBG_  60S ribosomal protein
oo L2 3 17 10 0 0 0 0 0 0 911 347 304 282
CNBG_  denosylhomocysteine 0 0 0 6 13 4 2 7 2 845 315 308 283
6075
hydrolase
SNBC~ Histone h2b 0 0 0 0 0 0 11 29 4 115 33 313 279
CNBG
o174~  Transketolase 6 8 4 19 17 11 44 27 16 102 307 319 268
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TO

TO

T24

lon

lon

Prote

T48 ,
1D Contage TO Pepti  Contag T24 Peth?de Contag T48 Pe-r‘:?de Scor  Scor ina P';?;e'
Broad Proteina m Cobertu  deos em Cobertura P em Cobert P e e Score Score
Institute Espectra  ra (%) Unic  Espectr (%) Unicos Espectr ura (%) Unicos M;A MaIN M»:\X MIN?
| 0s al al X
Fructose-
SNBC- bisphosphate 0 0 0 6 16 3 4 1 2 137 306 304 274
aldolase
Conserved
gzl\;ge_ hypothetical 9 5 7 0 0 0 0 0 0 116 39,9 29,3 28,2
protein
Conserved
4C7'\:)EG— hypothetical 0 0 0 0 0 0 7 7 4 113 40,6 30,2 27,8
protein
Conserved
e~ hypotheical 0 0 0 0 0 0 2 9 2 127 379 298 282
protein
Conserved
oS~ hypothetical 0 0 0 0 0 0 1 8 1 82 451 294 286
protein
CNBG Conserve_d
2089 hypothetical 4 18 11 11 39 5 6 18 2 178 413 30 26,5
protein
CNBG Conserve_d
3493 hypothetical 3 12 8 8 13 3 7 18 4 121 31,5 29,1 27,2
protein
Conserved
o= hypothetical 0 0 0 3 5 2 0 0 0 719 383 20 287
protein
Conserved
(2:3’\:3?(3’ hypothetical 0 0 0 0 0 0 2 3 2 844 485 295 285
protein
CNBG Conserved
2659 hypothetical 16 42 29 8 36 5 0 0 0 130 338 315 28,3
protein
Conserved
%\IS?G— hypothetical 0 0 0 1 12 1 0 0 0 67,9 48,5 28,6 27,8
protein
Conserved
i{\lgs’e— hypothetical 0 0 0 1 13 1 0 0 0 159 72 29,5 26,6
protein
Conserved
%\:EG— hypothetical 0 0 0 0 0 0 4 16 3 112 36,6 29,6 28,5
protein
CNBG Conserved
0997 hypothetical 2 11 7 6 24 5 4 14 3 109 32,3 30,8 28,3
protein
CNBG Conserved
0629 hypothetical 3 11 7 12 21 8 7 17 5 94,2 36,4 30,8 28,1
protein
CNBG Conserved
o778 hypothetical 6 25 15 9 32 4 18 58 8 169 32,2 29,7 26,5
protein
Conserved
OC(;\IZEG_ hypothetical 0 0 0 0 0 0 1 15 1 75,7 39,3 29,2 28,9
protein
Conserved
SNSC— hypothetical 0 0 0 2 8 2 0 0 0 955 449 289 284
protein
Conserved
OCEEG— hypothetical 1 8 5 0 0 0 0 0 0 774 363 20 281
protein

2Score do MASCOT corresponde a — 10 x log (P), em que P é a probabilidade de se observara um evento aleatério. Scores individuais

> 22 indicam identidade ou homologia para p <0,05.
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Tabela 8| Lista das 190 das proteinas de C.gattii identificadas por LC MS/MS sob condicéo de hipoxia em T0, T24 e T48

ID Broad Institute

Proteina

CNBG_2968
CNBG_0995
CNBG_3703
CNBG_4706
CNBG_3734
CNBG_6174
CNBG_1093
CNBG_3615
CNBG._1866
CNBG_1632
CNBG_2364
CNBG_2079
CNBG_4617
CNBG_4696
CNBG_3166
CNBG_0493
CNBG_1047
CNBG_3998
CNBG_2132
CNBG_5531
CNBG_3853
CNBG_0672
CNBG_1793
CNBG_5972
CNBG_5498
CNBG_2989
CNBG_2661
CNBG_2947
CNBG_4789
CNBG_5520
CNBG_6200
CNBG_3471
CNBG_0031
CNBG_2340
CNBG_2539
CNBG_6127
CNBG_0705
CNBG_5977
CNBG_0257
CNBG_3344
CNBG_2278
CNBG_4499
CNBG 5414

Transaldolase

Pyruvate decarboxylase
Phosphopyruvate hydratase
UDP-glucose dehydrogenase
Phosphoketolase

Transketolase

Predicted protein
Voltage-dependent ion-selective channel
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas
ATP synthase beta subunit

Malate dehydrogenase
Mannitol-1-phosphate dehydrogenase
GTP-binding protein yptl

Catalase 1

Phosphogluconate dehydrogenase
Citrate synthase

Glycine hydroxymethyltransferase
Nucleoside-diphosphate kinase
Thiol-specific antioxidant protein 1
Cytoplasm protein

ATP synthase

Oxidoreductase

H+transporting two-sector ATPase subunit alpha
Ribose-5-phosphate isomerase
Structural molecule

Conserved hypothetical protein
Manganese superoxide dismutase
Adenylate kinase

Conserved hypothetical protein
Cytoplasm protein
Fructose-bisphosphate aldolase
Rab/GTPase

Cyclophilin A

ARF small monomeric GTPase
Enoyl-CoA hydratase

Histone h2b

Aconitase

Adenine phosphoribosyltransferase
HHE domain-containing protein
Pyruvate kinase

UDP-xylose synthase

Conserved hypothetical protein

YjgF family translation initiation inhibitor
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ID Broad Institute

Proteina

CNBG_1212
CNBG_6075
CNBG_3878
CNBG_0168
CNBG_0599
CNBG_1468
CNBG_4048
CNBG_4801
CNBG_5551
CNBG_1355
CNBG_1460
CNBG_1068
CNBG_3860
CNBG_5905
CNBG_5138
CNBG_4876
CNBG_0564
CNBG_3964
CNBG_3206
CNBG_1012
CNBG_2826
CNBG_2499
CNBG_5282
CNBG_1829
CNBG_5247
CNBG._4834
CNBG_1489
CNBG_0140
CNBG_3047
CNBG_2284
CNBG_1904
CNBG_0793
CNBG_0547
CNBG_4216
CNBG_5375
CNBG_5463
CNBG_3418
CNBG_6205
CNBG_1432
CNBG_3628
CNBG_2962
CNBG_1816
CNBG_1288
CNBG_0179
CNBG_1429

Electron carrier
S-adenosylhomocysteine hydrolase
Zinc-binding dehydrogenase
Hexokinase

Copper/zinc superoxide dismutase
IMP dehydrogenase

Uracil phosphoribosyltransferase 1
Aspartate aminotransferase
Glucose-6-phosphate isomerase
Endopeptidase

3-isopropylmalate dehydrogenase
Nucleoside-diphosphate kinase
Glutamate dehydrogenase
Translation elongation factor 2
Phosphoglucomutase
Carboxylesterase

Oxidoreductase

Flavohemoglobin

RAB small monomeric GTPase
ATP-citrate synthase
Lactoylglutathione lyase
Phosphomannomutase
6-phosphogluconolactonase
6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
Fatty acid synthase beta subunit
Translation elongation factor EF1-alpha
Elongation factor 1-gamma

60S ribosomal protein L10
Aldehyde reductase

Rho GDP-dissociation inhibitor 1
Glycogen phosphorylase

60S ribosomal protein L18-A
Transketolase

Mitochondria fission 1 protein

60S ribosomal protein L6

Leucyl aminopeptidase

Inorganic phosphate transporter pho88
3-hydroxyacyl-CoA-dehydrogenase
Isocitrate dehydrogenase

Diamine N-acetyltransferase

40S ribosomal protein

ketol-acid reductoisomerase

40S ribosomal protein S4

40S ribosomal protein S16

Actin
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ID Broad Institute

Proteina

CNBG_4420
CNBG_1144
CNBG_4076
CNBG_2852
CNBG_2246
CNBG_5422
CNBG_2316
CNBG_0519
CNBG_3846
CNBG_2051
CNBG_5683
CNBG_5992
CNBG_3175
CNBG_5807
CNBG_3281
CNBG_3405
CNBG_3052
CNBG_1745
CNBG_3502
CNBG_5466
CNBG_2387
CNBG_5469
CNBG_1643
CNBG_1273
CNBG_5839
CNBG_2617
CNBG_4399
CNBG_0721
CNBG_3948
CNBG_0274
CNBG_1015
CNBG_5545
CNBG_4184
CNBG_4805
CNBG_2923
CNBG_5248
CNBG_3943
CNBG_5603
CNBG_3719
CNBG_3347
CNBG_4938
CNBG_4161
CNBG_3456
CNBG 1784

Nascent polypeptide-associated complex subunit beta
NADH dehydrogenase

Rab11 protein
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase
Phosphoglycerate kinase

Suil protein

60S ribosomal protein L24

60S ribosomal protein L9

Glycine dehydrogenase

L10e protein

MMS?2 protein

60S ribosomal protein L20

SNARE protein YKT6

Glycogen debranching enzyme

Phosphatase

UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-methyltransferase

Chitin deacetylase
Aminotransferase

40S ribosomal protein S3ae-a
40S ribosomal protein S8

20S proteasome subunit

Small subunit ribosomal protein 14
60S ribosomal protein L7

60S ribosomal protein L11

40S ribosomal protein S7
Cytochrome-b5 reductase

40S ribosomal protein S13
Ribosomal protein L12
Chaperone heat-shock protein
Multiprotein-bridging factor 1
CIP1 protein

ATP synthase subunit gamma
Ribosomal protein L13

40S ribosomal protein SO

Fatty acid synthase complex protein
60S ribosomal protein L15

Ras2 protein (364 aa)
Deoxyribose-phosphate aldolase
Myo inositol monophosphatase
Glutathione-S-transferase
Coproporphyrinogen oxidase
Thioredoxin

Acetyl-CoA carboxylase
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ID Broad Institute

Proteina

CNBG_3060
CNBG_3070
CNBG_2389
CNBG_4659
CNBG_4318
CNBG_3690
CNBG_3733
CNBG_1661
CNBG_3748
CNBG_4808
CNBG_4651
CNBG_4851
CNBG_2346
CNBG_5724
CNBG_0686
CNBG_2849
CNBG_0025
CNBG_0077
CNBG_0723
CNBG_5879
CNBG_3266
CNBG_0575
CNBG_2659
CNBG_0774
CNBG_3493
CNBG_4912
CNBG_5573
CNBG_0629
CNBG_1228
CNBG_0290
CNBG_5635
CNBG_1497
CNBG_0419
CNBG_4297
CNBG_0568
CNBG_3164
CNBG_3684
CNBG_2193
CNBG_0624
CNBG_3634
CNBG_3117
CNBG_4819
CNBG_4857
CNBG_5267
CNBG_0463

grpE protein

mitochondrion protein

orotidine monophosphate pyrophosphorylase
maltose O-acetyltransferase
ribosomal protein L4

Hmp1 protein
beta-fructofuranosidase
ubiquitin-conjugating enzyme E2
cytoplasm protein
glucosamine-6-phosphate isomerase
succinyl-CoA:3-ketoacid-coenzyme A transferase
cytoplasm protein
glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase
microtubule binding protein
elongation factor 3
O-methyltransferase

cyclophilin A

oxoglutarate dehydrogenase
glycerol kinase

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
predicted protein

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

conserved hypothetical protein
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ID Broad Institute

CNBG_2881
CNBG_1981
CNBG_1302
CNBG_4796
CNBG_3197
CNBG_0239
CNBG_5278
CNBG_2961
CNBG_5765
CNBG_0997
CNBG_4237
CNBG_5006

conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Hypothetical protein

Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein

Conserved hypothetical protein
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