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RESUMO

O complexo de espécies Cryptococcus neoformans, agente etiologico da criptococose,
infecta preferencialmente pacientes imunocomprometidos. Além de ser a segunda maior
responsdvel por mortes entre pacientes HIV, a meningite criptococose soma mais de 181
mil obitos anualmente devido tratamento tardio e opg¢des limitadas de tratamento. Assim,
estudos com foco na identificagdo de substancias e/ou moléculas com atividade antifingica
sdo urgentemente necessarios, sendo os O6leos essenciais considerados uma fonte
promissora na busca por novas estratégias terapéuticas. Aqui, avaliamos as alteracdes
moleculares ocasionadas no C. neoformans var. grubii (H99) pela exposi¢do ao 06leo
essencial de Lavandula angustifolia (OEL) utilizando uma abordagem protedmica. As
proteinas identificadas foram categorizadas por anotagdo génica e no contexto de funcdes
enzimaticas de vias metabolicas, utilizando o software Blast2Go. Foram identificadas
2.134 proteinas, dentre as quais 21 foram consideradas diferencialmente expressas, 78
exclusivas quando expostas ao OEL e 17 exclusivas no controle. De maneira geral, o OEL
parece induzir a expressao de proteinas envolvidas no estresse oxidativo, como a P5Cdh,
além de alterar vias metabdlicas importantes para o fungo. A ativagdo do ciclo do TCA a
partir da maior expressdo de proteinas do ciclo e ao acimulo de subprodutos (succinato,
acetaldeido e piruvato) somado a uma menor expressdo de proteinas participantes da
fosforilagdao oxidativa sugerem um acumulo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e uma
menor formacao de ATP. Além das EROs causarem estresse oxidativo, seu acumulo ¢
conhecido por afetar a integridade da membrana, dado confirmado durante validagdo
experimental. Alteragdes em vias responsaveis por combater o estresse oxidativo como da
glutationa e da prolina, também foram observados, sendo o segundo substrato também
usado como fonte de energia. Alteragdes em outros metabolismos que possuem fungdes
significativas além de servirem como fonte alternativa de energia, como a purina € o
inositol, também foram observadas. Desta maneira, podemos concluir que a exposi¢ao das
células do C. neoformans (H99) ao OEL afetou fungdes mitocondriais como a sintese de
ATP e a formacao excessiva de EROs. obrigando a célula a desenvolver mecanismos para

obter energia de fontes alternativas e também se proteger do estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Cryptococcus neoformans, 6leo essencial de lavanda; protedmica;
estresse oxidativo
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ABSTRACT

The Cryptococcus neoformans species complex, the etiologic agent of cryptococcosis,
preferentially infects immunocompromised patients. In addition to being the second
leading cause of deaths among HIV patients, cryptococcal meningitis accounts for more
than 181,000 deaths annually due to late treatment and limited treatment options. Thus,
studies focusing on the identification of substances and/or molecules with antifungal
activity are urgently needed, with essential oils being considered a promising source in the
search for new therapeutic strategies. Here, we evaluated the molecular alterations caused
in C. neoformans var. grubbi (H99) by exposure to Lavandula angustifolia essential oil
(LEO) using a proteomics approach. The identified proteins were categorized by gene
annotation and in the context of enzymatic functions of metabolic pathways, using the
Blast2Go software. A total of 2,134 proteins were identified, of which 21 were considered
differentially expressed, 78 exclusive when exposed to LEO and 17 exclusively in the
control. In general, OEL seems to induce the expression of proteins involved in oxidative
stress, such as P5Cdh, in addition to altering important metabolic pathways for the fungus.
The activation of the TCA cycle of the greater expression of cycle proteins and the
accumulation of by-products (succinate, acetaldehyde and pyruvate) added to a lower
expression of proteins participating in oxidative phosphorylation suggest an accumulation
of reactive oxygen species (ROS) and less ATP formation. In addition to ROS causing
oxidative stress, their accumulation is known to affect membrane integrity, as confirmed
during experimental validation. Changes in pathways responsible for combating oxidative
stress, such as glutathione and proline, were also observed, with the second substrate also
being used as an energy source. Changes in other metabolisms that have significant
functions beyond serving as an alternative source of energy, such as purine and inositol,
were also observed. Thus, we can conclude that exposure of C. neoformans (H99) cells to
LEO affected mitochondrial functions such as ATP synthesis and excessive formation of
ROS. Forcing the cell to develop mechanisms to obtain energy from alternative sources

and also protect it from oxidative stress.

KEYWORDS: Cryptococcus neoformans; lavender essential oil; proteomic; oxidative

stress
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1. INTRODUCAO

O complexo de espécie Cryptococcus neoformans ¢ uma levedura patogénica
encapsulado pertencente ao género Cryptococcus e ao filo Basidiomycota, encontrado em
solos contaminados por excretas de passaros, madeira em decomposi¢do e cavidades de
algumas arvores (LIN & HEITMAN, 2006). O C. neoformans ¢ um dos agentes etiologicos
da criptococose, doenca que pode causar pneumonia e meningite (IYER ef al., 2021), com
taxa de mortalidade de 100% quando ndo tratada (PARK et al., 2009). C. neoformans atua
como uma infeccdo oportunista, causando doenca, preferencialmente, em pacientes
imunocomprometidos, sendo a segunda causa de morte entre pacientes HIV-positivos
(SANTI et al., 2014). A infecgdo ocorre através da inalagdo de esporos flngicos, que se
alojam nos pulmdes, causando pneumonia. As células fingicas podem invadir a corrente
sanguinea, atingindo o cérebro onde causam meningite (meningoencefalite), levando a
morte em casos mais graves.

Assim como outras infecgdes fingicas, a criptococose ¢ uma micose negligenciada
que representa um grave problema de saude publica (DOS SANTOS BENTES et al.,
2019). No cenario brasileiro, nenhuma infec¢ao fungica possui notificagdo compulsoria
(NOTIFICACAO COMPULSORIA), o que dificulta e retarda o diagnostico e,
consequentemente, o tratamento. Somado a esta dificuldade, os tratamentos costumam ser
demorados e limitados a trés medicamentos: anfotericina B (AMB), flucitosina
(5-fluorocitosina ou 5-FC) e fluconazol (FLC) (SPADARI et al., 2020). Além do pequeno
arsenal antifungico, o tratamento € limitado a baixas concentragdes para evitar toxicidade,
0 que aumenta o desenvolvimento de resisténcia fungica (LIN & HEITMAN, 2006;
SHOURIAN & QURESHI, 2019). Por isso, a busca e identificagdo de moléculas com
atividade antifingica isolada ou que possam atuar sinergicamente com esses
medicamentos, aumentando sua eficacia, se faz necessario. O efeito sinérgico pode
contribuir para a diminuicao da dosagem, resultando na reducdo dos efeitos colaterais e do
tempo de tratamento (D’AGOSTINO et al., 2019).

Os OE com propriedades antifungicas sdo uma alternativa terapéutica interessante
as moléculas sintéticas (SHARIFI-RAD et al., 2017). Sdo produtos quimicos aromaticos

complexos extraidos de uma variedade de plantas, sendo descritas diversas propriedades

farmacologicas (NAZZARO et al., 2017). O OEL (Lavandula angustifolia) vem sendo
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relatado como apresentando atividades antibacterianas e antifungicas, além de inibir a
resisténcia fungica (AL-BADANI et al., 2017; ALI-SHTAYEH et al., 2020).

Aqui, avaliamos o efeito, a nivel molecular, da exposicdo de C. neoformans ao
OEL utilizando uma abordagem protedmica. A analise ajudara a identificar as alteragdes
moleculares e o possivel mecanismo de agdo deste 6leo que pode ser um promissor agente

antifungico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do género Cryptococcus

O género Cryptococcus compreende fungos leveduriformes aerdbicos, de
importancia biomédica, pertencentes ao filo Basidiomycota, que estdo globalmente
onipresentes (MAY et al., 2016) em cascas ou cavidades de arvores, madeira em
decomposicdo e solo contaminado por excretas de aves (entre elas o pombo) (LIN &
HEITMAN, 2006; MITCHELL et al., 2014). Sua reproducdo se da através de combinagao
sexual entre os genes de duas linhagens hapléides, formando uma célula diploide que, apos
sofrer meiose e mitose, formam novos esporos haploides, denominados basidiosporos. O
tamanho diminuto destes esporos formados os configuram como estruturas infecciosas,
além de sua resisténcia ao estresse oxidativo, facilitando a sua penetragcdo nos alvéolos
pulmonares ap6s inalagdo (GILES et al., 2009). Alguns autores inferem que o modo de
reproducao sexuado aumenta a resisténcia aos antifingicos disponiveis (NI et al., 2013) o

que acaba por favorecer infec¢des futuras (HEITMAN et al., 2014).

Apesar de existirem mais de 70 espécies apresentadas pelo género Cryptococcus,
poucas sao consideradas patogé€nicas para humanos, capazes de causar a criptococose. Sao
dois os complexos de espécies: o de C. neoformans, contemplando 2 espécies, a C.
neoformans (antiga C. neoformans var. grubii) e a C. deneoformans (antigo C. neoformans
var. neoformans), € o de Cryptococcus gattii, com 6 espécies, a C. gattii (antiga C.
neoformans var. gattii), C. deuterogattii, C. bacillisporus, C. decagattii, C. tetragatii € uma
sem nome (MONTOYA et al., 2021). Uma das diferengas entre estes complexos € o seu
nicho ecolégico. C. neoformans é cosmopolita, sendo encontrado em praticamente todo o
globo, principalmente em solos contaminados por excretas de pombos. Por este motivo, a
doenga criptococose, ¢ conhecida como "doenga do pombo". Em contrapartida, C. gattii
tem alta prevaléncia em dareas tropicais e subtropicais (SORRELL, 2001) tendo sido
encontrado frequentemente em eucaliptos (Eucaliptus camaldulensis e Eucaliptus
tereticornis) (TRILLES et al, 2008). Outra diferenca ¢ o perfil imunologico do
hospedeiro: enquanto C. neoformans tem preferéncia por pacientes imunocomprometidos,
sendo um grande risco para a populacio HIV (BOVERS et al, 2008) o C. gattii tem

preferéncia por pacientes imunologicamente saudaveis, sendo considerado um patogeno
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primario. Infelizmente, alguns isolados apresentam carater endémico no Brasil, nas regides
Norte ¢ Nordeste, entre a populagio de jovens e criangas (LUCAS JUNIOR et al., 2017).
O C. neoformans foi isolado pela primeira vez em 1894, na Alemanha, e descrito
por David Paul von Hansemann em 1905, como “afec¢ao do sistema nervoso central”
(REIS-FILHO et al., 1985). A espécie C. neoformans foi inicialmente classificada em 4
sorotipos (A, B, C e D) de acordo com diferengas moleculares dos antigenos capsulares
(FRANZOT et al., 1999). Em 1970, uma espécie diferente de C. neoformans foi isolada de
um paciente com leucemia (VANBREUSEGHEM & DE VROEY, 1970), e foi denominada
como C. neoformans variedade gattii. Essa denominacdo permaneceu até¢ 2002, quando
foram observadas diferengas moleculares significativas com as demais variedades de C.
neoformans. Assim, uma nova espécie foi renomeada como C. gattii (KWON-CHUNG et
al., 2002). Atualmente, em uma visdo taxondmica, entre os complexos C. neoformans e C.

gattii, existem doze linhagens reconhecidas pela literatura, como mostrado na Figura 1.

Complexo de espécies Espécies Sorotipo Linhagens
VNI
A
VNIL
P
Gé C. neoformans VNEI
nero
C. neoformans I
(hibrido)
o~ \\ C. deneoformans D — VNII
f A
o/ \
Q C.gaftii ===-====cemsenes * VNIV =
Cryptococcus C. deuterogattii - - ---------- -» VGI
» C. bacilisporus - -=-====-=--- » VGI B
C. gattii ’ ou
C. decagattii -------=---+ » VGIIVGIV C
(hibrido)
C. teragartii  ........... » VGIV
Unnamed -----=-=-==- » VGV ~
Espécies Sorotipo Sorotipo )

Figura 1: Complexos de espécies de Cryptococcus. As linhagens sdo distinguidas por:

complexo de espécies, espécie, sorotipo, tipo molecular e tipo de sequéncia. (Fonte: Adaptado
de Montoya et al. 2021)

18


https://paperpile.com/c/pBUFcD/cqea9
https://paperpile.com/c/pBUFcD/bAaCK
https://paperpile.com/c/pBUFcD/kwAH6
https://paperpile.com/c/pBUFcD/Drq9y
https://paperpile.com/c/pBUFcD/2uq9p
https://paperpile.com/c/pBUFcD/2uq9p

2.2 Criptococose e o processo de infec¢io

A criptococose ¢ uma micose sist€émica que acarreta na meningite criptococose,
somando mais de duzentas mil mortes por ano (RAJASINGHAM et al., 2017). E, apesar
de ser conhecida desde o século XX, s6 ganhou notoriedade no final do século devido a
associacao com pacientes HIV (HEITMAN et al., 2014). Além disso, ¢ considerado o
fungo com maior letalidade em humanos, o principal causador de mortes entre pacientes
imunocomprometidos no Brasil (GIACOMAZZI et al., 2016), e a segunda maior causa de
morbidade e mortalidade entre pacientes HIV/AIDS (CDC, 2019).

A infeccdo ocorre via inalagdo de basididsporos ou de leveduras dessecadas
dispersos no ambiente, que sdo oriundos de excretas de aves revolvidas no solo ou de
cascas de arvores (BOTT & HULL, 2010). Estes esporos se depositam facilmente nos
alvéolos pulmonares, podendo causar uma infec¢ao latente assintomatica, ou evoluir para a
criptococose pulmonar ativa (CP). Também pode ser disseminada por via hematogénica
para todo corpo, chegando até o sistema nervoso central (SNC) (CHANG et al., 2004),
durante algum evento imunossupressor (PARK et al, 2009), causando meningite
criptocécica (MC) (RAJASINGHAM et al, 2017) (Figura 2). Vale ressaltar que
hospedeiros suscetiveis a infecgdo nao possuem fase latente, e que o estagio grave da
doenca pode ocorrer anos ou décadas apds a infeccdo inicial, demonstrando que os
individuos sdo capazes de tolerar a presenca do fungo por longos periodos

(GARCIA-HERMOSO et al., 1999).
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Figura 2: Processo de infeccdo de Cryptococcus neoformans. A infeccdo ocorre via
inalacdo dos esporos oriundos de cascas de arvores, como eucalipto, € solos contaminados
por excretas de passaros, como pombos. Os esporos se alojam nos pulmdes gerando uma
infeccdo latente assintomatica, que podem ocasionar a pneumonia criptocdcica, ou migrar
para o cérebro via hematogénica, causando a meningite criptococica, caso o paciente passe
por algum evento imunossupressor. (Fonte: Autora, 2022)

Em geral, as infeccdes pulmonares sdo mais brandas devido a falta de um ambiente
favoravel para o crescimento e multiplicacdo do fungo, ocasionado pelo sistema imune.
Nos pulmdes, o Cryptococcus encontra alguns aparatos desenvolvidos pelo sistema imune
do hospedeiro com o objetivo de eliminar este patogeno. O primeiro deles € a presenga de
macrofagos alveolares que recobrem os alvéolos e sdo encarregados de fagocitar e eliminar
esse microrganismo. Somado a isso, algumas células, como os linfocitos T (CD4 e CDS) e
células dendriticas sdo recrutadas para o 6rgdo. Por fim, o pulmao contém surfactantes que,
além de manter a tensdo superficial da pleura durante a respiragdo, possuem propriedades
antimicrobianas (ZARAGOZA, 2019). Apesar de todo estes mecanismos, as células
fingicas ainda podem sobreviver neste ambiente e se multiplicar no interior dos
macrofagos (MANSOUR & LEVITZ, 2002), conferindo vantagens para a disseminagdo do
fungo (WANG ef al., 2012). Um dos exemplos ¢ a formacgao de criptococomas que, apesar
de ser um quadro mais comum em infec¢des por C. gattii (ULETT et al., 2017), ja foi
descrito em infec¢des por C. neoformans (BAKER, 1976; SALYER et al., 1974; WEI et
al., 2020).

No processo de disseminacdo, que ocorre via sangue ou linfa, o cérebro ¢ o 6rgao

que possui maior propensdo a ser um sitio ativo da doenga devido ao neurotropismo
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fungico (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992) e as concentracdes de nutrientes
disponiveis que sdo de facil assimilacdo, como por exemplo glutamina e dopamina
(LITTMAN & SCHNEIERSON, 1959). Assim como nos pulmdes, o cérebro também
possui recursos de defesa contra o microrganismo. Desta maneira, para que as células de C.
neoformans consigam adentrar o SNC, € necessario que as mesmas consigam atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE). A BHE ¢ uma membrana composta por células
endoteliais e pericitos (CHARLIER et al., 2009), que possui permeabilidade seletiva e
regula a passagem de moléculas e microrganismos (RODRIGUEZ et al., 2010). Existem,
atualmente, trés potenciais meios de invasdo e disseminagdo do Cryptococcus no SNC:
transcitose, transito paracelular e dentro dos macrdéfagos alveolares como “cavalo de
Troia”. O mecanismo de transcitose, observada em Escherichia coli ( HUANG et al., 1995)
e Candida albicans (JONG et al., 2001), compreende a penetragdo de patdogenos atraveés
das células endoteliais (endocitose) microvasculares do cérebro através das jungdes ,
envolvendo gasto energético (CHEN et al., 2003). No transporte paracelular, também
observado em Trypanosoma sp. (LONSDALE-ECCLES & GRAB, 2002), os
microrganismos passam através do espaco intercelular entre as células do epitélio ,
mediante um gradiente de concentragdo (VU et al., 2013). O mecanismo conhecido por
“cavalo de Troéia”, também utilizado pelos virus HIV e SIV (ERLANDER, 1995; LANE et
al., 1996), ¢ a hipotese mais aceita na comunidade cientifica atualmente. O “cavalo de
Troéia” esta relacionado com a capacidade do C. neoformans em sobreviver e se “esconder”
em células fagociticas, pois sdo os mondcitos infectados que carregam, através da BHE, o
patogeno para dentro do cérebro (SANTIAGO-TIRADO et al., 2017; ZARAGOZA, 2019).
Os patogenos que vencem a BHE e adentram no SNC, iniciam uma fase cronica da doenca
e de grande importincia para sua patogenicidade (BARBOSA et al., 2006; KIM, 2008).

A apresentagdo clinica da MC ¢ variavel entre quadros de meningoencefalite
subaguda ou cronica, tendo como febre e cefaléia os sintomas mais comuns (MITCHELL
& PERFECT, 1995). Como ja descrito anteriormente, a MC ¢ a infeccdo fungica mais
frequente e a terceira complica¢do neuroldgica entre pacientes HIV (RAJASINGHAM et
al., 2017). Além dos pacientes HIV, pacientes transplantados e que fazem tratamento
prolongado com corticosterdides também sdo suscetiveis a desenvolver MC

(CHAYAKULKEEREE & PERFECT, 2006).
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2.3 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia sd3o necessarios para que 0s microrganismos consigam
sobreviver e se multiplicar, tanto no seu habitat natural, como no processo infeccioso,
transpondo as barreiras do sistema imune do hospedeiro (KRONSTAD et al., 2008). Desta
maneira, os fatores de viruléncia favorecem o sucesso da disseminagdo flngica
(NOSANCHUK & CASADEVALL, 2006). A regulacdo desses fatores estd associada a
vias de sinalizacao de estresse, como a ativacdo de sinalizagdo AMPc/Proteina quinase A,
via do glicerol de alta osmolaridade (HOG), via Mpkl, via de resposta protéica desdobrado
(UPR) e etc (MONTOYA et al., 2021). Somado a regulacdo dos fatores de viruléncia,
também ocorre a inducdo de alteragdes reprodutivas e metabolicas que, quando visto
através do panorama da doenga, facilita a sobrevivéncia do fungo a temperatura do
hospedeiro, essencial para o estabelecimento da infec¢do em mamiferos (ESHER et al.,
2018; KWON-CHUNG et al., 2014). Um resumo dos principais fatores de viruléncia de

Cryptococcus estdao descritos na Tabela 1.

2.3.1 Capsula polissacaridica:

A cépsula polissacaridica (Figura 3) ¢ um dos fatores de viruléncias mais
predominantes quando se estuda Cryptococcus (O’MEARA & ALSPAUGH, 2012), pois ¢
o unico fungo patogénico que possui esta estrutura (DECOTE-RICARDO et al., 2019).
Seu papel vai muito além de proteger a célula da desidratacdo quando exposta ao meio
ambiente, servindo como fator antifagocitico (DEL POETA, 2004; O’MEARA &
ALSPAUGH, 2012), inibindo a liberacdo de citocinas e reduzindo o recrutamento de
outras células de defesa para o sitio de infec¢cdo (BOSE et al., 2003). Sua estrutura ¢
composta pelos  polissacarideos glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana
(GXMGal) e manoproteinas (ZARAGOZA, 2019). A composi¢do, estrutura, densidade e
tamanho da capsula pode ter variagdes conforme as condi¢des que o fungo for submetido,
como por exemplo a exposi¢do ao hospedeiro (GATES et al., 2004), alteragao de pH
(ALSPAUGH, 2015), niveis de dioxido de carbono (CO,) (GRANGER et al., 1985),
concentracoes de ferro (Fe) (VARTIVARIAN et al., 1993), estresse osmotico, temperatura,
exposicao a drogas antifngicas e sinais relacionados a biologia do hospedeiro

(O’MEARA & ALSPAUGH, 2012). Alteracdes da composicdo da capsula alteram as
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propriedades antigénicas utilizadas para classificar os sorotipos (RODRIGUES et al.,
2014), além de modificar a aderéncia das células fungicas ao endotélio do hospedeiro
(ESHER et al.,, 2018). A importancia da presenca da capsula para a viruléncia de
Cryptococcus pode ser observada ndo somente em trabalhos que demonstram a maior
evasdo do sistema imune relacionadas ao aumento da capsula (ZARAGOZA et al., 2008),

mas também em trabalhos que demonstram cepas que se tornam avirulentas na auséncia

dela (CHANG & KWON-CHUNG, 1994, 1998; CHANG et al., 1996).

Figura 3: Capsula polissacaridica de Cryptococcus neoformans. (Fonte: Autora, 2022)

2.3.2 Parede celular e a producio de melanina:

Uma outra forma de se adaptar as alteragdes ambientais e fisioldgicas do
hospedeiro ¢ a produ¢do de melanina, que se deposita na parede celular fingica. A
melanina ¢ um pigmento de cor marrom (NOSANCHUK et al., 1999) que se ancora na
quitina da parede celular, cuja sintese ¢ realizada pela enzima lacase, codificada pelo gene
LACI. O Cryptococcus, diferentemente de outros fungos, utiliza precursores de
catecolaminas exdgenos (EISENMAN et al., 2011), podendo este fato estar relacionado ao
seu neurotropismo, ja que a catecolamina atua como neurotransmissor (CASADEVALL et
al., 2000). A fun¢do da melanina é proteger a célula contra raios UV, pressdes elevadas

(HILL, 1992) e extremos de temperatura (ROSAS & CASADEVALL, 1997) quando o
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mesmo se encontra no ambiente, e espécies reativas de oxigénio (ERO) quando infectando
o hospedeiro (SICHEL et al., 1991; ZHU & WILLIAMSON, 2004). Além disso, auxilia na
secrecdo de enzimas como fosfolipase, lacase e urease (ROSAS & CASADEVALL, 2001).
A producdo de melanina, somada a integridade da parede celular tornam o fungo menos
suscetivel a ser encontrado e fagocitado pelas células imunes do hospedeiro (GILBERT e¢
al., 2011). E, apesar da melanina ndo ser um fator essencial e predominante no processo de
infeccdo, torna a levedura termotolerante, capaz de neutralizar efeitos dos EROs e reduz a

sensibilidade a antifingicos (TROFA et al., 2014).

2.3.3 Crescimento a 37 °C:

Se tratando de um fungo que infecta mamiferos, um dos fatores primordiais para
que ocorra a infec¢do ¢ a capacidade do microrganismo de se desenvolver a temperatura
corporal (37 °C). Esta ¢ uma das principais diferencas entre C. neoformans e C. gattii com
as demais espécies do género que nao sdo patégenos humanos. Inimeros genes ja foram
associados a essa habilidade de desenvolvimento (PERFECT, 2006). A proteina
citoplasmatica calcineurina ¢ um exemplo que tem como fungdo a resposta ao estresse e
manuten¢do da integridade celular em leveduras (ODOM et al., 1997). Outros exemplos
sao a enzima MPKI, que esta envolvida com a manuten¢do da integridade celular

(KRAUS et al., 2003) e a RAS1, que regula o desenvolvimento em altas temperaturas.

2.3.4 Secrecao de enzimas:

Uma outra estratégia encontrada por Cryptococcus para permanecer no hospedeiro
e transpor o sistema imune ¢ a secrecdo de enzimas extracelulares ativas, como proteases,
fosfolipases e urease. Estas enzimas ainda possibilitam que a levedura adquira nutrientes,
degradando e danificando as moléculas do hospedeiro (COX et al., 2000; GHANNOUM,
2000). As ureases, por exemplo, catalisam a conversdo de uréia e outros compostos
nitrogenados em amodnia e carbamato (SAMIE et al., 2019). A presenca da amoénia vai
além da elevagdo do pH, causando o ndo amadurecimento dos fagocitos (RUTHERFORD,
2014) Sua presenca, em alguns isolados, ja foi relacionada com uma maior letalidade e
maior disseminagdo em tecidos cerebrais (OLSZEWSKI et al., 2004). Somado a isso, as

ureases podem danificar os tecidos epiteliais, fornecendo acesso mais facil a corrente
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sanguinea, ocasionando a disseminagdo de patogenos dos pulmdes (SINGH et al., 2013).

As fosfolipases aumentam a adesdo as células epiteliais pulmonares e hidrolisam ligagdes

de éster fosfolipidico, facilitando a penetracao nos tecidos do hospedeiro (DJORDIJEVIC,

2010). As proteases, por sua vez, tém a capacidade de lisar proteinas importantes para a

infec¢do tecidual, colonizagdo e evasdo da resposta imune (ALMEIDA et al., 2015), além

de desempenharem fungdes na penetracao da célula hospedeira e viruléncia (CHEN et al.,

1997). E, juntamente com as fosfolipases, podem danificar a membrana celular do

macrofago do hospedeiro (TUCKER & CASADEVALL, 2002).

Tabela 1: Fatores de viruléncia de Cryptococcus neoformans e suas fun¢des. Adaptado

de Ashwin et al. (2009).

Fator

Funcio

Capsula polissacaridica

Evasdo da fagocitose

Reducao da apresentacao de antigeno

Redugdo da producao de citocinas

Inducao de células T supressoras, que inibem imunidade
mediada por células

Inibi¢ao da resposta das células T pela GXM

Inibi¢do pela GXM da migracdo de leucocitos a sitios de
inflamagao

Melanina

Protecdo contra radiagdo UV

Prote¢do contra radicais livres derivados de oxigénio e
nitrogénio

Pode contribuir ao tropismo pelo sistema nervoso central
Contribui a carga celular negativa

Manitol

Sugestao de aumento na pressao intracranial
Protegdo contra estresse
Protecdo contra radicais livres derivados de oxigénio

Proteases extracelulares

Atividade proteolitica

Pode contribuir com a degradacdo de proteinas
envolvidas na integridade tecidual e imunidade do
hospedeiro

Produtos da rota da lacase

Oxidacao de difenol
Sintese de melanina
Degradacao de lignina da madeira
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Superoxido-dismutase Protegdo contra estresse oxidativo
Protecdo contra ruptura oxidativa produzida por células
imune efetoras

Fosfolipases Invasdao tecidual pela degradagdo de lipideos de
membrana dos mamiferos e surfactante pulmonar

Urease Funcao exata desconhecida
Pode agir na transferéncia de Crypfococcus para o
sistema nervoso central

Crescimento a temperatura Sobrevivéncia e persisténcia no hospedeiro
fisiologica (37°C)

Tolerancia a pH baixo e Sobrevivéncia e persisténcia no ambiente
Tolerancia a niveis elevados
de sal

Mudanca fenotipica Mudanga no tamanho da cépsula — variante mucoide mais
virulenta, variante mais lisa supostamente capaz de
ultrapassar a barreira hematoencefalica

Atualmente, além dos fatores de viruléncia classicos apresentados acima, novos
fenotipos de viruléncia vem sendo estudados e descritos, como ¢ o caso do tamanho
celular. Existem trés tamanhos sugeridos para células criptococicas: média (~4-7 pm),
micro (< 1 um) e titds (=11um), e cada uma delas possui sua particularidade. As células
titds, por exemplo, se diferenciam por serem haploides (GERSTEIN et al., 2015). J4 as
micro, devido ao tamanho, conseguem se dispor em locais estratégicos e se disseminar de
uma maneira mais eficiente no cérebro (FELDMESSER et al., 2001; XIE et al., 2012).

E importante se ter em mente que, apesar de ndo se ter elucidado os mecanismos
envolvidos nestas alteracdes de fenotipos, outros fatores também sao alterados nestas
células, como ¢ o caso da espessura da capsula. Dessa maneira, a mudanga fenotipica

culmina em uma maior evasao do sistema imune e producao de citocinas pré-inflamacao.

2.4 Panorama e tratamento atual para criptococose
A cada ano sobe alarmantemente o nimero de infectados por patdogenos fingicos
no mundo (BROWN et al., 2012). Uma das explicagdes para este aumento € a crescente de

individuos com algum problema relacionado ao sistema imune, como infec¢do do virus
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HIV, transplante, terapia imunossupressora prolongada, neoplasias e etc (BROWN et al.,
2012; LIONAKIS & LEVITZ, 2018).

A meningite criptocdcica atinge anualmente mais de 223 mil pacientes, causando
mais de 181 mil mortos (RAJASINGHAM et al., 2017) e, juntamente com Candida,
Aspergillus e Pneumocystis, representa 90% de todas as mortes relacionadas a doengas
fingicas no mundo. Dados publicados pelo Fundo Global de Acdes contra Infecgdes
Fungicas (GAFFI) estimam que aproximadamente um bilhdo de pessoas sofrem de algum
tipo de infecg¢do fungica (ATHERTON, 2017) e mais de 1,5 milhdo morrem em decorréncia
das complicacdes geradas por estas infeccdes (BONGOMIN et al., 2017). Recentemente, a
Organizagdo Mundial da Satde (OMS) incluiu as micoses invasivas como doencas
negligenciadas devido a falta de atencao dos 6rgaos de saude (ZAVALA & BADDLEY,
2020). No Brasil, ndo existe notificacdo compulsoria para infeccdes fungicas,
(RODRIGUES & OTHERS, 2019) o que posterga o diagndstico e impossibilita a analise
epidemiolégica correta (NOTIFICACAO COMPULSORIA). Outro fator que dificulta o
diagnostico sdo as semelhangas entre os fungos e os seres humanos, tornando o tratamento
de infec¢des fungicas mais complicado em relagcdo as demais doengas que acometem o
homem.

As terapias antifungicas disponiveis pertencem a trés grupos: polienos, azois e
equinocandinas. Tanto os polienos como os azdis atuam sobre o ergosterol, componente da
membrana plasmatica fungica. O primeiro causa seu esgotamento, € o segundo bloqueia a
sua sintese. Por fim, as equinocandinas atuam sobre a integridade da parede celular, pois
inibem a producdo de (1,3)-B-D-glucano. Dentre o aparato medicamentoso atual para
criptococose, se limitam, basicamente, duas classes de medicamentos antifungicos: um
polieno, representado pela AmB, e dois azdlicos, representados pelo FLC e SFC
(SPADARI et al., 2020) Cryptococcus ¢ naturalmente resistente as equinocandinas
(DENNING, 2003). De forma corriqueira, os trés medicamentos sdo usados juntos, de
forma a coibir e combater a forma disseminada da doenga em trés etapas conhecidas como
inducdo, consolidacdo e manutencdo (MOURAD & PERFECT, 2018). O primeiro age
ligando-se ao ergosterol presente na membrana do fungo, causando uma perturbagdo e
aumentando a permeabilidade da mesma; o segundo age inibindo a sintese de ergosterol, e
o terceiro na sintese de RNA, substituindo uracila por 5- fluorouracil, inibindo também a

duplicagdo do DNA. Em casos de pacientes acometidos por HIV e que apresentem quadro
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de meningite criptococose, preconiza-se um tratamento inicial, de primeira linha, composto
por AmB e 5FC, enquanto que o FLC entra no esquema de tratamento separadamente por 8
semanas, a fim de consolidar o tratamento, e por 12 meses ou mais para manutengao
(SRICHATRAPIMUK & SUNGKANUPARPH, 2016).

Embora haja opg¢des de medicamentos com seu protocolo estabelecido, o
tratamento pode sofrer variacdes de acordo com o quadro clinico da simbiose entre
paciente-fungo-terapias existentes. Diversas instituigdes de saide no mundo vem
experimentando falhas na terapéutica vigente, ja que o alto custo e a toxicidade passaram a
ser um problema a ser solucionado (ROBBINS et al., 2016). Ainda, para transpor os
desafios da resisténcia aos antifungicos, cada vez mais proeminentes, € a prevaléncia das
infec¢des por C. neoformans de forma significativa, € imprescindivel que se lance mao de
novas estratégias terapéuticas (VU et al., 2019). Desta forma, inimeras estratégias vém
sendo estudadas como possiveis alternativas para o problema apresentado, como o uso dos
fatores de viruléncia de Cryptococcus como alvos terapéuticos (ZARAGOZA, 2019). Por
exemplo, o uso de anticorpos monoclonais contra a melanina com o intuito de reduzir o

crescimento de células fingicas vem sendo avaliado (ROSAS et al., 2001) .

Assim como em outros microrganismos, o tratamento para doengas fingicas vem
sendo tratado com cuidado no que diz respeito as cepas resistentes aos medicamentos
disponiveis (BERMAS & GEDDES-MCALISTER, 2020). O Cryptococcus, por exemplo,
possui resisténcia a equinocandinas (DENNING, 2003) e az6licos (LEE et al., 2021). Além
disso, o género possui uma alta plasticidade gendmica e adaptabilidade fisiologica, fazendo
com que a resisténcia aos antifungicos seja ainda maior (IYER ef al., 2021). Por ser uma
levedura ambiental, sofrem exposi¢do aos agroquimicos (BASTOS et al., 2018, 2019) e
estressores bioldgicos que alteram sua arquitetura gendmica e seus aspectos morfologicos,

tornando-os eximios hetero resistentes.

A baixa variedade de medicamentos antifungicos disponiveis e a sua limitada
eficacia justificada pela toxicidade devido a similaridade das células fungicas com as
células humanas (NAZZARO et al., 2017), associado a resisténcia acumulada ao longo dos
anos (BROWN et al., 2012) e o custo do tratamento que pode superar a faixa de R$ 400
mil/paciente no Brasil (BORBA et al., 2018), culminam em altas taxas de mortalidade.

Deste modo, apesar do impacto negativo que as doencas fungicas causam no mundo todo,
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seus tratamentos sdo um problema a serem solucionados (LEE et al., 2021), tornando-se
cada vez mais importante a descoberta de novas terapias para blindar a disseminagao

desses patogenos (LOYSE et al., 2019).

2.5 Oleos essenciais como agentes antiftingicos

Pensando em suprir a lacuna de novos medicamentos devido a existéncia de
microrganismos multirresistentes (NAZZARO et al., 2017), os recursos naturais t€m se
mostrado uma excelente fonte de biomoléculas com diversas atividades biologicas. Nesse
sentido, os OE extraidos a partir de folhas, flores, raizes ou cascas vegetais (BAKKALI et
al., 2008) tem se mostrado promissores na busca por estratégias terapéuticas (HU et al.,
2017; KALEMBA & KUNICKA, 2003). A defini¢ao de OE, segundo a ANVISA na RDC
n° 2 de 15 de Janeiro de 2007, ¢ * produto volatil de origem vegetal obtido por processo
fisico (destilagdo por arraste com vapor de dgua, destilacdo a pressdo reduzida ou outro
método adequado) que pode se apresentar isoladamente ou misturado entre si, retificados,
desterpenados ou concentrados”.

Quando se estuda um OE, além de ser fundamental a compreensdao de seus
componentes principais, as caracteristicas fisico-quimicas € 0os componentes minoritarios
ndo podem ser esquecidos, pois sdo as informacdes contidas na analise global do extrato
que permitem a identificacdo correta de sua atividade antimicrobiana. Isso pode significar
que o efeito antimicrobiano esteja relacionado as caracteristicas que parecem irrisorias,
como densidade, cor e textura do 6leo, ou seja, suas caracteristicas fisico-quimicas pois sao
elas que conferem carater lipofilico ou hidrofilico ao 6leo, determinando assim a sua
capacidade de penetragdo na pele ou a incorporagdo a outros veiculos usados pela industria
farmacéutica (BAKKALI et al., 2008). Da mesma forma, dentre os compostos minoritarios
podem conter moléculas que apresentem atividade sinérgica com o composto principal
(KHAN & AHMAD, 2011). O sinergismo que ocorre nessa modalidade de tratamento
pode ser explicado por alguns mecanismos, como a inibicdo de estdgios nas vias
intracelulares e a acdo adicional de outro agente que interfira na membrana celular do
fungo, por exemplo (JOHNSON et al., 2004). Além disso, o sinergismo que ocorre entre o
6leo e os antifingicos poderia reduzir a dose administrada e, assim, diminuir a toxicidade e

os efeitos colaterais observados no tratamento convencional (D’AGOSTINO et al., 2019),
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como foi observado no trabalho de (GIORDANI et al., 2004) com o composto timol obtido
do OE de tomilho (Thymus vulgaris) reduzindo em 48% a CIM de AmB.

Apesar da diversidade de oleos disponiveis, com alguns apresentando atividade
antimicrobiana, o mecanismo de acdo desenvolvido por eles se diferem (figura 4). Abaixo

alguns exemplos:

Parede celular

Membrana plasmatica

Bomba de Efluxo

Mitocondria

D

Figura 4: Resumo esquematico das regioes de atuacio dos dleos essenciais. Os Oleos
podem atuar: na parede celular e/ou membrana plasmatica inibindo ou alterando
morfologicamente algum componente chave dessas estruturas; nas proteinas de membrana
e nas bombas de Efluxo; e na mitocondria alterando as func¢des mitocondriais de
biossintese de ATP e producao excessiva de EROs. (Fonte: Autora, 2022)

2.5.1 Ruptura da membrana celular, alteracio e inibicio da formacao

da parede celular
Compreendendo a importancia que a parede celular e a membrana desempenham
no crescimento e viabilidade dos fungos, qualquer alteracdo que ocorra na sintese de seus
componentes ou na forma morfologica causa um desencadeamento de fatores que alteram a
sobrevivéncia (NAZZARO et al., 2017). O oleo de Citrus sinensis ja foi descritos na
literatura alterando a morfologia de hifas (SHARMA & TRIPATHI, 2008; YUTANI et al.,
2011), componentes do 6leo de Pimpinella anisum inibindo a polimerizagdo da quitina
componente indispensavel da parede celular (WU et al., 2008), ja o 6leo de Nigella sativa
L. causando alteragdes na membrana plasmatica (ISCAN et al., 2016) e os 6leos de
Melaleuca alternifolia e Litsea cubeba alterando a permeabilidade (HAMMER et al.,

2004) levando ao extravasamento celular. Outros atuam inibindo a biossintese de DNA,
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RNA, proteinas, peptidoglicanos (em bactérias) e ergosterol (em fungos) (AHMAD et al.,
2011; FREIRES et al., 2014; RAJPUT & KARUPPAYIL, 2013).

2.5.2 Disfunciao mitocondrial

A alteracdo da eficidcia na biossintese de ATP com a inibi¢do de enzimas
importantes como as desidrogenases mitocondriais (lactato, succinato e malato
desidrogenase) também ¢ um mecanismo utilizado pelos 6leos (NAZZARO et al., 2017).
O OE de Anethum graveolens ja foi descrito alterando o ciclo do acido citrico (CHEN et
al., 2013) em C. albicans, ¢ os OE de Origanum compactum, Artemisia herba alba e
Cinnamomum camphora descritos causando danos mitocondriais em Saccharomyces
cerevisiae (BAKKALI et al., 2006). No trabalho de (HAQUE et al., 2016), os terpendides,
composto encontrado principalmente em 6leos da familia Lamiaceae (MARCHESE et al.,
2016), sdo descritos por desempenharem papel fundamental na diminuicdo do contetido

mitocondrial, levando a producao de EROs.

2.5.3 Inibicao de bombas de efluxo

Um dos componentes da membrana plasmatica sdo as proteinas integrais de
membrana denominadas H" ATPases. O funcionamento adequado dessas proteinas ¢ de
extrema importancia para a fisiologia celular, visto que elas bombeiam protons do
citoplasma para o exterior utilizando-se da energia liberada pela hidrolise do ATP
(KASAMO, 2003), tolerando o gradiente eletroquimico necessario para a absor¢do de
nutrientes (NAZZARO et al., 2017). Além disso, as H+-ATPases também regulam o pH
intracelular, crescimento celular e patogenicidade (SETO-YOUNG et al., 1997). Alguns
componentes do 6leo de tomilho, como o timol e o eugenol, se mostram inibidores da

H'_ATPase, ocasionando a morte celular (AHMAD et al., 2013).

2.5.4 Producao de ERO
A produgao de ERO ¢ uma parte fundamental do metabolismo de vida aerébico. A
oxidacdo faz parte, no organismo, da producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagdo intercelular e na biossintese de algumas moléculas
importantes (BARREIROS et al., 2006). Porém, o excesso desses radicais causa danos na

peroxidacao lipidica das membranas, enzimas, carboidratos e ao DNA (RAFAT HUSAIN
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et al., 1987). Um dos principais danos que o estresse oxidativo pode causar a célula ¢é
relacionado as proteinas ribossomais, devido a alta afinidade que o ERO tem pelo RNA
(YANG et al., 2020). Além disso, a indugdo de estresse oxidativo ¢ conhecido por afetar a
integridade da membrana, evento chamado de peroxidacao lipidica. A peroxidacao lipidica
¢ a incorporacdo de um oxigénio molecular sobre os acidos graxos da membrana celular,
que pode levar a destruicdo da sua estrutura, perda das trocas metabdlicas e, em casos
extremos, apoptose (GASCHLER & STOCKWELL, 2017).

Alguns trabalhos como o de Haque ef al. (2016) descrevem os terpendides,
compostos comuns encontrados em OE, como desreguladores do contetido mitocondrial,
induzindo a produgdao de EROs em Saccharomyces cerevisiae. Também ja foi descrito na
literatura que o OEL induz estresse oxidativo e permeabilidade de membrana devido a

formac¢ao de EROs em Klebsiella pneumoniae (YANG et al., 2020).

2.6 Oleo essencial de lavanda (Lavandula angustifolia)

O género Lavandula, membro da familia Lamiaceae, contempla 39 espécies
(BENABDELKADER et al., 2011) e sao plantas nativas do Mediterraneo, mas cultivadas
em todo o mundo (APROTOSOAIE et al., 2017). A espécie Lavandula angustifolia,
conhecida como lavanda ou lavanda verdadeira, ¢ uma das espécies mais cultivadas para a
producdo de OEL (ZUZARTE et al., 2012). O OEL ¢ muito conhecido na aromaterapia por
suas propriedades relaxantes (CANNARD, 1995). Também era utilizado como antisséptico
no tratamento de queimaduras, picadas de insetos e uso veterinario, para controle de
piolhos e outros parasitas (GRIEVE, 2013).

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de estudos voltados para descrever a
atividade antimicrobiana, o OEL tem se mostrado como alternativa para o tratamento de
determinados fungos e bactérias (D’AURIA et al., 2005). Além de se mostrar eficiente no
tratamento contra os fungos fitopatdgenos Botrytis cinerea € Fusarium spp. (DAFERERA;
et al., 2003), contra a levedura C. albicans (BEHMANESH et al,, 2015; D’AURIA et al,,
2005; MIJATOVIC et al, 2022) e contra o fungo filamentoso Monilinia fructicola
(XIONG et al., 2021). Alguns estudos sugerem a utilizacdo de 6leos no tratamento de
infeccdes de cepas resistentes a antibioticos, como por exemplo, foi relatada a atividade in

vitro contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus faecalis
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resistente a vancomicina (VRE) com concentragdo menor que 1% (VASIREDDY et al.,
2018). OEs de outras espécies de lavanda, como L. viridis L'Her e L. multifida j4 foram
descritos por serem ativos contra o C. neoformans (VAIRINHOS & MIGUEL, 2020;
ZUZARTE et al., 2011).

Compreendo que os OE sdo uma mistura complexa de compostos quimicos que
variam de concentragdo € composi¢ao de acordo com sua origem (BAKKALI et al., 2008)
e que podem causar desequilibrio na pressao osmotica intracelular, desencadear bloqueio
de reagdes enzimaticas e vazamento de conteudo citoplasmatico (TIAN et al., 2011)
devido a atuagdo sobre a membrana celular (SHAHINA et al, 2018), avaliar esses
componentes separadamente podem auxiliar na elucidacdo dos mecanismos desenvolvidos
pelos OEs. Os componentes principais do OEL, especificamente, ja foram descritos por
alguns autores; porém, sem evidéncias da molécula que apresenta atividade antiflingica
contra o Cryptococcus. Nesse sentido, se faz necessario estudos futuros, utilizando-se
desse trabalho como base, para que seja identificado um possivel novo farmaco.

Porém, apesar da composicao quimica do Oleo (tabela 2) ndo ser abordada neste
trabalho, os componentes majoritarios do OE de L. angustifolia, segundo o fabricante
(AROMA, 2017), sao os terpenos acetato de linalila (LA) e o linalool (Lol). Outros
constituintes como o eucaliptol, terpinen-4-ol e o-terpineol ja demonstraram atividade
antimicrobiana como foi o caso do eucaliptol contra bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas (KROL et al., 2013).

Tabela 2: Composicdo quimica do dleo essencial de Lavandula angustifolia. Adaptado
de AROMA (2017).

Constituinte %
Acetato de linalila 38,6
Linalool 36
Outros 4.6
Canfora 4,5
B-cariofileno 4.4

Eucaliptol 3

33


https://paperpile.com/c/pBUFcD/lIUjE
https://paperpile.com/c/pBUFcD/lIUjE
https://paperpile.com/c/pBUFcD/eGTwZ+1OWKC
https://paperpile.com/c/pBUFcD/eGTwZ+1OWKC
https://paperpile.com/c/pBUFcD/61cY6
https://paperpile.com/c/pBUFcD/BHHZg
https://paperpile.com/c/pBUFcD/UKNFl
https://paperpile.com/c/pBUFcD/tAMzl
https://paperpile.com/c/pBUFcD/Yb48

Limoneno 2,8

Mirceno 1,7
a-terpineol 0,9
Terpinen-4-ol 0,7
Propionato linalila 0,5
Z-B-ocimeno 0,5
E-B-ocimeno 0,4
Acetato lavandulila 0,4
o-felandreno 0,4
B-pineno 0,3

Tanto LA como Lol sdo monoterpenos aromaticos (ILC et al., 2016) encontrados
amplamente nas espécies da familia Lamiaceae (PEREIRA et al., 2018). Com relagdo a
toxicidade, o LA isolado possui uma maior citotoxicidade quando comparado com a
apresentada pelo OEL e o Lol se forma isolada (PRASHAR et al., 2004). Como o Lol ndo
apresenta toxicidade e possui atividade antibiofilme, ¢ frequentemente utilizado na
industria alimenticia (APROTOSOALIE et al., 2014). No trabalho de HERMAN et al., 2016
foi observado que oleos enriquecidos com Lol, incluindo o OEL, apresentaram maior
atividade antimicrobiana contra S. aureus, E. coli e C. albicans quando comparados com os
6leos puros. Além disso, segundo os resultados apresentados por HSU et al., 2013 contra
C. albicans, o Lol também possui uma relevancia quando se aborda novas formas
terapéuticas. Também ja foi sugerido que o Lol seja o responsavel pela atividade fungicida
e o LA exerce uma fun¢do mais ativa sobre a inibi¢do da formacao do tubo germinativo e
alongamento das hifas em C. albicans (D’AURIA et al., 2005).

Apesar de existirem alguns trabalhos que caracterizam a atividade antifingica do
OEL contra Cryptococcus (POWERS et al., 2018, 2019; VIOLLON & CHAUMONT,
1994), a abordagem trazida pelos autores €, superficial, se levado em consideragdo a
importancia biomédica deste fungo e quais as consequéncias da sua disseminagdo. O

mecanismo de acdo ja foi sugerido por para o OE de L. luisieri (ZUZARTE et al., 2012).
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Porém, at¢é o momento, o mecanismo de ag¢do do OE de L. angustifolia contra
Cryptococcus ainda nao foi abordado. Importante ressaltar que, apesar de pertencentes ao
mesmo género, os mecanismos desenvolvidos pelos OEs podem ser distintos. Por esta
razdo, o presente estudo realizou uma abordagem mais aprofundada, para que seja possivel
compreender e elucidar o mecanismo de acdo a nivel molecular do OEL sobre o

Cryptococcus.

2.7 O estudo protedmico

Estratégias que tornam possivel a elucidagdo do mecanismo de acdo de moléculas
antifingicas sdo essenciais na busca por novos medicamentos e ¢ nesse contexto que vem
crescendo estudos utilizando abordagem protedmica. A protedOmica consiste em uma
andlise do conjunto de todas proteinas expressas em um determinado tecido ou célula em
um determinado momento (BLUDAU & AEBERSOLD, 2020). E, sendo o proteoma um
sistema dinamico, ¢ possivel uma melhor compreensdo da expressao génica, pois €
possivel analisar o produto final do genoma. A protedmica € uma abordagem muito versatil
pois engloba e sustenta o estudo de diversos aspectos da proteina como sequéncia, estado

de modificacdo, estrutura, contexto molecular (AEBERSOLD & MANN, 2016).

No presente trabalho, o estudo protedmico nos permitiu analisar como a célula de
C. neoformans reage a exposi¢do ao OEL, sendo possivel buscar por alvos ou moléculas
anti-viruléncia, que possam destruir ou sensibilizar o fungo para que os tratamentos atuais
tenham maior eficacia. Apesar de ser uma metodologia mais recente, a protedmica ja vem
sendo aplicada em estudos para a elucidagdo do mecanismo de acdo de agentes
antimicrobianos, e para a identificagdo de alvos moleculares para tratamento. O trabalho de
(YANG et al., 2020) ¢ um exemplo de estudo protedmico comparativo entre células
tratadas e sem tratamento para a identificacio do mecanismo de acdo do OEL em K.
pneumoniae. Um outro exemplo ¢ o trabalho de (BARBOSA et al., 2020) que se utilizou
da abordagem protedmica para compreender o mecanismo de resisténcia antibacteriano de
Salmonella enteritidis exposta ao OE de Oribanum vulgare.

Nesse sentido, a protedmica ¢ um instrumento valioso que auxilia na compreensao
da forma com que os agentes antifingicos alteram o perfil metabolico de células de

Cryptococcus.
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3. OBJETIVOS

Compreendendo a importancia que o estudo de novos compostos com acao
antifingica contra Cryptococcus em um cenario nacional e global, e a inexisténcia de
trabalhos com a abordam molecular visando a a¢do do OEL contra o C. neoformans, este

trabalho tem por objetivos:

3.1 Objetivo geral
Avaliar o perfil proteomico de C. neoformans exposto ao Oleo essencial de

Lavandula angustifolia.

3.2 Objetivos especificos

e Expor as células de C. neoformans em meio de cultura contendo dleo essencial de

Lavandula angustifolia;
e Extrair as proteinas de C. neoformans,
e Identificar as proteinas diferencialmente expressas;

e (Caracterizar molecularmente as proteinas diferencialmente expressas e exclusivas

utilizando ferramentas de bioinformatica;
e Validar experimentalmente o proteoma diferencial;

e Elucidar o mecanismo de a¢ao do 6leo essencial de lavanda.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos e condi¢des de cultivo

C. neoformans variedade grubii H99 (sorotipo A), foi gentilmente fornecido pela
Dr. Marilene Vainstein (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul,). As leveduras foram mantidas e cultivadas em meio Sabouraud (glicose 2%, peptona
1%). em agitador orbital por 16h a 30°C e 150 rpm. Apds esse tempo, as células foram
recuperadas por centrifugacdo (5 min a 10.000 rpm), lavadas trés vezes com tampao

fosfato salina (PBS) estéril e contadas em um hemocitometro.

Foram utilizadas duas condigdes de tratamento: células (1x10° células/mL)
cultivadas em meio Sabouraud com 2 MIC de OEL (L. angustifolia) (Via Aroma, RS)
(tratado) e células cultivadas em meio Sabouraud na auséncia do 6leo (controle). Os
frascos foram inoculados com e mantidos por 24h a 37°C e 150 rpm. Em seguida, as
células foram recuperadas por centrifugag¢ao (5.000 rpm por 10 min), lavadas duas vezes
com PBS, congeladas a -80°C e posteriormente liofilizadas. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.2 Avaliacao da concentracio inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial de lavanda
(OEL)

Para identificar a CIM do OEL, a metodologia descrita pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute, norma M27-A2 foi utilizada. Brevemente, as células
(2x10%) foram inoculadas em placas de 96 pogos contendo meio RMPI-1640 em diferentes
concentragdes do OEL, variando de 25 a 0,09 pL/mL. Apds, a placa foi incubada por 48h a
37°C para posterior analise. A CIM foi definida como a menor concentragdo que inibe
visualmente o crescimento celular, comparado ao controle (sem 6leo). O experimento foi

realizado em quadruplicata em dois dias diferentes.

4.3 Extracao de proteinas

As células liofilizadas foram rompidas com um almofariz e pildo em nitrogénio
liquido até um po6 fino, que foi ressuspendido em tampao 50 mM tris-HCl pH 7,5 com

inibidores de protease (I mM PMSF, 50 uM TPCK, 5 mM de iodoacetamida). O material
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foi passado em vortex por 1 min e refrigerado 1 min, sendo este processo repetido cinco
vezes. Apds, os eppendorfs foram centrifugados (13.000 rpm por 20 min) e o foram
coletados. Os restos celulares foram suspensos no mesmo tampao o procedimento foi
repetido mais uma vez. Por fim os sobrenadantes coletados foram reunidos e armazenados
a -80°C. A concentragdo de proteinas foi determinada usando o método do &cido

bicinconinico BCA (Thermo Scientific, IL).

4.4 Preparacao de amostras para Espectrometria de massas

As proteinas (100 pg) de cada tratamento foram suspensas em tampao de digestao
(8 M de wuréia, 100 mM de Tris-HCI pH 8.,5), reduzidas com 5mM de
tris-2-carboxietil-fosfina (TCEP) a temperatura ambiente, durante 20 min e alquiladas com
10mM de iodoacetamida por 15 min no escuro Apos a adi¢do de 1 mM de CaCl, , as
proteinas foram digeridas com 2 pg de tripsina (Promega, WI) e incubadas a 37°C durante
16h. A protedlise foi interrompida pela adi¢ao de acido formico a uma concentragdo final
de 5%. As amostras foram centrifugadas (14.000 rpm por 20 min), e o sobrenadante foi

coletado e armazenado a -80°C.

4.5 Espectrometria de massas (MudPIT)

A técnica de MudPIT (multidimensional protein identification technology) foi
utilizada para a espectrometria de massas, em colaboracdo com o laboratorio do prof John
Yates no Scripps Research (La Jolla - USA). Brevemente, os peptideos digeridos foram
carregados em coluna microcapilar bidimensional empacotada com 2.5 cm de resina de
troca i6nica forte 5 um Luna (Whatman, USA), seguida por 2 cm de resina de fase reversa
3 um Aqua CI8 (Phenomenex, USA). Apoés lavagem com tampao (95% éagua, 5%
acetonitrila, 0.1% &cido férmico), a coluna foi acoplada in /ine com outra coluna capilar
contendo 11 cm de resina 3 um Aqua C18 (Phenomenex, USA).

A coluna foi posta em sistema HPLC quaternario (Agilent 1100) e os peptideos
foram separados utilizando 12 passos com diferentes concentragdes do tampao C, variando
de 10 a 100%, conforme descrito previamente (SANTI ef al., 2014). As solu¢des tampao
utilizadas foram 5% de acetonitrila, 0,1% de 4acido formico (Tampao A), 80% de

acetonitrila, 0,1% de acido férmico (Tampao B) e 500 mM de acetato de amdnio, 5% de
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acetonitrila e 0,1% de acido formico (Tampao C). Foram realizadas 2 réplicas técnicas
para cada biologica, totalizando seis réplicas técnicas para cada uma as condi¢des de

cultivo de C. neoformans.

Os peptideos eluidos foram eletropulverizados diretamente em um espectrometro
de massas do tipo LTQ-XL (Thermo Fisher, EUA) com a aplicagdo de uma voltagem de
pulverizag¢do distal de 2,4 kV. Um ciclo de um espectro de massa de varredura completa
(300-2000 m/z) seguido por cinco espectros MS/MS dependentes de dados em uma energia
de colisdo normalizada de 35% foi repetido continuamente em cada etapa da separacao
multidimensional. Para evitar analises repetitivas, a exclusao dindmica foi habilitada com
uma contagem de repeticao de 1, uma duragdo de repeticao de 30s e um tamanho de lista
de exclusdo de 200. A aplicagdo de fungdes de varredura de espectrometro de massa e
gradientes de solvente HPLC foram controlados pelo sistema de dados Xcalibur (Thermo ,

EUA).

4.6 Analise de espectros de massa em tandem

As andlises de identificacdo e quantificagdo de proteinas foram feitas com o
Integrated Proteomics Pipeline (www.integratedproteomics.com/). Brevemente, os
espectros de massa em tandem ms2 foram extraidos usando RawExtract 1.9.9 e a
identificacdo foi feita usando o algoritmo ProLuCID contra o proteoma de C. neoformans
H99, disponivel no banco de dados do UniprotKB (download em 20 maio de 2020). A
tolerancia de massa do peptideo foi definida para 3 Da, e carboximetilagdo (+57,02146 Da)
de cisteina foi considerada uma modificacao estatica. Os resultados do ProLuCID foram
montados e filtrados usando o programa DTASelect usando dois parametros definidos pelo
SEQUEST: a pontuagdo de correlagdo cruzada (XCorr) e a diferenga normalizada nas
pontuagdes de correlagdo cruzada (DeltaCN), para alcancar uma taxa de falso-positivo de

1%.

4.7 Analises de bioinformatica

Foi utilizado o software PatternLab (CARVALHO et al., 2016) para identificar
proteinas exclusivas e diferencialmente expressas encontradas tanto no controle quanto no

tratado (células expostas ao OEL). O modulo 7-Fold foi usado para selecionar proteinas
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diferencialmente expressas, utilizando os seguintes parametros: proteinas que ndo foram
detectadas em pelo menos quatro das seis corridas por condi¢do nao foram consideradas;
valor q de 0,05, F-stringency de 0,2 e L-stringency de 0,4 foram utilizados. Além disso,
uma mudanga de fold-change absoluta maior ou igual a dois foi usada para selecionar
proteinas expressas de maneira diferente. O moddulo de diagrama de Venn de area
aproximadamente proporcional (AAPV) do PatternLab foi usado para identificar proteinas

exclusivamente identificadas para uma condi¢ao usando uma probabilidade de 0,01.

A ferramenta Blast2GO (http://www.blast2go.org) foi utilizada para categorizar as
proteinas detectadas pela anotagdo do Gene Ontology (GO) de acordo com o processo
bioldgico e a funcao molecular. Além disso, o modulo de mapa KEGG permitiu a exibi¢ao
de fungdes enzimaticas no contexto das vias metabolicas nas quais essas proteinas
participam. As vias foram classificadas de acordo com a categorizagdo molecular por
evento hierarquico, como ciclo celular, doenca e metabolismo de proteinas, utilizando p <
0,05.

Para investigar as caracteristicas de proteinas hipotéticas identificadas, foram
utilizadas  outras  ferramentas de  bioinformatica.  Os  softwares  BlastP
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), Uniprot
(https://www.uniprot.org/), Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Panther
(http://pantherdb.org/) foram utilizados para predicao da fungdo proteica, classe enzimatica
e ontologia génica. E o software HMMER (https://fungi.ensembl.org/hmmer/index.html)

foi utilizado para pesquisar proteinas homologas.

4.8 Validacio da analise proteomica

Para avaliar alteragdes na membrana celular, o ensaio de extravasamento celular foi
realizado como descrito previamente (VASIREDDY et al., 2018). As células foram
cultivadas em meio Sabouraud por 20h a 35°C e 150 rpm, separadas por centrifugagdo (5
min, 10.000 rpm), lavadas com PBS estéril e contadas na camara de Neubauer. Apo6s
cultivo em meio Sabouraud como descrito acima, as células foram separadas em quatro
grupos: a) controle, apenas células; b) células tratadas com 2 MIC do 6leo; c) células
tratadas com 5 pg/mL fluconazol; d) controle positivo: células fervidas a 100°C por 10

min. Os frascos foram incubados a 35°C em 150 rpm e 1mL de amostra foi coletado nos
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tempos 0, 30min, 1h, 2h e 4h. O sobrenadante foi separado por centrifugacdo (5 min a

5.000 rpm) e procedida a leitura em espectrofotdometro a 260 nm.

4.9 Analise estatistica

O ensaio descrito acima foi realizado em triplicata e os dados gerados a partir dos
experimentos foram analisados estatisticamente por meio do teste ANOVA seguido de

pos-teste Dunnett utilizando o software GraphPad Prism 8.
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Material suplementar 1: Classificacdo de todas as proteinas em funcio molecular e processo biolégico. Todas as proteinas tabuladas

atingiram um limiar de corte de duas vezes para expressao diferencial.

N° ptn Nome Funciao Molecular (FM) Hierarquia® FM Processo Bioldgico (PB) Hierarquia PB
CNAG 00020 Protein HID1  x X X X
Down*

CNAG 00415 Cmgc/cdk/pits ITon Binding; Transferase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
Ire protein Activity; Kinase Activity Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
kinase Process; Organic Substance Process

Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Cell Cycle;
Cell Division;

CNAG 00775 Kda trp-asp Heterocyclic Compound Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
repeats Binding; Organic Cyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
containing Compound Binding; RNA Process; Biosynthetic Process; Process
protein Binding Cellular Component

Organization Or Biogenesis;
Ribosome Biogenesis

CNAG 01092 Hip. ptn X X Nitrogen Compound Metabolic =~ Metabolic Process
Process

CNAG 01952 Aryl-alcohol Oxidoreductase Activity Catalytic Activity X X
dehydrogenase

CNAG 02609 Ubiquinone Transferase Activity; Catalytic Activity Biosynthetic Process; Small Metabolic Process
biosynthesis Methyltransferase Activity Molecule Metabolic Process

O-methyltrans
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ferase,

mitochondrial
CNAG 02662 Cysteine Hydrolase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
protease ATG4 Catalytic Activity, Acting Catabolic Process; Process; Cellular
On A Protein; Peptidase Establishment Of Localization; Process;
Activity Macromolecule Localization; Localization
Cell Cycle; Process Utilizing
Autophagic Mechanism;
Autophagy; Protein Transport
CNAG 02704 MICOS X X Cellular Component Cellular Process
complex Organization Or Biogenesis;
subunit Membrane Organization; Cristae
MIC12 Formation

CNAG 02811 40S

RIBOSOMAL
PROTEIN S29

Ion Binding; Structural
Constituent Of Ribosome;
Heterocyclic Compound
Binding; Organic Cyclic
Compound Binding;
Hydrolase Activity; ATP
Hydrolysis Activity;
Transmembrane Transporter
Activity; RNA Binding

Binding; Catalytic
Activity; Cellular
Process; Transporter
Activity

Cellular Metabolic Process;

Nitrogen Compound Metabolic

Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary

Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Translation OR Protein

Biosynthesis

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG 02997 Protein STU1

Protein Binding;
Cytoskeletal Protein Binding

Binding

Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Cell Cycle; Cell Division;
Cytoskeleton Organization;

Cellular Process
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Cellular Component Assembly;
Mitotic Nuclear Division

CNAG 03198 40S ribosomal

protein S8

Structural Constituent Of
Ribosome

Cellular Process

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Translation Or Protein
Biosynthesis; Ribosome
Biogenesis

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG_03238

Dioxygenase
subfamily
protein

Ion Binding; Oxidoreductase
Activity; Dioxygenase
Activity

Catalytic Activity

X

CNAG 04011

60s ribosomal
protein

Structural Constituent Of
Ribosome

Cellular Process

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Translation Or Protein
Biosynthesis

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG_04196

Actin binding
protein

Ion Binding; Protein
Binding; Cytoskeletal
Protein Binding

Binding

Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Establishment Of Localization;
Vesicle-Mediated Transport;
Cytoskeleton Organization;

Cellular Process;
Localization
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Protein-Containing Complex
Assembly

CNAG 04889 Plant basic X X X X
secretory
protein (BSP)
family protein
CNAG 04902 MMS2 (SEL1 x X X X
protein)
CNAG 05631 NADH-ubiqui Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Cellular Process
none Generation Of Precursor
oxidoreductase Metabolites And Energy
CNAG 05740 Protein-farnes  Ion Binding; Transferase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
yl transferase  Activity Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
beta chain Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Cellular
Protein Modification Process
CNAG 06350 Hip. ptn Transferase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
Methyltransferase Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Protein
Modification Process
CNAG 06664 Sorting nexin  Lipid Binding Binding Establishment Of Localization; Cellular Process;

MVPI1

Macromolecule Localization;

Localization
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Vesicle-Mediated Transport;
Protein Transport

Up®

CNAG 00061 Citrate Transferase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
synthase Acyltransferase Activity Organic Substance Metabolic Process; Cellular
Process; Primary Metabolic Process
Process; Small Molecule
Metabolic Process;
Carbohydrate Metabolic
Process; Generation Of
Precursor Metabolites And
Energy
CNAG 00098 Palmitoyl-prot x X Cellular Metabolic Process; Metabolic
ein Organic Substance Metabolic Process; Cellular
thioesterase Process; Primary Metabolic Process
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Cellular
Protein Modification Process;
Catabolic Process; Protein
Depalmitoylation
CNAG_00099 ATP Ion Binding; Heterocyclic Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
dependent Compound Binding; Organic  Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
DNA helicase  Cyclic Compound Binding; Process; Organic Substance Process; Response

Hydrolase Activity; ATP
Hydrolysis Activity;
Catalytic Activity, Acting
On A Protein; Helicase
Activity; DNA Binding

Metabolic Process; Primary

Metabolic Process; Biosynthetic

Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;

Response To Stress; Cell Cycle;

DNA Metabolic Process;

To Stimulus
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Chromosome Organization;
Protein-Containing Complex
Assembly

CNAG_00190 Hip. ptn X

X

X

X

CNAG 00247 Saccharopine  Oxidoreductase Activity
dehydrogenase

Catalytic Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary

Metabolic Process; Biosynthetic

Process; Small Molecule
Metabolic Process; Catabolic
Process; Cellular Amino Acid
Metabolic Process; Sulfur
Compound Metabolic Process;
Cellular Nitrogen Compound
Metabolic Process

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG 00301 Hip. ptn X

X

X

X

CNAG 00390 Myotubularin ~ Phosphatase Activity

Catalytic Activity

Cellular Protein Modification
Process; Lipid Metabolic
Process

Metabolic Process

CNAG 00417 Elongation Heterocyclic Compound
factor Binding; Organic Cyclic
1-gamma Compound Binding;

Translation Regulator
Activity, Nucleic Acid

Binding; Catalytic
Activity

Cellular Metabolic Process;
Sulfur Compound Metabolic
Process

Cellular Process
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Binding; Translation Factor
Activity, RNA Binding

CNAG 00441 IMP Ion Binding; Oxidoreductase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
dehydrogenase Activity; Translation Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Regulator Activity, Nucleic Process; Biosynthetic Process; Process
Acid Binding Small Molecule Metabolic
Process; Cellular Nitrogen
Compound Metabolic Process
CNAG 00513 Nucleolar Heterocyclic Compound Binding; Catalytic Cellular Component Cellular Process;
protein 53 Binding; Organic Cyclic Activity Organization Or Biogenesis;
Compound Binding; Ribonucleoprotein Complex
Translation Regulator Assembly; Ribosome Biogenesis
Activity, Nucleic Acid
Binding; Translation Factor
Activity, RNA Binding;
Rrna Binding
CNAG 00534 ATP synthase  x X Cellular Metabolic Process; Metabolic
subunit K Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Biosynthetic Process; Process;
Small Molecule Metabolic Localization
Process; Establishment Of
Localization; Transmembrane
Transport; Biosynthetic Process
CNAG _ 00537 Carnitine Transferase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
acetyltransfera Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
se Process Process
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CNAG 00654 Sulfiredoxin Ion Binding; Oxidoreductase Binding; Catalytic Response To Stress Response To
Activity Activity Stimulus
CNAG 00656 60s ribosomal  Structural Constituent Of Binding; Cellular Process Cellular Metabolic Process; Metabolic
protein 17 Ribosome; Heterocyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Compound Binding; Protein Process; Cellular Component Process
Binding; Organic Cyclic Organization Or Biogenesis;
Compound Binding; RNA Ribosome Biogenesis
Binding
CNAG 00676 Vps28 protein  x X Catabolic Process; Catabolic Process;
Establishment Of Localization; Metabolic
Macromolecule Localization; Process;
Vesicle-Mediated Transport; Localization
Vacuolar Transport; Protein
Transport
CNAG 00700 Bifunctional Hydrolase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
purine Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
biosynthesis Process; Biosynthetic Process; Process
protein PURH Small Molecule Metabolic
Process;
CNAG 00832 D-hydroxyacid Oxidoreductase Activity Catalytic Activity X X
dehydrogenase
CNAG 01137 Aconitase Ion Binding; Heterocyclic Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Cellular Process

Compound Binding; Organic
Cyclic Compound Binding;
Lyase Activity; DNA
Binding

Activity

Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Generation Of Precursor
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Metabolites And Energy;
Mitochondrion Organization

CNAG 01166 Urease Ion Binding; Chaperone Binding Nitrogen Compound Metabolic =~ Metabolic Process
accessory Binding Process
protein
CNAG 01184 UPF0052 X X mRNA Splicing, Via Cellular Process
domain-contai Spliceosome
ning protein
CNAG 01200 Pre-mRNA-spl x X Cellular Metabolic Process; Metabolic
icing factor Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
38A Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; mRNA
Processing
CNAG_01253 Protein Ion Binding X Cellular Component Cellular Process;
transporter Organization Or Biogenesis; Localization
Establishment Of Localization;
Macromolecule Localization;
Cellular Localization; Protein
Targeting; Mitochondrion
Organization; Membrane
Organization
CNAG 01281 Hip. ptn X X X X
CNAG 01607 Thioredoxin X X X X
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CNAG 01636 Peptidyl-prolyl Isomerase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
cis-trans Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
isomerase-like Process; Organic Substance Process
1 Metabolic Process; Primary

Metabolic Process; Protein
Folding; Cellular Protein
Modification Process

CNAG 01764 Cytoplasmic Hydrolase Activity; Acting Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic

protein On Carbon-Nitrogen (But Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Not Peptide) Bonds Process; Sulfur Compound Process
Metabolic Process

CNAG 01780 Cytoplasmic Ion Binding Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic

protein Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Organic Substance Process; Response
Metabolic Process; Primary To Stimulus
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Response To Stress;
Translation Or Protein
Biosynthesis

CNAG 01823 Myo-inositol  Ion Binding; Hydrolase Binding; Catalytic Organic Substance Metabolic Metabolic
monophosphat  Activity; Phosphatase Activity Process; Primary Metabolic Process;
ase Activity Process; Biosynthetic Process; Biological

Small Molecule Metabolic Regulation

Process; Catabolic Process;
Regulation Of Cellular Process;
Cellular Response To Stimulus;
Cell Communication; Signal
Transduction; Carbohydrate
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Metabolic Process; Lipid
Metabolic Process; Signal
Transduction

CNAG 01880 Hip. ptn X X X X
CNAG 01884 Large subunit  Structural Constituent Of Binding; Cellular Process Cellular Metabolic Process; Metabolic
ribosomal Ribosome; Heterocyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
protein L3 Compound Binding; Protein Process; Organic Substance Process
Binding; Organic Cyclic Metabolic Process; Primary
Compound Binding; RNA Metabolic Process; Biosynthetic
Binding Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Translation OR Protein
Biosynthesis; Ribonucleoprotein
Complex Assembly; Ribosome
Biogenesis
CNAG_02006 Deamidase Hydrolase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
Hydrolase Activity, Acting Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
On Carbon-Nitrogen (But Process; Organic Substance Process
Not Peptide) Bonds Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Catabolic
Process; Cellular Protein
Modification Process
CNAG _02056 Hip. ptn X X X X
CNAG 02104 Hosphatidylin  Ion Binding Binding Cellular Component Cellular Process;
ositol Organization Or Biogenesis; Localization
transporter Establishment Of Localization;
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Macromolecule Localization;
Vesicle-Mediated Transport;
Protein Transport

CNAG 02394 Coenzyme X X Cellular Metabolic Process; Metabolic
Q-binding Biosynthetic Process; Small Process; Cellular
protein Molecule Metabolic Process; Process
COQ10, Generation Of Precursor
START Metabolites And Energy

CNAG 02419 Trafficking X X Establishment Of Localization, = Localization
protein Vesicle-Mediated Transport
particle
complex
II-specific
subunit 65

CNAG 02512 DNA repair Ion Binding; Hydrolase Binding; Catalytic X X
proteinrad16  Activity; ATP Hydrolysis Activity

Activity

CNAG 02605 TBC 1 domain Enzyme Regulator Activity ~ Catalytic Activity Establishment Of Localization; Cellular Process;

family protein Macromolecule Localization; Localization
Protein Transport

CNAG 02883 Small GTPase Ion Binding; Protein Binding; Catalytic Cellular Component Biological
(rho family Binding; Hydrolase Activity; Activity Organization Or Biogenesis; Regulation;
protein) Gtpase Activity; Enzyme Regulation Of Cellular Process;  Developmental

Binding Cellular Response To Stimulus;  Process

Cell Communication; Signal
Transduction; Cell
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Morphogenesis; Cytoskeleton
Organization

CNAG_02896

Hydroxymethy
lglutaryl-CoA
synthase

Transferase Activity;
Acyltransferase Activity

Catalytic Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Lipid
Metabolic Process; Sulfur
Compound Metabolic Process

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG 02897

Inositol
hexaphosphate
kinase 1

Transferase Activity; Kinase
Activity

Catalytic Activity

Organic Substance Metabolic
Process; Primary Metabolic
Process; Biosynthetic Process;
Small Molecule Metabolic
Process; Lipid Metabolic
Process

Metabolic Process

CNAG 02915

AGC/PDK1
protein kinase

Ion Binding; Transferase
Activity; Kinase Activity

Binding; Catalytic
Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Response To Stress;
Regulation Of Cellular Process;
Cellular Response To Stimulus;
Cell Communication; Signal
Transduction; Cellular Protein
Modification Process; Lipid

Metabolic
Process; Cellular
Process; Response
To Stimulus;
Biological
Regulation
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Metabolic Process; Cell Wall
Organization Or Biogenesis

CNAG 02986 Phosphoribosy x X Cellular Metabolic Process; Metabolic
1-ATP Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
diphosphatase Process; Small Molecule Process
Metabolic Process
CNAG 03165 Ribosomal Structural Constituent Of Cellular Process X X
protein Ribosome
S27/S33,
mitochondrial
CNAG 03225 Malate Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
dehydrogenase Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
, Process; Organic Substance Process
NAD-depende Metabolic Process; Primary
nt Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Carbohydrate Metabolic
Process; Generation Of
Precursor Metabolites And
Energy; Small Molecule
Metabolic Process
CNAG 03343 Translin Heterocyclic Compound Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
Binding; Organic Cyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Compound Binding; DNA Process Process

Binding; RNA Binding
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CNAG 03348 Regulation of x X Catabolic Process Metabolic Process
budding-relate
d protein,
putative
CNAG 03466 RNA-depende Transferase Activity; Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
nt RNA Heterocyclic Compound Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
polymerase Binding; Organic Cyclic Process; Biosynthetic Process; Process
Compound Binding; RNA Cellular Component
Binding; Organization Or Biogenesis;
Nucleotidyltransferase Biosynthetic Process; Cellular
Activity Component Assembly;
Chromosome Organization
CNAG 03476 Chimeric Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
spermidine Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
synthase/sacch Process; Organic Substance Process
aropine Metabolic Process; Primary
dehydrogenase Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Cellular
Amino Acid Metabolic Process
CNAG 03564 Abhydrolase  Hydrolase Activity Catalytic Activity X X
3
domain-contai
ning protein
CNAG 03861 Cytochrome-c Ion Binding; Oxidoreductase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Cellular Process

oxidase chain
VI

Activity; Transmembrane
Transporter Activity

Activity; Transporter
Activity

Generation Of Precursor
Metabolites And Energy
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CNAG 03886 ELYS X X X X
domain-contai
ning protein
CNAG 03940 Elongator Protein Binding; Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
complex Cytoskeletal Protein Binding Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
protein 2 Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; tRNA Metabolic
Process; Cellular Protein
Modification Process
CNAG 04009 Leucyl Ion Binding; Hydrolase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
aminopeptidas  Activity; Catalytic Activity,  Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
e2 Acting On A Protein; Process; Catabolic Process; Process
Peptidase Activity Catabolic Process
CNAG 04062 WD X X Cellular Metabolic Process; Metabolic
repeat-containi Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
ng protein Process; Cellular Component Process
Organization Or Biogenesis;
Ribosome Biogenesis
CNAG 04067 Haloacid Hydrolase Activity Catalytic Activity X X
dehalogenase,
type II
CNAG 04099 6-phosphogluc  Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; X

onate
dehydrogenase

Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
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decarboxylatin
gl

Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Small
Molecule Metabolic Process;
Catabolic Process; Carbohydrate
Metabolic Process; Generation
Of Precursor Metabolites And
Energy

CNAG 04208

Ataxin-3 Hydrolase Activity;
Catalytic Activity, Acting
On A Protein; Peptidase
Activity

Catalytic Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Cellular
Protein Modification Process

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG_04235

39S ribosomal  Structural Constituent Of
protein Ribosome; Protein Binding
L43/54S

ribosomal

protein L51

Binding; Cellular Process

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Regulation Of Biological
Quality; Translation Or Protein
Biosynthesis; Mitochondrion
Organization; Homeostatic
Process

Metabolic
Process; Cellular
Process;
Biological
Regulation

CNAG 04315

RCC2 protein  Ion Binding; Metal Ion
Binding

Binding

X
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CNAG 04352 Zinc-finger Heterocyclic Compound Binding; Cellular Process  Cellular Metabolic Process; Metabolic
protein Binding; Organic Cyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Compound Binding; Process; Biosynthetic Process; Process
DNA-Binding Transcription Cellular Nitrogen Compound
Factor Activity; DNA Metabolic Process
Binding
CNAG 04353 C2H2-type X X X X
domain-contai
ning protein
CNAG 04437 Nicotinamide  Ion Binding; Transferase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
riboside kinase Activity; Kinase Activity Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Biosynthetic Process; Process
Small Molecule Metabolic
Process; Cellular Nitrogen
Compound Metabolic Process
CNAG 04467 Succinate-sem Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
ialdehyde Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
dehydrogenase Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Small
Molecule Metabolic Process;
Catabolic Process; Cellular
Amino Acid Metabolic Process
CNAG _04588 Hip. ptn Ion Binding; Heterocyclic Binding; Cellular Process  Cellular Metabolic Process; Metabolic

Compound Binding; Organic
Cyclic Compound Binding;
DNA-Binding Transcription

Nitrogen Compound Metabolic
Process; Biosynthetic Process;
Response To Stress; Cellular

Process; Cellular
Process; Response
To Stimulus
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Factor Activity; DNA
Binding

Nitrogen Compound Metabolic
Process; Response To Stress

CNAG 04629 Mobl family  x X X X
protein
CNAG 04740 Hip. ptn X X X X
CNAG 04753 Lactonohydrol x X X X
ase
CNAG 04789 Hip. ptn X X X X
CNAG 04959 Syntaxin 16 X X Cellular Component Cellular Process;
Organization Or Biogenesis; Localization
Establishment Of Localization;
Macromolecule Localization;
Vesicle-Mediated Transport;
Protein Transport
CNAG 05113 Aldehyde Oxidoreductase Activity Catalytic Activity X X
dehydrogenase
CNAG _05187 Hip. ptn X X Cellular Component Cellular Process;
Organization Or Biogenesis; Localization
Establishment Of Localization;
Macromolecule Localization;
Vesicle-Mediated Transport
CNAG 05221 Histone H2A.4 Heterocyclic Compound Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic

Binding; Organic Cyclic

Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance

Process; Cellular
Process
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Compound Binding; DNA
Binding

Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Catabolic Process; Cell Cycle;
Nucleobase-Containing
Compound Catabolic Process;
Chromosome Organization;
Protein-Containing Complex
Assembly

CNAG 05398 Phosphoserine Ion Binding Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
transaminase Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Cellular
Amino Acid Metabolic Process
CNAG_05502 Hip. ptn X X X X
CNAG 05534 Pyridoxal Oxidoreductase Activity Catalytic Activity X X
reductase
CNAG 05595 Hip. ptn X X X X
CNAG 05602 1-pyrroline-5-  Oxidoreductase Activity Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
carboxylate Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
dehydrogenase Process; Organic Substance Process

Metabolic Process; Primary

109



Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Cellular
Amino Acid Metabolic Process;
Catabolic Process

CNAG 05623

Chorismate
synthase

Ion Binding; Lyase Activity

Binding; Catalytic
Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Small Molecule
Metabolic Process; Cellular
Amino Acid Metabolic Process

Metabolic
Process; Cellular
Process

CNAG_05690

Histone
deacetylase 2

Ion Binding; Hydrolase
Activity; Hydrolase Activity,
Acting On Carbon-Nitrogen
(But Not Peptide) Bonds

Binding; Catalytic
Activity

Cellular Metabolic Process;
Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Catabolic Process; Cell Cycle;
Reproduction; DNA Metabolic
Process; Cellular Protein
Modification Process;
Autophagy; Cellular Component
Assembly; Chromosome
Organization

Metabolic
Process; Cellular
Process
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CNAG 05770 Proteasome Hydrolase Activity; Catalytic Activity Catabolic Process Metabolic Process
component Catalytic Activity, Acting
ptsl On A Protein; Peptidase
Activity
CNAG 05797 5'-3' Ion Binding; Heterocyclic Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
exoribonucleas Compound Binding; Organic  Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
e?2 Cyclic Compound Binding; Process; Organic Substance Process
Hydrolase Activity; RNA Metabolic Process; Primary
Binding; Nuclease Activity Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Cellular Component
Organization Or Biogenesis;
Catabolic Process; mRNA
Processing;
Nucleobase-Containing
Compound Catabolic Process;
Ribosome Biogenesis
CNAG 05829 Nonsense-med Heterocyclic Compound Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
iated mRNA Binding; Organic Cyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
decay protein ~ Compound Binding; RNA Process; Organic Substance Process
Nmd2/UPF2 Binding Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Catabolic
Process; Nucleobase-Containing
Compound Catabolic Process
CNAG 06007 U3 small Heterocyclic Compound Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
nucleolar Binding; Organic Cyclic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
RNA-associate Compound Binding; Rrna Process; Cellular Component Process
d protein 23 Binding Organization Or Biogenesis;

Ribosome Biogenesis
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CNAG 06008 Asparaginase  Hydrolase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
Hydrolase Activity, Acting Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
On Carbon-Nitrogen (But Process; Organic Substance Process
Not Peptide) Bonds Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Small
Molecule Metabolic Process;
Cellular Amino Acid Metabolic
Process
CNAG_06064 Protein Hydrolase Activity; Catalytic Activity Cellular Metabolic Process; Metabolic
tyrosine Phosphatase Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
phosphatase Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Cellular
Protein Modification Process
CNAG 06144 Cytoplasmic Ion Binding Binding Cellular Metabolic Process; Metabolic
protein Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Process; Organic Substance Process
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Translation Or Protein
Biosynthesis
CNAG 06206 ATP-dependen Ion Binding; Heterocyclic Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic

t RNA
helicase DBP9

Compound Binding; Organic
Cyclic Compound Binding;
Hydrolase Activity; ATP
Hydrolysis Activity;
Catalytic Activity, Acting

Activity

Nitrogen Compound Metabolic
Process; Organic Substance
Metabolic Process; Primary
Metabolic Process; Biosynthetic
Process; Ribosome Biogenesis

Process; Cellular
Process

112



On A Protein; Helicase
Activity; RNA Binding

CNAG 06224 Nuclear Protein Binding; Unfolded Binding Protein Folding Cellular Process
movement Protein Binding
protein nudC
CNAG 06589 Endoribonucle Lipid Binding Binding X X
ase L-PSP
CNAG 06621 Biotin Ion Binding; Transferase Binding; Catalytic Cellular Metabolic Process; Metabolic
synthase Activity; Methyltransferase  Activity Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular
Activity Process; Biosynthetic Process; Process
Small Molecule Metabolic
Process; Sulfur Compound
Metabolic Process
CNAG 06750 Endoplasmic Ion Binding; Metal Binding  Binding X X
reticulum
junction
formation
protein
lunapark
CNAG _06820 Hip. ptn X X X X
CNAG 07506 RING finger Ion Binding; Heterocyclic Binding; Cellular Process  Cellular Metabolic Process; Metabolic
protein Compound Binding; Organic Nitrogen Compound Metabolic ~ Process; Cellular

Cyclic Compound Binding;
DNA-Binding Transcription
Factor Activity

Process; Biosynthetic Process

Process

113



CNAG 07595 Hip. ptn X X X

CNAG 07775 Hip. ptn X X X

Down?: proteinas exclusivas do controle + proteinas down reguladas
Up®: proteinas exclusivas da lavanda + proteinas up reguladas
Hierarquia®: origem ancestral

Hip. ptn = proteina hipotética
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Material suplementar 2: Vias metabolicas alteradas, sua hierarquia e as proteinas alteradas de C. neoformans encontradas em cada
uma delas. As proteinas em verde sdo proteinas reguladas negativamente, as demais sdo proteinas reguladas positivamente.

Nome da via Caédigo Hierarquia N° Cédigo ptn Cédigo enzima Nome enzima
KEGG ptn
Alanine, aspartate and ko00250 Amino acid 3 CNAG 04467 EC:1.2.1.16; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
glutamate metabolism metabolism EC:1.2.1.24; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(+));
EC:1.2.1.79 Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP(+))
CNAG 05602 EC:1.2.1.88; L-glutamate gamma-semialdehyde dehydrogenase;
EC:1.5.1 Acting on the CH-NH group of donors
CNAG 06008 EC:3.5.1.1 Asparaginase
Arginine and proline ko00330 Amino acid CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
metabolism metabolism EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
CNAG 05602 EC:1.2.1.88; L-glutamate gamma-semialdehyde dehydrogenase;
EC:1.5.1 Acting on the CH-NH group of donors
Cysteine and methionine  ko00270 Amino acid CNAG 03225 EC:1.1.1.37 Malate dehydrogenase
metabolism metabolism CNAG 05398 EC:2.6.1.52 Phosphoserine transaminase
Lysine degradation ko00310 Amino acid CNAG 00247 EC:1.5.1.8; Saccharopine dehydrogenase (NADP(+),
metabolism EC:1.5.1.9 L-lysine-forming); Saccharopine dehydrogenase
(NAD(+), L-glutamate-forming)
CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
Tyrosine metabolism ko00350 Amino acid CNAG 04467 EC:1.2.1.16; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
metabolism EC:1.2.1.24; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(+));
EC:1.2.1.79 Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP(+))
CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
Valine, leucine and ko00280 Amino acid CNAG 02896 EC:2.3.3.10 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
isoleucine degration metabolism CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
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Glycine, serine and k000260 Amino acid CNAG 05398 EC:2.6.1.52 Phosphoserine transaminase
threonine metabolism metabolism
Histidine metabolism ko00340 Amino acid CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
metabolism EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
Phenylalanine ko00360 Amino acid CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
metabolism metabolism EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
Phenylalanine, tyrosine ~ ko00400 Amino acid CNAG 05623 EC:4.2.3.5 Chorismate synthase
and tryptophan metabolism
biosynthesis
Tryptophan metabolism  ko00380 Amino acid CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
metabolism EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
Ascorbate and aldarate ko00053 Carbohydrate CNAG 01952 EC:1.1.1.122 D-threo-aldose 1-dehydrogenase
metabolism metabolism CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
CNAG 05534 EC:1.1.1.122 D-threo-aldose 1-dehydrogenase
Citrate cycle (TCA ko00051 Carbohydrate CNAG 00061 EC:2.3.3.1 Citrate (Si)-synthase
cycle) metabolism CNAG 01137 EC:4.2.13 Aconitate hydratase
CNAG 03225 EC:1.1.1.37 Malate dehydrogenase
Glyoxylate and ko00630 Carbohydrate CNAG 00061 EC:2.3.3.1 Citrate (Si)-synthase
dicarboxylate metabolism CNAG 01137 EC:4.2.13 Aconitate hydratase
metabolism CNAG 03225 EC:1.1.1.37 Malate dehydrogenase
Pyruvate metabolism ko00620  Carbohydrate CNAG 00832 EC:1.1.1.28 D-lactate dehydrogenase
metabolism CNAG_03225 EC:1.1.1.37 Malate dehydrogenase
CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Butanoate metabolism ko00650  Carbohydrate CNAG 02896 EC:2.3.3.10 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
metabolism
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CNAG 04467 EC:1.2.1.16; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.24; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(+));
EC:1.2.1.79 Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP(+))
Fructose and mannose ko00051 Carbohydrate CNAG 01952 EC:1.1.1.122 D-threo-aldose 1-dehydrogenase
metabolism metabolism CNAG 05534 EC:1.1.1.122 D-threo-aldose 1-dehydrogenase
Inositol phosphate ko00562  Carbohydrate CNAG 00390 EC:3.1.3.48; Protein-tyrosine-phosphatase;
metabolism metabolism EC:3.1.3.64 Phosphatidylinositol-3-phosphatase
CNAG 01823 EC:3.1.3.25 Inositol-phosphate phosphatase
Glycolysis / ko00010  Carbohydrate CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
Gluconeogenenis metabolism EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Pentose phosphate ko00030  Carbohydrate CNAG 04099 EC:1.1.1.44 Phosphogluconate dehydrogenase
pathway metabolism (NADP(+)-dependent, decarboxylating)
Methane metabolism ko00680  Energy CNAG 01184 EC:2.7.1; Transferring phosphorus-containing groups;
metabolism EC:2.7.8.28 2-phospho-L-lactate transferase
CNAG 03225 EC:1.1.1.37 Malate dehydrogenase
CNAG 05398 EC:2.6.1.52 Phosphoserine transaminase
Oxidative ko00190  Energy CNAG 03861 EC:1.9; Acting on a heme group of donors;
phosphorylation metabolism EC:7.1.1.9 Cytochrome-c oxidase
CNAG 05631 EC:7.1.1.2; NADH:ubiquinone reductase (H(+)-translocating);
EC:1.6.5.11; NADH dehydrogenase (quinone);
EC:1.6.5.2 NAD(P)H dehydrogenase (quinone)
Fatty acid degradation ko00071 Lipid metabolism CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Fatty acid elongation ko00062  Lipid metabolism CNAG 00098 EC:3.1.2.22 Palmitoyl-protein hydrolase
Glycerolipid metabolism  ko00561  Lipid metabolism CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Nicotinate and ko00760  Metabolism of CNAG 04437 EC:2.7.1.22 Ribosylnicotinamide kinase
nicotinamide cofactors and
metabolism vitamins
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CNAG 04467 EC:1.2.1.16; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
EC:1.2.1.24; Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NAD(+));
EC:1.2.1.79 Succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP(+))
Ubiquinone and other ko00130  Metabolism of CNAG 02609 EC:2.1.1.64; 3-demethylubiquinol 3-O-methyltransferase;
terpenoid-quinone cofactors and EC:2.1.1.114 Polyprenyldihydroxybenzoate methyltransferase
biosynthesis vitamins CNAG 05631 EC:7.1.1.2; NADH:ubiquinone reductase (H(+)-translocating);
EC:1.6.5.11; NADH dehydrogenase (quinone);
EC:1.6.5.2 NAD(P)H dehydrogenase (quinone)
Biotin metabolism ko00780 Metabolism of CNAG 06621 EC:2.8.1.6; Biotin synthase;
cofactors and EC:2.1.1 Transferring one-carbon groups
vitamins
Pantothenate and CoA ko00770  Metabolism of CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
biosynthesis cofactors and EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
vitamins
Vitamin B6 metabolism ko00750  Metabolism of CNAG 00098 EC:3.1.2.22 Palmitoyl-protein hydrolase
cofactors and
vitamins
Glutathione metabolism ko00480  Metabolism of CNAG 01764 EC:3.5.29 5-oxoprolinase (ATP-hydrolyzing)
other amino acids
CNAG 04099 EC:1.1.1.44 Phosphogluconate dehydrogenase
(NADP(+)-dependent, decarboxylating)
beta-Alanine metabolism  ko00410  Metabolism of CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
other amino acids EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))
Cyanoamino acid ko00460  Metabolism of CNAG 06008 EC:3.5.1.1 Asparaginase
metabolism other amino acids
Terpenoid backbone ko00900  Metabolism of CNAG 02896 EC:2.3.3.10 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase
biosynthesis terpenoids and CNAG 05740 EC:2.5.1.58 Protein farnesyltransferase
polyketides B
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Limonene and pinene ko00903 Metabolism of CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
degration terpenoids and EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))

polyketides
Purine metabolism ko00230  Nucleotide CNAG 00441 EC:1.1.1.205 IMP dehydrogenase

metabolism CNAG 00700 EC:3.5.4.10; IMP cyclohydrolase;

EC:2.1.2.3 Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide
formyltransferase
CNAG 02986 EC:3.6.1.13 ADP-ribose diphosphatase

Chloroalkane and ko00625 Xenobiotics CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+));
chloroalkene degration biodegradation and EC:1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))

metabolism
Drug metabolism - ko00982  Xenobiotics CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
cytochrome P450 biodegradation and EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))

metabolism
Drug metabolism - other ko00983  Xenobiotics CNAG 00441 EC:1.1.1.205 IMP dehydrogenase
enzymes biodegradation and

metabolism
Metabolism of ko00980  Xenobiotics CNAG 05113 EC:1.2.1.5; Aldehyde dehydrogenase (NAD(P)(+)); Aldehyde
xenobiotics by biodegradation and EC:1.2.1.3 dehydrogenase (NAD(+))
cytochrome P450 metabolism
Synthesis and ko00072  Lipid metabolism CNAG 02896 EC:2.3.3.10 Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase

degradation of ketone
bodies
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Material suplementar 3: Vias metabolicas envolvidas no metabolismo de
aminoacidos. Os retangulos em vermelho representam as proteinas reguladas
positivamente no C. neoformans

Via 1) Metabolismo da Alanina, Aspartato e Glutamato
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Via 2) Metabolismo da Arginina e Prolina
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Via 3) Metabolismo da Cisteina e Metionina
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Via 4) Metabolismo da Glicina, Serina e Metionina

GLYCINE, SERINE AND THREONINE METAROLISM
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Via 5) Degradacdo da Lisina
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Via 6) Metabolismo da Fenilalanina
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Via 7) Metabolismo do Triptofano
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Via 8) Metabolismo da Tirosina
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Via 9) Degradacao da Valina, Leucina e Isoleucina

| VALINE, LEUCINE AND ISCLEUCINE DEGRADATION
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Via 1) Metabolismo Ascorbato e Aldarato
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Via 2) Metabolismo do Butanoato

BUTANOATE METAR OLIEM (5,5)-Butane-23-dial O

meso-Butane-2,3-diol O
(FLR)-Butane-2,3-din] O

i
Succinate ¥
g

(5)-2-Acetoin

Diacetyl
1117% O

11154 o}

1114 O

(B)-2-Lcetom

(5)-2-Acetolactate

1351 j
- | - ewen - T
5211 42131 11183
A 1354 Fumamk e Malsate (R)-Weate
Butanoate O 27127 O Butanoyl-P
[28313] [12L16] |2233*|||6212| |23*119|
Alanine, aspartate ;and - '
gmmﬁ i ey 1-Butancl Butanal ++Bmmyl S I e rvm——
O—{Tiar o4 111 | »O—===o poS=———e=" of Bimne isoftye
I (S:u.ccmyl N Butane
I e [23.154]
4 Amino- 2-H, -
L-Glut re 41115 bmﬂaﬂim 2 LLLA bmmnga Cr—{421 10 mﬁ ’
utarnal - o4 7245 421 FwOw{2z3 2} =0
A 26196 A 101 iH . Crotonog Coh ‘_{ o }_' | "'
A]gtaﬂme and prolne | _J ISusc;]néaEheh butamyl- ok Glutacongt-Coss g “myl Cy '
:se“; N :f‘; . 42155 42117 1952
Vitarain B metabolism  [A—————— - %am:l(gdu)xﬁb\g'\?:); laine, aspartate and
o311 »oe{ 230 woe 51231 »0 ¢ (So-3-Hhoxy | Clitamas metabolism | PO
2-Propensl Poly - hydraxgbutyrate {R)-3 Hadrors: 2-Ouoghtarete
Propane O—{ 141327 0 -Cok
[1.1.136) [1113s][Liiam]
© (R)-3-Hydroxybutanoate
Aeet -Cod !
10130 cetoase - Co ) S LY
" 2116 y 2319 o
o311} —ce—{iaEms}—-Oe{4114 Mol 8 )43 hcetyl Coks
Mthazal et acetate Acetone e 23210 I
Lcstoars tate 2835 5)-3-Hylroxye |
O——»0—{42127 - — o S,ﬂwmﬁﬁ%ﬂgm |
3-Butyn-1-0l  3-Butyni-al 3-Butynoate [2232] |
1. I
Fattyacid degradation
00630 813121
() Kanehisa Laboratories

130




Via 3) Ciclo do Citrato
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Via 4) Glicdlise e Gliconeogénese
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Via 5) Metabolismo do Glioxilato e Dicarboxilato
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Via 6) Metabolismo do Inositol Fosfato
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Via 7) Via das Pentoses Fosfato
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Via 8) Metabolismo do Piruvato
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Material suplementar 5: Vias metabdlicas envolvidas no metabolismo de cofatores e
vitaminas. Os retangulos em vermelho representam as proteinas reguladas positivamente

reguladas negativamente no C. neoformans.

Via 1) Metabolismo da Biotina
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Via 2) Metabolismo Nicotinato e Nicotinamida
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Via 3) Biossintese de Pantotenato e CoA
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Via 4) Ubiquinona e outros terpendides-quinona biossintese
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Via 5) Metabolismo da Vitamina B6
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Material suplementar 6: Vias metabdlicas envolvidas no metabolismo de outros

. ;. A ’
aminoacidos. Os retangulos em vermelho representam as protelnas reguladas
positivamente no C. neoformans.
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Via 2) Metabolismo do acido cianoamino
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Via 3) Metabolismo da glutationa
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