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Resumo

Nas ultimas décadas, a relevancia clinica do Reino Fungi vem aumentando, principalmente
em virtude da maior incidéncia de micoses sistémicas e do nimero limitado de fArmacos eficazes no
tratamento de infec¢des fungicas. Dentre os fungos de importancia médica podemos destacar o
fungo dimorfico e oportunista Candida albicans, o qual € capaz de infectar uma ampla gama de
tecidos, além de ser um dos principais agentes causadores de infecgdes nosocomiais. A maioria das
septicemias nosocomiais causadas por esse microrganismo deve-se a formagdo de comunidades
microbianas denominadas biofilmes. A formacgéo de biofilme confere ao patdogeno maior resisténcia
a terapias antifingicas e as defesas do hospedeiro. Nesse contexto, avaliamos o efeito do
propranolol, um antagonista beta-adrenérgico, na formacdo do biofilme de C. albicans. Os
resultados indicaram que o propranolol desempenha um efeito inibitorio na filamentagdo e na
adesdo de C. albicans a superficies, inibindo assim a formacdo do biofilme por esse fungo. A
inibi¢do da formagao de biofilmes por C. albicans também ¢é mediada pelo farnesol, uma molécula
autoindutora produzida por esse patdogeno. Nesse trabalho foi também demonstrado o potencial
antimicrobiano do farnesol no fungo termodimoérfico Paracoccidioides brasiliensis, o qual €
descrito como o agente etiologico da paracoccidioidomicose. Nossos resultados mostraram que o
farnesol desempenha um significante efeito fungicida em P. brasiliensis, provavelmente por
desencadear a degradagio de organelas intracelulares. Além disso, o farnesol, assim como o
sobrenadante de uma cultura crescida de C. albicans, inibem o processo de transicdo morfologica de
P. brasiliensis, sugerindo um possivel envolvimento dessa molécula em interagdes interespecificas
entre esses fungos. Os resultados obtidos tanto para o propranolol quanto para o farnesol mostram-
se promissores ¢ devem ser melhor explorados, principalmente tendo-se em mente o alto custo e a
alta toxicidade geralmente apresentados pelas drogas antifungicas atualmente disponiveis. Outro
fungo patogénico e oportunista que merece destaque é Cryptococcus neoformans. Esse fungo €
capaz de sobreviver e se replicar no interior de macréfagos, revelando a existéncia de mecanismos
que permitem sua adaptacdo ao ambiente inospito do fagossomo da célula hospedeira. Uma
hipdtese é de que os atributos necessarios para a sobrevivéncia de C. neoformans ao ambiente do
interior de macrofagos foram previamente selecionados a partir de interacdes entre esse fungo e
predadores ambientais, como amebas. A fim de verificarmos essa hipotese, comparamos a resposta
transcricional de C. neoformans ao microambiente de macroéfagos e de amebas. Nossos resultados
sugerem que, embora o fungo expresse alguns grupos de genes especificos em resposta a um dado
fagocito, de modo geral a responda metabodlica de C. neoformans a amebas e macrofagos € bastante

similar, indicando privagdo nutricional e estresse oxidativo nesses ambientes.

Xvil



Abstract

In recent decades, the clinical relevance of the Fungi Kingdom is increasing, mainly due to
higher incidence of systemic mycoses and the limited number of effective drugs to treat fungal
infections. Among the medically important fungi, we can highlight the opportunistic dimorphic
fungus Candida albicans, which is able to infect a wide range of host tissues, besides being one of
the major causative agents of nosocomial infections. C. albicans is associated to nosocomial
infections in part due its ability to adhere to a variety of biomaterials such as catheters, forming
biofilms. Biofilms have clinical repercussions mainly due to their notorious resistance to
antimicrobials agents and host immune defenses. The difficulty in treating biofilm-associated
infections emphasizes the importance of studying drugs that are active against its formation. In this
context, we evaluated the effects of propranolol, which has been used clinically as a beta-adrenergic
receptor antagonist, in C. albicans adherence and biofilm formation. Here, we demonstrate that
propranolol inhibits germ tubes formation and the adherence of C. albicans cells on abiotic surfaces
as well as on epithelial cells, resulting in decreased in biofilm formation. C. albicans biofilm
development can also be inhibited by the autoinducer farnesol as quorum-sensing mechanism.
Moreover, studies revealed that farnesol affect the growth of a number of bacteria and fungi,
pointing to a potential role as an antimicrobial agent. In this sense, we evaluated the effects of
farnesol on the thermal dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis, the etiologic agent of the
most prevalent mycosis in Latin America, paracoccidioidomycosis. Our data indicate that farnesol
acts as a potent antimicrobial agent against P. brasiliensis. The fungicide activity of farnesol
reduces the viability of this pathogen and delays the dimorphism, suggesting an antimicrobial
activity against P. brasiliensis, probably due the massive cytoplasmic organelles degeneration. The
results showed by both propranolol and farnesol are particularly interesting, since it could be further
explored in order to evaluate the possible use of these compounds as antimicrobial agents. Another
pathogenic and opportunistic fungus of clinical relevance is the yeast Cryptococcus neoformans.
This fungus is able to survive and replicate within the phagossome of macrophages, revealing that it
have evolved mechanisms allowing its survival within the phagocytic cells, which are considered an
inhospitable habitat. Since replication in an animal host is not essential as part of C. neoformans
life cycle, it was proposed that fungal virulence for mammals originated from selection by
environmental predators, such as amoebas. In this perspective, we compared the transcriptional
response of C. neoformans after interaction with macrophages and amoebas. Our results suggest a
conserved metabolic response of C. neoformans to the environment of both phagocytic cells by the

expression of genes related with nutritional and oxidative stress.
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INTRODUCAO GERAL




1. Introducio Geral

1.1. Fungos Patogénicos

Fungos sdo organismos eucaridticos e heterotroficos encontrados em diversos
nichos ecoldgicos, como agua, solo e ar, ou em relagcdes de comensalismo/parasitismo
com plantas e animais (Almeida, 2008). Estima-se que haja aproximadamente 150 mil
espécies, das quais apenas poucas centenas sao descritas como sendo capazes de causar
doengca em humanos. Nas ultimas décadas, entretanto, a relevancia clinica do reino
Fungi vem aumentando devido a maior incidéncia de micoses sistémicas, as quais
impdem um sério problema de saude publica por serem responsaveis por taxas elevadas
de mortalidade ¢ morbidade em todo mundo (Romani, 2004). Ademais, o nimero de
farmacos disponiveis para o tratamento de infec¢des fingicas ¢ limitado, e a baixa
toxicidade seletiva dos medicamentos existentes associada ao aumento da resisténcia
microbiana as drogas atuais demonstram a necessidade de estudos para o
desenvolvimento de novas terapias antifiingicas.

Dentre os fungos de importancia médica destacam-se os dimoérficos e os
oportunistas, os quais sdo responsaveis pela maioria das infec¢des sistémicas em
humanos e outros mamiferos. Os fungos dimorficos, cujos representantes mais
estudados sdo Candida albicans, Coccidioides immitis, Blastomices dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum, apresentam a notavel
capacidade de transitar entre duas formas (levedura e micélio) em resposta a sinais
extracelulares (Rooney & Klein, 2002; Klein & Tebbets, 2007). Ja& os fungos
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus e representantes do género Candida
estdo entre os mais comumente isolados de infec¢des oportunistas, coexistindo
normalmente com seus hospedeiros, sem estabelecer o processo infeccioso. Porém, em
determinadas condi¢des favoraveis, como distirbios do sistema imunoldgico, tais
microrganismos demonstram um potencial patogénico, podendo causar doenca
(Almeida, 2008). Fatores intrinsecos do hospedeiro, como velhice, gravidez e o
desenvolvimento de patogenias que alteram a imunidade celular (como neoplasias,
diabetes, SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), e fatores extrinsecos,
como cirurgias de transplante de orgdos e o uso continuo de antibidticos ou

corticosteroides, favorecem o surgimento de micoses oportunistas.



A seguir trataremos de alguns aspectos relacionados a biologia e as infecc¢des
causadas pelos fungos patogé€nicos P. brasiliensis, C. albicans e C. neoformans, 0s

quais foram objetos de estudo do presente trabalho.

1.2. Paracoccidioides brasiliensis ¢ a Paracoccidioidomicose

Primeiramente relatado por Adolpho Lutz em 1908 (revisto por San-Blas et al.,
2002), o fungo dimoérfico Paracoccidiodes brasiliensis € descrito como o agente
etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica prevalente na
América Latina (Franco, 1987; McEwen et al., 1995; Restrepo et al., 2001). As areas de
maior incidéncia da PCM sao: Brasil (80% dos casos), Venezuela e Colombia (McEwen
et al., 1995; Restrepo et al., 2001). No Brasil ocorrem aproximadamente 150 mortes por
ano em virtude da PCM, sendo os estados mais afetados Sdo Paulo, Rio de janeiro,
Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul (Prado et al., 2009). E embora a PCM seja,
na maioria dos casos, assintomatica, evoluindo em apenas 2% dos aproximadamente 10
milhdes de individuos infectados, essa micose tem importancia em satde coletiva
devido aos custos sociais e economicos derivados ndo apenas da doenga em atividade,
como também das freqiientes seqiielas secundarias conseqiientes da infec¢do, o que
pode resultar na morbidade do paciente (McEwen et al., 1995).

O processo de transicdo dimorfica de P. brasiliensis foi relatado primeiramente
por Splendore (1912). In vitro, esse processo ¢ unicamente dependente da mudanga de
temperatura, sugerindo que, de alguma forma, o fungo perceba e responda, via
sinalizagdo celular, a esse sinal. A temperatura ambiente (25°C), P. brasiliensis se
apresenta na forma de micélio, caracterizada por uma estrutura tubular de talo
filamentoso (hifa) septado com comprimento de 1-3 um (Carbonell, 1969; Franco,
1993). Quando submetido a temperatura de 37°C (in vitro) ou a partir da invasao de
tecidos do hospedeiro, P. brasiliensis diferencia-se para a forma de levedura,
caracterizada por células em forma oval ou esférica, multinucleadas e que se
reproduzem por brotamentos laterais, o que resulta em uma estrutura com a aparéncia de
roda de leme, a qual ¢ a principal caracteristica taxonomica e de diagnostico desse
fungo. (Carbonell, 1969; Franco, 1993).

Trabalhos recentes vém mostrando fortes evidéncias moleculares da existéncia
de reproducdo sexuada em P. brasiliensis (Felipe et al., 2005; Matute et al., 2006;

Torres et al., 2010). Entretanto, a forma teleomorfica desse fungo ainda ¢ desconhecida,



o que dificulta sua classificagdo taxonOmica, uma vez que esta ¢ classicamente
fundamentada nos estagios de reprodugdo sexuada, em conjunto com observacdes
fenotipicas. Sendo assim, a classificacdo taxondmica de P. brasiliensis vem sendo
baseada em comparagdo filogenética de seqiiéncia do DNA que codifica para
subunidade maior do RNA ribossdmico (26S), associadas a andlises morfoldgicas.
Atualmente, o fungo P. brasiliensis ¢ classificado como um ascomiceto (filo
Ascomycota), membro da ordem Onygenales, familia Onygenaceae. Pertencentes ao
mesmo clado estdo algumas espécies de fungos dimorficos e patogénicos como B.
dermatitidis, Emmonsia ¢ H. capsulatum (Leclerc et al., 1994; Guarro et al., 1999;
Bialek et al., 2000).

Desde 1930, quando foi descrito por Almeida (revisto por Franco et al., 1994), o
fungo P. brasiliensis vem sendo considerado como uma espécie Unica. Entretanto, ¢
notavel a diversidade genética entre diferentes isolados de P. brasiliensis (Molinari-
Madlum, et al., 1999; Matute et al., 2006), além da grande variacdo nos niveis de
viruléncia desses isolados em modelos de infec¢do experimental (Singer-Vermes et al.,
1989). De fato, trabalhos recentes vém propondo que P. brasiliensis ndo ¢ uma espécie
unica (clonal) como se acreditava. Matute et al. (2006) mostraram, com base em estudos
filogenéticos de 65 isolados de P. brasiliensis, a existéncia de trés diferentes espécies
cripticas decorrentes de dois eventos independentes de especiacdo. Ademais, em pelo
menos uma dessas espécies, observou-se a presenga de recombina¢do nas regides
génicas analisadas, o que constitui uma forte evidéncia de uma possivel reprodugao
sexuada neste fungo. Mais recentemente, Teixeira et al., (2009) propuseram a existéncia
de uma nova espécie filogenética, o grupo “Pb01-like”, o qual exibe grande divergéncia
morfolédgica e de seqiiencia génica quando comparado aos demais isolados analisados.
Estima-se que o grupo “Pb01-like” tenha dividido um mesmo ancestral comum com a
espécie P. brasiliensis a 32 milhdes de anos atras e eventos de recombinagdo também
sugerem a existéncia de reproducdo sexuada nesse grupo. Devido as marcantes
diferengas entre o grupo “PbOl-like” e os demais representantes da espécie P.
brasiliensis, foi sugerida a existéncia de uma nova espécie denominada
Paracoccidioides lutzii (Teixeira et al., 2009).

Embora o habitat e o ciclo bioldégico de P. brasiliensis ainda ndo tenham sido
determinados com precisdo, informagdes acumuladas até o presente momento sugerem
que este apresente uma fase saprofitica no solo e/ou em vegetais (Restrepo et al., 2001).

Em condigdes adversas (limitacdo de umidade e nutrientes), P. brasiliensis produziria



propagulos da forma miceliana denominados de conidios, os quais mediariam sua
disseminagdo, podendo infectar, por via aerogena, o homem (Restrepo et al., 2001).
Assim, apés inalados, os conidios atingiriam os pulmdes, onde sofreriam a transi¢do
para a forma de levedura, fundamental para o estabelecimento da infec¢do (revisto por
Rooney & Klein, 2002). Posteriormente, a infeccdo poderia ser disseminada para os
demais tecidos do hospedeiro, tornar-se latente ou crdnica, ou ainda ser erradicada,
dependendo da resposta imunolégica do hospedeiro e da viruléncia do fungo (Franco,
1987; San-Blas et al., 2002).

A maioria dos individuos infectados por P. brasiliensis desenvolve apenas
infeccdo assintomatica, definida como paracoccidioidomicose-infecgdo, a qual acomete
principalmente individuos sadios que vivem em areas endémicas. J4 no caso do
individuo vir a desenvolver a doenga, as manifestagdes clinicas sdo diversas, sendo
caracterizadas principalmente por lesdes pulmonares e mucocutaneas (Franco, 1987;
Franco et al., 1993). Nesse caso, a PCM pode dar origem a duas formas que se
diferenciam quanto a caracteristicas clinicas, imunologicas e histopatologicas: a forma
aguda (tipo juvenil) ou a forma cronica (tipo adulto). A PCM aguda esta associada a
taxas de mortalidade significativas, sendo geralmente de carater bastante severo, e
acometendo, principalmente, jovens de ambos os sexos. J& a forma cronica, que ¢ a
mais comum, se caracteriza por apresentar lesdes restritas a alguns 6rgdos, e progredir
mais lentamente, podendo acarretar seqiielas pulmonares e subcutineas, ou mesmo vir a
causar a morte do individuo. Os pacientes que desenvolvem esse tipo de manifestacdo
clinica da doenca sdo principalmente adultos do sexo masculino (Franco, 1987;
Brummer et al., 1993). A maior incidéncia em individuos do sexo masculino nao
apresenta relacdo com o grau de exposicdo dos mesmos, uma vez que estudos indicam
que ambos 0s sexos possuem contato similar com o patogeno. Além disso, individuos
que ainda ndo atingiram a puberdade desenvolvem a doenca independentemente do
sexo. Assim, a prevaléncia em individuos do sexo masculino vem sendo relacionada a
componentes hormonais do hospedeiro, os quais provavelmente podem modular a
patogenia do fungo (San-Blas et al., 2002; revisto por Borges-Walmsley et al., 2002).
Nesse contexto, Restrepo et al. (1984) mostraram que o hormonio feminino (-estradiol
inibe a transi¢do in vitro de P. brasiliensis da forma miceliana para levedura, sugerindo
um potencial papel protetor desse hormdnio.

A PCM ¢ caracterizada por ser uma doenga de padrdo granulomatoso. O

desenvolvimento do granuloma ¢ essencial para destrui¢do e contencdo do fungo, a fim



de evitar sua disseminagao pelo organismo. Entretanto, o padrdo do granuloma formado
varia em virtude do isolado de P. brasiliensis e da resposta do hospedeiro (Zacharias et
al., 1986; Singer-Vermes et al., 1989). Hospedeiros resistentes a infeccdo por P.
brasiliensis, por exemplo, sdo aptos a formar um granuloma epiteliéide compacto e a
desenvolver uma resposta imunologica efetiva (Franco, 1987; Franco et al., 1993).
Muitos estudos sugerem que a resposta imunologica celular, caracterizada pela
producdo de citocinas do tipo 1 (IFN-y, IL-12) parece ser o principal mecanismo de
defesa contra P. brasiliensis. (Cano et al., 1998; Souto et al., 2000; Arruda et al., 2000).
A producdo de interferon gama (IFN-y) ¢ particularmente importante na PCM por ativar
macrofagos para a producdo de 6xido nitrico (NO), que atua como o principal agente
microbicida contra P. brasiliensis (Bocca et al., 1998). O IFN-y também estimula
macrofagos infectados por P. brasiliensis a secretar fator de necrose tumoral (TNF-a),
necessario para a persisténcia do granuloma (Souto et al., 2000).

Tanto a formagdo de granuloma, quanto a importancia de se desenvolver uma
resposta imunolédgica do tipo celular, sdo caracteristicas de uma resposta protetora
maxima contra patdgenos intracelulares (Rumbley & Phillips, 1999). De fato a forma de
levedura de P. brasiliensis pode atuar como um patdgeno intracelular facultativo, capaz
de sobreviver e se replicar no interior de células epiteliais e de macrofagos e neutrofilos
ndo ativados (Brummer ef al., 1989; Moscardi-Bacchi et al., 1994). Depois de inalados,
os conidios de P. brasiliensis encontram os macrofagos alveolares residentes no
pulmao, sendo entao fagocitados e convertendo-se para a forma de levedura parasita. A
transicdo pode ainda ocorrer primeiro, seguida pela fagocitose das leveduras (Cano et
al., 1992; Aristizabal, 1998; Gonzalez et al., 2000). Apds o processo de fagocitose, P.
brasiliensis ¢ exposto a um arsenal de moléculas microbicidas no interior das células
fagociticas hospedeiras. Apesar disso, as leveduras de P. brasiliensis devem possuir
estratégias elaboradas ou fatores de viruléncia usados para escapar da destruicdo e
sobreviver no interior dos macréfagos como parasitas intracelulares dessas células.
Visando melhor compreender esse processo, um trabalho realizado por nosso grupo
identificou 152 genes que foram diferencialmente expressos apds leveduras de P.
brasiliensis terem sido internalizadas por macréfagos (Tavares et al., 2007). Esses
genes estdo relacionados, principalmente, a uma resposta em virtude de limitagdo de
glicose e aminodcidos e do estresse oxidativo sofrido pelo fungo no microambiente

hostil do interior do fagécito (Tavares et al., 2007), evidenciando uma plasticidade



transcricional que permite P. brasiliensis a adaptar-se e sobreviver como um parasita

intracelular.

1.3. Candida albicans e a Candidiase

C. albicans é um patégeno oportunista encontrado normalmente na microbiota
gastrointestinal e na mucosa oral de individuos saudaveis (Rupp, 2007). Entretanto, em
situacdes na qual a defesa do organismo encontra-se comprometida, C. albicans pode
romper o equilibrio entre parasita e hospedeiro e causar infecgdo. No homem, multiplas
manifestagdes clinicas estdo associadas a infec¢des por Candida, que variam desde
doengas mucocutaneas até infecgdes invasivas (Almeida, 2008). Os primeiros relatos
que remetem a um tipo de candidiase oral, popularmente conhecido como “sapinho”,
datam de 1665. Entretanto, somente ap6s cerca de 200 anos, em 1846, foi documentada
a correlacdo entre a existéncia de “sapinhos” e a presen¢a de um fungo nas lesdes, cuja
identificagdo precisa deu-se apenas em 1923, por Berkhout. Porém, a adogdo oficial do
bindmio Candida albicans para o agente etioldgico do “sapinho” data de 1954 (revisto
por Calderone, 2002). Nos ultimos anos o interesse médico por infec¢des por Candida
spp. vem aumentando principalmente em virtude do uso exacerbado de antibidticos de
grande espectro, os quais favorecem o desenvolvimento de doengas fungicas. Outros
fatores, como o elevado nimero de casos de pacientes transplantados e pessoas
portadoras do virus HIV, além do uso clinico de drogas imunossupressoras, como
corticosterdides, contribuem para a relevancia da candidiase no cendrio médico atual
(Almeida, 2008).

Em termos de variedade de tipos de infec¢des, C. albicans destaca-se entre os
fungos patogénicos, ja que o mesmo ¢ capaz de infectar mucosas, pele e unhas, além de
poder atingir a corrente sanguinea e infectar diversos tecidos (Odds, et al., 2004).
Dentre as infec¢des mais comuns causadas por C. albicans destacam-se a candidiase
invasiva e a candidiase vulvovaginal. A candidiase invasiva ¢ uma das doengas flngicas
de maior relevancia médica mundial, sendo freqiiente e muitas vezes fatal em pacientes
imunodeprimidos (Lain et al., 2008). Ja a candidiase vulvovaginal ¢ uma infeccdo
comum entre as mulheres e estd associada a um elevado indice de morbidade e altos
custos de tratamento (Falagas et al., 2006).

Embora o termo “fungo dimoérfico” seja comumente aceito em referéncia a C.

albicans, este microrganismo tem a capacidade de adotar uma variedade de morfologias



(levedura, pseudohifa e hifa), podendo ser considerado um organismo “polimorfico”
(Sudbery et al., 2004). As leveduras de C. albicans sao células diploides arredondadas
que podem se reproduzir sexuadamente ou assexuadamente, por brotamento
assimétrico. A formagdo de pseudohifa ocorre quando a célula nascente permanece
ligada a célula parental, formando brotamentos alongados. J4 as hifas verdadeiras sdo
estruturas tubulares septadas cujos tubos germinativos apresentam crescimento apical
(revisto por Calderone, 2002; Berman, 2006). O processo de transi¢do morfoldgica
entre essas diferentes formas ocorre em resposta a diversos estimulos externos e pode
permitir a adaptacdo a uma grande variedade de nichos biologicos, além de ser bastante
importante para a patogenicidade deste fungo (Lo ef al., 1997; Chaffin ef al., 1998). A
transicao de levedura para micélio em C. albicans, por exemplo, ¢ desencadeada por
sinais ambientais como soro, temperatura fisiologica de 37°C, pH igual ou superior a
7.0, concentracdes de CO, proximas a 5,5%, N-acetilglucosamina (GIcNAc), dentre
outros. A diferenciacdo em leveduras unicelulares ¢ estimulada por temperaturas baixas
e pH é&cido, além de altas concentragdes de glicose (Whiteway & Bachewich, 2007).
Esse processo de transicdo morfolégica em C. albicans vem sendo descrito como um
importante fator de viruléncia desse fungo ha muitos anos. Porém, inicialmente
acreditava-se que apenas a forma miceliana estava correlacionada com a patogenia. Isso
porque em infecc¢des por C. albicans a forma fingica comumente recuperada das lesdes
era a miceliana (Barnett, 2008). Este fato levou alguns pesquisadores a afirmarem que,
em medicina clinica, a morfologia relevente de Candida era apenas o micélio (Whittle
& Gresam, 1960). Entretanto, atualmente acredita-se que tanto a forma de micélio
quanto a forma de levedura possuem papel na patogénese, ja que linhagens mutantes em
genes essenciais para a aquisicdo de ambas as morfologias apresentam viruléncia
atenuada (Yang, 2003). Assim, as leveduras parecem ser importantes para a
disseminag@o e busca de novos nichos, enquanto as hifas parecem fundamentais para a
invasdo e o conseqiiente dano do tecido hospedeiro (Barnett, 2008).

Além da habilidade de transitar entre diferentes formas, outros fatores tem sido
relacionados com a viruléncia de C. albicans, tais como a produgdo de enzimas
hidroliticas, a capacidade de adesdo a diferentes substratos, e a capacidade em formar
biofilmes. E sabido que C. albicans produz e secreta dezenas de enzimas hidroliticas, as
quais, quando secretadas, permitem o rompimento de membranas celulares do
hospedeiro e da matriz extracelular, facilitando a disseminacdo e a invasdo de outros

tecidos pelo microrganismo. Dentre essas hidrolases secretadas por C. albicans destaca-



se a fosfolipase B (PLB1). Ibrahim et al. (1995) demonstraram que o nivel de producao
dessa enzima por nove diferentes isolados de C. albicans é diretamente relacionado com
a gravidade da doenga causada em modelo murino de candidiase. Ainda, linhagens
mutantes deficientes para o gene pl/bl possuem capacidade de penetrar em células
endoteliais e epiteliais humanas bastante comprometida (Leidich et al., 1998). Além da
PLB, as enzimas hidroliticas do tipo SAP (do ingles “Secreted Aspartyl Proteinase”),
codificadas por uma familia de 10 diferentes genes (SAP1 — SAP10), vém sendo
amplamente estudadas e parecem apresentar importante papel na viruléncia de C.
albicans. Dentre as caracteristicas das proteinas SAPs que as enquadram como
determinantes de viruléncia destacam-se: (i) a capacidade de degradar intimeras
proteinas humanas, como coldgeno, laminina, fibronectina, imunoglobulinas, entre
outras; (ii) a associagdo entre a produgao de SAP e outros processos de viruléncia, como
filamentacdo e adesdo; (iii) a correlagdo entre a secre¢do de proteinas SAPs por isolados
clinicos ¢ laboratorias de C. albicans ¢ a viruléncia dos mesmos; e (iv) as observagoes
de que mutantes para genes da familia SAP apresentam viruléncia atenuada em modelos
de infec¢do em animais (Naglik et al., 2003; Mishra et al., 2007).

Outro fator crucial para a patogenia causada por C. albicans é a capacidade
desse fungo em aderir a diferentes células e tecidos do hospedeiro, permitindo a
colonizacdo microbiana, seguida pela invasdo e disseminacdo para diversos orgaos. Na
superficie das células de C. albicans estao presentes moléculas denominadas adesinas,
as quais contribuem para a adesd@o do microrganismo a células epiteliais e endoteliais,
proteinas do soro e da matrix extracelular, além de facilitar a adesdo a diferentes
substratos artificiais (Chaffin ef al., 1998). As adesinas mais bem descritas para C.
albicans incluem as proteinas da familia ALS (do inglés “Agglutinin-Like Sequence”) e
a proteina HWP1 (do inglés “Hyphal Wall Protein 1”°). Existem ao menos 8 genes que
codificam proteinas representantes da familia ALS. Essas proteinas estdo conectadas a
superficie celular e acredita-se que elas sdo as responsaveis pela adesdo das células
fungicas ao colageno, a fibronectina, a laminina e as células epiteliais e endoteliais do
hospedeiro (Filler, 2006; Karkowska-Kuleta et al., 2009). A proteina HWP1 esta
presente apenas na superficie de hifas e facilita a adesdo de C. albicans ao epitélio do
hospedeiro (Staab et al., 1999). Além da importancia para a colonizacdo do tecido
hospedeiro por C. albicans, o processo de adesdo ¢ fundamental para formacdo de

comunidades microbianas denominadas biofilmes.



1.3.1. Formacgao de biofilmes por Candida albicans

Em adi¢do aos inumeros tipos de infecgdes que podem ser causadas por C.
albicans, este fungo ¢ também considerado um dos maiores agentes responsaveis por
infec¢des nosocomiais. Estudos realizados na década de 90 mostraram que mais de 78%
das doencas hospitalares causadas por fungos tinham como agente etiologico leveduras
do género Candida (Ribeiro et al., 2004). A maioria das septicemias nosocomiais
causadas por esse microrganismo deve-se a introducdo de catéteres e/ou sondas que
facilitam a adesdo por C. albicans e o desenvolvimento de biofilme (Kojic &
Darouiche, 2004). Biofilmes sd3o definidos como comunidades microbianas aderidas a
uma superficie e envoltas por uma matriz exopolimérica (Ramage et al., 2005). O
processo de formagdo do biofilme por C. albicans pode ser dividido em quatro fases:
fase inicial ou adesdao (0-11h), fase intermediaria (12-30h), maturagdo (38-72h) e
dispersdo (Figura 1). A primeira etapa da formagdo do biofilme por C. albicans ocorre
quando leveduras desse fungo se aderem a uma superficie, tal como catéteres, vavulas
cardiacas, lentes oculares, entre outras. A adesdo ¢ mediada por fatores inespecificos,
como hidrofobicidade e forgas eletrostaticas, e por fatores especificos, como adesinas
presentes na superficie do fungo (Ramage ef al., 2005). Dentre as proteinas de
superficie celular que contribuem para a formagao do biofilme in vitro destacam-se as
proteinas da familia ALS e HWP1 (Nobile et al., 2006a e 2006b). Além disso, Hwpl
também tem um papel importante na formagao do biofilme in vivo, como mostrado por
Nobile et al. (2006b). A proxima etapa para a formagdo do biofilme por C. albicans
inclui a proliferagdo celular e a sintese de uma matriz extracelular constituida
predominantemente de carboidratos (glicose e manose) e proteinas (Baillie & Douglas,
2000; Chandra et al., 2001). O biofilme maduro deve exibir uma arquitetura
tridimensional complexa constituida por uma mistura de diferentes formas morfoldgicas
(levedura, hifas e pseudohifas) envoltas por uma matriz extracelular (Kojic &
Darouiche, 2004). E, embora o processo de morfogénese ndo seja um pré-requisito
absoluto para a formacdo do biofilme, 0 mesmo ¢ necessario para a aquisicdo de uma
estrutura espacial organizada, uma vez que a presenca de hifas fornece integridade
estrutural e uma arquitetura com multiplas camadas, caracteristica de um biofilme
maduro (Baillie & Douglas, 2000; Douglas, 2003). A etapa final no desenvolvimento do
biofilme consiste na dispersdao de células leveduriformes ndo aderentes, as quais sdo

liberadas das comunidades microbianas para o meio exterior, podendo iniciar a
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formag¢do de um novo biofilme, ou se disseminar para outros tecidos do hospedeiro
(Finkel & Mitchell, 2011). Vale ainda ressaltar que bactérias s3o comumente
encontradas em biofilmes in vivo de C. albicans, indicando a ocorréncia de interagdes

interespecificas (Jabra-Risk et al., 2004).
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Figura 1. Etapas do processo de formacao de biofilme por C. albicans. Na etapa
inicial de formag¢ao do biofilme por C. albicans, células leveduriformes aderem a um substrato
(1). Posteriormente, as células se propagam e iniciam a formagdo de tubos germinativos. E
nessa etapa, também denominada etapa intermedidria, que a matriz celular comeca a ser
sintetizada (2). Na etapa de maturacdo a biomassa formadora do biofilme expande, hd o
acumulo de matriz extracelular e a resisténcia a antifungicos aumenta (3). A etapa final ou
dispersdo ocorre quando leveduras se desprendem da comunidade microbiana e vao colonizar
outros ambientes, podendo iniciar a formacdo de um novo biofilme (4). Adaptado de

Blankenship & Mitchell (2006).

Alguns trabalhos estimam que nas Ultimas décadas cerca de 65% dos casos de
infeccdes microbianas em humanos estejam correlacionadas com a formacdo de
biofilmes pelo patdégeno (Ramage et al., 2006). A formacao de biofilme por C. albicans
implica em importantes repercussdes clinicas por conferir a0 microrganismo maior
resisténcia a terapias antifingicas e as defesas do hospedeiro (Ramage et al., 2005). De
fato, biofilmes de C. albicans sdo significativamente mais resistentes a acgdo de
antifungicos da classe dos azois, anfotericina B, flucitosina, terbinafina e nistatina
(Baillie & Douglas, 1999; Ramage et al., 2001 e 2002; Vediyappan et al., 2010).
Entretanto, os mecanismos responsaveis pela resisténcia do biofilme a antimicrobianos
sdo ainda pouco compreendidos. Especula-se que a resisténcia esteja relacionada a

limitagdo difusional a passagem do agente microbicida conferida pela matriz
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extracelular (Al-Fattani & Douglas, 2006), ¢ a expressdo de inumeros genes que
influenciam na patogenicidade, como bombas de efluxo de drogas e adesinas (Chandra
etal., 2001).

Tendo em vista as dificuldades no tratamento de infec¢des relacionadas a
biofilmes, nota-se a necessidade no desenvolvimento de novas drogas que atuem
inibindo a formacdo dessas comunidades microbianas ou que desempenhem atividade
microbicida em patdgenos associados a biofilmes. Outra possibilidade ¢ o
desenvolvimento de estratégias alternativas, como o bloqueio de sinais extracelulares
que sdo importantes para formagdo e manuten¢do de biofilmes. Nesse sentido, uma
estratégia promissora ¢ a interferéncia nos processos de comunicagao celular, uma vez
que estes t€m sido relacionados ao estabelecimento de infeccdes e a formagdo de

biofilmes microbianos (Hoiby et al., 2010).

1.3.2. Quorum-Sensing em Candida albicans e outros fungos

Atualmente, muitos trabalhos t€ém mostrado a existéncia de mecanismos de
comunicac¢do entre células bacterianas, cujo principal papel é coordenar a expressdo de
determinados genes em resposta ao aumento da densidade populacional (Miller &
Bassler, 2001). Esse processo de comunicagdo ¢ conhecido como percepcao de quorum
(QS — do inglés “quorum sensing”), e ocorre por meio da liberacdo de sinalizadores
quimicos, os autoindutores (QSM — do inglés “quorum-sensing molecules”), que sdo
acumulados durante o crescimento celular (Bassler, 1999; de Kievit & Iglewski, 2000).
Quando a concentragdo dos autoindutores ultrapassa uma concentrac¢do limite, ocorre a
ativacdo e/ou inibicdo da expressdo de diferentes genes levando a coordenacdo de
atividades bioldgicas na populagdo, tais como bioluminescéncia, producdo de
antibioticos, simbiose, motilidade, esporulacdo, acasalamento, formagdo de biofilme,
viruléncia, entre outras (Miller & Bassler, 2001; Zhang, 2003; Cegelski et al., 2008).
Dessa forma, o QS permite que as bactérias, quando em altas densidades populacionais,
sincronizem seu comportamento, passando, muitas vezes, a atuar de forma semelhante a
de organismos multicelulares (de Kievit & Iglewski, 2000). Em bactérias patogénicas,
tal sincronismo mostra-se particularmente importante durante a infecgdo, pois, permite
que o organismo coordene sua viruléncia, propiciando um mecanismo de escape das
defesas do hospedeiro o que resulta no estabelecimento bem sucedido do processo
infeccioso (de Kievit & Iglewski, 2000). De um modo geral, a ampla incidéncia de QS

entre os procariotos sugere que a regulacdo da expressdo génica dependente da
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densidade celular ¢ um importante fator para o sucesso adaptativo do microrganismo em
uma grande variedade de ambientes (Hogan, 2006). Em vista disso, alguns trabalhos
avaliam que a interferéncia nos mecanismos de comunicacdo ou de QS entre
microrganismos pode representar uma alternativa potencial para o desenvolvimento de
novos antimicrobianos. A estratégia global envolveria a inibicdo de mecanismos
especificos responsaveis pela promoc¢do da infeccdo e que sdo essenciais para o
desenvolvimento e a persisténcia da patogénese (revisado por Cegelski et al., 2008).

Recentemente foi demonstrado que, assim como descrito para bactérias, alguns
fungos também apresentam o fendémeno de quorum-sensing (Hogan, 2006). O primeiro
relato da existéncia de QS em eucariotos ocorreu a partir da descrigdo por dois grupos
independentes da existéncia de um fator no sobrenadante de culturas de C. albicans
capaz de reprimir o desenvolvimento de hifas (Hornby et al., 2001; Oh et al., 2001). A
molécula identificada por Hornby et al. (2001) como sendo a responsavel pelos efeitos
observados foi o E,E-farnesol. J4 Oh et al. (2001) mostraram que a molécula ativa era
um composto bastante similar porém menos efetivo que o farnesol, o 4cido farnesoico.
Essa diferenca na identificagdo do autoindutor deu-se principalmente em virtude das
diferencas entre as linhagens de C. albicans utilizadas nos dois estudos.

O farnesol ¢ um dalcool sesquiterpeno intermediario da via de biossintese do
ergosterol (Hogan, 2006). Em C. albicans, além de afetar a transi¢do morfoldgica, o
farnesol possui papel inibitorio na formacdo de biofilmes desse fungo, atuando nas
etapas de adesdo celular, matura¢dao do biofilme e dispersao (Deveau & Hogan, 2011).
Adicionalmente, andlises feitas por microarranjos de DNA mostraram que o cultivo do
fungo na presenca de farnesol resulta na expressdo diferencial de genes associados ao
desenvolvimento de hifas, resisténcia a drogas, biogénese da parede celular, transporte
de ferro e a resposta ao choque-térmico (Cao et al., 2005; Enjalbert & Whiteway, 2005).
Além disso, o farnesol confere ao fungo maior resisténcia ao estresse oxidativo,
desempenhando um possivel papel na persisténcia de C. albicans no ambiente
intracelular de fagdcitos (Westwater et al., 2005). De fato, estudos in vivo mostram que
o farnesol atua como um fator de viruléncia, uma vez que a administragdo exdgena
dessa molécula leva a um aumento na taxa de mortalidade de camundongos infectados
com C. albicans (Navarathna et al., 2007a). O farnesol também atua interferindo na
progressdo da resposta imune do hospedeiro, inibindo a expressdo de INF-y, citocina
critica na resposta imune celular, ¢ aumentando a expressdo de IL-5, relacionada a

resposta imune humoral (Navarathna ef al., 2007b).
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Os efeitos desencadeados pelo farnesol sdo também relatados em interagdes
antagonistas interespecificas, ja que essa QSM de C. albicans inibe o dimorfismo e a
formagao de biofilmes em outras espécies de Candida (Jabra-Rizk et al., 2006b) e induz
apoptose no fungo Aspergillus nidulans (Semighini et al., 2006). Outros trabalhos
mostram a inibicdo do crescimento de bactérias, como Staphylococcus aureus (Jabra-
Rizk et al., 2006a; Koo et al., 2002), e fungos, como Saccharomyces cerevisiae
(Machida et al., 1998, 1999), mediada por esse sesquiterpeno. O farnesol ainda atua
inibindo a producdo de uma QSM (quinolona) da bactéria Pseudomonas aeruginosa e,
conseqiientemente, inibe a expressao do fator de viruléncia piocianina de P. aeruginosa
por ela controlado (Cugini et al., 2007). Vale ressaltar que moléculas secretadas por P.
aeruginosa também possuem efeito em C. albicans, fato particularmente interessante
em virtude dos numerosos relatos que indicam coexisténcia desses microrganismos em
uma variedade de infecgdes oportunistas (Bauernfeind et al., 1987; El-Azizi et al.,
2004; Hermann et al., 1999; Nseir et al., 2007). Nesse sentido, QSMs de P. aeruginosa
inibem a filamentacdo e promovem a reversdo morfologica de micélio para levedura em
C. albicans (Hogan et al., 2004), além de pequenas moléculas secretadas pelas células
bacterianas, denominadas fenazinas, induzirem morte celular em C. albicans (Gibson et
al., 2009).

Outra molécula de percepcao de quorum em C. albicans e que apresenta efeitos
antagénicos aqueles observados para o farnesol vem sendo estudada: o tirosol. A
resposta de C. albicans a esse autoindutor ¢ refletida na morfologia, no crescimento e na
formagdo de biofilme (Chen ef al., 2004; Alem et al., 2006). Chen et al. (2004)
mostraram que C. albicans secreta continuamente tirosol ao longo de seu crescimento e
o acumulo desta molécula é proporcional ao aumento da densidade celular. A adi¢do
externa de tirosol a uma cultura de C. albicans diminui a fase lag de crescimento desse
microrganismo ¢ acelera a conversdo morfologica de levedura para micélio,
promovendo a formagdo de tubos germinativos (Chen et al., 2004). O tirosol também
induz a filamenta¢do nos estagios iniciais e intermediarios de formacdo do biofilme
(Alem et al., 2006). Um trabalho recente mostrou ainda um efeito similar ao observado
para o tirosol sendo desencadeado por uma terceira molécula produzida por C. albicans
(Nigam et al., 2010). A molécula em questdo ¢ o 3(R)-hidroxi-acido-tetradecandico
(3(R)-HTDE), um metabdlito resultante da [-oxidacdo do acido linoléico, o qual induz

filamentacao e formagdo de biofilme em C. albicans (Nigam et al., 2010).
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O fendémeno de QS foi também identificado no fungo dimorfico H. capsulatum,
no qual o aumento da densidade populacional promove o acimulo de um fator que, ao
atingir uma determinada concentragdo, modula a incorporacdo do polissacarideo «-
(1,3)-glucana na parede celular das células leveduriformes (Kiigler et al., 2000). Ja no
fitopatogeno Ceratocystis ulmi foi observado que a morfologia das células ¢ dependente
do tamanho do inéculo e mediada por uma molécula lipofilica extracelular (Hornby et
al., 2004). Mais recentemente, Chen & Fink (2006) mostraram que leveduras de
Saccharomyces cerevisiae secretam alcoois aromaticos que atuam como moléculas de
QS capazes de induzir mudangas morfogenéticas nesse fungo em resposta a limitacao de

fonte de nitrogénio.

1.3.3. Comunicac¢do entre microrganismos e células hospedeiras

Além da comunicacdo celular entre células microbianas descrita acima, que
confere vantagem adaptativa e facilita o estabelecimento de infec¢des por organismos
patogénicos, evidéncias recentes mostram a existéncia de mecanismos de comunicacio
entre microrganismos e células hospedeiras. Esse processo de sinalizagdo celular entre
diferentes reinos ¢ mediado por pequenas moléculas, tais como as QSMs produzidas por
microrganismos € os hormonios produzidos pelo hospedeiro (revisado por Hughes &
Sperandio, 2008). Como exemplo de comunicagdo inter-reino no qual uma molécula
sinalizadora bacteriana interfere na expressdo de genes eucaridticos pode-se citar o
papel do autoindutor 3-oxo-C12-HSL da bactéria Pseudomonas aeruginosa. Essa QSM
atua modulando a resposta imune do hospedeiro, uma vez que inibe a expressdo de
TNF-a e IL12 (Telford et al., 1998), e induz a expressao de INF-y (Smith et al., 2002).

Alguns trabalhos vém mostrando também a modulagdo da expressdo génica de
microrganismos mediada por sinalizadores do hospedeiro. Sperandio et al. (2003)
verificaram que a epinefrina e a norepinefrina, hormonios do hospedeiro relacionados
ao estresse, afetam a transcricdo de genes de viruléncia da bactéria Escherichia coli
enterohemorragica (EHEC). Além disso, antagonistas beta- e alfa-adrenérgicos, que
bloqueiam o efeito da epinefrina, sdo capazes de inibir a acdo desse hormonio em E.
coli. Resultados similares foram reportados para a bactéria Borrelia burgdorferi.
Scheckelhoff et al. (2007) mostraram que a epinefrina e a norepinefrina induzem a
expressdo da proteina de superficie OspA de B. burgdorferi, enquanto o competidor
adrenérgico propranolol bloqueia o efeito desses hormodnios neuroendodcrinos. O

propranolol também apresenta um efeito inibitorio na formacao de tubos germinativos
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em C. albicans sem alterar a taxa de crescimento celular. Baker et al. (2002) relatam
que, embora a a¢ao do propranolol na morfogénese ainda nao tenha sido completamente
desvendada, esse efeito possivelmente deve-se a inibi¢do da sintese de diacilglicerol
(DAG), ja que o propranolol se liga ao seu precursor, o acido fosfatidico. Uma vez que
o processo de transicdo da forma de levedura para a forma miceliana em C. albicans
estd diretamente relacionado ao desenvolvimento da infec¢do, o efeito do propranolol
nesse fungo mostra-se particularmente interessante. Além disso, a filamentacao de C.
albicans ¢ fundamental para a formacdo de um biofilme maduro, o que sugere um
potencial papel do propranolol na inibicdo do desenvolvimento de biofilme por esse

fungo.

Com base nos relatos apresentados, o estudo dos mecanismos de comunicacao
entre microrganismos e entre estes e seus hospedeiros apresenta um grande potencial
com vistas ao futuro desenvolvimento de novos antimicrobianos. O estudo de agentes
terapéuticos alternativos mostra-se de particular relevancia, principalmente tendo-se em
mente o alto custo e a alta toxicidade geralmente apresentados pelas drogas antifungicas
atualmente disponiveis para o tratamento das micoses sistémicas. Nesse contexto
inserem-se os dois primeiros objetivos desse trabalho, os quais serdo descritos mais

detalhadamente posteriormente.

1.4. Cryptococcus neoformans e a Criptococose

Cryptococcus neoformans ¢ um patégeno oportunista que acomete
principalmente pacientes imunodeprimidos. C. neoformans foi primeiramente
identificado como um patégeno humano pelos médicos alemaes Otto Busse ¢ Abraham
Buschke em 1894. Entretanto, a importdncia médica desse fungo aumentou
drasticamente apenas apds a década de 80, em conseqiiéncia da epidemia acarretada
pelo HIV - do inglés, Human Immunodeficiency Virus — (revisado por Casadevall &
Perfect, 1998). Estimativas recentes sugerem que, por ano, cerca de 1 milhdo de
individuos portadores do HIV desenvolvem criptococose, nome dado a doenca causada
por Cryptococcus, dos quais 600 mil casos sdo fatais (Park et al., 2009). E, embora a
prevaléncia de criptococose em pacientes soro-positivos vem diminuindo em paises
desenvolvidos devido ao uso de terapias antiretrovirais associadas ao uso de

antifingicos, a criptococose continua epidémica em paises da Africa e do sudeste da
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Asia, atingindo cerca de 30% dos pacientes com SIDA - Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida - (revisado por Casadevall & Perfect, 1998). Além de portadores do virus
HIV, fatores de risco que colaboram para o desenvolvimento da criptococose incluem
condi¢des médicas que contribuem para um estado imunodeprimido do paciente, como
transplantes de orgdos e tratamentos que fazem uso de imunossupressores, tais como
corticoides e quimioterapias (Kiertiburanakul et al., 2006; Chayakulkeeree & Perfect,
2006).

O fungo C. neoformans ¢ comumente encontrado em forma de levedura
haploide, reproduzindo-se, predominante, por brotamentos (reproducdo assexuada).
Essas células leveduriformes possuem uma caracteristica Unica que distingue C.
neoformans das demais leveduras de importancia médica: a presengca de uma céapsula
composta por polissacarideos. J& a forma sexuada, denominada Filobasidiella
neoformans, ¢ caracterizada pela presenca de basididésporos, o que enquadra C.
neoformans como um representante do Filo Basidiomycota.

A atual classificagdo taxonOmica, baseada nas propriedades imunologicas dos
polissacarideos presentes na céapsula, em andlises filogenéticas e comparagdo de
seqiiéncias gendmicas, divide a espécie C. neoformans em duas principais variedades:
C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D)
(Franzot et al., 1999; Sidrim et al., 2010). Cryptococcus neoformans var. grubii tem
caracteristica cosmopolita, sendo encontrado em uma grande diversidade de ambientes,
tais como excreta de passaros, em especial pombos, matéria organica vegetal em
decomposicdo e troncos de arvores (Granados & Castafieda 2005; Costa ef al. 2010). Da
mesma forma, a ocorréncia de Cryptococcus neoformans var. neoformans ¢ descrita em
varios ambientes, porém sua prevaléncia da-se predominantemente no continente
europeu (Martinez et al. 2001). Ademais, o género Cryptococcus compreende outra
espécie patogénica, C. gatti (sorotipos B e C), cuja capacidade em causar doenca em
individuos imunocompetentes € o seu principal diferencial (Qazzafi et al. 2007; Wilbur
& Heyborne 2009).

A infeccdo por C. neoformans ocorre por via respiratoria, pela inalacdo de
propagulos pelo hospedeiro, os quais atingem os alvéolos pulmonares onde sdo capazes
de se proliferar (Figura 2). Uma vez presente no pulmdo, e caso o fungo ndo seja
erradicado pelo hospedeiro, a infeccdo pode tornar-se latente pela contengdo do
patdégeno em granulomas, podendo, porém, ser reativada ou evoluir para a forma aguda

da doenca (Perfect & Casadevall, 2002; Chayakulkeeree & Perfect, 2006). E no espago
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alveolar que C. neoformans encontra a primeira linha de defesa do hospedeiro: os
macrofagos alveolares (Brummer, 1999). Tais fagdcitos, assim como os neutrofilos, sdo
capazes de rapidamente internalizar as leveduras. O processo de fagocitose ¢ seguido
pela acidificacdo do fagossomo e a fusdo deste ao lisossomo (Levitz ef al., 1999). E,
embora o ambiente no interior de fagocitos seja extremamente hostil, C. neoformans é
capaz de sobreviver e se replicar no interior de macréfagos in vivo, como mostrado por
Feldmesser et al. (2000). A persisténcia deste fungo no interior de células fagociticas
pode facilitar sua disseminagdo, uma vez que macrofagos alveolares contendo leveduras
em seu interior podem translocar-se do pulmao para outros 6rgdos, servindo assim como
carreadores (Brummer, 1999). O resultado da disseminag¢do pode levar a forma mais
grave da infeccdo por C. neoformans, que ocorre quando as leveduras atingem o sistema
nervoso central, causando inflamagdo nas meninges, ou seja, meningite criptococal
(revisado por Casadevall & Perfect, 1998; Perfect & Casadevall, 2002).

E importante ressaltar que a capacidade de C. neoformans em sobreviver no
ambiente intracelular de fagocitos pode representar um determinante primario no
desenvolvimento da infec¢do, podendo resultar na disseminagdo ou, em caso contrario,
na erradicacdo do fungo (Casadevall & Perfect, 1998; Feldmesser et al., 2001).
Entretanto, ¢ sabido que o microambiente intracelular de fagdcitos ¢ extremamente
indspito, sendo definido como um meio indutor de estresse oxidativo/nitrosativo, além
de fornecer uma baixa disponibilidade de nutrientes como ferro, aminoacidos e glicose
aos microrganismos internalizados. Adicionalmente, peptideos antimicrobianos e
enzimas hidroliticas conferem ao ambiente intracelular caracteristicas ainda mais hostis
para a sobrevivéncia de patdégenos (Amer & Swanson, 2002; Lorenz & Fink, 2002;
Romani, 2004). Dessa forma, muitos autores vém buscando compreender de que
maneira microrganismos como C. neoformans se adaptaram ao ambiente intracelular de

macrofagos.
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Figura 2. Ciclo infeccioso de Cryptococcus. O fungo Cryptococcus é encontrado no
solo, em arvores e excreta de passaros, podendo interagir com predadores microbianos e
animais silvestres e assim manter sua viruléncia. Ocasionalmente, seres humanos podem inalar
propagulos os quais podem estabelecer uma infeccdo pulmonar. Caso o hospedeiro se torne
imunodeprimido, o fungo pode disseminar do pulmao para o sistema nervoso central, causando

uma forma mais severa da doenca. Adaptado de Hull & Heitman (2002).

Visando identificar os mecanismos moleculares envolvidos na sobrevivéncia e
adaptacao de C. neoformans ao ambiente hostil do interior de células fagociticas, Fan et
al. (2005) analisaram o perfil transcricional desse fungo apés internalizagdo por
macrofagos da linhagem J774. Com o uso da tecnologia de microarranjos, os autores
observaram que C. neoformans responde ao ambiente intracelular desses macrofagos
expressando diferencialmente 280 genes quando comparado com o fungo cultivado in
vitro. O aumento nos niveis de transcritos relacionados ao metabolismo de acido graxo
e o ciclo do glioxilato, bem como a expressdao de genes envolvidos na captacdo de
nutrientes, como transportadores de hexoses, de aminoécidos e de ferro, indicam a
provavel adaptacdo do parasita a um ambiente nutricionalmente pobre. Além disso,

genes relacionados a detoxificacdo de moléculas oxidativas e nitrosativas e ao processo
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de autofagia também tiveram a expressdo aumentada, enquanto genes envolvidos nos
processos de transcricdo e tradugdo foram reprimidos apds a fagocitose de C.
neoformans por macrofagos (Fan et al., 2005). Resultados similares foram observados
para outros microrganismos, como Mycobacterium tuberculosis, C. albicans e P.
brasiliensis (Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al., 2004; Tavares et al., 2007). Em
suma, todos esses trabalhos revelaram que patdgenos intracelulares facultativos sdo
capazes de reprogramar rapidamente a maquinaria de expressdo génica, de modo a

permitir sua sobrevivéncia no microambiente in6spito do interior de macréfagos.

1.4.1. Fatores de viruléncia em C. neoformans

Casadevall & Pirofski (1999, 2001) definem viruléncia como a capacidade
relativa de um microrganismo causar dano ao hospedeiro, sendo a viruléncia
unicamente observada em um hospedeiro susceptivel. Vale ressaltar que a viruléncia
ndo ¢ uma caracteristica unicamente do microrganismo, € sim um fenémeno altamente
complexo e dindmico, que inclui fatores tanto do parasita quanto do hospedeiro.

O protocolo padrao utilizado na identificagdo de potenciais fatores de viruléncia
¢ a mutagénese sitio-dirigida, que permite o estudo de cepas mutantes especificas, e a
correspondente cepa reconstituida, em modelo de infeccdo animal. Baseando-se no
“Postulado molecular de Koch”, Falkow (2004) definiu que para um gene ser
considerado de viruléncia, a infec¢do ou patogénese causada pelo mutante deve ser
atenuada quando comparada a infec¢do causada pelo tipo selvagem e pela cepa
reconstituida. Esse conceito ficou conhecido como “Postulado de Falkow”.

Muitos fatores de viruléncia contribuem para o estabelecimento da infec¢do por
C. neoformans em mamiferos. Entretanto, os trés fatores de viruléncia classicos
definidos para este fungo sdo a capacidade de crescer a 37°C, a presenca da capsula
polissacaridica, e a produ¢do de melanina.

A capacidade do microrganismo em crescer a temperaturas que variam entre 35
a 40°C ¢ definida como termotolerancia. Dentre as 38 diferentes espécies do género
Cryptococcus, somente as Unicas espécies patogénicas, C. neoformans e C. gattii, sdo
capazes de crescer a temperaturas iguais ou superiores a 37°C. De fato, tal habilidade ¢
um fator de viruléncia, ja que 37°C ¢ aproximadamente a temperatura corporal de varios
mamiferos, incluindo o homem (Perfect, 2006). Em C. neoformans a termotolerancia
parece requerer algumas proteinas, tais como calcineurina fosfatase depedente de

Ca”*/calmodulina e a proteina RAS1, uma vez que isolados mutantes incapazes de
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sintetizar tais proteinas nao crescem in vitro a 37°C (Odom et al., 1997; Alspaugh et al.,
2000). Além disso, esses mutantes sdo avirulentos em modelo de infec¢do animal
(Odom et al., 1997; Waugh et al., 2002) por ndo crescerem a temperatura corporal,
ressaltando a importancia da termotolerancia para o estabelecimento da infecgao.

A cépsula ¢ definida como o principal fator de viruléncia em C. neoformans e
vem sendo exaustivamente estudada por inimeros pesquisadores. A capsula é composta
basicamente por dois polissacarideos: glucuronoxilomanana (GXM), o qual corresponde
a cerca de 90% da massa total de polissacarideos presentes na cépsula, e
galactoxilomanana (GalXM), cujas propriedades antigénicas lhe conferem particular
interesse. Ambos polissacarideos sdo polimeros complexos de elevada massa molecular
(revisado por Zaragoza et al., 2009). A GXM consiste basicamente de acido
glicuronico, xilose e manose, e diferengas em sua estrutura sdo a base para a
sorotipagem de isolados de C. neoformans; ja a GalXM ¢é composta de galactose, xilose
e manose (McFadden & Casadevall, 2001). Outro componente da capsula que aparece
em menor quantidade sdo as manoproteinas, as quais possuem manose como
carboidrato predominante. Entretanto ainda pouco se sabe a respeito de sua estrutura e
funcao (McFadden e Casadevall, 2001; revisado por Zaragozza et al., 2009).

Na natureza, a capsula desempenha um importante papel na prote¢ao do fungo a
estresses ambientais, como a dessecacdo (Aksenov et al., 1973). J4 no hospedeiro
mamifero, a cépsula tem se mostrado um importante fator de viruléncia de C.
neoformans, uma vez que mutantes acapsulares apresentam viruléncia atenuada em
modelo murino de infecgdo quando comparados a cepa parental e ao mutante
reconstituido (Fromtling et al., 1982; Chang & Know-Chung, 1994). A correlagdo entre
capsula e viruléncia pode estar associada a dois principais fatores: a) a prote¢ao contra a
fagocitose por macrofagos e outros fagocitos conferida pela capsula (Kozel ef al., 1988,
1993); b) as propriedades imunomodulatérias de polissacarideos capsulares que podem
promover a evasdo do sistema imune por C. neoformans, facilitando sua sobrevivéncia
no interior do hospedeiro (Monari et al., 2006; Vecchiarelli, 2000).

A melanina ¢ um pigmento hidrofébico e negativamente carregado, sintetizado
por polimerizagao oxidativa de compostos fendlicos (Langfelder ef al., 2003). A sintese
da melanina ¢ catalisada pela enzima lacase, a qual utiliza catecolaminas, dentre elas
dopamina e epinefrina, como substrato. Muitos fungos patogénicos produzem melanina,
tais como Histoplasma capsulatum, P. brasiliensis e Sporothrix schenckii (Gomez et al.,

2001; Morris-Jones et al., 2003; Nosanchuk et al., 2002). A melanizagao também foi
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descrita em C. neoformans (Nosanchuk et al., 2001b; Rosas et al., 2000), e acredita-se
que a mesma contribua para a viruléncia desse fungo por protegé-lo contra radicais
livres produzidos pelo sistema imunoldgico do hospedeiro durante a infec¢do (revisado
por Nosanchuk & Casadevall, 2003). Adicionalmente, dependendo do tipo de melanina
e da resposta imune do hospedeiro, esta pode desempenhar papel imunomodulador,
desencadeando uma resposta pro- ou anti-inflamatoéria (Mednick et al., 2005). Por fim,
leveduras melanizadas de C. neoformans sao menos suscetiveis a anfotericina B quando
comparadas a células ndo produtoras de melanina, o que pode afetar o tratamento de
infeccdes em pacientes imunocomprometidos (Wang & Casadevall, 1994). Tais
evidéncias, adicionadas ao fato que cepas mutantes para o gene que codifica a enzima
lacase sao menos virulentas que a cepa parental e/ou a cepa reconstituida em modelo
murino de infeccdo (Salas et al., 1996), confirmam o papel da melanina na viruléncia
de C. neoformans.

A producdo de fosfolipases e urease por C. neoformans também vem sendo
sugerida como fator de viruléncia desse fungo. Fosfolipases sdo hidrolases que possuem
como substratos fosfolipideos (Ghannoum, 2000). Pelo menos duas enzimas com
atividade fosfolipasica foram descritas como potenciais fatores de viruléncia em C.
neoformans: a) fosfolipase B (Chen et al., 1997), cuja atividade ¢ importante para a
sobrevivéncia e replicacdo das leveduras no interior de fagocitos, e para a disseminagao
fangica (Noverr et al., 2003); b) fosfatidil-inositol fosfolipase C, a qual apresenta um
importante papel na manutengdo da morfologia celular e integridade da parede de C.
neoformans, além de ser essencial para a expressdo fenotipica de multiplos fatores de
viruléncias, como crescimento a 37°C, produ¢do de melanina e a propria secrecao de
fosfolipase B (Chayakulkeeree et al., 2008). Ademais, a delecdo dos genes PIbl, que
codifica a enzima fosfolipase B, e Plc1, que codifica a enzima fosfolipase C, causa uma
evidente atenuagdo da viruléncia em modelo murino de infec¢do por inalagdo (Cox et
al., 2001; Chayakulkeeree et al., 2008).

A urease ¢ descrita como um importante fator de viruléncia da bactéria
Helicobacter pylori, o principal agente causador de tulceras géstricas e duodenais em
humanos (Lee et al., 1993; Mera, 1995). E proposto que essa enzima atue no micro-
ambiente gastro-intestinal, elevando o pH do meio e, assim, permitindo a sobrevivéncia
de H. pylori na mucosa gastrica e, conseqiientemente, o estabelecimento da infec¢do. De
fato, o papel da urease na coloniza¢do dessa bactéria em modelos experimentais ja foi

relatado (Eaton & Krakowka, 1994; Tsuda et al., 1994). Para C. neoformans foi
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mostrado que camundongos infectados com isolados mutantes para o gene Urel
apresentam menor taxa de mortalidade quando comparados aos animais infectados com
o tipo selvagem (Cox et al., 2000). Uma vez que a transcri¢do do gene Ure em H. pylori
¢ induzida em resposta a condigdes de baixo pH (Akada et al., 2000; Pflock et al.,
2005), admite-se uma possivel regula¢do desse gene por pH em outros microrganismos
que sejam submetidos a ambientes acidos no processo da infec¢do, como ¢ o caso de C.
neoformans ao ser submetido ao ambiente intracelular de fagocitos.

O metabolismo de polidis em leveduras também tem sido considerado uma
potencial via bioquimica relacionada com a viruléncia (Perfect et al., 1998). Poliodis
aciclicos como glicerol, arabitol e manitol sdo produzidos em abundancia por uma
grande quantidade de fungos (Janings, 1984). C. neoformans produz D-manitol in vitro
e in vivo, o qual vem se confirmando como fator de viruléncia desse fungo, ja que cepas
mutantes ndo produtoras de manitol sdo menos patogénicas quando comparadas com a
cepa parental (Wong et al., 1990; Chaturvedi et al., 1996). Uma possivel explicacdo
para o papel do manitol na viruléncia de C. neoformans ¢é que a sintese e acimulo desse
poliol pode interferir na adaptacdo da levedura a diferentes ambientes, uma vez que
cepas nao produtoras de manitol sdo mais susceptiveis ao estresse térmico e osmotico.
Além disso, altos niveis de manitol presentes no interior ¢ ao redor da células fingica
podem proteger C. neoformans de intermediarios reativos de oxigénio produzidos por
fagocitos (Chaturvedi ef al., 1996). Um trabalho recente mostra ainda que C.
neoformans responde ao manitol aumentando o tamanho de sua cépsula polissacaridica

tanto in vitro quanto in vivo (Guimaraes et al., 2010).

1.4.2. Origem e manutenc¢io da viruléncia em C. neoformans

Apesar da capacidade de C. neoformans em proliferar e desenvolver doenga no
hospedeiro mamifero, o ciclo de vida desse fungo independe do parasitismo em células
animais. Com base nesse fato, algumas questdes sobre a origem e a manutengdo de
fatores que auxiliam no estabelecimento da infec¢do por C. neofromans em hospedeiros
mamiferos vem sendo formuladas. Nesse contexto, pergunta-se: como C. neoformans
adquiriu a capacidade de infectar humanos e outros animais? Por que um
microrganismo saprofitico expressa fatores de viruléncia e possui estratégias
sofisticadas que permitem sua sobrevivéncia no interior de macréfagos? Como/por que

fatores relacionados a viruléncia de C. neoformans foram selecionados e vem sendo
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mantidos ao longo da evolug¢ao? (Steenbergen et al., 2001; Steenbergen & Casadevall,
2003; Steenbergen et al., 2004).

A observagdo de que isolados ambientais de C. neoformans recuperados de
amostras de solo s3o aptos a sobreviver e se reproduzir em animais, podendo
desenvolver criptococose (Casadevall & Perfect, 1998), associada ao fato de que cepas
ambientais expressam constitutivamente uma variedade de fatores importantes para a
patogénese, sugerem que a viruléncia de C. neoformans teve origem e ¢ mantida devido
a pressoes seletivas que esse organismo sofre no seu meio-ambiente natural (Casadevall
et al., 2003). Tais dados, em adigdo ao fato de C. neoformans ser um parasita
intracelular facultativo, o que certamente requer estratégias sofisticadas que permitam a
sobrevivéncia do mesmo no ambiente hostil do interior de macrofagos, sugerem que,
possivelmente, os atributos de viruléncia desse fungo patogénico foram selecionados em
resposta a interagdes de C. meoformans com predadores ambientais, como amebas
(Steenbergen et al., 2001; Casadevall et al., 2003).

Amebas e macréfagos possuem propriedades comuns: ambas as células
apresentam caracteristica fagocitaria e mantém as particulas ingeridas no interior de
vacuolos, além de secretarem enzimas lisossomais para degradagdo das particulas
fagocitadas (Swanson & Hammer, 2000). Em 2001, Steenbergen et a/. mostraram que a
interagcdo de C. neoformans com a ameba Acanthamoeba castellanii resulta na ingestao
do fungo seguida pela replica¢do intracelular do mesmo e o acumulo de vesiculas
contendo polissacarideos no citoplasma das células ameboides, remetendo a um
processo bastante similar ao que ocorre durante a interacdo entre C. neoformans e
macrofagos. Além disso, cepas mutantes deficientes na sintese de capsula e na produgado
de fosfolipase, dois importantes fatores de viruléncia de C. neoformans, sao incapazes
de se reproduzir no interior de 4. castellanii. De fato, cepas acapsulares sdo mortas apos
ingeridas pela ameba; por outro lado, cepas acapsulares e melanizadas sdo resistentes ao
potencial fungicida de A. castellanii, o que indica um papel da melanina na protecdo
contra predadores amebdides (Steenbergen et al., 2001). Esses resultados observados
quando da interacdo entre C. neoformans e A. castellanii sdo bastante similares a
resultados prévios mostrados para C. neoformans e macréfagos (Cox et al., 2001),
indicando que fatores de viruléncia requeridos nos hospedeiros mamiferos também sdo
fatores de viruléncia na interagdo com amebas. Com isso, sugeriu-se que a estratégia de
sobrevivéncia intracelular usada por C. neorfomans em macréfagos de mamiferos ¢

conseqiiéncia da selecdo evolutiva para a sua sobrevivéncia contra a predacdo por
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protozoarios no solo. Ademais, resultados semelhantes foram obtidos quando do estudo
da interacdo de A. castellanii com B. dermatitidis, S. schenckii e H. capsulatum
(Steenbergen et al. 2004).

Dados interessantes foram também obtidos da interacdo entre C. neoformans € a
espécie amebodide de vida livre Dictyostelium discoideum. Steenbergen et al. (2003)
mostraram que o co-cultivo de uma cepa de viruléncia atenuada de C. neoformans com
D. discoideum, in vitro, aumenta significativamente a viruléncia do fungo, conforme
verificado em modelo murino de infeccdo (Steenbergen et al., 2003). Esses dados
sugerem uma potencial explicagdo acerca da origem de certos fatores de viruléncia em
C. neoformans, reforcando a idéia de que os mesmos foram selecionados por pressdes
sofridas pelo fungo em seu ambiente natural. Tal hipdtese foi previamente sugerida para
outros patdgenos intracelulares facultativos, como Legionella pneumophila e
Mycobacterium avium, para os quais foi mostrado que a interacdo com ameba resulta

em aumento da viruléncia (Brieland et al., 1997, Cirillo et al., 1997).

Nesse contexto, estudos adicionais comparando a interagdo entre C. neoformans-
macrofago e C. neoformans-ameba podem ser de grande relevancia para auxiliar ainda
mais na compreensdo dos mecanismos moleculares responsaveis pela origem e
manutencdo de fatores de viruléncia importantes no estabelecimento da infec¢do em
mamiferos, bem como a adaptagdo de C. neoformans ao hospedeiro animal. Dentro do
que foi descrito no item exposto acima estd inserido o ultimo objetivo do presente

trabalho, o qual sera apresentado com mais detalhes a seguir.
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2. Objetivos

Objetivo 1:

Avaliar os efeitos do farnesol, uma molécula de sensoriamento

de quorum de C. albicans, em P. brasiliensis.

* Analisar os principais efeitos do farnesol no crescimento, na viabilidade e no
dimorfismo de P. brasiliensis.

* Verificar o efeito do farnesol na permeabilidade celular e nas estruturas
celulares de P. brasiliensis.

* Avaliar o efeito do sobrenadante de uma cultura crescida de C. albicans em P.

brasiliensis.

Objetivo 2:

Avaliar o efeito do propranolol, um antagonista beta-

adrenérgico, na formacao de biofilme de C. albicans in vitro.

* Verificar o efeito do propranolol no desenvolvimento do biofilme de C.
albicans.

* Verificar a a¢do do propranolol na adesdo de C. albicans a superficies abioticas
e bioticas.

* Avaliar os efeitos do propranolol na expressdo de genes relacionados a

formacao de biofilme em C. albicans.
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Objetivo 3:

Comparar o transcritoma do fungo C. neoformans quando na

interacdo com amebas e macré6fagos murinos.

* Analisar a expressdo génica de leveduras de C. neoformans durante interagao
com a ameba A. castellanii.

* Analisar a expressdo génica de C. neoformans durante interagdo com
macrofagos murinos J774.1 e comparar com os dados obtidos para infecgdo de C.
neoformans com amebas.

* Validar os experimentos de microarranjo de cDNA realizados por RT-PCR em
tempo real.

* Avaliar o possivel papel de genes de C. neoformans cuja expressdao foi
aumentada durante a interacdo com ameba na viruléncia do fungo em modelo de

infec¢cdo animal.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Linhagens Celulares e Manutenc¢io

3.1.1. Paracoccidioides brasiliensis

Foi utilizado para esse estudo o isolado virulento Pbl8 de P. brasiliensis (Singer-
Vermes et al., 1989). A forma leveduriforme foi mantida em meio s6lido Fava-Netto
(protease peptona 0,3%, peptona 1%, extrato de carne 0,5%, dextrose 4%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 0,5% e agar 1,6 % pH 7,2) por 6-7 dias em uma estufa
bacteriologica aquecida a 37°C, sendo repicado semanalmente. A forma miceliana deste

isolado foi mantida em meio s6lido Agar Batata (Difco), em estufa a 25°C.

3.1.2. Candida albicans

A linhagem ATCC10231 de C. albicans foi crescida por 48h em meio s6lido Fava-
Netto a 37°C, e posteriormente mantida a 4°C, com repiques sendo realizados
quinzenalmente. Nessas condicdes mais de 95% das células de C. albicans

permaneciam na forma de levedura.

3.1.3. Cryptococcus neoformans

A linhagem H99 de C. neoformans var. grubii (sorotipo A) foi crescida por 48h em
meio liquido YPD (extrato de levedura 1%, glicose 2%, bacto-peptona 2% pH 7,2) a
30°C, para posterior preparo de estoques da cultura em glicerol 35%, os quais foram
mantidos a -80°C. Para os experimentos, uma fracdo do estoque foi descongelada e
adicionada a meio YPD liquido, sendo as leveduras cultivadas por 48h a 30°C sob

agitacao.

3.1.4. Macro6fagos murinos J774.1

Os macrofagos murinos da linhagem J774.1 foram mantidos a temperatura de -80°C em
90% de meio DME (Dulbeccos Modified Eagle’s Medium — GibcoBRL#11965)
suplementado com 20% soro fetal bovino (Gibco BRL, USA), NCTC-109 10%
(GibcoBRL#21340) e 1% solugdo de aminoacidos nao essenciais (GibcoBRL#11140), e
10% de DMSO (Dimetilsulfoxido). Para utilizacdo nos experimentos, os macrofagos
foram descongelados e cultivados em placas para cultura de células (Falcon#1005)

contendo meio DME suplementado com 10% soro fetal bovino, 10% NCTC-109 e 1%
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solucdo de aminoéacidos ndo essenciais, o qual era previamente esterilizado por filtragao

(0.2 um). As células foram mantidas a 37°C com atmosfera de ar umidificada contendo

5% de COs,.
3.1.5. Acanthamoeba castellanii
A linhagem 30234 de A. castellanii foi mantida no escuro em meio PYG (peptona 2%,

extrato de levedura 0,1%, glicose 1,8%, pH 7,2) a 28°C, sendo repicada a cada 5-7 dias.

Para todos os tipos celulares, a contagem do numero de células para a utilizagdo nos

experimentos foi determinada em camara de Neubauer.

3.2. Preparo de solugdes

3.2.1. Tampoes

a) Tampao fosfato (PBS) 10X

NaCl ,5M

Na,HPO4 0,1M

NaNj 0,02 %
O pH foi ajustado para 7,2.

b) Tampao SSC 1X
Citrato de Sodio 0,03 M pH 7,0
NacCl 0,3M

3.2.2. Solucio de Farnesol

A partir de uma solucdo estoque de uma mistura de estereoisomeros de farnesol
(Fluka/Sigma — Sigma-Aldrich#46191), foram realizadas diluicdes em metanol 100%
de modo que o mesmo volume (4 ulL) das diferentes diluicdes fosse adicionado ao
ensaio pra obtencdo da concentra¢do final desejada. Ao controle foi adicionado o

mesmo volume do diluente puro (metanol) a cultura.
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3.2.3. Solucoes de Propranolol e Metoprolol
Propranolol (Sigma-Aldrich) foi diluido em 4gua destilada estéril para uma
concentragdo final de 17 mM. A solucdo estoque de metoprolol (Sigma-Aldrich) foi

preparada de forma similar para uma concentragado final de 10 mM.

3.2.4. Solugoes livres de RNAse
Todos os reagentes e aguas utilizados no preparo de solu¢des para o uso em
experimentos com RNA estavam em condi¢des livres de RNAse, preparados conforme

descrito por Sambrook & Russel (2001).

3.2.5. Solucoes para eletroforese em géis de agarose

a) Tampao de Corrida Tris-EDTA-borato (TEB) 10X

Trizma base 0,89 M
Acido boérico 0,89 M
EDTA 0,02M

O pH foi ajustado para 8,0 com acido borico.

b) Tampao de Amostra para RNA (10X)

Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,1 % (p/v)
Xileno cianol 0,1 % (p/v)

¢) Solucio de Brometo de Etidio
- Solugdo estoque: 10 mg/mL em 4gua destilada.

- Concentracao final de uso: 0,5 ug/mL.
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3.3. Andlise dos efeitos do farnesol em P. brasiliensis

Culturas de P. brasiliensis (levedura e/ou micélio) foram incubadas na auséncia
(controle) ou na presenca de diferentes concentragdes de farnesol para verificagdo de
possiveis alteracdes na taxa de crescimento, no processo de transicdo dimorfica, na

permeabilidade celular e nas estruturas celulares desse fungo.

3.3.1. Efeito do farnesol no crescimento de P. brasiliensis

Leveduras de P. brasiliensis (2 X 10° cells/mL) foram cultivadas em placas de 96 pogos
contendo 200 uL final de meio liquido YPD, na auséncia ou na presenga de diferentes
concentragdes de farnesol, até atingirem a fase estaciondria de crescimento. As células
foram mantidas a 37°C sob agitacdo (150 rpm). A avaliacdo dos efeitos do farnesol na
taxa de crescimento do fungo foi realizada pela verificacdo didria da densidade Optica
(OD) em leitor de ELISA (EIx800) a 630 nm, apds vigorosa agitacdo da placa em
vortex. Experimentos similares foram realizados para a fase miceliana de P.
brasiliensis, alterando-se a temperatura de cultivo para 25°C. Os controles utilizados
nesse experimento foram: controle de crescimento (cultura sem farnesol), controle do
diluente (cultura com 2% de metanol) e o branco (apenas meio de cultura). A
concentragdo minima inibitéria (CIM) foi definida como sendo aquela que promove
80% de inibicdo do crescimento quando comparada com o controle (cultura sem

farnesol). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.2. Efeito do farnesol na viabilidade de P. brasiliensis

As andlises de viabilidade celular foram realizada utilizando-se o reagente MTT
(brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium; Invitrogen#M6494), o qual
avalia a atividade mitocondrial, sendo metabolizado por enzimas desidrogenases e
resultando na formag¢do de um produto de coloracdo roxo denominado formazan
(Vistica et al., 1991). Para determinacdo da concentragdo minima letal (CML),
leveduras de P. brasiliensis (2 X 10° cells/mL) foram cultivadas em placas de 96 pogos
contendo 200 uL final de meio liquido YPD, na auséncia ou na presenga de diferentes
concentragdes de farnesol. Apds 15 dias de incubagdo a 37°C sob agitacao (150 rpm),
uma solucdo de 5 mg/mL de MTT diluido em 0,15M tampao fosfato (PBS) foi
adicionada a cada pogo da placa para uma concentracdo final de 0,5 mg/mL. Apds 4h de

incubag¢do a 37°C, o meio contendo MTT foi parcialmente removido e 100 uL de
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DMSO foi adicionado para solubilizar os cristais de formazan formados. Os resultados
foram mensurados por verificagdo da densidade optica (OD) em leitor de ELISA
(EIx800) a 490 nm. A concentragdo minima letal (CML) foi definida como sendo
aquela que promove 80% de morte celular quando comparada com o controle (cultura

sem farnesol). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

O efeito do farnesol na viabilidade celular foi também estimado por contagem de
unidades formadoras de colonia (UFC). Leveduras de P. brasiliensis (2 X 10° cells/mL)
foram ressupendidas em meio YPD e farnesol foi adicionado para uma concentragdo
final de 5, 10, 25, 50 ¢ 100 uM. Ao controle (sem farnesol) adicionou-se 2% de
metanol. Apods incubacdo a 37°C por 4 dias sob agitacdo (150 rpm), as células foram
recuperadas por centrifugacdo (4000 x g / 5 min), lavadas e plaqueadas em meio BHI
(Brain Heart Infusion Agar - Difco) suplementado com 4% de soro de cavalo,
cultivando-se por 12 dias. Posteriormente, as UFCs foram contadas. A taxa de
sobrevivéncia do fungo apdés o tratamento com farnesol foi comparada ao controle
(culturas crescidas sem farnesol). A porcentagem de morte celular foi calculada como (1
- N1/N2) x 100, onde N1 ¢ a média do nimero de colonias da triplicata de cada
tratamento com farnesol, e N2 ¢ a média do ntimero de coldnia da triplicata do controle

(sem farnesol).

3.3.3. Efeito do farnesol sobre o dimorfismo de P. brasiliensis

Os efeitos no processo de transi¢do dimorfica de P. brasiliensis mediados por farnesol
também foram avaliados. Para tanto, 2 X 10’ cells/mL foram cultivadas em placas de 24
pogos contendo 1 mL final de meio liquido YPD, na auséncia ou na presenca de
farnesol. As concentracdes de farnesol utilizadas foram a CIM, previamente definida, e
concentragdes sub-inibitdrias, as quais foram adicionadas a indculos de células tanto da
fase de levedura como da fase miceliana de P. brasiliensis cultivados a 25°C por 24 e
48h, e a 37°C por 4 dias, respectivamente. Os efeitos do farnesol na morfologia celular
foram verificados por microscopia Optica. A porcentagem de células em transicao e o

tamanho médio dos tubos germinativos foram calculados.
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3.3.4. Efeito do farnesol na permeabilidade das células de P.
brasiliensis
Visando avaliar o efeito do farnesol na permeabilidade de leveduras de P. brasiliensis,
realizou-se o ensaio de coloracdo com Alaranjado de Acridina (AA) e Brometo de
Etidio (BE). Brevemente, 2,5 x 10° cel/mL de P. brasiliensis foram cultivadas na
auséncia (controle) ou na presen¢a de farnesol (25, 50, 100 e 150 uM). Como controle
positivo da metodologia, leveduras de P. brasiliensis e C. albicans foram tratadas com
50 mM de peroxido de hidrogénio. As células foram posteriormente coletadas por
centrifugacdo (4000 x g / 10 min), ressuspendidas em PBS e 20 uL da suspensdo de
célula foram corados, por 5 min, com uma solucao recém preparada de AA (100 pg/mL)
/ BE (100 pg/mL) na propor¢do de 1:1. As células foram analizadas por microscopia de

fluorescéncia (Carl Zeiss). Os experimentos foram realizados em triplicate.

3.3.5. Efeito do farnesol nas estruturas citoplasmaticas e na parede
celular de P. brasiliensis

A avaliacdo do efeito do farnesol nas estruturas celulares de P. brasiliensis foi realizada
utilizando-se as metodologias de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

MET: Leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas a 36°C por 3 dias em meio sem
(controle suplementado com 2% de metanol) ou com farnesol (25, 50 e 150 uM). As
células foram recuperadas por centrifugacdo a 4000 x g por 5 min, lavadas quatro vezes
com tampao PBS (pH 7,2) e fixadas durante a noite a 4°C (2% glutaraldeido, 2%
paraformaldeido e 0,1 M tampao cacodilato de sédio, pH 7,2, com 3% sacarose e 3 mM
CaCl,). Apos fixacdo, as células foram coletadas por centrifugacao (4000 x g / 5 min),
lavadas quatro vezes com 0,1 M tampao cacodilato de sddio (4000 x g / 15 min). As
amostras foram poés-fixadas por 1 h (1% tetréxido de d6smio, 0,8% ferrocianeto de
potéssio em tampao cacodilato de sodio), contrastadas en bloc com 0,5% de acetato de
uranila, desidratadas em concentracdes crescentes de acetona e emblocadas em resina
Spurr. Apds ultramicrotomia, os cortes foram contrastados com acetato de
uranila/citrato de chumbo, e observados no microscopio eletronico de transmissdo Jeol
1011 a 80 kV.

MEV: Leveduras de P. brasiliensis foram incubadas com diferentes concentragdes de
farnesol (0, 25 and 50 uM) por 5, 10 e 24 h. Posteriormente, as células foram fixadas

durante a noite a 4°C (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido ¢ 0,1 M tampao
g p
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cacodilato de soédio, pH 7,2, com 3% sacarose ¢ 3 mM CaCly), recuperadas por
centrifugacdo (4000 x g / 5 min), e lavadas quatro vezes com 0,1 M tampao cacodilato
de sodio (4000 x g / 15 min). As amostras foram pds-fixadas por 1 h (1% tetréxido de
6smio, 0,8% ferrocianeto de potassio em tampao cacodilato de sddio), e desidratadas em
concentragdes crescentes de acetona para posterior secagem ao ponto critico (BAL-TEC
CPD-030 — Electron Microscopy Sciences, USA), e revestimento com ouro e paladio
(Balzers Union SCD-040 — Electron Microscopy Sciences, USA). Para visualizagao
utilizou-se o microscopio eletronico JEOL (Tokyo, Japan) JEM 840A.

3.3.6. Avaliacdo dos efeitos do meio condicionado de C. albicans na
morfologia de P. brasiliensis

Levedura de C. albicans (ATCC10231) foram crescidas por cerca de 40 h a 30°C sob

agitacdo (150 rpm). Apos esse periodo a cultura foi centrifugada e o sobrenadante foi

coletado, filtrado ¢ usado como meio condicionado (CM). Diferentes concentragdes do

CM obtido foram adicionadas a indculos (5x10* cel/mL) de células da fase de levedura

de P. brasiliensis submetidas a cultivo na temperatura de 23°C. Os efeitos do CM na

morfologia celular foram verificados por microscopia Optica.

3.3.7. Ensaios preliminares para verificacido da identidade quimica da
molécula presente no meio condicionado de C. albicans que
inibe a morfogénese de P. brasiliensis

Visando uma avaliagdo preliminar das propriedades quimicas da molécula efetora

presente no CM de C. albicans que inibe a morfogénese de P. brasiliensis, o

sobrenadante da cultura de C. albicans foi tratado com proteinase K (100 ug/mL / 50°C

/ O.N.) ou autoclavado por 30 min. Posteriormente, os CMs tratados foram adicionados

a culturas de P. brasiliensis que foram submetidas ao processo de transi¢do dimorfica,

como descrito anteriormente.

3.3.8. Analise estatistica dos resultados

As analises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa de computador
“Mynova”, versao 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). Os dados estdo apresentados como
médias +/- SEM (erro padrao da média). Para comparacdes entre dois dados (condi¢ao
experimental X condi¢do controle) foi utilizado o teste-t de Student, sendo considerados

os valores de P < 0,05 como significativamente diferentes.
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3.4. Anadlise dos efeitos de propranolol na formacédo de biofilme

de C. albicans

3.4.1. Efeito do propranolol na morfologia de C. albicans

Leveduras de C. albicans foram cultivadas em meio YPD agar suplementado com 20%
de soro fetal bovino (SFB), contendo ou ndo 750 uM de propranolol. As placas foram
incubadas por 48 h a 36°C. Posteriormente, analisou-se macroscopicamente a
morfologia da colonia, e microscopicamente, por microscopia Optica, a morfologia

celular.

3.4.2. Efeito do propranolol na adesido de C. albicans a superficies
abidticas
10° cel/mL de C. albicans em meio YPD suplementado, ou ndo (controle), com 20% de
SFB foram cultivadas em placa de 96 pocos (Corning Incorporated, Corning N.Y.) na
auséncia ou na presen¢a de diferentes concentragdes de propranolol, por 24 h a 36°C.
As células ndo aderidas foram descartadas, os pogos foram lavados com tampao PBS
1X estéril e as células aderidas foram fixadas a 56°C por 30 min para posterior
coloracdo com cristal violeta 0,1% (15 min / temperatura ambiente). Depois de coradas,
as células foram lavadas com PBS 1X e secas a temperatura ambiente por 3 h para ser

realizada a leitura da densidade optica a 630 nm.

3.4.3. Efeito do propranolol na adesio de C. albicans a células
epiteliais
Células de C. albicans foram crescidas por 24 h a 36°C em meio YPD, lavadas e
diluidas para uma concentragdo de 10" cel/mL em meio DME contendo 20% de SFB.
Células HeLa foram crescidas em meio DME suplementado com 10% SFB a 37°C (5%
CO2) em placas de cultura de células de 24 pogos até atingirem a confluéncia. As
células foram entdo lavadas com PBS 1X e 100 uL da suspensdo de cé¢lulas de C.
albicans foram adicionados para o ensaio de adesdo. Apos co-cultivo a 37°C por 1 h na
presenga de diferentes concentragdes de propranolol, as células de C. albicans nao
aderidas foram lavadas trés vezes com tampao PBS 1X pré-aquecido a 37°C. As células
fingicas aderidas foram recuperadas apods lise das células HeLa com 4dgua MilliQ estéril

e semeadas em placas contendo meio YPD agar. Apds incubagdo a 37°C por 24 h, o
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nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) foi determinado. Esse experimento

foi realizado em triplicata.

3.4.4. Efeito do propranolol na formacio de biofilme por C. albicans
As analises da formagdo do biofilme foram realizadas pelo ensaio de MTT (3-(4, 5-
dimetiltiazol-2)-2, 5-difeniltetrazolium brometo) baseando-se no protocolo previamente
descrito por Hawser & Douglas (1994), e por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV).

Ensaio com MTT: 5 X 10° cel/mL de leveduras de C. albicans em meio YPD
suplementado, ou ndo (controle), com 20% de SFB foram cultivadas em placa de 24
pocos na auséncia ou na presenca de diferentes concentracdes de propranolol (0,5; 0,75;
ou 1 mM) por 24 h a 36°C. Ao controle (sem propranolol) foi adicionado dgua destilada
estéril. Apds o cultivo, o meio foi descartado e as células que permaneceram aderidas a
placa foram lavadas trés vezes com PBS 1X e quantificadas pelo ensaio de MTT, como
descrito por Hawser e Douglas, 1994. Brevemente, uma solugdo estoque de MTT (5
mg/mL) foi adicionada para uma concentragdo final em cada pogo de 0,5 mg/mL. A
placa foi entdo incubada no escuro a 36°C por 4h. Posteriormente, o meio foi removido
e as células remanescentes foram lavadas trés vezes com 0,15 M PBS. Para solubilizar
os cristais de formazan formados, 1 mL de DMSO foi adicionado por pogo. Os
resultados foram mensurados por verificagdo da densidade oOptica (OD) em leitor de
ELISA (EIx800) a 490 nm. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
Alternativamente, o0 mesmo protocolo foi utilizado para avaliar o efeito do metoprolol
na formac¢ao de biofilme de C. albicans, bem como a agdo conjunta do propranolol e do
metoprolol.

MEV: Para andlise da arquitetura do biofilme de C. albicans formado na presenca de
diferentes concentracdes de propranolol (0, 0,5, 0,75 ou I mM) por MEV, o biofilme foi
cultivado em catéteres de polivinil cloreto (PVC). As células aderidas ao catéter foram
fixadas durante a noite a 4°C (2% glutaraldeido, 2% paraformaldeido em 0,1 M de
tampao cacodilato de sodio, pH 7.2, com 3% sacarose ¢ 3 mM CaCl,), lavadas trés
vezes com 0,1 M de tampao cacodilato de s6dio. As amostras foram desidratadas com
concentragdes crescentes de acetona, submetidas a secagem ao ponto critico (BAL-TEC
CPD-030 — Electron Microscopy Science, USA), e revestimento com ouro e paladio
(Balzers Union SCD-040 — Electron Microscopy Sciences, USA). Para visualizagdo
utilizou-se o microscopio eletronico JEOL (Tokyo, Japan) JEM 840A.
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3.4.5. Efeito do propranolol em diferentes tempos do desenvolvimento
do biofilme de C. albicans
10° cel/mL de leveduras de C. albicans em meio YPD suplementado, ou nio (controle),
com 20% de SFB foram cultivadas em placas de 96 pocos. A adi¢do de propranolol para
uma concentragdo final de 1 mM foi realizada apds diferentes intervalos de tempo (0, 1,
2, 3,4, 5, e 6h) do inicio da forma¢ao do biofilme (t=0h). Para todas as condigdes, a
placa foi incubada por um periodo total de 24h a 36°C. Alternativamente, 0,5, 0,75 ou
ImM de propranolol foi adicionado a um biofilme pré-formado por 24h. Nesse caso, o
ensaio foi realizado por 48h a 36°C. Os efeitos do propranolol ao longo do
desenvolvimento do biofilme foram mensurados pelo ensaio de MTT, conforme

descrito previamente.

3.4.6. Analise do padrao de expressido génica de C. albicans em
resposta ao propranolol

Para avaliar os niveis de expressdo de genes potencialmente importantes na formacao do
biofilme de C. albicans em resposta ao propranolol, o fungo foi cultivado em meio YPD
suplementado com 20% de SFB por 24 h, na presen¢a ou na auséncia de 0,75 mM
propranolol. As células foram coletadas por centrifugacdo (5000 X g / 10 min) e
submetidas a extragdo do RNA total.

Extracdo do RNA total de C. albicans: Apos coleta das células, a lise do fungo foi
realizada por vigorosa agitacdo em 1 mL de Trizol na presenga de pérolas de vidro
(Sigma) por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (10000 % g por 1 min) para a remog¢ao dos restos celulares do fungo, e o
lisado celular foi usado para a obtengdo do RNA total. A extragdo do RNA foi realizada
conforme especificado pelo fabricante do reagente Trizol* (Invitrogen). A amostra
coletada adicionou-se 200 pl de cloroféormio, misturando-se vigorosamente.
Posteriormente, a mistura foi centrifugada (12.000 g / 15 min / 4°C) e a fase aquosa
resultante foi transferida para novo tubo. Adicionou-se 500 pl de isopropanol e, ap6s 10
min de incubagdo a temperatura ambiente, a amostra foi novamente centrifugada
(12.000 g / 10 min / 4°C). O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas
vezes com etanol 70% (7500 g / 5 min / 4°C). Em seguida deixou-se o sedimento
secando a temperatura ambiente e, posteriormente, 0 mesmo foi ressuspendido em agua

MilliQ livre de RNAses.
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Tratamento do RNA total com DNAse I livre de RNAses: Apds quantificagdo por
espectofotometria e verificagdo da integridade do RNA total por eletroforese em gel de
agarose 1%, em condi¢des livre de RNAse (Sambrook & Russel, 2001), cerca de 10 ug
do RNA total obtido foi submetido a tratamento com DNAse I livre de RNAse
(Promega) a fim de se eliminar qualquer traco residual de contaminagcdo por DNA
gendmico. As condigdes de tratamento com DNAse I, para um volume final de 100 uL.
de reacdo, foram: Tampao da DNAse I 1X; 10 U da enzima DNAse I livre de RNAse
(Promega). O tratamento foi realizado a 37° C por 30 minutos, parando-se a reacao pela
adicdo do tampao de para e aquecendo-se a 65° C por 10 minutos. Apds precipitagcdo
padrdo com etanol (Sambrook & Russel, 2001), o RNA total tratado com DNAse I livre
de RNAse foi novamente quantificado e analisado por eletroforese em gel de agarose
1%, sendo todos os procedimentos realizados em condigcdes livres de RNAse
(Sambrook & Russel, 2001).

Sintese da Primeira Fita de cDNA: A reagdo de sintese da primeira fita de cDNA foi
realizada a partir de 2 ug de RNA total de C. albicans cultivado de acordo com as
condi¢des especificadas anteriormente, e tratado com DNAse I livre de RNAse. A essa
quantidade de RNA total foi adicionado 0,5 ug de iniciador dT, . i3, sendo a mistura
incubada a 70°C / 10 minutos, e imediatamente colocada no gelo por cerca de 1 minuto.
Em seguida, para um volume final de 25 uL, os seguintes reagentes foram adicionados
(para as concentragdes finais indicadas): tampao da transcriptase reversa 1X; DTT 8
mM; dNTPs 0,4 mM cada. Apos incubagdo a 42°C por 2 minutos, 200U da enzima
transcriptase reversa (SuperScript I, Invitrogen) foram adicionadas para cada sistema,
seguido de incubacdo a 42°C por 1 h. Finalmente, a enzima foi desnaturada aquecendo-
se a 70°C por 20 minutos.

PCR em tempo real: Para as andlises de expressdo génica foram realizados
experimentos de PCR em tempo real utilizando o sistema de detec¢ao por SYBR Green,
uma molécula fluorescente que se intercala a dupla fita de DNA. Os ensaios de
amplificacdo foram realizados no aparelho 7500 Fast System SDS Software (Applied
Biosystems) em reagdes de 10 puL contendo 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 5 pL de
solugcdo completa para PCR contendo SYBR Green (2X) (Applied Biosystems) e 0,02l
da reacdo sintese de cDNA como molde. Apds a desnaturagao inicial a 95°C por 20 s, as
amplificacdes foram realizadas por 40 ciclos a 95°C por 3 s e 60°C por 20 s. A fim de

confirmar a especificidade da amplificacdo, os produtos de PCR foram submetidos a
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analise da curva de desnaturagdo ou melting curve. O método de comparagio do ciclo
limiar (CT) ou crossing threshold (Livak et al., 2001) foi empregado para a avaliacdo
da variagdo da expressdo (fold-change) de cada gene de interesse, sendo utilizado o
gene constitutivo 18S de C. albicans para normalizacdo. O CT ¢ o numero de ciclos no
qual a quantidade de alvo amplificado atinge o limiar de fluorescéncia emitida, ou
threshold, definido pelo pesquisador. O método de comparagdo do CT tem como base
de célculo a equagdo 2**“" onde AACT = (ACT experimento — ACT controle), sendo
que ACT experimento = CT do gene de interesse no experimento — CT do gene
constitutivo no experimento) e ACT controle = CT do gene de interesse no controle —
gene constitutivo no controle). Os experimentos foram realizados em triplicata para
todos os genes analisados. Todos os pares de oligonucleotideos foram desenhados
usando o programa Primer 3, disponivel no enderego eletronico http:/www-

genome.wi.mit.edu, e estdo listados na tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos para C. albicans utilizados nos experimentos de PCR em

tempo real.

Iniciadores Gene Seqiiéncia (5°— 37)

ALS1F CAGAGTTATGCCAAGTCTCAATAA
ALS1 R Alsl CCCATTGTACCAGATGTGTAACCA
ALS3 F GTACTAGTGCAAGTCCGGGAGATA
ALS3 R Als3 ACCATGAGCAGTCAAATCAACAGA
HWPI1 F CCGGAATCTAGTGCTGTCGT
HWPI R Hwpl TAATTGGCAGATGGTTGCAT
18S F GGAAACTCACCAGGTCCAGA
18S R 18S rRNA AACTAAGAACGGCCATGCAC

3.4.7. Analise estatistica dos resultados

As analises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa de computador
“Mynova”, versao 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). Os dados estdo apresentados como
médias +/- SEM (erro padrdo da média). Para comparacdes entre dois dados (condi¢ao
experimental X condi¢do controle) foi utilizado o teste-t de Student, sendo considerados

os valores de P < 0,05 como significativamente diferentes.
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3.5. Comparac¢ao do transcritoma de C. neoformans quando na

interacdo com amebas e macrdéfagos murinos

3.5.1. Anailise da cinética da internalizacdo de leveduras de C.
neoformans por amebas e macré6fagos murinos
Em placas de 96 pogos foram inoculadas, por pogo, 1 X 10° células de macréfagos ou
2 X 10° células de amebas em 200 uL de meio DME suplementado (soro fetal bovino
20%, NCTC-109 10% e solugdo de aminoacidos ndo essenciais 1%) ou meio PYG,
respectivamente. As células foram cultivadas por 18 h, sendo as amebas mantidas a
28°C e os macrofagos a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo 5% de CO,.
Posteriormente, o sobrenadante das culturas foi removido, as células remanescentes
lavadas com PBS 1X estéril, e 1 X 10° leveduras de C. neoformans foi adicionada a
cada poco. Em ambos os casos, a propor¢do levedura:macréfago ou ameba foi cerca de
5:1. Para as infecgdes em macréfagos adicionou-se a co-cultura 10 ug/mL
(concentracdo final) do anticorpo 18B7 para opsoniza¢do. As co-culturas de C.
neoformans com ameba ou macrofago foram entdo incubadas por 15 min, 30 min, lh,
2h, 4h e 6h respectivamente a 28°C ou a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo
5% de CO,. Apos o periodo de incubagdo, o sobrenadante da cultura foi descartado
sendo adicionado 100 uL. de metanol gelado a cada poco. A placa foi incubada por 30
min a temperatura ambiente para fixacdo das células, o metanol foi descartado e os
pogos foram lavados 3 vezes com tampao PBS 1X. A cada poco foi adicionado 50 uL
de uma solucdo 1:10 do corante Giemsa em agua destilada. A coloragdo foi realizada
por 2h a temperatura ambiente, seguida de lavagens com PBS 1X. Utilizando
microscopia optica, de cem a duzentas células de amebas ou macréfagos foram contadas
no intuito de determinar a porcentagem de leveduras de C. neoformans internalizadas a

cada ponto pds-infec¢do. Os experimentos foram realizados em quadruplicata.

3.5.2. Infeccdo ex vivo de amebas e macréfagos murinoes com
leveduras de C. neoformans

Em frascos de 175 ¢cm® (BD Molecular Biotechnology) foram inoculadas 2 X 10’

células de A. castellanii em 75 mL de meio PYG. Alternativamente, foram inoculadas

107 células de macrofagos murinos da linhagem J774.1 em 75 mL de meio DME

suplementado (soro fetal bovino 20%, NCTC-109 10% e solugdo de aminoacidos nio
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essenciais 1%). As células foram cultivadas por 18 h, sendo as amebas mantidas a 28°C
e os macrofagos a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo 5% de CO..
Leveduras de C. neoformans foram cultivadas em meio YPD por 24 h a 30°C sob
agitacdo (150 rpm). Posteriormente as células foram coletadas por centrifugacao (2000
X g por 5 min), lavadas duas vezes com tampao PBS 1X, ressuspendidas em meio PYG
ou DME suplementado e utilizadas na infeccao.

As culturas de amebas ou macrofagos nos frasco de cultura foram infectadas com 10
leveduras de C. neoformans, seguindo uma propor¢ao aproximada levedura:macrofago
ou ameba de 5:1. Para as infecgdes em macrofagos adicionou-se a co-cultura 10 ug/mL
(concentracdo final) do anticorpo 18B7 para opsonizagdo. Os frascos foram entdo
incubados por 6 h a 28°C para infeccdo de amebas, ou a 37°C em atmosfera de ar
umidificada contendo 5% de CO; para infec¢do de macrofagos. Como controle foram
utilizadas levedura de C. neoformans crescido in vitro nas mesmas condigdes
experimentais. Nesse sentido, para o experimento controle da interagdo de C.
neoformans com amebas, o fungo foi cultivado em meio PYG por 6h a 28°C. Da mesma
forma, para controle do experimento de interacdo entre C. neoformans e macréfagos,
leveduras foram cultivadas em meio DME suplementado e na presenga de 10 ug/mL do

anticorpo 18B7 por 6h a 37°C em atmosfera de ar umidificada contendo 5% de COs,.

3.5.3. Extrag¢do de RNA total de leveduras de C. neoformans
internalizadas
Apo6s 6 h de infeccdo, as leveduras de C. neoformans nao fagocitadas foram removidas
por lavagens com PBS 1X e as amebas ou macréfagos infectados lisados pela adi¢ao de
deoxicolato 25 mM. Este tratamento promove a lise das amebas e macréfagos enquanto
o fungo permanece intacto e viavel. As células leveduriformes foram recuperadas por
centrifugacdo (3400 x g por 10 min) e usadas para o isolamento do RNA total de C.
neoformans empregando o reagente Trizol (Invitrogen, EUA). A lise do fungo foi
realizada em trés ciclos de 2 minutos cada de vigorosa agitacdo em 1 mL de Trizol na
presenga de micropérolas de vidro (Sigma). Apds esse procedimento, as amostras foram
centrifugadas (10000 % g por 1 min) para a remocao das micropérolas de vidro e dos
restos celulares do fungo, e o lisado celular foi usado para a obtencdo do RNA total,
seguindo as recomendagdes do fabricante. Apos a extracdo, o RNA total foi purificado
empregando-se o RNAeasy kit (Qiagen), com o objetivo de minimizar contaminag¢des

com DNA gendmico. A quantidade e qualidade do RNA extraido foram avaliadas,
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respectivamente, por espectofotometria (Axe0/A2s0) € por eletroforese em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio (0,5 ug/mL), de acordo com metodologia padrdo. O
RNA extraido foi armazenado a —20°C. Como controle foi extraido o RNA total de
levedura de C. neoformans crescido in vitro nas mesmas condi¢des experimentais

quando da interag¢do, porém na auséncia de amebas e/ou macrofagos.

3.5.4. Microarranjos de cDNA

Devido a quantidade limitada de RNA extraido em um tnico experimento de infec¢do
de amebas ou macrofagos por C. neoformans, os dados de expressdo génica analisados
nesse estudo foram obtidos a partir de trés pools independentes de RNA. Cada pool foi
derivado de dois a trés experimentos de infeccdo de amebas ou macréfagos (cerca de 15
a 20 frascos de 175 cm® contendo células fagociticas confluentes infectadas com C.
neoformans), que resultaram em cerca de 25 a 30 ug de RNA total.

Primeiramente, a qualidade e a quantificagdo do RNA total foi reavaliada no Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), de acordo com as recomendagdes do
fabricante e posteriormente submetida aos ensaios de microarranjo de cDNA. Os
experimentos ¢ as andlises de microarranjo foram realizados na Universidade de
Washington em St. Louis. O microarranjo utilizado, o qual foi desenvolvido por
Cryptococcus Community Microarray Consortium (The Genome Center at Washington

University: http://gtac.wustl.edu/), inclui 7,775 seqiiéncias em duplicata representadas

por oligonucleotideos de aproximadamente 70 bases, especificos para o sorotipo D de
C. neoformans.

Preparo da sonda complexa e hibrida¢do com os microarranjos: Para a obtencio da
sonda complexa o RNA total foi utilizado como molde para a sintese de cDNA,
empregando-se 0 3DNA Array 350 Kit (Genisphere, Hatfield, PA), cujas trés etapas
principais estdo representadas esquematicamente na figura 3.

A primeira etapa refere-se a sintese do cDNA, a ser empregado como sonda. Para tanto,
primeiramente 1 pL do iniciador oligo(dT) modificado na sua por¢do 5’ terminal com
seqiiéncia de captura especifica para um determinado fluoréforo foi adicionado a 8 ug
de RNA total e a solugdo foi aquecida a 80°C durante 10 minutos, seguida pelo rapido
resfriamento em gelo por 2 min. Para a sintese dos cDNAs referentes a amostra
experimental (fungo internalizado pelo fagdcito) ou ao controle (fungo cultivado in
vitro) foram utilizados oligonucleotideos com diferentes modificagdes em sua por¢do 5’

terminal, as quais permitiam a captura de um fluoroforo especifico (Cy3 ou Cy5). Dessa
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forma, amostra experimental e controle puderam ser diferentemente marcadas ao final
do procedimento, permitindo a detec¢do e interpretagao dos sinais obtidos.

A sintese do cDNA foi realizada por 2 horas a 42°C em uma reagao contendo: 1 pL dos
dNTPs (dATP, dCTP, dTTP e dGTP; 10 mM cada), 1 pL do inibidor de ribonuclease
(Superase-In; Ambicon), 4 uL do tampao da enzima 5X, 2 pL de ditiotreitol (DTT) 0,1
M e 1 pL da enzima transcriptase reversa (Superscript II RNase H- 200U/ul,
Invitrogen). A seguir, os RNAs presentes nas amostras foram submetidos a hidrolise
alcalina pela adicdo de 3,5 pL de NAOH 0,5 M — EDTA 50 mM e incubagdo a 65°C por
15 min. Para neutralizacdo da reagdo foram adicionados 5 pL de Tris-HCI 1 M (pH 7).
As amostras a serem co-hibridizadas (amostra experimental e seu respectivo controle)
foram entdo combinadas e concentradas utilizando microconcentradores Microcon
YM30 (Millipore), seguindo as recomendag¢des do fabricante.

A segunda etapa se refere a hibrida¢do primaria, ou hibridacdo do cDNA as ldminas de
microarranjo. Aproximadamente 5 pL. de cada amostra experimental (RNA do fungo
internalizado pelo fagdcito), agora pareada com seu respectivo controle (RNA do fungo
cultivado in vitro), foi misturada com 26 pL de tampao de hibridagdo com formamida
(Genisphere), 2 uL da soluc¢do bloqueadora 50 dT (Genisphere) e 19 pL de 4gua livre de
RNase/DNase. Um total de 48 ul da sonda complexa foram hibridados com as 1dminas
de microarranjo por 20 horas a 43°C. As laminas foram entdo gentilmente submersas
por 11 min primeiramente em solugdo de SSC 2 X, SDS 0,2% a 43°C, e posteriormente
em solug¢do de SSC 2 X a temperatura ambiente e solu¢do de SSC 0,2 X a temperatura
ambiente.

Por fim, a terceira etapa ou hibridacdo secundaria, a qual foi realizada utilizando-se
reagentes complementares conferidos pelo 3DNA Array 350 Kit (Genisphere, Hatfield,
PA), refere-se a hibridac¢ao dos fluoréforos Cy3 e Cy5 ao cDNA, o que ocorre devido a
existéncia de uma seqiiéncia de captura que ¢ complementar a modifica¢do na porgdo 5’
terminal do iniciador oligo(dT) utilizado na sintese do cDNA (Figura 3). Para cada
reacdo, 2,5 uL do reagente de captura 3DNA com Cy3, 2,5 puL do reagente de captura
3DNA com CyS5, 26 pL do tampao de hibridagdo com SDS (Genisphere) e 21 pL de
agua livre de RNase/DNase foram utilizados. Os reagentes foram misturados e
incubados no escuro por 10 min a 80°C, seguido por incubagdo por 15 min a 50°C. Para
hibridacdo, cada lamina foi incubada no escuro com 48 puL da solucdo previamente

preparada por 3h a 65°C. As laminas foram entdo gentilmente submersas por 11 min
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primeiramente em solu¢do de SSC 2 X, SDS 0,2% a 43°C, e posteriormente em solug¢ao
de SSC 2 X a temperatura ambiente e solu¢do de SSC 0,2 X a temperatura ambiente.

Deteccao dos sinais de hibridacao e analise dos dados: As laminas foram
digitalizadas no scanner Axon 4000B (Molecular Devices) para detec¢do da
fluorescéncia emitida pelos fluoréforos Cy3 e Cy5. A andlise das imagens foi feita
utilizando-se o GenePix v6.1 (Molecular Devices) e a intensidade do sinal foi calculada
e normalizada pelo GeneSpring 7.2 software (Agilent, Santa Clara, CA). Por fim, os
resultados foram filtrados, sendo que somente aqueles genes que tiveram a varia¢ao de
sua expressdo (fold-change) alterada em duas vezes (induzido ou reprimido) foram
considerados como diferencialmente expressos. Além disso, apenas valores com p <

0,05 foram considerados significativos.
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Figura 3. Representa¢do esquematica do ensaio de microarranjo utilizando-se

0 3DNA Array 350 Kit. Adaptado de http://www.genisphere.com.
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Tabela 2. Oligonucleotideos para C. neoformans utilizados nos experimentos de PCR em

tempo real.
Iniciadores Produto do Gene Seqiiéncia (5°— 3°)
ActF Actina 1 TTGTCCTCCCCAATCTTCAC
ActR CGGCGACTTCTTCTTCCATA
Proteina t 1t
Stp F roteina transportadora de TACCGTCCCCATCTTCTCTG
StpR agucart ATACCAGCAACGACCCAAAG
Cat3 F Catalase 3 GTTAAACCAAGCCGCCAATA
Cat3 R CTGATACCTTGACCCCGAAA
Ths F Trehalose Sintase GCCCAAAGAAGTGGAGATCA
Ths R AGAGCTCCATTGCTCCAGAA
Plc F Fosfolipase C GTCTTTGTCATGGGCGACTT
Plc R TAGCCGAAGGATGAACTTGG
a-Gbe F Enzima de ramificagao da ATCCTTGGCTGGAACCTTTT
a-Gbe R 1,4-alpha glucana CTTTGAGAATTCGGCGAGAC
Aox F Oxidase Alternativa CCCATTTACACCGAGAAGGA
Aox R AGGAACTTGACGGTCCTGTG
C-5F C-5 Esterol Desaturase CCCAGTCCCTTCCTTACCAT
C-5R TCATATCACCGTCGTGGATG
L-14F Lanosterol 14 alpha- TCCCATCCACTCGATCTACC
L-14R demetilase CCCTTGGGGATGATGTATTG
Mls F Malato Sintase AAACATGGTTCTCGGACAGG
Mls R AGGTCGAACCAAAAGCACAG

3.5.5. Validacdo por RT-PCR em tempo real de genes
diferencialmente expressos
Visando validar os dados gerados pelo microarranjo empregou-se a metodologia de RT-
PCR em tempo real (qQRT-PCR). As mesmas amostras de RNA usadas para os
experimentos de microarranjo foram usadas para as andlises de expressdo génica qRT-
PCR utilizando o sistema de deteccdo por SYBR Green (Applied Biosystems).
Quantidades iguais de RNA (1 pg) foram transcritos de forma reversa (Superscript 1II,
Invitrogen) utilizando oligo(dT);»-15 como iniciador. Os ensaios de amplificagdo foram
realizados no aparelho 7900HT Sequence Detection System ABI PRISM (Applied
Biosystems) em reagdes de 8 uL. contendo 0,5 pL de cada oligonucleotideo (10 uM
cada), 4 pL de solugdo completa para PCR contendo SYBR Green (2X) (Applied
Biosystems) e 0,2 uL. da reagdo sintese de cDNA como molde. Apds a desnaturagdo

inicial a 95°C por 10 min, as amplificagdes foram realizadas por 40 ciclos a 95°C por 15
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s, 58°C por 15 s e 72°C por 20 s. Para confirmar a especificidade da amplificagdo, os
produtos de PCR foram submetidos a andlise da curva de desnaturagdo. O método
utilizado na andlise dos resultados foi o0 método do CT (Livak et al., 2001), ja descrito
anteriormente. Para normalizagdo e determinagdo do fold-change foi empregado o gene
que codifica a proteina actina de C. neoformans como controle interno constitutivo. O
experimento foi realizado em duplicata para todos os genes analisados. Todos os pares
de oligonucleotideos foram desenhados usando o programa Primer 3, disponivel no

endereco eletronico http://www-genome.wi.mit.edu, ¢ estao listados na tabela 2.

3.5.6. Infecciao de Galleria mellonella com linhagens de C. neoformans

Com o objetivo de avaliar a importancia de alguns genes na patogenia de C.
neoformans, foi realizada uma busca na biblioteca de mutantes, previamente disponivel
no laboratério, de linhagens depletadas em genes cuja a expressdo foi aumentada apos
interacdo de C. neoformans com a ameba, conforme mostrado nos nossos experimentos
de microarranjo. Essa biblioteca de mutantes foi construida por Liu et al. (2008) e esta
disponivel no Fungal Genetic Stock Center (www.fgsc.org) ou na ATCC
(www.atcc.org). A linhagem parental de C. neoformans utilizada para a confec¢do dessa
biblioteca de mutantes foi a mesma utilizada nesse trabalho, a linhagem clinica H99,
sendo a biblioteca composta por 1201 linhagens mutantes de C. neofromans que
correspondem a 1180 diferentes genes com func¢do deletada. Inicialmente, selecionamos
o isolado mutante de C. neoformans para um gene que codifica um transportador de
acucar, de fungdo precisa desconhecida, o qual foi denominado M1. A capacidade de
crescimento em meio YPD a 37°C do mutante selecionado e da linhagem parental H99
foi verificada pela medida da varia¢do da densidade optica a 600 nm (ODggo) por 62 h,
utilizando-se o aparelho Bioscreen C (Growth Curves, USA).

A verificagdo do potencial virulento da linhagem mutante quando comparada com a
linhagem parental de C. neoformans foi realizada empregando-se o modelo de infec¢ao
descrito por Mylonakis et al. (2005), o qual utiliza a fase final larval do bicho-da-seda
(Galleria mellonella) como hospedeiro invertebrado do fungo. Para tanto, a linhagem
em estudo foi cultivada 24h em meio liquido YPD a 30°C sob agitacdo (150 rpm).
Posteriormente as leveduras foram coletadas por centrifugagdo (1800 x g por 10 min),
lavadas duas vezes e ressuspendidas em PBS 1X. Com uma seringa Hamilton de 10 pL,
10* células fungicas foram injetadas na hemocele de cada larva. Um total de 16 larvas,

randomicamente escolhidas, foram utilizadas por grupo experimental. Um grupo de
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larvas, o qual foi inoculado com PBS 1X para monitorar mortes causadas por injurias
fisicas ou infeccdo com patdgenos contaminantes, € um segundo grupo, o qual ndo foi
inoculado com qualquer solugdo, foram mantidos como controle do experimento. Apds
a infecgdo, as larvas foram incubadas em recipientes plasticos no escuro a 37°C, e o
nimero de larvas viaveis foi contado diariamente. As larvas foram consideradas mortas
quando elas ndo apresentavam nenhum movimento em resposta ao toque. A curva de
sobrevivéncia foi quotada e as andlises estatisticas foram realizadas pelos métodos Log-
rank (Mantel-Cox) e Gahan-Breslow-Wilcoxon utilizando o programa GraphPad Prism.

Valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Cada experimento foi repetido

pelo menos duas vezes.

3.5.7. Infecgdo intratraqueal de camundongos com C. neoformans

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c foram obtidos do National Cancer Institute
e utilizados nos experimentos apos 6 a 8 semanas de vida. A infecc¢do intratraqueal foi
realizada conforme descrito previamente por Feldmesser & Casadevall (1997).
Brevemente, as linhagens de C. neoformans foram cultivadas 24h em meio liquido YPD
a 30°C sob agitacdo (150 rpm), coletadas por centrifuga¢do (1800 x g por 10 min),
lavadas e ressuspendidas em PBS 1X para uma concentracio final de células de 2 X 10’
cel/mL. Os camundongos foram anestesiados com 100 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg
de xilazina, intraperitonialmente. A traquéia foi entdo exposta e inoculou-se 50 puL da
suspensio de células fungicas (10° células totais) intratraquealmente. O numero de
camundongos viaveis foi contado diariamente e os resultados analisados
estatisticamente pelos métodos Log-rank (Mantel-Cox) e Gahan-Breslow-Wilcoxon.
Valores de P< 0,05 foram considerados significativos. Todos os experimentos
realizados com animais seguiram as normas estabelecidas pelo Instituto de Estudos
Animais do Albert Einstein College of Medicine, sendo previamente aprovado pelo

Institute of Animal Care.

3.5.8. Coloracgido India ink para mensuracio de tamanho de capsula

Culturas de C. neoformans foram diluidas em PBS 1X e uma aliquota foi misturada a
uma gota de India ink (BD Biosciences, NJ, USA). As andlises foram feitas no
microscopio invertido Axiovert 200 M (Carl Zeiss Micro Imaging, NY). O tamanho da
capsula foi mensurado no ImageJ 1.39g software (National Institute of Health, NIH,

Bethesda, MD) como sendo a distancia entre a borda da cépsula e a parede celular,
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correspondendo a zona de exclusdo do corante India ink. O tamanho do corpo celular
foi também calculado. Ao menos 100 leveduras de C. neoformans foram avaliadas para

cada condicdo experimental.

3.5.9. Curva de crescimento de linhagens de C. neoformans em
diferentes fontes de carbono
A linhagen parental H99 de C. neoformans e uma linhagem mutante foram cultivadas
24h em meio liquido YPD a 30°C sob agita¢dao (150 rpm), coletadas por centrifugacao
(1800 x g por 10 min) e lavadas duas vezes com PBS 1X. Uma suspensdo de células de
cada linhagem para uma concentragio final de 2 X 10° cel/mL foi preparada em uma
solucdo de sais 2X (Solug¢dao 1X: MgSO4 10 mM; KH,PO4 29.3 mM; Glicina 13 mM;
Tiamina 3 mM; pH 5,5). Para um volume final de 30 mL de cultura adicionou-se 15 mL
da suspensdo celular e 15 mL de uma solugdo de carboidrato 2%. As fontes de carbono
testadas foram glicose, manose, frutose, sacarose, galactose, xilose, lactose, manitol ou
sorbitol. Posteriormente 0 mesmo experimento foi repetido para os seguintes polidis
como fontes de carbono: manitol, sorbitol, dulcitol, ribitol, arabitol, xilitol, maltitol e
glicerol. As culturas foram crescidas por 48 h a 30°C e o crescimento foi verificado pela
medi¢do a cada 12 h na variagdo da densidade optica a 630 nm (ODej3).
Alternativamente, diferentes diluigdes de uma cultura das linhagens em estudo de C.
neoformans foram cultivadas em meio minimo sélido (MgSO4 10 mM; KH,PO4 29.3
mM; Glicina 13 mM; Tiamina 3 mM,; Agar bacteriologico 1,5%; pH 5,5) contendo
como Unica fonte de carbono 1% de glicose, xilose ou manitol. As placas foram

mantidas a 37°C por 48 h.
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4. Resultados e Discussao

Este topico serd subdividido em 3 capitulos. No primeiro capitulo (item 4.1) serdo
apresentados e discutidos os resultados referentes a avaliagdo do efeito antimicrobiano
de farnesol, uma molécula de quorum-sensing de C. albicans, no fungo dimoérfico P.
brasiliensis. O segundo capitulo (item 4.2) serd composto pela apresentagdo e discussao
dos resultados obtidos das analises realizadas quanto aos efeitos do propranolol, um
antagonista beta-adrenérgico, na morfogénese e formagao de biofilmes por C. albicans.
No terceiro e ultimo capitulo (item 4.3) serdo relatados e interpretados os resultados
resultantes da comparacao do transcritoma do fungo C. neoformans apds interagdo com

amebas e macrofagos.

4.1. Efeito do farmesol, uma molécula de quorum-sensing de
Candida albicans, no crescimento e na morfogénese de

Paracoccidioides brasiliensis

Estudos recentes vém mostrando que, assim como bactérias, fungos produzem
moléculas sinalizadoras que coordenam o comportamento celular. O farnesol, por
exemplo, produzido por C. albicans, inibe a transi¢do desse fungo de levedura para
micélio e compromete a formagdo do biofilme (Hornby et al., 2001, Ramage et al.,
2002). Essa molécula parece também conferir vantagem competitiva a C. albicans em
relacdo a outros microrganismos, ja que o farnesol induz apoptose no fungo filamentoso
A. nidulans (Semighini et al., 2006), além de inibir a formagdo de biofilme de outras
espécies de Candida (Jabra-Rizk et al., 2006b, Rossignol et al., 2007). Adicionalmente,
alguns trabalhos vém relatando o papel do farnesol na inibicdo do crescimento de
bactérias, como os patdogenos humanos Staphylococcus aureus (Jabra-Rizk et al.,
2006a) e Streptococcus mutans (Koo et al., 2002), e de fungos, como o fitopatégeno
Fusarium graminearum (Semighini et al., 2008), sinalizando o potencial uso desse
composto como agente antimicrobiano. Nesse contexto, esse trabalho avaliou o efeito
microbicida do farnesol no fungo dimoérfico e patogénico P. brasiliensis.

P. brasiliensis ¢ o agente etioldgico da paracoccidioidomicose (PCM), uma

micose humana sit€émica de ocorrémcia restrita & América Latina (Franco, 1987). Os
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antifingicos comumente utilizados no tratamento da PCM sdo sulfonamidas, azois e
anfotericina B (Hahn ef al., 2002). E apesar da boa eficicia desses antifingicos contra
P. brasiliensis, alguns desses compostos, como a anfotericina B, possuem baixa
toxicidade seletiva, podendo danificar também as células do hospedeiro (Kauffman,
2006). Adicionalmente, Hahn et al. (2003) identificaram isolados clinicos de P.
brasiliensis resistentes a cetoconazol e trimetoprim. Paralelamente, o projeto
transcritoma de P. brasiliensis, desenvolvido em nosso laboratorio (Felipe et al., 2003),
revelou a existéncia de varios genes ortdlogos relacionados a proteinas transmembranas
que podem atuar como bomba de efluxo de drogas (Costa et al., 2005). A existéncia de
tais genes prevé a possivel emergéncia de linhagens resistentes aos antifingicos atuais,

enfatizando a importancia do estudo de agentes antimicrobianos alternativos.

4.1.1. Efeito do farnesol no crescimento e na viabilidade de P. brasiliensis
Inicialmente foi avaliado o efeito do farnesol sobre o crescimento de P.
brasiliensis. Os resultados revelaram que concentracdes superiores a 25 uM de farnesol
resultam na completa inibicdo do crescimento de leveduras de P. brasiliensis (Figura
4A). Resultados similares foram obtidos para a fase miceliana (dados ndo mostrados).
Dessa forma, a concentragdo inibitéria minima (CIM) de farnesol para o isolado Pb18
de P. brasiliensis foi definida como sendo de 25 puM, revelando mais de 80% de
reducdo do crescimento celular. Com o objetivo de verificar se o efeito inibitério do
farnesol no crescimento de P. brasiliensis deve-se a um aumento na taxa de
mortalidade, ensaios de viabilidade baseados no metabolismo celular (MTT) e na
contagem de unidades formadoras de colonia (UFC) foram realizados. Esses
experimentos mostraram que o aumento no percentual de células fingicas invidveis ¢é
proporcional a concentragao de farnesol exdgeno adicionado a cultura (Figure 4B e 4C),
sugerindo que o farnesol ¢ um potente agente fungicida contra P. brasiliensis.
Entretanto, embora a concentracdo de 25 uM de farnesol seja suficiente para inibir
completamente o crescimento do isolado Pb18 de P. brasiliensis (Figura 4A e 4C), o
metabolismo do fungo ¢ completamente cessado apenas quando P. brasiliensis ¢é
cultivado em concentracdes superiores a 30 uM de farnesol (Figura 4B). De acordo com
esses resultados, foi definido que o CIM de farnesol para o isolado Pbl8 de P.

brasiliensis ¢ de 25 uM, enquanto que a concentracao letal minima (CLM) ¢ de 30 uM.
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Figura 4. Farnesol exerce efeito fungicida em P. brasiliensis. (A) Curva de crescimento de
células leveduriformes de P. brasiliensis (isolado Pb18) incubadas na presenca de diferentes
concentragdes de farnesol. O numero de células foi determinado pela medida da densidade
optica a 630 nm, apos vigorosa agitagdo da cultura em vortex. (B) Viabilidade das leveduras de
P. brasiliensis cultivadas por 15 dias na presenca de diferentes concentra¢des de farnesol (2,5 —
35 uM). A verificagdo da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio de MTT, sendo
quantificado por espectofotometria a 490 nm. (C) Porcentagem de células mortas apds
tratamento com diferentes concentragdes de farnesol. Apods 4 dias de cultivo na auséncia (0 pM)
ou na presenga (5 a 100 pM) de farnesol, células de P. brasiliensis foram coletadas por
centrifugacdo, lavadas e plaqueadas em meio BHI agar. O numero de unidades formadoras de
colénia (UFC) em cada placa foi contada e a porcentagem de células mortas calculada como

descrito na metodologia.
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Vale ressaltar que um trabalho comparativo dos efeitos do farnesol em outros
isolados de P. brasiliensis, também realizado por nosso grupo de pesquisa, mostrou que
o CIM de farnesol para os isolados Pb01 e Pb3 ¢ de 20 uM, enquanto o CLM ¢ de 30
uM e 40 pM, respectivamente (Silva, 2009). Assim, embora os isolados Pbl18 e Pb3
pertencam a espécies cripticas diferentes de P. brasiliensis (Matute et al., 2006), e o
isolado Pb01 seja representante do grupo “Pb01-like”, sugerido recentemente como uma
nova espécie (Teixeira et al., 2009), os resultados mostram que farnesol possui uma
atividade antimicrobiana eficaz contra diferentes isolados de P. brasiliensis.

O papel antimicrobiano de farnesol também foi descrito para outros
microrganismos, como mencionado anteriormente (Dionigi et al., 1991; Jabra-Risk et
al., 2006a; Semighini et al., 2008; Uppuluri et al., 2007). Entretanto, nossos resultados
mostraram que P. brasiliensis ¢ extremamente mais sensivel ao farnesol que outros
patdgenos. Enquanto o CLM de farnesol para P. brasiliensis varia entre 30 a 40 pM,
para as bactérias S. aureus e S. tendae ¢ de 200 uM (Dionigi et al., 1991; Jabra-Risk et
al., 2006a). A bactérias S. mutans e o fungo Candida dubliniensis sdo ainda mais
tolerantes ao farnesol, possuindo CLM de 300 e 500 uM, respectivamente (Koo et al.,

2002; Jabra-Risk et al., 2006D).

4.1.2. Efeito do farnesol na morfogénese de P. brasiliensis

Uma vez que a transicdo dimorfica ¢ fundamental para o estabelecimento da
infec¢do por P. brasiliensis, o efeito do farnesol nesse processo foi avaliado. Para tanto,
células leveduriformes foram cultivadas a 25°C na presenca de concentragdes de
farnesol menores ou iguais a 25 pM. Os resultados mostraram que na presenca de 25
uM de farnesol (CIM) ha a inibicdo completa da morfogénese devido ao efeito
fungistatico verificado anteriormente (Figura 4C). Entretanto, o cultivo de P.
brasiliensis em presenga de concentracdes de farnesol inferiores a 25 uM, as quais ndo
afetam o crescimento do fungo (Figura 4A), prejudicam a transi¢do de levedura para
micélio, como observado por microscopia Optica apds 24 e 48 h de incubacdo a 25°C
(Figura 5A). Quando cultivadas na auséncia de farnesol, todas as células desenvolveram
tubos germinativos apds 24 h, enquanto que o cultivo em concentragdes crescentes de
farnesol foi inversamente proporcional a filamentacdo de P. brasiliensis (Figura 5B).
Ap6s 24 h, cerca de 85% das leveduras crescidas em 15 uM de farnesol ndo possuem
tubos germinativos (Figura 5B) e, quando possuem, estes sdo significativamente

menores quando comparados aos das células controle (Figura 5C). E possivel notar que
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os efeitos de concentragdes inferiores a 15 uM de farnesol sdo de retardo do processo de
morfogénese, ja que apds 48 h de cultivo houve um aumento tanto no nimero de células
com tubos germinativos, quanto no tamanho dessas estruturas, quando comparado aos
resultados em 24 h (Figura 5B e 5C). A capacidade de P. brasiliensis em aumentar em
quantidade e em tamanho os tubos germinativos ao longo do tempo na presenga de
concentragdes de farnesol inferiores a 15 uM reforcam que as células estdo viaveis
nessas condi¢des, como anteriormente mostrado na figura 4.

Resultados similares foram obtidos para a transicdo de micélio para levedura de
P. brasiliensis, como verificado ap6s 4 dias de incubac¢do do micélio a 36°C. O cultivo
de P. brasiliensis em concentragdes baixas de farnesol (5 e 10 uM) retarda o processo
de transi¢do dimorfica desse patdégeno (Figura 6), enquanto 25 uM de farnesol abole
completamente a transicdo por comprometer a viabilidade celular.

A atividade de farnesol na morfogénese de fungos também foi descrita para C.
albicans (Hornby et al., 2001; Mosel et al., 2005). C. albicans produz e secreta farnesol,
o qual se acumula no meio de cultura e promove a inibicdo da filamentacdo desse
patogeno (Hornby et al., 2001). Os mesmos autores mostraram que a adicdo exogena de
farnesol comercial possui 0 mesmo efeito que o sobrenadante de uma cultura crescida
de C. albicans (meio condicionado) no dimorfismo desse fungo. Entretanto, esse efeito
do farnesol ndo ¢ observado na transi¢ao dimorfica do fungo Cerastocystis ulmi, agente
etioloégico doenca de Dutch. Hornby et al. (2003) mostraram que tanto a adicdo de
farnesol comercial até uma concentragdo de 100 uM, quanto a suplementacao da cultura
de C. ulmi com o meio condicionado (CM) de C. albicans nao influenciam na transi¢ao
desse patogeno de levedura para micélio. Em contrapartida, o co-cultivo de C. albicans
com o fungo Aspergillus nidulans revelou uma inibi¢do do crescimento e do
desenvolvimento de A. nidulans dependente da produgdo de farnesol por C. albicans
(Semighini et al., 2006). A co-cultura de C. albicans e P. aeruginosas também promove
reducdo nos niveis da molécula de quorum-sensing quinolona (PQS) e do fator de
viruléncia piocianina da bactéria, sendo sugerido que essa alteracdo seja causada pelo
farnesol secretado por C. albicans (Cugini et al., 2007). Dessa forma, sabendo-se que o
farnesol ¢ uma QSM secretada por C. albicans, e que essa molécula parece mediar
interacdes interespecifica, como relatado para outros microrganismos, verificamos o
efeito do sobrenadante de uma cultura de C. albicans crescida até atingir a fase

estacionaria (CM) no dimorfismo de P. brasiliensis.
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Figura 5. Efeito do farnesol na filamentacdo de P. brasiliensis. Leveduras de P.
brasiliensis foram cultivadas por 24 e 48 h a 25°C em diferentes concentragdes de farnesol. (A)
Morfologia das células de P. brasiliensis avaliadas por microscopia Optica ap6s serem cultivadas
na presenca de diferentes concentracdes de farnesol. (B) Porcentagem de células com tubo
germinativo ap6s 24 e 48 h de cultivo na presenca ou na auséncia de farnesol. (C) Tamanho
médio dos tudos germinativos formados em resposta a diferentes concentragdes de farnesol. As
barras representam o erro padrdo e letras diferentes apontam para diferenca estatistica (P =

0,001).
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Figura 6. Efeito do farnesol no processo de transicio de micélio para levedura em P.
brasiliensis. P. brasiliensis (forma miceliana) foi incubado por 4 dias a 36°C na presenca de
diferentes concentragdes de farnesol. (A) Controle (sem farnesol); (B) 5 uM farnesol; (C) 10

uM farnesol; (D) 25 uM farnesol.

Os resultados obtidos demonstraram que o CM de C. albicans afeta a
filamentacdo de células de P. brasiliensis. Concentragdes superiores a 40% de CM de
C. albicans inibem bruscamente a transi¢do de levedura para micélio em P. brasiliensis,
sugerindo que a formacdo de tubos germinativos nesse fungo ¢ controlada por algum
fator soluvel presente no CM de C. albicans (Figura 7). Ainda, a inibicdo da
filamentacdo de P. brasiliensis foi mantida mesmo apds tratamento do CM de C.
albicans com proteinase K, ou apds exposicdo a altas temperaturas, sugerindo que o
fator responsavel pela inibicdo ¢ termoestdvel e ndo apresenta caracteristica protéica
(dados nao mostrados). O efeito inibitorio do CM de C. albicans também ¢ verificado
no crescimento de leveduras de P. brasiliensis (dados nao mostrados).

Com base nesses resultados e em relatos da literatura, propde-se que fungos
patogénicos, como C. albicans, provavelmente secretam fatores soliiveis que atuam
inibindo o desenvolvimento de outros microrganismos. No caso de C. albicans, ¢ sabido
que esse patogeno secreta duas moléculas de QS: o farnesol e o tirosol. Como mostrado
anteriormente, o farnesol possui efeito similar ao CM de C. albicans em P. brasiliensis,
uma vez que inibe o dimorfismo e o crescimento deste ultimo. Adicionalmente,
verificamos que concentragdes iguais ou inferiores a 300 uM de tirosol, a outra QSM de

C. albicans, ndo possuem nenhum efeito na morfogénese e no crescimento de P.
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brasiliensis (dados nao mostrados). Esses resultados indicam um possivel envolvimento

do farnesol em interagdes interespecificas entre C. albicans e P. brasiliensis.
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Figura 7. Efeito de diferentes concentracdes do meio condicionado (CM) de C. albicans no
dimorfismo de P. brasiliensis. Leveduras de P. brasiliensis foram crescidas por 24 h a 25°C
em presenca de diferentes concentragdes de CM de C. albicans. O percentual de células de P.
brasiliensis que apresentaram formacdo de tubos germinativos esse periodo na presenca de
diferentes concentracdes de CM de C. albicans foi calculado. Os resultados sdo expressos como
média + desvio padrdo de 3 experimentos. Letras diferentes apontam para diferengas estatisticas

(P <0,05).

4.1.3. Efeito do farnesol na integridade de estruturas celulares de P. brasiliensis
Embora o papel do farnesol como um potente antimicrobiano venha sendo
amplamente mostrado, o mecanismo de agcdo desse agente ainda ndo ¢ completamente
compreendido. Alguns estudos tém indicado uma possivel interacdo do farnesol com a
membrana celular de certos microrganismos, incluindo as bactérias S. mutans, S aureus
e Escherichia coli (Inoue et al., 2004; Jabra-Rizk et al., 2006a; Koo et al., 2002;
Akiyama et al., 2002; Brehm-Stecher & Johnson, 2003), e os fungos C. albicans ¢ C
dubliniensis (Jabra-Rizk et al., 2006b). Uma hipotese € que a caracteristica hidrofobica
do farnesol favorece seu acimulo na membrana, comprometendo sua integridade. Nesse
contexto, com o objetivo de verificar uma possivel interferéncia do farnesol na

permeabilidade celular de P. brasiliensis, leveduras tratadas com farnesol por 24 h
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foram coradas com Alaranjado de Acridina e Brometo de Etidio (Figura 8). Células de
P. brasiliensis tratadas com 50 mM de peroxido de hidrogénio foram utilizadas como
controle positivo do experimento. Ainda, para uma maior validagdo experimental, foram
utilizadas células de C. albicans tratadas ou ndo com perdxido de hidrogénio. Apds o
ensaio, nao foram verificadas diferencas significativas entre as células de P. brasiliensis
incubadas na presenga ou na auséncia de farnesol (Figure 8). Esse resultado foi
confirmado utilizando-se o corante vital Verde Janus, descrito por Goihman-Yahr et al.
(1980) (dado ndo mostrado), sugerindo que o efeito do farnesol na viabilidade de P.
brasliliensis ndo se deve a mudangas significativas na permeabilidade celular.
Resultados similares foram obtidos ap6s 48 h de tratamento e cultivando-se as células

de P. brasiliensis com concentracdes maiores de farnesol (dados ndo mostrados).

Paracoccidioides brasiliensis Candida albicans

- Control

Farnesol 100 uM H,0, 50 mM Control

Figura 8. Microscopia de fluorescéncia de leveduras de P. brasiliensis e C. albicans coradas
com alaranjado de acridina e brometo de etidio. Células de P. brasiliensis foram cultivadas
na auséncia (controle) ou na presenca de 100 pM de farnesol por 24 h. Como controle positivo
do experimento, leveduras de P. brasiliensis foram incubadas com 50 mM de peroxido de
hidrogénio por 24 h. Os quadros superiores representam a microscopia de contraste de fase, e os
quadros inferiores mostram a correspondente microscopia de fluorescéncia. A metodologia foi
também controlada tratando-se células de C. albicans com 0 mM (controle) ou 50 mM de

perdxido de hidrogénio por 24 h. Barra = 10 um.
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Buscando melhor compreender o mecanismo de acdo do farnesol em células de
P. brasiliensis, leveduras cultivadas por 3 dias em diferentes concentragdes desse
composto (0, 25, 50 and 100 uM) foram examinadas por microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Como observado nas figuras 9A e A’, células de P. brasiliensis
cultivadas em auséncia de farnesol apresentam morfologia tipica. Organelas
citoplasmaticas de P. brasiliensis, como mitocondrias (M), lisossomos (L), e reticulo
endoplasmatico (ER), podem ser facilmente distinguidas (figura 9A). As estruturas da
parede cellular (CW) e da membrane plasmatica (PM) também se apresentam intactas
(figura 9A”). Essas imagens demonstram claramente que o uso de 2% de metanol como
diluente do farnesol ndo afeta a morfologia celular de P. brasiliensis, assim como o
crescimento e a transi¢dao dimorfica.

Em contraste, um extensivo dano citoplasmatico foi observado em c¢lulas de P.
brasiliensis cultivadas com farnesol. Mudancas significativas, resultante da total
degeneracdo das estruturas citoplasmaticas, foram verificadas em células de P.
brasiliensis cultivadas na presenga de 25, 50 and 100 uM de farnesol (Figuras 9B — D).
Foi possivel observar varios estagios de degradacdo, variando de células com o
conteudo citoplasmatico parcialmente degenerado, a células cuja Unica estrutura intacta
remanescente era a parede celular. Corroborando os resultados observados na MET,
células de P. brasiliensis incubadas com 50 uM de farnesol e analisadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV) ndo apresentaram alteragdes na estrutura da
parede celular (Figura 9E). A morfologia externa de células tratadas com diferentes
concentragdes de farnesol ndo mostrou diferenga significativa quando comparada a
estrutura de células ndo tratadas com farnesol (dados ndo mostrados), sugerindo que o
farnesol ndo afeta a estrutura da parede celular do fungo.

Resultados similares aos aqui obtidos por MET foram mostrados por San-Blas e?
al. (1989) ao analisarem a atividade antifungica do ajoeno em P. brasiliensis, o qual
bloqueia o crescimento fungico por inibir a sintese de fosfatidilcolina (San-Blas et al.,
1997). Curiosamente, farnesol induz apoptose em células neoplasicas atuando do
mesmo modo ao descrito para o ajoeno (Voziyan et al., 1993; Miquel et al., 1998),

sugerindo que ambos compostos possuem mecanismos de acao similar.
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Figura 9. Ultraestrutura de células de P. brasiliensis tratadas com diferentes concentracdes
de farnesol. Células cultivadas na auséncia de farnesol apresentam estruturas citoplasmaéticas
integras (A, A’). Nas células contole ¢ possivel diferencias muitas organelas citoplasmativas,
tais como nucleo (N), mitocondria (M), reticulo endoplasmatico (Re), lisossomo (1), além da
membrana plasmatica e parede celular (setas). Células cultivadas em 25 pM (B), 50 uM (C) e
100 uM (D) de farnesol mostram completa degradacdo citoplasmatica (DC), porém a parede
celular permanece intacta (setas). Em (E) ¢ mostrada a micrografia eletronica de varredura de
leveduras de P. brasiliensis cultivadas em 50 mM de farnesol por 24 h. Nao foram observadas
mudancas na morfologia externa das leveduras cultivadas em presenca de farnesol. Barra = 10

um.
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De um modo geral, nossos resultados indicam que a mortalidade do fungo P.
brasiliensis, quando tratado com farnesol, estd associada a desintegragdo das estruturas
internas. Uma degeneragdo de organelas citoplasmaticas similar ocorre ap6s leveduras
de P. brasiliensis serem fagocitadas por macrofagos murinos ativados (Brummer et al.,
1990), sugerindo que esse processo degenerativo ocorra em resposta a uma condi¢ao de
estresse. Duas principais condi¢des extremas de estresse sdo enfrentadas pelo
microrganismo apos ser fagocitado: o estresse nutricional, devido a caréncia de fontes
complexas de carbono no interior de fagocitos, e o estresse oxidativo, devido as altas
concentragdes de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio presentes no fagossomo
(Schnappinger et al., 2003). Coincidentemente, foi sugerido que um dos efeitos
antagdnicos do farnesol ¢ a indugdo de dano oxidativo nas células devido ao aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, como mostrado para a levedura
Saccharomyces cerevisiae (Machida et al., 1998; Machida et al., 1999). Entretanto,
visando a maior compreensdo dos mecanismos de a¢do do farnesol em P. brasiliensis,
ensaios que avaliem a ativagdo de vias de morte celular em resposta ao farnesol, como
apoptose e autofagia, devem ser ainda realizados. Nesse sentido, a analise do nivel de
expressdo de genes relacionados a essas vias foi realizada em outro trabalho de nosso

grupo (Silva, 2009), porém os resultados obtidos nao foram conclusivos.

4.1.4. Conclusao

Em resumo, esse trabalho revelou que o farnesol possui uma potente agdo
antimicrobiana contra P. brasiliensis, o qual ¢ bastante sensivel a esse composto. A
atividade fungicida do farnesol em P. brasiliensis, observada quando do tratamento
desse patdgeno com concentragdes superiores a 25 uM, esta provavelmente associada a
uma degeneragdo completa das organelas citoplasmaticas sem afetar a parede celular. Ja
concentragdes de farnesol inferiores a 25 uM, que ndo comprometem a viabilidade
celular, afetam a morfogénese ao retardar o processo de transi¢do dimorfica de P.
brasiliensis, fato particularmente relevante uma vez que o dimorfismo ¢ fundamental
para o estabelecimento da infec¢do por esse fungo. Entretanto, embora o efeito
antimicrobiano de farnesol venha sendo claramente mostrado para intimeros
microrganismos, a realizacdio de estudos adicionais que envolvam modelos
experimentais de infeccdo ¢ necessdria para melhor determinar os efeitos desse
composto in vivo. Vale enfatizar que a toxicidade causada pela administragdo exdgena

de farnesol em camundongos ¢ negligencidvel, como mostrado por Navarathna et al.
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(2007a). Esses autores verificaram que a administragdo oral (farnesol 20 mM em agua)
ou intraperitonial (1 mL de uma solu¢do de farnesol 20 mM) de farnesol parece ndo
causar nenhum tipo de dano aos animais, uma vez que nao foram observadas diferengas
significativas quanto ao peso e ingestdo de dgua ou alimento por camundongos tratados
ou nao com farnesol.

Nesse contexto, as propriedade antagdnicas do farnesol contra P. brasiliensis
mostradas nesse trabalho, em adi¢do a aparente baixa toxicidade desse composto a
células animais saudaveis (Adany et al., 1994; Rioja et al., 2000; Navarathna et al.,
2007a) indicam para uma possivel aplicacdo futura dessa molécula como agente

antimicrobiano no combate a PCM.
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4.2, Efeito do propranolol, um antagonista beta-adrenérgico, na

morfogénese e formacao de biofilmes por Candida albicans.

Nos ultimos anos a capacidade de C. albicans em formar biofilmes vém sendo
reconhecida como um importante fator de viruléncia desse patégeno. O
desenvolvimento de biofilmes por bactérias ¢ comumente coordenado por mecanismos
de comunicagdo celular (quorum-sensing), envolvendo a modulagdo da expressdo de
genes especificos em resposta a densidade populacional (Miller & Bassler, 2001). No
fungo C. albicans foi verificado algo similar ao descrito para bactérias, ja que ambas as
QSMs (o farnesol e o tirosol) atuam no desenvolvimento do biofilme (Ramage et al.,
2002, Alem et al., 2006). Alem et al. (2006) mostraram que o tirosol promove o
crescimento de tubos germinativos durante as fases iniciais de desenvolvimento do
biofilme, enquanto o acumulo de farnesol inibe a formagdo dessa comunidade
microbiana, atuando possivelmente como um sinal para a dispersdo celular nas fases
mais tardias do desenvolvimento de biofilme por C. albicans (Ramage et al., 2002).

Biofilmes formados por C. albicans tém sido relacionados a profundas
implicagdes clinicas, pois promovem o aumento da resisténcia do fungo a inimeros
agentes antimicrobianos (Baillie & Douglas, 2000; Chandra et al., 2001). A dificuldade
de se tratar infec¢des associadas a biofilmes enfatiza a importancia de se estudar drogas
eficazes contra o desenvolvimento dessas comunidades. Nesse contexto, avaliamos o
efeito do propranolol, um antagonista beta-adrenérgico, na morfogénese e formagao de

biofilmes por C. albicans.

4.2.1. Efeito do propranolol na morfogénese de C. albicans

O efeito do propranolol sobre a morfogénese de células planctonicas de C.
albicans foi primeiramente relatado por Baker et al. (2002). Esses autores mostraram
que a formacdo de tubos germinativos por culturas de C. albicans crescidas em meio
indutor de filamentacdo contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) era inibida de
maneira dose-dependente por propranolol. Esses resultados foram confirmados por nos.
Inicialmente observamos que o cultivo de C. albicans em meio contendo 20% de SFB
induz a filamentag¢do, conferindo a coldnia um aspecto rugoso, como mostrado na figura

10A. No entanto, a adi¢do de 0,75 mM de propranolol ao meio de cultivo contendo SFB
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ocasiona o surgimento de colonias de C. albicans com aspecto liso. Conforme
verificado por microscopia Optica, esse fato deve-se a inibi¢cao do desenvolvimento de
hifas por propranolol (Figura 10B). O efeito inibitdrio do propranolol na filamentagdo
de C. albicans parece ser conseqliente da interacdo direta entre essa droga e o acido
fosfatidico (PA), bloqueando assim a formagdo de diacilglicerol (DAG) (Baker et al.,
2002). Tendo em vista que as moléculas de PA e DAG podem atuar como sinalizadores
importantes para o processo de transicdo morfologica de C. albicans (Hube et al.,
2001), a interacdo destas com o propranolol teria, conseqiientemente, efeito na

morfogénese desse fungo.

Figura 10. Morfologia de colonias de C. albicans crescidas em meio YPD agar
suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB 20%) na auséncia (A) ou na presenca (B) de
750 pM de propranolol. O cultivo de C. albicans em presenca de 20% de SFB induz a

filamentagdo (A). Entretanto, a adi¢do de propranolol reverte esse efeito (B).

4.2.2. Efeito do propranolol na formacao de biofilmes de C. albicans

Sabendo-se que o propranolol inibe o desenvolvimento de tubos germinativos
em C. albicans (Figura 10), e que o biofilme maduro é composto por uma mistura de
formas morfoldgicas, o que inclui leveduras, pseudohifas e hifas, (Kojic & Darouiche,
2004), iniciamos experimentos visando avaliar o papel do propranolol na formagdo de
biofilme de C. albicans. Nossos resultados mostraram que a adi¢do de SFB induz a

formagdo de biofilme, como era esperado. Entretanto, a adi¢ao de propranolol reverte o
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efeito do SFB, inibindo significativamente o desenvolvimento do biofilme de C.
albicans, como mostrado em ensaios com MTT (Figura 11). Vale ressaltar que as
concentragdes de propranolol utilizadas ndo afetam o crescimento de C. albicans (dados
ndo mostrados). Esses resultados foram corroborados por experimentos de microscopia
eletronica de varredura (MEV), os quais evidenciaram que a adi¢do de propranolol
diminui, de maneira dose-dependente, a formagao de biofilmes em catéteres (Figura 12).
Como observado na figura 12, a adi¢do de propranolol altera a estrutura tridimensional
do biofilme, o qual, com o aumento na concentragdo de propranolol, apresenta camadas

reduzidas formadas por poucas leveduras e células alongadas.
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Figura 11. Efeito do propranolol na formacdo de biofilme de C. albicans. A avaliacdo do
efeito do propranolol na formag¢ado do biofilme foi realizada pelo ensaio de MTT. C. albicans foi
cultivada em placas de 96 pogos em diferentes condigdes por 24 h a 36°C para a formagdo de
biofilme. Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células aderidas foram
lavadas para a realizacdo o ensaio de MTT, conforme descrito previamente. SFB: Soro Fetal

Bovino. PO: Propranolol. Letras diferentes apontam para diferencgas estatisticas (P < 0,05).
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Figura 12. Inibicio da formacido de biofilme por células de C. albicans cultivadas em
diferentes concentracdes de propranolol por 24h. (A) SFB 20%; (B) SFB 20% + Propranolol
500 pM; (C) SFB 20% + Propranolol 750 uM; (D) SFB 20% + Propranolol 1 mM.

O efeito do propranolol ao longo do processo de formacao do biofilme de C.
albicans também foi avaliado. Os resultados mostraram que a adi¢do de 1mM de
propranolol mesmo apds 4h do inicio da formacdo do biofilme inibe fortemente o
desenvolvimento dessa comunidade microbiana, assemelhando-se a inibicdo observada
com a adi¢do de propranolol concomitante ao inicio de sua formagdo. Prejuizos
significativos ao desenvolvimento do biofilme também foram verificados com a adi¢ao
de propranolol apo6s 5 e 6h do inicio de sua formacao (Figura 13). No entanto, o efeito
inibitério do propranolol torna-se menos evidente, porém estatisticamente significativo,
quando da adig¢@o desse composto a um biofilme pré-formado por 24h (Figura 14). Estes
resultados sugerem que o propranolol interfere, principalmente, nos estagios iniciais da
formacao do biofilme de C. albicans.

Além da adi¢do de SFB ao meio de cultura, muitas outras condi¢des, como
cultivo na presenca de N-acetilglicosamina (GIcNAc) e L-prolina (Simonetti et al.,
1974; Dabrowa et al., 1976), sdo indudoras de filamentacdo em C. albicans e,
conseqiientemente, facilitam o desenvolvimento de biofilme. Dessa forma, o efeito do
propranolol no desenvolvimento do biofilme de C. albicans mediado por GIcNAc
também foi analisado. Embora a forma¢ao do biofilme na presengca de GlcNAc ndo
tenha sido completamente inibida com a adicdo de 1 mM de propranolol, como
observado para o SFB, a atividade do biofilme mensurada pelo ensaio de MTT foi

reduzida em cerca de 25% quando comparado ao controle (sem propranolol), sendo o
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resultado estatisticamente significativo (dados ndo mostrados). Esses dados sugerem
que o propranolol tem um potente efeito inibitério no desenvolvimento do biofilme de
C. albicans formado em resposta a diferentes sinais.

Além dos efeitos do propranolol na formagao do biofilme, foi avaliada a agdo de
um segundo beta-bloqueador adrenérgico, o metoprolol. A diferenca principal entre
esses dois compostos esta relacionada a seletividade do receptor beta-adrenérgico. Isso
porque existem trés diferentes subtipos de receptores : f1, B2 e 3 (Che et al., 2009).
O propranolol ¢ um beta-bloqueador ndo seletivo, ou seja, ele bloqueia tanto os
receptores adrenérgicos P1, encontrados principalmente no miocardio, quanto os
receptores 2, encontrados prilcipalmente no musculo liso de alguns 6rgdos e em vasos
sanguineos. J4 o metoprolol € um beta-bloqueador cardiosseletivo, por atuar apenas nos
receptores adrenérgicos Pl (Che et al., 2009). Além disso, o propranolol ¢ mais

lipossolivel que o metoprolol (Dimsdale et al., 1989).
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Figura 13. Efeito do propranolol ao longo do desenvolvimento do biofilme de C. albicans.
Leveduras de C. albicans foram cultivadas em placas de 96 pocos nas diferentes condigdes
experimentas por 24 h a 36°C. Propranolol para uma concentragdo final de 1 mM foi adicionado
apos diferentes intervalos de tempo do inicio da formacao do biofilme de C. albicans (0, 1, 2, 3,
4, 5 ou 6h). Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células aderidas foram
lavadas para a realizacdo o ensaio de MTT, conforme descrito previamente. SFB: Soro Fetal

Bovino. PO: Propranolol. Letras diferentes apontam para diferencas estatisticas (P < 0.05).
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Figura 14. Efeito do propranolol no biofilme maduro de C. albicans. Leveduras de C.
albicans foram cultivada em placas de 96 pogos por 24 h a 36°C. Ao biofilme pré-formado por
24h foi adicionado propranolol para uma concentracdo final de 0,5, 0,75 ou 1 mM.
Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células aderidas foram lavadas
para a realizacdo o ensaio de MTT, conforme descrito previamente. SFB: Soro Fetal Bovino.

PO: Propranolol. Letras diferentes apontam para diferengas estatisticas (£ < 0,05).

Os resultados demonstram que, assim como o propranolol, o metoprolol exerce
um efeito inibitdrio na formagdo de biofilme por C. albicans (Figura 15A). A
concentragdo de 1 mM de metoprolol ¢ suficiente para inibir completamente o
desenvolvimento do biofilme, como mostrado na figura 15A. Adicionalmente, o
propranolol e o metoprolol atuam de forma sinérgica na inibi¢do do biofilme de C.
albicans, embora o propranolol pareca ser mais efetivo que o metoprolol quando a a¢do
individual de cada composto ¢ comparada (Figura 15B). Esse maior efeito inibitdrio do
propranolol, observado para concentragdo de 0,5 mM, deve-se possivelmente a sua
maior lipossolubilidade (Dimsdale et al., 1989), o que permite uma melhor

penetrabilidade nas células fungicas.
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Figura 15. Efeito do metoprolol na formacao de biofilme de C. albicans. A avaliagdo do
efeito do metoprolol na formacao do biofilme foi realizada pelo ensaio de MTT. C. albicans foi
cultivada em placas de 96 pogos em diferentes condigdes por 24 h a 36°C para a formagdo de
biofilme. Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi descartado e as células aderidas foram
lavadas para a realizagdo o ensaio de MTT, conforme descrito previamente. Tanto a agdo
individual de diferentes concentragdes do metoprolol (A), quanto a ag¢do conjunta de
propranolol e metoprolol para a concentracdo de 0,5 mM cada (B), foi analisada. SFB: Soro
Fetal Bovino. MO: Metoprolol. PO: Propranolol. Letras diferentes apontam para diferencas

estatisticas (P < 0,05).

4.2.3. Efeito do propranolol na adesdo de C. albicans a superficies abioticas e
bioticas

O primeiro passo para a formagao de biofilmes por microrganismos ¢ a adesdo a
uma superficie, que pode ser tanto abidtica, como catéteres e sondas, quanto bidtica,
como a superficie das células do hospedeiro. Nesse sentido, avaliamos se o efeito do
propranolol na formagdo do biofilme de C. albicans estd relacionado a inibicdo no
processo de adesdo das células fungicas a superficies. Para tanto, leveduras de C.
albicans foram crescidas em microplacas de cultivo por 24h em diferentes condigdes

experimentais. Posteriormente, as células ndo aderidas a placa foram descartadas e as
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remanescentes foram coradas com cristal violeta, visando mensurar a quantidade de
células aderidas a superficie abidtica. Os testes realizados mostraram que SFB ativa o
processo de adesdo de C. albicans. Ja a adicdo de propranolol diminui a aderéncia das
células fungicas quando ha indug¢do por SFB, sendo 1 mM de propranolol suficiente
para reverter todo efeito indutor do SFB (Figura 16). Resultados similares foram
observados quando avaliado o efeito do propranolol na adesdo de C. albicans a células
epiteliais. Para tanto, leveduras foram co-cultivadas com células HeLa por 1h a 36°C
na presenga ou na auséncia de propranolol. Os resultados mostraram que o propranolol
diminui significativamente o numero de células fungicas aderidas as células epiteliais,
sendo que 0,5 mM desse composto reduz em 75% a adesdo de C. albicans a células
HeLa (Figura 17). Assim, nossos dados revelam que o propranolol interfere tanto na
adesdo de C. albicans a superficies abidticas (Figura 16), quanto a superficie de células
hospedeiras (Figura 17). Esses resultados, em adicdo ao efeito do propranolol na
filamentagdo de C. albicans (Figura 10), podem explicar o potente papel inibitdrio

exercido por esse antagonista beta-adrenérgico no desenvolvimento do biofilme.
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Figura 16. Propranolol inibe a adesdo de células de C. albicans a superficies abiéticas. O
teste de adesdo foi realizado em placas de 24 pogos cultivando-se leveduras de C. albicans por
24h a 36°C em diferentes condi¢des. As células aderidas foram coradas com cristal violeta e o
numero de células foi determinado pela medida da densidade optica a 630 nm. SFB: Soro Fetal

Bovino. PO: Propranolol. Letras diferentes apontam para diferencgas estatisticas (P < 0,05).
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Figura 17. Propranolol inibe a adesdo de C. albicans a células epiteliais. Células epiteliais
HeLa aderidas em placas de cultura de célula de 24 pocos foram co-cultivadas com células de
C. albicans por 1 h a 36°C na auséncia ou presen¢a de propranolol (PO). Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado, os pogos foram lavados e as células epiteliais foram lisadas
adicionando-se agua MilliQ. O fungo foi recuperado, plaqueado em meio YPD &gar, incubado
por 24 h a 36°C e o nimero de coldnias por placa foi contado. Letras diferentes apontam para

diferencas estatisticas (P < 0.05).

4.2.4. Efeito do propranolol na modulacio da expressido de genes que codificam
adesinas de C. albicans

Sabendo-se que a adesdo de C. albicans a superficies, etapa inicial para a
formag¢do do biofilme, ¢ mediada tanto por fatores inespecificos, como forgas
hidrofobicas e eletrostaticas, quanto por adesinas especificas (Ramage et al., 2005),
avaliamos o efeito do propranolol nos niveis de expressdo dos genes que codificam as
adesinas HWP1, ALSI e ALS3. O papel dessas proteinas no desenvolvimento de
biofilmes por C. albicans vem sendo relatado por alguns autores. Andlises funcionais
tém mostrado, por exemplo, que a proteina HWP1 ¢ requerida para a adesdo de células
fingicas a células epiteliais (Staab et al., 1999) e para a formacdo do biofilme por C.
albicans in vitro ¢ in vivo (Nobile et al., 2006a e 2006b). Do mesmo modo, Nobile et al.
(2008) sugerem que as proteinas ALS1 e ALS3 sdo cruciais para o biofilme de C.
albicans. Em adi¢do, os niveis de expressdo do gene A/s3 aumentam durante os estagios
iniciais de formacdo do biofilme (Nailis et al., 2009), refor¢cando ainda mais o papel
desta proteina no desenvolvimento de comunidades microbianas por C. albicans.

Nesse contexto, os niveis de expressdo dos genes Hwpl, Alsl e Als3 foram

quantificados em experimentos de PCR em tempo real. Como verificado na tabela 3, a
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adi¢do de SFB a uma cultura de C. albicans, condigdo essa que induz a filamentagdo e a
formagdo de biofilme (Figura 11), eleva significativamente os niveis de expressdo dos
genes que codificam as trés adesinas estudadas. Esses resultados estdo de acordo com
trabalhos prévios que mostram que a expressao dos genes A/s3 e Hwp1 ¢ drasticamente
aumentada durante a fase de micélio de C. albicans (Hoyer et al., 1998; Sundstrom,
2002). Em contrapartida, a adicdo de 0,75 mM de propranolol reverte o efeito indutor
mediado pelo SFB, resultando em um decréscimo no actimulo dos transcritos A/s1, Als3
e Hwpl em 82,4%, 94,1% e 97,1%, respectivamente (Tabela 3). Esse resultado indica
que o efeito do propranolol no processo de adesdo de C. albicans a superficies, e, por
conseguinte, o efeito do propranolol na formacdo do biofilme por esse fungo, deve-se,
ao menos em parte, a diminui¢do da expressdo de adesinas especificas.

A inibi¢do da expressdo do gene Als3 por propranolol foi também descrita
recentemente por Ueno et al. (2009). Esses autores mostraram ainda que 1 mM de
propranolol reprime a expressao do gene que codifica a adesina ALS8. A expressao de
ambas as adesinas (ALS3 e ALSS), assim como das outras adesinas aqui analisadas
(ALS1 e HWP1), ¢ regulada pelo fator de transcricdo EFG1 de C. albicans (Zhao et al.,
2004; Stoldt et al., 1997; Fu et al., 2002; Sharkey et al., 1999). A proteina EFG1 ¢ um
importante regulador de processos morfogenéticos em C. albicans (Ernst, 2000) e a
expressao relativa do gene que codifica esse fator transcricional também ¢ diminuida em
resposta ao propranolol (Ueno et al., 2009). Contudo, nossos resultados corroboram a
hipotese formulada por Ueno et al. (2009) de que o propranolol atua reprimindo a via
cAMP-EFG1, a qual regula a expressdo de genes especificos da fase miceliana de C.

albicans.

Tabela 3. Efeito do propranolol nos niveis de expressiao de genes que codificam as adesinas

ALS1, ALS3 e HWP1 de C. albicans. SFB: Soro Fetal Bovino. PO: Propranolol.

Fold Change
Controle SFB 20% SFB 20% +
Gene PO 0,75 mM
Alsl 1,0 1,7 0,3
Als3 1,0 8,5 0,5
Hwpl 1,0 368,2 10,8
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4.2.5. Conclusao

Em suma, nossos resultados mostraram que o propranolol tem um potente efeito
inibitorio na formagdo de biofilme por C. albicans in vitro. O mecanismo de agdo do
propranolol no desenvolvimento do biofilme estd fortemente relacionado com seu efeito
na filamentacdo de C. albicans. Propranolol inibe a formagdo de tubos germinativos
como conseqiiéncia da repressdo da via cAMP-EFG1 de C. albicans (Ueno et al., 2009).
A ativacdo dessa via em resposta a alguns sinais externos, como presenga de SFB e
GlcNAc, leva ao acumulo do fator transcricional EFG1, o qual induz a expressdao de
genes especificos da fase miceliana de C. albicans. O resultado ¢ a filamentagao desse
fungo (Ernst, 2000). Adicionalmente, Baker et al. (2002) propuseram que o propranolol
inibe a morfogénese de C. albicans por seqiiestrar o acido fosfatidico (PA), impedindo a
formagao de diacilglicerol (DAG). Conjuntamente, esses estudos sugerem que o fator de
transcricdo EFG1 possa ser regulado via sinalizagdo das moléculas PA e/ou DAG.
Assim, propranolol atuaria inibindo a expressdo de EFG1, como mostrado por Ueno ef
al. (2009), e, por conseqiiéncia, diminuiria a expressao de genes induzidos por esse fator
transcricional, como os genes que codificam as adesinas ALS1, ALS3, e HWP1. Como
conseqiiéncia, a acdo do propranolol teria efeito negativo na adesdo de células de C.
albicans a superficies. Portanto, com base nos resultados apresentados nesse trabalho e
em trabalhos relatados na literatura, concluimos que o propranolol atua em ao menos
duas etapas fundamentais para o desenvolvimento do biofilme de C. albicans: (I) o
propranolol inibe o processo de adesdo de células fungicas, o qual representa a etapa
inicial de formag¢ao do biofilme; (II) o propranolol inibe a filamentacdo de C. albicans,
processo requerido para o desenvolvimento e estruturacdo de um biofilme maduro.

Em adi¢@o as contribui¢des para o entendimento do mecanismo de formacgao de
biofilmes por C. albicans, nossos resultados podem auxiliar no desenvolvimento de
estratégias alternativas para a prevencdo da formagdo dessas microcomunidades. E
embora o uso de propranolol no tratamento de infec¢des por Candida possa ndo ser
recomendado devido sua atividade em células de mamifero, especula-se o uso desse
composto visando recobrir a superficie de catéteres e outros instrumentos médicos, e

assim previnir a colonizagdo das células fingicas e conseqiiente formagao de biofilmes.
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4.3. Comparacido do transcritoma de C. neoformans quando na

interacdo com amebas e macr6fagos murinos

C. neoformans ¢ um patogeno oportunista freqiientemente encontrado em solos
contaminados com excreta de aves (Ellis & Pfeiffer, 1990). A infec¢do por C.
neoformans, que ocorre pela inalagdo de propagulos do ambiente pelo hospedeiro,
parece ocorrer de forma acidental, ja que C. neoformans ¢ um fungo de vida livre que
independe de um hospedeiro animal para sua propagacdo (Hogan et al., 1996). Caso
ocorra a exposicdo ao fungo, o estabelecimento da infeccdo e o conseqiiente
desenvolvimento da criptococose vai depender da resultante entre a resposta
imunolédgica do hospedeiro e a viruléncia de C. neoformans. Uma das primeiras linhas
de defesa da resposta imune inata do hospedeiro ¢ desempenhada pelos macrofagos
alveolares, os quais sdo capazes de fagocitar eficientemente C. neoformans (Fan et al.,
2005). Entretanto, a fagocitose ndo resulta sempre na morte das células fungicas, que
podem sobreviver e se replicar no interior de fagdcitos in vivo, como mostrado por
Feldmesser et al. (2000). Essa habilidade de C. neoformans de se comportar como um
patdgeno intracelular facultativo, o qual requer estratégias sofisticadas que permitam
sua sobrevivéncia no ambiente hostil de fagossomos, torna-se particularmente curiosa
por este ser um fungo saprofitico que ndo necessita de hospedeiro animal para sua
replicagdo. Uma hipdtese para essa questdo € que tal capacidade de C. neoformans foi
inicialmente desenvolvida para conferir vantagem em seu ambiente natural, sendo
posteriormente favoravel durante a infec¢do de hospedeiros mamiferos. Nesse sentido,
Steenbergen et al. (2001) sugeriram que a capacidade de C. neoformans em sobreviver e
se replicar no interior de macrofagos ¢ uma conseqiiéncia adaptativa conferida por
fatores que propiciam ao fungo vantagens contra predadores ambientais. Essa hipotese
foi testada investigando-se as interagdes entre C. neoformans € a ameba A. castellanii.
Os resultados mostraram que A. castellanii rapidamente internaliza as leveduras de C.
neoformans, as quais sdo capazes de se replicar no ambiente intracelular. Além disso,
isolados mutantes de C. neoformans para dois importantes determinantes de viruléncia
em hospedeiro mamifero (capsula e fosfolipase) sdo incapazes de sobreviver no interior
da ameba, sugerindo que fatores de viruléncia requeridos para a persisténcia do fungo

em animais sdo também requeridos para a persisténcia em amebas (Steenbergen et al.
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2001). Com base nesses dados, foi proposto que C. neorfomans tenha sofrido pressao
evolutiva em seu ambiente natural decorrente da predacdo por protozoarios do solo, o
que promoveu a selecdo de estratégias que permitiram sua sobrevivéncia intracelular em
macrofagos de mamiferos. Este resultado provavelmente advém da semelhaga entre o
ambiente intracelular dos macréfago e das amebas, os quais constituem tanto uma
condi¢do de estresse nutricional como oxidativo. Nesse contexto, visando avaliar a
resposta do fungo a esses ambientes intracelulares, propusemos comparar o perfil
transcritomico de leveduras de C. neoformans quando na interacdo com a ameba A.

castellanii e macrofagos murinos.

4.3.1. Cinética da internalizacio de leveduras de C. neoformans por amebas e
macrofagos murinos

Inicialmente, uma andlise da cinética de internalizacdo do fungo C. neoformans
por macréfagos murinos da linhagem J774.1 e por células da ameba A. castellanii foi
realizada, visando definir o tempo de interacdo fungo-fagdcito para os experimentos
seguintes. Quando do co-cultivo de C. neoformans com macréfagos, verificamos que
em 4 h mais de 90% dos fagdcitos continham leveduras internalizadas (Figura 18C).
Essa porcentagem diminui ap6s 6 h de co-cultivo (cerca de 80% dos macrofagos contém
leveduras internalizadas), possivelmente devido a processos de exocitose do fungo pelo
macrofago, que podem ocorrer com ou sem lise da célula hospedeira (Ma et al., 2006;
Alvarez & Casadevall, 2006). Em contrapartida, a porcentagem de fagocitose de C.
neoformans por amebas aumentou progressivamente ao longo do periodo de co-cultura
avaliado, sendo que apods 6 h aproximadamente 30% das amebas continham leveduras
internalizadas (Figura 18C). A diferenca na porcentagem de internalizagdo entre amebas
e macrofagos pode ser explicada pela opsonizacdo das células fungicas com anticorpo
IgG1 Mab 18B7 antes da incubacdo com os macréfagos. Tal anticorpo se liga a GXM e
promove uma maior eficacia no processo de fagocitose. O mesmo ndo ¢ observado da
interagdo de C. neoformans com ameba na presenga do anticorpo. Ao contrario, a
ligacdo do anticorpo 18B7 a capsula do fungo inibe a fagocitose por D. discoideum
(Steenbergen et al., 2003). Sendo assim, para a interagdo de C. neoformans com a
ameba, as leveduras ndo foram opsonizadas.

Tendo em vista a baixa eficiéncia de fagocitose por A. castellanii in vitro, foi
escolhido o ponto de 6 h pds-infecgdo para analise do perfil de expressdo génica de C.

neoformans, buscando assim maximizar o numero de células fungicas recuperadas apos
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interagdo com ameba. Nas figuras 18A e 18B sdo mostradas microfotografias
representativas de macrofagos e amebas, respectivamente, apds 6 h de infec¢do com C.
neoformans na propor¢do fungo:fagocito de 5:1. E possivel distinguir claramente as
leveduras internalizadas devido a ndo colora¢do da cépsula de C. neoformans, o que

forma uma espécie de halo ao redor da célula fungica (setas).
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Figura 18. Ensaio de fagocitose de C. neoformans por macréfagos murinos e amebas.
Macrofagos ou amebas e leveduras foram incubados obedecendo a uma razdo de
levedura/fagocito de 5:1. A cinética de interacdo macrofago-C. neoformans e ameba-C.
neoformans foi realizada a 37°C em atmosfera de 5% de CO, ou a 28°C, respectivamente.
Microfotografia (40 x) representativa do ponto de 6 h pds-infec¢do de macrofagos (A) e amebas
(B) com C. neoformans. As setas apontam para leveduras internalizadas. (C) Porcentagem de
macréfagos (barras brancas) e amebas (barras cinzas) contendo leveduras de C. neoformans
internalizadas ao longo de 6 h de infeccdo ex vivo. Estes experimentos foram realizados em

quadruplicata (média £ SEM).
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4.3.2. Extracio de RNA total de C. neoformans internalizado por amebas e
macrofagos

Apo6s definicdo do tempo de co-cultivo de C. neoformans com ameba ou
macrofago para avaliagdo do perfil transcritomico do fungo internalizado, iniciamos
procedimentos visando a extracdo do RNA total de C. neoformans a ser empregado nos
experimentos de microarranjo de DNA. Para tal procedimento utilizamos um protocolo
de lise diferencial baseado em uma solug¢ao de 25 mM de deoxicolato, a fim de evitar
contaminacdo de RNA das células fagocitarias, o que pode interferir durante a
metodologia de microarranjo. Tal solu¢do promove a lise de macroéfagos e amebas sem
lisar as leveduras, que eram recuperadas por centrifugacdo e submetidas a extracdo de
RNA. As células de C. neoformans recuperadas apos co-cultivo com amebas ou
macrofagos tiveram seu RNA total extraido, quantificado por espectrofotometria e
analisado por eletroforese em gel de agarose 1% em condicdes livres de RNAses. Na
figura 19 esta mostrado o perfil eletroforético do RNA total de C. neoformans extraido
apos co-cultivo por 6h com 4. castellanii, sendo compativel ao perfil de uma preparagio
de RNAs intactos. Resultados similares foram observados para a extragdo de RNA total
de C. neoformans apds co-cultivo com macréfagos murinos J774.1 (dados ndo

mostrados).

26S
18S

Figura 19. Perfil eletroforético do RNA total extraido do fungo C. neoformans apés ser
co-cultivado com amebas A. castellanii por 6 h. Uma aliquota de RNA total foi analisada
por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, em condig¢des livres de
RNAse. Poco 1: RNA total de C. neoformans co-cultivado com amebas por 6 h a 28°C em
meio PYG. Pogo 2: RNA total de C. neoformans cultivado in vitro por 6 h a 28°C em meio
PYG.
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4.3.3. Identificacio e categorizacio dos genes de C. neoformans cuja a expressao foi
modulada apos internalizacio por amebas e macrofagos murinos

Ap6s andlise do experimento de microarranjo de DNA, realizado em triplicata
experimental, foi verificado que, dos 7775 genes de C. neoformans representados por
seqiiéncias no microarranjo utilizado, 656 genes apresentaram modulacdo de sua
expressdo de pelo menos duas vezes em resposta ao ambiente intracelular da ameba
(Anexos 1 e 2). Dentre os 322 genes cuja expressdo foi induzida apos fagocitose de C.
neoformans por A. castellanii estdo genes envolvidos no transporte de nutrientes, na
resposta ao estresse oxidativo, no metabolismo, no reparo de DNA, na sintese de
proteinas peroxissomais e no processo de ubiquitinagdo de proteinas (Figura 20A). Ja
grande parte dos genes cuja expressdo foi diminuida apds a internalizagdo de C.
neoformans por amebas estdo relacionados a maquinaria de transcricdo e traducao.
Genes envolvidos na replicag@o, na biossintese de ergosterol e sintese de parede celular
também tiveram sua expressao reprimida (Figura 20B).

Andlises similares foram realizadas visando avaliar o perfil transcritdmico de C.
neoformans quando da interacdo com macroéfagos murinos por 6 h. Os resultados
mostraram um total de 293 genes cuja expressao foi alterada ao menos duas vezes em
resposta a0 ambiente intracelular do macréfago (Anexos 3 e 4), dos quais 222 genes
foram induzidos e 71 genes foram reprimidos. Dentre os genes cuja expressdo foi
aumentada destacam-se genes que codificam para transportadores, chaperonas,
proteinas envolvidas no estresse oxidativo e no metabolismo (Figura 21A). Genes
envolvidos na biossintese de ergosterol e na fosforilacdo oxidativa foram reprimidos,
conforme mostrado na figura 21B. Um trabalho anterior havia também avaliado as
alteracdes transcricionais de C. neoformans em resposta a fagocitose por macrofagos
murinos (Fan et al., 2005). Entretanto, diferente do que foi realizado no presente
trabalho, Fan et al. (2005) utilizaram macrofagos previamente ativados por LPS
(lipopolissacarideo) e INF-y nos ensaios de interagdo com C. neoformans. Além disso, o
co-cultivo fungo-macrofago foi realizado por 2 h e 24 h. Os autores observaram um
total de 280 genes modulados em resposta ao ambiente intracelular do macréfago em ao
menos um dos tempos analisados, sendo que genes envolvidos no transporte de
nutrientes e na resposta ao estresse nutricional e oxidativo foram induzidos, enquanto
genes que codificam proteinas da maquinaria de transcricdo e traducdo foram
reprimidos. Esses resultados sao bastante similares aos obtidos em nossos experimentos

(Figuras 20 e 21).
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Visando avaliar o perfil transcritomico de C. neoformans em resposta aos
ambientes intracelulares de amebas e macrofagos, os resultados dos dois experimentos
de microarranjo foram comparados. Dos 293 genes de C. neoformans modulados em
resposta a interagdo com macréfagos murinos, 111 genes (38%) também tiveram sua
expressdo alterada quando da interacdo com amebas. Destes, 63,1% foram induzidos em
ambos os nichos enquanto 20,7% foram reprimidos. Dentre os genes cuja expressao foi
aumentada tanto em macrofagos quanto em amebas destacam-se genes envolvidos com
transporte de nutrientes, ciclo do glioxalato, estresse oxidativo e metabolismo. Esses
resultados, que serdo melhor discutidos posteriormente, sugerem um ambiente
nutricionalmente pobre e repleto de espécies reativas de oxigénio no interior de
macrofagos e amebas. Em contrapartida, genes envolvidos na biossintese do ergosterol
e na fosforilagdo oxidativa foram reprimidos quando da interacdo de C. neoformans

com ambas células fagociticas. (Tabela 4).

2%
B 1 5941% 0.5%
196N L 1%

41% 4%

10% o 2%
1%
B Fosforilag&o oxidativa H Ciclo do glioxalato O Estresse oxidativo
O Proteina hipotética B Metabolismo de aminoacido @ Metabolismo de carboidrato
B Metabolismo de lipidio O Metabolismo de nitrogénio B Metabolismo secundario
@ Qutro O Oxidoredugéo B Proteina peroxisomal
@ Transcrigado/Tradugéo ® Reparo do DNA O Transporte
@ Ubiquitinag&o Via das pentoses fosfato O Biossintese de ergosterol
O Parede celular O Replicagao

Figura 20. Categorizacdo dos genes de C. neoformans cuja expressio foi modulada
quando do co-cultivo com ameba A. castellanii por 6 h. (A) Genes de C. neoformans
induzidos duas ou mais vezes apds internalizagdo por A. castellanii. (B) Genes de C.

neoformans reprimidos duas ou mais vezes ap0s internalizagdo por 4. castellanii.
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Figura 21. Categorizacio dos genes de C. neoformans cuja expressdo foi modulada
quando do co-cultivo com macréfagos murinos por 6 h. (A) Genes de C. neoformans
induzidos duas ou mais vezes apds internalizagdo por macrofagos. (B) Genes de C.

neoformans reprimidos duas ou mais vezes apos internalizagdo por macrofagos.

Embora a grande maioria dos genes de C. neoformans (83,8%) comumente
expressos durante interacdo com ambos fagocitos apresentaram modulagdo similar,
sugerindo que o ambiente intracelular destes dois tipos celulares apresentam
caracteristicas semelhantes, 16,2% dos genes identificados foram diferentemente
modulados (Tabela 5). Dentre estes, cerca de 39% das sequéncias correspondiam a
genes que possivelmente codificam proteinas hipotéticas, 22,2% a genes envolvidos
no transporte de substancias e 11,1% a genes envolvidos no metabolismo, o que indica
a existéncia de possiveis diferencas na disponibilidade de nutrientes no meio

intracelular destes fagdcitos
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Tabela 4. Genes de C. neoformans cuja modulagdo foi similar quando da interacio do

fungo com macroéfagos murinos e amebas.

Categoria

N° de Acesso*

Funcio predita

Variacio da expressao

Biossintese de
Ergosterol

Fosforilagao
Oxidativa
Ciclo do
Glioxalato

Estresse
Oxidativo

Transcri¢ao

Transporte

Via das Pentose
Fosfato
Metabolismo de
Aminoacido
Metabolismo de
Carboidrato

Metabolismo de
Lipidio

CNAG_04687
CNAG_01737

CNAG_05626

CNAG_05303
CNAG_05653

CNAG 02147
CNAG 01846
CNAG_05169

CNAG_04345
CNAG_05662
CNAG_01384
CNAG_01936
CNAG_03772
CNAG_03910
CNAG_03060
CNAG_01925

CNAG_05685
CNAG_05929

CNAG_02288
CNAG_07367
CNAG_04795

CNAG_07387
CNAG_03438
CNAG_00827
CNAG_03128

CNAG 04621
CNAG 03067

CNAG_00393
CNAG_04659

CNAG_03019
CNAG_06431

CNAG_00490
CNAG_03666

CNAG_06551

Etearoil-CoA 9-dessaturase
C-4 metil esterol oxidase

h-scol

Isocitrato liase
Malato sintase

Citocromo-c peroxidase
Flavoproteina
Citocromo b2

Fator transcricional da
RNA polimerase 11

Transportador de agticar

bodown198

Transportador de agticar

Transportador de glicose

Transportador de D-xilose
Trasportador MDR
Trasportador de agucar
Transportador de
aminoacido

Transportador de agucar

Transportador antiporte

succinato:fumarato
Transportador de
aminoacido
Transportador do
nucleotideo adenina
Transportador de ferro Str3
Transportador de hexose

Ribose 5-fosfato isomerase
Proteina ImbA

Glicogénio Sintase
Piruvato carboxiltransferase
1,4-alfa-glucana-branching
enzima
Piruvato decarboxilase
Acido graxo de cadeia
longa-CoA ligase
Acil-CoA oxidase
Acetil-CoA C-
aciltransferase
Acil-CoA deidrogenase
Carnitina O-
acetiltransferase

Ameba Macroéfago
-2,82949 -2,5887
-5,10666 -2,1578
-3,39215 -2,02884
3,32005 12,9474
2,09609 2,26303
3,59838 5,1284
3,11961 2,0610
2,68905 2,7162
2,59053 2,40314
17,4444 16,8462
8,88579 4,86666
6,84072 7,29332
6,70411 11,1359
6,64142 2,84406
6,03422 2,11251
4,10947 2,45472
3,44863 2,77709
2,95817 3,30233
2,68543 4,94611
2,42433 3,12233
2,26578 2,83099
-2,04064 -2,56502
-3,94741 -2,56777
3,00641 7,41447
2,27524 2,19625
5,22439 2,17416
3,79568 2,66549
3,33816 2,70596
-3,97919 -2,58975
5,87013 2,70475
5,64239 6,20667
5,09895 5,5079
5,08676 5,62055
4,5781 5,56428
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Metabolismo de
Nitrogénio

Metabolismo

Secundario
Oxidorreducao

Outro

Proteina
Hipotética

CNAG_07747

CNAG_02562
CNAG_02045
CNAG_03393

CNAG_05721
CNAG 01116
CNAG_04392
CNAG_00537
CNAG_04238
CNAG_00371

CNAG_04308
CNAG_01671

CNAG_00499
CNAG_06628

CNAG_02087

CNAG 03243
CNAG_05644

CNAG_06623
CNAG_05299

CNAG_00541
CNAG_01939
CNAG_02577

CNAG_01702

CNAG_05229
CNAG_02295
CNAG 07862
CNAG_01252

CNAG_01794
CNAG_04096
CNAG_02674

CNAG 04103
CNAG_02264

CNAG_05370

CNAG_07869
CNAG_04837
CNAG_03394
CNAG_02405
CNAG_02978
CNAG_01847
CNAG 06583

Acil-coenzima A oxidase I
Acil-Coenzime A
deidrogenase
Acetoacil-CoA sintetase
Acil-CoA tiolesterase
Peroxisomal hidratase-
deidrogenase-epimerase
Beta-cetoacil redutase
Proteina de ligagdo a esterol
Carnitina acetiltransferase
2,4-dienoil-CoA redutase
Enoil-CoA hidratase
3-hidroxiacil-CoA
deidrogenase
Acetil/propionil CoA
carboxilase
Carnitina/acil carnitina
carreador
Aldeido deidrogenase
Esfingosina N-
aciltransferase

2-nitropropano dioxigenase
2-nitropropano dioxigenase

Mio-inositol oxigenase
Oxidoredutase
Dimetilanilina
monooxigenase

fmHP
Oxidoredutase
Proteina integral de
membrana

Proteina da familia da

estomatina

Fosfotransferase
Fumarato redutase
Tiosulfato sulfurtransferase

2-hidroxiacido
dehidrogenase

Racemase

dJ347H13.4

Proteina de membrana

DUF895
ATPase da familia AFG1
Proteina integral de
membrana

4,54934

4,19328
3,65055
3,56595

3,16504
3,06954
2,83953
2,7752
2,71898
2,34604

2,32894
2,12004

2,10977
2,74167

-7,58831

3,40319
2,16675

2,52692
3,16418

-3,47134
-5,14025
-5,33935

11,4333

5,47933
4,64925
3,94316
3,08677

2,68166
2,09515
2,05302

2,02542
-2,25762

-4,69223

24,5501
7,15172
4,22103
3,51154
3,17452
3,06055
2,76876

2,41408

2,79301
2,95075
2,11571

3,29229
2,80628
3,82553
3,02984
2,7285

3,14993

2,66174
3,93367

3,88855
6,49193

-3,75872

3,0279
4,29356

2,13304
3,35935

-2,62673
-2,08856
-2,63942

3,68741

2,29192
2,60426
9,98097
2,65488

2,99315
2,30145
2,52509

2,75068
-2,26571

-2,34957

5,20518
6,35904
2,59575
3,46188
3,07828
2,00546
2,92177
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CNAG_0439%4 - 2,75153 2,64509
CNAG_00079 - 2,74434 2,5312

CNAG_05784 - 2,67849 2,69336
CNAG_06355 - 2,65531 2,26161
CNAG 02044 - 2,3962 4,54104
CNAG_07708 - 2,33125 2,718776
CNAG_07912 - 2,01817 3,91411
CNAG_00315 - 2,00838 2,82288
CNAG_03857 - -2,04111 -2,09241
CNAG_00349 - -2,05716 -2,90138
CNAG_07568 - -2,19254 -2,23732
CNAG 02910 - -2,45926 -2,39798
CNAG_00814 - -4,9423 -2,36478
CNAG_07920 - -5,37886 -3,4471

CNAG_04891 - -5,38601 -2,13027
CNAG_01803 - -5,56394 -2,8793
CNAG_05741 - -5,82377 -2,40385
CNAG_01369 - -8,89767 -2,03519
CNAG_06590 - -11,3003 -3,06825

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto

genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii

realizado pelo Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans).

Tabela 5. Genes de C. neoformans que apresentaram modulacio diferente em resposta a

interacdo do fungo com macréfagos murinos e amebas.

Categoria N° de Acesso* Funcio predita Variacio da expressio
Ameba Macroéfago

Metabolismo de

Aminoacido CNAG 05676 Tirosina aminotransferase -3,30706 3,31586

Metabolismo de Glicose e ribitol

Lipidio CNAG 00984 dehidrogenase 3,2289 -2,10481

Oxirredugao CNAG _04085 Oxidoredutase -4,76438 3,27837
CNAG 00876 Redutase -2,39397 2,68318

Tradugdo CNAG 03563 Aspartato-tRNA ligase 2,02203 -2,59223

Transporte CNAG 04758 Transportador de amdnia 2,41737 -2,39166
CNAG 04210 Transportador de agucar -2,3879 2,78891

Transportador de GDP-
CNAG 03426 manose -2,94678 3,16533
CNAG_00895 Transportador de zinco -4,53653 2,67154
Proteina especifica de

Outro CNAG 03759 conidiagdo 6 5,73768 -4,86503
CNAG 06576 Alergeno 2,38555 -2,92608

Proteina

Hipotética CNAG 03068 - 9,56139 -2,24987
CNAG 02694 - 4,11009 -2,25959
CNAG 00848 - 3,1508 -2,19634
CNAG 02362 - 2,74084 -2,04115
CNAG 06396 - 2,15314 -2,57459
CNAG 01865 - -2,36364 4,66234
CNAG 00813 - -5,87379 4,67373

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii
realizado pelo Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans).
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Curiosamente, o gene alérgeno 1 (4//1) de C. neoformans também apresentou
modulagdo diferente em resposta a fagocitose por macrofagos e amebas (Tabela 5).
Esse gene codifica uma pequena proteina citoplasmatica envolvida na formacao da
capsula de C. neoformans, sendo que sua dele¢do confere aumento capsular e aumento
da viruléncia do fungo em modelo de infec¢do animal (Jain et al., 2009). Além disso,
Jain et al. (2009) mostraram que a expressdo do gene Alll é reprimida durante o
crescimento intracelular de isolados hipervirulentos em macrofagos. Esses resultados
sdo similares aos obtidos no presente estudo, onde foi verificado que o acumulo do
mensageiro A/l1 ¢ diminuido em cerca de 3 vezes quando C. neoformans ¢ fagocitado
por macrdfagos murinos (Tabela 5). Em contrapartida, a expressdo de Alll ¢
aumentada durante interagdo com ameba (Tabela 5), sugerindo que esse gene
possivelmente desempenhe funcdes distintas quando da interagdo de C. neoformans

com diferentes fagocitos.

4.3.4. Validacao dos dados do microarranjo por PCR em tempo real

Com o objetivo de validar os dados gerados pelos experimentos de andlise de
expressdo génica em larga escala, foi empregada a técnica de RT-PCR em tempo real
(qRT-PCR) para genes de C. neoformans previamente selecionados e que apresentaram
aumento ou diminui¢cdo no acumulo de seus respectivos mRNAs conforme observado
pelos resultados de microarranjo. Dentre os genes de C. neoformans que foram
induzidos em resposta a internalizacdo por A. castellanii, selecionamos o0s que
codificam para as seguintes enzimas: trealose sintase (7hs), catalase 3 (Cat3), enzima
de ramifica¢do da 1,4-a-glucana (a-Gbe), inositol fosforil-esfingolipidio-fosfolipase C
(Plc) e malato sintase (Mls), e uma proteina transportadora de acucar (Stp). Outros trés
genes que apresentaram menores niveis de transcrito quando da internalizagao de C.
neoformans por amebas também foram selecionados: lanosterol 14 a-demetilase (L-14),
C-5 esterol dessaturase (C-5) e oxidase alternativa (4ox). Para a validagao dos
resultados do experimento de microarranjo quando da interacdo fungo-macrofago foi
verificado o nivel de expressdo génica da enzima de ramifica¢do da 1,4-o-glucana (a-
Gbe), da malato sintase (Mls), e da proteina transportadora de agucar (Szp).

A variacdo da expressdo (fold-change) de cada gene de interesse quando da
interacdo do fungo com amebas e macrofagos estd mostrada nas figuras 22A e 22B,

respectivamente. Foi observado que os perfis de indugdo e repressdo de todos os genes
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avaliados foram os mesmos verificados por microarranjo, validando assim os resultados

obtidos pela andlise transcritdmica em larga escala.
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Figura 22. Valida¢do por PCR em tempo real dos dados do microarranjo. (A) Validagdo

dos resultados da interag@o entre C. neoformans e A. castellanii. (B) Validacao dos resultados

da interacdo entre

C. neoformans e macroéfagos murinos. Ths: trealose sintase, Cat3: catalase

3, a-Gbe: enzima de ramificacdo da 1,4-a-glucana, Plc: inositol fosforil-esfingolipidio-

fosfolipase C, Mls

o-demetilase, C-5:

: malato sintase, Stp: proteina transportadora de agucar, L-14: lanosterol 14

C-5 esterol dessaturase e Aox: oxidase alternativa.
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4.3.5. Discussao dos resultados obtidos nos experimentos de microarranjo
a) Genes relacionados ao transporte de ions e pequenas moléculas

Embora pouco seja conhecido a respeito da composicdo nutricional do
fagossomo, presume-se que esta organela seja pobre tanto em fontes de carbono, como
glicose e outros acucares, quanto de aminoacidos (Schnappinger et al., 2003; Lorenz &
Fink, 2001). Tal estresse nutricional induz uma resposta adaptativa em patdgenos
intracelulares a fim de permitir a sobrevivéncia destes no interior de fagocitos (Amer et
al., 2002; Lorenz et al., 2004; Fan et al., 2005; Tavares et al., 2007). O primeiro reflexo
dessa resposta adaptativa visando a assimilagdo mais efetiva de nutrientes disponiveis &,
provavelmente, a modulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas
transportadoras que atuam na importacdo de moléculas através da membrana
plasmatica. Em concordancia com esta proposi¢do, nossos resultados mostraram que
aproximadamente 10% dos genes de C. neoformans cuja expressdao foi modulada apos
internalizacdo do fungo por amebas estdo relacionados ao transporte de substincias,
sendo que 60% destes foram induzidos quando do co-cultivo desses dois
microrganismos. Da mesma forma, 13,7% dos genes de C. neoformans modulados em
resposta a macrofagos também estdo envolvidos no transporte de moléculas pela célula
fungica. Destes, 82,5% tiveram a expressdao aumentada apds interagdo com o fagocito.
Fan et al. (2005) também descreveram a indu¢do de uma variedade de transportadores
de C. neoformans induzidos ap6és 2 h e 24 h do co-cultivo do fungo com macrofagos
ativados. Além disso, Hu et al. (2008) identificaram uma grande quantidade de
transportadores provaveis aparentemente importantes para o crescimento de C.
neoformans no pulmao de camundongos infectados por via intratraqueal. Esses dados
mostram que a adaptag¢do de C. neoformans a diferentes nichos envolve a regulacdo de
transportadores especificos provavelmente importantes para a aquisicdo de nutrientes
necessarios a sobrevivéncia da levedura nos mais diversos ambientes.

Dentre os transportadores cuja expressdo foi regulada em resposta a
internalizacdo de C. neoformans tanto por macrofagos quando por amebas destacam-se
transportadores para varios acucares (glicose, galactose, manose, xilose, maltose) e para
aminoacidos (Anexos 1 a 4). J& transportadores importantes na aquisi¢cdo de metais,
como cobre, zinco e cadmium, foram induzidos apenas quando da interagcdo do fungo
com macréfagos, o que pode indicar uma importante diferenca entre os ambientes
intracelulares de macrofagos e amebas (Anexo 3). Curiosamente, o ortdlogo do gene

Str3 de Schizosaccharomyces pombe, que codifica para um sider6foro, foi reprimido
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quando da interagdo de C. neoformans com ambos fagocitos (Tabela 4). Embora uma
grande variedade de patdgenos sintetizem e secretem sideroforos durante o processo
infeccioso visando melhor assimilar ferro a partir do ambiente do hospedeiro (Haas,
2003), o mesmo ndo parece ocorrer para C. neoformans. De fato a corelagdo entre
viruléncia e utilizagdo de sider6foros para captacdo de ferro por este fungo ainda nao
estd bem estabelecida. Isso porque mutantes depletados para o gene Sitl, que codifica o
sideroforo ferrioxamina B, além de ndo apresentarem alteracdo na capacidade de
estabelecer infec¢gdo em modelo animal quando comparados com a linhagem selvagem,
mostram aumento na produ¢do de melanina, um dos principais fatores de viruléncia
descrito para C. neoformans (Tangen et al., 2007). Entretanto vale salientar a existéncia
de outros genes que codificam sider6foros em C. neoformans e cujos niveis de
transcritos nao foram alterados com a internalizacdo do fungo por amebas e macrofagos,
o que poderia garantir uma relativa captacdo de ferro por esse patdgeno. Ademais,
varios outros niveis de regulacdo génica devem ser considerados, tais como regulagdo
pos-transcricional e traducional.

Além dos transportadores importantes para a aquisicdo de nutrientes pelo
patdgeno no ambiente hostil do interior de fagocitos, uma outra classe de
transportadores foi induzida pelo cultivo de C. neoformans com macréfagos e/ou
amebas: os transportadores ABC (do inglés “ATP-binding Cassete). Os membros dessa
superfamilia, que incluem os transportadores MDR (do inglés “Multidrug Resistance”),
estdo envolvidos no transporte ativo de uma variedade de substratos através da
membrana celular, inclusive substancias téxicas e drogas. Para C. meoformans foi
mostrado que a resisténcia a fluconazol tanto in vitro quanto in vivo esta relacionada a
expressao do gene Afrl, que codifica um transportador do tipo ABC (Posteraro et al.,
2003; Sanguinetti et al., 2006). Além disso, AFRI parece desempenhar importante
papel na viruléncia de C. neoformans, uma vez que isolados que superexpressam o gene
Afrl (CnAFR1+) sdo significativamente mais virulentos em modelo murino de infec¢ao
que o isolado selvagem (Sanguinetti et al., 2006). O mecanismo pelo qual AFRI
influencia na viruléncia de C. neoformans deve-se provavelmente a uma maior
capacidade de isolados CnAFRI+ em sobreviver dentro de macréfagos quando
comparado ao isolado selvagem (Sanguinetti et al., 2006). A superexpressdo do gene
Afrl também promove resisténcia de C. neoformans a atividade antimicrobiana de
células da microglia devido a redugcdo na acidificagdo e a maturagdo tardia do

fagossomo (Orsi et al., 2009). Dessa forma os transportadores ABC, além de serem
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importantes no efluxo de drogas, podem contribuir para o0 mecanismo de escape de C.
neoformans quando no interior de fagocitos. Alternativamente, tais transportadores
podem fornecer ainda uma forma de defesa para o patogeno contra substancias
antimicrobianas produzidas pelas células fagociticas, como foi mostrado para C.
albicans (Theiss et al., 2002). Esses dados auxiliam no entendimento do porque da
indugdo de genes que codificam para transportadores da superfamilia ABC/MDR
quando C. neoformans encontra-se no ambiente intracelular de amebas ou macrofagos

(Anexos 1 e 3).

b) Genes relacionados ao metabolismo adaptado as condicdes de estresse
nutricional

Como relatado anteriormente, apds fagocitose os parasitas intracelulares sao
submetidos a um ambiente carente em fontes de carbono, o que, além de alterar a
expressdo de transportadores, modula vias de assimilacdo de carbono visando uma
melhor adaptagdo a disponibilidade de nutrientes existentes no meio. Nesse sentido,
imediatamente apos a fagocitose por macrofagos, leveduras de C. albicans modificam
seu metabolismo em prol da utilizagdo de fontes alternativas de carbono, o que ¢
refletido pela indugdo do ciclo do glioxalato, da gliconeogénese e da B-oxidacdo
(Lorenz et al., 2004). Além disso, os fungos C. albicans e P. brasiliensis, e a bactéria
gram-positiva Listeria monocytogenes mostram forte redu¢do na expressao de genes
envolvidos na glicolise como resposta a escassez de glicose no fagossomo (Lorenz et
al., 2004; Chatterjee et al., 2006; Tavares et al., 2007). A modulagdo da expressdo de
genes relacionados a essas vias metabdlicas também foi observada para C. neoformans
em resposta a interacdo tanto com macrofagos quanto com amebas (Figura 23). De
modo geral, nossos resultados indicam uma possivel alternancia metabodlica da glicolise
para a gliconeogénese, e a degradacdo de acidos graxos para a conversao a glicose via o
ciclo do glioxalato.

A conversdo da via glicolitica para a gliconeogénese desencadeada pela
fagocitose de C. neoformans por amebas pode ser verificada mais claramente pela
inducdo da enzima frutose-1,6 bisfosfatase (FBP1). Ja na interacdo do fungo com
macrofagos a inducdo da gliconeogénese estd representada pelo aumento no acimulo de
mRNA da enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PCK1) em cerca de seis vezes no
ambiente intracelular (Figura 23). A importancia da enzima PCK1 para a sobrevivéncia

de C. neoformans no hospedeiro ja havia sido relatada por Panepinto et al. (2005), que
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mostraram que linhagens de C. neoformans mutantes para o gene Pckl sdo incapazes de
desenvolver criptococose em modelo de infec¢do animal. Ambas as proteinas FBPI1 e
PCK1 s3o enzimas chave regulatorias da gliconeogénese por atuarem apenas em um
unico sentido da via, promovendo a mobilizagdo de oxalacetato para sintese de glicose.
Virias enzimas intermediarias da via, porém, atuam tanto na glicélise quanto da
gliconeogénese, ndo desempenhando papel regulatorio. Nossos resultados mostraram
que, em contraste com o observado para C. albicans e P. brasiliensis (Lorenz et al.,
2004; Tavares et al., 2007), algumas enzimas que catalizam reagdes intermedidrias
dessas duas vias tiveram seus transcritos aumentados apos interagcdo de C. neoformans
com as células fagociticas (Figura 23). Esses resultados sdo dificeis de discutir devido
ao carater funcional dessas enzimas tanto na glicolise quanto na gliconeogénese.

Outra importante adaptagdo de patdogenos intracelulares ao microambiente pobre
em glicose do fagossomo ¢ a ativagdo do ciclo do glioxalato, como mostrado para M.
tuberculosis, C. albicans e P. brasiliensis (Schnappinger et al., 2003; Lorenz et al.,
2004; Derengowski et al., 2008). O ciclo do glioxalato consite num desvio do ciclo do
acido citrico que permite a utilizacdo de compostos de dois carbonos como fonte para
sintese de glicose, disponibilizando substratos para as reagdes biossintéticas (Lorenz &
Fink, 2001). As enzimas reguladoras do ciclo do glioxalato sdo a isocitrato liase (ICL),
que catalisa a clivagem do isocitrato em succinato e glioxalato, e a malato sintase
(MLS), que catalisa a reacdo de condensagdo do glioxalato com acetil-CoA para a
forma¢do de malato (Lehninger ef al., 2000). Nossos resultados mostram uma forte
ativacdo da expressdo destes genes de C. meoformans em resposta a fagocitose por
amebas e macrofagos, indicada pelo aumento nos niveis d¢ mRNA de ambas enzimas
ICL e MLS (Figura 23). A indugdo da expressdo do gene Icll de C. neoformans
mediada pela interacdo do fungo com macrofagos ja tinha sido observada por Fan et al.
(2005). A importancia do ciclo do glioxalato para o crescimento de parasitas
intracelulares e sua auséncia no metabolismo de animais vem indicando as enzimas ICL
e MLS como promissores alvos para drogas (Lorenz & Fink, 2001; Selitrennikoff &
Nakata, 2003). Entretanto, diferente do que foi mostrado para C. albicans (Lorenz &
Fink, 2001) e M. tuberculosis (McKinney et al., 2000), ICL ndo ¢é requerida para a
patogénese de C. neoformans (Rude et al., 2002), o que torna questionavel a eficacia de

drogas que atuem inibindo essa enzima no combate a criptococose.
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Figura 23. Modulacao de vias metabdlicas de C. neoformans apoés interacio com células
fagociticas. Os niveis de transcritos de genes de C. neoformans que codificam para enzimas das
vias da glicolise, neoglicogénese, ciclo do glioxalato e B-oxidacdo, e que sofreram alteracdo em
resposta a internalizagdo por amebas e macrdofagos estdo sinalizados em vermelho e azul,

respectivamente. Esta figura foi adaptada de Lorenz ef al. (2004).

Além da ICL e da MLS, outras trés enzimas do ciclo do 4cido citrico integram o
ciclo do glioxalato: aconitase (ACO), citrato sintase (CIT) e malato desidrogenase
(MDH). Curiosamente, nossos dados mostraram diminui¢do no acimulo de transcritos
da MDH quando C. neoformans interagiu com A. castellanii (Figura 23). Esse resultado
pode ser explicado pela existéncia de diferentes isoformas da enzima MDH, como
ocorre em C. albicans (Lorenz et al., 2004). Uma rapida andlise do genoma de C.

neoformans (disponivel em http://www.broadinstitute.org ) permitiu a identificagdo de

quatro genes presentes em trés cromossomos distintos que codificam para enzimas
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provaveis com atividade similar a malato desidrogenase (dados ndo mostrados). Essa
redundancia no genoma pode permitir uma regulagdo transcricional distinta para cada
isoforma e, assim, estas podem ser induzidas ou reprimidas diferentemente em resposta
a sinais especificos. Entretanto, estudos adicionais devem ser realizados com o intuito
de analisar a regulacdo da expressdo génica das isoformas de MDH de C. neoformans
de modo a corroborar ou refutar a hipdtese aqui proposta. Outra enzima do ciclo do
acido citrico, porém que nao corresponde ao ciclo do glioxalato, e que teve seus niveis
de transcritos diminuidos apos fagocitose de C. neoformans por amebas foi a succinato
desidrogenase (Anexo 2). A repressdo de genes que codificam enzimas unicamente
funcionais no ciclo do acido citrico também foi observada em C. albicans ao parasitar
macrofagos (Lorenz ef al., 2004).

Para que ocorra sintese de oxoalacetato a partir do ciclo do glioxalato, ¢ preciso
que haja acetil-CoA disponivel no meio, o qual ¢ utilizado como substrato da reagdo
catalisada pela ICL. Nesse contexto, nossos resultados fortemente sugerem que o ciclo
do glioxalato ¢ impulsionado pelo acetil-CoA gerado a partir da oxidacdo de acidos
graxos. Como mostrado na figura 23, todos os passos da via de p-oxidagdo parecem ser
induzidos quando C. neoformans ¢é fagocitado por amebas e macrofagos. Essa aparente
inducdo ¢ um reflexo da abundéancia de transcritos de todos os genes do fungo
envolvidos na degradacdo de 4cidos graxos em resposta a fagocitose. Esse resultado ¢é
bastante similar ao verificado para outros microrganismos apds internalizagdo por
macrofagos, como C. albicans (Lorenz et al., 2004), e para o proprio C. neoformans
encontrado em pulmdes de camundongos infectados (Hu et al., 2008). Somados, nossos
resultados evidenciam que C. neoformans responde de modo bastante similar ao
estresse nutricional ao qual ¢ submetido no interior de amebas e macrofagos, ativando
as vias metabodlicas da gliconeogénese, do ciclo do glioxalato e da P-oxidagdo.
Resumidamente, a degrada¢do de 4cidos graxos por C. neoformans via B-oxidacdo
resulta na geracdo de acetil-CoA que serd utilizado como substrato do ciclo do
glioxalato para a sintese de oxaloacetato, o qual, por fim, servird como fonte de carbono
para a gliconeogénese.

Além dos genes envolvidos diretamente com a f-oxida¢do de acidos graxos,
inimeros outros genes relacionados ao metabolismo de lipidios foram induzidos por C.
neoformans em resposta a interagdo com amebas e macrofagos (Figuras 20A e 21A;

Anexos 1 e 3), reforcando a importancia da utilizacdo desta fonte de carbono no
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ambiente intracelular. Dentre estes genes podemos citar aqueles que codificam proteinas
ligadoras e carreadoras de lipidios e lipases (Anexos 1 e 3, Tabela 4). Adicionalmente,
genes relacionados a biogénese do peroxissomo tiveram sua expressao aumentada apos
internalizacdo de C. neoformans por amebas e macrofagos (Figuras 20 e 21).
Sabidamente, peroxissomos sdo organelas associadas a um conjunto de fungdes
celulares, que incluem a detoxificagdo de perdxido de hidrogénio e a [-oxidagdo de
acidos graxos (Idnurm et al., 2007). Como sera visto a seguir, genes de C. neoformans
que codificam enzimas responsaveis pela detoxificagdo de perdxido de hidrogénio
também tiveram a expressdo modulada em resposta as células fagociticas. Além dos
processos de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio e -oxidacdo de acidos
graxos, em algumas plantas e fungos o ciclo do glioxalato também ocorre no
peroxissomo (Olsen et al., 1993; Zimmerman & Neupert, 1980). Entretanto, Idnurm et
al. (2007) mostraram que, em C. neoformans, o peroxissomo ndo ¢ requerido para a
ocorréncia do ciclo do glioxalato.

Além da modulagdo das vias metabolicas, a degradacdo e reciclagem de
componentes celulares (autofagia) representa outra estratégia de adaptacdo da célula ao
estresse nutricional. Nesse sentido, a mobilizacdo de recursos via autofagia viabiliza a
sobrevivéncia de Candida glabrata no interior do fagossomo de células do sistema
imune (Roetzer et al., 2010). Ainda, Fan et al. (2005) haviam previamente relatado a
inducdo de dois genes envolvidos no processo de autofagia apds a fagocitose de C.
neoformans por macrofagos. O papel da autofagia na criptococose foi reforcado pela
verificagdo do aumento da expressdo do gene Azg8 durante infec¢do de C. neoformans
em cérebro humano, e pela demonstracdo de que isolados que tiveram este gene
silenciado por RNAIi apresentaram viruléncia atenuada em modelo de infec¢do animal
(Hu et al., 2008; Palmer et al., 2008). Nossos resultados mostraram aumento nos niveis
de transcrito do gene A7g22B, o qual esta relacionado com o processo de autofagia, em
resposta a internalizacdo de C. neoformans por A. castellanii (Anexo 1), evidenciando
mais um aspecto similar das intera¢des fungo-ameba e fungo-hospedeiro mamifero.

Outro mecanismo importante para a reciclagem de componentes intracelulares e
manutengdo da homeostase ocorre via um processo denominado ubiquitinagdo.
Basicamente, proteinas alvos de destruicdo sdo marcadas com homopolimeros de uma
pequena proteina denominada ubiquitina (processo de ubiquitina¢do), o que sinaliza
para a degradacdo de proteinas via proteassoma 26S. Os oligopeptideos gerados sdo

liberados no citoplasma, onde podem ser degradados a aminoacidos por peptidases
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soluveis, e reutilizados em processos metabolicos (Korolchuk et al., 2010). Mais
recentemente, evidéncias vém sugerindo uma ligacdo entre os processos de
ubiquitinagdo e autofagia. Isso porque durante processos seletivos de autofagia, alguns
substratos sdo ubiquitinados, sugerindo que a ubiquitinagdo coordena também o
catabolismo via autofagia. Além disso, prejuizos na atividade do proteassoma sdo
compensados pela ativagdo da autofagia (Ding et al., 2007; Korolchuk et al., 2009).
Nossos resultados mostraram que genes relacionados ao processo de ubiquitinagdo de
C. neoformans sao modulados apds o fungo ser fagocitado por amebas e macréfagos
(Anexos 1 e 3), sugerindo um possivel envolvimento desse processo na adaptacdo do
fungo ao ambiente do fagossomo. Vale ressaltar que a ubiquitinagdo de proteinas
apresenta ainda importante papel em processos como sinaliza¢do celular, transcri¢do,
traducdo, reparo de DNA, e ciclo celular, por sinalizar para a degradacdo de elementos

regulatorios (Korolchuk et al., 2010).

¢) Genes relacionados ao estresse oxidativo e a cadeia de transporte de
elétrons

Inumeras evidéncias vém mostrando que o fagossomo, além de ser um ambiente
de caréncia nutricional, apresenta condi¢cdes extremas de estresse oxidativo devido as
altas concentragdes de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que exige mecanismos
de adaptacdo dos patdgenos intracelulares (Graham & Clark-Curtiss, 1999;
Schnappinger et al., 2003). Nesse sentido, 0os microrganismos devem sintetizar enzimas
que auxiliem no processo de detoxificagdo dos radicais reativos liberados pela célula
fagocitica. Em concordancia com esse fato, identificamos o aumento na expressao de 7
genes de C. neoformans diretamente envolvidos na reposta ao estresse oxidativo apds
fagocitose por A. castellanii, e 4 genes apds fagocitose por macrofagos murinos
(Anexos 1 e 3). Dentre estes genes destacam-se os que codificam para catalases (Catl e
Cat3), citocromo-c peroxidase e tiorredoxina redutase (G/iT).

A catalase ¢ uma enzima detoxificadora de perdxido de hidrogénio (H,O,) e
parece desempenhar um importante papel na protecdo de bactérias e fungos contra o
estresse oxidativo gerado por células fagocitarias (Kawasaki et al., 1997; Wysong et al.,
1998; Basu et al., 2004). Para C. albicans, por exemplo, isolados mutantes para o gene
Catl sdo mais sensiveis a agdo de neutrofilos humanos e possuem viruléncia atenuada
em modelo murino de infeccdo (Wysong et al., 1998). Em C. neoformans foram

identificados 4 genes que codificam para catalases distintas (Catl a Car4), as quais
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pertencem a trés diferentes clados. Curiosamente, os genes Catl e Cat3 que tiveram a
expressdao aumentada em 3,7 e 4,6 vezes, respectivamente, em resposta a fagocitose por
amebas, pertencem ao clado A, o qual compreende catalases especificas de conidios
(Giles et al., 2006). Adicionalmente, o gene de C. neoformans que codifica uma
proteina cuja funcdo provavel esta relacionada ao processo de conidiacdo (Proteina
especifica de conidiagdo 6) foi induzida em 5,7 vezes no ambiente intracelular da
ameba, enquanto que no interior do macréfago este mesmo gene foi reprimido em quase
5 vezes (Tabela 5). Esses resultados sugerem uma possivel indu¢do da conidiagdo de C.
neoformans mediada pela ameba A. castellanii. Por fim, embora a atividade da catalase
possa vir a desempenhar importante papel na adaptacdo de microrganismos ao ambiente
intracelular de fagocitos, nenhuma das quatro enzimas identificadas ¢ requerida para o
estabelecimento da infeccdo por C. neoformans em modelo animal (Giles et al., 2006).
Esse fato deve-se possivelmente a redundancia do sistema antioxidante neste fungo, que
dispde de intimeras proteinas cuja funcao ¢ a detoxificacdo de EROs.

Em concordancia com a atividade redundante de algumas enzimas do sistema
antioxidante, a citocromo-c peroxidase também atua detoxificando H,O,. E, assim como
a catalase, a delecdo do gene que codifica essa enzima ndo altera a viruléncia de C.
neoformans em modelo de infec¢do animal, embora sua atividade contribua para a
resisténcia ao estresse oxidativo in vitro (Giles et al., 2004). No presente trabalho, o
aumento no acumulo de mRNA relativo ao gene da citocromo-c¢ peroxidase foi
verificado apds internalizacdo de C. neoformans tanto por amebas quanto por
macrofagos (Tabela 4).

Além do estresse oxidativo sofrido por microrganismos quando no interior de
fagocitos, o estresse nitrossativo também atua como um mecanismo antimicrobiano
crucial no combate aos parasitas intracelulares. A producdo de espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) representa, por exemplo, o principal mecanismo fungicida de
macrofagos ativados no combate ao fungo P. brasiliensis. (Brummer et al., 1989;
Moscardi-Bacchi et al., 1994; Bocca et al., 1998). Nascimento et al. (2002) mostraram
que camundongos geneticamente deficientes para o gene que codifica a enzima 6xido
nitrico sintase induzida (iNOS), responsével pela produ¢do de 6xido nitrico intracelular,
sdo mais susceptiveis a infec¢do por P. brasiliensis, confirmando a importancia da
sintese de ERNs pelo hospedeiro no combate a Pbmicose. Em C. neoformans, a enzima
tiorredoxina redutase (TRR1) parece desempenhar um importante papel na defesa

contra o estresse gerado por 6xido nitrico, ja que a expressdo do gene 7771 ¢ aumentada
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em mais de oito vezes em resposta ao estresse nitrosativo (Missall & Lodge, 2005).
Nossos resultados indicaram um aumento de 5,2 vezes no acimulo do mRNA Trrl de
C. neoformans ap6s fagocitose por A. castellanii (Anexo 1), sugerindo que o fungo seja
possivelmente submetido tanto a um estresse oxidativo, quanto a um estresse nitrosativo
no ambiente intracelular da ameba, assim como descrito para o ambiente intracelular de
macrofagos. Vale ressaltar que o estresse mediado por o0xido nitrico por si s6 acarreta
uma ampla reprogramagdo genética em C. neoformans, que consiste na modulagdo da
expressdo de genes envolvidos nos mais variados processos, dos quais podemos
destacar transporte, biossintese de aminoacidos, respiragdo celular e biogénese de
parede celular (Missall et al., 2005).

Curiosamente, o gene Aoxl, que codifica a enzima oxidase alternativa, foi
reprimido em cerca de 6,5 vezes quando da interacdo C. neoformans-ameba (Anexo 2).
A oxidase alternativa atua como uma via respiratdria complementar que recebe elétrons
diretamente da ubiquinona, e produz aproximadamente um ter¢o (1/3) do ATP gerado
pelo funcionamento completo da cadeia de transporte de elétrons. Seu papel
antioxidante ¢ postulado uma vez que o 6xido nitrico atua como um potente inibidor da
citocromo-c oxidase, mas ndo atua sobre a oxidase alternativa, permitindo assim a
manutengdo do fluxo de elétrons na membrana mitocondrial (Missall et al., 2004).
Akhter et al. (2003) mostraram que isolados de C. neoformans mutantes para o gene
Aox1 apresentaram maior susceptibilidade ao estresse oxidativo in vifro e menor taxa de
mortalidade em modelo murino de infec¢do via inalagdo. Além disso, os mesmo autores
mostraram que a regulacdo da expressao do gene Aox1 ¢ dependente da temperatura,
sendo induzido em resposta ao estresse térmico. Sendo assim, a diminuicdo da
expressdo do gene Aox1 de C. neoformans em resposta a interagdo com A. castellanii
pode ser a resultante de uma regulagdo mediada por varios fatores presentes no
ambiente complexo do interior das células ameboides, dentre eles a propria temperatura.

Outros genes relacionados a cadeia respiratoria também foram modulados tanto
no ambiente intracelular da ameba, quanto do macrofago. O gene que codifica a
citocromo-c oxidase (COX1) teve sua expressdao diminuida, por exemplo, em resposta a
interagdo de C. meoformans com A castellanii (Anexo 2). COX1 corresponde ao
complexo IV da cadeia de transporte de elétrons, reduzindo oxigénio em agua. Esse
processo ¢ essencial para a producdo de energia celular, porém necessita de oxigénio
como aceptor final dos elétrons. Uma vez que o ambiente intracelular oferece baixa

disponibilidade de oxigénio a C. neoformans, esse parece regular a transcri¢do do gene
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Cox1 negativamente. A constatacdo que os niveis de transcrigdo do gene Coxl
diminuem quando as células estdo em um ambiente de hipoxia foi feita anteriormente
para S. cerevisiae (Dagsgaard et al., 2001). Curiosamente, ndo foi observada diminui¢ao
no acimulo de transcrito do gene Cox1 em resposta a fagocitose por macréfagos que,
teoricamente, também confere a C. neoformans um estado de hipoxia. Esse fato pode
ser explicado pela inducdo do gene Cox1 de C. neoformans em resposta ao cultivo a
temperatura de 37°C (Toffaletti et al., 2003), sugerindo que a regulacdo da expresdo
desse gene ¢ multifatorial.

O indicio de que ambos ambientes intracelulares de amebas e macrofagos sao
carentes de oxigénio foi reforcado com o aumento no aciimulo do transcrito do gene
Frd de C. neoformans, que codifica a enzima fumarato redutase (Tabela 4). Essa enzima
converte fumarato em succinato, em uma reacao oposta a catalizada pelo complexo II da
cadeia respiratoria, tendo como aceptor final de elétrons o fumarato. Em suma, a
respiracdo via fumarato redutase ¢ um meio alternativo para aquisi¢do de energia na
auséncia de oxigénio (Li et al., 2008). Em M. tuberculosis, o complexo fumarato
redutase € composto por quatro subunidades (FRD A, B, C e D). Estudos avaliando a
regulacdo da expressdo dos genes do complexo fumarato redutase nessa bactéria
mostraram que FrdA ¢ induzido em resposta a interagdo com macrofagos
(Schnappinger et al., 2003). Adicionalmente, Mycobacterium phlei aumenta em quatro
vezes a atividade do complexo FRD quando essa bactéria ¢ cultivada em condigdes de
limitacdo de oxigénio (Gillespie et al., 1988).

De modo geral, nossos resultados indicam que o fungo C. neoformans responde
a internalizacdo por células fagociticas modulando a expressdo de genes que auxiliem
na sua adaptacdo a um ambiente de hipoxia e a condi¢gdes de estresse oxidativo e

nitrossativo.

d) Genes relacionados ao estresse térmico
A importancia da via de biossintese da trealose na termotolerdncia de varias
espécies de fungo tem sido amplamente relatada (Gancedo & Flores, 2004). E, tendo em
vista que a termotolerancia ¢ um importante fator de viruléncia de patdogenos humanos,
a via de sintese de trealose tem se mostrado criticamente necessaria para a infectividade
de fungos patogénicos, como C. albicans (Zaragoza et al., 2002) e C. neoformans
(Petzold et al., 2006). A trealose ¢ um dissacarideo de glicose que tem por

caracteristica aumentar a resisténcia ao calor provavelmente por atuar em conjunto com
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proteinas de choque térmico impedindo a desnaturagdo e agregagdo de proteinas
(Crowe, 2007). Em C. neoformans, o gene que codifica a enzima trealose sintase ¢é
induzido em resposta ao cultivo a 37°C quando comparado aos niveis de expressdo a
25°C (Kraus et al., 2004). Adicionalmente, isolados mutantes de C. neoformans para os
genes Tpsl e Tps2, que codificam as enzimas trealose-fosfato sintase e trealose-fosfato
fosfatase, respectivamente, ndo sdo aptos a crescerem a 37°C, além de serem avirulentos
em modelo de infec¢do animal (Petzold er al., 2006). Mutantes para o gene Ipsl
também tiveram sua viruléncia atenuada em modelo de infec¢gdo no nematdide
Caenorhabditis elegans a 25°C, sugerindo que essa enzima possui um papel na
viruléncia de C. neoformans que ndo se deve unicamente ao aumento de resisténcia a
elevadas temperaturas (Petzold et al., 2006). Em concordancia com esses dados, nossos
resultados mostraram que o gene 7psl ¢ induzido quando da interacdo de C.
neoformans com amebas a 25°C (Anexo 1). Tais resultados fortemente sugerem que a
trealose estd envolvida ndo somente na resposta ao estresse térmico em C. neoformans,
mas também em outras condi¢des de estresse. Em S. cerevisiae, por exemplo, a trealose
desempenha importante papel na tolerancia a desidratacao (Hottiger et al., 1987); ja em
Drosophila melanogaster, esse dissacarideo atua na protecdo a hipoxia (Chen &
Haddad, 2004). Nossos resultados mostraram também o aumento nos niveis de
transcrito da trealase, enzima que decompde a trealose em glicose, quando C.
neoformans foi internalizado por A. castellanii. Aparentemente contraditorio, esse
resultado pode ser explicado pela caréncia nutricional no interior do fagocito, sendo
necessario a utilizagdo da trealose, induzida em resposta ao estresse celular, como fonte
de carbono para os processos metabdlicos.

Curiosamente, ndo detectamos em nossos experimentos de microarranjo a
inducdo da via de biossintese de trealose em resposta a fagocitose de C. neoformans por
macrofagos murinos. Entretanto, pudemos identificar nessa condi¢do o aumento no
acumulo de mRNA de 7 provaveis chaperonas (Anexo 3). As chaperonas sao moléculas
que pertencem a uma familia altamente conservada de proteinas denominadas proteinas
de choque térmico (HSPs, do inglés “Heat Shock Protein”). Especificamente, as
chaperonas moleculares sdo essenciais para os seres vivos, sendo responsaveis pela
translocagdo e enovelamento de proteinas. Dentre as chaperonas cuja expressdo génica
foi induzida apo6s interacdo entre leveduras e macrofagos J774.1 estd a HSP90. Similar
aos nossos resultados, um trabalho recente mostrou um maior acimulo do transcrito de

duas proteinas provaveis da familia HSP90 apds C. neoformans infectar macrofagos
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peritoniais murinos (Goulart ef al., 2010). A fung¢do da HSP90 em C. neoformans ainda
ndo foi bem elucidada, sabendo-se apenas que o aumento nos niveis de expressdo ¢
ditado pelo aumento de temperatura (Steen et al., 2002). Entretanto, em C. albicans foi
mostrado que, além do papel da HSP90 na termotolerancia, essa proteina atua na
morfogénese (Shapiro et al., 2009) e na resisténcia a drogas (Cowen, 2009), sendo

atualmente considerada um promissor alvo para agdo de agentes terapéuticos.

e) Genes relacionados a maquinaria de transcri¢cao/traducao

A modulagdo do perfil transcricional de C. albicans em resposta ao processo de
fagocitose por macréfagos tem como caracteristica uma dramatica repressdo do aparato
de tradugdo nas primeiras horas da interacao patégeno-hospedeiro (Lorenz et al., 2004).
Apo6s 1 h do inicio da interacdo entre leveduras e macréfagos, 108 genes de C. albicans
cuja fun¢do predita esta relacionada ao processo de traducdo apresentam diminui¢ao no
acimulo de transcritos em resposta a internalizacdo por macrofagos. Entretanto, apos 6
h de co-cultivo C. albicans-macréfagos, os niveis de expressdo de genes envolvidos na
maquinaria de tradu¢do sdo essencialmente os mesmos dos de leveduras que nunca
foram expostas as células fagociticas (Lorenz et al., 2004). Resultados opostos foram
observados para C. neoformans. Fan et al. (2005) verificaram que a diminui¢do da
expressdo de genes relacionados ao aparato de tradugdo ocorre em uma etapa mais
tardia da fagocitose por macrofagos, ja que apos 2 h de interagdo apenas 4 genes de C.
neoformans (2,5%) tiveram seus niveis de mRNA diminuidos, enquanto que com 24 h
de interacdo esse niimero subiu para 34 genes (21,7%). Nossos resultados mostraram
que com 6 h de co-cultivo apenas 3% dos genes de C. neoformans que tiveram
diminui¢do no acumulo de mensageiro estdo relacionados a tradugdo (Figura 21), o que
se assemelha bastante aos resultados obtidos por Fan et al. (2005) para o tempo de 2 h
de interacdo. Ademais, foi possivel identificar genes relacionados aos processos de
transcricao/tradugdo e replicacdo cuja expressdo foi induzida com 6 h de interagdo,
sugerindo que, apesar do ambiente hostil do interior do fagossomo, C. neoformans ainda
mantém-se vidvel e se replica. Esses resultados sugerem que somente em uma etapa
mais tardia da interacdo de C. neoformans com macrofagos o fungo passa a reprimir 0s
processos de transcri¢ao e tradugdo, possivelmente como uma forma de poupar energia.
Em contrapartida, 20% dos genes cuja expressdo foi diminuida apds 6 h de co-cultivo
de C. neoformans com a ameba A. castellanii estdo relacionados aos aparatos de

transcri¢do ou tradu¢do (Figura 20B), sendo que grande parte destes estdo envolvidos na
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biogénese de ribossomos (Anexo 2). Assim, em adi¢cdo aos dados da literatura, nossos
resultados indicam que a cinética de diminui¢do nos niveis de transcritos relacionados
as maquinarias de transcri¢ao/traducdo em resposta a interacdo hospedeiro-patdgeno
depende tanto do parasita intracelular em estudo, quanto da célula fagocitica.

Alguns genes de C. neoformans envolvidos no processo de transcri¢do e cuja a
expressao foi aumentada em presenga das células ameboides apresentam particular
interesse por estarem relacionados a resposta ao estresse. O fator de transcricdo Rim101,
ortdlogo ao gene PacC de fungos filamentosos, teve, por exemplo, os niveis de
transcritos ampliados em cerca de 2,4 vezes quando as leveduras foram internalizadas
por A. castellanii. As proteinas da familia PACC/RIM101 controlam a expressdo de
genes regulados em resposta ao pH extracelular e desempenham importante papel na
patogenicidade dos fungos Aspergillus nidulans (Bignell et al., 2005) e C. albicans
(Davis et al., 2000). Além do envolvimento na resposta ao pH, em C. neoformans
RIM101 controla a expressdo de genes relacionados com a sintese da capsula
polissacaridica e com a homeostase de metais (O’Meara et al., 2010). Entretanto, o gene
Rim101 ndo ¢ necessario para a sobrevivéncia de C. neoformans em macrdéfagos e
mutantes para esse gene parecem ser hipervirulentos em modelo de criptococose murina
(O’Meara et al., 2010).

Outro fator de transcri¢do cujos os niveis de transcritos foram aumentados em
aproximadamente 5 vezes apds a internalizagdo de C. neoformans pelas amebas
corresponde ao homoélogo do gene Rdsl de S. cerevisiae. Arkache & Turcotte (2002)
mostraram que RDS1 de S. cerevisiae esta envolvido na resisténcia a cicloheximida e
isolados mutantes para esse gene apresentam diminui¢do nos niveis de transcritos de
transportadores ABC, os quais sdo importantes para a resisténcia de microrganismos a
drogas. Embora a func¢ao desse gene em C. neoformans ainda ndo tenha sido elucidada,
¢ possivel especular seu envolvimento na eliminacdo de substancias toxicas presentes
no ambiente intracelular. Vale mencionar novamente a grande quantidade de genes que
codificam transportadores ABC cuja expressdo foi aumentada apos a fagocitose de C.
neoformans por amebas (Anexo 1), os quais podem estar sendo regulados positivamente
pelo fator de transcrigdo RDS1. Entretanto, estudos futuros devem ser feitos buscando a
validagdo desta hipotese.

Ao comparar os resultados dos microarranjos quando da interacdo de C.
neoformans com amebas e macrofagos, identificamos a indugdo em resposta a ambos os

fagocitos de um gene de um provavel fator de transcri¢cdo associado a RNA polimerase
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IT (Tabela 4). Esses resultados sugerem um possivel papel desse fator transcricional na
resposta a0 ambiente intracelular de células fagocitarias. Porém, estudos adicionais
devem ser realizados visando avaliar a regulagcdo da expressao desse gene em diferentes
condi¢des experimentais, seu papel na sobrevivéncia de C. meoformans como um
parasita intracelular, e a importancia desse fator de transcri¢do na viruléncia desse

fungo.

f) Genes relacionados a biossintese de ergosterol e sintese de parede celular

A biossintese de uma tinica molécula de ergosterol a partir do escaleno consome
12 moléculas de oxigénio, o que representa cerca de 25% do consumo do oxigénio que
ndo ¢ utilizado como aceptor final na cadeia respiratoria em S. cerevisiae (Rosenfeld &
Beauvoit, 2003). Consistente com isso, ¢ de se esperar que a concentragdo de oxigénio
no ambiente afete o processo de biossintese de ergosterol pelos fungos. Em condi¢do de
hipoxia a concentragdo de ergosterol em S. cerevisiae pode cair em até um quarto (%4)
da concentragdo original presente em condi¢do de normoxia (Shobayashi et al., 2005).
Com base nesses dados, a baixa concentragdo de oxigénio disponivel no ambiente
intracelular de fagécitos pode explicar a diminuicdo no actimulo de sete transcritos
correspondentes a genes envolvidos na biossintese de ergosterol de C. neoformans
quando da interacdo com amebas (Anexo 2), dos quais dois também apresentaram
diminui¢do em seus niveis em resposta ao contato do fungo com macréfagos (Anexo 4 e
Tabela 4).

Na levedura Schizosaccharomyces pombe foi descrito um regulador
transcricional denominado SRE1 importante na adaptacdo a condi¢des de hipoxia. Na
presenca de oxigénio, SRE1 encontra-se ligado a membrana celular, sendo liberado por
proteodlise quando, em resposta a uma condicdo de hipoxia, ha uma diminui¢cdo da
concentragdo intracelular de esterdis. Apds a liberagdo de SREI, este ird ativar no
nlicleo a expressdo de genes envolvidos em uma variedade de processos, como
biossintese de ergosterol e de esfingolipidios, e captacdo de ferro e cobre (Bien &
Espenshade, 2010). A via de biossintese de ergosterol em C. neoformans também ¢
regulada por um ortélogo do fator transcricional SRE1, o qual ¢ requerido para a
viruléncia desse patogeno (Chang et al., 2007; Chun et al., 2007). O mecanismo de a¢ao
de SRE1 em C. neoformans ¢ bastante similar ao descrito para S. pombe (Bien &
Espenshade, 2010). Uma vez que nossos resultados mostraram baixas quantidades de

mRNAs correspondentes a genes da via biossintética do ergosterol apds 6 h de co-
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cultivo entre C. neoformans e fagbcitos, supde-se que este periodo de interacdo nao seja
suficiente para a indugdo de genes envolvidos na sintese de ergosterol via ativagdo do
regulador SRE1. Dessa forma, sugere-se a realizagdo de uma cinética de interacdo
fungo-célula fagocitica visando melhor compreender a regulagdo trancricional de genes
da via de biossintese de ergosterol em resposta ao parasitismo intracelular de C.
neofromans.

Genes envolvidos na sintese de parede celular de C. neoformans também
apresentaram diminuicdo nos niveis de seus transcritos apos 6 h de interacdo com
ameba (Anexo 2). E postulado que a parede celular de fungos seja uma estrutura
dindmia, cuja composi¢cdo e organizagdo estrutural é regulada em resposta as alteracdes
nas condi¢des do ambiente (Klis et al., 2006). Os principais componentes da parede
celular de C. neoformans sao quitina, glucana e proteinas glicosiladas. A quitina ¢ um
polimero linear de P1,4-N-acetilglicosamina sintetizado pela enzima quitina sintase
(CHS). A desacetilagdo da chitina pela chitina desacetilase (CDA) produz quitosana, um
polimero mais soluvel e flexivel também presente na parede celular de C. neoformans
(Doering, 2009). Dos oito genes que codificam provaveis quitinas sintases encontrados
no genoma de C. neoformans, dois (Chs6 e Chs7) apresentaram diminui¢do no acimulo
de seus mRNAs apo6s 6 h da interagdo do fungo com A. castellanii. A existéncia de oito
genes Chs pode refletir o requerimento de diferentes quitinas sintases durante as varias
condi¢des em que C. neoformans ¢ submetido ao longo de seu desenvolvimento. No
crescimento vegetativo, por exemplo, o gene Chs3 parece ser o mais importante dentre
as quitinas sintases de C. neoformans, ja que este € transcrito mais abundantemente e o
isolado Chs3- ¢ o Uinico dos mutantes para os genes Chs incapaz de crescer a 37°C.
Porém, muito pouco se sabe a respeito da regulag@o transcricional de quitinas sintases
em fungos. Em P. brasiliensis, um trabalho recente mostrou que os niveis de transcri¢do
dos genes Chs4 e Chs5 podem ser alterados em resposta a osmolaridade, concentragdes
de glicose e estresse oxidativo, sugerindo uma regulagdo multifatorial desses genes
(Nifio-Vega et al., 2009).

Além da diminui¢do na expressdo dos genes Chs6 e Chs7, a interacdo entre C.
neoformans € A. castellanii resultou também na diminui¢do dos niveis dos transcritos de
mais trés genes envolvidos na sintese da parede celular: uma chitina deacetilase, a
proteina SKN1, envolvida na sintese de 3(1,6)-glicana (Gilbert et al., 2010), ¢ a enzima

B(1,3)-glicanase, que hidrolisa ligagdes p(1,3)-glicosidicas de glicanas lineares a partir
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da extremidade ndo redutora do polimero. A enzima f(1,3)- glicanase de fungos tem
como uma de suas fungdes auxiliar na degradagdo da parede celular permitindo a
separagdo das células durante o processo de divisdo celular (Martin-Cuadrado et al.,
2003). Como mostrado para S. pombe, os niveis de mRNA do gene Engl, que codifica
uma [(1,3)-glicanase, variam durante o ciclo celular, sendo seu acimulo maximo
observado minutos antes da separacdo das células durante a divisdo celular (Martin-
Cuadrado et al., 2003). Nesse sentido, a diminuicdo nos niveis de trancritos
correspondentes a 3(1,3)-glicanase observada apds internaliza¢ao de C. neoformans por
amebas pode ser reflexo de uma parada no ciclo celular em resposta a uma situagdo de

estresse.

g) Genes relacionados a viruléncia

Dentre os fatores de viruléncia cldssicos descritos para C. neoformans por
desempenharem importante fun¢do no estabelecimento da infecgdo em hospedeiro
mamifero estdo a presenca da capsula polissacaridica, a producdo de melanina e a
producdo de fosfolipases. Steenbergen et al. (2001) haviam mostrado que isolados
mutantes de C. neoformans defectivos na sintese de capsula e fosfolipase B sdo
incapazes de sobreviver no interior da ameba, sugerindo que tais fatores de viruléncia
sejam requeridos tanto para a persisténcia do fungo em animais quanto em amebas. Em
nossos experimentos, verificamos a inducdo dos genes Iscl e o gene Cap64, que
codificam respectivamente, a enzima inositol fosfoesfingolipidio-fosfolipase C e uma
proteina necessaria para a sintese da céapsula polissacaridica, em resposta a
internalizacdo do fungo por 4. castellanii (Anexo 1).

A enzima ISC1 hidrolisa esfingolipidios e desempenha importante papel para a
sobrevivéncia de C. neoformans no interior de macrofagos por proteger o fungo contra
o estresse nitrosativo e oxidativo, e contra o pH acido do ambiente do fagolisossomo.
Além disso, ISC1 ¢ crucial para a disseminacdo de C. neoformans para o sistema
nervoso central e, conseqiientemente, para o desenvolvimento de meningoencefalite
(Shea et al., 2006). O aumento de 2,2 vezes nos niveis de transcritos do gene Iscl em
resposta a fagocitose de C. neoformans por A. castellanii (Anexo 1) evidencia uma
possivel funcdo dessa enzima na sobrevivéncia do fungo no ambiente intracelular desse
fagocito, sugerindo uma convergéncia adaptativa dos mecanismos empregados por C.
neoformans para sua persisténcia no ambiente hostil do fagossomo de amebas e

macrofagos.
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Ja o gene Cap64 teve sua expressdo aumentada em aproximadamente 2,6 vezes
quando do contato de C. neoformans com amebas (Anexo 1). Embora a fun¢do precisa
de CAP64 ainda ndo tenha sido elucidada, a importancia dessa proteina na formacao da
capsula foi claramente mostrada por Chang et al. (1996). A delecdo do gene Cap64 de
C. neoformans resulta em isolados mutantes acapsulares e avirulentos, e a
complementacdo de isolados deficientes na sintese da capsula com o gene a Cap64
restaura a viruléncia em modelo murino de infeccdo pulmonar (Chang et al., 1996;
Wilder et al., 2002). Utilizando-se ferramentas de bioinformatica Moyrand et al. (2004)
identificaram seis genes homologos ao gene Cap64 no genoma de C. neoformans, os
quais foram denominados Cas3, Cas31, Cas32, Cas33, Cas34 e Cas35. Embora a
inducdo do gene Cap64 foi detectada apenas em resposta a interacdo fungo-ameba,
nossos resultados revelaram aumento de 2,9 vezes nos niveis de transcrito do gene Cas3
quando da interagdo fungo-macréfago (Anexo 3). Entretanto, experimentos de ruptura
génica mostraram que o gene Cas3 ndo ¢ essencial a formacdo da cépsula de C.
neoformans, embora esteja envolvido no processo de O-acetilagdo de moléculas de
GXM (Moyrand et al., 2004).

Outro gene de C. neoformans modulado em resposta a interagdo com A.
castellanii, e cujo papel no estabelecimento da infec¢do fungica no hospedeiro animal
foi descrito, codifica a enzima glicosilceramida sintase (GCS). A GCS catalisa a sintese
de glicosilceramida, um glicoesfingolipidio localizado principalmente na parede celular
de C. neoformans, o qual ¢ capaz de elicitar a resposta por anticorpos em pacientes com
criptococose (Rodrigues et al., 2000). Rittershaus et al. (2006) mostraram que a enzima
GCS ¢ um regulador da patogenia de C. neoformans por garantir o crescimento do
fungo em ambientes com pH neutro/alcalino e concentracdes fisiologicas de CO,, os
quais sdo tipicamente encontrados nos espacos alveolares. Entretanto, GCS ndo possui
implicagdo no crescimento em pH d&cido, assim como na sobrevivéncia de C.
neoformans no interior de macrofagos, como verificado com a utilizagio de uma
linhagem mutante para o gene Gces (Rittershaus et al., 2006). Em nossos dados do
microarranjo verificamos a diminuicdo no acumulo do transcrito Gces apoOs
internalizacdo de leveduras de C. neoformans por A. castellanii (Anexo 2), sugerindo
que, assim como mostrado para a interagdo do fungo com macréfagos, este gene parece
ndo desempenhar uma atividade crucial para a sobrevivéncia de C. neoformans no
interior de amebas. Ainda, tais resultados indicam que o ambiente intracelular de A.

castellanii apresente pH 4acido, assim como descrito para o ambiente intracelular de
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macrofagos. E embora os niveis de expressdo do gene Ges ndo tenham sofrido alteragao
significativa ap0s internalizagdo de C. neoformans por macrofagos, o gene que codifica
a enzima esfingosina N-aciltransferase, outra componente da via biossintética de
esfingolipidio, foi drasticamente diminuido em resposta a interagdo do fungo com
ambos fagocitos (Tabela 4), sugerindo a participagdo de outras enzimas desta via

metabolica na adaptacao de C. neoformans ao ambiente intracelular.

4.3.6. Avaliacao do papel do transportador de acicar CNAG_05662 na viruléncia
de C. neoformans

Os resultados obtidos com a andlise e comparagdo dos transcritomas de C.
neoformans ap0s internalizacdo por amebas e macrofagos permitiram a identificagao de
genes potencialmente relevantes para a sobrevivéncia do fungo no ambiente intracelular
de ambos fagocitos. A presumivel importancia desses genes para a adaptacdao de C.
neoformans ao ambiente inospito do fagossomo sugere um potencial papel na viruléncia
do fungo. Nesse contexto, foram selecionados alguns genes de C. neoformans
candidatos a fatores de viruléncia com base nos niveis de expressao durante a interagao
do fungo com as células hospedeiras para uma futura avaliagdo da relevancia destes no
estabelecimento da criptococose. Dentre os candidatos selecionados, um gene que
codifica uma proteina transportadora de acgticar (CNAG 05662) mostrou-se
particularmente interessante por apresentar um drastico aumento no acumulo de seu
transcrito apos C. neoformans ser fagocitado tanto por amebas (17,4 vezes) quanto por
macrofagos (16,8 vezes), conforme mostrado na tabela 4. Os resultados do microarranjo
foram validados por RT-PCR em tempo real, embora a indug¢do desse gene observada
pelo segundo método empregado foi de aproximadamente 250 e 150 vezes quando da
interacdo do fungo com amebas e macrofagos, respectivamente (ver Figura 22, Stp). A
diferenga na magnitude da variagdo da expressdo determinada pelas duas metodologias
pode ser explicada pelas diferengas de sensibilidade das técnicas, normalizagdo e analise
dos dados.

Diante desses resultados, que indicam um importante papel desse gene
envolvido no transporte de actcares para a persisténcia de C. neoformans no ambiente
intracelular, iniciamos alguns experimentos com o objetivo de investigar seu papel na

viruléncia do fungo. Para tanto, utilizamos uma linhagem mutante para esse gene obtida
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a partir da biblioteca construida por Liu et al. (2008), e disponivel no Fungal Genetic
Stock Center (www.fgsc.org) ou na ATCC (www.atcc.org). A auséncia de expressao
deste gene na linhagem mutante, denominada linhagem M1, foi confirmada por qRT-
PCR (dados ndo mostrados). Posteriormente, foi avaliado o crescimento da linhagem
mutante M1 a 37°C, ndo sendo observadas diferengas significativas quando comparado
a curva de crescimento da linhagem parental H99 (Figura 24).

A analise do papel do gene que codifica o transportador de agucar na patogénese
de C. neoformans foi realizada comparando-se o potencial virulento das linhagens M1 e
H99 em modelo de infec¢do animal. Primeiramente, foi empregado o modelo de
infeccdo descrito por Mylonakis et al. (2005), o qual utiliza a fase final larval do bicho-
da-seda (Galleria mellonella) como hospedeiro invertebrado do fungo. Para tanto,
larvas de G. mellonella foram infectadas dorsolateralmente com 10* células das
linhagens M1 ou H99 de C. meoformans. Os resultados mostraram um retardo
significativo (P<0,01) na mortalidade de G. mellonella infectadas com o mutante M1
quando comparada a infec¢do com a linhagem parental H99 (Figura 25). Visando
validar a importancia do gene para este transportador de aglicar na viruléncia de C.
neoformans, camundongos da linhagem Balb/C foram infectados intratraquealmente
com 10° células das linhagens M1 ou H99. Os resultados utilizando-se hospedeiro
mamifero confirmaram que o gene em questdo desempenha um aparente papel no
estabelecimento da infeccdo por C. neoformans, uma vez que o mutante M1 possui
viruléncia atenuada quando comparado a linhagem parental H99 (Figura 26).
Entretanto, a repeticdo do experimento utilizando-se a linhagem mutante reconstituida
faz-se necessaria para a afirmacdo, segundo Postulado de Falkow, de que esse
transportador de agticar corresponde a um fator de viruléncia do fungo C. neoformans.
Nesse sentido, a reconstituicdo de uma linhagem mutante para o gene de interesse sera
realizada em breve por nosso grupo de pesquisa, visando validar os resultados aqui

mostrados.
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Figura 24. Curva de crescimento do isolado mutante M1 e do isolado parental
H99 de C. neoformans. Leveduras de C. neoformans foram cultivadas em 100 mL de
meio YPD a 37°C sob agitagdo (150 rpm). A cada 30 min, o crescimento dos isolados
era verificado pela medicdo da variacdo da densidade optica a 600 nm (ODgg),

utilizando-se o aparelho Bioscreen C (Growth Curves, USA).
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Figura 25. Curva de sobrevivéncia de G. mellonella apés infeccio com a linhagem
mutante M1 e a linhagem parental H99 de C. neoformans. Larvas de G. mellonella
foram infectadas com 10* leveduras de C. neoformans (linhagens M1 ou H99) e o
numero de sobreviventes foi verificado diariamente. Como controle foram utilizadas
larvas ndo tratadas e larvas infectadas com PBS 1X. Diferenga estatistica significativa

de P<0,01 comparando-se as curvas obtidas para as linhagens mutante e parental.
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Figura 26. Curva de sobrevivéncia de camundongos Balb/C apoés infeccio
intratraqueal com a linhagem mutante M1 e a linhagem parental H99 de C.
neoformans. Camundongos da linhagem Balb/C foram infectados com 10° leveduras
de C. neoformans (linhagens M1 ou H99) e o numero de sobreviventes foi verificado
diariamente. Diferenca estatistica de P<0,01 comparando-se as curvas obtidas para as

linhagens mutante e parental.

Sabendo-se que a capsula € o principal fator de viruléncia descrito para C.
neoformans, € que a linhagem M1 desenvolve uma infecgdo menos severa em modelo
animal, avaliamos se o potencial hipovirulento de M1 deve-se a alguma disfun¢do na
sintese da céapsula polissacaridica. Nossos resultados mostram que embora presente, o
tamanho da cépsula do mutante M1 ¢ significantemente inferior ao tamanho da capsula
da linhagem parental H99 (Figura 27). Alguns autores haviam previamente mostrado
que mutantes acapsulares de C. neoformans apresentam viruléncia atenuada em modelo
murino de infecgdo quando comparados a cepa parental e ao mutante reconstituido
(Fromtling et al., 1982; Chang & Know-Chung, 1994). Todavia, ndo ¢ possivel afirmar
que a diferenca entre o tamanho da capsula das linhagens M1 e H99 esteja diretamente

correlacionada com a atenuagdo da viruléncia da linhagem mutante.
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Figura 27. Tamanho do corpo celular e da capsula dos isolados M1 e H99 de C.
neoformans. Para verificagdo do tamanho da capsula foi utilizado o corante India ink.
Cerca de 100 leveduras de C. neoformans foram avaliadas para cada condicdo

experimental, sendo a barra corresponde ao erro padrdo. *P<0,01

Apbs a confirmacdo do potencial hipovirulento do isolado M1 iniciamos
experimentos buscando identificar a fungdo precisa do gene depletado nessa linhagem
mutante, tendo em vista que o mesmo representa um potencial fator de viruléncia de C.
neoformans. Resultados obtidos por meio de andlises de bioinformética demonstraram
que a seqliéncia codificadora do gene em questdo inclui oito exons e sete introns, sendo
constituida de 2277 nucleotideos, dos quais 1896 correspondem a seqiiéncia do mRNA
maduro. A seqiliéncia protéica ¢ constituida por 632 residuos de aminoacidos, sendo
possivel a identificagdo de um motivo na posigdo 232 a 257 caracteristico aqueles
presentes em familias de transportadores de actcares. Andlises adicionais utilizando-se

a ferramenta BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostraram ainda que a

referida seqiiéncia de aminoacidos deste transportador de C. neoformans apresenta alta
similaridade com seqiiéncias correspondentes a transportadores de agucares de outros
microrganismos, como mostrado na tabela 6. Entretanto, a defini¢do precisa da fungdo
do gene em estudo apenas com base em andalises computacionais mostrou-se dificil, uma
vez que a seqiiéncia protéica apresenta grande similaridade com transportadores para
diversos agucares, provavelmente devido a existéncia de dominios bastante

conservados.
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Tabela 6. Analise de similaridade da seqiiéncia protéica predita para o transportador de

acicar de C. neoformans utilizando-se a ferramenta de bioinformatica BLASTp.

Numero de Descricio Organismo Similaridade -
acesso value
XP 572469 1 Trrflnsportador de Cryptococcus 999, 0.0
- acucar neoformans
XP 003197127, L ransportador de Cryptococcus gattii 99% 0.0
- acucar
XP 0023798961 Lrovavel transportador o e aavus 93% 0.0
de glicose
EFY$8052.1 Provavel transportador /. hizium acridum 93% 0.0
de glicose
EFY96595.1 Provgvel transportador Metarhizium anisopliae 93% 0.0
de glicose
XP 002143328, Lrovavel transportador i marnefei 94% le-159
- de galactose
XP 0024796281 Lrovavel ransportador o stipitatus 929% 5e-159
- de galactose
EEH20010.1 Provavgl transportador Paracogc.zdlo'ldes 939 le-156
de D-xilose brasiliensis
XP 002623405.1 Provéavel transportador Ajellon?y§§S 91% 26-156
- de galactose dermatitidis
XP_003177084.1 Lransportador de Arthroderma gypseum 95% 4e-153
- arabinose

Nesse sentido, buscando definir o actcar carreado pelo transportador em estudo,
cultivamos as linhagens M1 e H99 em diferentes fontes de carbono por 48 h. Nossos
resultados mostraram que, assim como a linhagem parental, o mutante M1 ¢ capaz de
crescer na presenga de glicose, galactose, manose, frutose, xilose € sucrose como unica
fonte de carbono. Entretanto, ndo foi observada nenhuma variacio da densidade doptica a
630 nm em decorréncia do crescimento microbiano quando a linhagem M1 foi cultivada
em manitol ou sorbitol (Figura 28). Ja a linhagem H99 ¢ capaz de metabolizar tanto
manitol quanto sorbitol, sugerindo que a mutagdo presente na linhagem M1 afeta o
transporte desses poliois. Curiosamente, o crescimento microbiano do isolado mutante
ao ser cultivado em xilose e sucrose ¢ significativamente melhor que o crescimento da
linhagem parental, indicando uma possivel compensa¢do em virtude da mutacao sofrida

em um gene envolvido no transporte de aglicares.
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Figura 28. Curva de crescimento dos isolados M1 e H99 de C. neoformans em diferentes

fontes de carbono. Leveduras de C. meoformans foram cultivadas por 48 h a 30°C e o

crescimento foi verificado pela medi¢do a cada 12 h na varia¢do da densidade optica a 630 nm

(ODs¢30).
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Visando confirmar a deficiéncia de crescimento do mutante M1 na presenga de
manitol, diferentes dilui¢des de uma cultura das linhagens H99 e M1 de C. neoformans
foram cultivadas em meio minimo s6lido contendo como unica fonte de carbono 1% de
glicose, xilose ou manitol. O resultado desse experimento, mostrado na figura 29,
corroborou os dados anteriores, ja que ndo foi possivel visualizar desenvolvimento de
colonias microbianas quando do cultivo do isolado M1 em manitol como fonte unica de
carbono. Ademais, o crescimento mais pronunciado do mutante na presenca de xilose
como Unico agicar no meio, quando comparado ao crescimento da linhagem H99,

também foi confirmado neste ensaio.

Por fim, avaliamos a especificidade do transportador de aclicar em estudo.
Anteriormente haviamos mostrado que o mesmo ¢ crucial no transporte de manitol e
sorbitol (Figura 28). Cultivando-se o isolado M1 em outros polidis como fonte unica de
carbono, pudemos concluir que o gene depletado nesse mutante estd envolvido no
transporte de polidis formados por cinco (ribitol e arabitol) e seis carbonos (manitol,
sorbitol e dulcitol), mas ndo no transporte de maltitol, o qual compreende uma molécula
de 12 carbonos (Figuras 28 e 30). Nao foi detectado crescimento microbiano de ambas
as linhagens M1 e H99 quando o fungo foi cultivado por 48 h em glicerol e xilitol como

unica fonte de carbono (dados ndo mostrados).

Glicose Xilose Manitol

Hoo [N I

® ole o

~

Ml |

L ® 0 ¢ glo 0 o o

Figura 29. Verificacdo do crescimento dos isolados M1 e H99 de C. neoformans em glicose,
xilose e manitol. Diferentes dilui¢des de uma cultura das linhagens M1 e H99 de C. neoformans
foram cultivadas em meio minimo so6lido por 48 h a 30°C. O crescimento foi verificado pela

formacao de colonias.
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Figura 30. Curva de crescimento dos isolados M1 e H99 de C. neoformans em diferentes
poliois como tnica fonte de carbono. Leveduras de C. neoformans foram cultivadas por 48 h a
30°C e o crescimento foi verificado pela medicao a cada 12 h na variagdo da densidade dptica a

630 nm (OD630).

Os indicios de que o gene depletado no mutante M1 estd envolvido no transporte
de manitol ¢ particularmente interessante uma vez que alguns trabalhos vém
correlacionando a capacidade de C. neoformans em produzir manitol com o
desenvolvimento da patogenia. A producdo de D-manitol por C. neoformans ocorre
tanto in vitro (Onishi & Suzuki, 1968) quanto in vivo, sendo possivel detectar grandes
concentragdes desse poliol no fluido cérebro-espinhal de animais infectados (Wong et
al., 1990). A sintese de grandes quantidade de D-manitol por C. neoformans parece
facilitar o desenvolvimento de meningoencefalite por aumentar a pressdo osmotica
circundante, o que pode contribuir com a formacdo de edemas cerebrais no hospedeiro
infectado (Wong et al., 1990). O papel do manitol na patogénese de C. neoformans
ficou ainda mais claro quando Chaturvedi et al. (1996a) mostraram que linhagens
mutantes ndo produtoras desse polidl sdo menos virulentas que a linhagem selvagem

parental, possivelmente por serem menos tolerantes ao estresse térmico e osmotico. Os
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mesmos autores identificaram ainda que o manitol produzido pelo fungo pode atuar
seqiiestrando intermedidrios reativos de oxigénio e, assim dificultar a acdo
antimicrobiana de células do sistema imunologico (Chaturvedi et al., 1996b). Além
disso, um trabalho recente mostrou que a presenga de manitol induz aumento no
tamanho da cépsula de C. neoformans in vitro e in vivo (Guimaraes et al., 2010), o que
poderia influenciar na viruléncia e na disseminacdo do fungo. Como proposto
anteriormente por Zaragoza et al. (2008), o aumento da capsula pode também atuar na
protecdo do fungo ao estresse oxidativo, uma vez que mutantes acapsulares sdo mais
susceptiveis a a¢do de radicais livres. Resumidamente, os dados sugerem até o momento
que o manitol pode atuar na protecdo de C. neoformans ao estresse osmotico, térmico
e/ou oxidativo, sendo um importante fator de viruléncia desse patdgeno. Assim, torna-se
compreensivel a indu¢dao do gene que codifica este transportador de aguicar no ambiente
intracelular de fagdcitos, bem como o carater hipovirulento do mutante M1 em modelos
de infec¢do animal.

Embora as vias pela qual C. neoformans sintetiza e cataboliza manitol ainda nao
tenham sido completamente desvendadas, acredita-se que essas envolvam a enzima
manitol-1-fosfato dehidrogenase (MPD). Conforme descrito para outros fungos, a
enzima MPD catalisa a interconversdo da frutose 6-fosfato em manitol 1-fosfato, o qual
¢ posteriormente defosforilado pela enzima manitol-1-fosfatase (M1Pase), gerando
manitol (Hult ez al., 1980; Jennings, 1984). Em C. neoformans, embora os substratos
preferenciais da MPD sejam frutose 6-fosfato e manitol 1-fosfato, essa enzima pode
também catalisar a interconversao entre glicose 6-fosfato e sorbitol 6-fosfato (Suvarna
et al., 2000). Apesar do papel do manitol no estabelecimento da infec¢do por C.
neoformans estar sendo continuamente revelado na literatura, ainda nao ha relatos claros
sobre a importancia das enzimas MPD e M1Pase na viruléncia desse patdgeno. Todavia,
nossos resultados de analise de expressdo génica por microarranjo mostraram um
aumento no acumulo do transcrito do gene Mpd de C. neoformans em cerca de 3,8
vezes em resposta a fagocitose por macréfagos murinos, sugerindo um potencial papel
da enzima MPD durante a interagdo do fungo com a célula hospedeira. Ademais, outros
genes envolvidos na biogénese de polidis por C. neoformans foram induzidos apds a
internalizacdo das leveduras pelos fagocitos, como sorbitol dehidrogenase, arabinitol

dehidrogenase e ribitol quinase (Anexos 1 e 3).
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4.3.7. Consideracoes finais

O entendimento dos mecanismos que permitem a adaptacdo de patdogenos
intracelulares ao ambiente indspito do interior de fagocitos mostra-se essencial para o
conhecimento dos processos pelos quais esses microrganismos estabelecem a infec¢do
em seus hospedeiros (Jenner & Young, 2005). Dentre estes mecanismo destaca-se a
reprogramagdo transcricional do patégeno em resposta a interacdo com as células
fagocitarias. Nesse sentido, comparamos a resposta transcritomica do fungo C.
neoformans recuperado do interior de macrofagos ou amebas, uma vez que ¢ sugerido
na literatura que a capacidade desse fungo em sobreviver e se replicar no fagossomo de
macrofagos ¢ conseqiiéncia de uma vantagem adaptativa selecionada no ambiente
natural de C. neoformans e que lhe confere a capacidade de sobreviver no interior de
predadores ambientais, como amebas (Steenbergen et al., 2001). A analise
transcritdmica em larga escala foi realizada utilizando-se a metodologia de microarranjo
de DNA, a qual permite a apreciagdo simultanea do acimulo de transcritos de milhares
de genes, podendo fornecer uma compreensdo global da resposta do patégeno a
interagdo com o fagocito.

Os dados descritos no presente trabalho demonstraram que 6h de interacao de C.
neoformans com a ameba A. castellanii e com macréfagos murinos resultaram na
modulacdo de 656 e 293 genes, respectivamente. De um modo geral, a internalizagdo de
C. neoformans por ambos fagocitos resulta na reprogramacgdo metabodlica do fungo,
ativando vias importantes na adaptacdo a ambientes privados de nutrientes e oxigénio.
Além disso, genes envolvidos na resposta a diferentes tipos de estresse, tais quais
estresses oxidativo/nitrossativo, térmico e osmotico, tiveram sua expressdo regulada
positivamente. Esses dados reforcam a idéia do fagossomo como um microambiente
hostil para a sobrevivéncia de patégenos, cujas principais caracteristicas sdo hipoxia,
caréncia nutricional, e presenga de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio. Em
contrapartida, genes relacionados a maquinaria de transcri¢do e traduc¢do foram, de um
modo geral, regulados negativamente pelo fungo em resposta a fagocitose, sugerindo a
repressdo desses processos em resposta a situacdes de estresse como uma possivel
forma de poupar energia enquanto as células se adaptam ao ambiente intracelular
(Brown et al. , 2007). Genes que codificam fatores de viruléncia de C. neoformans
importantes para o estabelecimento da infecgdo em hospedeiro mamifero foram
induzidos apo6s fagocitose do fungo por amebas, corroborando a hipdtese de que alguns

atributos de viruléncia de C. neoformans foram selecionados e vém sendo mantidos ao
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longo da evolug¢do. Por fim, especula-se que as diferencas observadas durante os
experimentos de cinética de internalizagcdo de C. neoformans por amebas e macrofagos
podem resultar em diferengas no perfil de modulacdo de alguns genes. Por exemplo,
uma vez que a fagocitose mediada por macréfagos ocorre muito rapidamente quando
comparada a fagocitose mediada por amebas, alguns genes de C. neoformans cuja
expressao esta sendo modulada no tempo de 6h de interacdo com A. castellanii podem
ter tido sua expressdo regulada mais precocimente em virtude do evento de
internalizacdo do fungo pelo macrofago ja ter ocorrido mais cedo. Nesse sentido,
sugerimos a relevancia da andlise da resposta transcritdmica de C. neoformans apds
outros tempos de interacdo com macrofagos e amebas.

Vale notar que, dos 293 genes de C. neoformans cuja expressdo foi modulada
em resposta a interagdo com macrdofagos, 38% também tiveram sua expressdo alterada
quando da interagdo com amebas. Partindo-se da premissa de que as diferengas nos
niveis de transcritos observadas possuam significancia bioldgica, podemos presumir que
genes de C. neoformans que apresentaram a expressdo modulada de forma similar
quando da internalizagdo por amebas e macrdéfagos sdo potencialmente importantes para
a sobrevivéncia intracelular desse patdgeno. Nesse contexto, avaliamos a importancia de
um gene, que codifica um transportador de agucar cuja expressdo foi drasticamente
aumentada quando da interagdo de C. neoformans com ambos os fagocitos. Nossos
resultados preliminares confirmam o papel desse gene, envolvido no transporte de
manitol e outros polidis, na viruléncia de C. neoformans. Ainda, outros genes
diferencialmente expressos identificados no presente trabalho estdo potencialmente
relacionados ao estabelecimento da infeccdo por este patéogeno, sendo, dessa forma,
futuros alvos de estudo.

E importante ressaltar que os dados gerados por experimentos de microarranjo
de DNA apenas indicam o acimulo de transcritos de um determinado gene em resposta
a uma dada condi¢do de estudo, devendo portanto serem interpretados com cautela. Isso
porque em eucariotos existem vdrias etapas de regulacdo da expressdo génica, que
variam desde as modificagdes na cromatina, a sintese do transcrito primario e seu
processamento, até a regulacdo da sintese protéica e as modificacdes pos-traducionais
(Lehninger et al., 2000). Dessa forma, embora os resultados aqui obtidos fornegcam uma
idéia aproximada do estado metabdlico de C. neoformans em resposta a fagocitose por
amebas e macrofagos, para alguns genes € possivel que ndo haja uma correlagdo direta

entre niveis de transcrito e niveis protéicos. Para a levedura S. cerevisiae foi mostrado,
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por exemplo, que a relacdo entre transcri¢cdo e tradu¢do nem sempre ¢ linear, podendo
variar de acordo com o processo biologico em questao (Ideker et al., 2001; Griffin et al.
2002; Beyer et al. 2004). As melhores correlagdes quanto ao acimulo de mRNAs e
proteinas foram verificadas para genes envolvidos no metabolismo e na sintese protéica,
indicando que os mesmos sdo preferencialmente regulados em nivel transcricional
(Beyer et al. 2004).

Em suma, o presente trabalho forneceu dados importantes para o melhor
entendimento dos mecanismos de origem e manuten¢do de fatores de viruléncia por
patdgenos oportunistas de vida livre. Esses estudos possibilitam ainda a defini¢do de
potenciais alvos terapéuticos e poderdo contribuir no desenho de novas estratégias para

o tratamento da criptococose.
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PERSPECTIVAS
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Como perspectivas futuras desse trabalho podemos citar:

1. Analisar os principais efeitos do farnesol na expressdo diferencial de genes

de P. brasiliensis.

2. Avaliar a acdo do farnesol no combate a PCM em modelo murino de

infecc¢ao.

3. Verificar a acdo do propranolol na formacao de biofilmes de C. albicans in

vivo em modelo murino de infecgao .

4. Verificar a acdo do propranolol na formagdo de biofilmes de outros

patogenos.

5. Analisar a resposta transcricional de C. neoformans em outros tempos de

interacdo com amebas e macrofagos.

6. Repetir os experimentos de infec¢do animal com a linhagem mutante M1 de

C. neoformans, utilizando também a linhagem mutante reconstituida.
7. Avaliar o papel de outros genes de C. neoformans cuja expressdao foi

modulada quando da interacdo do fungo com amebas e/ou macréfagos no

estabelecimento da infec¢do em hospedeiro animal.
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ANEXO 1 - Genes de C. neoformans cujo acimulo de transcrito foi aumentado apods
internalizacdo do fungo pela ameba A. castellanii.

Variaca da
Categoria Niuimero de Acesso * p-value expressio Produto do Gene
Ciclo do Gioxilato CNAG_05303 0,000610466 3,32005 Isocitrato liase
CNAG_05653 0,0169472 2,09609 Malato Sintase
Estresse Oxidativo CNAG_00575 0,000520484 4,63835 Catalase 3
CNAG_04981 7,85E-06 3,71313 Catalase A
CNAG_02147 4,15E-05 3,59838 Citocrome-c peroxidase
CNAG 02592 0,000193662 5,22607 Tioredoxina redutase GliT
CNAG_01846 0,000365123 3,11961 Flavoproteina
CNAG 05671 0,0139208 2,06446 Proteina de resisténcia a oxidagdo
Citocromo b2 / FMN-dependente citocrome
CNAG 05169 0,000136537 2,68905 ¢ oxidoredutase
Fosforilacdo Oxidativa CNAG_03517 0,00170691 2,0406 NADH dehidrogenase mitocondrial
Metabolismo de Aminoacido CNAG_03128 0,000120654 2,27524 Lincomicina ImbA
CNAG_02993 0,00149661 2,13978 Imidazoleglicerol-fosfato dehidratase
CNAG_00237 0,000170056 6,54568 3-isopropilmalato dehidratase
CNAG_05802 0,0317881 2,02098 D-aspartato oxidase
CNAG_05602 0,000329701 2,19722 1-pirrolina-5-carboxilato dehidrogenase
Metabolismo de Carboidrato CNAG_04879 1,46E-06 2,51315 Enzima desramificadora de glicogénio
CNAG_00601 0,000678516 2,35682 Glicosil hidrolase
CNAG_05077 0,00110354 2,02408 Glicosil hidrolase
CNAG 00057 0,00249878 2,90687 Frutose-bisfosfatase
CNAG_05658 9,61E-06 4,59109 L-arabinitol 4-dehidrogenase
CNAG _04744.2 0,000654842 2,8487 Manose-6-fosfato isomerase
CNAG_06190 0,0311868 2,34571 N-acetilglicosamina-6-fosfato deacetilase
CNAG 00393 4,98E-05 3,33816 Enzima de ramificagéo da 1,4-alfa-glucana
CNAG_04631 8,60E-05 4,05191 Ribitol quinase
CNAG 03067 0,000118304 3,79568 Piruvato carboxiltransferase
CNAG_06868 0,0313553 2,00456 Enolase 1
CNAG_06977.2 0,000342525 2,67457 L-arabinitol 4-dehidrogenase
CNAG_04621 2,45E-07 5,22439 Glicogénio sintase
CNAG_02599 0,0392784 2,19458 Aldolase
0,000171328 490791 Percursor da trealase
CNAG 03113 6,13E-05 4,432 Trealose sintase
CNAG_03525 5,99E-06 3,68565 Trealase
CNAG 05292 0,0086909 2,10566 Alfa,alfa-trealose-fosfate sintase
CNAG 03436 0,00127347 2,19231 Transaminase
Metabolismo de Lipidio CNAG_00834 6,26E-06 3,40458 Fosfatidilserina decarboxilase
CNAG 02892 0,00131096 2,20307 GPI manosiltransferase 3
CNAG_06759 0,00161717 3,44518 Dehidrogenase
CNAG_00984 7,62E-06 3,2289 Glicose e ribitol dehidrogenase
CNAG_03019 2,76E-05 5,87013 CoA ligase de acido graxo de cadeia longa
CNAG_06431 6,57E-06 5,64239 Acil-CoA oxidase
CNAG 03393 4,84E-06 3,56595 Acil-CoA tiolesterase
CNAG_04392 0,000982754 2,83953 Proteina de ligagao a esterol
CNAG_04238 0,000291386 2,71898 2,4-dienoil-CoA redutase
CNAG_00524 0,0241264 2,578 Acetil-Coenzyme A aciltransferase 2
CNAG_02139 4,91E-06 2,4718 Proteina de ligag@o a oxisterol
CNAG_00371 4,89E-05 2,34604 Enoil-CoA hidratase
CNAG_00554 0,000418631 2,20906 Inositol fosforilestingolipidio-fosfolipase C
CNAG 00537 6,15E-05 2,7752 Carnitina acetiltransferase
Succinil-CoA:3-cetoacido-coenzima A
CNAG 05031 0,00397178 2,04064 transferase
CNAG 00490 1,30E-05 5,09895 Acetil-CoA C-aciltransferase
CNAG_03666 0,00139759 5,08676 Acil-CoA dehidrogenase
CNAG 07747 1,13E-05 4,54934 Acil-coenzima A oxidase I
CNAG_02562 7,88E-06 4,19328 Acil-Coenzima A dehidrogenase
CNAG 02045 0,000716591 3,65055 Acetoacil-CoA sintetase
CNAG 05721.2 0,000238056 3,16504 Peroxissomal hidratase-dehidrogenase-
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Metabolismo de Nitrogénio

Metabolismo Secundario

Outro

CNAG_01116
CNAG_03555
CNAG_04308
CNAG_02834
CNAG_01671
CNAG_00499
CNAG_06783
CNAG_02815
CNAG_05860
CNAG_06628
CNAG_06251
CNAG_06551
CNAG_00710
CNAG_03243
CNAG_05644
CNAG_06169
CNAG_06873
CNAG_06623
CNAG_04815
CNAG_02282
CNAG_00638
CNAG_03232
CNAG_00130
CNAG_03759
CNAG_02295
CNAG_06494
CNAG_05310

CNAG_03729
CNAG_02006
CNAG_03794
CNAG 02751
CNAG 03771
CNAG_02298
CNAG 01794
CNAG_07765
CNAG_00745
CNAG_06220
CNAG_03519
CNAG_04188

CNAG_00500
CNAG_06576
CNAG_01252
CNAG_04096

CNAG_05549
CNAG_00466
CNAG_00923
CNAG_02165
CNAG_02000
CNAG_02335
CNAG_00403
CNAG_01540
CNAG_06399
CNAG_04108
CNAG_06074
CNAG_06232
CNAG_05889
CNAG_07625
CNAG 02674

0,0001426
0,00033875
0,00999522
0,00173536
0,00873689
0,00383187
0,00982405

3,18E-06
0,00187865
0,000278041

0,0282662
0,00014847
0,00311582

9,00E-05
0,00287507
0,000437468
0,0286634
0,020747
0,000382811
0,00628449
0,000301859
0,00136534
6,68E-05
0,00043251
1,11E-06
8,31E-05
0,00012115

9,03E-05
0,000203607
6,19E-06
3,57E-05
3,54E-06
0,000859447
0,00269011
0,000906904
0,00185734
8,78E-05
0,0289536
0,00192116
0,0329078
0,000684417
0,000245904
0,000164882
0,002713
0,00158031
0,00095165
0,00480855
0,00835961
5,40E-05
0,0054527
0,00107181
0,000630868
0,0143437
0,000768922
0,000693567
0,00102321
9,34E-08
0,0127154
0,00467896
0,00163776

3,06954
2,49091
2,32894
2,20587
2,12004
2,10977
2,07159
2,30824
2,09731
2,74167
2,16432
4,5781
2,92601
3,40319
2,16675
3,29424
3,15452
2,52692
2,31854
2,00433
3,2758
2,03696
3,21444
5,73768
4,64925
4,53906
4,46241

3,91647
3,20689
3,13723
3,09297
2,83837
2,78276
2,68166
2,67708
2,58257
2,36958
2,31873
2,31615
2,08285
2,01259
2,38555
3,08677
2,09515
2,0117
2,13907
2,10482
2,55906
2,54274
2,36741
2,26727
2,21176
2,16453
2,14808
2,12568
2,08764
2,07662
2,06832
2,05702
2,05302

epimerase

Beta-cetoacil redutase
Acilglicerona-fosfato redutase
3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase
UDP-glicose:esterol glicosiltransferase
Acetil/propionil CoA carboxilase
Carnitina/acil carnitina carreador
Enoil redutase
Glicerol-3-fosfato dehidrogenase
Esterol O-aciltransferase
Aldeido dehidrogenase
Serina/Treonina fosfatase
Carnitina O-acetiltransferase
Glutamina sintetase
2-nitropropano dioxigenase
2-nitropropano dioxigenase
(R,R)-butanodiol dehidrogenase
5-oxoprolinase
Mio-inositol oxigenase
Proteina envolvida na citocinese
Carboxipeptidase A4
GTPase
Lactamase B
CAMK/CAMKI1 proteina quinase
Proteina 6 especifica da conidiagdo
Fosfotransferase
Proteina com dominio tiorredoxina

Nipsnap proteina
Proteina de ligagao a sequencia alvo do
peroxissomo

Deamidase
Proteina do reticulo endoplasmatico
Dehidrogenase
Proteina Ncpl de ligagdo ao DNA
Proteina da membrana vacuolar
2-hidroxiacido dehidrogenase
Proteina bli-3
Outra/HAL proteina quinase
Alergeno
Proteina citoplasmatica
O-metiltransferase
SXI2
PP2Cp proteina fosfatase
Alergeno
Tiosulfato sulfurtransferase
Racemase
CAP64
CMGC/CDK proteina quinase
Adaptina
Proteina de membrana
Proteina citoplasmatica
Dehidrogenase
Proteina UPF0364
Proteina mitocondrial
Dehidrogenase
Proteina com dominio SH#
Quinase
Proteina citoplasmatica
TFC7
Proteina SH3YL1
Proteina da membrana plasmatica
dJ347H13.4
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Processo Oxidacao/Reducio

Proteina Peroxissomal

Reparo de DNA

Transcricao/Traducio

Transporte

CNAG_05097
CNAG_03100
CNAG_02568
CNAG_02943
CNAG_04103
CNAG_03236
CNAG_02444
CNAG_05229
CNAG_04735
CNAG_01702
CNAG_07862
CNAG_01257
CNAG_05299
CNAG_01102
CNAG_04415
CNAG_02939
CNAG_02728
CNAG_01926
CNAG_02096
CNAG_04324
CNAG_00171
CNAG_05468
CNAG_03213

CNAG_04345
CNAG_04359
CNAG_05290
CNAG_03345
CNAG_06267
CNAG_05431
CNAG_03563
CNAG_02288
CNAG_00869
CNAG_04142
CNAG_01384
CNAG_00284
CNAG_04632
CNAG_02764
CNAG_02355
CNAG_07368
CNAG_04098
CNAG_00531
CNAG_03565
CNAG_05616
CNAG_05929
CNAG_01690
CNAG_06290
CNAG_07641
CNAG_05914
CNAG_07874
CNAG_05662
CNAG_02733
CNAG_01936
CNAG_03772
CNAG_03910
CNAG_04795
CNAG_01742
CNAG_07367
CNAG_00597
CNAG_05685
CNAG_04758

CNAG 01232.

0,00175191
0,00437699
1,64E-05
0,00288759
0,00120062
0,0268932
0,000511863
1,50E-06
0,0167886
8,85E-07
8,06E-06
0,00235276
0,000313627
6,76E-05
0,0035897
0,00317801
0,0115602
0,000114549
0,000136223
0,0275087
0,00173406
0,012355
5,13E-07

0,000560826
5,08E-05
0,0481456
0,00113808
1,84E-06
7,92E-05
0,00150918
8,65E-06
1,69E-06
0,000269583
5,58E-06
0,000564434
0,00197619
6,01E-05
0,000127573
0,0242273
0,0177936
6,72E-08
4,42E-07
0,000246196
0,000350612
0,000493515
0,000136305
5,30E-07
0,00231023
0,00131276
2,31E-07
1,71E-05
0,00386505
1,71E-05
6,77E-07
0,000288945
0,00178248
0,00284469
1,23E-05
0,000276745
0,000293247
0,00173962

2,05025
2,04373
2,03762
2,02573
2,02542
2,01994
2,57594
5,47933
2,14194
11,4333
3,94316
2,16239
3,16418
2,69684
2,04908
2,01597
2,27902
2,71449
2,00305
2,0353

2,17066
2,08199
2,72419

2,59053
2,45035
2,1349
2,12449
4,92199
2,35788
2,02203
2,68543
9,18377
4,06551
8,88579
5,29626
3,02186
2,98599
2,6483
2,45839
2,09019
5,12058
4,00889
2,30503
2,95817
3,79863
2,44559
2,30379
2,04672
20,5012
17,4444
7,06364
6,84072
6,70411
6,64142
2,26578
3,15867
2,42433
2,02331
3,44863
2,41737
2,39953

Proteina citoplasmatica
Proteina citoplasmatica
Proteina com dominio UBA/TS-N
Proteina citoplasmatica
Proteina com dominio DUF895
Proteina homologa 8 AMME sindrome
Proteina UPF0103
Proteina da familia estomatina
Metaloproteinase elastinolitica extracelular
Proteina integral de membrana
Fumarato redutase
Aldo-ceto redutase
Oxidoredutase
Oxidoredutase
Oxidoredutase
Proteina peroxissomal Pex3p
Proteina peroxissomal pex13
Proteina peroxissomal pex5
Proteina peroxissomal pex16
Proteina Atg22B-1p
Proteina peroxissomal
DNA-(apurinica ou apirimidinica) liase
UV-endonuclease UVE-1

Fator transcricional especifico da RNA
polimerase 11

Proteina prib
Cofator transcricional
Proteina SSD1
Proteina Rdsl
Fator transcricional PacC
Aspartato-tRNA ligase
Transportador succinato:fumarato antiporter
Transportador ABC
Transportador de tartrato
bodown198
Proteina de efluxo
Uracil permease
Proteina adrenoleucodistrofia
Transportador de UDP-N-acetilglicosamina
Canal de calcio
Transportador de xenobioticos - ATPase
ENA P-type ATPase 1
Exportador de hidrogenio- ATPase
Transportador ABC
MFS maltose permease MalP
Transportador MFS
Transportador de aguicar
Transportador de monosacarideo
MFS maltose permease MalP
Transportador de aguicar
Transportador de aguicar
Transportador de monosacarideo
Transportador de aguicar
Trasnportador de glicose
Transportador D-xilose-proton simporter
Transportador de adenina
Canal de agua
Transportador de aminoacido
Transportador de aminoacido
Transportador de aminoacido neutro
Transportador de amonia
Transportador de calcio- ATPase
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Ubiquitinacio

Via das Pentose Fosfato

Proteina Hipotética

CNAG_00749
CNAG_03051
CNAG_04276
CNAG_03060
CNAG_02527
CNAG_05994
CNAG_00003
CNAG_05896
CNAG_01732
CNAG_02214
CNAG_04668
CNAG_04724
CNAG_00827
CNAG_02230
CNAG_00844
CNAG_07869
CNAG_03068
CNAG_05430
CNAG_02347
CNAG_04837
CNAG_03692
CNAG_00129
CNAG_04585
CNAG_02591
CNAG_04663
CNAG_01354
CNAG_03873
CNAG_00542
CNAG_03394
CNAG_02694
CNAG_01925
CNAG_04163
CNAG_02129
CNAG_01417
CNAG_03495
CNAG_02102
CNAG_00559
CNAG_05508
CNAG_00522
CNAG_04185
CNAG_05309
CNAG_00052
CNAG_05161
CNAG_02405
CNAG_00961
CNAG_05449
CNAG_00871
CNAG_06238
CNAG_05130
CNAG_04675
CNAG_01419
CNAG_06532
CNAG_02978
CNAG_01031
CNAG_00848
CNAG_01082
CNAG_01847
CNAG_06233
CNAG_00091
CNAG_00306
CNAG_03425
CNAG_03082

0,000330376
1,25E-06
0,0123845
1,07E-07
0,00010829
0,00679695
0,0379744
0,0105548
1,05E-05
0,0154259
0,00494819
0,000177319
0,0234927
0,000331045
0,00610033
0,00395521
0,000122451
5,67E-07
0,00023042
6,71E-06
3,98E-07
2,16E-05
0,000160756
3,95E-06
7,04E-05
7,48E-05
5,34E-05
3,40E-05
9,78E-06
0,00069985
3,13E-06
9,30E-06
0,000115764
0,000324077
6,69E-05
0,0294522
0,000137306
0,00805239
1,22E-05
0,000159698
2,02E-05
1,23E-06
0,000767847
5,31E-05
0,000228944
2,32E-05
0,000470255
0,000209149
0,000515467
0,000312242
0,000922921
0,000143712
0,00170345
0,000317717
0,000282833
4,62E-05
0,00031019
0,0113149
3,70E-05
0,000256238
0,00193166
4,28E-05

4,50067
3,38077
2,0176
6,03422
2,41855
2,30937
2,27497
2,82669
2,50643
2,31002
2,09943
2,01822
3,00641
2,71872
31,2176
24,5501
9,56139
8,71464
7,71169
7,15172
5,22475
5,03713
4,90267
4,70709
4,52665
4,42214
4,27881
4,23335
4,22103
4,11009
4,10947
4,05104
3,97405
3,96613
3,954
3,79045
3,79036
3,77346
3,72809
3,65504
3,63044
3,61369
3,54407
3,51154
3,51059
3,4937
3,48129
3,37153
3,37024
3,33447
3,33087
3,21981
3,17452
3,17006
3,1508
3,06121
3,06055
3,01821
2,97804
2,91647
2,90318
2,90137

Transportador de enxofre alternativo
Transportador de poliamina
Citosina-purina permease
Transportador MDR
Transportador MDR
Transportador MDR
Transportador MDR
Uba2
NPL4
Enzima de conjugacdo da ubiquitina
E2 enzima de conjugacdo da ubiquitina
Proteina Ube3c
Ribose 5-fosfato isomerase
Fosfocetolase
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CNAG_07512
CNAG_03719
CNAG_04106
CNAG_04885
CNAG_07813
CNAG_06583
CNAG_04394
CNAG_00079
CNAG_02362
CNAG_07308
CNAG_05784
CNAG_01052
CNAG_07631
CNAG_02942
CNAG_06355
CNAG_03046
CNAG_06877
CNAG_03059
CNAG_01751
CNAG_04361
CNAG_02595
CNAG_02593
CNAG_02423
CNAG_04937
CNAG_07777
CNAG_02026
CNAG_07659
CNAG_00093
CNAG_02044
CNAG_01387
CNAG_04789
CNAG_05482
CNAG_04353
CNAG_03114
CNAG_00595
CNAG_02757
CNAG_03561
CNAG_03705
CNAG_04901
CNAG_00555
CNAG_02047
CNAG_05383
CNAG_00766
CNAG_00765
CNAG_06493
CNAG_03727
CNAG_05939
CNAG_03881
CNAG_06109
CNAG_05339
CNAG_03679
CNAG_01892
CNAG_03408
CNAG_00995
CNAG_03595
CNAG_06453
CNAG_01753
CNAG_02146
CNAG_03667
CNAG_02398
CNAG_00756
CNAG 03872

0,000240509
0,00573449
6,09E-07
0,0423974
0,0321048
0,000178131
0,00295206
0,000172574
6,87E-05
3,26E-05
0,000171094
0,000121223
0,000887002
7,78E-06
4,69E-05
0,000238592
0,000239642
0,000497704
0,000107808
1,62E-05
0,00673302
0,000127253
0,000228777
5,19E-05
0,0462592
0,042751
0,0438406
0,00930787
0,00982139
4,86E-05
0,00324083
0,000113239
0,000257922
0,00414193
0,00108203
0,000879458
7,92E-05
0,00918168
0,0101644
0,00338116
0,0026923
0,00885372
4,62E-06
0,0114651
0,00113771
0,00449105
0,000855718
0,000190813
2,51E-05
0,0116159
0,00179002
0,000181275
1,50E-05
0,000270227
0,000245959
0,001583
0,000406698
0,0106326
0,000220072
5,56E-05
0,0104219
0,00350764

2,88777
2,88752
2,8102
2,80732
2,79109
2,76876
2,75153
2,74434
2,74084
2,70691
2,67849
2,67104
2,66615
2,66037
2,65531
2,64275
2,64012
2,63398
2,63338
2,60014
2,58029
2,57649
2,57478
2,52338
2,49779
2,49749
2,4733
2,40346
2,3962
2,39258
2,38094
2,37133
2,37076
2,35028
2,33983
2,33631
2,33456
2,32415
2,31596
2,31196
2,30115
2,29353
2,29265
2,287
2,27932
2,26653
2,26348
2,26169
2,26084
2,25311
2,24876
2,23841
2,23787
2,22924
2,21447
2,20403
2,20122
2,19541
2,18953
2,18581
2,17695
2,17439
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CNAG_07541 0,00493361 2,17265 e

CNAG_03178 0,0022565 2,16793 e
CNAG_01010 0,0139943 2,15643 e
CNAG_06396 0,0232856 2,15314 e
CNAG_05466 0,0302886 2,14873 e
CNAG_02655 0,000155153 2,14473 e
CNAG_02351 0,00236168 2,14243
CNAG_04412 1,75E-05 2,12592 e
CNAG_00497 0,000147951 2,11658 e
CNAG_06918 0,0444964 2,11153 e
CNAG_05410 0,000536892 2,10176 e
CNAG_06791 0,000899306 2,058 e
CNAG_07542 0,000855546 2,08124 e
CNAG_07775 0,00112943 2,07361 e
CNAG_00374 0,00113131 2,07294¢ e
CNAG_04459 0,00332924 2,07193
CNAG_01011 0,002369 2,05885 e
CNAG_05178 0,00138308 2,05042 e
CNAG_05639 0,00171479 2,03280 e
CNAG_07912 0,0119823 2,01817 e
CNAG_02877 0,000119003 2,002 e
CNAG_07661 0,00432955 2,00897 e
CNAG 00315 0,00120539 2,00838

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii realizado
pelo Broad Institute (http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans)
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ANEXO 2 - Genes de C. neoformans cujo acimulo de transcrito foi diminuido apods
internalizacdo do fungo pela ameba A. castellanii.

Variacao da

Categoria Niumero de Acesso * p-value Expressao Produto do Gene
Biossintese de ergosterol CNAG_00854 0,00220454 -2,31973 C-8 esterol isomerase
CNAG_00040 0,000484401 -2,56624 Lanosterol 14 alfa-demetilase
CNAG 04687 0,00212764 -2,82949 Estearoil-CoA 9-desaturase
CNAG 06644 0,000273909 -2,96076 C-22 esterol desaturase
CNAG_06829 4,45E-05 -3,34867 Esqualeno monooxigenase
CNAG 00519 3,49E-06 -3,97719 C-5 esterol desaturase
CNAG 01737 5,35E-05 -5,10666 C-4 metill esterol oxidase
CNAG_05842 3,24E-05 -2,30706 Citocromo P450
Fosforilacdo Oxidativa CNAG_04000 0,0101756 -2,45956 Citocromo ¢ oxidase COX11
CNAG_04313 0,000176193 -2,47421 NADPH dehidrogenase 2
CNAG_05626 0,000184796 -3,39215 h-scol
CNAG 00162 0,000713511 -6,48446 Oxidase alternativa
Estresse oxidativo CNAG_01464 0,000535206 -3,22744 Flavohemoglobina
Metabolismo de aminoacido CNAG 05676 0,000200462 -3,30706 Tirosina aminotransferase
CNAG 05755 0,000168726 -2,51315 Glutationa S-transferase 6
Metabolismo de carboidrato CNAG 06052 0,000332768 -2,11506 Galactose-1-fosfato uridililtransferase
CNAG_01940 0,0129353 -2,12787 Alfa-amilase A
CNAG_06050 0,00813017 -2,8211 Uge2p
CNAG 06924 2,35E-05 -2,9659 Beta-frutofuranosidase
CNAG_06638 0,000499208 -3,10175 Malato dehidrogenase
CNAG 04659 1,38E-06 -3,97919 Piruvato decarboxilase
CNAG 05695 7,36E-06 -2,47046 Glucosamina 6-fosfato N-acetiltransferase
CNAG_00407 7,76E-05 -2,14987 Glioxal oxidase
CNAG_03226 7,73E-05 -2,29559 Succinato dehidrogenase
Metabolismo de lipidio CNAG_06922 0,00820362 -2,0771 Proteina anon-23 Da
CNAG 05583 0,00197023 -2,15532 Glucosilceramida sintase
CNAG_02087 9,30E-06 -7,58831 Esfingosina N-aciltransferase
CNAG 03822 0,00240778 -3,07453 Tafazzin exon 5 ¢ exon 9
Metabolismo de nitrogénio CNAG_01231 0,00041336 -3,88312 Arginase
Metabolismo secundario CNAG_03311 0,0243414 -2,22329 Hidroximetilglutaril-CoA sintase
CNAG_00590 0,00103138 -2,24817 4-amino-4-deoxicorismato sintase
CNAG_02870 0,00653757 -2,51297 Tetrahidrofolilpoliglutamato sintase
CNAG 01539 7,66E-06 -2,58216 Inositol-3-fosfato sintase
2,4-diclorofenoxiacetato alfa-cetoglutarato
CNAG_04417 0,00238021 -2,58554 dioxigenase
CNAG_02896 0,0025516 -2,59425 Hidroximetilglutaril-CoA sintase
CNAG_02181 0,000233298 -2,78777 Dihidrocaempferol 4-redutase
CNAG_02542 0,000216341 -2,41848 Frutosamina quinase
CNAG_01542 0,000135902 -2,11763 Taurina catabolismo dioxigenase TauD
Outros CNAG 03806 0,000126316 -2,01364 Aciltransferase
CNAG_03124 0,0110875 -2,14287 Proteina com dominio WD repetitivo
CNAG_03589 0,0089481 -2,17043 Adrenodoxina-type ferredoxina
CNAG_06649 0,000866838 -2,21614 Haloacido dehalogenase
CNAG_03302 0,0220466 -2,22074 Proteina citoplasmatica
CNAG 05109 3,49E-05 -2,25363 Proteina com dominio CBS and PB1
CNAG_02264 8,16E-06 -2,25762 AFG1- ATPase
CNAG_06082 0,0114974 -2,44566 Antigeno de hipersensibilidade tardia
CNAG_03079 2,41E-06 -2,78897 Proteina CAB2
CNAG_01298 3,08E-05 -2,85907 Hidrolase
CNAG 00259 0,0052244 -3,02969 Proteina bud site selection
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Parede celular

Processo oxidaciao/reducio

Replicagdo

Transcricao/Traducio

CNAG_05968
CNAG 02122
CNAG 01379
CNAG 01310
CNAG_05672
CNAG_02286
CNAG_06295
CNAG 01914
CNAG_06698
CNAG 07735
CNAG_00486
CNAG_05239
CNAG_04757
CNAG_03964
CNAG_03695
CNAG_05370
CNAG_00453
CNAG 02011
CNAG_04899
CNAG 04514

CNAG_00179
CNAG_00727
CNAG_01239
CNAG_06835
CNAG_06336
CNAG_06487
CNAG 02217
CNAG 04521
CNAG_05875
CNAG_06081
CNAG_00413
CNAG_00541
CNAG_04085
CNAG_01939
CNAG_02460
CNAG_02577
CNAG_00876
CNAG_06554
CNAG_07782
CNAG_05145
CNAG_02583
CNAG_05085
CNAG_04072
CNAG_04571
CNAG_07535
CNAG_03634

CNAG_03001
CNAG_06441
CNAG_05920
CNAG_06495

CNAG_00793
CNAG_01141
CNAG_02936

0,0052236
0,00664836
0,00169513
0,00135276
0,00113497
0,00979569

0,0471026

0,0051638

1,19E-05

0,0066927

0,000904896
0,00129774
1,82E-05
0,00131172
0,00448334
1,03E-05
5,51E-05
7,01E-05

0,0305125

0,000227332

0,00997069
0,000683352
3,70E-05
0,00212224
0,000601657
0,0387532
0,00134202
0,00879234
0,000797144
1,55E-06
6,97E-06
7,26E-05
7,84E-05
6,15E-07
4,78E-06
8,51E-06
0,000597734
0,00112391
0,000536655
0,0157926
0,00819014
0,0318142
0,0255046
0,00121114
0,000883274
0,0398437

0,00586523
0,000650576
0,000232476

0,00205972

0,000154614
0,0355563
0,00231689

-3,15465
-2,009
-2,03348
-2,03371
-2,05028
-2,14743
-2,14865
-2,15316
-2,17279
-2,96598
-3,2135
-3,30685
-3,6245
-3,65258
-4,03877
-4,69223
-5,03991
-2,45357
-2,11659
-2,20017

-2,72609
-2,04875
-2,06701
-2,12221
-2,13151
-2,32409
-2,56894
-2,16539
-2,25301
-3,35611
-3,37838
-3,47134
-4,76438
-5,14025
-5,20368
-5,33935
-2,39397
-2,05885
-2,14219
-2,03212
-2,51264
-2,20007
-2,0384
-2,09541
-2,10052
-2,10097

-2,21847
-2,05407
-2,05457
-2,00016

-2,01068
-2,0284
-2,12962

Cdc42
Proteina mitocondrial
Proteina UPF0390
Proteina nucleolar
Proteina nucleolar
Proteina citoplasmatica
Proteina citoplasmatica
Proteina mitocondrial
Fosfatase
Proteina de interagdo daxx MSP58/p78
Proteina mitocondrial
Proteina citoplasmatica
Proteina mitocondrial
Proteina da familia zinc knuckle
Cas4lp
Proteina integral de membrana
Proteina mitocondrial
Enzima com dominio PQQ repetitivo
Proteina citoplasmatica

Proteina quinase CMGC/MAPK/ERK
Subunidade alfa da proteina heterotrimerica
G

Proteina mitocondrial
Chitina deacetilase
Glicosidase
Glucana 1,3 beta-glicosidase
Chitin sintase 6
Chitina sintase 7
Oxidoredutase
Citocromo ¢ heme liase
Glucose oxidase
Proteina nuclear
Dimetilanilina monooxigenase
Oxidoredutase
fmHP
Coproporfirinogeno oxidase
Oxidoredutase
Redutase quelante de ferro
FAD dependente oxidoredutase
Oxidoredutase
DNA helicase
Proteina Trmt11
Deoxihipusina hidroxilase
Proteina da subunidade ribossomal maior
rRNA (adenina-N6,N6-)-dimetiltransferase
Proteina ribossomal mitocondrial s24

Subunidade alfa da RNA polimerase I
Proteina de ligagdo ao transcrito primario da
rRNA

Isoleucil-tRNA sintetase
tRNA especifico adenosina deaminase

Ribonuclease H
Polipeptideo de 24 Kda da RNA polymerase
II dependente de DNA

3'-5'-exoribonuclease

3'-5' exoribonuclease

153



CNAG 04513
CNAG_01788
CNAG_04387
CNAG_05597
CNAG_02672
CNAG_00147
CNAG_05485
CNAG_00706
CNAG_06446
CNAG_02166

CNAG_0757

CNAG_02090
CNAG_06774
CNAG_01296

CNAG_00603
CNAG_03246
CNAG_03636
CNAG_03129

CNAG_05392
CNAG_03205
CNAG_03902
CNAG_07609
CNAG_01179
CNAG_03521

CNAG_06756
CNAG_01810
CNAG_00292
CNAG_01236
CNAG_03986
CNAG_04298
CNAG_07466

CNAG_01345
CNAG_02382
CNAG_03953
CNAG_00449
CNAG_07864
CNAG_07657
CNAG_02162
CNAG_01432
CNAG_03789
CNAG_04044
CNAG_00775
CNAG_01687
CNAG_07413
CNAG_02960
CNAG_02185
CNAG_03300
CNAG_01812
CNAG_05004
CNAG_06468
CNAG_03603
CNAG_06589

0,00104947
0,00187954
0,00224432
0,0133099
0,00335148
0,000236167
0,0108622
0,0156515
0,000994339
0,00828741
0,0121023

0,00935668
0,00362604
0,00416309

0,00187667

0,00159689

0,00139515
9,69E-05

0,000773591
0,00993519
0,000660164
0,00124454
0,00660727
4,01E-05

6,14E-05
0,00458911
0,0023273
0,0122198
0,00145119
0,0203282
0,00258837

0,000720187
0,0196089
0,00137875
0,00783719
0,0047612
0,0262745
0,00765439
0,00403944
0,0225031
0,00202825
0,0448084
0,00434552
0,00415551
0,000259546
0,00837758
0,00361336
0,00721867
0,0226063
0,0143881
0,00820064
8,34E-05

-2,13376
-2,15357
-2,15415
-2,15993
-2,20982
-2,23502
-2,25053
-2,32168
-2,46202
-2,5052
-2,62746

-2,6347
-2,66686
-2,69059

-2,73816
-2,76791
-3,27325
-3,31053

-3,33577
-3,33787
-3,37318
-3,37582
-3,50448
-3,72446

-3,82185
-4,06344
-2,0004
-2,05048
-2,09123
-2,18906
-2,22537

-2,24279
-2,25852
-2,26128
-2,32443
-2,33254
-2,36746
-2,40181
-2,42964
-2,45118
-2,47172
-2,49547
-2,52106
-2,52648
-2,53934
-2,55554
-2,57986
-2,58048
-2,67862
-2,69118
-2,75089
-3,04049

RNA polimerase dependente de DNA
tRNA guanililtransferase
Fator de splicing de pre-mRNA
Fator FAP7 de ativagdo de POS9
Proteina de ligagdo ao RNA
Fator de splicing Prp8
tRNA metiltransferase subunidade Cpd1
Proteina de ligagdo ao RNA rnp24
Supressor de splicing mitocondrial
Subunidade maior da RNA polimerase II

Fator transcricional de elongagdo da pol II
Subunidade alfa-2 da proteina de ligagdo ao
nucleotideo guanina

tRNA (guanina-N7-)-metiltransferase

Fator de transcri¢gdo da RNA polimerase I
Proteina PNO1 de processamento do pre-
rRNA

RNA-3'-fosfato ciclase
RNA polimerase dependente de DNA

Fator de transcrigdo iiia
Fator de transcrigdo especifico da RNA
polimerase 11

RNA helicase ROK1 dependente de ATP
Proteina regulatoria da transcri¢ao
RNA helicase dependente de ATP

RPA42

Subunidade menor da RNA polimerase IIT
Proteina ESF2 de processamento do pre-
rRNA

RNA polimerase I dependente de DNA
Proteina ZPR1 com dominio dedo-de-zinco
Ebp2p
Proteina NAM9
AD24

Proteina com dominio WD repetitivo
Proteina mitocondrial ribossomal da
subunidade S2

Proteina BRX1 de biogénese do ribossomo
Proteina da familia SUAS5/yciO/yrdC
Proteina art-4
Ribonucleoproteina IMP3
Proteina 4 do complexo nucleolar
ORF 111 do cromossomo 14
Proteina com dominio WD repetitivo
ORF 33 do cromossomo 1
Proteina U3 snoRNP
Proteina com dominio trp-asp repetitivo
Proteina quinase atipica/RIO
Proteina nucleolar de ligagdo ao GTP
MipD
Proteina nuclear
Proteina RRP1B
Proteina RLP24 de biogénese do ribossomo
Proteina LepA de ligagdo ao GTP
Proteina nucleolar 1 de ligagdo a GTP
RNA helicase HAS1 dependente de ATP
Endorribonuclease L-PSP
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CNAG 06363 0,000978854 -3,24752 Proteina nucleolar

CNAG_01791 0,00152218 -3,44965 Proteina coiled-coil
Transporte CNAG_03101 0,000498993 -2,18668 Proteina de efluxo EncT
CNAG_01003 0,000311006 -2,20529 Transportador de electron
Transportadorsimporte de sodio:fosfato
CNAG_05075 0,0452857 -2,22692 inorganico
CNAG 02539 0,00431376 -2,24107 Transportador de aminoacido
CNAG 07917 0,0121579 -2,24493 Transportador uracil FurD
CNAG_07799 0,000730043 -2,35743 Transportador ABC
CNAG 04210 2,21E-05 -2,3879 Transportador de agtcar
CNAG_04712 2,61E-05 -2,56291 Transportador de acido dicarboxilico
CNAG_06610 0,000642663 -2,57432 Transportador MSF
CNAG 03713 0,000595369 -2,57971 Proteina de efluxo EncT
CNAG_06034 0,000136963 -2,77689 Alantoina permease
CNAG 03426 0,000375495 -2,94678 Transportador de GDP-manose
CNAG_06119 0,000392572 -3,37743 Transportador de espermina
CNAG 01288 0,000664348 -3,53547 Proteina mitocondrial carreador rim2
CNAG 00539 8,24E-06 -3,69448 Proteina transmembrénica
CNAG_07695 4,44E-05 -3,72641 Transportador de gama-acido aminobutirico
CNAG 03438 4,57E-05 -3,94741 Transportador de hexose
CNAG_02104 0,000169598 -4,14466 Transportador de fosfatidilinositol
0,00174064 -4,4277 Transportador de hexose
CNAG_00895 0,00199728 -4,53653 Transportador de zinco
CNAG 01946 0,000619793 -4,59667 Alantoato permease
CNAG_02361 0,000346243 -4,90012 Transportador transmembrana Lizlp
CNAG_04794 5,06E-06 -5,40549 Transportador de espermina
CNAG 03140 2,79E-06 -6,42825 Transportador de agtcar
CNAG_06537 0,00577483 -2,1689 Transportador de acido monocarboxilico
CNAG 07387 6,30E-05 -2,04064 Transportador de ferro/sideroforo Str3
Ubiquitinacio CNAG_01279 0,00290532 -2,10615 Enzima de conjugagdo da ubiquitina E2S
CNAG_00928 0,0419505 -2,80835 Peptidase
Proteina hipotética CNAG_04998 0,0418074 -2,0117 e
CNAG_06245 0,014106 -2,01182 e
CNAG_01718 0,00231561 -2,01279 e
CNAG_02952 0,000391274 -2,0135%9 T
CNAG_04237 0,00608204 -2,01431 e
CNAG_01950 9,20E-05 -2,02548 e
CNAG_05438 0,00364577 -2,0311s e
CNAG_06005 0,00176823 -2,03192 e
CNAG_02025 0,0018318 -2,03291 e
CNAG_03952 0,0115786 -2,04036 e
CNAG_04292 0,0263063 -2,04036 e
CNAG_03857 0,00183331 -2,04111 e
CNAG_03233 0,0144108 -2,04372 e
CNAG_02515 0,00121691 -2,04487 e
CNAG_07518 0,0213306 -2,04521 e
CNAG_02791 7,47E-05 -2,0572 e
CNAG_00349 0,00552052 -2,05716 e
CNAG_02299 4,33E-05 -2,0617 e
CNAG_03878 0,00470049 -2,06434 e
CNAG_00195 0,00396017 -2,06644 e
CNAG_04646 0,00446608 -2,07006 e
CNAG_00941 1,17E-05 -2,07216 e
CNAG_00444 0,00032162 -2,0723 e
CNAG_00157 0,00245664 -2,0725¢9 e
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CNAG_00844
CNAG_01796
CNAG 01132
CNAG_06916
CNAG_02105
CNAG_07884
CNAG_03227
CNAG_02220
CNAG_05032
CNAG 01757
CNAG_03951
CNAG_02190
CNAG_00456
CNAG_03954
CNAG 02145
CNAG_00513
CNAG_06319
CNAG_03230
CNAG_00577
CNAG_07758
CNAG_04037
CNAG_06520
CNAG_05530
CNAG_07594
CNAG_02386
CNAG 01367
CNAG_02454
CNAG_00628
CNAG_02520
CNAG_05698
CNAG_03098
CNAG_05888
CNAG_07568
CNAG 04817
CNAG_04395
CNAG_02393
CNAG_02555
CNAG_00378
CNAG_07305
CNAG_05801
CNAG_00786
CNAG_07672
CNAG_03921
CNAG 02821
CNAG 01874
CNAG_04367
CNAG_06535
CNAG_01098
CNAG_04102
CNAG_03653
CNAG_05245
CNAG 03513
CNAG 03414
CNAG_03064

0,0390912
0,00424844
0,000279764
0,0437744
0,00808659
8,18E-05
0,00246419
0,0267209
0,000551951
0,0197181
0,00602203
0,000934288
5,54E-06
0,00218325
0,0263249
0,0408953
0,00201177
0,00734096
0,00641823
5,97E-05
0,00409282
0,00354324
0,000269004
0,000395915
0,0232401
0,00250817
0,0268211
0,00742267
0,00920469
0,00104332
0,00186821
0,000246749
0,00213992
0,000512386
0,00499919
0,000358584
0,0391792
0,00870568
0,000478003
9,19E-05
0,000644903
0,00290938
0,00216441
0,000366012
0,00823144
0,000332133
0,0209475
0,00893893
0,000455644
0,00728722
0,00292112
0,00317999
0,00489349
0,000410075

-2,07352
-2,07593
-2,0762
-2,07732
-2,07937
-2,08003
-2,0809
-2,08541
-2,08631
-2,08776
-2,08832
-2,10241
-2,10565
-2,11031
-2,11907
-2,12178
-2,12239
-2,13082
-2,13275
-2,13465
-2,14148
-2,14249
-2,14341
-2,14589
-2,15097
-2,16924
-2,17564
-2,17723
-2,18003
-2,18125
-2,18785
-2,19168
-2,19254
-2,20826
-2,22774
-2,22955
-2,23412
-2,23937
-2,25225
-2,25674
-2,25815
-2,26479
-2,26628
-2,27736
-2,28227
-2,28278
-2,29737
-2,30007
-2,30998
-2,32698
-2,34276
-2,35109
-2,35172
-2,35849
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CNAG 07536
CNAG 01865
CNAG 03284
CNAG_00980
CNAG 06955
CNAG 03293
CNAG_07787
CNAG_00899
CNAG 02910
CNAG_00903
CNAG 01781
CNAG 07533
CNAG 01629
CNAG 01716
CNAG 03312
CNAG 06729
CNAG 06156
CNAG 01171
CNAG_04060
CNAG 02054
CNAG 07519
CNAG 04053
CNAG 03645
CNAG_00669
CNAG 07465
CNAG 04804
CNAG 06340
CNAG 03647
CNAG 05853
CNAG 00454
CNAG 04355
CNAG_06087
CNAG 05473
CNAG 01621
CNAG 04027
CNAG 03625
CNAG 01034
CNAG 04818
CNAG 05911
CNAG 02101
CNAG 01619
CNAG 01761
CNAG 05452
CNAG 06126
CNAG_00488
CNAG 05757
CNAG 03223
CNAG 02804
CNAG 06378
CNAG 05854
CNAG_00887
CNAG 01945
CNAG_04086
CNAG 05228

0,0167984
0,00552216
0,00489084

5,49E-05
0,000533515
0,000987887

0,0144672
0,00228226

0,0301735

4,18E-06

0,0113249
0,00761439
0,00228501
0,00204724

0,000372465
0,00682057
0,00551573
0,00327453
0,00692771

0,0198888

0,0137114

0,0211123
0,00274837

7,70E-05

0,000684535
0,00116857
0,00175243

0,000310374

0,000659997

0,000568784
0,00313975
0,0203019

0,000274249

3,00E-05
1,64E-06

0,000586157

0,0313066

5,27E-05

1,62E-05
0,00108633
0,00221862

0,000631903

0,000270176

7,48E-05
0,00764884

7,93E-06
0,00097521
0,00126748

0,000280793

0,000693653

0,042695
0,00625975
0,0162546

0,000121596

-2,36017
-2,36364
-2,37526
-2,37567
-2,37812
-2,40581
-2,41502
-2,42548
-2,45926
-2,46071
-2,46139
-2,47047
-2,49239
-2,49279
-2,49347
-2,51989
-2,53303
-2,55117
-2,59301
-2,5962
-2,61764
-2,61937
-2,62113
-2,63828
-2,68751
-2,71975
-2,72387
-2,7314
-2,76055
-2,7729
-2,79659
-2,80496
-2,83606
-2,83657
-2,87039
-2,93943
-2,98459
-3,00388
-3,01497
-3,10593
-3,12124
-3,13888
-3,18466
-3,22175
-3,23917
-3,28037
-3,39145
-3,44863
-3,46912
-3,47466
-3,61709
-3,64708
-3,69404
-3,76924
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CNAG_03716 0,000123302 -3,7713 - aeeeee

CNAG_06491 0,0136094 -3,98538 e
CNAG_06297 2,37E-06 -4,60561 e
CNAG_06341 8,80E-06 -4,90376 e
CNAG_00814 5,17E-07 -49423 e
CNAG_07920 1,07E-06 -537886 0 e
CNAG_04891 0,000125362 -538601 e
CNAG_00582 2,30E-05 -5,55713 e
CNAG_01803 8,01E-08 -5,56394 e
CNAG_05741 1,00E-05 -5,82377 e
CNAG_00813 2,17E-05 -5,87379 e
CNAG_05855 1,46E-06 -5,88634 e
CNAG_06346 0,000688591 -7,.61411 e
CNAG_01369 3,73E-07 -8,89767 e
CNAG_06298 2,43E-06 -11,0197 e
CNAG_06590 2,50E-07 -11,3003 e
CNAG_06388 1,44E-06 -11352 e
CNAG_06207 4,71E-07 -139945

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii realizado
pelo Broad Institute (http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans)
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ANEXO 3 - Genes de C. neoformans cujo acimulo de transcrito foi aumentado apods
internalizacao do fungo por macréfagos murinos J774.1.

Variacao da

Categoria Numero de acesso * p-value expressio Produto do gene

Chaperona CNAG_03487 0,00780918 2,95589 Proteina com dominio DNAJ
CNAG_00100 0,00108508 2,68923 Chaperona
CNAG_06150 0,0055467 2,59543 Proteina de choque térmico 90
CNAG_05932 0,0019177 2,59122 Peptidil-prolil cis-trans isomerase D
CNAG_01750 0,0014441 2,24239 Chaperona
CNAG_07347 0,00391226 2,06539 Proteina de choque térmico
CNAG_03891 0,00205013 2,03814 Proteina de choque térmico

Ciclo do glioxalato CNAG_05303 0,00275546 12,9474 Isocitrato liase
CNAG_05653 0,0330593 2,26303 Malato sintase

Estresse oxidativo CNAG_02147 0,00236176 5,1284 Citocromo-c peroxidase
CNAG_01138 0,00257265 3,04602 Citocromo-c peroxidase
CNAG_05169 0,00243643 2,7162 Citocromo b2 / FMN-dependente citocrome ¢

oxidoredutase

CNAG_01846 0,00681227 2,06099 Flavoproteina

Metabolismo de aminoacido CNAG_01680 0,00783168 5,19107 Metilcrotonoil-Coenzima A carboxilase 1
CNAG_00452 0,00171571 3,99965 Isovaleril-CoA dehidrogenase 2
CNAG_05676 0,0021966 3,31586 Tirosina aminotransferase
CNAG 07944 0,0069824 2,49966 Alofanato hidrolase subunidade 2
CNAG_03128 0,0134976 2,19625 Lincomicina ImbA
CNAG_02849 0,0030642 24,4245 Glutationa transferase
CNAG 02532 0,00696403 2,73127 D-aminoacido oxidase
CNAG 06913 0,0260545 2,26914 L-serina amonia-liase
CNAG_04351 0,00830332 2,10395 Metilmalonato-semialdehido dehidrogenase
CNAG_01075 0,0150654 2,10336 Metilmalonato-semialdehido dehidrogenase

Metabolismo de carboidrato CNAG_04217 0,00390645 5,89723 Fosfoenolpiruvato carboxiquinase
CNAG 04753 0,00116362 4,53707 Lactonohidrolase
CNAG_02489 0,0158317 3,7867 Manitol-1-fosfato dehidrogenase
CNAG_00269 0,00589579 3,75665 Sorbitol dehidrogenase
CNAG 00393 0,0148125 2,70596 Enzima de ramificago da 1,4-alfa-glucana
CNAG_03067 0,00119683 2,66549 Piruvato carboxiltransferase
CNAG_04523 0,0170267 2,57603 Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase
CNAG 05337 0,0141495 2,40879 Alfa-L-arabinofuranosidase
CNAG_01776 0,00416885 2,20306 HpcH/Hpal aldolase/citrato liase
CNAG_04621 0,00355985 2,17416 Glicogénio sintase
CNAG_04291 0,018534 2,136 Glicosil hidrolase
CNAG_02925 0,0202256 2,08781 D-arabinitol 2-dehidrogenase
CNAG_00797 0,0127299 2,07355 Acetato-CoA ligase
CNAG_06672 0,0160251 3,78186 Formato dehidrogenase
CNAG_00397 0,00576425 2,47014 Piruvato dehidrogenase

Metabolismo de lipidio CNAG_06431 0,00240349 6,20667 Acil-CoA oxidase
CNAG_03666 0,00178095 5,62055 Acil-CoA dehidrogenase
CNAG_00490 0,0277902 5,5079 Acetil-CoA C-aciltransferase
CNAG_01671 0,00204117 3,93367 Acetil/propionil CoA carboxilase
CNAG_00499 0,00316801 3,88855 Carnitina/acil carnitina carreador
CNAG_04392 0,00279382 3,82553 Proteina de ligagao ao esterol
CNAG_00371 0,00214543 3,14993 Enoil-CoA hidratase
CNAG 02045 0,00563036 2,95075 Acetoacil-CoA sintetase
CNAG 01116 0,00810678 2,80628 Beta-cetoacil redutase
CNAG_02562 0,00275705 2,79301 Acil-Coenzima A dehidrogenase
CNAG_04238 0,00211345 2,7285 2,4-dienoil-CoA redutase
CNAG_03019 0,00633765 2,70475 CoA ligase de acido graxo de cadeia longa
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CNAG_04308 0,00338679 2,66174 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenase

CNAG_04531 0,00715228 2,64279 Enoil-CoA hidratase
CNAG_00826 0,0056818 2,54455 Glicerona quinase
CNAG 07747 0,0101095 2,41408 Acil-coenzima A oxidase I
CNAG_03393 0,00894429 2,11571 Acil-CoA tiolesterase
CNAG_06628 0,00404663 6,49193 Aldeido dehidrogenase
CNAG 06551 0,00173232 5,56428 Carnitina O-acetiltransferase
CNAG 05125 0,0148693 2,27182 Difosfomevalonato decarboxilase
Metabolismo de nitrogénio CNAG_05644 0,00346599 4,29356 2-nitropropano dioxigenase
CNAG_03243 0,00335021 3,0279 2-nitropropano dioxigenase
Metabolismo secundario CNAG_03134 0,00400356 2,73889 3-hidroxibutiril-CoA dehidrogenase
CNAG_06534 0,00620997 2,46148 Hidroximetilglutaril-CoA redutase
CNAG_04346 0,00446325 2,10708 Dihidrodipicolinato sintase
CNAG_04869 0,00278797 6,65243 Carboxilesterase
CNAG_06623 0,0139338 2,13304 Mio-inositol oxigenase
Outros CNAG_02553 0,00187571 8,22541 Dehidrogenase
CNAG_01040 0,00273278 4,78924 Carboxipeptidase D
CNAG 02548 0,00306455 3,9755 Proteina envolvida na sintese de cobalamina
CNAG_00094 0,00659321 3,73884 NAD-dependente epimerase/dehidratase
CNAG_00537 0,00203514 3,02984 Carnitina acetiltransferase
CNAG_01794 0,0013189 2,99315 2-hidroxiacido dehidrogenase
CNAG 04103 0,00135042 2,75068 Proteina de membrana
CNAG 03993 0,00434375 2,61014 Proteina com dominio EB1
CNAG 02295 0,00360882 2,60426 Fosfotransferase
CNAG_04096 0,00187781 2,30145 Racemase
CNAG_03599 0,0204002 2,07114 Mandelato racemase
CNAG_05329 0,00210984 2,18121 NAD-binding Rossmann fold oxidoredutase
CNAG 01252 0,00501485 2,65488 Tiossulfato sulfurtransferase
CNAG_02924 0,0156847 2,3946 Histona H1
CNAG_04540 0,0144808 2,01113 Receptor do reticulo endoplasmatico
CNAG_03644 0,00907646 2,86015 CAS3p
CNAG_00828 0,0295319 3,70954 Regulador de nitrogénio
CNAG 07862 0,00154736 9,98097 Fumarato redutase
CNAG_00442 0,00139662 5,72864 Ciclina
CNAG_06517 0,0044366 4,56583 Proteina citoplasmatica
CNAG_01702 0,0157699 3,68741 Proteina integral de membrana
CNAG_06433 0,00400072 3,57363 Proteina de ligagdo a AMP
CNAG_03454 0,0173298 3,44366 Proteina pria
CNAG_07779 0,00384509 2,54649 D-glicerato 3-quinase
CNAG_02674 0,00447727 2,52509 dJ347H13.4
CNAG_00699 0,00548871 2,52213 Receptor transmembrana
CNAG_07796 0,00381205 2,36057 Uroporfirina-III C-metiltransferase
CNAG 06186 0,0148917 2,27395 Proteina de membrana
CNAG_03698 0,00169173 2,24892 Proteina Mlo2 dedo-de-zinco
CNAG_00150 0,0206452 2,22758 Peptidase
CNAG_04698 0,00244405 2,46602 Proteina citoplasmatica
CNAG_05229 0,00216669 2,29192 Proteina da familia estomatina
CNAG_06606 0,00458723 2,01814 GTPase Rho monomérica
CNAG_02255 0,0029798 2,16244 Proteina com dominio BNR/Asp-box
repetitivo
Processo oxidacao/reducio CNAG_05299 0,0126504 3,35935 Oxidoredutase
CNAG_04085 0,00729674 3,27837 Oxidoredutase
CNAG_07334 0,00177626 2,84599 Redutase ferrica
CNAG_00876 0,00292632 2,68318 Redutase quelante de ferro
CNAG 01954 0,0170209 2,19641 Aldo/ceto redutase
Proteina peroxissomal CNAG_05721 0,0042511 3,29229 Peroxissomal hidratase-dehidrogenase-
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replicacio

Transcricao/Traducio

Transporte

Ubiquitinacio
Via das pentose fosfato

Proteina hipotética

CNAG_02385
CNAG_07686
CNAG_03968
CNAG_03116
CNAG_04345

CNAG_00068

CNAG_05662
CNAG_00979
CNAG_03772
CNAG_01936
CNAG_02288
CNAG_01384
CNAG_00598
CNAG_06204

CNAG_05387
CNAG 02777
CNAG_04920
CNAG_05929
CNAG_06521
CNAG_03426
CNAG_07367
CNAG_00597
CNAG_03910
CNAG_04795
CNAG_04210
CNAG_05685
CNAG_00895
CNAG_04546
CNAG 01119
CNAG_00864
CNAG_02254
CNAG_04704
CNAG_00823
CNAG_03060
CNAG_02554
CNAG_07557
CNAG_07335
CNAG_06932
CNAG_05266
CNAG_05678
CNAG_03103
CNAG_00827
CNAG_06312
CNAG_04837
CNAG_02691
CNAG_02253
CNAG_02701
CNAG_06805
CNAG_02775
CNAG_00679
CNAG_00262
CNAG_05312
CNAG_07869

0,0177539
0,0029253
0,0132405
0,00654111
0,00776112

0,00193279

0,00605544
0,00149283
0,00432694
0,00191627
0,00238351
0,00272396
0,00478198
0,00599583

0,00332914
0,0487682
0,00861644
0,00540534
0,00503493
0,00270786
0,00956034
0,0441299
0,00565065
0,0103165
0,0026478
0,00377233
0,00404456
0,0231113
0,0117536
0,00187937
0,0044993
0,00638429
0,0023895
0,019105
0,00211025
0,00128398
0,00293307
0,0042575
0,00160665
0,0114377
0,00331404
0,00335566
0,00251296
0,00366645
0,00430173
0,00182859
0,00283818
0,00273405
0,00273424
0,00589545
0,00154509
0,00499661
0,00795968

2,08833
2,29756
2,12226
3,17627
2,40314

2,14659

16,8462
12,6112
11,1359
7,29332
4,94611
4,86666
4,49851
4,05835

4,01275
3,36456
3,35444
3,30233
3,2338
3,16533
3,12233
3,02046
2,84406
2,83099
2,78891
2,77709
2,67154
2,5732
2,3848
2,37921
2,33371
2,21753
2,18184
2,11251
2,03548
2,02864
2,82426
2,00499
8,05642
2,85347
4,26343
7,41447
13,5087
10,6954
8,69176
8,56564
8,54993
8,0944
6,35535
6,04065
5,88054
5,49706
5,20518

epimerase
Subunidade menor da DNA primase
Fator de associagdo a topoisomerase 1
Proteina de ligagdo a poli(A)
Fator de transcrigdo forkhead 3

Fator de transcrigdo especifico da RNA
polimerase 1T
Fator de transcrigdo especifico da RNA
polimerase 1T
Transportador de agucar

Transportador de cobre
Transportador de glicose
Transportador de agucar
Transportador antiporte de succinato:fumarato
Bodown198
Nicotinamida mononucleotideo permease

Transportador de alta afinidade de acido
nicotinico
Transportador de galactose

Transportador de fosfato
Transportador de galactose
MFS maltose permease MalP
Receptor
Transportador de GDP-manose
Transportador de aminoacido
Transportador de aminoacido
Transportador simporte de D-xilose-proton
Transportador de nucleotideo adenina
Transportador de agucar
Transportador de aminoacido neutro
Transportador de zinco
Transportador MDR
Transportador de peptideo
Transportador de mio-inositol
Quinato permease
Transportador de acido carboxilico
Transportador de cadmium
Transportador MDR
Transportador de agucar
Transportador ABC
Transportador de L-cistina
Transportador de agucar
Transportador de acetato
Transportador de acetato
Ubiquitina-proteina ligase

Ribose 5-fosfato isomerase
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CNAG_00813
CNAG 01865
CNAG_05079
CNAG_ 02044
CNAG 04138
CNAG 04877
CNAG 07912
CNAG_02405
CNAG 03145
CNAG 02558
CNAG_04759
CNAG_06390
CNAG_05265
CNAG 02978
CNAG_ 03479
CNAG 03516
CNAG_00433
CNAG_03894
CNAG 03842
CNAG_06583
CNAG_06953
CNAG 00315
CNAG_07708
CNAG 03678
CNAG_00680
CNAG 05873
CNAG 07176
CNAG 05784
CNAG_05599
CNAG 01368
CNAG_00791
CNAG_ 04394
CNAG_00327
CNAG_ 07549
CNAG_07341
CNAG_ 03394
CNAG_05087
CNAG 01921
CNAG_00079
CNAG_07701
CNAG_04979
CNAG 01925
CNAG_01406
CNAG 07522
CNAG 02776
CNAG 02184
CNAG 01452
CNAG_07042
CNAG 06104
CNAG_00503
CNAG_ 03649
CNAG_00798
CNAG 01848
CNAG_06355
CNAG 01695

0,00713642
0,0028909
0,0136983

0,00250658

0,011029

0,00351875

0,00302687

0,00554288
0,0138059
0,0116438

0,00191025

0,00385718

0,00802893

0,00454437

0,00199642

0,00146898

0,00486157
0,0155182

0,00783084
0,0156795
0,0104498
0,0184749
0,0034917

0,00361404

0,00628522

0,00720087

0,00100991

0,00197765

0,00253698

0,00487195
0,0104991

0,00364054
0,0310685

0,00792651

0,00742364
0,0100666

0,00328143

0,00898877

0,00474401

0,008061

0,00661154

0,00497256

0,00373013

0,00432583

0,00972132

0,00577785

0,00249742

0,00724177

0,00280812

0,016863

0,00262089

0,00663393

0,00401233

0,00244132

0,00889244

4,67373
4,66234
4,54399
4,54104
4,43222
3,98469
3,91411
3,46188
3,29041
3,27724
3,23535
3,22687
3,17295
3,07828
3,05867
3,05107
2,99856
2,99392
2,95196
2,92177
2,83058
2,82288
2,78776
2,78251
2,73987
2,70248
2,69543
2,69336
2,68379
2,65855
2,65196
2,64509
2,631

2,61687
2,60987
2,59575
2,59222
2,56153
2,5312

2,47309
2,45797
2,45472
2,44601
2,44526
2,43961
2,43276
2,39199
2,37284
2,34285
2,33952
2,32102
2,27432
2,26806
2,26161
2,26052
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CNAG_03118 0,00825943 2,22792

CNAG_06188 0,00163185 2,139
CNAG_07312 0,00311414 2,13746
CNAG_02872 0,00145475 2,086
CNAG_03085 0,00512082 206982
CNAG_04993 0,00823592 206892
CNAG_01965 0,0123453 2044
CNAG_01847 0,00272859 2,00546
CNAG_01541 0,00596715 2,00524

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii realizado
pelo Broad Institute (http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans).
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ANEXO 4 — Genes de C. neoformans cujo acimulo de transcrito foi diminuido apods
internalizacdo do fungo por macréfagos murinos J774.1.

Variacao da

Categoria Numero de acesso * p-value expressio Produto do gene
Biossintese de ergosterol CNAG_01737 0,00548862 -2,1578 C-4 metil esterol oxidase
CNAG_04687 0,00534619 -2,58867 Estearoil-CoA 9-desaturase
Fosforilacdo oxidativa CNAG_05626 0,0125822 -2,02884 h-scol
Metabolismo de carboidrato CNAG_04659 0,0119658 -2,58975 Piruvato decarboxilase
CNAG_04326 0,00734125 -2,06814 Enzima malica dependente de NAD
Metabolismo de lipidio CNAG_00984 0,00415894 -2,10481 Glicose e ribitol dehidrogenase
CNAG_02814 0,00395706 -2,25477 Glicerol-3-fosfato dehidrogenase
CNAG_02087 0,00105875 -3,75872 Esfingosina N-aciltransferase
Metabolismo secundario CNAG_02986 0,00460027 -2,3904 Fosforibosil-ATP difosfatase
Outros CNAG_01881 0,00854078 -2,10807 Proteina grpe
CNAG_01498 0,00420636 -2,14127 Arilsulfatase
CNAG_02264 0,0012574 -2,26571 AFGl- ATPase
CNAG_05370 0,00209096 -2,34957 Proteina integral de membrana
CNAG_06576 0,0217185 -2,92608 Alergeno
CNAG_06302 0,00400916 -3,14367 PEP2
CNAG_03759 0,00205212 -4,86503 Proteina 6 especifica da conidiagdo
CNAG 04215 0,00208331 -2,47846 Sulfato adenililtransferase
CNAG_03333 0,0226414 -2,08956 Proteina citoplasmatica
Processo oxidacio/reducio CNAG_01981 0,0023428 -2,03699 Sulfido:quinona oxidoredutase
CNAG_01939 0,0188077 -2,08856 fmHP
CNAG_03168 0,004225 -2,28613 Sulfito redutase
CNAG_00541 0,00227631 -2,62673 Dimetilanilina monooxigenase
CNAG_02577 0,00592889 -2,63942 Oxidoredutase
Transcricdo/traducio CNAG_05166 0,0107034 -2,07958 Helicase SWR1
CNAG_03563 0,00534099 -2,59223 Aspartato-tRNA ligase
Transporte CNAG_06890 0,0443357 -2,04244 Transportador de membrane
CNAG_06817 0,0311024 -2,06605 UAPI
CNAG_03901 0,0160784 -2,13304 Transportador de magnesio
CNAG_04758 0,00408569 -2,39166 Transportador de amonia
CNAG_07387 0,00325506 -2,56502 Transportador de ferro / sideroforo Str3
CNAG_03438 0,00198769 -2,56777 Transportador de hexose
CNAG_00077 0,00442595 -2,95292 Transportador de enxofre
Proteina hipotética CNAG_03142 0,00917105 -2,00840
CNAG_02683 0,0129413 -2,01193
CNAG_07763 0,0149188 -2,01912
CNAG_05573 0,0136237 -2,02922
CNAG_01369 0,00285492 -2,03519
CNAG_02362 0,00813984 -2,04115
CNAG_00932 0,00281915 -2,06074
CNAG_03857 0,0170714 -2,09241
CNAG_02070 0,00597518 -2,09881
CNAG_06732 0,00538555 -2,10516
CNAG_05463 0,00929957 -2,10581
CNAG_01585 0,007743 -2,11382
CNAG_04891 0,00196709 -2,13027
CNAG_00654 0,00181623 -2,152s
CNAG_07451 0,0129132 -2,15310
CNAG_01272 0,0276898 -2,15499
CNAG_04680 0,0066829 -2,17528
CNAG_00848 0,01377 -2,19634
CNAG_02305 0,00386034 -2,20063
CNAG_01043 0,00778541 -2,23117
CNAG_07568 0,00182933 -2,23732
CNAG_03068 0,015007 -2,24987
CNAG_02694 0,00484753 -2,25959
CNAG_05915 0,0258754 -2,35781
CNAG_05724 0,00330077 -2,36024
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CNAG_00814 0,00796007 -2,36478

CNAG_05572 0,00757164 -2,38432
CNAG_02910 0,0214922 -2,3979¢
CNAG_05741 0,00189943 -2,40385s
CNAG_03346 0,00204023 -2,55%%6
CNAG_01242 0,00251274 -2,56265
CNAG_06396 0,00562543 -2,57459 -
CNAG_01803 0,00754096 -2.8793
CNAG_00349 0,00103089 -2,90138
CNAG_05641 0,00754726 -3,04403
CNAG_06590 0,00397857 -3,06825
CNAG_06802 0,00300596 -3,37713.
CNAG_07920 0,00137148 -3,4470
CNAG_03492 0,00179233 -4,12056

* Numero de acesso dos genes relacionados no projeto genoma de Cryptococcus neoformans var. grubii realizado
pelo Broad Institute (http://www .broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans).
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Abstract

Background: Farnesol is a sesquiterpene alcohol produced by many organisms, and also found in several
essential oils. Its role as a quorum sensing molecule and as a virulence factor of Candida albicans has been
well described. Studies revealed that farnesol affect the growth of a number of bacteria and fungi, pointing

to a potential role as an antimicrobial agent.

Methods: Growth assays of Paracoccidioides brasiliensis cells incubated in the presence of different
concentrations of farnesol were performed by measuring the optical density of the cultures. The viability
of fungal cells was determined by MTT assay and by counting the colony forming units, after each farnesol
treatment. The effects of farnesol on P. brasiliensis dimorphism were also evaluated by optical microscopy.
The ultrastructural morphology of farnesol-treated P. brasiliensis yeast cells was evaluated by transmission

and scanning electron microscopy.

Results: In this study, the effects of farnesol on Paracoccidioides brasiliensis growth and dimorphism were
described. Concentrations of this isoprenoid ranging from 25 to 300 1M strongly inhibited P. brasiliensis
growth. We have estimated that the MIC of farnesol for P. brasiliensis is 25 M, while the MLC is around
30 uM. When employing levels which don't compromise cell viability (5 to 15 pM), it was shown that
farnesol also affected the morphogenesis of this fungus. We observed about 60% of inhibition in hyphal
development following P. brasiliensis yeast cells treatment with |5 1M of farnesol for 48 h. At these farnesol
concentrations we also observed a significant hyphal shortening. Electron microscopy experiments
showed that, despite of a remaining intact cell wall, P. brasiliensis cells treated with farnesol concentrations

above 25 uM exhibited a fully cytoplasmic degeneration.

Conclusion: Our data indicate that farnesol acts as a potent antimicrobial agent against P. brasiliensis. The
fungicide activity of farnesol against this pathogen is probably associated to cytoplasmic degeneration. In
concentrations that do not affect fungal viability, farnesol retards the germ-tube formation of P. brasiliensis,

suggesting that the morphogenesis of this fungal is controlled by environmental conditions.
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Background

Essential oils are complex mixes of hydrophobic liquids
containing volatile aromatic compounds, which are prod-
ucts of plant secondary metabolism [1]. Of all the claimed
properties of essential oils, its antimicrobial activity is the
one which receives special attention due to the serious
threat that antibiotic resistance has become. Therefore,
the study of potential antibiotic compounds found in
these oils could be of interest in the development of novel
antimicrobial agents.

Farnesol is a sesquiterpene alcohol present in many essen-
tial oils - e.g. from Pluchea dioscoridis, Zea mays and Pitt-
osporum undulatum, possibly protecting these plants from
parasitic induced damages [2-4]. Recently, this sesquiter-
pene alcohol has been demonstrated to inhibit the growth
of some microorganisms, such as the human pathogens
Staphylococcus aureus |5,6] and Streptococcus mutans 7,
and the plant pathogenic fungus Fusarium graminearum
[8], signaling its potential use as an antimicrobial agent.
Farnesol also enhances microbial susceptibility to antibi-
otics, indicating a putative application as an adjuvant
therapeutic agent [9,10]. Although its mechanism of
action is not fully understood, it probably involves cell
membrane damages and impaired ergosterol synthesis
[10].

This sesquiterpenoid was also identified as a quorum-
sensing molecule produced by the dimorphic fungus Can-
dida albicans, where it prevents the fungal transition from
yeast to mycelium, and disrupts biofilm formation
[11,12]. C. albicans synthesizes farnesol from farnesyl
pyrophosphate (FPP), a well known intermediate of the
highly conserved sterol biosynthetic pathway [13]. A
recent study showed that farnesol increases the virulence
of C. albicans in a mouse infection model [14]. In another
work, it appears that farnesol is employed by C. albicans in
order to reduce competition with other microbes, since
this compound mediated apoptosis in the filamentous
fungus Aspergillus nidulans [15], and inhibited biofilm for-
mation in other Candida species [10,16].

In this study, we tested the effects of farnesol on Paracoc-
cidioides brasiliensis growth and morphogenesis. P. brasil-
iensis is the etiologic agent of paracoccidioidomycosis
(PCM), a systemic human mycosis geographically con-
fined to Latin America [17,18]. This organism is a thermal
dimorphic fungus, which can be found as mycelium at
room temperature (25°C) and as yeast cells at body tem-
perature (37°C). Although little is known about the ecol-
ogy of this fungus, it is thought that infection occurs when
the mycelial form releases conidia or hyphal fragments to
the environment and, upon inhalation by the host, these
structures differentiate to the yeast form [19]. This dimor-
phic transition of mycelium to yeast phase seems to be

http://www.ann-clinmicrob.com/content/8/1/13

essential to the establishment of the infective process [20].
In this context, our results revealed that farnesol reduces
the viability of this pathogen and delays the dimorphism,
suggesting an antimicrobial activity against P. brasiliensis,
probably due the massive cytoplasmic organelles degener-
ation.

Methods

Fungal strain

Yeast cells of the virulent isolate 18 of P. brasiliensis (Pb18)
were maintained by weekly passages in semi-solid Fava
Neto's medium (0.3% protease peptone, 1% peptone,
0.5% beef extract, 0.5% yeast extract, 4% glucose, 0.5%
NaCl, 1.6% agar, pH 7.2) at 36°C, and were used after 6
- 9 days of growth. The fungal cells used in all experi-
ments were suspended in complex medium YPD (yeast-
peptone-dextrose), vigorously vortexed and counted in a
Neubauer chamber. The cell viability was determined by
vital Janus green stain [21]. C. albicans ATCC 10231, used
as a control, was also maintained on semi-solid Fava
Neto's medium at 36°C and transferred at regular inter-
vals. Under these conditions over 95% of C. albicans cells
remained in the yeast form.

P. brasiliensis growth assay upon farnesol treatment

In all assays, a mixture of stereoisomers of farnesol (assay
> 90%; GS, sum of isomers; Fluka, Sigma-Aldrich) was
diluted in 100% methanol. Working concentrations were
prepared in YPD medium.

For the in vitro growth assay, 2 x 10° P. brasiliensis yeast
cells per mL were inoculated in complex medium YPD
supplemented with farnesol at different final concentra-
tions (5, 10, 25, 50, 100, 150 and 300 uM), employing 96
well-plates in a final volume of 200 pL. Farnesol-free con-
trols were supplemented with 2% methanol, the farnesol
diluent. Cultures were allowed to grow at 36°C for 25
days. The number of cells at each specific time interval was
determined by measuring the OD absorption at 630 nm
of vigorously vortexed cultures. The growth curve of each
culture was prepared by plotting the logarithmic values of
ODG630 vs. incubation time. All experiments were carried
out in triplicate. The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) for farnesol was defined as the lowest concentra-
tion that resulted in 90% of inhibition of cell growth
when compared to the farnesol-free control cells.

Effect of farnesol on P. brasiliensis cell viability

The analysis of cell viability was performed using the tetra-
zolium  salt  3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl|-2,5-diphe-
nyltetrazolium bromide (MTT; Sigma) in a colorimetric
assay that measures mitochondrial activity. To determine
the MLC (Minimal Lethal Concentration) of farnesol for
P. brasiliensis, 2 x 105 yeast cells/mL were incubated in
YPD medium with farnesol at the final concentrations of
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2.5,5,7.5,10, 125, 15, 17.5, 20, 22.5, 25, 27.5, 30, 50,
75, 100, 150 and 300 pM. After 15 days of incubation
with different concentrations of farnesol at 36°C (150
rpm) in 96-well tissue culture plates, a solution contain-
ing 5 mg of MTT per mL of 0.15 M phosphate-buffered
saline (PBS) was added to each well to reach a final con-
centration of 0.5 mg/mL. After incubation for4 h at36°C,
the medium containing MTT was partially removed, and
dimethyl sulfoxide (100 pL) was added to solubilize the
MTT formazan product. MIT formazan formation was
measured at 490 nm by using a spectrophotometer. Con-
trol wells contained medium plus MTT to determine back-
ground formazan values. All assays were done in
triplicate. The MLC for farnesol was defined as the lowest
concentration that resulted in 90% of cell death when
compared to the farnesol-free control cells.

The effect of farnesol on cell viability was also estimated
by colony counting. Yeast cells of P. brasiliensis were sus-
pended in YPD medium at a density of 2 x 10° cells/mL,
and farnesol was added to final concentrations of 5, 10,
25, 50 and 100 uM. Farnesol-free controls were supple-
mented with 2% methanol. After incubation at 36°C for
4 days in an orbital shaker (150 rpm), cells were harvested
by centrifugation (4000 x g/5 min), washed and plated on
brain heart infusion agar (BHI) supplemented with 4%
fetal calf serum (FCS), for at least 12 days to determine
their viability, expressed as colony forming units (CFU).
The survival rate of these cultures was compared to far-
nesol-free cultures. The number of single colonies on each
plate was counted and the percentage of cell killing calcu-
lated as (1 - N1/N2) x 100, where N1 is the mean of the
number of colonies from farnesol-treated P. brasiliensis
cells, and N2 is the mean of the number of colonies from
P. brasiliensis non-treated cells. The experiments were car-
ried out in triplicate.

Effect of farnesol on P. brasiliensis dimorphic transition
To evaluate the effects of farnesol on P. brasiliensis dimor-
phism, 2 x 105 yeast cells/mL were inoculated in YPD
medium and farnesol was added to final concentrations
of 5, 7.5, 10, 15, 20 and 25 puM. Cultures were incubated
for 48 h at 25°C in an orbital shaker (150 rpm). Farnesol-
free controls were supplemented with 2% methanol, the
farnesol diluent. Cell morphology was assessed by light
microscopy. The percentage of cells showing germ-tubes
after 24 h and 48 h of incubation was calculated. Addi-
tionally, the average size of the germ tubes was measured
after the same period of time. All experiments were carried
out in triplicate. The P. brasiliensis dimorphism from myc-
elium to yeast cells was also evaluated by the treatment of
the mycelial form with farnesol at different final concen-
trations (5, 10, and 25 uM), for 4 days at 36°C, following
exactly the same conditions described above for the tran-
sition in the opposite direction.

http://www.ann-clinmicrob.com/content/8/1/13

Transmission and Scanning electron microscopy
Transmission electron microscopy (TEM) was performed
according to the following standard procedure. Briefly, P.
brasiliensis yeast cells were cultivated at 36°C for 3 days in
YPD medium without (control supplemented with 2%
methanol) or with farnesol (25, 50 and 150 uM). Cells
were harvested by centrifugation at 4000 x g for 5 min,
washed four times with phosphate-buffered saline (PBS,
pH 7.2) and fixed overnight at 4°C (2% glutaraldehyde,
2% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer,
pH 7.2, with 3% sucrose and 3 mM CacCl,). After fixation,
cells were harvested by centrifugation (4000 x g/5 min),
and the pellet was washed four times in 0.1 M sodium
cacodylate buffer (4000 x g/15 min). Samples were post-
fixed for 1 hour (1% osmium tetroxide, 0.8% potassium
ferrocyanide in the same buffer), contrasted en bloc with
0.5% uranyl acetate, dehydrated through an ascending
acetone series and embedded in Spurr resin. The ultrathin
sections were contrasted with uranyl acetate/lead citrate
and observed in a TEM Jeol 1011 at 80 kV.

In order to prepare samples to scanning electron micros-
copy analysis, P. brasiliensis yeast cells treated with differ-
ent concentrations of farnesol (25 and 50 pM) for 5, 10
and 24 h, were fixed overnight at 4°C (2% glutaralde-
hyde, 2% paraformaldehyde in 0.1 M sodium cacodylate
buffer, pH 7.2, with 3% sucrose and 3 mM CacCl,), har-
vested by centrifugation (4000 x g/5 min), and the pellet
was washed four times in 0.1 M sodium cacodylate buffer
(4000 x g/15 min). Samples were post-fixed for 1 hour
(1% osmium tetroxide, 0.8% potassium ferrocyanide in
the same buffer), and then applied on a polylysine-coated
coverslip and serially dehydrated in acetone. The samples
were dried in a critical point drier (BAL-TEC CPD-030 -
Electron Microscopy Sciences, USA), coated with gold-
palladium (Balzers Union SCD-040 - Electron Micros-
copy Sciences, USA) and viewed using a JEOL (Tokyo,
Japan) JEM 840A electron microscope.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the software
"Mynova", verson 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). The
statistical test applied was Student's ¢ test. A P value <
0.001 was considered significant.

Results and discussion

Farnesol affects P. brasiliensis growth and viability

The incidence of fungal infections has dramatically
increased in the last two decades [22,23]. Simultaneously,
the resistance to antifungal agents has become an impor-
tant problem in several fungal diseases. In addition to the
drug resistance problem, the current antifungal therapies
are limited due the high toxicity of the agents and their
low efficacy rates [24].
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PCM is commonly treated with sulfonamides, azoles and
amphotericin B [25]. In spite of the good efficacy of these
antifungal agents against P. brasiliensis, some of these
compounds, like amphotericin B, can also damage the
host cells [26]. Furthermore, Hanh et al. [27] described
the occurrence of ketoconazole resistant isolates of P. bra-
siliensis in PCM patients. The P. brasiliensis transcriptome
analysis revealed several ortholog genes related to trans-
membrane proteins that can function as efflux pumps
[28]. The existence of such genes augurs the possible
emergency of resistant isolates, emphasizing the impor-
tance of novel antimicrobial agent development.

In this context, the interest in studying the antimicrobial
activity of plant extracts and essential oils has increased in
recent years. San-Blas et al. [29] demonstrated that ajoene,
a compound from Allium sativum, inhibits the growth of
P. brasiliensis. These authors suggested that the integrity of
the fungal cytoplasmic membrane could probably be the
target of this garlic-derived compound, since ajoene pro-
motes changes in the phospholipid and fatty acid propor-
tions [30]. Furthermore, the association of ajoene and
chemotherapeutic drugs show a positive additive effect in
the treatment of mice infected with P. brasiliensis [31].

In this work we evaluated the role of farnesol, a sesquiter-
pene alcohol present in many essential oils [2-4,32], and
also produced as a quorum sensing molecule by C. albi-
cans, in P. brasiliensis growth and morphogenesis.

First, the effect of farnesol on P. brasiliensis growth was
evaluated. We verified that farnesol concentrations rang-
ing from 25 to 300 pM strongly inhibited P. brasiliensis
yeast cells growth, since the results obtained with three
different growth curves were equivalent (Figure 1A). Sim-
ilar patterns were observed with the mycelial form growth
curves (data not shown).

In order to evaluate if the effects of farnesol on P. brasilien-
sis growth were caused by an increase in mortality, a via-
bility assay based on metabolism (Figure 1B) was
performed (MTT assay). This test showed that the percent-
age of non-viable fungal cells increased proportionally
with farnesol concentrations, suggesting that farnesol has
a potent fungicide activity against P. brasiliensis. The same
behavior of farnesol on P. brasiliensis viability was
observed when we performed experiments based on CFU
counts (data not shown). The Figure 1A reveals that far-
nesol concentrations of 25 uM or higher have an inhibi-
tory effect on P. brasiliensis growth, while P. brasiliensis
metabolism completely ceased at the farnesol concentra-
tion of 30 uM (Figure 1B). According to these data we
have determined that the MIC of farnesol for P. brasiliensis
is 25 uM, while the MLC is 30 uM.
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This role of farnesol in the inhibition of P. brasiliensis
growth and viability has also been verified in other micro-
organisms [6-8,33-36], suggesting that this compound
also possess an effective antimicrobial activity against P.
brasiliensis. Interestingly, our data indicate that P. brasilien-
sis is more sensitive to farnesol than other pathogens
since, while for P. brasiliensis the MLC corresponds to 30
uM, the MLC is of 200 uM for the bacteria S. aureus and
Streptomyces tendae [6,33]. The bacterium S. mutans and
the fungus Candida dubliniensis show higher tolerances to
farnesol, with an MLC of 300 uM and 500 pM, respec-
tively [7,10].

Farnesol delays the dimorphic transition of P. brasiliensis
We have tested the effects of farnesol on P. brasiliensis
morphogenesis employing farnesol concentrations up to
25 uM, the MIC value determined for P. brasiliensis in this
study. Noteworthy, our results revealed that the addition
of exogenous farnesol at concentrations below 25 uM,
which do not affect P. brasiliensis growth, impaired the
transition from yeast to mycelium, as observed by micro-
scopic analyses of cellular morphology after 24 h and 48
h incubation (Figure 2A). When grown in the absence of
farnesol, all cells presented germ tubes after 24 h, while
when cultured in the presence of farnesol (up to 25 uM)
we observed an increasingly lower percentage of cells with
germ tubes after 24 h, with about 85% of cells without
germ tubes at 15 uM of farnesol (Figure 2B). In addition,
after 24 h, the germ tubes of cells treated with up to 15 uM
of farnesol were markedly smaller when compared to
those of control cells (Figure 2C). Figures 2B and 2C also
reveal that, up to15 uM, farnesol is acting on the morpho-
genesis instead of the viability of P. brasiliensis cells since
after 48 h of incubation we can observe an increase in
both, the number of cells with germ tubes - 60% of cell
with germ tubes at 15 uM of farnesol (Figure 2B), and in
the size of these structures (Figure 2C). These data strongly
suggest that in fact the farnesol at concentrations below
15 uM present an effect on the morphogenetic process of
P. brasiliensis without interfering with its viability, as
showed in figure 1B.

Similar concentrations of this isoprenoid also inhibited P.
brasiliensis mycelium to yeast transition, as verified after 4
days incubation of the mycelial form at 36°C (Figure 3).
The cultivation of P. brasiliensis in the presence of 5 and 10
uM of farnesol resulted in the impairment of the dimor-
phic transition, while, as expected, 25 uM of farnesol
completely abolished the fungal dimorphic transition,
probably by compromising cell viability.

Similar results were observed with C. albicans cells, where
farnesol also prevented germ tubes formation [11,37].
Other studies revealed that farnesol is also employed by
C. albicans to mediate antagonistic interactions with other

Page 4 of 9

(page number not for citation purposes)

169



Annals of Clinical Microbiology and Antimicrobials 2009, 8:13 http://www.ann-clinmicrob.com/content/8/1/13

A o316

0.14
§ 0.0324 -~ 0uM
a - 5uM
3 —— 10 uM
0.014 = 25.M
50 uM
0.003- -®- 100 .M
150 M
300 M
0.001-.
0
Time (days)
£
c
S
<
Q
(@)
] ) ] I I L) -

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Farnesol (uM)

Figure |

Effect of farnesol on the growth and viability of P. brasiliensis yeast cells. (A) Growth curves of P. brasiliensis yeast cells
incubated in the presence of different concentrations of farnesol. The number of cells at each specific time point was assessed
by measuring the OD absorption at 630 nm, after vigorously shaking the cultures. The growth curve of each culture was pre-
pared by plotting the logarithmic values of OD630 vs. incubation time. (B) Viability of P. brasiliensis yeast cells cultivated with dif-
ferent concentrations of farnesol after 15 days of growth in the absence, or in the presence of farnesol (2.5 to 50 pM). The
MTT assay was performed as described in methods section. MTT formazan formation was measured at 490 nm by using a
spectrophotometer.
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Effect of farnesol on P. brasiliensis morphogenesis. P. brasiliensis yeast cells were grown for 24 h and 48 h at 25°C on dif-
ferent concentrations of farnesol. (A) Morphology of P. brasiliensis cells assessed by light microscopy after incubation with far-
nesol. (B) Percentage of cells showing germ tubes after 24 h and 48 h of cultivation in the absence, or in the presence of
farnesol at different final concentrations. (C) Average size of the germ tubes formed in different concentrations of farnesol.
Bars represent standard errors and different letters point to statistical relevance, P < 0.001.

microorganisms [10,15,16]. Semighini et al. [15] showed
that exogenous farnesol triggers apoptosis in the filamen-
tous fungus A. nidulans. Moreover, the possibility that far-
nesol produced by C. albicans might affect A. nidulans was
evaluated in a co-culture model, showing that the co-cul-
tivation inhibits the growth of A. nidulans in a farnesol-
dependent manner [15]. A recent work reported that the

addition of farnesol to cultures of Pseudomonas aeruginosa
leads to a decrease in the amount of Pseudomonas qui-
nolone signal (PQS), and of the virulence factor pyocy-
anin produced by this pathogen. In addition, pyocyanin
and PQS levels in P. aeruginosa-C. albicans co-cultures were
reduced to 42.1% relative to a control pure culture of P.
aeruginosa. A similar decrease was verified in farnesol-
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Effects of farnesol on P. brasiliensis mycelium to yeast
transition. P. brasiliensis (mycelium form) was incubated for
4 days at 36°C on different concentrations of farnesol. (A)
Control (no farnesol); (B) 5 uM farnesol; (C) 10 uM farnesol;
(D) 25 uM farnesol.

treated P. aeruginosa cultures, suggesting that farnesol may
be involved in inter-kingdom interactions [38].

Noteworthy was the inhibition of P. brasiliensis hyphal
development when yeast cells were grown on a condi-
tioned medium (CM), which corresponds to the filtered
supernatant of a high-density C. albicans culture added to
a conventional culture medium (data not shown). This
result suggests that P. brasiliensis germ tube formation
could be controlled by a soluble factor present in the C.
albicans culture supernatant [39]. In this sense, we pro-
pose that the farnesol-mediated communication between
C. albicans and other microorganisms is probably not spe-
cies-specific.

Curiously, tyrosol, another compound also identified as a
quorum-sensing molecule produced by C. albicans [40],
did not affect either P. brasiliensis growth or morphogene-
sis at concentrations up to 300 uM (data not shown).

Ultrastructural morphology analysis of P. brasiliensis
yeast cells treated with farnesol

Although the role of farnesol as a potential antimicrobial
agent has been determined in this work, its mode of
action is not understood. Some studies have indicated a
possible interaction of farnesol with cell membranes of
certain microorganisms, including the bacteria S. mutans,
S. aureus and E. coli, [5-7,9,41], and the fungi C. albicans
and C. dubliniensis [10]. A hypothesis is that the hydro-
phobic property of farnesol favors its accumulation in the
membrane, causing membrane disruption [6].

http://www.ann-clinmicrob.com/content/8/1/13

In order to examine the effects of farnesol on the mor-
phology of P. brasiliensis at the ultrastructural level, yeast
cells were cultivated for three days on different concentra-
tions of farnesol (25, 50 and 150 uM) and examined by
transmission and scanning electron microscopy. As
observed in figure 4A and 4A', P. brasiliensis yeast cells cul-
tivated in the absence of farnesol (control cells supple-
mented with 2% of methanol) showed typical cellular
structures. Cytoplasmic organelles of P. brasiliensis cells,
such as mitochondria, nucleus, lysosomes, and endoplas-
matic reticulum could be clearly distinguished. Cell wall
and plasma membrane were also observed as intact struc-

10 um
P ]

0.5 pm

.

Figure 4

Ultrastructural morphology of P. brasiliensis yeast
cells treated with different concentrations of far-
nesol. Pannels A to D show the transmission electron
micrographs of cells cultivated in the absence (A, A') and in
the presence of farnesol (B to D). Cell structures like nucleus
(N), mitochondria (M), endoplasmatic reticulum (Re), lisos-
some-like structures (l), plasma membrane and cell wall are
preserved in control cells (arrows in A, A"). Cells cultivated
in 25 uM (B), 50 M (C) and 100 puM (D) of farnesol showed
a degraded cytoplasm (DC) but an intact cell wall (arrows).
In panel E, the scanning electron micrograph of 50 uM far-
nesol-treated yeast cells of P. brasiliensis is shown, revealing
an intact fungal cell wall.
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tures (Figure 4A and 4A"). These observations clearly dem-
onstrated that the use of 2% of methanol in all
experimental systems as farnesol's diluent, did not affect
P. brasiliensis cell morphology as well as growth and
dimorphic transition.

In contrast, yeast cells treated with increasing concentra-
tions of farnesol exhibited extensive cytoplasmic
organelles damages. Remarkable changes, resulting in
overall degeneration of internal structures, were found in
P. brasiliensis cells cultivated in the presence of 25, 50 and
100 uM of farnesol (Figure 4B-D). Various stages of deg-
radation were observed, ranging from cells with partially
digested cytoplasmic organelles, to cells with only the cell
wall remaining intact (Figure 4D). These results suggest
that death is probably associated to the disruption of cyto-
plasmic structures and internal cellular disintegration.

Scanning electron microscopy was also performed
employing P. brasiliensis yeast cells treated with farnesol,
as described in material and methods. Cells treated with
different concentrations of farnesol showed no major dif-
ferences at their surfaces when compared to the control
cells incubated without farnesol. Figure 4E shows the
scanning electron micrograph of the 50 uM farnesol-
treated yeast cells of P. brasiliensis, revealing an intact fun-
gal cell. This result corroborates the data obtained by
transmission electron microscopy, suggesting that far-
nesol does not affect the cell wall structure.

Similar results were reported by San-Blas et al. [29] study-
ing the antifungal activity of ajoene, which blocks the
growth of P. brasiliensis by inhibiting phosphatidylcholine
synthesis [30]. Curiously, farnesol induces apoptosis in
tumorigenic cells by a similar mode of action [42,43], sug-
gesting an antiproliferative mechanism shared by ajoene
and farnesol.

Moreover, our findings show that the fungicidal mecha-
nism of farnesol is probably associated to the disruption
of all cytoplasmic cellular organelles. A similar cytoplasm
disintegration also occurs after the ingestion of P. brasil-
iensis yeast cells by cytokine-activated murine macro-
phages [44], indicating that this is possibly a common
event in response to a stress condition.

In order to understand the mode of action of farnesol on
P. brasiliensis, a microarray large scale analysis of gene
expression, as well as assays to evaluate the cell death
pathway activated in response to farnesol, should be per-
formed. Of major interest is the analysis of the expression
of genes related to phospholid and sterol synthesis path-
ways, as well and those related to the apoptotic process,
which are in progress.

http://www.ann-clinmicrob.com/content/8/1/13

Conclusion

In summary, our data indicate that farnesol acts as a
potent antimicrobial agent against P. brasiliensis, which is
very sensitive to this sesquiterpene alcohol. The fungicide
activity of farnesol in this pathogen is probably associated
to cytoplasmic degeneration, in spite of the apparent cell
wall integrity, as observed by transmission and scanning
electron micrographs. Although the antimicrobial activity
of farnesol has been clearly shown, additional studies
involving animal models need to be performed to assess
the potential effects of farnesol in vivo. It must be empha-
sized that the toxicity of exogenously administrated far-
nesol on mice is negligible, as shown by Navarathna et al.
|14]. Besides the observation of no significant gross
changes in control and treated mice examined at
necropsy, these authors verified that the oral (20 mM in
water) or intraperitoneal (1 ml of 20 mM) administration
of farnesol was harmless to mice, since there were no dif-
ferences in weight or water ingestion between control and
farnesol-treated animals.

In this sense, the antagonistic property of farnesol against
P. brasiliensis cells is particularly interesting, since it could
be further explored in order to evaluate its possible use as
an antimicrobial agent.
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related sequences plus a number of randomly chosen ascomycete
outgroups. This showed the isolate to be within the Pyrenochaeta
romeroi clade.

In April 2007, treatment with posaconazole 400 mg b.i.d. was
started. Random posaconazole serum levels measured by bioassay
were 0.9-2.1 mg/L. Following 17 months of posaconazole ther-
apy there was nearly complete disappearance of local pain and
decreased local swelling. MRI in August 2008 of the patient’s foot
showed extensive bony and soft tissue infection. Posaconazole was
discontinued in March 2009 and further swelling was observed over
the subsequent 6 months.

Pyrenochaeta romeroi is widely distributed worldwide, where
it grows on soil and vegetation, particularly in tropical climates.
It has been reported as a rare cause of mycetoma in humans
[5,6].

Clinical trials have shown successful treatment of eumyce-
toma with ketoconazole and itraconazole [1]. However, our patient
responded poorly or not at all to itraconazole, corroborating in
vitro results. There are no reports on the use of voriconazole in
P. romeroi infections. In our patient, voriconazole was minimally
effective and response was best classed as a failure. The difference
in voriconazole susceptibility results observed is presumably due
to the change in methodology, as on both occasions the same isolate
was tested.

Unresponsiveness to treatment with voriconazole in our patient
corroborates the susceptibility results using the modified EUCAST
method. Posaconazole has been shown to have comparable or
improved in vitro activity compared with itraconazole against
agents causing mycetoma [7]. A literature search revealed no
reports on the clinical efficacy of posaconazole in Pyrenochaeta
infections. A modest response at best was seen in our patient with
posaconazole initially, with clinical evidence of breakthrough more
recently.

Considering the fact that our patient had worked barefoot
in direct contact with cotton imported from mycetoma-endemic
countries with possible microscopic injuries to his feet, as well
as the absence of any known preceding injuries, this seems the
probable route of infection. We believe that this case is the first
description of this mode of mycetoma acquisition.
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Propranolol inhibits Candida albicans adherence and biofilm
formation on biotic and abiotic surfaces
Sir,

Candida albicans is associated with nosocomial infections partly
due to its ability to adhere to a variety of biomaterials such as
catheters and form biofilms. Biofilms have clinical repercussions,
mainly due to their notorious resistance to antimicrobial agents
and host immune defences [1]. A mature C. albicans biofilm is
formed of a biphasic structure composed of a thin layer of yeast
cells covered by hyphal elements embedded in a layer of extracel-
lular material [2]. Hyphal formation is essential to the structural
integrity of C. albicans biofilms [1,2]. Events that inhibit C. albi-
cans filamentation probably impair biofilm formation. Here we
describe the effects of propranolol on hyphae formation by plank-
tonic C. albicans cells [3,4] as well as on biofilm development.
Propranolol, a (-adrenergic receptor antagonist, probably binds
to phosphatidic acid (PA), blocking diacylglycerol (DAG) synthesis
[3].

Propranolol (0.5-1 mM) significantly reduced C. albicans biofilm
formation (Fig. 1A). The inhibitory effect of propranolol was also
observed after the onset of biofilm development, when the addition
of 1 mM propranolol at 6 h after the onset significantly inhibited
biofilm formation (Fig. 1C). However, the addition of propranolol
24 h after the onset showed only a slight inhibitory effect, suggest-
ing that propranolol acts mainly in the early stages of C. albicans
biofilm formation (Fig. 1D). Additionally, ultrastructural analyses
revealed that biofilms grown in the presence of propranolol are
fragile, resulting in biofilms formed by monolayers of elongated
cells (Fig. 1B).

In addition to the importance of the morphological transition in
mature biofilm formation, initial attachment of cells to a substrate is
crucial in the establishment of this microbial community. Thus, we
also evaluated the effect of propranolol on adherence of C. albicans
to abiotic surfaces. The attachment step, required for the formation
ofbiofilm, is greatly affected by this compound. This result, together
with the inhibitory effect on germ tube formation, may explain the
effect of propranolol on C. albicans biofilm development.

The ability of C. albicans cells to attach to host epithelial and
endothelial cells is also an important factor involved in the ini-
tial stages of colonisation and subsequent development of fungal
infection. Consequently, we evaluated the effect of propranolol
on the adherence of C albicans to Hela cells. Adhesion of fungal
cells to epithelial cells was significantly affected by propranolol.
Thus, propranolol could prevent the early stages of C. albicans
colonisation and biofilm formation on biological and non-biological
surfaces.

Adherence of microorganisms to surfaces involves numerous
factors such as cell hydrophobicity, electrostatic forces and spe-
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Fig. 1. Effects of propranolol (PO) on Candida albicans biofilms formation. (A) Assessment of the effect of PO on biofilm formation on a plastic surface by the MTT assay.
Candida albicans was grown in 96-well plates for 24 h at 36 *C with fetal bovine serum (FBS) and PO. (B) Scanning electron microscopy of C. albicans biofilms inducted by
20% FBS and cultivated at 36 °C in different concentrations of PO for 24 h: (B.1) 20% FBS; (B.2) 20% FBS + 0.5 mM PO; (B.3) 20% FBS +0.75 mM PO; and (B.4) 20% FBS + 1 mM
PO. (C) Evaluation of the effects of PO on the time course of C. albicans biofilm development. 1 mM PO was added at different time intervals after the onset of C. albicans
serum-induced biofilm formation. The results were assessed by MTT assay following 24 h of biofilm growth at 36 °C. (D) Evaluation of the effects of PO on 24 h pre-formed
C. albicans biofilms. Different concentrations of PO were added to C. albicans biofilms 24 h after the onset of its formation and were cultivated for a further 24 h at 36 'C. The
results were assessed by MTT assay. Each letter indicates statistically significant differences (P<0.05).

cific adhesins. Among the C. albicans adhesion molecules, the ALS
(agglutinin-like sequence) gene family, which encodes cell sur-
face glycoproteins, is of major importance [5]. The expression level
of the ALS3 gene increases in the initial stages of biofilm forma-
tion, suggesting its potential role in the development of C. albicans
microbial communities [6]. Another well-characterised C. albicans
adhesin is the glycosylphosphatidylinositol (GPI)-linked cell sur-
face protein Hwp1. Functional analyses showed that this protein is
required for the adherence of fungal cells to epithelial cells as well
as for normal biofilm formation [7]. Here we have provided evi-
dence that the inhibitory effect of propranolol on C. albicans biofilm
formation may be associated with its action on the expression of
some adhesin genes. As expected, C. albicans filamentation induced
by fetal bovine serum resulted in upregulation of ALS1, ALS3 and
HWP1 adhesin genes as shown by quantitative reverse transcriptase
polymerase chain reaction (QRT-PCR). However, addition of propra-
nolol represses the upregulation of these genes, corroborating its
inhibitory effect on filamentation and adherence of Candida cells
to surfaces. Inhibition of ALS3 gene expression by propranolol in C.
albicans planktonic cells was recently described [4]. ALS1, ALS3 and
HWP1 genes are regulated by EFG1, which is an important regula-
tor of C. albicans morphogenetic processes. Efg1 relative expression
level is also repressed by propranolol [4]. Thus, our data are congru-

ent with the proposition that propranolol disrupts the cAMP-EFG1
pathway [4].

This study reveals that propranolol has a potent inhibitory effect
on C. albicans biofilm formation in vitro. The mode of action of pro-
pranolol on biofilm development is closely related to its effect on
C. albicans filamentation. Propranolol inhibits germ tube formation
by repressing the cAMP-EFG1 pathway of C. albicans [4]. Moreover,
propranolol inhibits morphogenesis by sequestering PA [3], sug-
gesting that the transcription factor EFG1 can be regulated by PA
and/or DAG signalling pathways. Consequently, the expression of
EFG1 target genes (e.g. ALS1, ALS3 and HWPI) is also repressed
by propranolol. Thus, inhibition of C. albicans adherence to sur-
faces and hyphal development by propranolol results in abnormal
biofilms. These results open a new perspective regarding the use of
this compound in the treatment of implantable medical devices in
order to prevent C. albicans biofilm formation.
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Antibacterial agents in patients with swine flu
Sir,

Your editorial [1] has prompted me to write about our experi-
ence with a local epidemic of swine flu in June and July 2009 in the
hope that it will assist colleagues in deciding when to use antibac-
terials in patients with this infection. At the start of the epidemic
we established criteria for hospital admission which were based
on earlier experience of the epidemic from the USA and Australia.
Patients were admitted if they fulfilled World Health Organisation
criteria for swine flu and, additionally, were either hypoxic (on
pulse oximetry) or hypotensive. Patients meeting influenza diag-
nostic criteria who had significant asthma, or who were pregnant
or obese, were reviewed immediately by an experienced clinician
who decided whether or not to admit them to hospital.

Using these criteria we admitted 50 patients in whom swine
influenza was subsequently confirmed over a 3-week period, the

median age being 28 with a range from 16 to 80. Most patients
were previously healthy and had no risk factors but one third were
asthmatic and a quarter of the female patients were pregnant. Pre-
viously healthy non-pregnant patients recovered quickly with a
median length of hospital stay of only 2 days. Six patients (12%)
required assisted ventilation of whom three were asthmatic and
two pregnant.

We did not give antibacterial agents routinely to our patients.
Five of the 50 patients were admitted because of hypotension
and they received a fluid challenge together with antibacterials in
accordance with our sepsis protocol. Blood pressure in all of these
patients became normal within a few hours and antibacterials were
stopped within 48 h in all cases. Only one patient developed com-
plications suggestive of bacterial superinfection. This previously
healthy 40-year-old man remained pyrexial at 3 days after admis-
sion and became hypoxic on exertion and on the third day a chest
X-ray showed new lobar consolidation. He was commenced on par-
enteral penicillin and clarithromycin but 2 days later developed
a pleural effusion which proved to be an empyema when it was
drained. This required decortication; he became apyrexial 2 days
afterwards and made an uncomplicated recovery thereafter. Bacte-
rial cultures were negative. Several of the ventilated patients were
given antibacterial agents but in none was there clear evidence of
bacterial superinfection, intensive care having been required for
respiratory failure at a point when X-rays showed streaky consoli-
dation consistent with a primary viral pneumonitis.

In conclusion, our limited experience suggests that bacterial
superinfection is an uncommon complication in patients infected
with the current epidemic strain of swine influenza. This is in
agreement with recent experience in California [2]. We do not
believe that antibacterials should be administered routinely to
these patients and in our single patient whom we believe to have
had a bacterial superinfection there was ample time to make a con-
sidered judgement on appropriate treatment. Hypotension does
appear to be a presenting feature of this infection and it is clearly
prudent to manage these patients for possible bacterial sepsis but
our experience suggests that rapid recovery (and negative bacte-
rial cultures) can be taken to indicate a purely viral aetiology and
antibacterial agents can safely be stopped at an early stage.
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