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RESUMO

A criptococose é uma infeccdo flngica oportunista causada pelas espécies Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii, com elevada mortalidade em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes. Apesar de importantes avancos terem sido alcangados sobre sua fisiopatologia,
ainda pouco sabemos a respeito dos mecanismos moleculares que envolvem o metabolismo da
BH4 durante a evolucdo da criptococose. Utilizando um modelo de criptococose induzida em
camundongos C57BL/6 imunossuprimidos ou ndo pela infeccdo nasofaringea das cepas pela C.
neoformans e C. gattii, a caracterizacao da evolucao clinica da criptococose foi avaliada por testes
comportamentais, histopatoldgicos e microbiolégicos. Assim como a gPCR para determinacao da
expressdo dos genes do metabolismo da BH4 nos tecidos pulmonar e encefélico. Os resultados
obtidos neste estudo revelaram que a infec¢do pelos microrganismos promoveu comprometimento
do peso corporal, 0 comportamento tipo doentio, acompanhado de gliose de forma tempo
dependente. Em relacéo a expressao génica, foi possivel observar que a infeccdo modulou de forma
distinta a expressdo dos genes nos tecidos pulmonar e encefalico sem interferéncia do estado
imunoldgico, sendo tecido pulmonar o tecido mais sensivel ao tempo de infeccdo. Assim, N0ssos
mostram que a evolucédo da criptococose esta diretamente relacionado ao comportamento doentio
e gliose, além de modular genes-chave da via de sintese da BH4 de forma distinta entre os tecidos

pulmonar e encefalico, sendo o tecido pulmonar o mais impactado.

Palavras-Chave: C. neoformans, C. gattii, criptococose, BH4.



ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic fungal infection caused by the species Cryptococcus
neoformans and Cryptococcus gattii, with high mortality in immunocompromised and
immunocompetent patients. Although important advances have been made regarding its
pathophysiology, little is known about the molecular mechanisms involving BH4 metabolism
during the progression of cryptococcosis. Using a model of cryptococcosis induced in C57BL/6
mice immunosuppressed or not by nasopharyngeal infection of the strains by C. neoformans and
C. gattii, the characterization of the clinical progression of cryptococcosis was evaluated by
behavioral, histopathological and microbiological tests, as well as gPCR to determine the
expression of BH4 metabolism genes in lung and brain tissues. The results obtained in this study
revealed that infection by microorganisms promoted impairment of body weight, sickly-like
behavior, accompanied by gliosis in a time-dependent manner. Regarding gene expression, it was
possible to observe that the infection modulated gene expression in lung and brain tissues
differently without interference from the immune status, with lung tissue being the most sensitive
tissue to the time of infection. Thus, our results show that the evolution of cryptococcosis is directly
related to disease behavior and gliosis, in addition to modulating key genes of the BH4 synthesis

pathway differently between lung and brain tissues, with lung tissue being the most impacted.

Keywords: C. neoformans, C. gattii, cryptococcosis, BH4.
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1. INTRODUCAO
1.1. Criptococose

A infeccdo criptococica (criptococose) tornou-se um importante problema em todo o
mundo, especialmente entre pacientes imunocomprometidos. Com distribuicdo e impacto mundial
que devido a epidemia da aids na década de 1980 ganhou importante destaque por ser uma doenca
oportunista com considerdvel impacto nas taxas de morbidade e mortalidade (Perfect et al., 2010).
Esta infeccdo é causada por fungos do género Cryptococcus spp., 0s quais sdo leveduras
encapsuladas, saprofitas, normalmente associada a fezes de pombos e outras aves contaminadas
(Kobayashi et al., 2005).

Apresentam maior prevaléncia em regides de clima tropical e subtropical, fato este que pode
ter relacdo com as faixas de temperatura ideal para seu desenvolvimento e manutencdo de sua
forma capsulada que se estabelecem no meio ambiente. Esta forma capsulada apresenta um
diametro consideravelmente pequeno, por volta de 1 um, o que favorece a penetracao nos alvéolos
pulmonares (May et al., 2016).

A infecgdo pode apresentar duas formas, cutanea e sistémica. A forma cutanea é observada
em aproximadamente 10% a 15% dos casos. Na maioria das vezes, a forma cutanea precede a
doenca sistémica, sendo caracterizada por manifestacdes de lesdes acneiformes, rash cutaneo,
ulceragcdes ou massas subcutaneas que simulam tumores. Na forma sistémica, o aparecimento de
um quadro de meningite subaguda ou crénica é frequente observada. Caracterizada por febre,
fraqueza, dor no peito, rigidez de nuca, dor de cabeca, ndusea e vomito, sudorese noturna, confusao
mental e alteracGes de visdo. Pode ocorrer o comprometimento ocular, pulmonar, 6sseo e, as vezes,
da préstata (Zavala and Baddley, 2020) (Brasil and Saude, 2010).

Dentre os diferentes membros do género, o Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii
se destacam por apresentar como faixa térmica ideal de desenvolvimento entre 36°C a 38°C, sendo
0s Unicos com capacidade patogénica a seres humanos (Althertum, 2015). Em relacdo a infeccéo
em humanos, a carga global da meningite criptococica é de quase um quarto de milh&o de casos e
181.000 mortes anualmente, com taxas de mortalidade de 100% se as infec¢des ndo forem tratadas.
Esté infeccdo foi caracterizada como a principal causa de meningite oportunista relacionada aos

pacientes portadores de HIV ou imunocompetentes (Carrijo et al., 2021).
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Durante decadas, os agentes da criptococose foram agrupados em duas variedades que
incluiam cinco sorotipos: C. neoformans var. neoformans para os sorotipos A, D e AD (agora
conhecido por ser um hibrido entre as cepas A e D), e C. neoformans var. gattii para os sorotipos
B e C (Kwon-Chung et al., 2014). A descoberta de dois teleomorfos distinto das duas espécies foi
o0 primeiro passo para definir o que hoje é reconhecido como duas espécies distintas, C. neoformans
e C. gattii. Embora os nomes de teleomorfos tenham sido usados para denotar que ambas as
espeécies patogénicas de Cryptococcus pertencem em a um género dentro de Basidiomycota, seu
uso foi abandonado a partir de 2013 e hoje apenas Cryptococcus € usado de acordo com a nova
regra de nomenclatura fungica (Hawksworth et al., 2011).

Na maioria dos casos, a infeccdo criptocdcica em humanos ocorre pela inalagdo do
organismo, seja na forma de levedura ou talvez como basididsporos, de uma fonte ambiental, tendo
como primeiro alvo de infeccdo os pulmdes e vias aéreas (Levitz, 1991) (Chen, Meyer and Sorrell,
2014). A infecgéo cutanea pode ocorrer em 10 a 15% dos pacientes podendo ser classificada como
criptococose cutanea localizada ou como manifestagcdes cutaneas de criptococose disseminada
(Noguchi et al., 2019). A infeccdo cutanea primaria é rara e apresenta manifestac@es inicialmente
restritas a pele, apresentando-se como lesbes confinadas a partes isoladas da pele, que ndo sao
disseminadas sistemicamente nem associadas a fungemia ou antigenemia criptococica (Silva Souza
etal., 2021).

Por outro lado, a infeccdo cuténea disseminada ocorre principalmente em pacientes
imunossuprimidos onde as leveduras se reativam e podem proliferar no local da infec¢éo inicial e
se disseminar para outras partes do corpo dentro de fagocitos ou como células de levedura
(Santangelo et al., 2004) (Yang et al., 2016). Em estagios avancados da infec¢do ainda pode ocorrer
o0 tropismo para o Sistema Nervoso Central (SNC), ocasionando a meningite criptocdcica e pode
causar a forma neuroldgica avancada, denominada como Neurocriptococose. A causa para este
tropismo ainda permanece desconhecida, porém existem possiveis explicacfes para este fendbmeno,
como por exemplo: 1) a presenca de substratos que favorecam o crescimento do fungo; 2) o
fornecimento de um refdgio para o fungo conseguir evadir da resposta imune do hospedeiro e 3) a
presenca de receptores especificos que atraiam mais fortemente o fungo, quando comparado com
outros 6rgdos (Lin and Heitman, 2006).

Outro fator desconhecido até 0 momento € sobre o mecanismo utilizado pelo fungo para

penetrar a Barreira Hematoencefalica (BHE). Neste sentido, existem trés possiveis mecanismos
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propostos que sdo mais discutidos na literatura. Primeiro, as células de Cryptococcus poderiam
forcar seu caminho entre as juncdes apertadas de células endoteliais em um processo conhecido
como parasitose, usando proteases como a metaloprotease secretada (Mprl) para promover
migracdo endotelial (Vu et al., 2014). Ainda, estudos usando técnicas de imagem demonstraram
que os Cryptococcus podem atravessar a barreira hematoencefalica induzindo um evento embolico
na microvasculatura que reveste o cérebro. Neste caso a migragdo criptococica para o tecido
cerebral € um processo ativo que depende da secrecdo da enzima urease pelo criptococico (Shi et
al., 2010). Por fim, é postulado que o Cryptococcus possa utilizar o fagécito como um meio de
transporte ou protecdo durante a infec¢do (Kechichian, Shea and Del Poeta, 2007). Essa hipétese é
sustentada pela evidéncia de que a remocdo de macrofagos alveolares em camundongos
diminuindo de forma significativa a disseminacdo criptococica para o0 SNC (Kechichian, Shea and
Del Poeta, 2007).

Nos casos de disseminacdo para 0 SNC, o inicio dos sintomas pode ser insidioso. Dores de
cabeca, febre ou alteracBes do estado mental devem justificar testes diagnosticos. O impacto da
meningite criptococica (MC) ndo se contém apenas a taxa de infec¢do, mas principalmente a taxa
de mortalidade apresentada por estes pacientes infectados. E a causa mais comum de meningite
fangica e a causa mais comum de criptococose extrapulmonar em todo o mundo (Fisher et al.,
2021). Em um contexto global, inclusive no Brasil, sua incidéncia é subnotificada uma vez que
sua notificacdo ndo é obrigatéria pelos sistemas de vigilancia epidemioldgica. Seu diagnostico é
presuntivo, pois a apresentacdo dos sintomas é muitas vezes indistinguivel de outras doencas do
SNC. Sua avaliacdo diagndstica inclui histéria e exame fisico focados, com atencdo especial
achados neuroldgicos sutis e evidéncia de quaisquer coinfeccbes com organismos oportunistas
(Abassi, Boulware and Rhein, 2015). Embora o exame fisico possa levantar a suspeita de
meningite, testes adicionais como analises de soro devem ser feitos para correta avaliacdo de
pacientes com suspeita. A puncdo lombar com analise de fluido espinal cerebral (CSF) pela
coloragdo com nanquim e cultura de fungos é recomendada para pacientes com criptococose

suspeita ou comprovada (Skipper, Abassi and Boulware, 2019).

1.2. Metabolismo da BH4 e infec¢éo fungica
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A BH4 é um cofator enzimatico obrigatorio para a atividade enzimética da fenilalanina
hidroxilase (PAH), tirosina hidroxilase (TH) e triptofano hidroxilase (TPH) e para a atividade da
monooxigenase de éter-glicerol (AGMO) (Blau, Schoedon and Curtius, 1989) (Kaufman, 1963).
Além disso, também é necessario na sintese de oxido nitrico (NO) atuando como cofator
obrigatorio de todas as isoformas da NOS (endotelial, neuronal e induzivel) (Mayer et al., 1990,
Werner et al., 1998), molécula envolvida em inimeros processos fisioldgicos além de atuar como
um mensageiro retrogrado no SNC (Tayeh e Marletta, 1989; Schuman e Madison, 1991; Zhuo et
al., 1994; Arancio et al., 1996; Son et al., 1996; Kleppisch et al., 1999).

Os niveis intracelulares de BH4 séo regulados por trés vias principais de sintese: de novo,
de reciclagem e de salvagdo (Figura 1). Na via de novo, a enzima GTP Ciclohidrolase | (GTPCH)
converte a guanosina trifosfato (GTP) em 7,8-dihidroneopterina trifosfato, constituindo a etapa
limitante para a velocidade da sintese de BH4. Em seguida, a enzima 6-piruvoil-tetraidropterina
sintase (PTPS) converte o 7,8-dihidroneopterina trifosfato em 6-piruvoil-tetraidropterina,
produzindo neopterina como um subproduto, um biomarcador da ativagdo imunoldgica
frequentemente utilizado para monitorar doencas relacionadas ao sistema imunolégico (FUCHS et
al., 1988). Seguidamente, a sepiapterina redutase (SPR) reduz o 6-piruvoil-tetraidropterina em
BHA4.

A via de reciclagem converte a dihidrobiopterina (BH2) em BH4 por meio da acéo das
enzimas dihidropteridina redutase (DHPR) e pterina carbinolamina desidratase (PCD). Esta via é
crucial para recuperar e reutilizar BH4 que foi previamente oxidada, garantindo que o organismo
mantenha concentracGes adequadas deste cofator evitando a necessidade de utilizar novas
moléculas de GTP (Thony, Auerbach e Blau, 2000). Na via de reciclagem, a qual acontece
principalmente no figado, devido a grande demanda de BH4 para a atividade da enzima fenilalanina
hidroxilase, a 4a-hidroxi-tetrahidrobiopterina que é formada durante a oxidacdo do BH4 pela
hidroxilacdo enzimatica dos aminoacidos aromaticos, pode ser regenerada ao BH4 pela acéo de
duas enzimas adicionais: pterina-4a-carbinolamina desidratase (PCD) e diidropterina redutase
(DHPR) (Thony et al., 2000).

Por fim na via de salvagdo da BH4, que consiste na reconversdo da pterina parcialmente
oxidada de volta em BH4, um processo mediado pela enzima diidrofolato redutase (DHFR)
(WERNER; BLAU; THONY, 2011), onde o0 intermedidrio 1’-0x0-2’-hidroxipropil-

tetrahidropterina é convertido a 6-lactoil-7,8-diidropterina (sepiapterina) através de uma reacao néo
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enzimética (Milstien e Kaufman, 1983). A sintese de BH4 através da via de salvacdo suporta duas
possiveis rotas, uma vez que as enzimas SR e CR podem reduzir sepiapterina para gerar 7,8-
diidrobiopterina (BH2), que é subsequentemente reduzida ao BH4 por DHFR (Milstien e Kaufman,
1983). Durante estados inflamatorios, a biossintese da BH4 é regulada positivamente por meio de
citocinas pré-inflamatdrias, como interferon-gama (IFN-y), IL-1p, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), peroxido de hidrogénio (H-02) e também certos estimulos imunol6gicos que regulam
transcricionalmente a enzima GTPCH na via de novo, que pode aumentar em até 100 vezes (Thony,
Auerbach e Blau, 2000).

BH4 - via de novo

l Guanosina trifosfato

IFN-y, TNF-g,
‘ IL-ApLPs [~ 77777 + GIPCH l
i [ Diidroneopterina trifosfato ]

E‘: PTPS

%: [ 6-Piruvoil tetraidropterina ]

g: AR/CR / \ SPR

=

n:+ 6-Lactoil ’ SPR 1"-Hidroxi-2"-oxopropil
tetraidropterina B tetraidropterina

/.
i SPIN. ,/AR
,,?l‘;i‘? Fenilalanina Tirosina  Triptofano  Arginina Alquil-glicerol
&5 = . . .
DHFR obrigatério,
Tirosina L-DOPA 5-HT ON Aldeido graxo
BH2

Tetraidrobiopterina 4a-

carbolamina

SPR/AR/CR DHPR

BH4 - via de salvacdo PCD
qBHZ

Figura 1. Vias de sintese da tetrahidrobiopterina (BH4). GTP, guanosina trifosfato; GTPCH, GTP ciclohidrolase;
PTPS, 6-piruvoil tetrahidropterina sintase; SR, sepiapterina redutase; DHFR, diidrofolato redutase; PCD, pterina-4a-
carbinolamina desidratase; DHPR, diidropterina redutase; Tyr, tirosina; Trp, triptofano; Phe, fenilalanina. Adaptado
de Wang et al. (2020).

Os estudos que correlacionam as infec¢des fungicas com o metabolismo da BH4 sdo
limitados, especialmente estudos relacionados a infec¢do pelos fungos do género Cryptococcus
spp. Em estudo publicado por Jarvis e colaboradores em 2014, os autores relataram apenas que o
foi observado aumento dos niveis dos marcadores de ativacdo de macrofagos, sSCD14 e neopterina,

um intermediério da via de metabolismo da BH4, em macrofagos ativados tanto pelo IFN-y como
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pela infeccdo por Cryptococcus (Jarvis et al., 2014). Dados da literatura utilizando modelos in vivo
sugerem que o IFN-y possa proteger contra a infecgdo por Cryptococcus potencializando a
depuracdo do microrganismo dos pulmdes e impedindo sua disseminacgédo para o0 SNC (Kawakami
etal., 1996) (Zhou et al., 2007). Embora o papel crucial da imunidade inata contra infec¢do fungica
pulmonar na interacdo patogeno-hospedeiro foram bem descritas, as fungdes de imunidade
adaptativa com respostas de células T representativas se mostram igualmente importantes para a
defesa do organismo, sendo a resposta imune mediada por IFN-y necesséria para a depuragéo do

microrganismo, especialmente no tecido pulmonar (Li, Lu and Meng, 2019).

Evidéncias crescentes indicam que a ativaco de macréfagos e producio de Oxido Nitrico
(NO) induzida por IFN-y dependente de células T desempenha um papel importante nas defesas
do hospedeiro contra muitos microrganismos (Li, Lu and Meng, 2019) (Lovchik, Lyons and
Lipscomb, 1995) (Bhatt et al., 2021). No sentido oposto, Reardon et al. em 1996, relatou que o
IFN-y reduz a capacidade dos macrofagos alveolares humanos de inibir o crescimento de C.
neoformans in vitro (Reardon et al., 1996). Ainda, foi demonstrado que a pré-ativacdo de
macréfagos murinos por IFN-y aumentou a taxa fagocitaria apenas de C. neoformans, mas ndo
promoveu fagocitose de C. gattii (Ikeda-Dantsuji et al., 2015). Diante destas informacoes e
considerando a influéncia que fatores ambientais e condicdes sistémicas geradas por inflamacdes
ou infeccbes podem modular epigeneticamente a transcricdo de genes, em especial, genes
relacionados a codificacdo do IFN-y, podendo ainda afetar a via de sintese do BH4 (Ghisoni et al.,
2015).

A homeostase da BH4 tem um papel fundamental na modulacdo do NO, que é crucial para
a defesa imunoldgica e a regulacdo da inflamacdo nos tecidos pulmonar e encefalico. Em niveis
adequados, o NO auxilia na eliminagéo do Cryptococcus, colaborando no controle da infec¢do. No
entanto, a producdo excessiva de NO, provocada pelo aumento descontrolado de BH4, pode
desregular o processo inflamatorio, levando a danos significativos nos tecidos, como demonstrado
em modelos de lesdo pulmonar inflamatéria (Feng Y. et al., 2024). Além disso, a oxidagdo
excessiva da BH4 para BH2 pode resultar no desacoplamento da sintese de NO, o que favorece a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Esse desequilibrio intensifica 0 estresse
oxidativo, potencializando a resposta inflamatdria e aumentando o risco de lesdo celular. Pesquisas

recentes mostraram que uma regulacao adequada da via de sintese da BH4, especialmente por meio
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da modulacéo da enzima GTP ciclohidrolase | (GCH1), pode ajudar a reduzir a geracéo de ROS e
limitar os danos teciduais durante processos inflamatérios (Feng Y. et al., 2024).

Por outro lado, no contexto encefalico, o excesso de NO mediado por BH4 pode contribuir
para a neuroinflamacdo e a disfuncdo da barreira hematoencefalica. Estratégias que buscam
equilibrar os niveis de BH4 sdo essenciais, pois a redugdo excessiva deste cofator pode prejudicar
a resposta imunoldgica adaptativa mediada por NO, enquanto que sua superproducdo pode agravar
os danos inflamatdrios. Portanto, entender e modular o metabolismo de BH4 é uma abordagem
promissora para mitigar os impactos patoldgicos da resposta inflamatdria tecidual (Feng Y. et al.,
2024). Essas observacgdes corroboram com nossa hipétese de que a via de sintese da BH4 tem um
papel fundamental na regulacdo da resposta imunoldgica e do equilibrio redox durante a
criptococose, especialmente nos tecidos pulmonar e encefalico. Dessa forma, compreender como
a infeccdo por C. neoformans e C. gattii impacta a expressdo dos genes da via de sintese da BH4
nesses tecidos € particularmente relevante para a pratica clinica da doenca, pois compreender essa
dindmica pode ndo apenas esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na infec¢do, mas
também ajudar a identificar potenciais alvos terapéuticos para ajustar os niveis de BH4, otimizando

a resposta imune sem provocar danos inflamatorios excessivos.
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2. JUSTIFICATIVA

A criptococose ¢ uma doenca flngica de importancia global, afetando de maneira
desproporcional individuos imunocomprometidos e, em regifes tropicais, também
imunocompetentes. Espécies como Cryptococcus neoformans e C. gattii apresentam alta
morbidade e mortalidade, especialmente em casos de meningite criptococica. Com incidéncia
subnotificada no Brasil e alta letalidade sem tratamento, compreender a dindmica da infecgdo é
essencial para desenvolver estratégias diagnésticas e terapéuticas mais eficazes (Brasil, 2010;
Zavala; Baddley, 2020). Estudos indicam que a modulacdo da resposta imunoldgica e a
desregulacdo de citocinas inflamatdrias tém papel critico na patogénese da criptococose. Apesar
disso, ainda ha lacunas na compreensdo de como esses processos moleculares influenciam a
disseminacdo fungica e o tropismo pelo sistema nervoso central, o que reforca a necessidade de
pesquisas que integrem aspectos moleculares e imunoldgicos (May et al., 2016; Carrijo et al.,
2021). Neste sentido, sabendo que a BH4 desempenha fungdes cruciais em vias metabdlicas e na
modulacdo da resposta imune e que sua conexdo com as infec¢bes flngicas, em especial as
causadas pelos fungos do género Cryptococcus spp. ainda permanece pouco explorada, a proposta
deste estudo foi de ampliar o conhecimento cientifico sobre o impacto da criptococose no controle

transcricional dos genes do metabolismo da BH4 nos tecidos pulmonar e encefélico.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar a evolucdo clinica da criptococose e avaliar seu impacto na expressao dos

genes da via de sintese do BH4 nos tecidos pulmonar e encefalico.

3.2. Objetivos especificos

v Caracterizar as alteracdes comportamentais durante a evolugdo da criptococose em

modelo murino de infeccdo nasofaringea;

v Confirmar a infeccdo pulmonar e caracterizar a disseminacdo sistémica dos

microrganismos por técnicas histopatoldgicas, bioquimica e molecular;

v Determinar a presenca fngica dos microrganismos nos homogenatos de tecidos;

v Verificar a influéncia da supressdao do sistema imune na evolucdo clinica da
criptococose induzida pelas espécies C. neoformans (JEC21) (Sorotipo D) e C. gattii (R265)
(Sorotipo B);

v Avaliar o impacto da imunossupressdo e/ou da infec¢do nasofaringea de C.
neoformans e C. gattii na expressdo génica dos genes que codificam o IFN-y e as enzimas da via
de sintese de BH4 (Dhfr, Spr, Gtpch e Pts)
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4, MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Black C57BL/6, livres de patdgenos especificos - SPF,
machos, adultos, com idade de 3 a 8 semanas e massa corporal variando entre 20 e 50 gramas,
obtidos de Biotério Comercial e mantidos no Biotério do Departamento de Pds-Graduacdo em
Patologia Ambiental e Experimental da UNIP - Universidade Paulista em Sdo Paulo. Os animais
foram mantidos por 10 dias para aclimatizagdo em microisoladores, em nimero de 5/microisolador,
e alocados em ambiente com temperatura controlada a 23+1°C, umidade de 45-55%, em ciclo de
iluminacdo de 12 horas claro/escuro (liga 8 horas AM). Os animais foram alimentados ad libitum
com racdo peletizada, esterilizadas por irradiacdo e agua esterilizada por autoclavagem. Todos 0s
procedimentos foram realizados apds a prévia aprovacéo pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Paulista [CEUA 7694091222 (Anexo 1)]. Durante todos os
procedimentos os principios basicos do uso de animais em toxicologia (adotados pela Sociedade
de Toxicologia em julho de 1989) foram seguidos com o objetivo de minimizar o nimero de

animais bem como seu sofrimento.

4.2. Delineamento experimental e calculo do n amostral
4.2.1. Modelo in vivo

Foram utilizados 102 camundongos, os quais foram divididos em 5 grupos: Controle —
camundongos imunocompetentes e ndo-inoculados (5 animais); Infectado 1 — camundongos
inoculados com C. neoformans (5 animais); Infectado 2 — camundongos inoculados com C. gattii
(5 animais); Cy-Infectado 1 — camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e inoculados
com C. neoformans (7 animais) e Cy-Infectado 2 — camundongos imunossuprimidos com
ciclofosfamida e inoculados com C. gattii (7 animais). Os camundongos foram infectados com
1x108 células de C. neoformans e C. gattii por inoculagdo nasofaringea e mantidos por 7, 14 e 21

dias apds a infeccdo como mostrado no fluxograma de processamento de amostras.



24

4.3. Cultura microbiolégica

As cepas criptocdcicas previamente caracterizadas molecularmente [C. neoformans e C.
gattii)] foram doadas pelo Prof. Dr. Marcelo Afonso Valim da Universidade Federal de Sao Paulo
— UNIFESP foram mantidas no Laboratério do Centro de Micologia do Centro de Pesquisa da

Universidade Paulista -UNIP em condicGes ideais de crescimento.

4.4. Protocolo de imunossupressao com ciclofosfamida (Cy)

A imunossupressao foi promovida pelo tratamento com ciclofosfamida (Cy) de acordo com
protocolo previamente estabelecido por (Anete Lallo e Porta Miche Hirschfeld, 2012). Em resumo,
0s camundongos receberam duas doses de 100 mg/kg de ciclofosfamida (Cy) por via
intraperitoneal (Genuxal®, Asta Médica Oncologia, Sdo Paulo, Brasil), sendo uma dose semanal
(14 dias antes da data prevista para inoculacdo do patégeno). A administracdo semanal da Cy foi
mantida durante todo o periodo experimental, sendo que o0s animais do periodo experimental DPI
7 tomaram 3 doses; os animais do DPI 14 (4 doses) e os animais do DPI 21 tomaram 5 doses de
Cy.

4.5. Inoculacgdo nasofaringea

Para a inoculacgdo nasofaringea os animais foram previamente anestesiados com isofluorano
por via respiratoria. Apos a confirmagdo do aprofundamento anestésico, 50 uL da suspensédo
fingica na concentracdo de 1x10° células volume correspondente a 50,000 células de
levedura/camundongo, foi inoculada com o auxilio de uma micropipeta. Apés a confirmacdo da
total inalacdo da suspensdo fungica, o camundongo foi mantido separado dos demais em uma

gaiola com maravalha para monitorizacao até que retornasse do aprofundamento anestésico.

4.6. Parametros comportamentais

4.6.1. Protocolo SHIRPA
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Como procedimentos para avaliagdo comportamental longitudinal de disfuncéo neuroldgica
foi aplicado o protocolo SHIRPA (“SmithKline Beecham, Harwell, Imperial College, Royal
London Hospital Phenotype Assessment”) com algumas modificagdes (Rogers et al., 2001). A
aplicacdo deste protocolo permitiu avaliar a morbidade dos animais infectados durante a evolugéo
da criptococose até o surgimento dos sintomas graves.

Os comportamentos foram pontuados de forma a fornecer avaliagdo quantitativa para cada
parametro avaliado: comportamento motor (geotaxis negativa, manobra do arame, encurvamento
do tronco, elevacdo da cauda, atividade locomotora, tremor, posicdo corporal), estado
neuropsiquiatrico (vocalizacdo, escape ao toque, passividade posicional), funcdo autdbnoma
(defecacédo e micgéo), funcéo e reflexo sensorial (reflexo postural, reflexo corneal), tonus e forga
muscular (forca ao agarrar, ténus corporal) e peso. Os testes do protocolo SHIRPA foram

realizados em todos os grupos (Rogers et al., 2001).

4.6.2. Campo aberto

Criado pelo psicologo Calvin Hall na década de 1930, o campo aberto é um teste para se
determinar o comportamento do animal em um ambiente novo, seu impulso de explorar novos
locais (CRUSIO, 2011). Sao varios modelos disponiveis no mercado atualmente, mas o utilizado
foi um com paredes brancas e linhas circulares pretas. Os animais foram colocados no centro do
circulo e filmado por uma cadmera de video, mantendo-se por 5 minutos (Prut, Belsung, 2003). Os
seguintes parametros foram observados: a) frequéncia de limpeza, b) tempo de limpeza, c) tempo
de locomocdo, d) frequéncia de levantar, €) tempo de imobilidade. O grooming ou comportamento
de autolimpeza em roedores pode ocorrer em periodos de alto ou baixo nivel de estresse e esta
associado com comportamento ansioso.

Niveis baixos de estresse podem aumentam o comportamento de limpeza espontanea junto
com a associagdo a transicdo de outras atividades, enquanto elevados niveis de estresse aumentam
0 comportamento de limpeza como resposta a novos ambientes (Reis-Silva et al., 2019). Na medida
em que este comportamento de caracteristicas estereotipadas permite o animal fazer a higiene
pessoal; a frequéncia de levantar, tempo de imobilidade e frequéncia de imobilidade estdo

relacionadas ao comportamento exploratério do animal (Kalueff; Tuohimaa, 2004, File et al.,
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2001). Entre uma andlise e outra, o local de exame era higienizado com alcool 5%. Os resultados
foram expressos como media £ SEM de 5-7 animais.

4.6.3. Suspensao pela cauda

De acordo com Steru (1985) e Castagné (2011) o teste de suspensdo pela cauda (Tail
Suspension/Hanging) consiste na suspensdo do animal de estudo pela cauda com uso de uma fita
adesiva ha 1 metro do ch&o e a posi¢do adequada € o ventre direcionada para o pesquisador. Para
este experimento, gravamos com camera por 6 minutos. Este teste visa avaliar a resposta com
relacdo a comportamentos relacionados a ansiedade/estresse. Em nossa pesquisa foram
considerados trés itens para avaliagdo: frequéncia de imobilidade (quantas vezes o animal fica sem
movimento), tempo de imobilidade (quanto tempo o animal fica sem movimento), laténcia da 12.
imobilidade. Entre uma analise e outra, o local de exame era higienizado com alcool 5%. O estado
ansioso, depressivo ou doentio sdo formas de o animal expressar o medo e ativar mecanismo de
adaptacéo.

Para esse estudo definimos os estados como a) ansioso como o aumento de atividade dos
animais no campo aberto, sendo que o animal tende a permanecer mais tempo nas bordas do campo
aberto e menos no centro. Aumento na frequéncia de autolimpeza (grooming). Na suspenséo pela
cauda possuem uma tendéncia de maior estimulo para soltura e tempo de luta quando comparado
ao grupo controle; b) depressivo como redugdo no tempo e frequéncia de locomocgdo, bem como
reducdo na frequéncia de levantar.

Na suspensao pela cauda observa-se aumento no tempo de imobilidade e menor resisténcia
inicial, também € notada a reducdo na laténcia de primeira imobilidade; e ¢) doentio é caracterizado
por uma reducédo na atividade geral do animal, com maior tempo de imobilidade que nos estados
de ansiedade e depressdo, também é notada a reducdo no comportamento de autolimpeza
(grooming). Na suspenséo pela cauda ocorre a diminui¢do no tempo de luta e na intensidade dos
movimentos do animal, além da auséncia da tentativa de escape (Steimer, 2002; Stein, Bouwer,
1997).

4.7. Necropsia, coleta de amostras e método de descarte
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Nos dias 7, 14 e 21 pos-infecgdo (DPI), os animais foram submetidos a eutanésia pelo
aprofundamento anestésico por via intraperitoneal, utilizando-se mistura [quetamina (300 mg/kg),
xilazina (30 mg/kg) e acepromazina (2,5 mg/kg)]. Apds a eutanasia o sangue foi coletado por
puncao cardiaca. Em seguida o animal foi perfundido com 10 mL de PBS e os 6rgaos (pulmao,
pancreas, bacos, rins, coracdo e encéfalo) foram coletados. O encéfalo foi coletado através de
técnica de craniotomia fronto-parieto-occipital, apds abertura da calota craniana com tesoura de
Metzembaun na regido frontal e no osso interparietal, que foram congelados imediatamente em

nitrogénio liquido e armazenados a -80°C para posteriores analises bioquimicas e moleculares.

4.8. Parametros histopatoldgicos

Para a realizacdo dos estudos histopatoldgicos os tecidos pulmonar e encefalico foram
coletados apds perfusdo do animal com 10 mL de PBS estéril e fixados em formol tamponado a
10%. Apds 72 horas as amostras foram devidamente posicionadas em capsulas (cassetes) em sua
totalidade ou partes representativas, de até 4 mm. Em seguida, as amostras foram desidratadas,
clarificadas e impregnadas por parafina. Ap6s o término do processo, os blocos foram fatiados em
micrétomo (5-6 um) e posicionados em laminas histoldgicas. Em seguida, as laminas foram
submetidas as coloragdes especificas para determinacdo de alteracbes morfoldgicas e glomerados
de leveduras (H.E).

4.8.1. Hematoxilina-eosina (H-E)

As laminas contendo os cortes histoldgicos foram desparafinizadas em 2 banhos de xilol,
sendo o primeiro na estufa, a 60°C por 30 minutos, e 0 segundo a temperatura ambiente por 5
minutos. Em seguida, hidratadas por meio de sequéncias alcodlicas em concentracdes decrescentes,
alcool 100%, 95% e 70%, até agua destilada. Apds a hidratacdo, as ld&minas foram coradas com
hematoxilina por 50 segundos, lavadas em &gua corrente para oxidagdo da hematoxilina por 2 a 4
minutos. Apos a lavagem em agua, as laminas foram coradas com eosina por 20 segundos
precedida de uma passagem em alcool absoluto. Apos o final da coloragdo, as laminas foram
desidratadas em alcool 100% (3 banhos de 3s cada), xilol (2 banhos de 3s cada) e montadas com

resina sintética (Entellan® Merck).
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4.9. Parametros microbiologicos
4.9.1. Isolamento e identificacdo classica

Para garantir que ndo ocorresse a contaminacdo das amostras, 0s 6rgaos (pulmao, pancreas,
bacos, rins, coracdo, prostata e encéfalo) foram retirados em condicBes assépticas, pesados e
macerados em 1,0 mL PBS estéril. A seguir, 100 uL de cada suspensdo foram semeadas na
superficie de placas de agar YPD (Extrato de Levedura - Peptona — Dextrose). As placas semeadas
foram incubadas a 30°C por 48h (Feder et al., 2015) e o nimero de unidades formadoras de col6nias
(CFU) foram contadas e compiladas em planilha para analise comparativa com ufc/mL derivadas
das diferentes amostras. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de 5 animais

independentes.

4.10. Parametros Moleculares
4.10. 1. Extracéo de Acido Ribonucléico (RNA)

O RNA total foi isolado as amostras de pulmdo e encéfalo pelo método
TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol. Para isso ap6s homogeneizagdo das estruturas em 0,5 mL do
reagente TRIzol®; a separacdo da fase aquosa foi realizada pela adi¢do de 0,2 mL de cloroférmio
e (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) e centrifugacdo (14.000 rpm) por 15 minutos a 4°C. Ao
término da centrifugacdo a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) em tubos novos e devidamente
identificado, sendo desprezada a fase precipitada. Em seguida, a precipitacdo do RNA foi realizada
com adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado ao sobrenadante coletado (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA). Apds ao término da incubacdo das amostras (10 minutos a
temperatura ambiente), as amostras foram novamente centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos).
Ao término da centrifugacéo o isopropanol foi descartado por inversdo e 0 RNA precipitado (pellet)
foi lavado com etanol 75% e ressuspendido em 20 uL de &gua ultrapura e armazenados a -80°C. A
guantidade e pureza do RNA extraido devera ser estimada em aparelho de espectrofotometria,
utilizando as razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,

Uniscience).

4.10. 2. Sintese de DNA complementar (cDNA)
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O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da transcri¢ao reversa de 2000 ng de
RNA total na presenca de 2 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript 11, Invitrogen)
(Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes recomendadas pelo fabricante. A primeira fita
de cDNA foi gerada em reacdo com volume final de 20 uL contendo 500 uM de dNTP, 25 ug/mL
de OLIGO dT, 1X solucdo tampéo de primeira fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 uM de DTT
pela enzima Superscript 1. A mistura de RNA, agua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos
para promover a abertura de possiveis estruturas secundarias e em seguida a reacdo de sintese
acontecera durante 50 minutos a 50°C, como inativagao enzimatica a 85°C por 5 minutos. Apds o
término da reacdo o cDNA sintetizado foi diluido a concentracao final de 100 ng/puL e armazenado
a -20°C.

4.10. 3. Analise da expresséo génica por gPCR

Para o estudo da expressdo génica as reacOes foram realizadas com iniciadores especificos
(Tabela 1) e tiveram como controle enddgeno os genes S-actina [F: (5" TCT TGG GTA TGG
AAT CCT GTG 3"); R: (5° AGG TCT TTA CGG ATG TCA ACG 3')], Gapdh [F: (5° CCG CAG
CGAGGAGTTTCTC3);R: (5 GAGCTAAGC TCAGGCTGTTCC A 3)]eRn18s[F: (5
CGCGGTTCTATTTTGTTG GT 3); R: (5 TCG TCT TCG AAA CTC CGA CT 3Y)]. Todas
as reacOes tiveram volume final de 10 uL; contendo 5 uL de SYBR Green | Master, 0,4 uM de
iniciadores especificos, 1 uL do cDNA sintetizado e q.s.p. de agua Milli-Q Rnase free. A
quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico comparativo 274,
Neste método, a média do Ct do gene alvo € subtraida pela média do Ct dos controles enddgenos
utilizados (B-actina, Gapdh e 18S), resultando em um A®. Para o calculo da expressdo o valor de
ACt obtido foi substituimos na formula 272, Os valores finais foram apresentados como razéo entre
a expressao do gene alvo em relacdo a media da expressdo génica dos genes utilizados como
normalizadores. Os resultados foram expressos como média + SEM padrdo de 5-7 animais
independentes realizados em duplicata técnica, na forma absoluta para a comparacdo do perfil
transcricional entre os diferentes 0rgdos e normalizados em relagdo ao grupo controle (atribuido

valor 1).



Tabela 1: Condigdes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo da expressao génica.
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Gene (ID) Iniciador 5'- 3' Sequencia Condig¢des de reacdo pb
Gehi (14528) ;".’x:‘.’ TL‘;TCT:CT:::::_ :gTGG:ACCTT 95°C ~ 15s; 60°C~ 30s; 72°C~ 30s 191
Dhfr (13361) :‘:’;:": i:?: g:g :22 i:g :::xff 95°C - 153; 60°C— 30s; 72°C- 30s 209
Pts 1 (19286) ::::: f_:: :2; g:i mggﬁrgﬁ 95°C — 15s; 60°C— 30s; 72°C— 30s 178

spr (20751) :‘:’x::: Zﬁ‘gﬁ :ii i‘; i:ﬁ ::i ;’: 95°C - 15s; 59°C- 30s; 72°C~ 30s 190
Ifng (15978) ‘RT\:::: :2: Z‘;‘;iﬁi i:;i":r‘g' Zi: Zﬁ, 95°C - 15s; 60°C— 30s; 72°C— 30s 167

4.11. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em uma planilha do Excel e posteriormente

analisados pelo teste de variancia ANOVA two-way, seguido pelo teste de Tukey como um teste

de comparacdo mudltipla, para avaliar os efeitos dos fatores: Imunossupressdo, Infeccdo e a

interacdo entre eles, usando GraphPad Prism9. Em todas as medidas o a foi de 5% bicaudal, ou

seja, a significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05. Os resultados foram

expressos como média + desvio padrdo de 5 a 7 animais independentes. Todas as reacGes foram

realizadas em duplicata técnica. A correlacdo entre a expressdo génica e o padrdo de metilacdo da

regido promotora foi testada utilizando o Coeficiente de correlacdo de Pearson (r), sendo

considerado significativo os valores de r > 0.6.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo da evolucdo da infeccdo intra-nasal de cepas criptococicas pelo
monitoramento do ganho de peso corporal e disseminacéo sistémica

Em relacdo ao ganho de peso corporal nossos resultados mostram que tanto a infecgdo com
a cepa C. gattii como a cepa e C. neoformans comprometeram o ganho de peso corporal de forma
significativa quando comparados em relacdo ao grupo Controle. Entretanto, foi possivel observar
diferenca entre 0s grupos imunossuprimidos e imunocompetentes para os animais infectados pela
cepa C. gattii apenas no DPI 7, com expressiva perda de peso entre os grupos no DPI 14 (linhas
azuis). Por outro lado, os animais infectados pela cepa C. neoformans o comprometimento no
ganho de peso corporal se manteve igual entre 0s grupos imunossuprimidos e imunocompetentes
até o periodo DPI 14. Apoés a segunda semana de infeccdo foi possivel observar uma expressiva
reducdo no ganho de peso apenas no grupo dos animais imunossuprimidos, com reducdo do peso
corporal no DPI 21 (Fig.2). Devido evolugdo da criptococose e o rapido agravamento dos sintomas
clinicos dos animais infectados pela cepa C. gattii observados no DPI 14, optamos por interromper
0s experimentos relacionados aos grupos infectados com o C. gattii no periodo de 21 dias (DPI
21).

Ganho de peso corporal

30+
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Figura 2. Caracterizacdo da evolucao da Criptococose no ganho de peso corporal. O ganho de peso corporal dos
animais foi monitorado semanalmente do grupo Controle e inoculados pela via intra-nasal com as cepas
criptocécicas (50,000 cels/animal) durante todo o periodo experimental. Os dados representam a média + erro padréo
da média, **** P<0,0001 quando comparados com o grupo Controle; **** P<0,0001 entre os grupos C. gattii X Cy
+ Gattii; **** P<0,0001 entre os grupos C. neoformans X Cy + Neoformans e &% P<0,001 diferenca entre o grupo
C. neoformans com os grupos C. gattii e Cy + Gattii.
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A fim de confirmar a disseminacdo da infec¢do fungica, homogenato dos 6rgdos foram
preparados em ambiente estéril, semeados em placas de cultivo e incubadas a 30°C por 48h. Os
resultados apresentados na Fig.3 mostram que os homogenatos provenientes dos animais do DPI 7
apresentaram um maior numero de coldnias para todos os 6rgdos avaliados (Fig. 3a, c, e, g, I, k)
quando comprados aos resultados do DPI 14 (Fig. 3b, d, f, h, J, I). Cabe ressaltar que no DPI 14 os
6rgdos que apresentara um maior nimero de col6nias fungicas foram o pulméo (Fig. 3b), encéfalo

(Fig. 3d) e coracao (Fig. 3h) para a cepa C. gattii.
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Figura 3. Avaliacdo da presenca do microrganismo em homogenato dos diferentes drgédos nos periodos
experimentais DP1 7 e DPI 14. Os graficos (a, ¢, €, g, i, k) representam a contagem de col6nias fungicas no periodo
de 7 dias ap6s infeccdo (DPI 7) e os graficos (b, d, f, h, j, 1) no periodo de 14 dias apds infeccdo (DPI 14). Nota-se a
presenca de fungos no periodo de pesquisa de DPI 7 dias tanto na cepa C. gattii, quanto na C. neoformans; entretanto,
a presenca destes s6 foi notada no periodo de pesquisa nas cepas C. gattii em todos os 6rgaos e C. neoformans somente

Nno coragéo.
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5.2. Caracterizacao das alteracfes comportamentais promovidas pela infecgdo criptococica

Todos os testes comportamentais relacionados ao desenvolvimento (Protocolo SHIRPA)
utilizados para a avaliagdo da evolugcdo da infec¢do fungica foram observados semanalmente
durante todo o periodo experimental, sendo os resultados apresentados abaixo a representacdo
grafica da média dos escores das analises semanais. A Fig. 4 mostra os resultados das analises dos
parametros referentes ao comportamento motor dos animais dos periodos experimentais DP1 7 e
DPI 14. Dentre as categorias avaliadas foi observado reducdo do escores dos animais
imunocompetentes e imunossuprimidos infectados pelas duas cepas (C. gattii e C. neoformans) no
DPI 7 (Fig. 4c) e aumento do escore apenas no grupo C. gattii no DPI 14 (Fig. 4d). Em relacdo a
categoria Encurvamento do tronco aumento do escore foi observado apenas no grupo Cy + gattii
(Fig. 4e, ) e reducdo do escore do Tremor no grupo C. gattii (Fig. 4h), ambos no DPI 14.
Adicionalmente, reducéo do escore do Trem posterior foi observado nos grupos C. gattii, Cy +
gattii e Cy + neoformans foi observado no DPI 7 e aumento no grupo Cy + gattii no DPI 14 (Fig.
4i, j). Nao foi observado diferencas significativas da Elevacdo da Cauda em nenhum periodo

experimental (Fig. 4a, b).
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Figura 4. Efeito da infec¢do intranasal das cepas criptocécicas no comportamento psicomotor. O comportamento
psicomotor dos animais inoculados foi avaliado utilizando o protocolo SHIRPA semanalmente durante a linha do
tempo experimental (DP1 7 e DPI 14) empregando 5 categorias funcionais: Elevacdo da cauda (a, b), Geotaxia
Negativa (c, d), Encurvamento do tronco (e, f), Tremor (g, h) e Trem posterior (i, j). Os resultados representam a
média + SEM das andlises semanais do escore de 5-7 animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste
de comparacdes multiplas de Tukey. Os asteriscos pretos correspondem a diferencas em relacdo ao grupo Controle;
vermelhos em relagdo C. neoformans e verdes em relagéo ao grupo Cy + gattii.

Os resultados apresentados na Figura 6 referentes a avaliacdo da forca e tdnus muscular e
do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), sugerem que apenas o SNA foi comprometido pela
infeccdo com aumento da média para defecacdo nos grupos C. neoformans e Cy + C. neoformans
no DPI 7 (Fig. 5g) e reducdo nos grupos C. gattii e Cy + C. gattii no DPI 14 (Fig. 5f). N&o sendo

observados diferencas significativas para as demais categorias avaliadas (Figs. 5a, b, c, d, e, ).



36

[ controle [ Centrole [ Controle

(a) moe (b) mo (c) mcw (d) =
—1 s neoformans Bl c reoformans
& o o B2 cy+ gati B+ Gani

Gy + Neoformans Cy + necformans Cy + Neoformans

Ténus muscular
(média + SEM)
9
Ténus muscular
(média £tSEM)
(média + SEM)

Manobra do arame
Manobra do arame
(média +SEM)

- —_— ¥
DPIT DP114 Ll DPI14

[ controle
(E) E Controle (ﬂ - (g) [ Controte (h) E 2“"":*’
¢ Gati W c oG - 9a
W c. neoformans Bl . neoformans B G neoformans Bl c. neoformans
B cy+ cani o - o B cy- o

. Cy + Noaformans [EZ cy + nectormans

Micgao
(média + SEM)
Micgao
(média tSEM)
Defecagdo
(média + SEM)

Defecagdo
(média +SEM)
F A S S

DPIT DPIT

Figura 5. Efeito da infec¢do intranasal das cepas criptococicas no esforgo e tdnus muscular e do Sistema Nervoso
Autdnomo (SNA). O esfor¢o e tdnus muscular e a atividade do SNA foram avaliadas utilizando o protocolo SHIRPA
semanalmente durante a linha do tempo experimental (DPI 7 e DPI 14) empregando 4 categorias funcionais distintas,
sendo Ténus muscular (a, b) e a Manobra do Arame (c, d), relacionados a forga e tonus muscular e a micgéo (e, f) e
defecagdo (g, h) relacionadas ao SNA. Os resultados representam a média + SEM das analises semanais do escore de
5-7 animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparac6es multiplas de Tukey. Os asteriscos
pretos correspondem a diferencas em relacdo ao grupo Controle; vermelhos em relacdo C. neoformans e verdes em
relacdo ao grupo Cy + gattii.

Adicionalmente o estado neuropsiquiatrico do animal foi avaliado levando em conta a
atividade espontanea, a excitagédo de transferéncia, o escape ao toque, a passividade posicional, o
medo, irritabilidade e vocalizacdo. Para isso, as categorias funcionais de Atividade geral, Escape
ao toque, Vocalizacdo, Pincamento da cauda e Fotofobia foram avaliadas. Os resultados
apresentados na Figura 6 mostram que no DPI 7 os animais dos grupos C. neoformans, Cy+ gattii
e Cy + neoformans tiveram seus escores reduzidos (Fig. 6¢) e apenas os animais do grupo Cy+
Gattii no DPI 14 tiveram a média dos escores aumentados na categoria Escape ao toque (Fig. 6d).
Nenhuma alteracdo significativa foi observada para as demais categorias [Atividade geral (Fig. 6a,
b); Vocalizacdo (Fig. 6e, f); Resposta ao toque (Fig. 6g, h); Pincamento da cauda (Fig. 6i, j) e
Fotofobia (Fig. 6k, I)].
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Figura 6. Efeito da infeccdo intranasal das cepas criptococicas no Estado Neuropsiquiatrico. O estado
neuropsiquidtrico dos animais foi avaliado utilizando o protocolo SHIRPA semanalmente durante a linha do tempo
experimental (DPI 7 e DPI 14) empregando 5 categorias funcionai distintas: Atividade geral (a, b), Escape ao toque
(c, d), Vocalizacdo (e, f), Resposta ao toque (g, h), Pincamento da cauda (i, j) e Fotofobia (k, I). Os resultados
representam a média = SEM das andlises semanais do escore de 5-7 animais independentes. ANOVA de uma via
seguida pelo teste de comparacBes multiplas de Tukey. Os asteriscos pretos correspondem a diferencas em relagdo ao
grupo Controle; vermelhos em relagdo C. neoformans e verdes em relagéo ao grupo Cy + Gattii.

O reflexo e a funcéo sensorial foram avaliados utilizando as categorias do reflexo corneal
e resposta postural. Os resultados obtidos na avaliacdo dos animais revelaram que a infec¢édo pelas
cepas C. gattii e C. neoformans promoveram um aumento no escore do reflexo corneal apenas no
DPI 7 para todos os grupos estudados (Fig. 7a), ndo sendo observados diferencas significativas no
DPI 14 (Fig. 7b). Resultados semelhantes foram observados para a categoria de resposta postural,
sendo observado reducgédo do escore nos grupos C. neoformans e Cy + gattii no DPI 7 (Fig. 7c) sem
diferenga no DPI 14 (Fig. 7d).
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Figura 7. Efeito da infeccdo intranasal das cepas criptococicas ha Funcéo Sensorial. A fungdo sensorial dos
animais foi avaliada utilizando o protocolo SHIRPA semanalmente durante a linha do tempo experimental (DPI 7 e
DPI 14) empregando 2 categorias funcionai distintas: Reflexo corneal (a, b) e Resposta postural (c, d). Os resultados
representam a média = SEM das andlises semanais do escore de 5-7 animais independentes. ANOVA de uma via
seguida pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey. Os asteriscos pretos correspondem a diferencas em rela¢do ao
grupo Controle; vermelhos em relacdo C. neoformans e verdes em relagdo ao grupo Cy + gattii.

5.3. Avaliacao histoldgica do tecido pulmonar e encefalico

As analises microscopicas descritivas dos cortes histologicos do tecido pulmonar e
encefalico corado por HE dos animais infectados cepas C. gattii e C. neoformans foram
apresentados nas Figs. 8 e 9. No tecido pulmonar no periodo experimental DP1 7 foi possivel
detectar a presenca do fungo no pulméo apenas de animais imunocompetentes e infectados pela
cepa C. gattii, ndo sendo possivel a identificacdo nos animais infectados pela cepa C. neoformans.

Por outro lado, mesmo ndo sendo observado a presenga de fungos no grupo dos animais
imunossuprimidos (Cy + gattii) foi observado infiltrado inflamatorio no tecido pulmonar. Em
relacdo ao DPI 14, as analises descritivas dos cortes histologicos do tecido pulmonar mostram um

aumento na quantidade de fungos presentes no tecido dos animais imunocompetentes e
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imunossuprimidos com importante infiltracdo leucocitaria, analoga a descrita no grupo anterior
apenas nos animais infectados com a cepa C. gattii com identificagdo de processo
broncopneuménico, com comprometimento de bronquiolos e alvéolos, infiltrados por populacao
leucocitaria mista, de polimorfonucleares e mononucleares. Destaque para a populacéo
eosinofilica. A observacdo da presenca de numerosos exemplares fangicos em luz de vias aéreas e

na luz de vaso venoso pode sugerir a disseminacdo hematogena do parasita (Fig. 8).
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Figura 8. Analise histolégica do tecido pulmonar dos camundongos infectados pela cepa C. gattii e C.
neoformans. Fotomicrografias representativas do tecido encefalico corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (H.E)
de camundongos infectados (50,000 cels fungicas/animal) pelas cepas criptocicicas apds 7 e 14 dias p6s infec¢do. Cy
— animais imunossuprimidos, Barra = 40x.

Por outro lado, as analises microscopicas descritivas dos cortes histologicos do tecido
encefalico corado por HE dos animais infectados pelas cepas C. gattii e C. neoformans nédo

revelaram alteracGes histopatoldgicas significativas (Fig. 9).
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Figura 9. Analise histoldgica do tecido encefalico dos camundongos infectados pela cepa C. gattii e C.
neoformans. Fotomicrografias representativas do tecido encefalico corados pela técnica de Hematoxilina-Eosina (H.E)
de camundongos infectados (50,000 cels flngicas/animal) pelas cepas criptocdcicas apés 7 e 14 dias pos infeccdo. Cy
— animais imunossuprimidos, Barra = 40x.

5.4. Avaliagdo do impacto da criptococose na atividade locomotora e no comportamento tipo
doentio

O Campo aberto foi utilizado como parametro de avaliacdo da atividade locomotora e
exploratoria. Os animais foram avaliados durante 5 minutos, sendo mensurados durante este tempo
0s seguintes pardmetros: tempo de locomogéo, frequéncia de levantar, tempo e frequéncia de
limpeza e o tempo e frequéncia de imobilidade. Os resultados da Figura 10, mostram que a
infeccdo pelas cepas aumentou o tempo de imobilidade em todos os grupos avaliados no DPI 7
(Fig. 10a). Por outro lado, o tempo de imobilidade se mostrou aumentado apenas nos grupos C.
gattii e Cy + neoformans no DPI 14 (Fig. 10b). Em relacdo ao tempo de locomocéo e limpeza,
nossos resultados mostram que a tanto a infecgéo pela cepa C. gattii como pela cepa C. neoformans
reduziu o tempo de imobilidade e o tempo de limpeza no DPI 7 (Fig. 10c, €). Em relagdo ao DPI
14 apenas o tempo de imobilidade foi reduzido (Fig. 10d, f). Ainda, reducdo nas frequéncias de
levantar e limpeza foram observadas para todos os grupos apenas no DPI 7 (Figs. 10i, k). Nao
foram observadas diferencas significativas para os demais parametros avaliados (Figs. 10g, h, j, I).
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Figura 10. Efeito da criptococose na atividade locomotora. A atividade locomotora dos animais foi avaliada
utilizando o Campo aberto como teste comportamental. Os parametros avaliados foram o Tempo de imobilidade (a,
b), Tempo de locomog&o (c, d) Tempo de limpeza (e, f), Frequéncia de imobilidade (g, h), a Frequéncia de levantar (i,
) e a Frequéncia de limpeza (k, I). Os resultados representam a média + SEM das analises semanais do escore de 5-7
animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Em relacdo ao comportamento tipo doentio, os resultados obtidos pelo teste de suspenséo
pela cauda sugerem que o tempo de infeccdo é determinante. Reducdo significativa no tempo de
laténcia para primeira imobilidade foi observado em todos os grupos avaliados tanto no DPI1 7 (Fig.
11a) como no DPI 14 (Fig. 11b) para ambas as cepas utilizadas. Entretanto, ndo foi observado
diferencas entre os animais imunocompetentes e imunossuprimidos, apenas uma reducdo do tempo
para todos os grupos no DPI 14 em relacdo a média de segundos dos grupos do DPI 7. Por outro
lado, aumento no tempo e na frequéncia de imobilidade foram observados apenas no DPI 14 (Fig.

11d, f), ndo sendo observados diferencas significativas no DPI 7 (Fig. 11c, e).
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Figura 11. Efeito da criptococose no comportamento tipo doentio. O comportamento tipo doentio dos animais foi
avaliado utilizando a Suspenséo pela Cauda como teste comportamental. Os pardmetros avaliados foram o a Laténcia
para Imobilidade (a, b), Tempo de Imobilidade (c, d) e a Frequéncia de Imobilidade (e, f). Os resultados representam
a média + SEM das andlises semanais do escore de 5-7 animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste
de comparagdes mdltiplas de Tukey.
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Durante o0 acompanhamento da evolug&o semanal dos animais infectados pela cepa C. gattii
referentes ao periodo experimental DPI 14 alguns animais acabaram morreram antes do DPI 14
devido a rapida evolucéo da infeccdo. Assim apds a comprovacado da rapida evolucdo dos animais
infectados pela cepa C. gattii apds o decimo segundo dia p0ds infec¢do, optamos por realizar as
andlises referentes ao DPI 21 apenas para 0s animais infectados pela cepa C. neoformans. Portanto,
0s resultados apresentados nas Figs. 12, 13 e 14 s&o referentes ao periodo experimental DPI 21.
Nossos resultados revelaram resultados significativos apenas para defecacdo (Fig. 12i), ndo sendo
observados diferencas significativas para os demais parametros avaliados para o desenvolvimento

(Fig. 12a-0), na atividade locomotora (Fig. 13a-f) e comportamento doentio (Fig. 14a-c).
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Figura 12. Efeito da criptococose no desenvolvimento dos animais infectados pela cepa C. neoformans no DPI
21. O desenvolvimento foi avaliado utilizando o protocolo SHIRPA semanalmente no DPI 21. Para avalia¢do do
Comportamento motor foram empregadas as seguintes 5 categorias funcionais: Elevacdo da cauda (a), Geotaxia
Negativa (b), Encurvamento do tronco (c), Tremor (d) e Trem posterior (e). A for¢a e tdbnus muscular empregando 2
categorias funcionais sendo o Tonus muscular (f) e a Manobra do Arame (g). A atividade do Sistema Nervoso
Autdnomo 2 categorias; a miccao (h) e defecacéo (i). Para o Estado Neuropsiquiatrico 5 categorias: Atividade geral
(J), Escape ao toque (k), Vocalizacdo (I), Resposta ao toque (m), Pincamento da cauda (n) e Fotofobia (0). Os
resultados representam a média + SEM das analises semanais do escore de 5-9 animais independentes. ANOVA de
uma via seguida pelo teste de comparag6es maltiplas de Tukey.
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Figura 13. Efeito da criptococose na atividade locomotora dos animais infectados pela cepa C. neoformans no
DPI21. A atividade locomotora dos animais foi avaliada utilizando o Campo aberto como teste comportamental. Os
pardmetros avaliados foram o Tempo de imobilidade (a), Tempo de locomocéo (b) Tempo de limpeza (c), Frequéncia
de imobilidade (d), a Frequéncia de levantar (e) e a Frequéncia de limpeza (f). Os resultados representam a média +
SEM das analises semanais do escore de 5-7 animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste de
comparagGes multiplas de Tukey.
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Figura 14. Efeito da criptococose no comportamento tipo doentio dos animais infectados pela cepa C.
neoformans no DPI21. O comportamento tipo doentio dos animais foi avaliado utilizando a Suspenséo pela Cauda
como teste comportamental. Os pardmetros avaliados foram o0 a Tempo de Imobilidade (a), Laténcia para primeira
imobilidade (b) e Frequéncia de imobilidade (c). Os resultados representam a média + SEM das anélises semanais do
escore de 5-9 animais independentes. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

5.4. Caracterizacdo da concentracéo circulante de citocinas inflamatdrias durante a evolucéo
da criptococose

Sabendo que as citocinas inflamatorias sdo importantes mediadoras da resposta imune,
nesta etapa do projeto, foi determinado a concentracdo circulante no soro dos camundongos apés
7, 14 e 21 pos infeccdo. Em relacdo ao DPI 7, quando analisamos a concentracdo das citocinas
inflamatdrias, sdo reveladas diferencas significativas no grupo Cy + neoformans, sendo possivel
detectar aumento na concentracdo da 11-23 (Fig. 16c) e a diminuicdo da concentracéo da I1-12p40
(Fig. 15f), ndo sendo observadas diferencas significativas para as demais citocinas (Fig. 15a-b; d-
e e g-h). Por outro lado, no DPI 14 foi observado tanto a infeccdo pela cepa C. gattii como pela
cepa C. neoformans reduziu a concentragdo circulante apenas da I1-23 sem diferenca entre os
grupos imunocompetente e imunossuprimido (Fig. 16b, c). Adicionalmente, a avaliacdo das
amostras de soro dos animais do periodo experimental DPI 21, infectados pela cepa C. neoformans
mostraram que a imunossupressao promoveu apenas reducdo da concentragdo circulante da

citocina Cxcl1(Fig. 17a) e aumento da concentracdo da 11-18 (Fig. 17b).
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Figura 15. Dosagem das citocinas inflamatorias no soro dos camundongos infectados com C. gattii e C.
neoformans no DPI 7. Gréficos representativos da concentracdo das citocinas inflamatérias em camundongos
infectados pelas cepas criptoctcicas ap6s 7 dias de infeccdo. (a) Cxcll, (b) 11-18, (c) 11-23, (d) 1I-6, (e) 11-12p70, (f) II-
12p40, (g) Tnf-a, (h) 1-1B. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Figura 16. Dosagem das citocinas inflamatdrias no soro dos camundongos infectados com C. gattii e C.
neoformans no DPI 14. Gréficos representativos da concentragdo das citocinas inflamatorias em camundongos
infectados pelas cepas criptoctcicas ap6s 7 dias de infeccdo. (a) Cxcll, (b) 11-18, (c) 11-23, (d) 1I-6, (e) 11-12p70, (f) Il-
12p40, (g) Tnf-a e (h) 1I-1B. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes maltiplas de Tukey.
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Figura 17. Dosagem das citocinas inflamatdrias no soro dos camundongos infectados com a cepa C. neoformans
no DPI 21. Gréficos representativos da concentracdo das citocinas inflamatérias em camundongos infectados pelas
cepas criptocdcicas apds 21 dias de infeccdo. (a) Cxcll, (b) 11-18, (c) 11-23, (d) 1I-6, (e) 11-12p70, (f) 11-12p40, (g) Tnf-
a e (h) II-1B. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Como etapa seguinte a astrogliose foi avaliada pela imuno positividade da proteina acida
fibrilar glial (GFAP) no tecido encefalico. Como nossos resultados comportamentais referente ao
DPI 21 néo revelaram resultados significativos e a analise da concentragdo circulante das citocinas
inflamatorias revelaram diferencas significativas de apenas duas citocinas no grupo
imunossuprimido infectado, optamos por avaliar a astrogliose apenas dos periodos DPI 7 e DPI 14.
Nossos resultados mostram que a infeccdo intranasal pelas cepas criptococicas promoveram a
astrogliose do tecido encefalico de forma semelhante entre os animais imunocompetentes e
imunossuprimidos nos periodos experimentais DPI 7 (Fig. 18a, b) e DPI 14 (Fig. 18a, c). Por outro
lado, as representacOes graficas da comparacao dos diferentes grupos com os diferentes periodos

experimentais mostram que a astrogliose é tempo dependente (Fig. 18d).
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Figura 18. Analise imunochistoquimica do tecido encefalico para determinacdo da ativacdo glial em
camundongos infectados pela cepa C. gattii e C. neoformans. (a) Fotomicrografias representativas da
imunomarcacéo para Gfap de camundongos infectados (50,000 cels fingicas/animal) pelas cepas criptocécicas apos 7
e 14 dias pds infeccdo. Representacdo grafica das andlises referentes a imunoreatividade dos animais inoculados do
DPI1 7 (b) e do DPI 14 (c) e da comparagdo entre os diferentes periodos experimentais (d). ANOVA de uma via seguida
pelo teste de comparagdes mdltiplas de Tukey.

5.5. Impacto da criptococose no controle transcrional dos componentes da via de sintese da
tetrahidrobiopterina (BH4).

Sabendo da importancia do Ifn-y nas defesas do hospedeiro contra microrganismos, como
etapa seguinte inicialmente comparamos os valores absolutos da expresséo de gene Ifn-y entre 0s
tecidos pulmonar e encefalico. Em relacdo aos valores absolutos, nossos resultados demonstram
que ambos os tecidos possuem valores iguais de expressdo (Fig. 19a). Ainda em relagcdo a
expressdo relativa, foi possivel constatar que infeccao criptococica modulou do gene Ifn-y apenas
no tecido pulmonar, sendo observado regulacdo negativa de sua expressdo nos grupos C. gattii e
Cy + gattii no DPI 7 (Fig. 19b) e regulacéo positiva de sua expressao no grupo Cy + gattii no DPI
14 (Fig. 19c¢). Para os demais grupos do tecido pulmonar (Fig. 19b, c) e no tecido encefalico (Fig.
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19d, e) nenhuma alteracdo significativa foi observada nos diferentes periodos experimentais
avaliados, DP1 7 e DPI 14.
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Figura 19. Efeito da infeccéo criptocécica no controle transcricional do gene Ifng nos tecidos pulmonar e
encefalico. Apos extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol o perfil transcricional absoluto do
gene Ifng (a) e o impacto da infeccdo pelas cepas C. gattii e C. neoformans em animais imunocompetentes e
imunossuprimidos foi avaliado nos tecidos pulmonar e encefalico nos periodos experimentos DPI 7 (b, ¢) e DPI 14 (d,
e) por reacOes de qPCR. Os genes Gapdh, p-actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram
calculados pelo método (2~ 2¢Y) e representam a média + SEM 10 animais independentes realizados em duplicata para
as andlises da expressdo absoluta e pela média £ SEM de 5-7 animais realizados em duplicata para as andlises
relacionadas a expressdo relativa. * p<0,05; ** p<0,001 em relacdo ao grupo Controle; * p<0,05 em rela¢éo ao grupo
C. gattii; *** p<0,0001 em relagdo ao C. neoformans e *** p<0,0001 em relagdo ao grupo Cy + gattii. ANOVA de
uma via seguida pelo teste de comparagdes maltiplas de Tukey.
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Nesta etapa foram realizadas anélises moleculares tendo como objetivo determinar padréo
transcrional absoluto dos genes da via de sintese de BH4 nos tecidos pulmonar e enceféalico. Como
mostrado na Fig. 20, foi possivel constatar que ambos os tecidos apresentaram padréo transcrional
absoluto iguais para os diferentes genes avaliados, Gehl (Fig. 20a), Pts (Fig. 20b), Spr (Fig. 20c)
e Dhfr (Fig. 20d). Além disso, a comparagdo entre os valores de expressdo absoluta dos 4 genes
avaliados no mesmo tecido revelou que Pts e Dhfr sdo mais expressos que os genes Gchl e Spr,
ndo sendo observado diferenca significante entre a expressao do Pts versus Dhfr e Gehl versus

Spr, em ambos os tecidos avaliados (Fig. 21).
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Figura 20. Padrdo transcricional absoluto dos membros da via e sintese de BH4 nos tecidos pulmonar e
encefalico. Apds extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol o perfil transcricional absoluto dos
genes Gehl (a), Pts (b), Spr (c) e Dhfr (d) foi avaliado por reacGes de gPCR nos diferentes tecidos. Os genes Gapdh,
p-actina e 18S foram utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2° 2% e
representam a média + SEM 10 animais independentes realizados em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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Figura 21. Comparacdo entre os valores de expressdo absoluta dos membros da via de sintese de BHA4.
Representacéo grafica dos valores de expressao génica absoluta dos genes Gehl, Pts, Spr e Dhfr obtidos pela técnica
de qPCR nos tecidos pulmonar e encefélico. Os genes Gapdh, f-actina e 18S foram utilizados como normalizadores.
Os resultados foram calculados pelo método (2 2¢Y) e representam a média + SEM 10 animais independentes realizados
em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Em sequéncia, a expressdo dos genes relacionados as vias de Sintese de novo; de reciclagem
e de salvacdo da BH4 foram avaliados. No periodo experimental DPI 7 comportamentos distintos
entre o tecido pulmonar e encefalico foi observado. No pulméo foi observado regulacdo negativa
da expressdo do gene Gchl em todos os grupos (Fig. 22a). Ja a expressao dos genes Pts e Dhfr a
regulacdo negativa da expressao também foi observada em todos os grupos, exceto no grupo Cy +
neoformans que néo teve diferenca significativa em relacdo ao Controle (Fig. 22b, d) e para o gene

Spr a reducéo observada foi apenas no grupo C. gattii (Fig. 22c).
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Figura 22. Efeito da infec¢do criptococica no controle transcricional dos componentes da via de sintese da BH4
no tecido pulmonar no periodo experimental DPI 7. Graficos representativos da expressdo relativa dos genes (a)
Gchi, (b) Pts, (c) Spr e (d) Dhfr no pulmao apds 7 dias da infecgdo pelas cepas C. gattii e C. neoformans. A expressao
relativa foi determinada apos extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol por reacdes de gPCR
utilizando os genes Gapdh, S-actina e 18S como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (24

e representam a média = SEM 5 animais independentes realizados em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Por outro lado, os resultados obtidos pelas analises no periodo DPI 7 revelaram que apenas
0 grupo Cy + gattii apresentou diferencas significativas, sendo observado apenas regulacéo
negativa da expressdo dos genes Pts (Fig. 23b) e Spr (Fig. 23c), para os outros dois nenhuma
alteracéo foi observada [Fig. 23a (Gchl) e 23d (Dhfr)].
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Figura 23. Efeito da infeccéo criptocdcica no controle transcricional dos componentes da via de sintese da BH4
no tecido encefalico no periodo experimental DPI 7. Gréficos representativos da expressao relativa dos genes (a)
Gchi, (b) Pts, () Spr e (d) Dhfr no encéfalo ap6s 7 dias da infecco pelas cepas C. gattii e C. neoformans. A expressdo
relativa foi determinada apds extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol por rea¢fes de gPCR
utilizando os genes Gapdh, S-actina e 18S como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (22
e representam a média + SEM 5 animais independentes realizados em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey.

Diferindo dos resultados apresentados para o tecido pulmonar no DPI 7, os resultados
obtidos no periodo experimental DPI 14 revelaram que a infeccdo dos animais imunossuprimidos
pela cepa C. gattii regulou positivamente e a infeccdo pela cepa C. neoformans regulou
negativamente a expressdo dos genes Pts e Spr (Fig. 25b e ¢). Nenhuma outra diferenca foi
observada no tecido pulmonar (Fig. 24a, d). Adicionalmente, no encéfalo, apenas o grupo dos
animais imunocompetentes inoculados pela cepa C. gattii regulou positivamente a expresséo do
gene Gchl (Fig. 25a). Cabe ressaltar que todos os demais resultados mostram uma tendéncia em
regular positivamente a expressdo, contudo devido a variabilidade intragrupo na resposta, a analise
ndo apontou diferenca significativa (Fig. 25b-d).
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Figura 24. Efeito da infeccéo criptocdcica no controle transcricional dos componentes da via de sintese da BH4
no tecido pulmonar no periodo experimental DPI 14. Gréaficos representativos da expressdo relativa dos genes (a)
Gchi, (b) Pts, (c) Spr e (d) Dhfr no pulmé&o ap6s 14 dias da infeccdo pelas cepas C. gattii e C. neoformans. A expressao
relativa foi determinada apos extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol por reacdes de gPCR
utilizando os genes Gapdh, S-actina e 18S como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (2~ 2<Y)
e representam a média + SEM 5 animais realizados em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo teste de

comparagGes multiplas de Tukey.
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Figura 25. Efeito da infeccéo criptocdcica no controle transcricional dos componentes da via de sintese da BH4
no tecido encefélico no periodo experimental DP1 14. Gréaficos representativos da expressdo relativa dos genes (a)
Gchi, (b) Pts, (c) Spr e (d) Dhfr no encéfalo ap6s 14 dias da infeccéo pelas cepas C. gattii e C. neoformans. A expresséo
relativa foi determinada apds extracdo de RNA pelo método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol por rea¢fes de gPCR
utilizando os genes Gapdh, S-actina e 18S como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (22
e representam a média + SEM 5 animais independentes realizados em duplicata. ANOVA de uma via seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Tukey.
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6. DISCUSSAO

A criptococose é uma doenca fungica infecciosa que tem sido amplamente estudada devido
a sua relevancia epidemioldgica na satde publica, especialmente pela alta morbidade e mortalidade
associadas a essa infecgdo invasiva (Kakizaki; Melhem, 2023). A infecgédo ocorre principalmente
pela inalacdo de propagulos infecciosos, como células de levedura mal encapsuladas ou
basididsporos, provenientes de reservatorios ambientais, levando a deposicdo e colonizacdo dos
alvéolos pulmonares (Kakizaki; Melhem, 2023). Geralmente, a infeccdo pulmonar primaria é
assintomatica ou apresenta sintomas minimos (Shao et al., 2005).

Em diversas situagdes, observa-se o desenvolvimento de uma infeccdo latente, com
leveduras dormentes nos linfonodos toracicos ou na forma de um granuloma pulmonar, que pode
permanecer em um individuo assintomatico por anos (Christianson; Engber; Andes, 2003). Em
nosso estudo, avaliamos as variagcdes de peso e as alteracbes comportamentais relacionadas a
evolugéo da infecgéo intranasal em animais inoculados com as cepas [JEC21 (C. neoformans var.
neoformans sorotipo B) e R265 (C. neoformans var. gattii sorotipo D)] semanalmente, durante
periodos de 7, 14 e 21 dias apos a infeccdo, utilizando o protocolo SHIRPA.

O comprometimento do ganho de massa corporal observado nos animais ao longo da
evolucéo da criptococose mostrou estar diretamente relacionado ao tempo de progresséo da doenca,
sem ser severamente afetado pelo estado imunocomprometido dos animais. No entanto, uma
observacao importante deste estudo foi que a infec¢do causada pela cepa C. gattii se revelou mais
virulenta do que a infeccdo pela cepa C. neoformans, o que impediu a permanéncia dos animais
infectados por mais de 14 dias. Esses achados estdo em consonancia com a literatura e sugerem um
comprometimento pulmonar mais acentuado em animais infectados com o C. gattii, como
evidenciado por Ngamskulrungroj et al. (2012). Eles observaram que a infec¢do pulmonar
provocada pela cepa C. gattii pode resultar em um impacto significativo na fisiologia pulmonar
(Ngamskulrungroj et al., 2012).

Quando o Cryptococcus atinge os pulmdes, ele pode interferir nas trocas gasosas, levando
a hipoxemia e & diminuicgao dos niveis de oxigénio no cérebro (Kietzmann et al., 2021). Além disso,
a evolugdo da infeccdo pulmonar pode agravar o quadro clinico, resultando em perda de apetite e
reducdo de peso (Kronstad et al., 2012). Embora nosso estudo ndo tenha incluido dados de
oximetria ou medicOes de pH arterial ou venoso, é razodvel supor que a diminuicdo do peso

corporal possa ser consequéncia da destruicdo da estrutura brénquio-alveolar, conforme
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evidenciado pela andlise histopatoldgica do tecido pulmonar. Embora ambas as cepas causem a
mesma doenga, dados de modelos animais e estudos epidemioldgicos indicam que a infeccéo pela
cepa C. gattii afeta principalmente os pulmdes, enquanto a infeccdo pela cepa C. neoformans
geralmente comeca nos pulmdes e, a partir dessa infecgdo inicial, pode se espalhar para outros
orgdos, frequentemente atingindo o sistema nervoso central. (Ngamskulrungroj et al., 2012)
(Normile; Bryan; Del Poeta, 2020). Nesse contexto, os resultados da andlise da disseminacdo da
infeccdo fangica ndo se alinharam completamente com a literatura existente. Em nosso estudo,
observamos crescimento de coldnias fangicas em todos os 6rgdos analisados, sem evidéncias de
que a cepa C. gattii tivesse preferéncia pelo pulméo ou que a cepa C. neoformans se concentrasse
no encéfalo. No entanto, as anélises histopatoldgicas confirmaram a presenca do microrganismo
no tecido pulmonar dos animais infectados pela cepa C. gattii.

Um ponto que merece destaque é que em nosso estudo ndo foi observada a preferéncia do
patdégeno C. gattii por individuos imunocompetentes, nem do C. neoformans por individuos
imunossuprimidos, como demonstrado por VOELZ et al., 2010. Esses aspectos devem ser melhor
investigados em estudos futuros, pois ha relatos na literatura indicando que em individuos
imunossuprimidos, a infeccdo flngica pode se estabelecer e se espalhar pela corrente sanguinea,
agravando a evolucéo da doenca (Howard-Jones et al., 2022; Chang et al., 2015; Pavlov et al.,
2004), algo que ndo conseguimos observar em nossos resultados.

Pesquisas anteriores sugerem que a quantidade do inéculo, a condi¢do do hospedeiro e o
tipo de cepa podem influenciar a gravidade da doenca e aumentar a morbidade (Mariarz et al.,
2016; Rohatgi et al., 2015). Portanto, para verificar se a condi¢do do hospedeiro e/ou o tipo de cepa
poderiam levar a uma sintomatologia mais severa, 0s animais foram monitorados ao longo de todo
0 periodo de evolucdo da infeccdo, por meio de testes comportamentais e neuroldgicos que
avaliaram as funcGes motoras, sensoriais e neuroldgicas. Entre todos os pardmetros avaliados, a
geotaxia negativa por tail suspension (comportamento motor) e a fotofobia (estado
neuropsiquiatrico) foram os comportamentos que mais chamaram nossa atengéo, ja que a atividade
geral dos animais ndo pode ser confirmada pelo protocolo SHIRPA e apesar das diferencas
fisiologicas entre animais e humanos, o SHIRPA pode oferecer insights sobre algumas funcbes
neuroldgicas e comportamentais, ajudando a compreender melhor as condi¢gdes que afetam o

sistema nervoso. Este protocolo é uma ferramenta quantitativa baseada em escores, 0 que torna a
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andlise dependente do examinador, mas fornece uma estrutura para uma avaliacéo fenotipica geral
que é adequada para uma ampla gama de aplicacGes (Rogers et al., 1997).

Nos nossos resultados, observamos uma piora inicial nos testes comportamentais
relacionados a atividade geral dos animais, seguida por uma melhora subsequente. No entanto, com
base na andlise conjunta do bloco de resultados obtidos pela aplicacdo do protocolo SHIRPA,
podemos hipotetizar que a suspensdo pela cauda pode ter contribuido para a perda de peso corporal,
uma vez que pode ter influenciado o desenvolvimento motor e/ou a funcéo e atividade vestibular,
resultando em uma menor ingestao alimentar. Um fato semelhante ja foi demonstrado por Ruhela
et al. (2019), que relacionaram a perda de peso corporal dos animais com a reducgéo nas atividades
que exigiam motricidade, como a suspenséo pela cauda e a forca motora (Ruhela et al., 2019).

Entre os 6rgdos que podem ser afetados pelos fungos do género Cryptococcus em estagios
avancados da infeccdo disseminada, o0 SNC é o mais comum, levando a meningite criptococica e
podendo resultar na forma neuroldgica avangada, conhecida como Neurocriptococose. Assim
como na doenca pulmonar, que pode se manifestar inicialmente com sintomas inespecificos, como
febre, calafrios, tosse, mal-estar, suores noturnos, dispneia, perda de peso e hemoptise, no SNC
também surgem sintomas insidiosos e ndo especificos, como dores de cabeca, febres e/ou
alteracbes no estado mental. A meningoencefalite é a forma clinica mais frequentemente
diagnosticada, ocorrendo em mais de 80% dos casos, seja de forma isolada ou associada ao
comprometimento pulmonar (Gushiken; Saharia; Baddley, 2021). N&o foi evidenciada a presenca
dos microrganismos na analise histologica nos diferentes periodos avaliados. Contudo, nossos
resultados mostram que tanto os animais imunocompetentes como os imunossuprimidos infectados
por ambas as cepas apresentaram comportamento tipo doentio e depressivo.

Tendo em vista o fato de que a presenca dos microrganismos ndo foram confirmadas pelas
analises histoldgicas e que os comportamento doentio e tipo ansioso foram confirmados em nosso
estudo, acreditamos que as alteracfes comportamentais estejam relacionadas ao quadro de
neuroinflamacéo, a qual pode ser confirmada pela ativagéo glial do tecido encefalico dos animais
infectados, uma vez que existem estudos que demonstraram que a ativagdo microglial decorrentes
de uma inflamac&o sistémica podem levar ao estado de neuroinflamacdo, a qual pode afetar o
comportamento dos individuos (Fung et. al., 2017; Yirmiya et. al., 2015). Ha relatos de que tanto
as agressdes ao SNC causadas por traumas quanto por infeccdes sisttmicas podem levar a

astrogliose, que pode impactar seu funcionamento. E importante destacar que a elevagio glial,
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evidenciada pela maior reatividade da marcacdo para GFAP nos grupos infectados, pode estar
diretamente relacionada as lesdes e ao quadro inflamatorio resultantes da disseminagdo do
microrganismo pelo SNC (Kim et al.,, 2018). Além disso, hd evidéncias de que os
imunossupressores podem aumentar o risco de infeccdes ao afetarem o sistema imunologico. Isso
se relaciona aos seus alvos, como citocinas, mediadores imuno sollveis, receptores de membranas
celulares, entre outros (Valdoleiros et al., 2015).

Nesse sentido, destacamos que nossos resultados sobre a determinacdo dos niveis de
citocinas circulantes nos periodos pos-infecgédo (7, 14 e 21 dias) mostram um padrdo de resposta
diferente entre as cepas, assim como em relagdo ao estado imunolégico. O estado de infecgdo aguda
(DPI 7) foi caracterizado pela reducdo na concentragdo de IL-12p40 e pelo aumento da
concentracdo de I1L-23, observados apenas nos animais imunossuprimidos infectados pela cepa C.
neoformans. Estudos tém associado a diminuicdo dessa citocina ao comprometimento da
capacidade de resposta do sistema imunoldgico (Stark et al., 2005). Além disso, um estudo
realizado por Bessler et al. (2001) demonstrou que a inibicdo da secrecéo de IL-12p40 causada pela
dexametasona contribuiu para o aumento da ocorréncia de infeccBes fungicas (Bessler et al., 2001).
Também foi mostrado que camundongos que tiveram a ablacdo de IL-12p40 apresentaram
expressdo aumentada de TGF-p e IL-10, além de respostas inflamatérias reduzidas (Shrivastava et
al., 2016). Embora a IL-23 e a IL-17 tenham sido ligadas ao desenvolvimento de inflamagé&o
autoimune inadequada, estudos mostram que a interacdo dessas duas citocinas oferece uma
protecdo maior aos pulmdes em modelos de infeccdo flngica. A IL-17 é um forte recrutador de
neutrofilos para os pulmdes, enquanto a IL-23 desempenha um papel na regulacdo da homeostase
desses neutrofilos (Stark et al., 2005). Portanto, acreditamos que o aumento observado na
concentracéo circulante de IL-23 esteja associado a uma protecdo mais eficaz contra a infecgéo
fangica durante a fase aguda da infec¢do pela cepa C. neoformans.

No periodo experimental DPI 14, é possivel notar um cenério de adaptacdo ao patégeno,
evidenciado pela diminuigdo das concentragdes circulantes de 11-23 e 11-18 nos animais infectados
pela cepa C. gattii, enquanto nos infectados pela cepa C. neoformans, houve apenas a reducao da
concentracéo de 11-18. Essa diminuicdo nas citocinas 11-23 e 11-18 indica uma queda na resposta
inflamatdria inata e adaptativa, sugerindo que o sistema imunoldgico esta menos ativo, o que pode
favorecer a colonizagéo dos tecidos e facilitar a sobrevivéncia do fungo (Kawakami et al., 1997).

Além disso, um estudo mostrou o efeito protetor da resposta inflamatoria mediada por 11-18 em um
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modelo de infeccdo fangica pelo P. brasiliensis (Ketelut-Carneiro et al., 2015). Ainda em relagdo
a infeccdo pela cepa C. neoformans, no DPI 21, observamos uma redugdo na concentracdo
circulante da citocina Cxcll e um aumento na concentracdo da I1-18 apenas nos animais
imunossuprimidos. Isto nos faz acreditarmos que essa possivel reativacdo da 11-18 possa ser uma
tentativa tardia de controlar o crescimento e a disseminacdo do patdgeno, considerando que a
concentracdo do ligante de quimiocina Cxcll, que desempenha um papel protetor na infecgédo
fangica ao recrutar neutrdfilos, foi reduzida. O TRAF1 (fator 1 associado ao fator de necrose
tumoral) (Bai et al., 2020) também apresentou diminuicao.

Embora a agdo protetora da 11-18, em conjunto com o IFN-gama, tenha sido demonstrada
por Kawakami et al. (1997), que mostrou que o tratamento com 11-18 aumentou 0s niveis séricos
de IFN-gama, fundamental na defesa do hospedeiro contra a infeccdo criptocdcica (Kawakami et
al., 1997), ainda existem muitas lacunas sem respostas.

Para esclarecer melhor o papel do IFN-gama na evolucdo da infec¢do criptocdcica,
comecamos caracterizando o perfil de expressao absoluta do gene Ifn-y nos tecidos pulmonar ¢
encefalico, que ndo apresentou diferencas significativas entre os dois. Em seguida, considerando
que ambos os tecidos tinham a mesma quantidade de transcritos, avaliamos o impacto da infec¢édo
por diferentes cepas ao longo do tempo.

As variacOes foram notadas apenas no tecido pulmonar, especialmente nos animais
infectados pela cepa C. gattii. Acreditamos que a diminuicdo da expressdo observada no DPI 7
pode ser uma estratégia do fungo para suprimir a resposta imunoldgica do tecido pulmonar, uma
vez que altos niveis de IFN-y sdo produzidos no pulmio durante a resposta imune adaptativa
relacionada a eliminacéo fangica (Wang et al., 2023). Por outro lado, 0 aumento observado apenas
nos animais imunossuprimidos no DPI1 14 pode indicar uma tentativa do organismo de controlar a
infeccdo fangica por meio da ativacdo da resposta imune adaptativa. Ainda, tanto a IL-13, o TNF-
a como o a [FN-y regular transcricionalmente a enzima GTPCH, a qual ¢ limitante da sintese de
BH4 pela via de novo, um importante cofator enzimatico regulador para as vias bioguimicas da
catecolamina, indoleamina e 6xido nitrico sintase (Crabtree; Channon, 2011).

No pulméo a biodisponibilidade do BH4 é um determinante importante da resposta vascular
pulmonar, principalmente em resposta a hipdxia. Por outro lado, no encéfalo, o BH4 é um cofator
essencial para reacfes enzimaticas importantes, incluindo a sintese de neurotransmissores como

dopamina e serotonina, estando sua biodisponibilidade diretamente relacionada a producéo de
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NOs, como também por suas propriedades antioxidantes (Francis; Wilkins; Zhao, 2010). A
caracterizacdo do perfil transcricional absoluto dos genes relacionados a sintese de BH4 (como
Gchl, Spr, Pts, Dhfr) nos tecidos pulmonar e encefalico ndo revelou diferencas relevantes entre a
quantidade de transcritos entre os tecidos. Entretanto, foi possivel observar que dos 4 genes
avaliados, Pts e o Dhfr foram 0s genes que apresentaram maior expressdo em ambos os tecidos,
permitindo a hipdtese de que tanto a via de novo, caracterizada pela enzima Pts, como a via de
salvacdo, pelo Dhfr podem ser priorizadas. Esse fato pode ser importante para os tecidos pulmonar
e encefalico, uma vez que mudancas na producdo de BH4 podem impactar a sintese de NO, que é
essencial para a funcdo dos macréfagos e a defesa contra infecgdes. 1sso poderia, teoricamente,
afetar a resposta imunoldgica a infecgdes fungicas como o Cryptococcus (Werner et al., 1990).

E importante ressaltar que a anélise dos dados do periodo experimental DPI 7 mostrou que
a infeccdo criptocdcica, tanto em animais imunocompetentes quanto em imunossuprimidos, afetou
a sintese de BH4, tanto pelas vias de novo quanto pelas vias de salvacéo e reciclagem, mas apenas
no tecido pulmonar. Essa observacdo é significativa, pois 0 BH4 é um cofator essencial para
diversos processos fisiologicos, incluindo a ativacdo da resposta imune e a producdo de NO
(Eichwald et al., 2023). A inibicdo de sua sintese pode criar um ambiente propicio para a infeccao
fangica, uma vez que ja foi demonstrado que a diminuicdo da expressdo dos genes Gchl e Spr
sugere que a sintese de BH4 pode estar comprometida. 1sso indica a progressdo da infecgdo ao
longo de 7 dias e 0 agravamento do quadro apds 14 dias (Werner et al., 1990).

Por outro lado, no tecido encefélico, apenas a expressdo dos genes Pts e Sr apresentou uma
diminuic&o nos animais imunossuprimidos infectados pela cepa C. gattii. E importante notar que a
reducdo na expressdo do gene Pts pode comprometer a producdo de BH4, resultando em uma
menor disponibilidade de NO e, consequentemente, em uma resposta imunoldgica menos eficaz
(Fanet et al., 2021). Diferentemente do que foi observado no DPI 7, no DPI 14, a expressdo dos
genes Pts e Sr, que anteriormente estava diminuida, agora se mostrou superexpressa. Os niveis
elevados de transcricdo dos genes Pts e Dhfr podem indicar uma tentativa do organismo de
compensar a baixa atividade de outras enzimas da via (Eichwald et al., 2023). Assim, tanto a
superexpressdo quanto a subexpressdo de qualquer um desses genes pode desestabilizar a via,
levando potencialmente a producéo insuficiente ou desequilibrada de moléculas importantes como
a BH4. Portanto, o cenario ideal geralmente envolve uma expressao coordenada desses genes, em

vez de uma regulacdo excessiva de um ou mais genes (Eichwald et al., 2023).
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7. CONSTATACOES
A andlise conjunta dos resultados nos permitiu constatar que:

1) Que o comportamento doentio e a ativacdo glial foram os Unicos parametros que responderam

de forma tempo-dependente;

2) Que a disseminacdo fangica apenas pela técnica de identificacdo classica técnica, sendo a
presenca dos microorganismos confirmada pela analise histologica apenas nos tecidos pulmonares.
Fato este que evidenciou a capacidade invasiva do patdgeno, principalmente em animais
imunossuprimidos. Esses achados destacam a importancia de abordagens que integrem anélises
comportamentais, bioquimicas e moleculares para melhor elucidar as interagdes entre patdgeno e

seu hospedeiro durante a evolucdo da criptococose.

3) Que as alteracbes comportamentais e a ativacao glial esta diretamente relacionado ao tempo de
infeccdo e ndo ao estado imunoldgico e/ou ao tipo de cepa utilizado.

4) Que a infeccdo modulou de forma distinta a expressao dos genes da via de sintese de BH4 nos
tecidos pulmonar e encefélico, ndo sendo impactados pelo estado imunolégico no DPI 7, sendo o
tecido pulmonar mais sensivel a infec¢do no DPI 14. Nossos achados apontam como a desregulacao
da via da BH4 pode levar a efeitos paradoxais: enquanto niveis adequados de BH4 favorecem a
producdo de NO e o controle do patégeno, um aumento excessivo pode intensificar o estresse
oxidativo e o processo inflamatério, piorando os danos nos tecidos pulmonares e comprometendo
0 equilibrio imunoldgico. Essas descobertas podem contribuir como um marco molecular para

futuras estratégias terapéuticas.

5) Do ponto de vista clinico, os resultados sugerem que a BH4 pode ser um biomarcador e alvo
terapéutico promissor para intervences em infecgdes fangicas graves, como a criptococose. O
estudo contribui para uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares da doenca,

fornecendo informacgfes valiosas para o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e
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diagndsticas, com potencial para impactar significativamente o manejo de pacientes, especialmente

em contextos de imunossupressao.

8. CONCLUSAO

Os resultados mostram que a evolucgdo da criptococose esta diretamente relacionado ao
comportamento doentio e gliose, aléem de modular genes-chave da via de sintese da BH4 de forma

distinta entre os tecidos pulmonar e encefélico.
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