PONTIFICIA UNIVERSIDAD UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
JAVERIANA DE MADRID

CARACTERIZACION GENOMICA, PF\"OTEC')MICA Y DE LA
VIRULENCIA DE AISLAMIENTOS CLINICOS DE Cryptococcus
neoformans var. grubii: EFECTO DEL HIERRO Y EL COBRE.

NORIDA NATALLY VELEZ CUELLAR M.sc.

Directoras

Dra. CLAUDIA MARCELA PARRA GIRALDO, PhD.
Direccion Pontificia Universidad Javeriana
Bogota Colombia

Dra. LUCIA MONTEOLIVA DIAZ, PhD.
Direccion Universidad Complutense de Madrid Espafia

Bogotéa D.C (Colombia), Madrid (Espafia)
2021



PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA  UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS FACULTAD DE FARMACIA
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS DOCTORADO EN MICROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA

CARACTERIZACIQN GENOMICA, PROTEOMICA Y DE LA VIRULENCIA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans var. grubii: EFECTO DEL
HIERRO Y EL COBRE.

GENOMIC, PROTEOMIC AND VIRULENCE CHARACTERIZATION OF CLINICAL
ISOLATIONS OF Cryptococcus neoformans var. grubii: EFFECT OF IRON AND COPPER.

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTORA

presentada por
NORIDA NATALLY VELEZ CUELLAR M.sc.

Directoras

Dra. CLAUDIA MARCELA PARRA GIRALDO, Dra. LUCIA MONTEOLIVA DIAZ,

PhD. PhD.
Direccion Pontificia Universidad Javeriana Direccion Universidad Complutense de
Bogota Colombia Madrid Espafia

Bogota D.C (Colombia), Madrid (Espafia)
Junio de 2021



NOTA

“Esta tesis doctoral se ha realizado teniendo en cuenta las bases establecidas en el convenio de
cooperacion para la cotutela de tesis doctorales conducente al doble titulo de doctor firmado entre
las dos universidades”. Por la Pontificia Universidad Javeriana (Bogota, Colombia), titulo de
Doctor en Ciencias Bioldgicas y Doctor por la Universidad Complutense de Madrid (Madrid,

Espafia).



NOTA DE ADVERTENCIA

Articulo 23 de la Resolucion N° 13 de Julio de 1946

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus
trabajos de tesis. Solo velara porque no se publique nada contrario al dogmay a la moral catélica
y porque las tesis no contengan ataques personales contra persona alguna, antes bien se vea en

ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia”.



CARACTERIZACIQN GENOMICA, PROTEOMICA Y DE LA VIRULENCIA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans var. grubii: EFECTO DEL
HIERRO Y EL COBRE.

NORIDA NATALLY VELEZ CUELLAR M.sc.

Firmado por MONTEOLIVA
DIAZ LUOCIA - DNI
32788575M el dia
31/08/2021 con un
certificado emitido por
AC Sector Pablico

Claudia Marcela Parra Giraldo, PhD. Lucia Monteoliva Diaz, PhD.
Directora Directora

Bogota D.C (Colombia), Madrid (Espafia)
Junio de 2021



CARACTERIZACIQN GENOMICA, PROTEOMICA Y DE LA VIRULENCIA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans var. grubii: EFECTO DEL
HIERRO Y EL COBRE.

NORIDA NATALLY VELEZ CUELLAR M.sc.

Firmado digitalmente por PLA ALONSO JESUS
PLA ALONSO Aseseltnshidme:
DN: C=ES, O=UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
DE MADRID, OU=CERTIFICADO
J E S U S ELECTRONICO DE EMPLEADO PUBLICO,
SERIALNUMBER=IDCES-50301295L, SN=PLA
ALONSO, G=JESUS ALBERTO, CN=PLA

AL B E RTO - D N IALONSO JESUS ALBERTO - DNI 503012951

Razén: Soy el autor de este documento

- Ubicacion:
" 50 30 1 2 9 5 L Fecha: 2022.07.21 07:48:54+02'00"
m\ CS J Foxit PDF Reader Version: 12.0.0

Carlos Javier Alméciga@iaz, PhD. Jesus Pla Alonso, PhD.
Jurado Jurado

T
yd /
/)
) !/." -
( L ’ x%xfa/ %&g@&}
Gustavo Giusiano, PhD. Angel Augusto Gonzalé§ Matfh, PhD.
Jurado Jurado

Coofiaf]]

Carolina Firacative, PhD.
Jurado

Bogoté D.C (Colombia), Madrid (Espafia)
Junio de 2021



CARACTERIZACIQN GENOMICA, PROTEOMICA Y DE LA VIRULENCIA DE
AISLAMIENTOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans var. grubii: EFECTO DEL
HIERRO Y EL COBRE.

NORIDA NATALLY VELEZ CUELLAR M.sc.

\}‘\w\ j 6\){1}&\@\ D

Jhon Jairo Sutachan Rubio, PhD. Alba Alicia Trespalacios Rangel, PhD.
Director de Posgrado Decana
Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias

Bogota D.C., Colombia
Julio de 2022



MADRID

DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD DE LA TESIS PRESENTADA PARA
OBTENER EL TITULO DE DOCTOR

D./Dfia._Norida Natally Vélez Cuellar ,
estudiante en el Programa de Doctorado Microbiologia y Parasitologia ,
de la Facultad de_Farmacia de la Universidad Complutense de
Madrid, como autor/a de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor y titulada:

Caracterizaciéon genémica, protedmica y de la virulencia de aislamientos clinicos de
Cryptococcus neoformans var. grubii: efecto del hierro y el cobre.

y dirigida por: _Lucia Monteoliva Diaz y Claudia Marcela Parra Giraldo

DECLARO QUE:

La tesis es una obra original que no infringe los derechos de propiedad intelectual ni los
derechos de propiedad industrial u otros, de acuerdo con el ordenamiento juridico vigente, en
particular, la Ley de Propiedad Intelectual (R.D. legislativo 1/1996, de 12 de abril, por el que se
aprueba el texto refundido de la Ley de Propiedad Intelectual, modificado por la Ley 2/2019, de
1 de marzo, regularizando, aclarando y armonizando las disposiciones legales vigentes sobre la
materia), en particular, las disposiciones referidas al derecho de cita.

Del mismo modo, asumo frente a la Universidad cualquier responsabilidad que pudiera
derivarse de la autoria o falta de originalidad del contenido de la tesis presentada de conformidad
con el ordenamiento juridico vigente.

En Madrid, a 29 de Junio de 2021

Fdo.:

Esta DECLARACION DE AUTORIA Y ORIGINALIDAD debe ser insertada en
la primera pagina de la tesis presentada para la obtencion del titulo de Doctor.



DEDICATORIA

“Nuestra sociedad, en la que reina un urgente deseo de riquezas y lujos, no entiende el valor de
la Ciencia. No se da cuenta de que la Ciencia es una de las partes mas Preciosas de su
Patrimonio Moral. Ni ha asumido de modo suficiente, el hecho de que la Ciencia esta en la base

de todo el progreso que aligera la carga de la vida y disminuye su sufrimiento”.

Marie Curie

A mi amada madre Nancy Cuellar,

A quien admiro infinitamente.

A Javier Sanchez,

quien, en esta dura etapa, se matriculo conmigo y me apoyo siempre.

A mi abuelo Jesus Maria Cuellar Q.E.P.D

por su ejemplo de coraje y caracter.



AGRADECIMIENTOS




Este trabajo no hubiera sido posible sin la ayuda fisica, intelectual, moral y hasta a veces
espiritual que me brindaron un gran grupo de personas de forma totalmente desinteresada.

Mi formacidn cientifica fue un camino tan largo y maravilloso, y debo iniciar agradeciéndole
a la Dra. Patricia Escandon quien me encamino en el estudio de la Criptococosis y me alenté a
continuar mis estudios a nivel Doctoral. A la Dra. Elizabeth Castafieda, por ser un ejemplo a seguir
en el mundo de la ciencia y sobre todo en el estudio de la Criptococosis.

A la Dra. Claudia Marcela Parra, quien confié en mi y me brindé la oportunidad de desarrollar
mi carrera cientifica, siempre bajo su tutela, guiada por su amplia experiencia y conocimientos.
Gracias por escucharme, por creer en mi, permitirme tomar decisiones. Me llevo muchas
ensefianzas académicas y lecciones de vida, gracias por su amistad incondicional y por apoyarme
en situaciones dificiles.

A la Dra. Lucia Monteoliva, por su gran guia por apoyarme en gran parte en el analisis de
proteinas, mil gracias por el ejemplo, el carifio sincero y el apoyo que me brindo desde el primer
dia, esto ha sido fundamental en mi crecimiento no solo profesional sino también personal.

Al Dr. Zaragoza por darme la oportunidad de realizar gran parte de mis experimentos en el
Instituto Carlos I11 en Madrid, en el tiempo que comparti fue muy gratificante tanto personal como
académico, conoci a una gran persona muy sabia y alegre. Doctor muchas gracias por todos por
sus valiosos consejos, por su disposicidn para escucharme.

A mis amigos y confidentes Andrés Ceballos, Maria José Jiménez, Katherine Aguirre y
Daniela Amado, por tantos momentos de diversion, bailes, salidas, reuniones, cenas, cafés en fin....
Y sobre todo por ayudarme en situaciones estresantes, por estar en los momentos mas dificiles de
este proceso, espero la vida nos tenga juntos hasta viejos y verlos triunfar en este mundo tan
complejo y maravilloso como lo es la investigacion, seguro seran en el futuro unos grandes
cientificos los quiero montones colegas, amigos, confidentes, alcahuetas.

A las chicas del Carlos Il (La rutina primero), Sofi, Carol, Violeta, Marta, Narda, Paula, y
Ana gracias por hacerme sentir en casa a miles de kilometros, gracias por las tardes de risas y por
su ayuda incondicional.

A mi gran Universidad Pontificia Universidad Javeriana y a todos los profesores que
estuvieron involucrados con mi formacién académica gracias a ustedes aprendi las herramientas

necesarias para poder afrontar gran parte de mi proyecto Doctoral.



TABLA DE CONTENIDO




F AN o AV =L (0 - TR 1

RESUMIBIN ...ttt b e bttt bt e eb e e sh e e sh e e e h bt e R b e e ke e b £ e bt e eb e e eb et e s bt e abe e nbe e nbeesaeennne e 5
AADSTFACT ...t b e e b b £ ARt b bbb e et n b 11
1) oo [0 ol o1 [0 RSSO 17
1. Cryptococcus y criptococosis: generalidades. . ........coovvveiiiiii e 18
IR 111 o - SR 18

1.2 Clasificacion taxonémica y tipificacion molecular del complejo de especies C. neoformans
/C. gattii.

1.3 Diferenciacion fenotipica, bioquimica y ecoldgica del complejo de eSpecies...........ccccevvrvruenne 22
N I W o ] o] (ot Lot 1 [ SRS 24
2.1 ManifestaCiones CIINICAS. .......viiieieeieiee ettt neene e 24
2.2 Epidemiologia de 1a CrIPLOCOCOSIS. ...cviiriiieiieieciie ettt re et s re et e e e sre e sresteenee s 27
2.3 Tratamiento y susceptibilidad antifungiCa. ..........cccoeiiiiiriiiiire e 28
3. InteracciOn hoSPedero-PAtOUENO. ........ccveiuiieeeeie ittt re et re e be e e e e teeseesbesreebesreenee e 30
3.1 Factores de virulencia del CryptOCOCCUS. ........uiiruirieieieisise sttt 30
T8 IS O 1S - VOSSPSR 31
3.1.2 ProducCion de MEIANING. ........cieiierieieiee ettt esbe s be e e sa et neeneene e 32
3. 1.3 CreCimIBNTO @ 37°C...uiiuieiiiiiiie ettt sttt sttt s et et b sa et n et e ne e 33
3.1.4 ENZIMas eXIraCeIUIAIES. ........ccoviiiiiieieieice e et 33
3.1.5 SWItChing fENOLIPICO. ...vviiiiiiiie bbb 34
31,6 Pare)a SEXUALL ...c.viiviiiiiiecic ettt s b e e b e e b e re e sreereentens 34
3.1.7 Cambios morfolégicos en el tamafio total de la célula. .............cocooeviicicii e, 35
3.2 Respuesta inmune frente a 1a CriptOCOCOSIS. ....vviviiiiiieieiieiece ettt re e sre st 35
3.3 Cryptococcus como patogeno intracelular facultativo y diseminacién al sistema nervioso central.
............................................................................................................................................. 36
4. Papel de los metales hierro y cobre en la CriptOCOCOSIS. .........ciiiverierieieieieeee e 37
4.1 Papel del hierro y del cobre en el proceso patogénico de C. neoformans..........cccccevevveveiennenne. 37
4.1.1 Papel del hierro, en el proceso patogénico de C. neoformans. .........cccocevvveveveeieeniesecvie s, 38
4.1.2 Papel del cobre en el proceso patogénico de C. NeofOrmans. .........cocoovvevrerinerinensensesseas 40
4.2 Papel del hierro en la respuesta inmune frente a la CriptoCOCOSIS. .....cvevvvivevieriecieri e, 42
4.3 Papel del cobre en la respuesta inmune frente a la CriptOCOCOSIS. ......cvevviiverierveieniseeeseeee e 43
5. Protedmica una herramienta para el estudio de hongos PatogeN0S. .........eveveeeerenerenerereeeeeeeenes 43
6. G. mellonella, modelo invertebrado para evaluar la capacidad patogénica de cepas de C. neoformans.
................................................................................................................................................................. 45
(@] [=1 110K PSPPSR PTTPPRPPPPRPRPN 47
O o] 1= (N oI T=T o T=T - | OSSR 48
2. ODJELIVOS ESPECITICOS ...vveveeviiiiiesieiie ettt ettt et e e ene et e s reetesee st e e e e eneeneareanas 48

V=0T (o] [o] o | F- VOO TR PRSPPI 49



1. Material bioldgico: caracteristicas bioldgicas y epidemiolOgicas. ..........ccccvevveiereiieciciiciece e, 50
2. Microorganismos de referencia y medios de CUILIVO..........cccocvriiiiiienieneccs s 50
3. CINALICA U8 CIECIMIBINTO. ...ttt bbb b e bbbttt b e bbbt e et e 51
4. Patogenicidad de C. neoformans en G. mellonella. ..........cocooiiiiiiiiencic e 51
5. Efecto del cambio del tamafio capsular pre y post inoculacién en G. mellonella. ...........c..cccceevnee. 52
6. Induccion del tamafio de 12 CAPSUIA. ..........eiiuiiiiiee s 53
7. INducCion de CEAIUIAS & TIAN. ......civeiiiiieiec bbb 53
8. ProducCion de MEIANING. ......eieieieieieiee sttt sttt e e eseetessesteseestesee e eneenenreans 54
9. Determinacién de la concentracion minima inhibitoria (MIC). ... 54
10. Extraccion de proteinas CitOPIaSMALICA. .......c.ccueiveieiicicie s 55
11. Preparacion de proteinas para eSpectrometria de Masas. .........ccoceoveereereinieereeseese e 56
12. Analisis de proteinas LC-MSMS (Q-eXaCtiVe HF). ......c.ccoviiiiiiiic e 56
13. Cuantificacion relativa de 1as ProteinNas. .........ccoeiiiiiiriiieiseree e 57
14. Secuenciacion del genoma y procesamiento de datos..........ccvvviiiieieiecie s 59
15. Identificacion y analisis de variantes gentiCas. ...........coorerrerirerininee e 59
16. Tipificacion de secuencias de MUIHIOCUS (MLST)....ciiiiiiiiiiiiiece e 61
17, ANALISIS BSTAISTICOS. ...cvvevievieieiiicie ettt et esa e s e tessesbesre st e e e e eneaneareas 62
RESUITAAOS ...ttt s bt bt bt s b b e b e e s e st e b e e be et e st et et et e s e enenbenns 63
1. Caracterizacién de 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii: tipificacion, estudio de
la patogenicidad, principales factores de virulencia y polimorfismos de genes relacionados. ....... 65
1.1. Identificacion de las secuencias tipo de los aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.65
1.2 Determinacion de la patogenicidad en G. mellonella. ...........ccooovveiiiiiiniiiiie e 68
1.3 Determinacién de la variacion del tamafio capsular utilizando el modelo invertebrado
LT 11 1 o] 1= | ST PPRSTSOR 71
1.4 Induccion del crecimiento capsular en MOPS. ... 73
1.5 Pigmentacion de MEIANINGL .........oiuiiiiiiiiiee bbbt 75
1.6 Determinacion de la susceptibilidad a anfotericina B, fluconazol y voriconazol. ........................ 77
1.7 Analisis de componentes prinCipales (PCA) ..o 78

1.8 Determinacion de variantes genéticas asociadas a genes involucrados en capsula y produccion de
0L Fo g - PSSR 79

2. Estudio del efecto del hierro y el cobre en determinantes de virulencia y en la patogenicidad de
dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. ...........ccoceoevineneieieics e 84

2.1. Evaluacion de curva de crecimiento de la cepa H99 en diferentes condiciones de precultivo con
PEEITO Y CODIE. ...t b e bbbttt b e b bbbt e et 86

2.2. Evaluacion de la capacidad patogénica de la cepa H99 en diferentes condiciones de precultivo con
PEEITO Y CODIE. ...t b e bbbttt b e b bbbt e et 87

2.3 Efecto del precultivo con hierro y cobre en la capacidad patogénica en H0058-1 2807 y HO058- |-
3102, aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. .........ccccceeveiiniieii i e 88

14



2.4 Efecto de hierro, cobre y su combinacion en la modulacion del tamafio capsular en HO058- I- 2807

(A (0101 E 3 0SSR 90

2.5 Efecto en la produccion de células tipo titan en H0058-1 2807 y HO058-1-3102. ............ccccvvenee 94

2.6 Efecto en la produccion de melanina en H0058-1 2807 y HO058-1-3102. ..........ccovvevneinieieniennns 95

3. Estudio protedmico del efecto del precultivo de la combinacion de 50uM de hierro y 500 uM de
cobre en HO058-1 2807 y H0058-1-3102, aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. ........ 97
3.1 Andlisis global del efecto del precultivo en la combinacion de hierro y cobre. ........cccccceevevnnee. 97

3.2 Anadlisis individual de los cambios proteémicos inducidos por hierro y cobre...........cccccceuvneee. 100

3.3 Perfiles de proteinas relacionadas con la biosintesis de capsula, melanina y otros factores de
virulencia en respuesta al estimulo de la combinacion de hierro y cobre. .........ccccooevvenniiieinnnne 105

4. Efecto de la combinacién de 50+500 uM de hierro y cobre respectivamente en la patogenicidad
de ocho aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii en el modelo G. mellonella................ 109

5. Determinacién de variantes genéticas asociadas a genes involucrados en hierroy cobre........ 111
5.1 Analisis de las variantes no sindnimas de los aislamientos clinicos H0058-1 2807 y H0058- 1-3102.
........................................................................................................................................... 111

5.2. Anélisis de los cambios de codificacion no sindnimos de las variantes SNPs en 10 aislamientos
clinicos de C. neoformans Var. grubii. ... e 115
Dot U] (0] o 1SRRI 118
1. Diversidad genotipica en un grupo de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii mediante
tIPITICACION POF IMILST . ..ttt bbbttt b et et 119

2. La patogenicidad es independiente a la diversidad genotipica en un grupo de aislamientos clinicos

de C. Neoformans Var. grubii. ......c.cooeiiiiiii s 120

3. Clasificacion de aislamientos patdgenos de C. neoformans var. grubii a partir de los principales
factores de virulencia: capsulay Melanina. .........ccccevviiieiiiicie s 121

4. Identificacién de variantes no sindnimas asociadas a genes de capsula y de melanina que influyen

LTI N =1 (0T [=T T Tod o - Lo RSOOSR 122

5. Efecto del cultivo con hierro y cobre en la patogenicidad y en los principales factores de virulencia

en aislamientos clinicos de C. neoformans var grubii. ... 126

6. Efecto del cultivo con hierro y cobre en el proteoma de dos aislamientos clinicos de C. neoformans

VAE. GEUDTE. 1.t e et bt e et 128

(0] T [ o] 1= 3PS 133
L] (=] =] (o1 L3S 136
F N 8 1=) (0L T OO PRSP PP PPTPPO 156

15



INDICE DE TABLAS




Tabla 1. Caracteristicas genéticas del complejo de especies C. neoformans y C. gattii............... 21
Tabla 2. Perfiles alélicos MLST para 29 aislamientos clinicos de C. neoformans. En gris se observa
el aislamiento tipo MOIECUIAr VNI .........ooiiiiee e 66
Tabla 3. Clasificacion de la patogenicidad de aislamientos clinicos de C. neoformans, segun
resultados obtenidos en el modelo invertebrado G. mellonella y cepas de referencia con alta (H99)
y baja (JEC21) patogeniCIaad. .........ceiiiieiiieiieiie ettt 69
Tabla 4. Descripcion de 39 genes relacionados a variantes sin sentido. En la tabla se describe los
genes relacionados con los principales factores de virulencia en C. neoformans var. grubii,
identificados a través del analisis de componentes principales y la prueba de asociacion. Ademas,
de los SNPs no sinénimos y los que estan relacionados con codones de parada..............cc.cccvvanene 83
Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas de dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.. 84
Tabla 6. Efecto en la patogenicidad de ocho aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii en
precultivo de 50 uM de hierro, 500 uM de cobre y en combinacién en G. mellonella............... 109
Tabla 7. Descripcion de variantes identificadas en dos aislamientos clinicos. ............c.ccccvvvnene 112
Tabla 8. Proteinas con abundancia diferencial identificadas en dos aislamientos clinicos de
C. neoformans e identificacion de variantes Sin SENtido.. .......cccevvreriiiiisinieee e 113
Tabla 9. Resumen de los resultados en diez aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii de
secuencia tipo, efecto en la patogenicidad en precultivo con hierro, cobre y su combinacion,

induccidn de la capsula en MOPS y produccion de melanina (sin precultivo con metales)........ 116



INDICE DE FIGURAS




Figura 1. Nomenclatura de C. neoformans y C. gattil. .........cccoceviuiririinienieniee e 20

Figura 2. Nomenclatura histérica del complejo de especies C. neoformans y C. gattii. .............. 21
Figura 3. Reproduccion sexual y asexual de CryptOCOCCUS. .......ccuviverieerieiiesieerieseesieesiesaesieeeens 23
Figura 4. Vista esquematica del proceso de infeccion de la CriptoCOCOSIS.. .......ccoevvvevveiiveiieanns 25

Figura 5. El modelo de diseminacion de C. neoformans del medio ambiente al cerebro humano.

........................................................................................................................................................ 37
Figura 6. Mecanismos de captacion de hierro en C. neoformans. ..........cccocevveieiieiievesieseenns 40
Figura 7. Modelo de adquisicidn de cobre en C. Neoformans. ..........cccoocevveieevesieinese e 42
Figura 8. Flujos de trabajo de protedmica basada en espectrometria de masas (MS) ................. 44
Figura 9. Escala de medicion de la actividad del pigmento de melanina. ............cccccoiveniincnnnne 54
Figura 10. Desarrollo metodol6gico primer ObJELIVO .........ccccveiiiiiciiee e 64

Figura 11. Agrupamiento jerarquico en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans, basado en el
PEfil AIEIICO U8 IMILST . ...ttt ettt be e 67
Figura 12. Curvas de supervivencia de los 29 aislamientos clinicos de C. neoformans con a) baja,
b) intermedia y c) alta patogenicidad en G. mellonella.. ...........cccoco e, 70
Figura 13. Tamario capsular en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans. ............ccccccevveveenne 72
Figura 14. Distribucion del tamafio capsular pre y post inoculacion en G. mellonella de 21

aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii agrupados en las secuencias tipo mas frecuentes.

Figura 15. Aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii que presentaron mayor cambio en
12 iNAUCCION dE 18 CAPSUIAL. ...eeieieeee e 74
Figura 16. Resumen de los principales resultados obtenidos en 29 aislamientos clinicos
de C. neoformans Var. grubii.. ........ccccciouiiiiiece et 76
Figura 17. Resultados de susceptibilidad para a) anfotericina B, b) voriconazol y c¢) fluconazol de
los 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. ..........ccccccovveiiiicie i 77
Figura 18. Coordenadas calculadas para cada aislamiento y su pertenencia a las categorias
[S1(0] 010 £ TP P R PPR PR OPRRPRN 79
Figura 19. Analisis de componentes principales empleando las variantes genémicas de 322 genes
relacionados a capsula, melanina y patogenicidad..............cccocueiieiiiieiiccece e 82
Figura 20. Desarrollo metodol0gico 2 Y 3 ODJELIVO. ......ociviiiiiiiieiee e 85
Figura 21. Curva de crecimiento de la cepa H99 a diferentes concentraciones de a) hierro y b)
(070 o] TP OP TP PP 86



Figura 22. Efecto de a) hierro y b) cobre y c) la combinacién en la patogenicidad de H99 en
(I 1111 o] T |- USSP 88
Figura 23. a) Curva de supervivencia de dos aislamientos clinicos de C. neoformans................ 89

Figura 24. Efecto de hierro, cobre y la combinacion en la patogenicidad de dos aislamientos

clinicos de C. neoformans Var grubii. .......ccccoieiiieieieii e e eneas 90
Figura 25. Distribucion del a) tamafio capsular y b) celular de H99, 2807 y 3102.. .................... 91
Figura 26. Induccion de la capsula en medio MOPS de C. neoformans var grubii en la cepa H99
y en dos aislamientos clinicos (2807 Y 3102). ...c.eccueieeiieieieee et ra e 93
Figura 27. Induccion de células tipo titan en cepas H99, 2807 y 3102. .......ccceovrervineiieiesieninn 95

Figura 28. Pigmentacion de melanina en medio L-Dopa de C. neoformans var. grubii (H99, 2807
1A 1 0 SRS 96
Figura 29. Diagrama de Venn de proteinas identificadas que difieren entre cada aislamiento y por
(070 3o [ Tod o] TR 98
Figura 30. a) El diagrama de Ven indica las 49 proteinas comunes de los dos aislamientos clinicos
pre-cultivados en la combinacion 50+500 uM de hierro y cobre respectivamente. .................... 101
Figura 31. Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos, celulares y moleculares de
proteinas que aumentaron, disminuyeron y con abundancia significativa en dos aislamientos
clinicos de C. neoformans var grubii. ..........ccccoiiiiiiiie e 102

Figura 32. Analisis de interaccién de las 30 proteinas que aumentaron en los dos aislamientos

clinicos HO058-1-2807 Yy HOO58-1-3102.. .....ccociiieieiiieiieieisiesiee et 103
Figura 33. Analisis de interaccion de las 14 proteinas que disminuyeron en los dos aislamientos
clinicos HO058-1-2807 Yy HOO58-1-3102.. ......cceiueiiiiieeieeieeeeeeiesie et ene e 104

Figura 34. Diagrama de Venn de proteinas relacionas con los factores de virulencia que difieren
entre cada aislamiento Y POr CONAICION.. ..........ccviiiiiiiicc e 106
Figura 35. Abundancia relativa de proteinas que aumentaron y disminuyeron relacionadas a la
capsula y melanina C. neoformans Var grubii...........ccccooeiiiiiiiienee e 108
Figura 36. Efecto de 50 uM de hierro, 500 uM de cobre y su combinacion sobre la patogenicidad
de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. ..........c.cccccovveiiiiciieie e 110
Figura 37. Analisis de SNPs en 49 proteinas en comdn en dos aislamientos clinicos de
C. NEOfOrmMaNns Var QrUDI. . ....c.oooiiiiii e 114
Figura 38. Andlisis de SNPs en 57 genes relacionados a cobre y hierro en 10 aislamientos clinicos

08 €. OO NIANS. ettt e et s et eessnnnnnnnnnnnnn 117



ABREVIATURAS




ACN
AF

BSA
CAP59
CDC
CNV
CO;

Cu
DFVF
DNA
DTT
EDTA
Fe
FMAD
GO
GPD1
GXM
HPLC
IGS1
InDels
INS
ISHAM
K2HPO4
LAC1
LC-MSMS
LCR
L-DOPA
MAT
mg
MgSOg4
ml
MLST

Acetonitrilo

Acido férmico

(Bovine Serum Albumin), albdmina de suero bovino
Polisacérido de capsula

Centers for Disease Control and Prevention

Variantes de nimero de copias

Dioxido de carbono

Cobre

Database of fungal virulence factors

Acido desoxirribonucleico

Ditioeritritol

(Ethylenediaminetetraacetic acid), &cido etilendiaminotetraacético
Hierro

Factor Analysis of Mixed Data

Gene ontology

Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
Glucuronoxilomanano

(High Performance Liquid Chromatrography), cromatografia liquida de alta eficacia
Espaciador intergénico

Inserciones/deleciones

Instituto Nacional de Salud

Sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal
Fosfato dipotéasico

Lacasa

Cromatografia liquida-espectrometria de masas
Liquido cefalorraquideo

L-3,4- dihidroxifenilalanina

The mating type locus

Miligramos

Sulfato de magnesio

Mililitro

Tipificacion de secuencias de multiples locus


https://www.cdc.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3478563/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20502678/

MOPS Acido 4-morfolinpropanosulfénico

MS (Mass Spectrometry), espectrometria de masas
NaCl Cloruro de sodio

NCBI National Center for Biotechnology Information
NGSEP Next generation sequencing experience platform
nm Nanometro

0.D. Densidad Optica

Pb Pares de bases

PBS Solucion salina tamponada con fosfato

PCA Analisis de Componentes Principales

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PLB1 Fosfolipasa B1

PMSF Fenilmetilsulfonilfluorida

Ppm Partes por millon

RFLP Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Restriccion
Rpm Revolucion por minuto

SDA Agar Sabouraud dextrosa

SDS Dodecil sulfato sodico

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SNC Sistema nervioso central

SNP Polimorfismo de nuclettido Unico

SNV Variantes de un solo nucle6tido

SOD Superéxido dismutasa

ST Secuencias tipo

STR Repeticiones cortas en tindem

SYBR Benzotiazol-2-ilideno) metil]-1-fenilquinolin-1-ium-2-il]-N-propilpropano-1,3-diamina
TARGA Terapia antirretroviral de gran actividad

TCM Medio de células de titan

Tris-HCI Trisaminometano-clorhidrato

UFC Unidad formadora de colonias

URAS5 Orotidina monofosfato pirofosforilasa

VIH Virus de inmunodeficiencia humana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.cellsignal.com/products/buffers-dyes/phosphate-buffered-saline-pbs-1x-ph7-2-sterile/9872

YPD (Yeast extract Peptone Dextrose), extracto de levadura peptona y dextrosa
pL Microlitro

MM Micro molar

)y Desviacion estandar



RESUMEN




Caracterizacion gendmica, protedmica y de la virulencia de aislamientos clinicos de

Cryptococcus neoformans var. grubii: efecto del hierroy el cobre.

Introduccion

Durante el desarrollo de la enfermedad flngica invasiva (EFI), los metales participan de
manera importante en la interaccion entre los hongos y las células del hospedero: el hierro y el
cobre actian como cofactores en multiples reacciones enzimaticas. Estos metales en la célula
fangica se relacionan de manera importante con la expresion de factores de virulencia gobernados
por metaloproteasas [1,2]. Por otro lado, en el hospedero, son esenciales en la respuesta eficiente
de mecanismos efectores, por ejemplo, en las células del sistema inmunolégico. Por lo tanto, el
éxito en el establecimiento de la EFI pude depender de la capacidad para competir y adquirir

metales del entorno del hospedero [3,4].

La levadura ambiental C. neoformans forma parte del complejo de especies que causa la
criptococosis, una micosis oportunista adquirida por la inhalacion de propagulos fungicos presentes
en el ambiente. Es una infeccién potencialmente fatal que afecta los pulmones y el sistema nervioso
central [5]. Esta levadura produce infecciones frecuentemente en individuos
inmunocomprometidos, por ejemplo, en pacientes con SIDA, con trasplante de 6rganos o con

terapias inmunosupresoras[6].

Los metales son necesarios para las funciones esenciales celulares y los hongos patdégenos han
desarrollado maquinarias para equilibrar con precision la delgada linea entre la adquisicion de
metales esenciales y la defensa contra la toxicidad de estos [1,3]. El suministro de estos metales
dependiendo del ambiente en que se encuentre la levadura puede ser limitado, por ejemplo, el hierro
disponible en hospederos mamiferos es extremadamente bajo y en la naturaleza los 6xidos de hierro
se forman por pH bajos donde la disolucion es extremadamente lenta y es dada por la concentracién
de oxigeno. Asimismo, el cobre en la naturaleza no se encuentra totalmente disponible, ya que en
pH bésicos disminuye. Este metal normalmente esta enlazado con la materia orgénica y en
hospederos mamiferos es limitado [7]. En Cryptococcus neoformans, una de las funciones que
desempefian los metales como el hierro y el cobre es la regulacion de la expresion de factores de
virulencia como la capsula o la produccion de melanina, por lo que influyen en la infeccion

sistémica exitosa [8,9].



Objetivo

En principal objetivo de esta tesis es caracterizar el genotipo, la virulencia, el proteomay el
efecto del hierro y del cobre sobre la modulacién de la patogenicidad en 29 aislamientos clinicos
colombianos de Cryptococcus neoformans var. grubii, con el fin de entender su implicacion en la

virulencia y aportar nuevos datos que ayuden a la prediccion de nuevas dianas antifungicas.

Resultados
1. Caracterizacion genotipica, determinacion de la variabilidad patogénica, crecimiento
capsular, producciéon de melanina, suceptibilidad antifungica y variantes no sindnimas de

genes asociados, en aislamientos clinicos.

Se genotiparon 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii utilizando el esquema
de MLST identificAndose 11 secuencias tipo (ST), siendo la ST69 la mas frecuente seguida de ST2,
ST93 y ST377. A continuacidn, se evalud la patogenicidad de los aislamientos en G. mellonella
clasificandolas en patogenicidad alta (12), intermedia (10) y baja (7) y se llevo a cabo el analisis
de los principales factores de virulencia, como efecto en la capsula pre y post inoculacion en
G. mellonella, induccion de la capsula en MOPS y pigmentacion de melanina en L-Dopa. En
general en los aislamientos con baja patogenicidad se observaron capsulas de mayor tamario (1.730
pm de promedio) respecto a los de alta (0.630 um) y de intermedia (0.498 um) patogenicidad. De
los 7 aislamientos categorizados con baja patogenicidad se observaron 3 con baja pigmentacion, 2
intermedia y 2 con alta pigmentacién. También dentro de los aislamientos de alta patogenicidad se

incluian aislamientos con todos los niveles de pigmentacion, 4 de baja, 3 de intermedia y 5 de alta.

Posteriormente, se investigo si con el estudio de las caracteristicas fenotipicas observadas es
posible clasificar los aislamientos clinicos de acuerdo con su patogenicidad. Para ello, se realizd
un analisis de componentes principales utilizando las variables de mortalidad, cépsula y
pigmentacion de melanina, encontrandose relacion entre el aumento del tamafio capsular y los
aislamientos clasificados como de alta patogenicidad. Ademas, los aislamientos que se agruparon
en las secuencias tipo mas frecuentes como la ST69 y ST95 presentaron capsulas grandes
(X:2.42 um), mientras que los aislamientos de la ST2 y ST377 presentaron capsulas pequefias
(X:1.03 pm).



Seguidamente, se combinaron los datos obtenidos de las variables fenotipicas con genes
asociados a los principales factores de virulencia. Tras la secuenciacion del genoma completo de
los 29 aislamientos clinicos y el analisis de polimorfismos (SNPs) se determinaron 48 variantes no
sindnimas asociadas a los fenotipos observados y ubicadas en los dominios funcionales predichos
para 39 genes. Entre ellas, se identificaron 48 variantes no sindnimas ubicadas en genes asociados
a capsula, melanina y patogenicidad como PTP1, PMT4, IPK1, PBX2, OVAl y ROM2; ademas, en

9 de estos genes los cambios detectados implicaban la aparicion de codones de parada.

2. Efecto de hierro y cobre en la patogenicidad, el tamafio capsular y produccién de melanina en

aislamientos clinicos de alta y baja patogenicidad.

En la segunda parte de la tesis se exploro el efecto de hierro y cobre en el crecimiento de
aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii, en su patogenicidad en G. mellonella, el
crecimiento capsular y la pigmentacion de melanina. La levadura fue capaz de crecer a
concentraciones de hasta 50 uM de hierro y 500 uM de cobre. A continuacién, se evaluo la
patogenicidad tras el precultivo con hierro y cobre de 10 aislamientos clinicos con diferentes
perfiles de patogenicidad basal (sin precultivo con los metales). En el 90 % de los aislamientos
aumento la patogenicidad con la combinacion de 50+500 uM de hierro y cobre respectivamente.
Igualmente, se observd un aumento del crecimiento de la capsula, se aceler6 la produccién de

melanina y se indujo la aparicién de células tipo titan.

3. Anélisis protedmico de los cambios inducidos por el hierro y el cobre y determinacién de
variantes genéticas en genes asociados a estos metales en dos asilamientos de baja y alta

patogenicidad.

Finalmente, para obtener informacion de los mecanismos implicados en los rasgos de
virulencia inducidos en la combinacién con 50 uM hierro y 500 uM de cobre, se realizd un analisis
protedmico comparativo de extractos citoplasmatico de dos aislamientos clinicos (H0058-1-2807 y
HO0058-1-3102) con diferente grado de patogenicidad tras su crecimiento en con dichos metales y
sin ellos. En el precultivo de 50+500 uM de hierro y cobre se identificaron 1.484 proteinas en el
aislamiento clasificado como de baja patogenicidad y 1.549 para el aislamiento de alta
patogenicidad. Se detectaron 147 proteinas diferenciales que fueron especificas del precultivo con

los metales en los dos aislamientos. Las proteinas diferenciales en el aislamiento de alta

8



patogenicidad fueron 130 (88 aumentaron y 42 disminuyeron su abundancia) y 198 en el
aislamiento de baja patogenicidad (149 aumentaron y 49 disminuyeron su abundancia). Finalmente
se detectaron 49 proteinas comunes entre los dos aislamientos: 30 con mayor abundancia, 14 con

menor y 5 con diferente cambio segun el aislamiento.

Las proteinas de los dos aislamientos cultivados en la combinacién de hierro y cobre que
aumentaron su abundancia estan relacionadas entre otros procesos con el estrés celular, trafico
vesicular (Ap-1, Vps35), estructura de la pared celular (Och1, Ccr4, Gsk3), biosintesis de pigmento
(Hem15, MIn2), reparacion de ADN (Chk1), transporte de proteinas (Mms2), asi como proteina
asociada a la SUMOQilacion (Uba2) y un transportador mitocondrial (Atm1l). Por lo tanto, la
presencia del precultivo con los metales influye sobre la abundancia de proteinas que estan

involucradas en la patogenicidad.
Conclusiones

Los aislamientos clinicos colombianos de C. neoformans var. grubii analizados presentaron
diferencias en su capacidad patogénica la cual es multifactorial. Cuando se comparan las
caracteristicas demograficas y fenotipicas de acuerdo con las ST identificadas, queda claro que, en
lugar de ser un grupo homogeéneo, existe una amplia variabilidad tanto en la capacidad patogénica,
como en el tamafio capsular y produccion de melanina. Quizas las diferencias patogénicas entre los
aislamientos obedezcan a las condiciones ambientales en que el hongo crece, el modelo utilizado

y a las condiciones propias del hospedero.

Los datos sugieren que el incremento del tamafio capsular es una variable clave para la
diferenciacion de aislamientos mas o menos patdgenas, independientemente del método empleado
para su induccién. Histéricamente la cépsula ha sido ampliamente estudiada dada su capacidad
para modular la respuesta inmune del hospedero y los cambios morfolGgicos de esta estructura se
han relacionado con resistencia antifingicos y a condiciones de estrés, por lo que este proceso es

importante para evadir la muerte por parte de las células fagociticas.

En el estudio gendmico de los 29 aislamientos clinicos se identificaron variantes no sinébnimas
que implican 9 codones de parada en genes relacionados con el polisacarido capsular, la sintesis

de melanina, el crecimiento, el mantenimiento de la pared celular, la secrecion de vesiculas
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extracelulares o la respuesta a estrés. Seria interesante ahondar en el estudio de las consecuencias

a nivel de secuenciay funcion de proteina producidos por las variaciones genotipicas detectadas.

Responder y adaptarse a una gran cantidad de estimulos ambientales son habilidades claves
que necesita C. neoformans para sobrevivir en nichos bioldgicos diferentes. EI metabolismo de
hierro y cobre es de gran importancia en la fisiologia de esta levadura dado que interviene en
distintos procesos bioldgicos. Esta es la primera investigacion en que se combina el hierro y el
cobre en el precultivo de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. Con esta
aproximacion, se comprob6 que la combinacion de estos metales aument6 la patogenicidad, el
tamafio capsular, aceleré la produccion del pigmento de melanina e indujo células tipo titan.
Ademas, se observaron cambios protedmicos tras el precultivo con la combinacion de 50 uM de
hierro y 500 uM de cobre. Se detecté un aumento en la abundancia de proteinas relacionadas con
respuesta a estrés oxidativo, integridad de pared celular, trafico vesicular, capsula y melanina.

Es interesante resaltar que el marcado aumento de la patogenicidad puede explicarse en parte
por los resultados que indican que existe un vinculo entre el precultivo en combinacion de hierro y
cobre y cambios en proteinas asociadas a la capsula, melanina, pared celular y tréfico vesicular.
Sin embargo, para comprender mejor este proceso y sus mecanismos moleculares en detalle es
necesario continuar explorando la dindmica de los metales en la patogenicidad y virulencia en esta

levadura.
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Genomic, proteomic, and virulence characterization of clinical isolates of

Cryptococcus neoformans var. grubii: effect of iron and copper.

Introduction

During invasive fungal disease (IFD) development, metals play an important role in the
interaction between fungi and host cells, iron, and copper act as cofactors in multiple enzymatic
reactions. These metals in the fungal cell are associated to the expression of virulence factors
governed by metalloproteases [1,2]. On the other hand, in the host, they are essential in the efficient
response of effector mechanisms, for example, in cells of the immune system. Therefore, the
success of IFD establishment may depend on the ability to acquire and compete for metals from

the host environment [3,4].

The environmental yeast C. neoformans is part of the species complex that causes
cryptococcosis, an opportunistic mycosis, acquired by inhalation of fungal propagules present in
the environment. It’s a potentially fatal infection that affects the lungs and central nervous system
[5]. This yeast frequently affects immunocompromised individuals, for example, in patients with

AIDS, organ transplants, or immunosuppressive therapies [6].

Metals are required for essential cellular functions, and fungal pathogens have developed
machinery to precisely balance the fine line between acquiring them and defending against their
toxicity [1,3]. The supply of these metals can be limited as it depends on the surrounding
environment. For example, the available iron in mammalian hosts is extremely low and in nature
iron oxides are formed by low pH where dissolution is extremely slow and is driven by oxygen
concentration (in the atmosphere/in the soil). Also, copper is not fully available in nature, since its
abundance is decreased in basic pH conditions. This metal is normally bound to organic matter and
is limited in mammalian hosts [7]. In Cryptococcus neoformans, one of the functions played by
metals such as iron and copper is the regulation of the expression of virulence factors such as

capsule or melanin production, thus influencing successful systemic infection [8,9].
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Objective

The main objective of this thesis was to characterize the genotype, virulence, proteome and
the effect of iron and copper on the modulation of pathogenicity in 29 Colombian clinical isolates
of Cryptococcus neoformans var. grubii, to understand its implication in virulence and provide new

data that may help to predict new antifungal targets.

Results

1. Genotypic characterization, determination of pathogenic variability, capsular growth, melanin
production, and non-synonymous variants of pathogenesis associated genes in clinical isolates.

We genotyped 29 clinical isolates of C. neoformans var. grubii using the MLST scheme,
identifying 11 type sequences (ST). ST69 was the most frequent followed by ST2, ST93 and
ST377. Next, the pathogenicity of the isolates in G. mellonella was evaluated classifying them as
high (12), intermediate (10) and low (7) pathogenicity. Additionally, the main virulence factors
were analyzed: effect on the capsule pre and post inoculation in G. mellonella, capsule induction
in MOPS and melanin pigmentation in L-Dopa. In general, in isolates with low pathogenicity,
larger capsules (1.730 pum on average) were observed compared to those with high (0.630 um) and
intermediate (0.498 um) pathogenicity. Of the 7 isolates categorized with low pathogenicity, 3
were observed with low pigmentation, 2 intermediate and 2 with high pigmentation. Also, within
the high pathogenicity isolates, all levels of pigmentation were included, 4 low, 3 intermediate and
5 high.

The possibility to classify clinical isolates according to their observed pathogenesis-related
traits was investigated. For this, a principal component analysis was carried out using the variables
of mortality, capsule, and melanin pigmentation, finding a relationship between the increase in
capsular size and the isolates classified as highly pathogenic. Furthermore, the isolates that were
grouped into the most frequent sequence type such as ST69 and ST95 presented larger capsules
(X: 2.42 um), while the isolates of ST2 and ST377 presented small capsules (X: 1.03 pm).

Subsequently, the data obtained from the phenotypic variables were combined with genes
associated with the main virulence factors. After the sequencing of the complete genome of the 29
clinical isolates and the analysis of polymorphisms (SNPs), 48 non-synonymous variants
associated with the observed phenotypes and located in the predicted functional domains for 39
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genes were determined associated with capsule, melanin, and pathogenicity, such as PTP1, PMT4,
IPK1, PBX2, OVAl and ROM2, in addition to 9 of these genes the changes detected implied the

appearance of stop codons.

2. Effect of iron and copper on pathogenicity, capsular size, and melanin production in high and

low pathogenicity clinical isolates.

In the second part of the thesis, the effect of iron and copper on the growth of clinical isolates
of C. neoformans var. grubii upon its pathogenic potential in G. mellonella, capsular growth, and
melanin pigmentation was investigated. The yeast was able to grow at concentrations up to 50 uM
of iron and 500 puM of copper. Next, the pathogenicity after preculture with iron and copper of 10
clinical isolates with different baseline pathogenicity profiles (without preculture with metals) was
evaluated. In 90% of the isolates, the pathogenicity increased with the combination of 50 UM of
iron and copper 500 UM, respectively. Likewise, an increase in capsule growth was observed,

melanin production was accelerated, and the appearance of titan-like cells was induced.

3. Proteomic analysis of the changes induced by iron and copper, and determination of genetic

variants in genes associated with these metals in two isolates of low and high pathogenicity.

Finally, a comparative proteomic analysis of cytoplasmic extracts of two clinical isolates with
different degrees of pathogenicity was carried out after growth with and without 50 uM iron plus
500 uM copper. In the pre-enriched preculture, 1484 proteins were identified in the isolate
classified as low pathogenicity and 1549 proteins for the isolation of high pathogenicity. Also, 147
proteins specific of the preculture with the metals for the two isolates were detected. Differential
proteins in the high pathogenicity isolate amounted to 130 (88 increased and 42 decreased in
abundance) and 198 in the low pathogenic isolate (149 increased and 49 decreased in abundance).
Finally, 49 common proteins were detected between the two isolates: 30 with the higher abundance,

14 with the lower and 5 with different changes depending on the isolate.

Among the proteins that increased their abundance on both isolates when cultured in
combination with iron and copper some of them are related to biological processes such as cell
stress, vesicular traffic (Ap-1, Vps35), cell wall structure (Ochl, Ccr4, Gsk3), pigment biosynthesis
(Hem15, MIn2), DNA repair (Chk1), protein transport (Mms2), SUMOylation-associated protein
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(Uba2), and a mitochondrial transporter (Atm1). Therefore, the presence of metals in preculture

influences the abundance of proteins that are involved in pathogenicity.

Conclusions

Colombian clinical isolates of C. neoformans var. grubii were analyzed and showed
differences in their pathogenic capacity, which is multifactorial. When the phenotypic
characteristics are compared according to the identified STs, instead of being a homogeneous
group, they exhibited wide variability in both pathogenic capacity, capsular size, and melanin
production. Perhaps the pathogenic differences between the isolates are due to the environmental

conditions in which the fungus grows, the model used, and the host's own conditions.

The data suggest that the increase in capsular size is a key variable for the differentiation of
pathogenic profiles among isolates, regardless of the method used for its induction. Historically,
the capsule has been widely studied given its ability to modulate the host's immune response and
morphological changes in this structure have been related to antifungal resistance and stress thus

highlighting its importance to avoid death by the phagocytic cells.

In the genomic study of the 29 clinical isolates, non-synonymous variants were identified that
involved stop codons in genes related to capsular polysaccharide, melanin synthesis, growth,
maintenance of the cell wall, secretion of extracellular vesicles, or the stress response. It would be
interesting to delve into the consequences at the level of protein sequence and function produced

by the genotypic variations detected.

Responding and adapting to a large number of environmental stimuli are key skills that
C. neoformans needs to survive in different biological niches. The metabolism of iron and copper
is of great importance in the physiology of this yeast because it intervenes in different biological
processes. This is the first investigation in which iron and copper are combined in the preculture
of clinical isolates of C. neoformans var. grubii. With this approach, evidence that the combination
of these metals increased pathogenicity, capsular size, accelerated the production of the melanin
pigment and induced titanium-like cells is provided. Furthermore, proteomic changes were

observed after preculture with the combination of 50 pM iron and 500 M copper. An increase in
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the abundance of proteins related to oxidative stress response, cell wall integrity, vesicular traffic,
capsule, and melanin was detected.

It is interesting to note that the marked increase in pathogenicity can be explained, in part, by
the results that indicate that there is a link between the availability of iron and copper and changes
in proteins associated with the capsule, melanin, cell wall and vesicular traffic. However, to better
understand this process and its molecular mechanisms in detail, it is necessary to continue
exploring the dynamics of metals in pathogenicity and virulence in this yeast. It would also be of
great interest to include in these investigations various stimuli found by yeast in the different

environments where it interacts with the host.
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1. Cryptococcus y criptococosis: generalidades.

1.1 Historia.

El cientifico italiano Sanfelice en 1894 observd por primera vez un aislamiento de
Cryptococcus de la fermentacion de zumo de melocoton, visualizd microscopicamente una
levadura encapsulada a la que llamo Saccharomyces neoformans. Al mismo tiempo en 1894 y 1895
Busse y Buschke por separado informaron del primer caso de la enfermedad en humanos causada
por este hongo, recuperado de la lesion tibial de un paciente, al patdégeno aislado lo llamo
"Saccharomycosis hominis”. En los afos siguientes este patogeno se aisld de lesiones en hombres

y en animales [10].

Curtis en 1896, aislo esta levadura de un absceso inguinal de un paciente francés, al inocular
subcutaneamente diversos animales observo la formacion de lesiones tumorales en pulmon, bazo
y rifiones, €l nombro esta cepa como Saccharomyces subcutaneous tumefaciens [11,12]. En 1901
Vuillemin al estudiar esta levadura no encontr las tipicas ascosporas del género Saccharomyces,
ademas, no fermentaban los carbohidratos y las clasificd en el género Cryptococcus; de esta forma
nombro al primer aislamiento clinico de Busse como C. hominis y C. neoformans a los aislamientos
de Sanfelice [10,11]. En 1935 el cientifico Rhoda Benham aclar6 los diferentes nombres que se
habian atribuido a esta levadura y desde esta investigacion el género Cryptococcus fue aceptado
[11,13]. Benham realiz6 un estudio en el que incluy6 22 aislamientos clinicos, incluyo aislamientos
de Busse, Curtis y de otros investigadores identificados bajo el género Cryptococcus,
Saccharomyces y Torula. Al realizar observaciones morfoldgicas, serolégicas y patoldgicas,

Benham concluyé que todos los aislamientos pertenecian a una especie, Cryptococcus hominis.

Emmons en 1951 recuperé Cryptococcus de material vegetal en Virginia; en 1955 recupero
esta levadura en muestras de excrementos de aves; se propuso que la exposicion a los excrementos
de aves contaminadas esta relacionada con las infecciones en hombres y animales [14]. Kwong
Chung en 1975 describe una levadura perteneciente al reino de los hongos que presenta una fase

anamorfa (fase-asexual), lo clasifica en phylum basidiomicota Agaricomycotina;

Tremellomycetes; Tremellales; Cryptococcaceae; Cryptococcus; Cryptococcus neoformans

species complex [11,15].
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Desde su descubrimiento los casos de criptococosis eran raros, la incidencia de la enfermedad
aument6 debido al inicio de la terapia inmunosupresora y de la epidemia de sida, siendo una
infeccion comun en personas con sida [16]. En el afio 1999, en la isla de Vancouver en Columbia
Britanica, Canada, se describio el primer brote de criptococosis registrado en la historia que afecto

tanto a humanos como animales [17].

Hoy en dia en el género Cryptococcus, se reconocen dos especies patdgenas en un humanos y
animales: Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gattii con diferencias claras a nivel
epidemiolégico, bioquimico y genético, y méas de otras 30 especies ambientales, asociadas a

diferentes ecosistemas [18].

1.2 Clasificacion taxondmica y tipificacion molecular del complejo de especies C. neoformans
/C. gattii.

Debido a la importancia de C. neoformans/C. gattii como hongos patdgenos humanos, varios
grupos de investigacion se centran en la caracterizacion genotipica, para lo cual se han descrito
diversas técnicas de tipificacion molecular: Electroforesis de Enzimas Multilocus (MLEE) [19],
PCR Huella Digital [20], Amplificacion Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD) [21],
Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) [22], Polimorfismo de Longitud
de Fragmentos de Restriccion (RFLP) del gen PLB1 o URA5 [23,24] y més recientemente,
Tipificacién Multilocus de Secuencias (MLST) y secuenciacion del genoma completo [25].

Algunas de las técnicas anteriormente mencionadas han permitido agrupar a los miembros del
complejo en ocho tipos moleculares por huella digital y trece genotipos por AFLP (ver figura 1)
[20,25]. Adicionalmente, se han establecidos tres serotipos hibridos adicionales AD, AB y BD
[26]. AFLP y MLST han demostrado la existencia de un nuevo tipo molecular en Botswana

(genotipo VNB) que parece estar restringido geograficamente a Africa subsahariana [27].

Las dos especies C. neoformans y C. gattii han mostrado capacidad de reproduccion sexual o
telomorfo y reproduccion asexual o anamorfo. La forma sexual genera basidiosporas y la forma
asexual genera blastoconidias [15,28]. Los telomorfos pertenecen al género Filobasidiella de los
basidiomicetos y se conocen como Filobasidiella neoformans y Filobasidiella bacillispora.
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En el aflo 2015, Teun Boekhount y colaboradores realizaron una propuesta para designar siete
clados MLST identificados entre C. neoformans y C. gattii en nuevas especies: C. neoformans var.
neoformans (C. neoformans) y C. neoformans var. grubii (C. deneoformans) como dos especies
independientes y considerar 5 especies mas en C. gattii como se explica en la figura 2 [29]. Hasta
la fecha, la nomenclatura propuesta recientemente no ha logrado aceptacion dentro de la comunidad
cientifica (Debate generado en la X Conferencia Internacional sobre Cryptococcusy
Criptococosis, Brasil 2017). Falta consenso sobre los limites y nimero de limites de especies
putativas. En la presente investigacion para identificar estos patdgenos fungicos los indicaremos
como: Cryptococcus neoformans complejo de especies y Cryptococcus gattii complejo de
especies, términos que son bien aceptados entre micélogos, veterinarios y médicos [18,30].

Telemorfo Filobasidiella neoformans Filobasidiella bacillispora
Anamorfo Cryptococcus neoformans Cryptococcus gattii |
var. grubii var. neoformans ‘ \
C B
AD AByBD
Serotipo A D e
I Hibrido Hibrido | | | [
VNB
Tipo molecular  VNI/VNII VNI VNIV VGI VG VGl vienety VGIV
AFLP1A | | | ‘ |
(\;:-',mlil]m AFLPI/AFLPIB  AFLP3 AFLP2 AFLP-8/9  AFLP4 AFLPS AFLP6 AFLP10 AFLP7

Figura 1. Nomenclatura de C. neoformans y C. gattii [20,25].
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Nombre comiin ( Tipo molecular Nombre propuesto * i Nombre actual \

VNI/VNII/VNB C. neoformans
C. neoformans VNIV C. deneformans C. neoformans
Complejo de especies
VNII C. neoformans x C. deneoformans

Figura 2. Nomenclatura historica del complejo de especies C. neoformans y C. gattii. *Propuesta de

nueva nomenclatura de Cryptococcus Hagen et al [29]. Figura modificada de Malik R, et al., 2021 [30].

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) ha revolucionado al
andlisis gendmico y transcriptomico, permitiendo el estudio de la expresion génica con un gran
nivel de profundidad. Las diferencias entre los tipos moleculares de C. neoformans y C. gattii en
la actualidad son mas evidentes a nivel genémico (ver tabla 1). A continuacion, se expondran las
caracteristicas esenciales de C. neoformans [31]. Se han secuenciado los genomas completos de
varias cepas de C. neoformans. El tamario total del genoma es de ~18-19 Mb que contienen ~6500
genes ricos en intrones y esta organizado en 14 cromosomas. Ademas, el genoma es rico en

transposones, muchos de las cuales se agrupan en regiones centroméricas [32].

Tabla 1. Caracteristicas genéticas del complejo de especies C. neoformans y C. gattii[32].

Caracteristica C. neoformans  C. gattii
Numero de cromosomas ~12-14 ~13-15
Tamario total del genoma ~18-19 Mb ~18-20 Mb
Tamarfio del genoma mitocondrial| 24-32 Kb 34.7 Kb

El proyecto genoma del complejo de especies ha realizado grandes avances, construyendo

genotecas de cepas de referencia del serotipo A (H99/125.31) del serotipo D (JEC20/JEC21) y del
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serotipo B (WM2276/E566), permitiendo que esta informacidn sea accesible para poder utilizarla
en investigacion gendmica y proteémica [32,33]. Rhodes J y col, encontraron aneuploidia en todos
los cromosomas de C. neoformans var. grubii, tanto en las cepas de linaje Unico como en las
hibridas y varios hibridos diploides entre C. neoformans var. grubii. También, C. neoformans var.
neoformans mostré aneuploidia que conduce a la pérdida de heterocigosidad en varios
cromosomas, los autores proponen un intercambio genético limitado en C. neoformans var. grubii
[34].

Los aislamientos de C. neoformans son principalmente haploides, pero se ha descrito que los
hibridos de C. neoformans var. grubii y var. neoformans son diploides [35]. A partir del estudio de
la secuenciacion del genoma completo es posibles extraer los datos de los genes housekeeping
utilizado en el esquema de MLST, La comparacion de los genomas a esta escala resulta atil, dado
que es posible observar diversidad genética, intercambio entre linajes y entre regiones geograficas,
ademas esto ha permitido estudios de asociacion de fenotipos relacionados con todo el genoma
[36].

1.3 Diferenciacion fenotipica, bioquimica y ecoldgica del complejo de especies.

La caracteristica principal que diferencia a C. neoformans /C. gattii de otras especies de
levaduras es su termotolerancia, y la formay composicion quimica de la capsula. La capsula es una
estructura con caracteristicas morfolégicas importantes, compuesta por varios polisacaridos,
glucoroxilomanano, galactoxilomanano y manoproteina. Las diferencias en la estructura del
glucoroxilomanano explican las variaciones antigénicas y es la base de la separacion de los
serotipos existentes A, B, C, D, AD [37].

La capacidad de utilizar las fuentes de nitrégeno y carbono es diferencial para cada especie
[31,38]. La asimilacion de nitrégeno es utilizada como medio diagndstico, en 1982 Kwon-Chung
propuso el uso del agar L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) para distinguir las dos
especies [39]. La resistencia de C. gattii a L-canavanina y la capacidad de utilizar la glicina como
fuente de nitrogeno y carbono permite la identificacion esta especie, ocasiona el cambio de color
del medio de verde a azul, en C. neoformans no se evidencia el cambio del medio permaneciendo
verde [39].
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Como ya se ha comentado, el complejo de especies C. neoformans /C. gattii han mostrado
capacidad de reproduccion sexual o telomorfa y reproduccion asexual o anamorfa. La forma sexual
genera basidiosporas (propagulo de forma sexual). La forma asexual genera blastoconidias
(propagulo de forma asexual) [40,41]. Estas Gltimas se caracterizan por ser levaduras haploides
(IN) heterotalicas con un sistema bipolar, presentan un locus MAT con dos alelos (a y o) que

controlan la pareja sexual [31] (figura 3).

Reproduccién asexual Reproduccion sexual
Heterotalica Homotalica
w @ O ™
Fusién
celular
1N ° Fusion

nuclear

@
6-6-2

6

2N
Basidio
l Meiosis 1
Qe Esporas Ge
1N *

Figura 3. Reproduccion sexual y asexual de Cryptococcus. Figura tomada de Ene J, et al .,2014 [42].

Las blastoconidias pueden presentar pareja sexual “a” o0 “a’ como ha sido demostrado in vitro
por la produccion de teleomorfos basidiomicetos. La pareja sexual MAT o es la que presenta
predominancia es capaz de llevar a cabo la reproduccion asexual y se presenta en una mayor
concentracion en el ambiente. El proceso mediante el cual ocurre el apareamiento se divide en seis
etapas: conjugacion, filamentacion, formacién de basidios, fusién nuclear, meiosis y esporulacion
[43]. La reproduccion asexual se da por gemacion de sus blastoconidias y de forma alternativa
mediante un proceso llamado fructificacion haploide que tiene lugar en medios con limitaciones
severas de nitrégeno o agua [43]. Durante esta reproduccion la levadura puede ingresar tanto en
ciclo homotalico como heterotalico [42]. La reproduccion sexual homotalica da lugar a esporas de

la misma pareja sexual. Por su parte en el apareamiento heterotalico una feromona de sefializacion
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entre una célula “a” y “o” resulta en la fusién celular, los ndcleos no se fusionan, pero forman un
dicarion filamentoso, las puntas de las células filamentosas se diferencian en basidios, en el que se

producen la fusion nuclear y la meiosis ver figura 3 [41,44,45] .

En cuanto a su distribucion geografica, ecosistema y hospedero susceptibles la especie
C. neoformans se encuentra distribuido a nivel mundial, se ha aislado tanto de zonas urbanas como
rurales principalmente del suelo contaminado con excrementos de palomas y otras aves. Esta
especie afecta en su mayoria a personas con inmunocompromiso a nivel de respuesta células
adaptativa, esencialmente en pacientes con linfopenia de LTCDA4+, lo que ocurre en pacientes en
estado SIDA, y otras situaciones patoldgicas que conlleven a esta inmunosupresion [46]. En cuanto
a C. gattii este se encuentra distribuido en regiones tropicales, subtropicales y templadas [47], solo
de manera excepcional durante el brote de la isla de VVancouver, se registré un cambio significativo
al comportamiento conocido [17], lo que impulso estudios a varios niveles, que no son objeto de
esta tesis. En la naturaleza se asocia con arboles como Eucaliptus spp, Terminalia catappa, acacias
almendros, entre otros [48]. Su afectacién clinica, incluye personas aparentemente
inmunocompetentes, que presentan deterioro a nivel pulmonar por multiples razones, neumonias a

repeticién, asma, bronquiectasias, fibrosis pulmonar entre otras [49,50].

2. La criptococosis.

2.1 Manifestaciones clinicas.

Como se ha dicho anteriormente, la criptococosis es una enfermedad micoética sistémica
oportunista causada por el complejo de especies C. neoformans /C. gattii, que afecta a humanos y
animales. Existen reportes esporadicos en pacientes inmunosuprimidos indicando la participacion
de otras especies como C. laurenti o C. albidus entre otros [51]. Se cree que la enfermedad es
iniciada por la inhalacion de propagulos presentes en el ambiente (ver figura 4), es una infeccion
potencialmente fatal que compromete el sistema respiratorio y el sistema nervioso central (SNC),
puede afectar tanto a personas inmunosuprimidas, como inmunocompetentes y la presentacion
clinica y gravedad de la enfermedad depende de la especie, y del estado del inmunocompromiso
del hospedero [46]. Asi, durante el curso de la enfermedad, los propagulos inhalados se alojan
inicialmente en los alvéolos donde producen infeccion asintomatica [52]. Y pueden ocurrir

diferentes desenlaces, uno donde la respuesta inmunolégica puede ser suficiente para que no se
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desarrolle la enfermedad, y el hongo sea eliminado y otro donde la infeccién asintomatica no active
la respuesta inmunoldgica o no lo suficiente y el hongo entre en una fase de latencia. Esta hipétesis
es la méas aceptada en los casos de meningitis criptocococcica en pacientes con SIDA, donde se
considera que el hongo se adquirio previamente y en el momento de la disminucion de la respuesta

inmunoldgica el hongo se activa y produzca una forma aguda y diseminada de la enfermedad [53].

R
oo
g Diseminacion al SNC
e% @ 3 Ay

o %

Blastoconidias

Blastoconidias
encapsuladas

Figura 4. Vista esquematica del proceso de infeccidn de la Criptococosis. Figura tomada de Sabiiti W,

et al., 2012 y modificada por el autor mediante el sofware Biorender [54].

También se ha descrito una mayor susceptibilidad de la enfermedad en hombres que en
mujeres de cualquier edad, raza y condicion socio econdmica. Otros factores que predisponen a
adquirir la enfermedad son pacientes con enfermedades cronicas como diabetes, cirrosis, fallo renal
y algun tipo de tumor o trasplante, enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico,

leucemias, linfomas, con tratamiento con corticosteroides, entre otros [41].

La infeccion diseminada es mas comun en pacientes inmunocomprometido, la levadura puede
propagarse desde los pulmones hacia el sistema nervioso central (SNC) siendo este es el sitio mas
comunmente afectado donde puede causar meningoencefalitis [53]. Entre las manifestaciones
clinicas se encuentran las neumonias, lesiones en piel (criptococosis cutanea), la meningitis con o
sin lesiones focales cerebrales (criptococomas), y cuadros muy graves en formas diseminadas de

la enfermedad donde pueden comprometer visceras, huesos y tracto genito urinario [55]. Estas
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formas diseminadas ocurren en pacientes profundamente enfermos donde se diagnostica,
enfermedad fangica invasiva (EFI), que incluye meningoencefalitis criptocococcica, siendo esta

ultima, casi siempre la sintomatologia por la que se llega al diagnostico final [56].

Las manifestaciones clinicas pueden diferir segun la especie y la condicion de base del
paciente. En pacientes VIH positivo los sintomas de meningoencefalitis suelen ser sub-agudos
durante un periodo de dias a semanas, presentando cefalea, fiebre, vomito y fotofobia [6]. Otros
sintomas que sugieren enfermedad diseminada incluyen tos, disnea y manifestaciones en piel, en
el examen fisico puede evidenciarse letargo, confusién y alteracion del estado de conciencia [55].
La criptococosis en pacientes VIH seronegativos pero inmunocomprometidos como personas
trasplantadas presentan signos y sintomas variables. En estos pacientes la infeccion ocurre de un
2.8 a 8% vy es la tercera infeccion fangica invasiva mas comun en este escenario, después de
Candida y Aspergillus [57]. La mayoria de los pacientes presentan signos y sintomas de
meningoencefalitis subaguda como la fiebre, alteracion del estado mental, meningitis, pérdida de
la vision y convulsiones [58]. La enfermedad causada por C. gattii presenta compromiso del SNC
especialmente en forma de criptococoma y se manifiesta con sintomas como fiebre, escalofrié y
pérdida de peso asociado a fiebre y cefalea [59]. En comparacién con la infeccion por
C. neoformans, las secuelas como papiledema, convulsiones y déficits neurolédgicos focales han

sido reportadas con mayor frecuencia en las infecciones por C. gattii [60].

El diagnostico se puede realizar por examen directo, antigenemia o por cultivo. El examen
directo se basa en la observacion mediante tinta china diluida en solucion salina o la observacion
con microscopio de contraste de fases. Se observan blastoconidias redondas u ovaladas, rodeadas
por un gran halo claro que corresponde a la capsula. EIl diagndstico indirecto se realiza mediante
serologia, es una técnica que detecta antigenos capsulares en sangre o liquido cefalorraquideo
(LCR). Entre las técnicas disponibles para la deteccion del antigeno polisacarido capsular se
encuentra la aglutinacion con latex y el inmunoensayo enzimatico [61]. La visualizacion de la
levadura se realiza por histopatologia como biopsias, con base en las coloraciones de rutina
(hematoxilina- eosina y acido periddico Schiff) o coloraciones especiales (mucicarmina de Meyer),

donde se observa en el tejido zonas quisticas con levaduras encapsuladas [41].
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2.2 Epidemiologia de la criptococosis.

Cryptococcus causa diversas presentaciones clinicas, los datos registrados a nivel mundial de
manera significativa, corresponde a la meningitis criptocococcica, enfermedad con la cual debutan
muchos pacientes en estado SIDA y que sufren pacientes con baja adherencia a la terapia
antirretroviral [26,62]. Se estima que la carga mundial de la meningitis criptocécica asociada al
VIH es de 278.000 casos de personas positivas [63]. Las infecciones por C. neoformans, a nivel
mundial causan aproximadamente 220.000 casos de meningitis criptocdcica en todo el mundo cada
afio entre las personas con VIH/SIDA, (Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades,
CDC, Atlanta, EE. UU 2017 https://www.cdc.gov/fungal/diseases/cryptococcosis-
neoformans/statistics.html). La mayor carga de la enfermedad se produce en el Africa

subsahariana, donde se estima que la mortalidad oscila entre un 50% a un 70% [64,65].

A principios de la década de 1980, fecha en la cual se produjo la aparicion de la
inmunodeficiencia causada por el VIH/SIDA, se incrementaron los reportes de criptococosis
[5,20,21]. Con la introduccidn de la terapia antirretroviral de gran actividad (TARGA) en algunos
paises como EEUU a mediados de los afios 90, se observo una disminucion de la incidencia de la
criptococosis [66]. En Africa subsahariana, se observd una leve disminucién como muestra un
estudio prospectivo de pacientes con criptococosis meningea en la ciudad del Cabo realizado en el
Hospital Jooste [67].

En Colombia las investigaciones realizadas sobre la situacién clinica y epidemiolégica de la
criptococosis indican un aumento directamente proporcional a los diagnésticos de infeccion por
VIH vy el progreso a SIDA. Para el periodo 1997-2016 la incidencia promedio anual fue de 1.1
casos por 1000 habitantes/afio en pacientes con SIDA y en la poblacion general es de 0.23x10°
habitantes/afio [6,68]. La mayoria de los casos clinicos reportados en el pais corresponden a

C. neoformans en un 87.5% [68].

El CDC de Atlanta indica que el 1% de la poblacion infantil menor de 13 afios infectada por
el VIH/SIDA contrae la enfermedad [61]. En Sudafrica, la incidencia de la criptococosis en los
nifios VIH positivos fue de 47 casos por cada 100.000 [69]. En Colombia, la cifra de prevalencia
de criptococosis en nifios menores de 16 afos es de 2.6%, con mayor frecuencia en nifios que en
nifas [70].
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En la evaluacién de tipos moleculares, asociados a estos eventos, se ha identificado que el tipo
molecular VNI es el més frecuente tanto en Colombia como a nivel mundial [71], seguido en menor
proporcion de VNII [23], VNI y VNIV [46]. En cuanto a C. gattii presenta genotipos cambiantes
y su aparicion es poco frecuentes en el tiempo, es decir en poblaciones especificas y asociadas a
zonas geograficas limitadas, se asocia con mayor frecuencia a diversos arboles, como Eucaliptos,
Acacias, Almendros, entre otros [72]. En muestras ambientales VGI se reporta con mayor
frecuencia en Australia [71] y VGII en Sur y Norte Ameérica [73-75], siendo este Gltimo el patrén
que ha ocasionado el unico brote reportado a nivel mundial en la Isla de Vancouvery en el pacifico
norte de Estados Unidos. Este hecho cambio la epidemiologia de la enfermedad, y dio un nuevo
impulso al estudio tanto bilégico como molecular, ademas, a partir del estudio de brote se origind
el reconocimiento actual de dos especies [76] . El patron molecular VGIII predomina en paises
Iberoamericanos, aunque existen reportes en Nuevo Meéjico y en India [23,77,78] y VGIV se
encuentra en Africa del Sur y América Central [76,79]. Recientemente Farrer y colaboradores en
el 2019 describieron un nuevo linaje VGV, descubierto en los bosques de Miombo en Zambez
central, Africa, se ha descrito que este nuevo tipo molecular es capaz de causar una infeccion
pulmonar leve en ratones, la identificaciéon con RFLP no es capaz de distinguir éntrelos tipos
moleculares VGIV y VGV [80].

2.3 Tratamiento y susceptibilidad antifungica.

El tratamiento depende, principalmente, de dos factores: el sitio anatomico involucrado y el
estado inmunoldgico del hospedero. Para el tratamiento en adultos, adolescentes y nifios, se
recomienda un régimen de corta duracion con desoxicolato de anfotericina B 10 mg/kg/dia por una
semana Yy flucitosina 100 mg/kg/dia, dividido en cuatro dosis por dia, seguido de una semana de
fluconazol 1200mg/dia para adultos, para nifios y adolescentes 12 mg/kg/dia hasta una dosis
méaxima de 800, para tratar la meningitis criptocdcica entre las personas con el VIH mg al dia. Para
el régimen de consolidacion se recomienda un tratamiento de ocho semanas después de la fase de
induccidn con fluconazol 800 mg al dia para adultos, 6-12 mg/kg dia para nifios y adolescentes, y
para tratar la meningitis criptococica entre las personas con el VIH hasta un maximo de 800 mg al
dia. Finalmente, para la fase de tratamiento se recomienda fluconazol 200 mg al dia para adultos,
6 mg/kg/dia para adolescentes y nifios [81]. La mayoria de los paises de América Latina no cuentan
con 5-fluocitosina, por lo que se usan otras alternativas de tratamiento. En Colombia, segin

protocolo de estudio y manejo de pacientes con criptococosis, se establece que en caso de no contar
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con 5-fluocitosina se puede utilizar Anfotericina B 0,7mg/kg/dia + fluconazol 800mg/dia via oral
durante 2 semanas en la fase de induccion. En la fase de mantenimiento se utiliza fluconazol

800mg/dia por un minimo de 8 semanas [82].

En varios estudios los perfiles de susceptibilidad in vitro de Cryptococcus, varia segun el
serotipo, la ubicacion geografica, origen y poblacion estudiada, entre otros. En Africa (Ruanda,
Congo, Gabon, Costa de Marfil) y Camboya, realizaron un estudio retrospectivo con 162
aislamientos de C. neoformans entre 1998-2001 de pacientes VIH positivos con el objetivo de
evaluar la susceptibilidad de Anfotericina B (AMB), Voriconazol (VRC) y Fluconazol (FLC). Los
aislamientos fueron sensibles a AMB (0.094pug/ml), excepto en uno de Camboya (MIC
0.125pg/ml). El 50% de los aislamientos africanos, observaron una MIC <8 pg/ml para FLC y en
el 22% para los de Camboya. VVoriconazol fue sensible en todos los aislamientos. Los resultados
de este estudio parecen confirmar que la resistencia de C. neoformans a varios azoles no es un
fendmeno constante y que el VRC podria representar una alternativa de tratamiento Gtil para la

criptococosis [83].

Pfaller y colaboradores realizaron estudios que involucraron gran diversidad de zonas
geograficas, evaluando la susceptibilidad a diferentes antifungicos en aislamientos clinicos y frente
a diversas infecciones fangicas. En el Programa de Vigilancia Antifingica ARTEMIS entre 2001-
2002, realiz6 susceptibilidad a 237 aislamientos clinicos de C. neoformans a VRC, Posaconazol
(PSC) y FLC. Este estudio incluyd paises provenientes de cuatro continentes (Asia, Europa,
América Latinay Norte América). Las MIC de los farmacos antifungicos se determinaron mediante
pruebas de microdilucion en caldo de acuerdo con el CLSI. EI 98% de los aislamientos presentaron
MIC de <8ug/ml para FLC. En general, PSC y VRC demostraron actividades comparables (MIC
90, 0.12-0.25ug/ml) [84]. En el 2011 este mismo autor, determiné los valores de corte
epidemioldgico para C. neoformans, este andlisis fue importante debido a que los puntos de corte
de susceptibilidad clinica estan ausentes, este tipo de analisis proporciona la interpretacion para
detectar la resistencia a FLC, PSC y VRC. Utilizaron la coleccion de 1.271 aislamientos clinicos
de esta levadura obtenida de los programas de ARTEMIS y SENTRY, la prueba de susceptibilidad
se realizo utilizando las recomendaciones de CLSI. Las MICs para FLC, PSC y VRC fueron 4
mg/L, 0.12 mg/L y 0.06 mg/L, respectivamente [85]. Confirmando que la resistencia a los

antifangicos es poco comun entre los aislamientos de C. neoformans.
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Espinel-Ingroff y colaboradores en el 2012 propusieron puntos de corte para C. neoformans y
C. gattii basados en los tipos moleculares, frente a FLC, VRC y Itraconazol. Incluyeron un total de
2.985 aislamientos de C. neoformans y 705 para C. gattii, los aislamientos contenian todas las
representaciones de los tipos moleculares NVI-VNIV y VGI-VGIV respectivamente. Para
determinar la susceptibilidad utilizaron las recomendaciones de CLSI. Las MICs en todos los
antifungicos evaluados presentaron valores diferenciales para cada tipo molecular, para FLC se
presentaron tres MICs diferentes: 8 pg/ml (VNI, VGI, VGllay VGIII), 16ug/ml (VNIIy VGIV)
y 32ug/ml (VGII). En Itraconazol 0,25ug/ml (VNI), 0,5ug/ml (VGI a VGIII), y Iug/ml (VGIV) y
VRC, 0,12pg/ml (VNIV), 0,25ug/ml (VNL VNIIL, VGII y VGlla) y 0,5 pg/ml (VGI) [86]. Estos
resultados pueden llegar aportar en la deteccion de aislamientos con mecanismos de resistencia
adquirida, sin embargo, en la practica clinica son muy pocos los laboratorios que realizan un

diagnostico hasta tipo molecular.

3. Interaccion hospedero-patégeno.

3.1 Factores de virulencia del Cryptococcus.

Los factores de virulencia se han definido clasicamente como: componentes de un patégeno
que al ser eliminados deterioran la capacidad patogénicay su virulencia, pero no la viabilidad [87].
Casadevall y Pirofski en el 2001 [88], propusieron una diferenciacién de los factores de virulencia
en dos componentes relativos y constitutivos, donde la capacidad relativa de un microorganismo
para causar enfermedad depende de caracteristicas especificas que al ser expresada por el
microorganismo confiere patogenicidad y la capacidad de causar enfermedad. Estas caracteristicas
sirven para discriminar patégenos de no patogenos. Por otra parte, en los factores de virulencia
constitutivos se agrupan factores que el hongo utiliza para crear un nicho ecoldgico, entre los que
podrian estar algunas enzimas como las proteasas y fosfolipasas, los cuales modificarian la
magnitud y extension de la enfermedad pero no son determinantes singulares de la virulencia [88].

Sin embargo, en una mirada igualmente analitica mas holistica, la propuesta de Koélher y
colaboradores, proponen 4 eventos esenciales en la instauracion de una micosis, (i) sobrevivir en
las condiciones fisioldgicas del hospedero (ii) eludir y penetrar barreras de proteccion (iii), digerir

y absorber el tejido del hospedero y (iv) finalmente, evadir la respuesta inmunolégica [89].
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En relacion a lo anteriormente mencionado se describiran tanto los factores de virulencia
relativos de C. neoformans, donde la cépsula y la melanina son protagonistas, como factores
constitutivos incluyendo factores asociados a la adherencia y las enzimas como las fosfolipasas,
proteinasas y ureasa, el switching fenotipico y el tipo sexual [90-92]. Todos estos actdan de manera
combinada y secuencial, mediante su expresion regulada de manera conjunta y dindmica, logrando
la implementacion de los cuatro eventos necesarios para establecer la micosis. La termo tolerancia,
la capacidad de adaptacion intracelular, y la de modular tanto el tamafio de su cuerpo celular como
de la cépsula, son comportamientos conjuntos indispensables para la instauracion de la
criptococosis. En el presente trabajo se evalu6 el comportamiento de la expresion de estos factores

relativos, capsula y melanina en cepas clinicas de C. neoformans.

3.1.1 Cépsula.

La cépsula es el factor de virulencia relativo méas caracteristico y el principal factor de
virulencia que determina la capacidad patogénica del complejo de especies que produce la
criptococosis [2]. Por este motivo, se ha estudiado con profundidad su estructura, asi como, su

sintesis y los factores que la regulan como el gen CAP69 [92,93].

La cépsula se encuentra anclada a la célula por la pared celular. Esta constituida por dos
polisacaridos repetidos glucuronoxilomanano (GXM) y glucuronoxilomananogalactano
(GXMGal), también incluye manoproteinas, acido hialurénico y &cido sidlico [31]. Como
caracteristica esencial, la capsula es capaz de cambiar de tamafio por diversas sefiales, lo que ha
permitido la propuesta de diferentes hipotesis acerca de sus funciones, dentro de las cuales se le
atribuye, por ejemplo, en tamafio grandes su capacidad para inhibir la fagocitosis y en tamafios mas
pequefios el controlar la activacion de la via clasica del complemento. De igual manera, esta

estructura ayuda a la levadura a sobrevivir dentro del fagolisosoma [53].

Esta notable capacidad de la capsula de variar de tamafio durante la infeccidn se asocia con la
virulencia de Cryptococcus en el hospedero mamifero, de hecho, dependiendo de las condiciones
ambientales especificas, el tamafio de la capsula es muy variable, no solo entre las cepas, sino
también entre las células individuales. Varias condiciones ambientales han demostrado inducir el
incremento del tamafio capsular: niveles altos de CO., bajo nivel de concentracion de hierro,

valores de pH bésico y la presencia de suero de mamifero, entre otros [94]. Esta capacidad cambiar
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de tamafio de la capsula es una caracteristica esencial que ha permitido la propuesta de diferentes
hipotesis acerca de sus funciones. Se le atribuye, por ejemplo, en tamarfio grandes su capacidad para
inhibir la fagocitosis y en tamafios mas pequefios el controlar la activacion de la via clasica del
complemento. De igual manera, esta estructura ayuda a la levadura a sobrevivir dentro del

fagolisosoma [53].

El andlisis del genoma ha permitido la identificacion de genes involucrados en la sintesis de la
capsula y necesarios para la virulencia de C. neoformans como la familia de los genes CAP
(CAP10, CAP59, CAPE0 y CAP64) [32,95]. Aunque se conocen muchos otros genes necesarios
para la sintesis de la capsula (UXS1, UGD1 y CAS31-35, CAS1, CAS3 entre otros), la funcion
bioquimica de muchas de las proteinas que codifican todavia no se ha caracterizado [96-98].
O’Meara y Alspaugh en el 2012, en una amplia revision sobre la cdpsula de Cryptococcus
recopilaron los genes involucrados en la sintesis y crecimiento de la capsula, asi como las rutas de
transduccion de sefiales involucradas en estos procesos. Entre ellas estan la deteccidn de niveles de
hierro en el ambiente a través de Cirl, la respuesta a cambios de pH a través de Rim101 y la

respuesta a estrés que involucra la ruta de Hogl y Pkal/AMPc [99].

Por otra parte se ha postulado que el ensamblaje de la capsula en C. neoformans depende de
alguna manera de las moléculas transportadas en vesiculas que pueden ser secretadas a través de la
pared celular, en las que de diversos grupos han reportado que se transportan GXM, GXMGal,

pigmentos, proteinas y lipidos [100,101].

3.1.2 Produccién de melanina.

La melanina, es el segundo factor relativo. Es sintetizada por familias de enzima tipo Lacasa
codificada por los genes LAC1 y LAC2. La expresion de estos genes estd regulada por la
concentracion de hierro, cobre y glucosa entre otros factores [102]. El pigmento se localiza en la
pared celular ayudando a mantener su integridad de la pared celular y protegiendo a la levadura de
la radiacion solar y los radicales libres de oxigeno. La melanina inactiva los mecanismos de muerte
intracelular por lo que protege al hongo frente a los oxidantes generados por las células del
hospedero, contribuyendo a su capacidad de adaptarse como patdgeno intracelular [90,103].
Ademas, se ha reportado que la melanina protege a Cryptococcus de los antifingicos, incluyendo
anfotericina B, caspofungina y los azoles [104,105].
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La produccion de melanina es igualmente inducible y su produccion es afectada también, de
manera importante por las condiciones del nicho donde se encuentre la levadura. Se sabe que en
presencia de compuestos difendlicos exogenos como lal -3,4-dihidroxifenilalanina
(L- DOPA) C. neoformans produce eumelanina de color marrén a través de lacasas (Lacl y Lac2).
Se ha descrito que la regulacion de este pigmento es realizada por las vias CAMP y HOG. De igual
forma se ha descrito cuatro factores de transcripcion BZP4, USV101, HOB1y MBS1, y las quinasas
Gsk3 y Kicl involucradas en esta produccion. La lacasa es transportada por vesiculas secretoras
que se depositan como particulas esféricas dentro de la pared celular mediante el uso de quitina

como molécula de anclaje o se secretan extracelularmente [101,106-109].

3.1.3 Crecimiento a 37°C.

La termotolerancia, es un rango distintivo de los hongos que son capaces de infectar animales
homeotérmicos, por lo tanto la capacidad para crecer a temperatura fisioldgica de 37 °C es un
factor muy importante ya que le permite causar infeccion en mamiferos [110]. La razon principal
por la cual el complejo de especies C. neoformans y C. gattii son patdgenos exitosos entre las mas
de 30 especies de Cryptococcus es su capacidad para crecer a temperatura fisiologica. Las especies
restantes de este género producen el polisacarido capsular con o sin melanina, pero no crecen o

crecen pobremente a 37 °C [31].

3.1.4 Enzimas extracelulares.

Dentro de los cuatro eventos necesarios para establecer una micosis, se encuentra la capacidad
de digerir y absorber el tejido, las enzimas extracelulares son las que orquestan esta parte.

1. La proteasa degrada proteinas del hospedero que incluyen colageno, elastina, fibrindgeno,
inmunoglobulinas y factores del complemento, entre otros, permitiendo al hongo sobrepasar y
eludir las barreras del cuerpo, ademas de alimentarse para reproducirse y perpetuar la
colonizacién [111].

2. Las fosfolipasas son enzimas que degradan fosfolipidos, contribuyen a la degradacion de la
membrana de las células del hospedero y por lo tanto a la lisis celular [90,101]. Durante la

infeccion de C. neoformans se secreta una isoforma de fosfolipasa B (por el gen PLB1), la cual
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mejora la supervivencia del hongo dentro del fagocito; ademas, se ha encontrado que PBL1
tiene un papel importante en la diseminacion extrapulmonar [112].

3. La ureasa (codificada por el gen URA5), esta implicada de manera importante en la
supervivencia dentro del fagosoma; ya que permite al hongo alterar los niveles de pH
alcalinizando el medio y desactivando la accion de enzimas como las mieloperoxidasas y la
accion oxidativa de los radicales libres de oxigeno, permitiendo la adaptacion del hongo como
patogeno intracelular [101,103,113].

3.1.5 Switching fenotipico.

La capacidad de cambio o switching fenotipico en Cryptococcus se define como una alteracion
reversible entre dos morfologias, mucoide y lisa, debido a las variaciones espontaneas en la
expresion de diferentes genes. Se ha descrito que estos cambios se relaciona con aislamientos de

mayor patogenicidad [114,115].

La primera deteccién de cambio fenotipico en Cryptococcus fue reportado por Fries y
Casadevall en 1998 [115]. EI cambio fenotipico siempre conduce a cambios en la virulencia,
causando cambios en la capsula o la morfologia de la pared celular que se evidencian de forma

macroscopica por observacion directa de las colonias [116].

Este cambio le permite evadir el sistema inmune y adaptarse al ambiente del hospedero. Se ha
descrito que la colonia mucoide es hipervirulenta [117]. En algunos estudios, también se han
encontrado colonias lisas (con menor didmetro de capsula) en cerebro de ratones infectados,
indicando que un menor didmetro le permite a C. neoformans y C. gattii cruzar la barrera

hematoencefalica [118,119].

3.1.6 Pareja sexual.

El tipo de apareamiento ha sido considerado un factor de virulencia desde el afio 1992, en un
experimento en un modelo murino, se establecid que las cepas MATa eran mas virulentas que las
cepas MATa [120]. En el Unico brote reportado en 1999 en animales y humanos en la isla de
Vancouver (Canadd) fue causado por el serotipo B tipo molecular VGlla 'y VGIIb, pareja sexual

MATa [121]. Ademas, en aislamientos clinicos y ambientales es mas frecuente el reporte de pareja

34



13 bh (1P

sexual “a” que tipo “a”. También se ha descrito que el tipo de pareja sexual “a” estd relacionada

con procesos de division acelerados [45].

3.1.7 Cambios morfoldgicos en el tamafio total de la célula.

Recientemente se ha descrito un cambio morfologico caracteristico de Cryptococcus que
afecta el tamafio de la capsula y el tamafio total de la célula incluyendo el cuerpo celular. Por lo
tanto, durante la infeccion aparecen células que aumentan de manera global el tamafio, formando
lo que se ha denominado células tipo titdn o gigantes que pueden alcanzar tamafios que varia de 15
a 100 um. in vitro, generalmente el tamafio de una célula de C. neoformans tiene un didmetro entre
4-9 um [122]. Las caracteristicas principales de este tipo de células es que son poliploides y la
hip6tesis que sugieren diversos autores es que se forman por un proceso de endorreduplicacién. Se
ha observado que en modelos murinos este tipo de células estan presentes en el pulmoén, donde el

porcentaje de células gigantes es muy bajo (2-5%) entre las células recuperadas [119,122,123].

3.2 Respuesta inmune frente a la Criptococosis.

La interaccion entre C. neoformans y el sistema inmune es muy compleja y ha sido
ampliamente estudiada. Diversos estudios han determinado los mecanismos de infeccion de
Cryptococcus y demuestran que la levadura tiene la capacidad de adherirse a diversas células del
epitelio pulmonar. Diferentes mecanismos de la inmunidad innata interfieren con el
establecimiento de una infeccion por Cryptococcus spp. En primer lugar, las barreras fisicas como
la piel y mucosas. Al ingresar a los pulmones, las células de Cryptococcus son reconocidas por las
células inmunes innatas del hospedero como las células dendriticas, endoteliales y macréfagos
alveolares. El papel de éstas es fagocitar a la levadura, ademéas de presentar antigenos de
Cryptococcus a las células T, induciendo la produccion de citoquinas y quimiocinas e iniciando la
respuesta inmune adaptativa. Los macrdfagos alveolares y las células dendriticas juegan un papel
importante en el inicio de la respuesta inmune anti-criptocécica y unen el sistema inmune innato y
adaptativo durante la infeccion por C. neoformans. Las células T CD4+ promueven la proteccion

contra la infeccion por Cryptococcus promoviendo la respuesta inmunitaria Thl [124].

Los pacientes en estado SIDA con recuento de células T CD4+ por debajo de 200 cc son

susceptibles a la infeccion. Se ha descrito una relacién entre el desarrollo de una respuesta inmune
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Th1, promovida por IL-12 e interferon gamma, y la proteccion frente a Cryptococcus [125,126].
En contraste, una respuesta Th2, basada en la produccion de anticuerpos e inducida por IL-1, IL-

10, IL-13, se ha asociado a la no proteccion frente a Cryptococcus [127].

El sistema complemento es importante en la respuesta inmune innata y un mediador clave de
la fagocitosis de Cryptococcus [128,129]. La cépsula de la levadura activa el sistema del
complemento, principalmente a través de la via alternativa, lo que conduce al deposito de C3 en la

capsula fungica [128].

3.3 Cryptococcus como patdgeno intracelular facultativo y diseminacion al sistema nervioso

central.

Cryptococcus pertenece al grupo de patdégenos que son capaces de evadir la muerte y proliferar
intracelularmente, por lo que es considerado un patégeno oportunista intracelular. Una vez
internalizado en el macrofago, se han observado varios fendmenos. En primer lugar, las células de
la levadura comienzan a replicarse ocasionando agregaciones que conllevan la formacion de
vacuolas. Ademas, la levadura puede escapar de las células fagociticas de diferentes maneras como
una replicacion intracelular masiva de las levaduras que puede resultar en la explosion del
macrofago u otros mecanismos como la extrusién o vomocitosis que consiste en la salida de

Cryptococcus de las células fagociticas a través de un proceso similar a la exocitosis [130].

La capacidad para diseminarse y alojarse en el cerebro tras cruzar la barrera hematoencefalica
es uno de los aspectos mas importantes de la criptococosis [131]. Dentro del fagosoma se agrupan
diversas células fungicas que, al estar dentro del fagolisosoma, intervienen en un mecanismo
denominado caballo de Troya, ya que estas células internalizadas no son detectadas por el sistema
inmune y pueden atravesar la barrera hematoencefalica. Posteriormente, las células son liberadas
en el SNC. Ademas, la capacidad de replicacion intrafagosomica también permite una infeccion
hematogena [130]. Existe ademas otro mecanismo por el cual las levaduras pueden pasar al SNC,
es un fendomeno de transcitosis donde las células adquieren morfologia ovoide [132,133] (figura 5).

36



Brain Blood-brain barrier  Brain capillary

©00-0-0-0O
© 3o 0-0

=)

Sl e

-

®

(@
@®

Blood
Spores or dry cryptococci \ (systemic circulation) «© Systemic circulation
from the environment \ (infected monocytes, free cryptococci)
r 8 I oo N
Lugigs 2 3 oo o PM®
' &) (o)
\ RS - Extracellular cryptococc
Hea 4 s ’
a L (Cap. App1, Gat201, MATa/a) Phagolysosome
= - . Intracellular cryptococci

- / (Cap, Mel, PLB1, PGE,
Ctr4, Cft1/Clo1)

Future Microbiol. © Future Science Group (2012) w Granuloma

Figura 5. El modelo de diseminacion de Cryptococcus del medio ambiente al cerebro humano. Figura
tomada de Sabiiti W, et al., 2012 [54].

4. Papel de los metales hierro y cobre en la criptococosis.

4.1 Papel del hierro y del cobre en el proceso patogénico de Cryptococcus neoformans.

Los metales de transicion como el hierro y el cobre estan involucrados en varios procesos
bioldgicos por lo que constituyen un grupo esencial de minerales para la supervivencia de todos
los organismos vivos. Los metales se encuentran regulados mediante mecanismos homeostaticos,
se incorporan frecuentemente en metaloproteinas que incluyen metaloenzimas, proteinas de
almacenamiento y factores de transcripcion. Los papeles funcionales de los metales de transicién
en los sistemas biologicos pueden desglosarse en funciones no cataliticas, catalisis redox y no
redox [134].

El hierro influye en la virulencia en hongos patégenos, numerosos estudios demuestran la
relevancia de la adquisicion de hierro en Cryptococcus spp para la infeccion sistémica exitosa
influyendo en el tamafio capsular y en la produccion enzimatica [135-137]. El cobre es esencial
para el crecimiento celular, pero el exceso de este elemento en el hongo puede ser toxico.
Adicionalmente han sido descritas proteinas con funcion en el metabolismo de ambos metales, asi
entre las proteinas de unién a cobre se incluyen los transportadores de adquisicion de hierro, la

superdxido dismutasa (SOD) y la citocromo C oxidasa [7].
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4.1.1 Papel del hierro, en el proceso patogénico de C. neoformans.

El hierro es un cofactor en reacciones intracelulares de oxidacion-reduccion como la
respiracion mitocondrial, el metabolismo de los aminoacidos, la sintesis de acidos nucleicos o
regulacion génica [135]. Aunque es muy abundante en el entorno es insoluble a pH fisioldgico y
bajo condiciones oxidativas, por lo que aparece como un recurso escaso con una baja
biodisponibilidad [138]. El organismo debe almacenarlo para utilizarlo en reacciones biologicas;
pero al mismo tiempo debe protegerse del efecto toxico de sus radicales libres, ya que pueden
penetrar en las membranas, dafiar las mitocondrias, lesionar érganos vitales y participar en la
patogénesis de diversas enfermedades, como endometriosis, enfermedad de Parkinson y esclerosis
multiple entre otras [139,140]. Por otra parte, también se ha documentado que, en ambientes con
alta biodisponibilidad de hierro, puede convertirse en un factor que promocione enfermedades
infecciosas. Un escenario posible para esto lo constituyen los pacientes con VIH para meningitis,
dado que es comun que pacientes con VIH presenten anemia y el tratamiento es basado en
suplementos férricos [141,142]. Los estados patoldgicos de sobrecarga férrica modifican esta

delicada homeostasis y aumentan la disponibilidad de hierro libre en el organismo.

Con respecto a la relacién de hierro y los mecanismos de patogenicidad en Cryptococcus, se
ha descrito su influencia sobre la activacion de genes capsulares, asi como de enzimas tipo lacasa,
entre otros factores de virulencia activados a traves del factor metaloregulador CIR1 [135,142—
144]. Trabajos pioneros como los de Eric Jacobson, establecieron el marco genético y fisiologico
de la adquisicion del hierro por C. neoformans [145]. Estos trabajos analizaron una serie de
expresion de genes (SAGE) empleados para evaluar la respuesta del hongo a la escasez del hierro,
logrando identificar patrones generales de expresion genética asi como funciones especificas
relacionadas con la utilizacion del hierro, como su adquisicion por la permeasa del hierro CFT1

que es altamente expresada durante la infeccion [146,147].

Por lo anteriormente descrito se considera que los hongos han desarrollado mecanismos
complejos de captacion y almacenamiento que les permiten competir de forma exitosa por este
elemento en el medio. En Cryptococcus spp se han descrito cuatro formas de captacion:

- Expresion de proteinas con actividad reductasa (permeasa y ferroxidasa (Cfol, Cftl)).

La reduccion extracelular del hierro en estado férrico (Fe**) a ferroso (Fe?*) mediante la accion

de enzimas localizadas en la pared fungica constituye uno de los mecanismos empleados por
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hongos levaduriformes. En presencia de bajas concentraciones de hierro estos hongos pueden
expresar sistemas de trasporte de alta afinidad dependientes de cobre (Ctr3) [8,137] (figura
6a).

- Sintesis y secrecion de siderdforos. Los sideréforos (Sitl) son moléculas secretadas por la
célula de bajo peso con actividad quelante del hierro. Actian como un mecanismo de captacion
al que recurren algunos microorganismos en condiciones ambientales extremas. Una vez
unidos al hierro, los siderd6foros introducen este elemento en el interior de la célula mediante

diversos mecanismos enzimaticos y no enzimaticos [137,148] (figura 6b).

- Enzimas con actividad hemooxigenasas (Hmx1). Una gran parte de las reservas de hierro en
los mamiferos se encuentran en forma de grupo hemo. Algunos hongos, han desarrollado
sistemas enzimaticos con actividad homoéloga a la de la hemooxigenasa humana, que son

capaces de liberar el hierro de la hemoglobina tras la lisis eritrocitaria [149] (figura 6c).

- Acidificacion del medio en condiciones anaerobias. Algunos hongos pueden obtener el
hierro gracias a la formacion de hidrogeniones libres los cuales desplazan al elemento de su
union con la transferrina sérica, permitiendo asi su captacion. El pH &cido induciria la
liberacion del hierro libre desde las proteinas transportadoras, favoreciendo el crecimiento
fangico [150,151] (figura 6d).

Una vez internalizado el hierro extracelular en estado férrico (Fe3*) es oxidado mediante la
accion de enzimas localizadas en la pared flingica al estado ferroso (Fe?*) por reductasas de hierro
(familias de proteinas Fre), luego son importadas por un complejo de permeasas, Ftr y proteinas
multicobre Fet que se unen entre si Ftr-Fet. Ademas, C. neoformans utiliza pequefias moléculas de
acido 3-hidroxi-antranilico (3HAA), asi como la melanina para reducir hierro [141]. La
fenoloxidasa regula la biosintesis de melanina por los niveles de hierro. Se sabe que existen varios
genes implicados en la produccién de melanina que son requeridos para la absorcién de hierro,
como LAC1, ATX1y CCC2 entre otros; ademas, genes implicados en la regulacion transcripcional
de hierro (CIR1), reduccion de la absorcion de hierro (FRE4) y la captacion de Fe por medio de
xeno-sideroforos son factores que influencian la formacion de melanina [108,152]. Para
C. neoformans se han caracterizado varias proteinas Fre importantes (Frel-Fre7 y Fre201),

principales permeasas y ferroxidasas. La expresion de los genes Fre estd regulada por hierro y
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cobre. De estas reductasas, Fre2 esta implicada en la utilizacion de Fe hemo y ferritina y participa
en la virulencia del hongo y Fre4 esté asociada con la produccion de melanina [137,150,151,153].
La funcion de Cccl es transportar intracelularmente el hierro en el citosol y este es almacenado y
empleado cuando hay niveles bajos de hierro liberado por oxidasas (Fthl yFet5) en el espacio

citosdlico (figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de captacion de hierro en C. neoformans: a) proteinas de captacion Oxido-
reduccion b) captacion de hierro a través de siderdforos, c) captacion de la hemoglobina y d) acidificacion
del medio. Figura tomada de Chen D, et al., 2014 [7] y modificada por el autor mediante el sofware
Biorender.

Finalmente es importante explorar la influencia de hierro en la patogenicidad de esta levadura
y la relacién entre los niveles de este metal y la expresion de factores de virulencia como el

polisacarido capsular y la produccion del pigmento de melanina [102,154].

4.1.2 Papel del cobre en el proceso patogénico de C. neoformans.

El cobre como metal de transicion esta involucrado en reacciones redox en el organismo ya

que gana y pierde electrones con facilidad, lo que también hace que se vuelva potencialmente
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toxico [8]. Participa en diversas funciones en el hospedero: es esencial para el sistema

inmunoldgico, nervioso y cardiovascular [155].

El cobre se requiere para la supervivencia de células fungicas patogenas y de las células de
mamiferos anfitriones [156]. Estudios recientes muestran que el cobre tiene un papel importante
en la virulencia de C. neoformans. Las funciones del cobre estan relacionadas con la formacion de
melanina, la absorcion de hierro, la desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno y la
respiracion; ademas, también se ha demostrado una relacion directa entre el aumento de la

concentracion de cobre y el aumento del tamafio capsular [157].

Se han descritos dos vias de regulacion relacionadas con los niveles de cobre en las que
intervienen la permeasa Ctrl y la fenoloxidasa Ctr4 [158]. Cryptococcus spp. al encontrarse con
niveles altos de cobre en el hospedero activa la maquinaria de desintoxicacion mediante las
proteinas de membrana Cmtl y Cmt2 [7,159]. El importador Ccc2 es una proteina conservada que
permite la entrada de cobre a través de la hidrolisis de ATP, recibiendo cobre a través de la
chaperona Atx1 por medio de la interaccion directa proteina-proteina. Posteriormente, el cobre es
almacenado en aparato de Golgi. En C. neoformans la eliminacion de Atxl o Ccc2 afecta
significativamente la formacion de melanina y potencialmente influye en la virulencia (figura 7)
[7,158,160].

La funcién principal de superéxido dismutasa (SOD) es proteger a las células de anion
superoxido generado enddgenamente, que es un subproducto de la respiracion aerdbica
normal. SOD puede hacer un complejo con hierro, manganeso, cobre y zinc. Las SODs son
metaloenzimas que desintoxican de los radicales de oxigeno a través de la conversion de
superoxido en perdxido de hidrogeno y oxigeno [161]. Se ha observado que el complejo de SOD
con Cu, Zn [160-162] ayuda a la homeostasis de C. neoformans para la formacién capsular,
melanizacidn, apareamiento y una mayor resistencia a la fagocitosis [163]. Cabe resaltar que la
absorcion de cobre media la captacién de hierro a través de transportadores dependientes de estos

metales, en la cual estan involucradas proteinas Fet3 [164].
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Figura 7. Modelo de adquisicién de cobre en C. neoformans a) mecanismo de captacion por permeasas
y fenoloxidasa b) proteinas desintoxicacion. Figura tomada de Chen D, et al., 2014 [7] y modificada por
el autor mediante el sofware Biorender.

4.2 Papel del hierro en la respuesta inmune frente a la Criptococosis.

Los metales que son requeridos como micronutrientes son esenciales como nucleos en
multiples metaloenzimas como aceptores de electrones, en proceso fisiolégicos claves en la funcion
celular en multiples sistemas como: el sistema inmunoldgico, el nervioso y el cardiovascular entre
otros. Aproximadamente el 50% de las proteinas oxidorreductasas u otras proteinas de
transferencia de electrones utilizan los metales hierro (Fe) y Cobre (Cu). Para prevenir la infeccion
por microorganismo patdgenos, los humanos, al igual que otros vertebrados, restringen el acceso a
los metales esenciales o dirigen la toxicidad de estos metales contra los invasores patdgenos. Este

es un proceso denominado “inmunidad nutricional” [1].

El hierro es el metal de transicion mas abundante en el cuerpo humano. El cofactor hemo-Fe
es importante para la respiracion, asi como varios procesos biosintéticos y metabdlicos. Este metal
se almacena intracelularmente unido a la proteina ferritina. Las proteinas de los macréfagos (como
Nramp2) estan implicadas en la susceptibilidad del hospedero a las enfermedades infecciosas y

42



participan en la absorcion de hierro. Estas proteinas se localiza en la membrana fagosémica donde
bombean hierro y magnesio, reduciendo aun mas el acceso a estos metales de patdgenos
intracelulares que residen dentro de un fagosoma [165]. A pH fisioldgico, el Fe?* (ion ferroso)
extracelular se oxida al Fe3* (ion férrico) insoluble y se moviliza mediante la proteina transferrina
sérica. EI Fe® esta limitado por la lactoferrina, una glicoproteina globular de la familia de la
transferrina que esta presente en secreciones tales como la leche materna, las lagrimas y la saliva,
ademas esta presente en los granulos de los leucocitos polimorfonucleares y por lo tanto, es un

componente crucial de la respuesta innata de la mucosa a la infeccion [166].

4.3 Papel del cobre en la respuesta inmune frente a la Criptococosis.

El cobre también tiene un papel en la defensa innata. La acumulacion de este metal en los sitios
de infeccion se demostrd por primera vez en las infecciones pulmonares de M. tuberculosis, donde
se encontrd que la resistencia a cobre es necesaria para su virulencia [167]. En el hospedero
mamifero, los microorganismos se encuentran con el cobre dentro de los fagolisosomas de los
macrofagos. El interferon gamma induce la expresion del transportador de cobre Ctrl, que absorbe
activamente cobre del medio extracelular. Posteriormente, la proteina Atox1 envia el cobre a
Atp7A, un transportador de cobre en la membrana fagolisosomica, lo que facilita la acumulacion
de cobre dentro de este compartimiento [168]. También se ha descrito que el cobre produce dafio

oxidativo produciendo radicales hidroxilo [168].

En resumen, la restriccion del hospedero de los metales como cobre y hierro, asi como su
biodisponibilidad representa un aspecto fundamental en la interaccién del hospedero con la
levadura donde el sistema inmunitario sabe aprovechar el potencial toxico de los metales en una

batalla para contrarrestar la infeccion por C. neoformans.

5. Protedmica una herramienta para el estudio de hongos patogenos.

El objetivo de la protedmica es analizar los diferentes proteomas (o0 conjunto de proteinas de
ceélulas o tejidos en unas condiciones determinadas) de un organismo. También puede comparar
esos proteomas en diferentes momentos para resaltar las diferencias entre ellos, ademas, la
protedmica complementa la gendmica. Las células de un organismo multicelular tienen el mismo

conjunto de genes, el conjunto de proteinas producidas es diferente y depende de la expresion
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génica. Por tanto, el genoma es constante, pero el proteoma varia y es dindmico dentro de un
organismo [169,170].

En las ultimas dos décadas, los avances en el campo de la protedmica basada en espectrometria
de masas (MS) han dado como resultado un aumento constante en la informacion sobre la dindmica
de los procesos celulares, modificaciones e interacciones de las proteinas, entre muchos otros
estudios protedmicos se han centrado en el desarrollo de antifingicos y estudios de expresion de
proteinas relacionadas con factores de virulencia [101,171-173]. Este tipo de aproximaciones
proteémicas basadas en MS utilizan cromatografia liquida acoplada a MS en tandem (LC-MS/MS)
para el andlisis de las proteinas y se caracteriza por utilizar distintos flujos de trabajo (ver figura 8):
a) Bottom-up proteomics que analiza proteinas intactas para la identificacion y cuantificacién de
proteoformas Unicas después de la separacion de proteinas por tamarfio y aislamiento de picos; b)
Top-down proteomics que mide los péptidos obtenidos tras la digestion de las proteinas mediante
enzimas proteoliticas para la identificacion y cuantificacion: c¢) Protedmica dirigida o targeted
proteomics que mide un conjunto predefinido de péptidos para la identificacion, caracterizacion y

cuantificacion de proteinas, y se asocia con el desarrollo de biomarcadores [174,175].
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Figura 8. Flujos de trabajo de protedmica basados en proteémica basada en espectrometria de masas
(MS). Tomado de [175].
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La investigacion en este campo permite obtener informacion valiosa a diferentes niveles de
distintos sistemas fangicos. Con distintas estrategias se sefiala que los andlisis protedmicos
permiten analizar: a) compartimentos celulares para obtener el perfil de proteoma total, incluyendo
organulos, la pared celular, proteinas intracelulares y en C. neoformans hasta el polisacarido
capsular b) el entorno extracelular para obtener el perfil del secretoma que incluye proteinas y
péptidos secretados, asi como vesiculas liberadas activa o pasivamente por la célula, c) estados de
supervivencia que incluyen la produccion de esporas o células de levadura desecadas y la
formacion de biopeliculas. Ademas, dependiendo del enfoque también es posible validar regiones
codificantes de proteinas (anotacién), identificar biomarcadores, determinar proteinas modificadas
postraduccionalmente (p.e. fosforiladas), identificar interacciones proteinas-proteinas y ver
cambios de abundancia [169,170,175].

Aunqgue son muchas las ventajas de la protedmica existen factores que determinan la calidad
de los resultados obtenidos y estos deben ser tratados con disefios experimentales adecuados y
buenas practicas en laboratorio. En otras palabras, la eleccion del modelo experimental y el disefio
estadistico, ademas de la preparacion de la muestra son fundamentales para obtener resultados
significativos y confiables[176-178]. Otras particularidades a tener en cuenta en este tipo de
experimentos son: a) rango dindmico de la abundancia de las proteinas, b) el contenido de proteinas
es distinto entre tipos celulares, c¢) la composicion del proteoma puede variar como respuesta a

diferentes estimulos, y d) dichas respuestas son diferenciales en tiempo y en espacio [179-182].

Las proteinas secretadas por el patégeno fangico C. neoformans tiene funciones en varios
aspectos de la fisiologia celular y el estilo de vida, incluida la adquisicion de metales, la
remodelacion de la pared celular, la sefializacién, la deteccion de quérum y la defensa contra otros
organismos, ademas, pueden estar involucradas en la invasion y asi obtener metales y modular la
respuesta inmunitaria del hospedero, por lo tanto el estudio de proteinas son Utiles para el disefio

de nuevo blancos terapéuticos asi como de vacunas [183-185].

6. Galleria mellonella, modelo invertebrado para evaluar la capacidad patogénica de cepas de

C. neoformans.

La virulencia de los patdgenos humanos se ha estudiado clasicamente en mamiferos, siendo el
raton el modelo mas utilizado. En los ultimos afios, se ha mostrado interés por el uso de otros
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modelos alternativos no vertebrados como G. mellonella, debido a los costos y las implicaciones

bioéticas que supone la experimentacion con modelos mamiferos [186].

La larva de G. mellonella, que es un paso de la metamorfosis de una polilla perteneciente al
orden lepidoptero, suborden Glossata y clado Ditrysia, se ha utilizado como modelo de
patogenicidad para diversas especies de hongos patégenos como C. neoformans, C. gattii, Candida

albicans, Candida tropicalis, Histoplasma capsulatum y Paracoccidioides lutzii [187-190].

En células de mamiferos la respuesta a la infeccion estd compuesta por la respuesta inmune
adaptativa e innata, pero en animales invertebrados solo existe respuesta innata y por ende no hay
produccion de inmunoglobulinas. Sin embargo, los invertebrados y especificamente los insectos
poseen mecanismos de respuesta efectivos, mediados por la presencia de hemocitos con actividad
fagocitica similar a la de macrofagos y neutrofilos presentes en la respuesta innata de mamiferos
[188-191]. En el modelo de G. mellonella, las levaduras de C. neoformans al ser inoculadas en la
larva son fagocitadas por parte de los hemocitos que representan la respuesta inmunitaria celular
de G. mellonella.

Se ha observado cambios morfoldgicos en cepas de C. neoformans y C. gattii, durante la
infeccion en G. mellonella que incluyen el incremento en el tamafio de la cépsula [191]. La
utilizacién de este modelo puede ayudar a entender los mecanismos que resultan en el desarrollo
de la infeccion causada por C. neoformans y C. gattii [186,191-193]. Otra ventaja del uso de este
modelo, radica en la facilidad de manejo en el laboratorio y la alta reproducibilidad mostrada con

los modelos de mamiferos [186].
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1. Objetivo general

Caracterizar el genotipo, la virulencia, el proteoma y el efecto del hierro y del cobre sobre la
modulacion de la patogenicidad en 29 aislamientos clinicos colombianos de

Cryptococcus neoformans var. grubii.

2. Objetivos especificos

2.1 Caracterizar el genotipo y determinar la variabilidad patogénica de 29 aislamientos
clinicos de C. neoformans var. grubii, con aproximaciones experimentales que incluyen
el modelo invertebrado Galleria mellonella, la medicion de la capsula, la melanina, la
susceptibilidad antifingica, y el estudio de polimorfismos de genes asociados al proceso

patogénico.

2.2 Evaluar el efecto de hierro y cobre en la patogenicidad, el tamafio capsular y la produccion
de melanina en aislamientos clinicos de alta y baja patogenicidad de C. neoformans

var. grubii.

2.3 Analizar los cambios proteémico inducidos por el hierro y el cobre y determinacion de
variantes genéticas en genes asociados con hierro y con cobre en dos aislamientos clinicos

de C. neoformans var. grubii de baja y alta patogenicidad.
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1. Material bioldgico: caracteristicas biologicas y epidemiolégicas.

Se seleccionaron 29 aislamientos clinicos por medio de un muestreo estratificado por
conveniencia de la coleccion de Cryptococcus del grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud en Colombia. Los aislamientos corresponden a C. neoformans var. grubii tipo molecular
VNI segun datos obtenidos por PCR Huella Digital y RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), el 89.6% (n=26) de los aislamientos fueron pareja sexual alfa y el 10.3% (n=3)
restante fuero tipo de pareja sexual “a”, estos datos moleculares fueron suministrados por el

Instituto Nacional de Salud.

Los aislamientos provenian de seis departamentos (Atlantico, Antioquia, Cauca, Meta, Norte
de Santander y Valle). De los 29 aislamientos seleccionados solo 23 tenian la encuesta
epidemioldgica. El 73.9% correspondian al sexo masculino, el promedio de la edad fue 41 afios
(V. min: 21y V. méx: 72), el sintoma mas comun fue dolor de cabeza (87%), seguido de nauseas
y vomito (65.2%) y fiebre (60.9%); y, en menor proporcion confusion, alteracion visual, tos y
pérdida de peso. El 86.9% de los casos presentaban algun factor de riesgo, el mas comdn fue
VIH/SIDA+ (82.6%), de los cuales el 21.7% definié SIDA al momento de diagnosticarles la
criptococosis, el 21.7% de los casos fallecieron (anexo 1).

Estos datos fueron suministrados por medio de la vigilancia pasiva voluntaria para el estudio
de la criptococosis en el pais, liderada por el laboratorio de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud (INS). Los datos se obtuvieron a través de la encuesta epidemiolédgica sobre la

criptococosis, aprobada por el comité de ética del INS que es enviada junto con el aislamiento.

2. Microorganismos de referencia y medios de cultivo.

Las cepas utilizadas en este trabajo se encuentran descritas en el anexo 2. En todos los
experimentos realizados se emple6 la cepa de referencia C. neoformans var. grubii H99 [194]
obtenida del cepario del Instituto Nacional de Salud en Colombia, caracterizada por ser una cepa
de alta patogenicidad. La cepa C. neoformans var. neoformans JEC21 se utilizé para el ensayo in

vivo en G. mellonella del primer objetivo, caracterizada por ser una cepa de baja patogenicidad.

Cada aislamiento ha sido mantenido a -80 °C se sembré en agar Sabouraud dextrosa (SDA)

al 2% de glucosa a 35 °C durante 48 horas.
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v’ Para evaluar el efecto de hierro y cobre en los aislamientos clinicos de C. neoformans se
implemento el medio minimo descrito por Vartivarin 1993 [154], brevemente: glucosa 5gr,
L-asparagina 5gr, cloruro de calcio dihidratado 25gr, tiamina 0.4 mg, Sulfato de zinc
heptahidratado 1.2 mg, cloruro de magnesio tetrahidratado 0.01 mg, sulfato de magnesio
heptahidratado 80 mg, sodio molibdato 0.46 mg y acido borico 0.057 mg.

v’ Para evaluar la patogenicidad en G. mellonella las levaduras se incubaron en medio liquido
de Sabouraud a 35 °C durante 48 horas.

v Para inducir el crecimiento capsular en C. neoformans, las células se incubaron en
Sabouraud diluido al 10% con MOPS 50 mM, pH 7.3 a 37°C durante una noche.

v" La induccién de células titan se realiz6 como lo describié Zaragoza O, et al [122],
brevemente el medio de inducciédn de células titdn (TCM) contiene, caldo Sabouraud al 5%,
suero al 5% y azida 15 pM en MOPS 50 mM, pH 7.3.

v' Para inducir la melanizacion de las levaduras, las células se inocularon en medio minimo
(glucosa 15 mM, MgSO4 10 mM, KH2PO4 29.4 mM, glicina 13 mM y tiamina 3 pM, pH
5.5 ajustado con K;HPO4 1M o CIH 1N) con o sin L-DOPA 0.2 mM (Sigma Aldrich) a

30°C. La melanizacién pudo observarse como colonias de color marrén oscuro.

3. Cinética de crecimiento.

Para la evaluacion del efecto del hierro y el cobre sobre el crecimiento de la cepa control H99
se ajustd un inoculo de 2x10° UFC/mL en 3 mL de medio minimo siguiendo las concentraciones
para este medio descritas por Vartivarin 1993 [154], a continuacion, se ajustaron concentraciones
de 5, 50, 500 puM de hierro (FeClz.6H20) y 1,10, 500, 1000 uM de cobre (CuSO4.5H20). De cada
concentracion, se sembraron 100 pl en placas de 96 pocillos y se afiadieron 100 pl del in6culo
ajustado. Luego, se realizaron curvas de crecimiento usando el sistema Bioscreen leyendo cada 30

minutos la O.D. a 600 nm durante 48 horas a 35 °C. se realizaron tres replicas bioldgicas.

4. Patogenicidad de C. neoformans en G. mellonella.

La determinacién de la patogenicidad de los aislamientos clinicos se realiz6 como se describid
por Mylonakis en el 2005 [186]. Brevemente, los aislamientos se cultivaron en caldo glucosado
Sabouraud al 2% toda la noche a 35 °C y 110 rpm. Finalizado este tiempo se prepard suspensiones

celulares de 1.5x108 células/mL utilizando una camara Neubauer, posteriormente, se infectaron
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10 ul de este indculo en la ultima pro-pata izquierda en las larvas de G. mellonella utilizando una
jeringa de insulina de 50U [191,192].

Para la determinacion del efecto del hierro y el cobre en la patogenicidad tanto la cepa
referencia (H99) como los aislamientos se cultivaron en caldo glucosado de Sabouraud al 2% a
35 °C con agitacion (110 rpm) 15 horas. Transcurrido este tiempo, 5 mL de los cultivos se
centrifugaron a 1300 rpm por 15 minutos y el pellet obtenido se lavé tres veces con PBS. De cada
una de las cepas a ensayar se ajustd un inoculo a 1.5x108 células/mL utilizando una camara
Neubauer y se precultivaron en medio minimo suplementado con diferentes concentraciones de
hierro (5, 50, 500 uM), cobre (1,10, 500, 1000 uM) a 35 °C con agitacion (110 rpm) durante 15
horas. Finalizado este tiempo, los cultivos se lavaron con PBS y se prepararon nuevas suspensiones
celulares de 1x107 células/mL utilizando una cdmara Neubauer. Se infectaron 10 pl de este indculo
en la Gltima pro-pata izquierda en las larvas de G. mellonella.

Para cada cepa y concentracion evaluada se utilizaron 10 larvas y tres réplicas bioldgicas. Se
realiz6 un seguimiento diario durante 15 dias, registrando el nimero de larvas vivas y muertas. Los
ensayos se validaron utilizando grupos de larvas: control absoluto (control de calidad de cada lote
de larvas), desinfeccion (control de lavado con solucién de hipoclorito), inoculacion (control de
inoculacién con PBS, para evaluar el dafio locomotor causada por la inoculacién). Las larvas se
obtuvieron de un criadero de Scientia (Cali- Colombia), se seleccionaron larvas en etapa tardia

(quinta y sexta) con pesos entre 250 y 330 mg y una longitud de aproximadamente 2 cm.

5. Efecto del cambio del tamafio capsular pre y post inoculacion en G. mellonella.

Los aislamientos se cultivaron en caldo glucosado Sabouraud al 2% overnight a 35 °C y 110
rpm, finalizado este tiempo se prepararon suspensiones celulares de 1.5x108 células/mL utilizando
una camara Neubauer, posteriormente, se infectaron 10 pl de este in6culo en la ultima pro-pata
izquierda en las larvas de G. mellonella utilizando una jeringa de insulina de 50U. Para determinar
el efecto del cambio del tamafio capsular pre y post inoculacion en G. mellonella, se recuperaron
las cepas de la larva después del ensayo de supervivencia, donde la media mortalidad indico el dia

de sacrificio para las larvas. Cada larva muerta fue macerada y homogeneizada en 1 mL de PBS.

A continuacion, se prepar6 un portaobjetos microscopico que contenia una gota de tinta china

y una gota de cada cepa y se visualizd en un microscopio Zeizz Axiophot a 80x. Se midio el area
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total de células y capsulas (se midieron 50 células para cada aislamiento). El tamafio de la capsula
se definié como la diferencia entre el tamafio de la célula completa (célula de levadura + cépsula)

y el tamafio del cuerpo celular (limitado por la pared celular).

6. Induccion del tamafio de la capsula.

Las células de la levadura se cultivaron a 35 °C durante 24 horas y 110 rpm en medio minimo
a 50 uM de hierro (FeCls.6H20), 500 uM de cobre (CuSO4.5H20) y su combinacion. Finalizado
este tiempo, los cultivos se lavaron con PBS y se prepararon suspensiones celulares a 108
celulas/mL en medio inductor de cépsula (Sabouraud al 10% en MOPS 50 mM a pH 7.3), los
cultivos se incubaron a 37 °C durante la noche con agitacion [93]. A continuacion, se realiz6 una
tincion negativa con tinta china, se prepard un portaobjetos que contenia una gota de tinta china 'y
una gota de cada aislamiento, se visualiz6 en un microscopio Leica DMI 3000B (Leica
Microsystems). Las imégenes se adquirieron en campo claro con objetivos de 40x 0 63x y se midid
el tamafio de la capsulay el cuerpo celular (delimitado por la pared celular) en 50 células utilizando
el programa Fiji [195]. El tamafio de la capsula se definié como la diferencia entre el tamafio de la
celula completa (célula de levadura + capsula) y el tamafio del cuerpo celular (limitado por la pared
celular).

7. Induccion de células de Titan.

Este ensayo se realiz6 en el laboratorio del Doctor Oscar Zaragoza en el Instituto de Sanidad
Carlos 111 (ISCIII) en Madrid-Espafia. Se cultivaron células de levadura previamente en medio
minimo a 50 uM de hierro (FeCls.6H20), 500 M de cobre (CuSO4.5H20) y su combinacion a 35 °C
durante 24 horas y 110 rpm. Se indujo la formacion de células tipo titan in vitro como se describe
en el estudio de Zaragoza O y col [122]. Finalizado este tiempo, los cultivos se lavaron con PBS y
se prepararon suspensiones celulares a 10* y 10° células/mL en medio de induccién de células titan
(TCM). Finalmente 170 pL de estas suspensiones se colocaron en placas de 96 pocillos y se
incubaron durante 18 horas a 37 °C en CO: al 5% culminado este tiempo se tomaron imagenes con
un microscopio Leica DMI 3000B (Leica Microsystems) y se procesaron con el programa Fiji, se

analizaron un total de 100 células por cada aislamiento y condicion [195].
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8. Produccién de melanina.

Este ensayo, se realiz6 en el laboratorio del Doctor Oscar Zaragoza en el ISCIII. Las células
de levadura se cultivaron en caldo glucosado de Sabouraud a 35 °C durante 48 horas. Finalizado
este tiempo, los cultivos se lavaron con PBS y se prepararon suspensiones celulares a 2x10°
células/mL y de este indculo se realizaron tres diluciones seriadas (1/10, 1/100 y 1/1000) en PBS.
A continuacion, se sembraron gotas de 5 pL de cada dilucion en medio de agar L-DOPA. Las
placas se incubaron a 37 °C y se observaron diariamente durante 5 dias, el andlisis se realiz
visualmente y se determin6 el pigmento basado en una escala colorimétrica ver figura 9; se
consider¢ alta pigmentacion cuando el color de la colonia tenia un aspecto totalmente café y se
asignd el puntaje mas alto de 4, la pigmentacion media vario entre el puntaje 3-2, y baja
pigmentacion entre 1-0.5, segun la escala utilizada. Se evalud la pigmentacion de melanina en

células sin precultivo con los metales y con precultivo a 50 uM de hierro (FeClz.6H20), 500 uM de

Puntaje 0.5 1 2 3 4

cobre (CuS04.5H20) y su combinacion.

Figura 9. Escala de medicion de la actividad del pigmento de melanina.

9. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC).

La susceptibilidad antifingica se evalué mediante el método de microdilucion en caldo de las
directrices M27-A del NCCLS /CLSI (Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico). La
MIC se determin6 para dos azoles de uso comun (fluconazol y voriconazol) y anfotericina B.
Brevemente, los indculos de la levadura se ajustaron mediante espectrofotometria a una
concentracion de 0.5x102 - 2.5x 10° UFC/mL en medio RPMI 1640 medido, se agregd una alicuota
de 0.1 mL a cada uno de los pocillos que contenian diferentes concentraciones del antifingico. Las
concentraciones finales variaron de 0.06 a 8 pg/mL para voriconazol y anfotericina B y de 0.25 a
64 pg/mL para fluconazol. Las placas se incubaron a 35°C, 150 rpm. Se utiliz6 un control positivo
(pocillo libre de farmaco) y un control negativo (pocillo de caldo). Se realiz6 una valoracion visual
de las placas después de 72 horas. Se utilizaron Candida krusei ATCC 6258 y Candida parapsilosis

ATCC 22019 como controles de calidad. El criterio de interpretacion para la susceptibilidad al
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fluconazol fue publicado por el CLSI como <8 pg/mL para anfotericina B y voriconazol, los

aislamientos con MIC <1 ug/mL se consideraron susceptibles [196].

10. Extraccion de proteinas citoplasmatica.

La extraccion de proteinas se realizd en la Unidad 1 del departamento de Microbiologia y
Parasitologia de la Universidad Complutense de Madrid (UCM) segun el protocolo estandarizado
en la Unidad de Protedmica de la UCM. Esta determinacion se realizé en dos aislamientos clinicos
los cuales fueron cultivados en 50 mL de caldo glucosado de Sabouraud a 30 °C y 110 rpm toda la
noche. Finalizado este tiempo se ajustd un inoculo a 1.5x108 células/mL en 600 mL de medio
minimo y suplementado con la combinacién de 50 uM de hierro y 500 uM de cobre. Los cultivos
se incubaron a 30 °C y 110 rpm toda la noche. Finalizado este tiempo se midio la densidad Optica

de cada cultivo a 600 nm y se realizd un ensayo de viabilidad celular con yoduro de propidio.

Cada cultivo se centrifugo a 1300 rpm durante 20 minutos a 4 °C, se descartd el sobrenadante
y se realizaron tres lavados con PBS. El pellet obtenido se almaceno 15 horas a -20°C. Transcurrido
este tiempo se resuspendi6 en buffer de lisis (200-400 pL) compuesto por 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
1 mM EDTA, 150mM NaCl, ImM DTT (ditiotreitol) e inhibidores de proteasas: 0.5mM PMSF
(fenilmetilsulfonilfluorida) y 1% de una mezcla de inhibidores de proteasas (Pierce™). Se afadid
el mismo volumen de bolitas de vidrio de 0.4-0.6 mm de didmetro para romper mecanicamente las
células en un dispositivo Fast-Prep (Biol01, Savant) aplicando pulsos de 20 segundos. Este paso
se repitio hasta realizar 12 ciclos, enfriando los tubos eppendorf entre pulso y pulso durante 5

minutos en hielo.

Los eppendorfs con el extracto total se centrifugaron durante 60 minutos a 13.000 rpm a 4 °C.
Se recuper0 el sobrenadante y se determind la cantidad de proteina presente en las muestras
siguiendo el método de Bradford. Brevemente se realizaron diluciones seriadas de una solucion de
BSA (seroalbimina bovina) a una concentracion conocida (2 mg/mL) para la recta patron. La
absorbancia se midié a 600 nm en un espectrofotometro Nanodrop 200c (Thermo Scientific). Los
extractos de proteinas citoplasmicas se ajustaron a 32 pg/mL en H,O Milli-Q. Las muestras fueron
almacenadas a -80 °C hasta su preparacion para el analisis protedmico. Se realizaron cuatro réplicas

bioldgicas.
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11. Preparacion de proteinas para espectrometria de masas.

30 pg/mL de cada muestra se carg6 en un gel concentrador (stacking gel) para su limpieza,
antes de la digestion. El stacking gel es la parte superior de un gel SDS-PAGE discontinuo con una
concentracion de 4% de acrilamida que es seguida por otra parte de gel separador al 10%. La
electroforesis se par6 cuando el frente estaba a unos 3 mm del comienzo del gel separador. La
banda de la muestra correspondiente a las proteinas sin separar se visualizé con tincion de
Coomassie coloidal y se recort6é para su posterior digestion con tripsina. Para ello, la banda que
contenia el extracto proteico fue reducidas con 10mM de DTT 10 mM a 56 °C durante 30 minutos,
posteriormente se las muestras se alquilaron con 55 mM de lodacetamida durante 20 minutos en la
oscuridad. Finalmente, se afiadi6é 1 g de tripsina bovina recombinante de grado de secuenciacion
(Roche Molecular Biochemicals) en bicarbonato de amonio 25 mM (pH 8.5) a cada muestra y se

incubd durante la noche a 37 °C.

Los péptidos se extrajeron de cada una de las muestras con acetonitrilo (ACN) al 80%, TFA
al 0.1% durante 15 minutos. Los péptidos obtenidos de cada digestion se secaron mediante
centrifugacion al vacio (SpeedVac, Savant), se reconstituyeron en 12 uL de ACN al 2%, acido

formico (AF) al 0.1%. Los péptidos se congelaron a -20 °C hasta el momento del anélisis.

12. Analisis de proteinas LC-MSMS (Q-exactive HF).

El andlisis de proteinas se realiz6 en la unidad de proteémica de la Universidad Complutense
de Madrid. El andlisis LC-MSMS de los péptidos se realiz6 mediante una columna de
cromatografia liquida nano Easy-nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplada a un espectrémetro de
masas de alta resolucion Q-Exactive HF (Thermo Scientific). Los péptidos se concentraron “en
linea" mediante cromatografia de fase inversa utilizando una columna de proteccion Acclaim
PepMap 100 (Thermo Scientific, 20 mm x 75 um de ID, C18 de 3 um de diametro de particula y
100 A de tamafio de poro) y se separaron en una fase reversa C18 Picofrit columna analitica
(Thermo Scientific Easy Spray Column, PepMap RSLC C18 de 500 mm X 75 um de 1D, 2 um de
diametro de particula, tamafio de poro de 100A) con punta de pulverizacion integrada, que funciona
a un caudal de 250 nl/minuto. Los péptidos se eluyeron usando un gradiente del 2% al 40% de
tampon B en 240 minutos. Se utilizd, tampdn A, 0.1% de AF en agua y tampon B, 0.1% de acido

formico en ACN.
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La entrada de los péptidos se realizé mediante ionizacion por electrospray utilizando la punta
integrada en la columna analitica. Los péptidos se detectaron con una resolucion de 60.000 en
modo MS de barrido completo en un rango de masas m/z de 350-2000 Da. Los datos MS/MS
fueron adquiridos en modo de adquisicion dependiente de la informacion (Data-dependent
acquisition (DDA)) del MS. Asi, en cada microscan se seleccionaron hasta 15 precursores con
carga de 2+ a 6+, en funcidn de su intensidad (threshold: 8x103), con exclusién dinamica de 27
segundos, seguidos de su aislamiento con un ancho de ventana de +/- 2 unidades de m/z, en un
tiempo maximo de 120 ms para su fragmentacion por HCD (High Collision Dissociation) con una
energia de colision Normalizada (nce) del 20 %. Los espectros MS/MS se adquirieron en modo

positivo.

Los espectros de MS/MS adquiridos en las muestras se analizaron a traves del software
Proteome Discoverer 2.3 (Thermo Scientific) utilizando MASCOT como motor de busqueda en la
base de datos de Cryptococcus neoformans de 7430 secuencias [197]. Los parametros utilizados
en las basquedas fueron: tolerancia del péptido precursor de 10 ppm, tolerancia del fragmento de
0.02 Da, hasta 2 puntos de corte perdidos para tripsina permitidos, carbamidometilcisteina como
modificacion fija y como modificaciones variables: oxidacién de metionina. El algoritmo del
percolador se utilizo para estimar la tasa de falsos positivos y se filtré por un valor g<0.05 para las

proteinas identificadas con alta confianza [197].

13. Cuantificacion relativa de las proteinas.

La cuantificacion relativa de las proteinas a partir de los datos de espectrometria de masa se
realiz6 mediante una estrategia sin marcaje, del inglés free label. Para el analisis de las cuatro
condiciones se realiz6 una comparacién de dos cepas respecto al medio de cultivo. El disefio de

cuantificacién es no pareado (non-nested) entre cada réplica.

El andlisis de los espectros se realiz6 mediante el software Proteome Discoverer 2.3 (Thermo
Scientific). Para determinar las abundancias de los péptidos y las proteinas identificadas se realiza
un procesamiento que se inicia con la recalibracion de las masas mediante una busqueda rapida
con Sequest HT contra la base de datos y en base a las identificaciones obtenidas, un alineamiento
de los cromatogramas de todas las muestras con una tolerancia de hasta 10 minutos. Posteriormente

se produce el alineamiento de los tiempos de retencion entre las distintas muestras analizadas para
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la cuantificacién de los iones precursores, teniendo en cuenta los péptidos Unicos y los péptidos
razor (péptidos compartidos entre un grupo de proteinas) que estén presentes en al menos un 50%
de las réplicas, sin tener en cuenta los péptidos modificados. Finalmente se normalizan la cantidad

total de proteina entre las diferentes muestras utilizando la abundancia total de todos los péptidos.

Se realizaron comparaciones en los extractos obtenidos para cada aislamiento clinico entre las
dos condiciones evaluadas (medio minimo y medio minimo suplementado con hierro y cobre). El
disefio de cuantificacion es no pareado (non-nested). Se normalizaron los datos para poder
comparar la abundancia de las proteinas, se consiguié el factor de correccidn adecuado para cada

una de las muestras, de manera que la cantidad total de proteina sea la misma en todas.

La proporcién de los péptidos se calcula como la mediana geométrica de la proporcion de las
diferentes réplicas bioldgicas. Finalmente, la proporcion de proteinas fue calculada como la
mediana de las proporciones del grupo de péptidos. Para evaluar si la abundancia de una proteina
varia entre condiciones se realizd un andlisis de la Varianza (ANOVA), para estimar la
probabilidad de que estas medidas sean diferentes entre condiciones. Se considerd una diferencia
significativa con un p-value menor a 0.05. Para determinar si una proteina se expresa de forma
diferencial entre las condiciones se aplicaron filtros de la proporcion de la variabilidad de
abundancia, coeficiente de variacion del ratio <30, el valor de p-value antes mencionado y g-value
<0.05. Para validar proteinas que presentan la misma tendencia en el cambio, pero presentan una
variabilidad mayor del 30% (entre ellas algunas proteinas que aparecen en una muestra 'y no en la
otra u otras proteinas de interés) se filtra por el valor de g-value pero no se aplica el filtro del
coeficiente de variacion del ratio. El analisis de protedmica se realizé en la Unidad de protedémica
de la Universidad Complutense de Madrid Espafia. Los datos estan depositados en
ProteomeXchange mediante el repositorio PRIDE con el nimero de acceso PXD021687.

Para el andlisis de proteinas se utilizaron las siguientes bases de datos bioldgicas y
herramientas bioinformaticas. El sitio web de FungiDB (https://fungidb.org/fungidb), STRING
(https://string-db.org), Revigo (http://revigo.irb.hr/) y KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) se
utilizaron para el analisis de proteinas. Para la realizacion de diagramas de Venn se generd

utilizando Jvenn (http://jvenn.toulouse.inra.fr).
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14. Secuenciacion del genoma y procesamiento de datos.

Se secuenciaron los 29 aislamientos clinicos. Para ello se cultivd cada aislamiento, que se
almaceno a -80 °C desde la recoleccidn, en agar Sabouraud dextrosa a 37 °C durante 48 horas. Al
final de este tiempo, se inocul6 una colonia en agar peptona dextrosa a 37 °C durante 24 horas. Se
utilizaron 100 pL de células de levadura cultivadas para la extraccion de ADN utilizando el
UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories Inc.), con el protocolo
estandar recomendado por el fabricante. La integridad del ADN se comprobd en un gel de agarosa

al 1% y se visualizé con tincion SYBR Safe DNA (Invitrogen).

La calidad y cantidad de ADN aislado se examin6 y midié utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop2000 a una longitud de onda de 260/280 (Thermo Scientific) [34]. Posteriormente, se
realizd la secuenciacion de extremos de pares de 250 pb utilizando la plataforma Illumina HiSeq
en Novogen Bioinformatics Technology Co., Ltd. (Beijing, China). Los datos de secuenciacion sin
procesar se evaluaron con FastQC v0.11.9 [198] y se identificaron y descartaron los contaminantes
potenciales mapeando las lecturas de la secuencia sin procesar contra el genoma de referencia H99
de C. neoformans var. grubii (acceso al ensamblaje RefSeq: GCF_000149245.1) con Bowtie2 ver.
2.3.5.1 [199], y una basqueda BLASTn [200] contra la base de datos completa de bacterias y
hongos RefSeq (descargada el 20 de abril de 2020) con un valor electrénico minimo de 10e-12
usando BLAST* 2.10.0* [200]. Finalmente, las secuencias se filtraron de los adaptadores de
Illumina, las bases de baja calidad (con un umbral minimo de puntuacién Phred de 20) y se
eliminaron las secuencias de lectura cortas (<50 pb) usando fastp ver. 0.2 [201]. Los datos de la
secuencia sin procesar se depositaron en el archivo de lectura de secuencias de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra), con el namero de identificacion de bioproyecto
PRINA669191.

15. Identificacion y andlisis de variantes genéticas.

La variabilidad genética entre aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii se estudio
Ilamando y evaluando variantes genéticas con la plataforma de experiencia de secuenciacion de
nueva generacion -NGSEP ver. 4.0.1 [202,203]. NGSEP realiza una deteccidon y un genotipado
precisos de variantes de un solo nucledtido (SNP), inserciones/deleciones pequefias y grandes

(InDels), repeticiones cortas en tandem (STR), inversiones y variantes de nimero de copias (CNV).
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Para este estudio se consideraron variantes genéticas que mapean exclusivamente con los genes

relacionados con la capsula y la melanina.

Inicialmente, se mapearon las lecturas de secuencias procesadas para cada aislamiento clinico
con el genoma de referencia H99 utilizando el modulo ReadsAligner NGSEP, a continuacion se
mapearon de acuerdo con su ubicacion en el genoma de referencia con Picard Tools [204]. A
continuacion, se utilizé el Médulo NGSEP MultisampleVariantsDetector para calcular variantes
genéticas para multiples muestras; se ejecutd este mddulo con los argumentos -psp, -
embeddedSNVs, -ploidy 1, -maxAlnsPerStartPos 30, -maxBaseQS 30 y -minQuality 20.

El modulo VCFAnnotate NGSEP se utiliz6 para la anotacion de variantes, utilizando la
anotacién del genoma de referencia H99 y el médulo VCFFilter NGSEP para filtrar variantes
genéticas con los argumentos -fi, -fir, -m 1, -q 30 y -minRD 3. Se filtraron las variantes genéticas

correspondientes a estados multi-alélicos y o sitios heterocigotos.

El impacto funcional de las variantes genéticas (SNP/InDels) se clasifico en las siguientes
cuatro categorias de impacto funcional: alto (variante de cambio de marco, variante de aceptor de
empalme, variante de donante de empalme, comienzo perdido, limite ganado limite perdido),
moderada (delecion e insercion y variante de sentido erroneo), baja (variante de region de empalme
y variante sindnima) y modificador (variantes: 3’UTR, 5’UTR, transcripcion aguas abajo, intron y

transcripcion aguas arriba).

Las matrices de distancias genéticas se calcularon con el mddulo
VCFDistanceMatrixCalculator NGSEP que emplea el algoritmo bésico IBS (identidad por estado).
Las inferencias sobre las diferencias genémicas entre los aislamientos clinicos se establecieron
mediante la agrupacion de vecinos de union construyendo un dendrograma con el mdédulo
NeighborJoining NGSEP. Los &rboles se visualizaron y editaron con Dendroscope ver.3.7.2 [205].
Finalmente, las relaciones genéticas entre los aislamientos clinicos también se examinaron en base
a un Analisis de Componentes Principales (PCA) utilizando el paquete R SNPRelate ver. 1.12.2
[206]. Se establecio el argumento Id.threshold en 0.99 de la funcién snpgdsLDpruning, lo que

reduce el nimero de variantes en un 40% de media.
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Para explorar si las variantes gendmicas identificadas (SNP e InDels) para cada aislamiento
clinico estan asociadas con la produccion del factor de virulencia a estudiar, como la biosintesis de
capsulas y la produccion de melanina, se probo si las proporciones de una variable nominal (por
ejemplo, estados bialélicos) son diferentes entre los valores (por ejemplo, grupos de tamafo de
capsula) utilizando la prueba exacta de independencia de Fisher o la prueba exacta de Fisher por
pares post-hoc. Posteriormente, se recuperaron los genes asociados con factores de virulencia en
C. neoformans en PHI-base, la base de datos de factores de virulencia en Fungal Pathogens - DFVF,
Victors y estudios publicados anteriormente. Por Gltimo, las variantes genéticas detectadas en el
andlisis gendmicos y asociadas con la produccién de factores de virulencia y presentes en el
conjunto de datos de factores de virulencia se analizaron y se contextualizaron utilizando FungiDB,
bases de datos de factores de virulencia y otros recursos bioinformaticos para su anotacion

funcional.

Se identificaron variantes genéticas del tipo SNP (polimorfismo de nucle6tido Unico) e InDels
(insercion/delecion) para un amplio conjunto de genes asociados con la regulacion del hierro y el
cobre en C. neoformans, asi como otros genes asociados con la organizacion de la capsula y

biosintesis de melanina.

16. Tipificacion de secuencias de multilocus (MLST).

La tipificacion de secuencias de mdltilocus se realizd de segln el consenso de la Sociedad
Internacional de Micologia Humana y Animal (ISHAM) para el complejo de especies
C. neoformans/C. gattii [44]. Las secuencias alélicas de todos los loci MLST se recuperaron de los
archivos contigs.fasta provenientes de la secuenciacion completa (conjunto de genes codificadores
de proteinas) para cada aislamiento clinico. Los loci utilizados fueron: CAP59, GPD1, LAC1,
PLB1, SOD1, URA5 y IGS1. La identificacion del tipo de alelo y la secuencia tipo, se realizé
mediante alineacion por pares utilizando el algoritmo de identificacion polifasica de BioloMICS
implementados en la base de datos ISHAM C. neoformans MLST (http://mlst.mycologylab.org).

Los perfiles alélicos recuperados determinaron los tipos de secuencia correspondientes.

La diversidad genética de los aislamientos se determind mediante el software DnaSP v5; esta
variabilidad se extrajo de secuencias concatenadas de los aislamientos, para detectar niveles de

polimorfismo genético. La distribucién se determiné calculando la diversidad de haplotipos
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(genes), la diversidad de nucledtidos () (el nimero promedio de diferencias de nucleotidos por
sitio entre dos secuencias) y los indices 0 (por sitio, como indicador de la tasa de mutacion por sitio
de nucledtidos por generacion), calculado a partir de Eta (h) (el nimero total de mutaciones 'y "S",

el nimero de sitios segregantes polimorficos) [207].

17. Analisis estadisticos.

Para las variables numéricas se desarroll6 mediante medidas de tendencia central y para las
variables categoricas se utilizo la prueba de Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher. Para los
andlisis estadisticos se utilizaron el software GraphPad Prism 5 o el software Stata ver 11.1. Los
resultados se compararon mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) aplicando la
prueba de homogeneidad de varianza de Levene y la prueba de comparaciones multiples de
Bonferroni. Para el analisis de supervivencia se utilizé la prueba de Kaplan-Meier y las diferencias
en la supervivencia se evaluaron usando la prueba Log-rank (Mantel-Cox) y las diferencias de
tamafios de las células fueron analizadas mediante la prueba t de Student. La significancia
estadistica se resalta con asteriscos en las figuras de la siguiente manera: p> 0.05, no significativa
(ns); p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****).
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1. Caracterizacion de 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii: tipificacién, estudio

de la patogenicidad, principales factores de virulencia y polimorfismos de genes relacionados.

1.1. Identificacion de las secuencias tipo de los aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

Se seleccionaron 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii tipo molecular VNI
del cepario del Instituto Nacional de Salud en Colombia, los aislamientos provenian de siete
ciudades. Mediante MLST se identificd la secuencia tipo (ST) de los aislamientos teniendo en
cuenta el consenso de la Sociedad Internacional de Micologia Humana y Animal (ISHAM) para

el complejo de especies C. neoformans/C. gattii [25].

En los 29 aislamientos se identificaron 11 ST y dos tipos moleculares (TM): VNI y VNII
(tabla 2). Respecto a este ultimo, el aislamiento H0O058-1-3589 caracterizado como ST100y TM
VNI, estaba anteriormente clasificado mediante PCR Huella Digital como VNI. La distribucién
de las frecuencias relativas de los perfiles alélicos estuvo dominada por la ST69 con 9 de 29
aislamientos (frec. =0.3103), seguida de las ST2, ST95 y ST377, cada uno de estas con 4 de 29
aislamientos (frec. =0.1379 c/u, respectivamente). Las secuencias tipo menos frecuentes fueron la
ST5 con 2 aislamientos (frec. =0.069) y ST6, ST23, ST63, ST77, ST100 y ST298 con un
aislamiento respectivamente (frec. =0.0345). La relacién genética de los aislamientos estudiados
C. neoformans se muestra en la figura 11 y anexo 2. Se calcul6 el indice de diversidad entre los
29 aislamientos de C. neoformans var grubii, el nimero de haplotipos fue de 10, el indice de
diversidad de nucle6tidos fue de 0.860, el nimero de sitios polimérficos fue de 70, la diversidad
de nucleotidos 0.00311 y los indices 6 de 0.00443.
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Tabla 2. Perfiles alélicos MLST para 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. En gris se
observa el aislamiento tipo molecular VNII.

Secuencia tipo alélica
Aislamientos ST CAP59 GPD1 IGS1 LAC1 PLB1 SOD1 URAS TM

H00558-1-1959 77 1 1 25 3 2 1 1 VNI
H00558-1-2257 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2503 63 7 1 1 18 1 1 1 VNI
H00558-1-2527 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2583 377 1 5 71 18 4 1 1 VNI
H00558-1-2619 377 1 5 71 18 4 1 1 VNI
H00558-1-2641 2 7 1 1 1 1 1 2 VNI
H00558-1-2642 377 1 5 71 18 4 1 1 VNI
H00558-1-2643 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2672 2 7 1 1 1 1 1 2 VNI
H00558-1-2677 95 1 23 25 3 4 1 1 VNI
H00558-1-2713 95 1 23 25 3 4 1 1 VNI
H00558-1-2720 2 7 1 1 1 1 1 2 VNI
H00558-1-2725 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2746 5 1 3 1 5 2 1 1 VNI
H00558-1-2779 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2806 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2807 23 7 1 1 2 1 1 2 VNI
H00558-1-2808 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-2881 298 1 3 34 5 2 1 1 VNI
H00558-1-2926 95 1 23 25 3 4 1 1 VNI
H00558-1-2950 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-3097 95 1 23 25 3 4 1 1 VNI
H00558-1-3102 377 1 5 71 18 4 1 1 VNI
H00558-1-3104 5 1 3 1 5 2 1 1 VNI
H00558-1-3279 69 7 5 1 3 3 1 1 VNI
H00558-1-3463 6 1 1 1 3 2 1 5 VNI
H00558-1-3589 100 2 9 51 8 11 12 4 VNII
H00558-1-3746 2 7 1 1 1 1 1 2 VNI
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Origen Sexo VHI/SIDA
HO0058-1-2257 ST69 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-2725 ST69 SD SD SD
H0058-1-2808 ST69 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-2950 ST69 Valle Masculino Positivo
- H0058--2643 ST69 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-3279 ST69 SD SD SD
H0058--2779 ST69 Antioquia Masculino Positivo
i H0058--2806 ST69 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-2527 ST69 Antioquia Masculino Positivo
H0058--3102 ST377 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-2642 ST377 Antioquia Femenino Positivo
: H0058-1-2583 ST377 Antioquia Masculino Positivo
HO0058-1-2619 ST377 Antioquia Masculino Positivo
H0058-1-2807 ST23 Antioquia Masculino Positivo
& — H0058-1-2503 ST63 N. de Santander Masculino Positivo
. H0058--3746 ST2 Cauca Masculino Negativo
H99-VNI ST2 SD SD SD
49 HO0058-1-2641 ST2 SD SD SD
HO0058-1-2720 ST2 SD SD SD
H0058-1-2672 ST2 SD SD SD
H0058-1-3463 ST6 Atlantico Masculino Positivo
- H0058--2881 ST298 Valle Femenino Negativo
a7| (HO0058-1-2746 ST5 Valle Femenino Positivo
H0058--3104 ST5 Meta Femenino Positivo
H0058-1-1959-B ST77 N. de Santander Masculino Negativo
HO0058-1-2677 ST95 Antioquia Masculino Positivo
| | H00581-3097 ST95 Antioquia Femenino Positivo
78 | HO058--2926 ST95 SD SD SD
H0058--2713 ST95 Antioquia Femenino Positivo
HO0058-1-3589 ST100 Cundinamarca Masculino Negativo
t t f f f f f {
0.0070 0.0060 0.0050 0.0040 0.0030 0.0020 0.0010 0.0000

Figura 11. Agrupamiento jerarquico en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii, basado en el
perfil alélico de MLST. En la Figura se presenta la relacion entre las secuencias tipo (ST) de los aislamientos
clinicos. La historia evolutiva se infiri¢ utilizando el método de mé&xima verosimilitud y el modelo Jukes-
Cantor, utilizando secuencias de nucle6tidos concatenados de 7 loci. Los valores de Bootstrap se muestran para
cada rama (1000 repeticiones). El porcentaje de asociacion de agrupamiento se muestra junto a las ramas. A la
derecha de la imagen se describen las variables clinicas mas representativas. Las secuencias tipo mas frecuentes

se resaltan en colores. SD: Sin dato.
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1.2 Determinacion de la patogenicidad en G. mellonella.

Con el fin de determinar el perfil de patogenicidad de aislamientos clinicos de C. neoformans
en G. mellonella, se utilizaron controles con alta (H99) y baja (JEC21) patogenicidad [208]. La
determinacion de alta o baja patogenicidad se hizo con la velocidad que la cepa inducia la muerte
de las larvas. En la cepa H99, la muerte promedio ocurrio tres dias después de la infeccion y en la
cepa JEC21 a los siete dias. La muerte promedio de los 29 aislamientos ocurrio a los siete dias
después de la infeccion. Al comparar las curvas de supervivencia y los tiempos de supervivencia
promedio, se determind que 7 de los 29 aislamientos presentaron baja patogenicidad con una
mediana de supervivencia de 6 a 7 dias (p<0.0001), 10 de 29 intermedia con una mediana de
supervivencia de 4 a 5 dias y 12 de 29 alta patogenicidad con una mediana de supervivencia de 2
a 3 dias (p<0.0001) (figura 12 y tabla 3), estos resultados corresponden a tres replicas bioldgicas.
Se analizo6 la relacion de la patogenicidad en G. mellonella con los resultados previos en MLST y

las variables demograficas.

Patogenicidad - MLST: los 7 aislamientos con baja patogenicidad se agruparon en cuatro ST,
los 10 aislamientos con patogenicidad intermedia se agruparon en siete ST y los 12 aislamientos
con alta patogenicidad se agruparon en siete ST (figura 12). La mortalidad en las larvas para el
ST69 vario de 3 a 7 dias post-infeccion, para el ST2 entre 2 a 6 dias, el ST95 de 3 a 6 dias y para
el ST377 de 3 a 5 dias. Teniendo en cuenta los aislamientos que presentaron baja y alta
patogenicidad, no se observo relacién entre las secuencias tipo que agrupaban méas de un

aislamiento con los resultados obtenidos en el modelo invertebrado.

Patogenicidad - datos demogréaficos: los aislamientos categorizados con baja patogenicidad
todos provenian de Antioquia, de pacientes VIH/SIDA positivo y de estos el 42.8% de pacientes
del sexo masculino. Los aislamientos categorizados con patogenicidad intermedia provenian de
cuatro departamentos (Antioquia, Cundinamarca, Cauca y Norte de Santander), de estos el eran
40% de pacientes VIH/SIDA positivo y el 60% provenian del sexo masculino. Finalmente, los
aislamientos categorizados con alta patogenicidad también tenian su origen en de cuatro
departamentos (Antioquia, Atlantico, Meta y Valle), el 91.6% se obtuvieron de pacientes

VIH/SIDA positivo y el 66.6% de pacientes del sexo masculino (anexo 2).
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Tabla 3. Clasificacidn de la patogenicidad de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii, segln

resultados obtenidos en el modelo invertebrado G. mellonella y cepas de referencia con alta (H99) y baja
(JEC21) patogenicidad.

Log-rank (Mantel-Cox)

H99 JEC21
. Aislamientos Media
Patogenicidad HOO58-1-  mortalidad P-value IC P-value IC
2257 6 kel -0.1743t01.031 0.0385 0.4118to0 1.588
2641 6 kel -0.1743t01.031 0.0163 0.4118to0 1.588
2725 6 Fokx -0.1743t01.031 0.0569 0.4118to0 1.588
Baja 2807 6 kel -0.1743t01.031 0.0332 0.4118t0 1.588
2926 6 kol -0.1743t01.031 0.0299 0.41181t0 1.588
3097 6 fakaie -0.1743t01.031 0.1001 0.4118to0 1.588
3279 7 kol -0.1413to 1.064 wx 0.5809 to 1.752
1959-B 5 kol -0.1029 t0 1.103 okl 0.5785 to 1.755
2503 4 **%  .0.002860t0 1.203  *** 0.8118 to 1.988
2527 5 kol -0.1029 t0 1.103 wx 0.5785 to 1.755
2642 5 kol -0.06790 to 1.068 folalad 0.6112t0 1.722
Intermedia 2672 5 kol -0.1029 t0 1.103 okl 0.5785to 1.755
2713 4 kol 0.1471t0 1.353 Fkx 1.162 to 2.338
2806 5 kel -0.1029 t0 1.103 okl 0.5785 to 1.755
2808 5 kol -0.1029 t0 1.103 folalad 0.5785to 1.755
3589 5 fakaie -0.06790 to 1.068 wx 0.6112t0 1.722
3746 5 fakaie -0.05203 to 1.143 wx 0.6896 to 1.856
2583 3 *x 0.3971to0 1.603 folalad 1.745t0 2.921
2619 3 Fokx 0.1471t0 1.353 fakaie 1.162 to 2.338
2643 3 Fokx 0.1471t0 1.353 fakaie 1.162 to 2.338
2677 3 *x 0.3971to0 1.603 folelad 1.745t0 2.921
2720 2 0.1452  0.3971to0 1.603 folalad 1.745t0 2.921
Alta 2746 2 0.7267 0.3971to 1.603 Fkx 1.745 10 2.921
2779 3 *x 0.1471t0 1.353 folelad 1.162 to0 2.338
2881 3 *x 0.1471t0 1.353 folalad 1.162 to0 2.338
2950 3 fakaie 0.1471t0 1.353 fakaie 1.162 to 2.338
3102 3 Fokx 0.1471t0 1.353 fakaie 1.162 to 2.338
3104 3 folalad 0.1471t0 1.353 folalad 1.162 to0 2.338
3463 3 fakaie 0.1498 to 1.350 fakaie 1.164 to 2.336

p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p>0.0001 (****). IC: intervalo de confianza
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Figura 12. Curvas de supervivencia de los 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii con a)
baja, b) intermedia y c) alta patogenicidad en G. mellonella. Los ST mas frecuentes se observan en color
verde (ST2), rojo (ST69), morado (ST95) y azul (ST377).
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1.3 Determinaciéon de la variacion del tamafio capsular utilizando el modelo invertebrado

G. mellonella.

El crecimiento de la cépsula se ha descrito durante la interaccién de Cryptococcus con
hospederos mamiferos. La levadura interactlia con hospederos ambientales, y es importante ya que
se piensa que estos encuentros le han permitido adquirir los rasgos necesarios para causar infeccion
en mamiferos. Se estudié el cambio morfologico de la capsula durante la infeccion en el lepidoptero
G. mellonella. Para determinar el tamafio capsular post-inoculacién, se recuper6 la levadura en el

dia en que 50% de la poblacion estaba viva.

Para los 29 aislamientos evaluados, el promedio de la capsula en las levaduras antes de su
inoculacion fue de 0.93 um (o = 0.365) y en post-inoculacion fue de 2.21 um (o = 0.954). En
general, en 25 de 29 aislamientos se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
tamafio capsular (p<0.0001), estos resultados corresponden a tres replicas bioldgicas. A
continuacion, se analizo la posible relacion de la variacion del tamafio capsular tras la inoculacion

en G. mellonella con los resultados previos de patogenicidad y MLST (anexo 2).

Tamario capsular - patogenicidad: al comparar los aislamientos categorizados con baja y alta
patogenicidad de acuerdo con los resultados obtenidos en G. mellonella, se observé que el tamafio
de la capsula aumento después de que la levadura pasara por la larva. Se observo un mayor aumento
de la capsula en los aislamientos con baja patogenicidad (1.49 um, ¢ = 0.423), seguido del grupo
con alta patogenicidad (1.42um, o = 1.272) (figura 13 a). No se observé una asociacion
estadisticamente significativa entre el tamafio capsular pre y post induccion en G. mellonella 'y los

resultados obtenidos en patogenicidad (p= 0.965) y los ST (p= 0.216).

Tamarfio capsular - MLST: al analizar la relacion de los tamafios capsulares con las ST més
frecuentes, se observo que los ST2, ST69 y ST95 presentaron mayor aumento del tamafio capsular
(1.158, 1.755 y 1.601um respectivamente) en comparacion con los aislamientos agrupados en el

ST377 que presentaron menor cambio (0.425 pm) (figura 14).
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a. Tamafio capsular pre y post-inoculacién en G. mellonella
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Figura 13. Tamafio capsular en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. A la izquierda se muestran los resultados obtenidos del tamafio

capsular pre y post-inoculacion en G. mellonella y a la derecha los resultados obtenidos en la induccidon del crecimiento de la capsula en MOPS.

p <0.05 ™); p <0.01 **); p <0.001 (***); p>0.0001 (F***),
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Figura 14. Distribucién del tamafio capsular pre y post inoculacion en G. mellonella de 21 aislamientos
clinicos de C. neoformans var. grubii agrupados en las secuencias tipo mas frecuentes a) ST69, b) ST2, ¢)
ST95y d) ST377. Los aislamientos se agruparon segln a patogenicidad: azul (baja) negro (intermedia) y

rojo (alta). p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****).

1.4 Induccién del crecimiento capsular en MOPS.

Se indujo in vitro el crecimiento de la capsula mediante MOPS (ver materiales y métodos). Se
observé que en 22 aislamientos las cdpsulas aumentaron significativamente respecto a las
condiciones basales (p<0.0001) siendo el promedio de la capsula de los 29 aislamientos en
condiciones basales de 1.03 um (¢ = 0.240) y en condiciones de inducciéon de 1.91 pm (o = 1.681),
estos resultados corresponden a tres replicas bioldgicas. Igual que con las anteriores caracteristicas
fenotipicas estudiadas, a continuacién, se estudi6 la relacion de la induccion del crecimiento

capsular con la patogenicidad y los perfiles de MLST (anexo 2).

Induccidn capsular - patogenicidad: en general en los aislamientos con baja patogenicidad se
observaron capsulas de mayor tamarfio (1.730 um de promedio) respecto a los de alta (0.630 um) y
de intermedia (0.498 um) patogenicidad. (figura 13b). En cuatro aislamientos se observaron los
mayores tamarios capsulares, siendo dos y dos aislamientos den alta y baja patogenicidad
respectivamente (figura 15). El aislamiento que presento mayor crecimiento de la capsula fue el

2725 categorizado con baja patogenicidad. En promedio la capsula en condiciones basales fue de
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0.94 um y en condiciones de induccion fue de 8.54 um (o = 5.421). Por otra parte, en los
aislamientos 2257, 2503, 2583, 2619 y 3102 no se observé aumento en el tamafio capsular
(figura 13b).

a)
251
=
20+
-Basa]
159 - - Induccion

micras (um)

%
o e

2725-ST69  2926-ST95 2643-ST69 3463-ST6

Baja patogenicidad Alta patogenicidad

2725 2926 2643 3463

Basal

X= 095um

Induccién

X= 85%m

Figura 15. Aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii que presentaron mayor cambio en la
induccion de la capsula. p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****).

Induccidn capsular - MLST: al analizar los tamafios capsulares con las ST mas frecuentes, se
observo que los ST69 y ST95 presentaron en promedio un mayor aumento en el tamarfio capsular
de 1.938 y 1.624 um respectivamente. En cuanto a los aislamientos pertenecientes al ST2'y ST377
se observd un cambio en menor proporcion, de 0.347 y 0.425 pum respectivamente. Se encontro
asociacion estadisticamente significativa (p>0.002) entre las ST mas frecuentes (ST2, 69, 97y 377)
y la induccion del crecimiento capsular en MOPS. Por otro lado, al comparar los tamafios

capsulares de las ST mas frecuentes en el ensayo pre y post inoculacion en G. mellonella, se
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observaron resultados similares a los obtenidos en la induccién con MOPS con los ST69, ST95 y
ST377. Por el contrario, los resultados obtenidos para ST2 difieren, ya que el promedio obtenido
del tamario capsular en el modelo invertebrado fue de 1.158 umy en MOPS de 0.347 um. En estos
resultados no se observo asociacion estadisticamente significativa entre la induccion del
crecimiento capsular y los resultados obtenidos en patogenicidad (p= 0.890) y el tamafio capsular
pre y post- inoculacion en G. mellonella (p= 0.283).

1.5 Pigmentacién de melanina.

La pigmentacion de melanina se analiz6 por medio de una escala visual (ver materiales y
métodos). El 41.3% de los aislamientos presentd baja pigmentacion de melanina, el 20.6% media
y el 37.9% alta pigmentacion, estos resultados corresponden a tres replicas bioldgicas. Se analizo
si existia relacion entre los resultados de melanina y los resultados de patogenicidad, MLST y

tamano capsular (figura 16, anexo 2).

Pigmentacidn - patogenicidad: de los 7 aislamientos categorizados con baja patogenicidad se
observaron 3 con baja pigmentacion, 2 intermedia y 2 con alta pigmentacion. También dentro de
los aislamientos de alta patogenicidad se incluian aislamientos con todos los niveles de
pigmentacion, 4 de baja, 3 de intermedia y 5 de alta. Como era de esperar, con estos datos, al
analizar la clasificacién de patogenicidad con la produccion del pigmento de melanina no se
observaron diferencias estadisticamente significativas, entre los aislamientos mas o menos

patdégenos y con mayor o0 menor pigmentacion.

Pigmentacion - MLST: en las ST mas frecuentes se observd que los aislamientos
pertenecientes a los ST69 y ST95 presentaron mayor pigmentacion; por otro lado, el ST2 se
caracterizo por presentar baja pigmentacion, y finalmente en los aislamientos del ST377 no se

detectd una relacién tan clara ya que se observé baja y alta pigmentacion.
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Figura 16. Resumen de los principales resultados obtenidos en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. Analisis filogenético,
patogenicidad en G. mellonella, tamafio capsular y pigmentacion de melanina. La historia evolutiva se derivo utilizando el método de maxima
verosimilitud basado en el modelo de Jukes-Cantor utilizando secuencias de nucle6tidos concatenados de 7 loci. Los valores de Bootstrap se muestran

para cada rama (1000 repeticiones).
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Pigmentaciéon - tamafio capsular: en 12 aislamientos que presentaron baja pigmentacion en
melanina, se observd en todos capsulas aumentadas en el ensayo de variacion del tamafio de
capsular en G. mellonella. Sin embargo, en 6 de 12 aislamientos con baja pigmentacién, no se
observo aumento capsular en la induccién del crecimiento de la capsula en MOPS. En los 11
aislamientos con alta pigmentacion de melanina, en los dos ensayos realizados de tamafio capsular,

se observo aumento de la capsula en 8 aislamientos.

En conclusidn, no se observé asociacion estadisticamente significativa, entre la pigmentacion
de melanina y los resultados obtenidos en los en las ST (p= 0.207), patogenicidad (p= 0.494),
induccion capsular en MOPS (p= 0.638) y tamafio capsular pre y post induccion en G. mellonella
(p=0.070) (figura 16).

1.6 Determinacion de la susceptibilidad a anfotericina B, fluconazol y voriconazol.

El 100% de los aislamientos fueron sensibles a anfotericina B y voriconazol. Para fluconazol
el 75.8% de los aislamientos presentaron sensibilidad (MIC<I1-8ug/mL) y el 24.2% restantes
fueron dosis dependiente (SDD) (MIC>16-32ug/mL) (figura 16 y 17, anexo 2), estos resultados
corresponden a tres replicas biologicas. Los resultados de la susceptibilidad no se relacionaron con
las variables clinicas, ademas, en la mayoria de los casos no se disponia de datos del esquema de

tratamiento.

Antifingico
a) Anfotericina B
b) Voriconazol

Antiflingico 64 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.12
¢) Fluconazol 0 2 5 5 11 5 1 0 0 0

R SDD S

Figura 17. Resultados de susceptibilidad para a) anfotericina B, b) voriconazol y c) fluconazol de los 29
aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. R: resistente SDD: sensible dosis dependiente, S:
sensible. En la gréafica se indica el nimero de aislamientos cuya MIC es la correspondiente a cada

concentracion de antifangico.
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Con respecto a la relacion de los datos de sensibilidad antifungica y los fenotipos estudiados
anteriormente, los resultados obtenidos de los 7 aislamientos SDD al fluconazol pertenecian a 6
ST. Los aislamientos que fueron SDD a fluconazol se distribuyeron en todas las categorias de
patogenicidad; tres aislamientos con baja patogenicidad (2807, 2926 y 3279), uno con
patogenicidad intermedia (1959) y en tres categorizados con alta patogenicidad (2779, 2881 y
3104). Ademas, de los 7 aislamientos SDDs al fluconazol 4 presentaron capsulas aumentadas en el
ensayo capsular pre y post inoculacion en G. mellonella, 5 se relacionaron con capsulas pequefias
en la induccidn del crecimiento de la capsula en MOPS y en 5 presentaron alta pigmentacion de

melanina.

1.7 Analisis de componentes principales (PCA).

Con los datos obtenidos en los ensayos fenotipicos, (figura 16), se realizd un anélisis de
componentes principales, con el objetivo de determinar si hay relacién entre la patogenicidad y los
factores de virulencia. Para este analisis se utilizaron las variables de patogenicidad, resultados de
la capsula (determinacion del tamafio capsular pre y post G. mellonella, induccion capsular en

MOPS vy el delta del cambio), y los resultados obtenidos en la pigmentacion de melanina.

La mayor contribucion de las variables para la primera dimensién correspondié al delta del
tamarfio capsular inducido por MOPS, seguido por las variables correspondiente tanto a induccién
in vitro en MOPS como en el modelo in vivo post-inoculacion en G. mellonella (figura 18). De
forma similar, la variable correspondiente a los grupos propuestos para discriminar los aislamientos
en alto o bajo cambio del tamafio capsular present6 una alta contribucion en esta dimension (ver
halo azul en la figura 18). Por otra parte, en la segunda dimension calculada presentaron una mayor
contribucion las variables correspondientes a la mediana del tamafio inicial de la capsula, tanto en
el modelo in vivo pre-inoculacién en G. mellonella como la capsula basal in vitro en MOPS. El
porcentaje de la varianza de los datos para las primeras dimensiones fue del 54.1% y 24.5%.
Considerando la variacion explicada para cada uno de las dimensiones y la contribucion de las
variables, el analisis sugiere que las variables que miden la modulacién del cambio en el tamafio
capsular son las mas representativas; por esta razon, los aislamientos pueden ser separados en dos
grupos, aquellos con un alto o un bajo cambio en el tamafio capsular, ademas agruparon la mayoria
de aislamientos clasificados como de alta patogenicidad, independientemente del método empleado

para su evaluacion, es decir, MOPS o el modelo G. mellonella (figura 16, anexo 2).
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Figura 18. Coordenadas calculadas para cada aislamiento y su pertenencia a las categorias propuestas. Se

observa una correlacion positiva, la variable que mas peso tiene en el analisis es la diferencia del tamafio

capsular en la induccion en MOPS. Las letras en color corresponden a: (B) baja, (1) intermedia 'y (A) alta
patogenicidad, los ST mas frecuente se observan resaltados en color. En el halo azul se observa la

modulacion del tamafio capsular.

1.8 Determinacion de variantes genéticas asociadas a genes involucrados en capsulay produccion

de melanina.

A través de una revision sistematica realizada en los recursos bioinformaticos de Phidias

(http://www.phidias.us/victors/), Database of virulence factors in fungal pathogens

(http://sysbio.unl.edu/DFVF/), Pathogen host interactions (http://www.phi-base.org/index.jsp) y

complementada por rastreo bibliografico, se buscaron genes asociados con factores de virulencia
en C. neoformans. Se identificaron 322 genes relacionados con cdpsula, melanina y patogenicidad

(anexo 3). Las lecturas o reads obtenidas de la secuenciacion completa de cada aislamiento se
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mapearon contra el genoma de referencia H99 empleando el médulo ReadsAligner del programa
NGSEP v4. La anotacion de las variantes se realizd empleando la anotacién del genoma de
referencia, para lo cual se implement6é el moédulo VCFAnNnnotate de NGSEP v4. Finalmente, se
filtraron Unicamente las variantes gendmicas asociadas a los 322 genes; con el objetivo de
discriminar aquellas que tienen una mayor probabilidad de impactar la actividad y/o funcion de las
proteinas correspondientes, las variantes resultantes fueron adicionalmente filtradas por su
ubicacion en regiones predichas como dominios funcionales empleando la anotacién funcional

recuperada para el genoma de referencia con InterProScan.

Con el objetivo de caracterizar la variacion presente entre los aislamientos clinicos, se
identificaron los polimorfismos en un solo nucleétido (single nucleotide polymorphisms — SNP) y
las inserciones o deleciones (INDELS) presentes en los 322 genes revisados por literatura y bases
de datos que estan asociados a patogenicidad en C. neoformans de los genomas de cada aislamiento
contra el genoma de la cepa de referencia (H99). Se identificaron un total de 5.031 variantes
bialélicas de tipo SNPs e InDels y 21 multialélicas; estas Ultimas fueron descartadas. Esta
identificacion se realizd en 28 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii (MT VNI). De
este analisis se descarto el aislamiento H0058-1-3589 debido a que pertenecia al TM VNII.

Del total de variantes 313 correspondieron a InDels y 4.718 a SNPs. De ellas, 20 fueron
anotadas como variantes de alto impacto, 964 de impacto moderado, 1.729 de bajo impacto y 2.318
modificadoras (ver materiales y métodos). Las variantes se seleccionaron de acuerdo con su
ubicacion en sitios predichos como regiones o dominios funcionales, 496 variantes no sinénimas

fueron consideradas para analisis posteriores.

Se recopilaron estas 496 variantes no sinénimas de los 322 genes relacionados a factores de
virulencia, a continuacion, se realiz6 un andlisis de componentes principales, con el objetivo de
determinar las variantes con mayor contribucion a la variabilidad genética observada entre los
aislamientos clinicos. Se calcularon los valores de carga (loading values) para seleccionar las
variantes con mayor contribucion para los tres primeros componentes principales. La anotacion de

los genes identificados se realiz6 empleando la base de datos FungiDB (http://fungidb.org/).

El porcentaje de la varianza explicada por el primer componente fue 38%, para el segundo

componente del 27%, mientras que para el tercer componente fue del 13%. Estos componentes
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explican el 78% de la variacion observada a nivel genético para los 322 genes. Asi mismo, los
aislamientos se agruparon en 4 clusteres, dentro de los cuales se puede discriminar los aislamientos
por ST (figura 19). Un total de 157 variantes fueron filtradas por la contribucién a los componentes
principales, de las cuales 52 contribuyeron en mayor proporcion al primer componente, 64
variantes al segundo componente y 41 variantes al tercer componente principal. Estas variantes

estuvieron presentes en 86 genes de los 322 genes bajo estudio (anexo 4).

Con el objetivo de determinar las variantes gendémicas asociadas a los grupos de aislamientos
propuestos para tamafio capsular (alto y bajo), pigmentacion de melanina (alto, intermedio y bajo)
y patogenicidad (alto, intermedio y bajo), se realiz6 una prueba exacta de Fisher empleando la
funcion fisher.test en R para evaluar la hipdtesis de independencia entre los genotipos y su
pertenencia a los grupos fenotipicos. Todos los valores p (p-value) se ajustaron por multiples
comparaciones entre genes y se filtraron con un valor de significancia de 0.05.

Un total de 48 variantes no sindnimas estuvieron asociadas a los grupos fenotipicos propuestos,
de las cuales, 18 se asociaron con los fenotipos de tamafio capsular, 29 con los fenotipos de
produccién de melanina, y uno con los fenotipos de patogenicidad (anexo 5). Estas variantes se
cruzaron con aquellas obtenidas por el analisis de componentes principales, con el objetivo de
establecer aquellas variantes que consistentemente pueden ser asociadas con fenotipos a través de
diferentes aproximaciones estadisticas.

Los 39 genes que agruparon las 48 variantes no sindnimas identificadas se muestran en la tabla
4, se identificaron cuatro genes relacionados con el termino GO de patogenicidad (PMT4, IPK1,
IRK3 y CNAG_05005), cuatro genes relacionados con la organizacién en la estructura de
encapsulacién externa (OVA1, ROM2, PTP1y CNAG_04753) y tres con el proceso biosintético y
metabolico de melanina (SER202, NUP75 y PBX2). Los SNPs asociados a codones de parada de
estos 39 se ubicaron en 9 genes de ellos y se muestran en la tabla 4. Con respecto a las secuencias
tipo, el ST69 presentd caracteristicas especificas en los genes IRK3 y PBX2, ademas de en todos
los genes relacionados con capsula. Esta secuencia tipo se caracterizé por presentar aislamientos
relacionados con baja produccion de melanina, alta produccion de la capsula y patogenicidad
variada entre los 9 aislamientos clasificados en la ST69. En las secuencias tipo mas frecuentes se
observaron caracteristicas particulares, tanto en los factores de virulencia evaluados como en los

SNPs asociados a genes de capsula y melanina. No se observd un patrén entre los resultados
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obtenidos en patogenicidad en G. mellonella, y las secuencias tipo, tamafio capsular, pigmentacion

de melanina y variantes sin sentido evaluadas.

ST2

( )STSQ

EV1 =39%
EV2=27%
EV3=13%

Figura 19. Andlisis de componentes principales empleando las variantes genémicas de 322 genes

relacionados a capsula, melanina y patogenicidad. En la figura se observan las coordenadas para cada uno

de los aislamientos, asi como la pertenencia a los grupos propuestos por cambio en el tamafio capsular

(rojo, aislamientos con alto cambio; azul, con bajo cambio). Se resaltan los grupos o clusteres que se

forman.
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Tabla 4. Descripcion de los SNPs de 39 genes relacionados con los principales factores de virulencia en C. neoformans var. grubii, identificados a

través del analisis de componentes principales y la prueba de asociacion.

ID del gen Nomb!'e del gen Mutacién Descripcion UniProt ID SNPS no SNPs con codones . S,N?S SNPs totales
0 simbolo sindnimos de parada sindnimos
CNAG_00178 R425C DNA repair protein REV1 J9VI80 141 0 76 272
CNAG_00315 V89l HHE domain-containing protein JoVIQ1 19 0 30 91
CNAG_00389 S30N mitochondrial protein JIVEOO 24 0 47 93
CNAG_00815 SIT1 Y1528 MFS transporter, SIT family, siderophore-iron:H symporter  JOVHU4 23 1 73 213
CNAG_03684 A122T ATP-binding cassette, subfamily B (MDR/TAP), member 10 J9VKP8 53 1 53 189
CNAG_03849 ASGL D44N nuclear protein JIVNS6 47 0 91 229
CNAG 03917 NUP75 R655H nuclear pore complex protein Nup85 J9VGC3 102 0 85 233
CNAG_03048 IRK3 Q149R Gluconokinase JIVGW6 17 0 18 124
CNAG_02860 EBGL S192N endo-1,3(4)-beta-glucanase J9VK64 35 0 30 191
CNAG 02771 D330N DNA repair and recombination protein RAD54B JIVKIO 90 0 81 301
CNAG_06929 L2401 1Q domain-containing GTPase activating protein JOVL62 55 0 82 291
CNAG_05005 ATGL S311P ULK/ULK protein kinase J9VRC4 58 1 101 306
CNAG_01294 IPK1 V3601 inositol-pentakisphosphate 2-kinase JIVKS8 43 0 28 485
CNAG_01283 CAP5 RQ600SQ beta-1,2-xylosyltransferase JOVQGE 69 1 47 187
CNAG 01063 11359V WD-repeat protein mipl JOVLF3 42 0 106 213
CNAG_01040 D122G carboxypeptidase D JIVKVE 61 1 52 194
CNAG_00996 PMT4 AS501T dolichyl-phosphate-mannose-protein mannosyltransferase ~ JOVNY5 52 0 97 204
CNAG 02283 A96E Glucoamylase J9VSGL 15 0 6 49
CNAG_02217 CHS7 F619L Chitin synthase JOVMXT7 84 3 91 436
CNAG 02133 SOL3 GI128E 6-phosphogluconolactonase JoVQJ2 14 0 28 76
CNAG_02048 PUTS T3021 Proline dehydrogenase J9VQT3 52 0 50 162
CNAG 03138 CuL3 R287L ubiquitin-protein ligase JO9VUS5 85 0 60 222
CNAG 03187 E152G Protoporphyrinogen oxidase JOW12 56 0 51 149
CNAG 03188 SET202 Q402K histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 specific JIVXK7 39 0 46 152
CNAG_03406 SPP101 P256L compass component sppl JOWVI16 95 0 53 222
CNAG 03433 V226A endo alpha-1,4 polygalactosaminidase precursor JOVQA1 75 0 29 229
CNAG_03555 R100P acylglycerone-phosphate reductase JIWX9 23 0 24 109
CNAG 04119 ROM2 L1121V rho guanyl-nucleotide exchange factor JOVTV9 70 0 124 257
CNAG_04380 N271H peptidase J9VULS, T2BP( 110 0 114 322
CNAG 04753 V1891 Gluconolactonase JIVXY3 38 0 24 181
CNAG_04609 A106T argonaute J9VW13 33 3 82 308
CNAG_01584 E163G hydrolase J9VYQ7 20 0 26 149
CNAG 01631 AB97G mMRNA cap guanine-N7 methyltransferase JIVWP6 72 0 72 311
CNAG_01868 D46N protein KTI12 J9VZI0 23 0 24 79
CNAG_02008 OVA1l NAG2KA nuclear protein J9vZU0 31 0 38 122
CNAG 06382 S378P beta-transducin repeat containing protein JIW363 76 1 45 176
CNAG_05562 PBX2 D253G parallel beta-helix repeat protein JOW1IW?2 37 0 37 110
CNAG_05607 L417S cytoplasmic protein JOW473 57 2 46 141
CNAG_05662 PTP1 L435M Polyol transporter protein 1 JIOVXU6 30 0 58 161
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2. Estudio del efecto del hierro y el cobre en determinantes de virulencia y en la patogenicidad

de dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

Se escogieron dos aislamientos para el estudio del efecto de 50 uM de hierro y 500 uM de
cobre ya que eran los méas extremos en la capacidad de inducir la muerte de las larvas de
G. mellonella. La seleccidn se basé en los resultados obtenidos del objetivo 1. En la tabla 5 se
puede observar las principales caracteristicas fenotipicas del aislamiento H0058-1-2807 de baja
patogenicidad y H0058-1-3102 de alta patogenicidad. La cepa H99 se utiliz6 como referencia.

Tabla 5. Caracteristicas fenotipicas de dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

1d aislamiento
H0058-1-2807 H0058-1-3102
ST 23 377
) Media
Mortalidad en mortalidad 6 3
G. mellonella ., .
Interpretacion Baja Alta
Efecto de la capsula pre 0.68 1.09
pre y pos inoculacion post 0.72 0.77
en G. mellonella Interpretacion Baja Alta
- ) Basal 0.819 0,921
Induccién de capsula Induccion
en MOPS 0.636 0.707
Interpretacion Baja Baja
Produccion de Escala de color _
Melanina en medio Puntaje 4 1
L-Dopa Interpretacion Alto Bajo
Test de susceptibilidad CLSI
MIC-50
Anfotericina B L 05 05
Interpretacion S S
MIC-50 32 2
Fluconazol L
Interpretacion SDD S
) MIC-50 1 0.03
Voriconazol »
Interpretacion S S
Genes capsulay SNPs 11.56 44.264
melanina ' '
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Figura 20. Desarrollo metodoldgico 2 y 3 objetivo.
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Objetivo 2: Evaluar el efecto de hierro y cobre en la patogenicidad, el tamafio capsular y la

produccion de melanina en aislamientos clinicos de alta y baja patogenicidad de

C. neoformans var. grubii.

2.1. Evaluacion de curva de crecimiento de la cepa H99 en diferentes condiciones de precultivo

con hierro y cobre.

Antes de analizar el efecto del hierro y el cobre en la patogenicidad en aislamientos clinicos

de C. neoformans, se evaluo el efecto de la incubacion de las células en cuatro concentraciones de

hierro y cuatro de cobre en la cepa de referencia H99. Se observé que en las concentraciones de 5

y 50 uM de hierroy 1, 100, 500 y 1000 uM de cobre, el hongo conservo su cinética de crecimiento

similar a la del medio sin metal, mientras que a concentraciones de hierro mayores (500 y 1000 uM)

no crecio (figura 21).

a) Hierro
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Figura 21. Curva de crecimiento de la cepa H99 a diferentes concentraciones de a) hierro y b) cobre.

86



2.2. Evaluacion de la capacidad patogénica de la cepa H99 en diferentes condiciones de precultivo

con hierro y cobre.

A continuacion, se evaluo el impacto en la modulacion de la capacidad patogénica de H99 de
diferentes concentraciones de hierro (5 y 50 uM) y cobre (1, 100, 500 y 1000 uM) en el modelo
G. mellonella. En los 15 dias de seguimiento se observo que, el precultivo con 50 uM de hierro
aumento la patogenicidad de manera significativa en la cepa H99 (p 0.017) en comparacién con las
células expuestas a las demas condiciones y sin el precultivo con hierro. Para el dia 7 despues de
la infeccion la mortalidad fue del 50% en el estado basal (sin metal) y del 90% en 50 uM de hierro.
En las concentraciones de 5 UM, no se detectd una variacion significativa de la supervivencia,

aunque se observo un retraso en la muerte de algunas de las larvas (figura 22a, 22d).

En el precultivo con 1, 100 y 500 uM de cobre la patogenicidad aumenté significativamente
en comparacion con la cepa sin precultivo con el metal. La mortalidad fue del 71.2% en el estado
basal (sin metal) y de 90.1%, 83.1% y 91.6% al dia 9 post infeccién para 1, 100 y 500 pM

respectivamente. En la concentracién de 1000 uM la variacién no fue significativa. (figura 22b- d).

Adicionalmente se evaluo el efecto en la patogenicidad al combinar los dos metales. Se realizo
una pre-incubacion con 50+500 uM de hierro y cobre respectivamente, ya que en dichas
concentraciones se habia observado el mayor aumento de la mortalidad (figura 22c-d). Se observd
un deceso rapido en las larvas en los primeros 7 dias, después la mortalidad se desacelera
comportandose de manera similar a la cepa sin precultivo con metales o incluso retrasando la

muerte.
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Figura 22. Efecto de a) hierro y b) cobre y ¢) la combinacién en la patogenicidad de H99 en G. mellonella
d) la tabla muestra los resultados de la prueba estadistica evaluada en condiciones de precultivo con
metales. p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****).

2.3 Efecto del precultivo con hierro y cobre en la capacidad patogénica en H0058-1 2807 y

H0058- 1-3102, aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

Como se indica anteriormente, se seleccionaron los aislamientos H0058-1-2807 y H0058-1-
3102 y se determino el efecto del precultivo de 50 uM hierro, 500uM de cobre y su combinacién
en su capacidad patogénica. Sin el precultivo con los metales la media de supervivencia del
aislamiento 2807 fue de siete dias post-infeccion y en el aislamiento 3102 de cuatro dias
(figura 23). A continuacién, se evalud el efecto del precultivo en medio minimo suplementado con
50 UM de hierro, 500 1M de cobre y su combinacion durante 12 horas. En el aislamiento 2807, en
la combinacion de los metales fue en la Unica condicion en la que se detectd un aumento
significativo en la patogenicidad (figura 24 a, c), en el aislamiento 3102, se observé un aumento
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en la patogenicidad tanto en el precultivo con cada uno de los metales como en combinacion
(figura 24b-c). En conclusion, el precultivo con 50+500 uM de hierro y cobre respectivamente,

aumento la patogenicidad en ambos aislamientos comparado con el estado basal (sin metal).

a)
100
—~ 80— ] — H99
X
< — 2807
g 60 — 3102
E — Control
2 40+
)
Q.
=)
@20+
0 L] L] L] I L] L} L] L} I L} L] L] L] I
0 5 10 15
Tiempo (dias)
b)
Log-rank (Mantel cox)
. . Media
Aislamiento ] . P-value IC
supervivencia
2807 7 0.0001 0.2584 to0 0.7109
3102 4 0.0001 0.4521 to 1.244

Figura 23. a) Curva de supervivencia de dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii b) la tabla

muestra los resultados estadisticos de los aislamientos evaluados.
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== 50uMFe**

==+ 500uMCu”

== 50uMFe®*+ 500uMCu’ (***)
= = Control
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Tiempo (dias)
c) Log-rank (Mantel-Cox)
50uM Fe?* 500uM Cu* 50uM Fe?*+ 500uM Cu* Sin mineral
P-value X P-value X P-value X X
2807 0.1694 9.5 0.1894 10 0.0001**** 6.5 9
3102 0.0006*** 55 0.0195* 6 0.0037** 6 7

Figura 24. Efecto de hierro, cobre y la combinacién en la patogenicidad de dos aislamientos clinicos de
C. neoformans var grubii. a) 2807 y b) 3102, c¢) resultados de la prueba estadistica de supervivencia se
observa el efecto del precultivo de 50 uM de hierro, 500 uM de cobre y su combinacion en G. mellonella,
(X=promedio). p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****).

2.4 Efecto de hierro, cobre y su combinacion en la modulacion del tamafio capsular en
HO058- I- 2807 y H0058-1-3102.

Ya que el precultivo con 50 uM hierro, 500 uM cobre y su combinacion, indujo cambios
significativos en la patogenicidad de los aislamientos clinicos en larvas de G. mellonella, a
continuacion, se evalud el efecto de estos metales en distintos factores de virulencia, empezando
por el tamafio capsular. Tanto en H99 como los aislamientos clinicos mostraron un aumento del

tamafo capsular después del precultivo con los metales (figura 25a y b).

Se utiliz6 medio Sabouraud suplementado con MOPS para evaluar el efecto de 50 uM de
hierro y 500 de cobre y su combinacion en la cepa control H99 y en dos aislamientos clinicos, para
este ensayo se realizaron seis cultivos: 1) en condiciones basales es decir sin induccion de la capsula
en MOPS y sin metales, 2) induccion con MOPS, 3) crecimiento en medio minimo mas MOPS, 4)
precultivo en la combinacion de 50 uM de hierro mas MOPS, 5) precultivo con 500 uM de cobre

méas MOPS y 6) precultivo con 50 uM de hierro, 500 uM de cobre mas MOPS.
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En la cepa H99, el medio minimo correspondié al estimulo que mayor efecto tuvo en la
induccion capsular con una diferencia hasta de 3.1 um, seguido de hierro (2.5 um), la combinacion
de los metales (1.7 pum) y cobre (1.4 pum) y comparado con la cepa sin induccion con MOPS y sin
el precultivo con los metales a esta condicion se denomind basal. EI tamafio del cuerpo celular fue
similar en las condiciones de medio minimo, hierro, cobre y la combinacién, en todos los casos

aumento con respecto a la condicion basal e induccion con MOPS (p <0.0001) (figura 25 b).
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Figura 25. Distribucion del a) tamafio capsular y b) celular de H99, 2807 y 3102. Se evalu6 diferentes
condiciones, basal (crecimiento de células sin induccién con MOPS y sin el precultivo con los metales),
induccion con MOPS (sin precultivo con los metales), medio minimo (crecimiento celular en MOPS més
medio minimo sin metales), 50 uM hierro, 500 UM cobre y su combinacion (crecimiento en MOPS mas
precultivo con las diferentes concentraciones de metales evaluados). p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001

(***); p> 0.0001 (****).
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Los aislamientos clinicos presentaron una dinamica diferente a la cepa H99. El tamafio de la
capsula en el aislamiento 2807 fue mayor en 500 UM de cobre con una diferencia de 2.2 pm
comparado con las demas condiciones, seguido de la combinacién de los metales en 2.1 um. En el
aislamiento 3102, el aumento de la capsula fue mayor en la combinacion de los metales con una
diferencia de 1.8 um comparado con las demés condiciones, seguido del precultivo con 500 uM
de cobre (1.0 um) (figura 25a).

De manera general se puede decir que el precultivo con medio minimo y los metales, se
observo una diferencia estadisticamente significativa en comparacion con la condicion basal y la
induccion con MOPS (p>0.002). En los aislamientos clinicos el mayor cambio se observo en el
precultivo con cobre y en la combinacion. En todos estos experimentos también se determino el
tamario del cuerpo celular y el aumento de la capsula no se relacion6 con un aumento del cuerpo

celular para los aislamientos clinicos (figura 25b) (figura 26).
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Induccién

Medio minimo

50uM Fe?*

500uM Cu*

50+500 uM Fe?* Cu*

Figura 26. Induccion de la capsula en medio MOPS de C. neoformans var. grubii en la cepa H99 y en dos
aislamientos clinicos (2807 y 3102). Se evalu6 diferentes condiciones, basal (crecimiento de células sin
induccién con MOPS vy sin el precultivo con los metales), induccion con MOPS (sin precultivo con los
metales), medio minimo (crecimiento celular en MOPS més medio minimo sin metales), 50 M hierro,

500 UM cobre y su combinacién (crecimiento en MOPS més precultivo con las diferentes concentraciones

de metales evaluados).
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2.5 Efecto en la produccion de células tipo titan en HO058-1 2807 y H0058-1-3102.

Las células tipo titan son el segundo cambio morfolégicos mas importante en C. neoformans
durante la interaccion con el hospedero, el aumento de tamafio en las células se produce tanto en

la cpsula 'y cuerpo celular.

Se utilizé el medio TCM para inducir las células tipo titdn y para evaluar el efecto de 50 uM
de hierro y 500 de cobre y su combinacién en la cepa control H99 y en dos aislamientos clinicos
seleccionados. Para este ensayo se realizaron seis cultivos: 1) en condiciones basales es decir en
Sabouraud y sin metales, 2) produccion de células tipo titan en medio TCM, 3) crecimiento en
medio minimo més TCM, 4) precultivo en la combinacion de 50 pM de hierro mas TCM, 5)
precultivo con 500 uM de cobre mas TCM vy 6) precultivo con 50 uM de hierro, 500 uM de cobre

mas medio TCM.

En la cepa HI9 en el precultivo con 50 UM de hierro se observo la mayor produccion de células
tipo titan en las que el cuerpo celular varié de 11.9 a 26.5um (0=2.3). Esto significé un aumento
de 3.3 veces comparado con el didmetro del cuerpo celular de las células de la cepa sin induccion
con TCM y sin el precultivo con los metales. A esta Ultima condicion la denominados basal y en
ella donde el cuerpo celular vario de 4.4 a 7.7um (0=0.8). En la cepa H99 se observaron células
tipo titan con mayor didmetro en las condiciones con medio minimo y en los metales comparado
con la induccion realizada normalmente en medio TCM. En la combinacion con metales se
observaron células heterogéneas en las que el didmetro celular oscil6 entre 4.6 y 27.7 um (6=6.2)
(figura 27).

Al realizar la induccién de los aislamientos clinicos en TCM no se observé produccion de
células tipo titdn. Cuando se realiz6 el precultivo de las células con cobre y la combinacion con
hierro, sorprendentemente se observd que los aislamientos produjeron células tipo titan
(figura 27). El diametro celular en la induccion con TCM (sin precultivo con los metales) en el
aislamiento 2807 fue de 4.2 a 13.8 um (0=2.1) y en 3102 de 4.3 a14.6 pm (c=2.3). En precultivo
con cobre aumento el diametro celular entre 4.4 y 20.8 um y en la combinacion en 4.5y 19.4 um

en promedio para los dos aislamientos.
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Figura 27. Induccion de células tipo titn en cepas H99, 2807 y 3102. Se evalu¢ diferentes condiciones,
basal (crecimiento de células sin TCM vy sin el precultivo con los metales), induccion con TCM (sin
precultivo con los metales), medio minimo (TCM més medio minimo sin metales), 50 uM hierro, 500 uM
cobre y su combinacion (TCM mas precultivo con las diferentes concentraciones de metales evaluados).

2.6 Efecto en la produccion de melanina en H0058-1 2807 y H0058-1-3102.

El estudio de la produccion de melanina se realiz6 como se observa en la figura 28 en medio
L-DOPA, en la cepa H99 y en dos aislamientos clinicos se realiz6 seguimiento diario durante cinco
dias para este ensayo. Al evaluar la produccion de melanina, en la cepa H99, desde el dia dos en la
combinacion de los metales se observé un aumento de este pigmento comparado con la condicién

sin precultivo con los metales.

En condiciones de precultivo con 500 puM cobre y en combinacion con hierro, la pigmentacion
de melanina se aceler6 en comparacién con el estado basal en los aislamientos clinicos,
comparando con el precultivo con medio minimo. En general la combinacion de los metales fue la

condicion de mayor sintesis de este pigmento se observé (figura 28).
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Dia5 Dia2 Dia5

Figura 28. Pigmentacion de melanina en medio L-Dopa de C. neoformans var. grubii (H99, 2807 y 3102).
Se evaluo diferentes condiciones, basal (sin el precultivo con los metales), medio minimo (precultivo con
medio minimo sin metales), 50 uM hierro, 500 uM cobre y su combinacion (precultivo con las diferentes

concentraciones de metales evaluados).
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Obijetivo 3: Analisis protedmico de los cambios inducidos por el hierroy el cobre y
determinacion de variantes genéticas en genes asociados con hierro y con cobre en dos

asilamientos clinicos de C. neoformans var. grubii de baja y alta patogenicidad.

3. Estudio protedmico del efecto del precultivo de la combinacién de 50uM de hierro y 500 uM

de cobre en H0058-1 2807 y H0058-1-3102, aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

3.1 Analisis global del efecto del precultivo en la combinacion de hierro y cobre.

En los experimentos anteriores se describié que la combinacion de hierro y cobre represento
la condicion en la que los aislamientos clinicos presentaron una mayor modulacion en la expresion
de factores de virulencia. Para obtener informacion tanto sobre los cambios globales en la
abundancia de proteinas como sobre los cambios en proteinas implicadas en los rasgos de
virulencia inducidos por la combinacion de 50 uM hierro mas 500 uM de cobre, se realiz6 un

analisis proteémico de extractos citoplasmaticos de los aislamientos clinicos.

Para la extraccion de proteinas para el estudio de expresion diferencial se ajusté cada
aislamiento a 1.5x108 células/mL en 600 mL de medio minimo y suplementado con la combinacion
de 50 UM hierro mas 500 uM de cobre a 30 °C y 110 rpm overnight. El analisis de proteinas se
realiz6 mediante LC-MS/MS con una columna de cromatografia liquida nano Easy-nLC 1000
(Thermo Scientific) acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucién Q- Exactive HF
(Thermo Scientific) y sin marcaje de las muestras. Se realizaron cuatro replicas por cada

aislamiento y cada condicién.

En la condicion donde se realizé el precultivo con la combinacién de 50+500 uM de hierro y
cobre se identificaron 1.484 y 1.549 proteinas para el aislamiento 2807 y 3102 respectivamente.
En la condicién con medio minimo se identificaron 1.291 y 1.273 en el aislamiento 2807 y 3102
respectivamente. Se analizaron las proteinas que diferian entre cada aislamiento y por cada
condicion: 147 proteinas eran especificas en la condicion de 50+500 uM de hierro y cobre para los
dos aislamientos (anexo 6) y 45 en medio minimo. EIl conjunto de proteinas comunes en las dos

condiciones y para los dos aislamientos fue de 1.008 (figura 29).
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Figura 29. Diagrama de Venn de proteinas identificadas que difieren entre cada aislamiento y por
condicién. Los dos aislamientos clinicos pre-cultivados en combinacion con 50 uM de Fe?* y 500 uM de

Cu*y medio minimo (Mm).

A continuacidn, se realizé un analisis de enriquecimiento de Gene Ontology (GO) en FungiDB.
En el enriquecimiento en procesos biolégicos (PB) en el precultivo con 50 UM de hierro méas
500 uM de cobre se identificaron 1.484 proteinas para el aislamiento 2807 y 1.549 proteinas en
3102. Los PB comunes se relacionaron con: tréfico vesicular, metabolismo del ARNt, sintesis de
vitaminas, transporte transmembrana de cationes y aniones. En la condicién de precultivo con
medio minimo fue comun para los dos aislamientos el enriquecimiento en proteinas relacionadas
con la produccion de lipidos, fosforilacion de fosfatidil-inositol, actividad exportadora de protones
y actividad exopeptidasa de serina. Estas observaciones muestran una diferencia clara en los

procesos bioldgicos inducidos en cada una de las condiciones estudiadas (anexo 7).

En el abordaje cuantitativo sin marcaje o free label, se compar6 cada condicion (Precultivo
medio minimo versus precultivo con hierro y cobre) en cada aislamiento. La seleccion de las
proteinas con tendencia al cambio se baso en las que presentaron una variabilidad menor del 30%,

un g value<0.05 y un Log2 Fold change >2. este filtro se realizo para las dos condiciones. Dentro
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de las proteinas seleccionadas, la relacién de abundancia fue entre -6.64 y 6.64. Las proteinas
diferenciales en el aislamiento 2807 considerando el ratio Fe?* Cu*/Mm fueron 130 (88 aumentaron
y 42 disminuyeron su abundancia, respectivamente) y en el aislamiento 3102, fueron 198 (149
aumentaron y 49 disminuyeron su abundancia, respectivamente) (figura 30a) (anexo 8). Para
entender los mecanismos compartidos entre los aislamientos inducidos por el precultivo en la
combinacion de los metales, se analizaron las 49 proteinas comunes entre los dos aislamientos:30

con mayor abundancia, 14 con menor y 5 con diferente cambio segun el aislamiento (figura 30b).

Los términos GO obtenidos del analisis de las 30 proteinas que aumentaron en la condicion de
precultivo con 50+500 UM de hierro y cobre, se relacionaron con el complejo heterotramérico
adaptador de membrana de clatrina, asi como con procesos relacionados con la biosintesis de
melanina, las actividades ureasa u hidrolasa, respuesta al calor, concentraciones de sal y estrés
osmético (figura 31a, 32). Las proteinas que disminuyeron su abundancia y fueron comin entre
los dos aislamientos (n=14) se relacionaron con términos GO de transporte transmembrana,
respuesta y actividad a los iones metalicos, como la importacién de hierro férrico, i6n cobre y
potasio (figura 31b, 33).

Cinco proteinas estaban reguladas diferencialmente entre los dos aislamientos (ver
figura 30b), dos proteinas aumentaron en el aislamiento 2807: 1) histona arginina metiltransferasa
Carml y 2) fosfoenolpiruvato carboxiquinasa y tres disminuyeron en 3102: 1) proteina
desoxifusina sintasa 2) el transportador de proteina alfa de subunidad Sec61 y 3) la proteina

transmembrana involucrada en el transporte de fosfato inorganico (Pho88).

La herramienta STRING se utilizo para visualizar las interacciones proteina-proteina predichas
y el mapeo KEGG - recurso de base de datos BlastKOALA para el analisis de interaccion de red.
Las 30 proteinas que aumentaron en comun en los dos aislamientos se relacionaron en el
metabolismo de purinas, degradacion de xileno, sintesis de vernolato 11, fotorespiracion, sintesis
de fructosa, biosintesis de glutation, biosintesis de lipoxinas, entre otros (figura 32, anexo 9). Las
14 proteinas que disminuyeron y fueron comunes entre los dos aislamientos se relacionaron con la

degradacion de D-malato, degradacion de fosfatidilglicerol, entre otros (figura 33, anexo 9).
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3.2 Analisis individual de los cambios proteémicos inducidos por hierro y cobre.

A continuacion, se realizd un andlisis independiente de cada los aislamientos. Se analizaron
las proteinas que tenian una abundancia diferencial utilizando los parametros antes mencionados
(ver figura 30a). El andlisis mediante GO de las 56 proteinas que aumentaron en el aislamiento
2807 mostrd un enriquecimiento en procesos de traduccion de la sefial de la proteina Rho,
traduccion de la sefial de la proteina Ras, proceso biosintético de la coenzima A y regulacion de
procesos biosintético de lipidos, entre otros (anexo 10-1libro 1). Las 25 proteinas que disminuyeron
se relacionaron a procesos biosintético de biotina, proceso biosintético de NADP, catabolico del
beta-glucano y esporulacion sexual, entre otros (anexo 10-libro 2). En el aislamiento 3102 el
analisis de las 116 proteinas que aumentaron mostro un enriquecimiento en proteinas relacionadas
con el proceso metabolico UDP-D- xilosa, proceso catabélico de disacaridos, proceso metabolico
de trehalosa, ensamblaje del complejo spliceosoma, respuesta celular al estrés quimico, respuesta
celular al estrés oxidativo y translocacion a lipidos, entre otros (anexo 10-libro 3). Las 33
proteinas que disminuyeron se relacionaron con importacion de iones cobre, transporte de
membrana de aniones, proceso catabdlico de compuestos de azufre, transporte de iones de calcio,
sefializacion TOR y el transporte transmembrana de piruvato mitocondrial, entre otros (anexo 10.
libro 4).

100



b)

kinesin -

retrograde transporter —| T

tartrate dehydrogenase —

NADH:ubiqui idored subunit 4 (mitochondrion) — E
DNA-directed RNA polymerase I and III subunit RPAC2 | B
NADH dehydrogenase —| -

rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin — —

2807 Fe”’Cu’/Mm 3102 Fe**Cu’/Mm

Gly-Xaa carboxypeptidase — 1
a stomatin family protein — I
acidic laccase — T
2 2 o affinity § _ n
2807 FeX*Cu'/Mm 3102 Fe¥*Cu'/Mm high-affinity iron permease CaFTR1

ribosome assembly protein 4 —| —

pumilio domain-containing protein — -
phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP) —| I
pre-mRNA-splicing factor inil — -
histone-arginine methyltransferase CARM1 — —
adenylate kinase 1 — —

81 49 149 glucan 1,3-beta-glucosidase — -
(n=56 up) (n=30 up) (n=116 up) isoleucine-tRNA ligase — —
= = = guanylate kinase — =
(n=25 down) =ty (B8t acetolactate synthase, small subunit — —

(n=5 differential) NADH dehyd biqui 1 beta subcomplex 7 |

tRNA ylcart lad ine bi thesis protein —
6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase —
biquitin carboxyl inal hydrolase L3 —|

alpha 1,6-mannosyltransferase —

nascent polypeptide-associated complex subunit beta —
gluc pressible alcohol dehy transcriptional effector —
glutathione synthetase —|

CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2 —
glutathione S-transferase —

small subunit ribosomal protein S2

NADPH2 dehydrogenase —

mitochondria fission 1 protein —|

iron-sulfur clusters transporter ATM1, mitochondrial —
dioxygenase subfamily protein —

1 horil d .
phosp for

8ly
pre-mRNA branch site protein p14 —
inorganic phosphate transporter pho88 —
chaperone activator —

protein-L-isoaspartate O-methy

hydrolase -
AP-1 complex subunit mu-1 —

methionine aminopeptidase, type I
protein transporter SEC61 subunit alpha —|
nuclear DNA helicase IT -

deoxyhypusine synthase —

CMGC/GSK protein kinase —

translation initiation factor 4E —

JUUHUHTUHUTHT b

II']]]III[lHI]T[I'IIII'IIIIIII'

-10

'
o
o

5 10 -10 -5

o
&1

10

Figura 30. a) El diagrama de Ven indica las 49 proteinas comunes de los dos aislamientos clinicos pre-cultivados en la combinacién 50+500 uM de
hierro y cobre respectivamente. b) expresion diferencial (proteinas que aumentaron y disminuyeron) de proteinas identificadas en ambos aislados
clinicos de C. neoformans var grubii. En rojo se observan las proteinas que aumentaron, en verde las que disminuyeron y en azul las que presentaron

una abundancia diferencial entre los dos aislamientos.
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Figura 31. Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos, celulares y moleculares de proteinas que aumentaron, disminuyeron y con abundancia

significativa en dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.
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Figura 32. Andlisis de interaccién de las 30 proteinas que aumentaron en los dos aislamientos clinicos H0058-1-2807 y H0058-1-3102. Resultados

obtenidos en KEEG, STRING y Fungi DB.
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Figura 33. Analisis de interaccion de las 14 proteinas que disminuyeron en los dos aislamientos clinicos H0058-1-2807 y H0058-1-3102. Resultados
obtenidos en KEEG, STRING y Fungi DB.
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En el andlisis de interacciones proteicas en el aislamiento 2807 en las proteinas que
aumentaron se observo que se relacionaron con biosintesis de L-tirosina I1, prolina, coenzima A,
supervia de glucolisis y ruta del piruvato entre otras: Las proteinas que disminuyeron se
relacionaron con biosintesis de diacilglicerol, cisteina, trealosa y biosintesis de biotina entre otras
(anexo 11-libro 1). Para el aislamiento 3102 en las proteinas que aumentaron se relacionaron con
el metabolismo de butanoato, biosintesis de tirosina, biosintesis de hemo | y de glicina entre otras.
Las proteinas que disminuyeron se relacionaron con respiracion aerobica | y 11, oxidacion de hierro,

biosintesis de L- glutamato y asimilacion de aminoacidos, entre otras (anexo 11-libro 2).

3.3 Perfiles de proteinas relacionadas con la biosintesis de capsula, melanina y otros factores de

virulencia en respuesta al estimulo de la combinacion de hierro y cobre.

Se realiz6 una busqueda de las proteinas en cada condicidn y por casa aislamiento que se
relacionaran con los principales factores de virulencia capsula, melanina y patogenicidad, para esto
se identificaron las proteinas que estaba enriquecidas con procesos bioldgicos de estos factores de
virulencia antes mencionados como los términos GO:0048023, GO:0045230, G0:0042438,
G0:0006582, GO:0048023, GO:0009405, GO:0045229 y GO:0009405

De este modo se comprobé que se habian identificado 205 proteinas tanto relacionadas con la
expresion de los principales factores de virulencia, como son cépsula, melanina como otras
proteinas relacionadas con patogenicidad (figura 34). Todas ellas podrian contribuir a explicar los
fenotipos observados de los aislamientos pre-cultivados en la combinacion 50+500 uM de hierro
y cobre. En la combinacion de hierro y cobre comunes en los dos aislamientos se identificaron 16
proteinas. Estas estan relacionadas con el transporte citosolico (Ctr2) y endosomal (proteina
Vps35), con procesos biosintéticos de regulacion de la capsula (Gsk3 y Chkl), biosintesis de
pigmento (MIn2 y Hem15), sintesis de pared (Och1l), entre otros procesos bioldgicos. Ademas, se
identificaron proteinas Unicas en cada aislamiento y condicién que permiten evidenciar diferentes

estrategias de expresion de factores de virulencia (anexo 12).
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Figura 34. Diagrama de Venn de proteinas relacionas con los factores de virulencia que difieren entre
cada aislamiento y por condicion. Los dos aislamientos clinicos pre-cultivados en combinacion con 50 uM
de Fe?* y 500 uM de Cu* y medio minimo (Mm).

En el aislamiento 2807 tras el precultivo con hierro y cobre se identificaron ocho proteinas
exclusivas relacionadas con la patogenicidad. Estas estaban implicadas en organizacion de
cromatina (Rpd304), respiracion celular (succinyl-CoA synthetase beta subunit), transportador de
carbohidratos (Ptp1, con identificador CNAG_06064), proteina quinasa serina/treonina implicada
en patogenicidad (Ypk1), entre otros procesos biolégicos (anexo 12). En las mismas condiciones
se identificaron 12 proteinas exclusivas del aislamiento 3102 relacionadas con la biosintesis de
capsula y melanina (Cap2, Kre6l, Ssd1, Mbfl), transportador (Afrl) o integridad de la pared

celular (Mpk1) entre otros procesos bioldgicos (anexo 12).

En medio minimo exclusivamente se identificaron transportadores de hierro y cobre (Cftl,
Cfol) en los dos aislamientos. Ademas, en el aislamiento 2807 en esta condicion se identificaron
las proteinas Cmtl y Pbx2 relacionadas con la organizacion de la capsula, Rtfl con la produccion
de melaninay la proteina VVps41 que esta relacionada con repuesta a niveles de nutrientes y hambre.
En el aislamiento 3102 se observaron proteinas de respuesta a pH alcalino Enal, transportador de

carbohidratos Gmtl, transportador de cobre Cccc2, entre otras (anexo 12).
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Posteriormente, se seleccionaron las proteinas con abundancia diferencial y relacionadas con
los principales factores de virulencia de C. neoformans en los aislamientos clinicos. Como se
muestra en la figura 35a se identificaron 8 proteinas comunes entre los dos aislamientos de estas
cuatro aumentaron (Ochl, Gsk3, Ccr4, CNAG_06336) tres disminuyeron (Cfol, Cftl y
CNAG_00682-t26_1) y una abundancia diferente entre los dos aislamientos (Pckl) (anexol3).

A continuacién, se indago6 qué proteinas relacionadas con los principales factores de virulencia
eran exclusivas entre cada aislamiento. En la figura 35b se observan 14 proteinas del aislamiento
2807 Fe?*Cu*/Mm, 9 proteinas aumentaron y 5 disminuyeron. En el enriquecimiento de GO de las
proteinas que aumentaron se observo procesos relacionados con la biosintesis de esfingolipidos,
regulacién de lipidos, desacetilacion de histonas entre otros, las proteinas que disminuyeron se
relacionaron con procesos metabélicos de la N-acetilglucosamina y procesos biolégicos antes
mencionados exclusivos para este aislamiento (anexo 13). En el aislamiento 3102 Fe?*Cu*/Mm, se
identificaron 19 proteinas (ver figura 35c) de las cuales 14 aumentaron y 5 disminuyeron. Los
principales términos GO de las proteinas que aumentaron se relacionaron a la organizacion de la
capsula externa (Cckl, Uxsl, Mpkl y Cdc50), asimilacién de hierro (Cdc50), biosintesis de
melanina (Cckl, Mbfl y MiIn2), proteinas relacionadas en patogenicidad, las proteinas que
disminuyeron se relacionaron con procesos bioldgicos antes mencionados como el transporte de

iones (anexo 13).
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Figura 35. Abundancia relativa de proteinas que aumentaron y disminuyeron relacionadas con la capsula y melanina en C. neoformans var. grubii. a)

proteinas comunes entre los dos aislamientos, b) proteinas exclusivas de 2807 Fe?* Cu* /Mmy c) 3102 Fe?* Cu*/ Mm. En rojo se observan las

proteinas que aumentaron, en verde las que disminuyeron y en azul las que presentaron una abundancia diferencial entre los dos aislamientos.
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4. Efecto de la combinacion de 50+500 M de hierroy cobre respectivamente en la patogenicidad

de ocho aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii en el modelo G. mellonella.

Dado el interés de los resultados encontrados en el analisis de la patogenicidad de dos
aislamientos clinicos de C. neoformans al cultivar las células de la levadura con 50 uM hierro,
500 uM cobre y en combinacion, a continuacion, se indagod si este efecto era general en los
aislamientos clinicos. Para su estudio, se evaluaron otros 8 aislamientos clinicos de C. neoformans

var. grubii, estos aislamientos se seleccionaron del objetivo 1.

Los aislamientos presentaron diferentes perfiles de patogenicidad basalmente (sin precultivo
con los metales) en el modelo invertebrado (figura 36, tabla 6), la mortalidad media en
condiciones basales fue de 8.5 dias después de la infeccion, en condiciones de precultivo con
50 UM de hierro fue de 7 dias post-infeccion, con 500 UM de cobre a los 8 dias y en la combinacién
de los metales de 6.1 dias. Como se muestra en la tabla 6, la patogenicidad aumento
significativamente en 6/8 aislamientos con la combinacion de 50 +500 puM de hierro y cobre
respectivamente, los aislamientos que no presentaron un aumento en la patogenicidad fueron el
3097 y 2881.

Tabla 6. Efecto en la patogenicidad de ocho aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii en
precultivo de 50 uM de hierro, 500 uM de cobre y en combinacion en G. mellonella, la tabla muestra los
resultados de la prueba estadistica de los aislamientos evaluados en condiciones de precultivo de metales.

p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001 (****),

Log-rank (Mantel cox)

50uM Fe?* 500uM Cu* 50uM Fe?* 500uM Cu*

Aislamiento P-value X P-value X P-value X Basal
2257-ST69 falalale 9.5 0.2899 7 * 6 7.5
2643-ST69 * 6 0.1305 6.5 il 4 7.5
2677-ST95 0.385 6 ** 6 ** 5 6.5
2881-ST298 0.1548 115 * 12 0.1939 8.5 10.5
2926-ST95 0.671 9 falalel 8 ** 7.5 10
3097-ST95 0.4108 7 * 6 0.732 7 7
3279-ST69 0.5361 115 0.4284 10 falakel 9 135
3463-ST6 * 7.5 falakaied 7 falakaled 6 9.5
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Figura 36. Efecto de 50 uM de hierro, 500 uM de cobre y su combinacion sobre la patogenicidad de
aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. p <0.05 (*); p <0.01 (**); p <0.001 (***); p> 0.0001
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5 Determinacidn de variantes genéticas asociadas a genes involucrados en hierro y cobre.

5.1 Andlisis de las variantes no sinénimas de los aislamientos clinicos H0058-1 2807 y H0058- I-
3102.

Con el objetivo de caracterizar los polimorfismos de genes asociados a hierro y cobre presentes
en los aislamientos H0058-1-2807 y H0058-1-3102, se identificaron los SNPs presentes en los
genomas contra el genoma de la cepa de referencia H99. Se selecciond estos aislamientos puesto
que tenian el perfil protedmico, ademas, de presentar diferencias en la patogenicidad en
G. mellonella y en los factores de virulencia evaluados. La metodologia implementada fue la
utilizada en la seccidn 1.8, se utilizaron los mismos recursos bioinformaticos, pero en esta ocasion
se realiz6 con genes asociados con hierro y cobre y que estuvieran relacionados con patogenicidad

en C. neoformans. Se identificaron 77 genes para hierro y 49 para cobre (anexo 14).

En la tabla 7 se observan las variantes identificas en los dos aislamientos comparadas con el
genoma de referencia. Solo se seleccionaron las variantes sin sentido para realizar el anélisis de
polimorfismos, puesto que es un tipo de mutacion puntual que provoca la aparicion de un codon
sin sentido en el ARNm transcrito lo que conduce a la produccién de un producto proteico truncado,
incompleto y por lo general no funcional. En los genes relacionados con la homeostasis de hierro
CFO1, CFT1, SIT1, los dos aislamientos fueron comparables con el genoma de referencia. Sin
embargo, se observaron variantes no sinénimas en el aislamiento 3102 para el factor transcripcional
metaloregulador CIR1 y en los genes que codifican paras proteinas Fre. En genes relacionados con
cobre se observo que los transportadores de membrana CTR1 y CTR4 en los dos aislamientos
fueron comparables con el genoma de referencia, pero se observaron variantes no sinénimas en el
aislamiento 3102 en las proteinas de desintoxicacion Cmtl, Cmt2 y en el factor transcripcional

metaloregulador CUF1. En este Gltimo gen se identificaron 4 SNPs.

Se realizé el andlisis para las 49 proteinas que habian mostrado variaciones de abundancia en
los dos aislamientos con el precultivo con 50+500 UM de hierro y cobres (ver figura 30a). Se
identificé un total de 222 SNPs y 32 INDELSs (figure 37a-b), en la tabla 8 se describe las proteinas
que presentaron variaciones en su abundancia y que ademas se identificaron variantes no
sindnimas. Brevemente se identificaron 14 variantes sin sentido de las cuales 11 se relacionaron

con proteinas que aumentaron y dos disminuyeron y una con una abundancia diferencial, cinco
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genes presentaron mas de una variante sin sentido (CNAG_07372, CNAG_04110, CNAG_06199,
CNAG_00682 y CNAG_03675). En el aislamiento 3102, las variantes sin sentido se identificaron
en genes de respuesta a estrés, biosintesis de melanina, actividad ureasa y trasporte mediado por

vesiculas (figura 37c).

Tabla 7. Descripcion de variantes identificadas en dos aislamientos clinicos.

2807 3102

Descripcion de variantes Similitud-H99 variante  Total Similitud-H99 variante Total
Variante 3° UTR 31 8 39 122 55 177
Variante 5 UTR 35 7 42 105 76 181
variante de transcripcion descendente 22 0 22 42 31 73
Variante de intron 52 4 56 136 98 234
Variante sin sentido 78 6 84 239 179 418
Variante de donante de empalme 0 0 0 0 1 1
Variante de transcripcién corriente arriba 74 2 76 180 172 352
Total 292 27 319 824 612 1436
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Tabla 8. Proteinas con abundancia diferencial identificadas en dos aislamientos clinicos de C. neoformans
e identificacion de variantes no sindnimas. En gris se observan el cambio de variante por gen. En rojo las
proteinas que aumentaron y en azul las que disminuyeron. El recuadro verde indica més de una variante de
tipo silenciosa identificada en un gen.

Abundancia Ratio
(log2: Fe**Cu*/Mm)

Genoma de
ID Gen Posicion  referencia ~ Variante 2807 3102 2807 3102 Descripcion
CNAG 00305 784848 A (_; A G chaperone activator
1581287 A © A C
CNAG 07372 1582581 A G G G ﬁ;r?;]:;?rfc:ft?;:?z-,zé-bisphosphatase
1582677 A G A G
protein-L-isoaspartate O-
CNAG_03837 970049 C T C T methyltransferase
CNAG_03238 415554 C T C T dioxygenase subfamily protein
CNAG 03317 634982 A T A T AP-1 complex subunit mu-1
CNAG_04110 29404 A G G G glutathione S-transferase
29983 C A A C
CNAG_04313 539615 G T G T NADPH2 dehydrogenase
CNAG_01833 1034762 A G A G translation initiation factor 4E
CNAG 02007 1516848 T c C 1 adenylate kinase 1
594742 A G A G
595333 G T G T
CNAG_06199 596068 A C A C nuclear DNA helicase Il
597389 C A C A
CNAG_06441 492265 T C T C isoleucine-tRNA ligase
CNAG_04822 348306 A c A C deoxyhypusine synthase
1775166 G A A G
CNAG_006g2 17761%0 T A T Kinesin
1777076 T G T G
1777837 C T C T
506172 G C G C
506802 C A A Cc
CNAG_03675 507547 C T C T pumilio domain-containing protein
907525 T Cc T Cc
90825 C T C T
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Figura 37. Anéalisis de SNPs en 49 proteinas en comun en dos aislamientos clinicos de C. neoformans var.
grubii. a) Diagrama de Venn de polimorfismos de genes asociados a hierro, cobre, capsula y melanina b)
porcentaje de mutaciones para cada tipo de variante ¢) variantes para el conjunto de genes para cada

aislamiento.
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5.2. Anélisis de los cambios de codificacidn no sindbnimos de las variantes SNPs en 10 aislamientos

clinicos de C. neoformans var. grubii.

Dado el interés de los resultados en el andlisis de la patogenicidad en los aislamientos clinicos
de C. neoformans al cultivar las células de la levadura con 50 pM hierro, 500uM cobre y en
combinacion. A continuacién, se buscd las variantes sin sentido en genes asociados a hierro 'y cobre

en ocho aislamientos clinicos de C. neoformans.

En 8 aislamientos clinicos los cuales fueron pre-cultivados con 50uM hierro, 500uM cobre y
su combinacion. En la tabla 9 se indican las caracteristicas evaluadas de cada uno de los
aislamientos (ver resultados del punto 7.1). Brevemente en estos aislamientos se identificaron seis
secuencias tipo. ElI ST69 se caracterizo por presentar una baja produccion de melanina en estado
basal (sin induccidn con metales), el ST95 presento capsulas grandes y una alta pigmentacién de
melanina; en las dos ST aument6 la patogenicidad al pre-cultivar a los aislamientos en la

combinacion de 50 uM hierro y 500uM cobre (ver figura 38).

A continuacion, se identificaron los genes relacionados con la adquisicion de hierro y cobre
como lo son las permeasas de membrana, transportadores citosélicos, metaloreguladores. En la
figura 38, se puede observar los genes asociados con cobre. En general, la maquinaria de
adquisicion de cobre fue similar en los diez aislamientos, se observé que el ST95 y ST377
comparten los mismos SNPs en 6 genes (CNAG_ 05114, CNAG_06668, CNAG_00306,
CNAG_06205, CNAG_06208, CNAG_06424), el ST69 fue el Unico aislamiento que presento un
SNPs en el transportador citosélico CTR2.

En los genes asociados con hierro, se observo que los aislamientos pertenecientes al ST69
presentaron mas variantes no sindénimas en genes como SIT1 (sider6foro), ATM1 (transportador
mitocondrial) y PKA1 (principal subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de AMP
ciclico). En los aislamientos pertenecientes al ST95 presentaron un patron similar al ST377, en las
dos STs se identificaron SNPs relacionados al factor de ensamblaje del de hierro-Azufre citosélico
(NAR1) y un transportador tipo ABC (CNAG_05616) (figura 38).
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Tabla 9. Resumen de los resultados en diez aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii de
secuencia tipo, efecto en la patogenicidad en precultivo con hierro, cobre y su combinacion, induccion de
la capsula en MOPS y produccion de melanina (sin precultivo con metales).

Efecto en la patogenicidad de C. neoformans en G. mellonella,

ST Aislamiento  Medio minimo  50pM Fe?*  500uM Cu” +2?)er':€02;+ CéLn:ul::C;ﬁn&e(;?:S Pr%jzr:;?:ade
ST69 HO0058-1-2257 7.5 9.5 7 6 Baja Baja
ST69 HO0058-1-2643 7.5 6 6.5 4 Alta Baja
ST69 HO0058-1-3279 135 115 10 9 Baja Baja
ST95 H0058-1-2677 6.5 6 5 Alta Alta
ST95 H0058-1-2926 10 9 75 Alta Alta
ST95 H0058-1-3097 7 7 Alta M edia
ST23 H0058-1-2807 9.5 10 6.5 Baja Alta

Se sefiala en grises cada una de las secuencias tipo (ST).
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Figura 38. Analisis de SNPs en 57 genes relacionados a cobre y hierro en 10 aislamientos clinicos de

C. neoformans var. grubii. El color verde indica la ocurrencia con el genoma de referencia (H99) y en rojo

la variante silenciosa (SNPSs)
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DISCUSION
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El objetivo de esta tesis es caracterizar el genotipo, virulencia, proteoma, y el efecto del hierro
y el cobre sobre la modulacion de la patogenicidad en 29 aislamientos clinicos colombianos de
Cryptococcus neoformans var. grubii. Para ello se caracterizo el genotipo utilizando el esquema
de MLST, propuesto por ISHAM, y se determind la variabilidad patogénica de aislamientos
clinicos con el uso del modelo invertebrado G. mellonella, la medicion del tamafio de la capsula,
la produccion de melanina y las variantes no sindnimas de genes asociados al proceso patogénico.
Posteriormente, se evaluo el efecto de el hierro y el cobre en la patogenicidad, el tamafio capsular,
la produccién de melaninay se identificaron las variantes no sindnimas de genes relacionados con
los metales antes mencionados en dos aislamientos clinicos, uno de alta y otro de baja
patogenicidad. Finalmente, mediante el andlisis protedbmico de los cambios inducidos por la
combinacion del hierro y el cobre, condicion en la cual se observd un mayor cambio en la
patogenicidad se encontraron, entre otras, proteinas que funcionalmente estaban relacionadas con

el proceso patogénico.

1. Diversidad genotipica en un grupo de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii

mediante tipificacion por MLST.

Se evaluo el genotipo de 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii de origen
colombiano mediante tipificacion por MLST. Se identific6 una alta variabilidad con 11 secuencias
tipo, de las cuales tres, ST95, ST298 y ST377, no se habian reportado en aislamientos clinicos
colombianos [209]. Ademas, se identificaron cuatro tipos de secuencia de alta frecuencia
reportados globalmente en aislamientos clinicos, a saber, ST2, ST69, ST93 y ST377. Los
resultados de este estudio son similares a la investigacion realizada en México por Beale A, y col,
al encontrar altos niveles de diversidad de secuencias tipo. Los investigadores describieron una alta
diversidad genotipica debido a que reportaron 50 tipos de secuencias en 230 aislamientos de
C. neoformans var. grubii. Ademas, entre las secuencias tipo con mayor frecuencia descritas por
el autor se encuentran dos de las cuales se identificaron con mayor frecuencia en la presente
investigacion, ST69y ST93 [210]. También es de sefialar que en un estudio italiano de aislamientos
clinicos de C. neoformans var. grubii, el ST69 fue el segundo mas prevalente [211]. Por el contrario
en estudios en Indonesia y Kuwait esta secuencia se ha reportado con poca frecuencia [212]. En
cuanto al ST93, este es uno de los tipos moleculares mas frecuentes en paises como China, India,

Indonesia, Sudéafrica, Uganda, Tailandia y Brasil, entre otros [213-215] . Por ejemplo en Brasil es
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considerado uno de los genotipos mas prevalentes de cepas oportunistas que afectan a pacientes
inmunosuprimidos en el norte de este pais [216]. Otro de los ST mas frecuentes en este estudio fue
el ST2, que presenta como caracteristicas relevantes que la cepa H99 hace parte de este tipo de
secuencia y en Colombia se ha detectado esporadicamente en aislamientos clinicos [209].
Asimismo, ST2 ha sido reportado con baja frecuencia en otros paises como Africa, Argentina,
Estados Unidos y Brasil, sin embargo en Alemania hay una alta prevalencia de este ST
[27,210,217].

En el estudio mas reciente realizado por el Grupo de Estudio Latinoamericano de
Criptococosis recopilaron 41 secuencias tipo de los datos publicos disponibles de C. neoformans.
Las secuencias tipo mas frecuentes incluian ST2, ST5, ST23, ST77 y ST93 entre cepas clinicas,
ambientales y veterinarias [218]. Esto es comparable con la presente investigacion al reportar alta
frecuencia en la ST2 y ST93, estos ST se han relacionado genéticamente y se agrupan en clados

cercanos a las ST de aislamientos africanos y asiaticos [210,212].

2. La patogenicidad es independiente a la diversidad genotipica en un grupo de aislamientos

clinicos de C. neoformans var. grubii.

Las larvas de la polilla de cera G. mellonella constituyen un modelo invertebrado ampliamente
utilizado para estudios in vivo de patogenicidad y virulencia de Cryptococcus, en los que la
levadura es capaz de proliferar en el hemocele de la oruga [186,191,219]. Este invertebrado y en
general los insectos tienen poderosos mecanismos inmunes innatos que incluyen la presencia de
hemocitos con actividad fagocitica, que en algunos aspectos se asemejan a la actividad de los

macrofagos y neutréfilos del sistema inmunoldgico innato de organismos mamiferos [186,220].

Los ensayos de patogenicidad realizados en G. mellonella en este estudio mostraron que entre
los 29 aislamientos se presentaron diferentes perfiles dependiendo del tiempo de muerte de las
larvas: los aislamientos de alta patogenicidad mataron en un rango de 2 a 3 dias, los de intermedio
de 4 a 5 dias y los de baja en mas de 6 dias. Doce aislamientos se clasificaron como de alta
patogenicidad, diez de intermedia y siete de baja. La clasificacion se realizé teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en relacion a la cepa de referencia H99, considerada una cepa de alta
patogenicidad [208]. Por lo tanto, se concluyo que existe una alta variabilidad entre los aislamientos
en su capacidad patogénica y ademas que esta no asocid con las variables demogréficas clinicas
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como sexo, edad, origen geografico de los pacientes en los cuales se recuperd el hongo y tampoco
con el resultado obtenido de las secuencias tipo. Este tipo de aproximaciones se ha realizado en
varias investigaciones en las que este modelo permite diferenciar aislamientos mas o menos
patogénicos [191]. Uno de estos es el estudio de Sudafrica, en el cual observaron heterogeneidad
en la patogenicidad aislamientos clinicos; sin embargo, esto no se relaciond con el desenlace de los
pacientes [221]. Quizas las diferencias patogénicas entre los aislamientos obedezcan a las
condiciones ambientales en que el hongo crece, el modelo utilizado y a las condiciones propias del

hospedero.

3. Clasificacion de aislamientos patogenos de C. neoformans var. grubii a partir de los principales

factores de virulencia: capsula y melanina.

La capsula y la melanina contribuyen a la patogenicidad del complejo de especies causantes
de la criptococosis. Diversos estudios han propuesto que la interaccion con predadores ambientales
como las amebas ha supuesto una presion selectiva en esta levadura, que ha conllevado el desarrollo
de caracteristicas que le permiten estar preparada para ambientes extremos, tener una mejor

adaptacion y por lo tanto, tener una ventaja durante la infeccion en mamiferos [222].

Teniendo en cuenta que la capsula es el primer componente que interactia con el sistema
inmunoldgico, su naturaleza dindmica contribuye a la virulencia al evadir las defensas inmunitarias
en el hospedero [99]. En este trabajo, se evalud el tamafio capsular utilizando dos aproximaciones:
a) pre y post-inoculacién en el modelo G. mellonella y b) induccién de la capsula en MOPS. Se
observaron capsulas significativamente mayores después de que el hongo fue inoculado en la larva,
lo que concuerda con los reportes sobre la infeccion en mamiferos y en este invertebrado, que
muestran que los factores de virulencia son inducibles en el proceso de infeccidn en respuesta a la
defensa inmunitaria [191]. La induccion de cépsula in vitro se ha descrito utilizando varias
aproximaciones, una de ellas es el uso del medio MOPS 50 mM pH 7.3, donde el crecimiento de
la capsula se ve favorecido por un pH alcalino [93]. En este medio se observaron resultados
similares a los obtenidos en el modelo invertebrado en el aumento de la capsula. Por tanto, se
comprobo que el medir el cambio de la capsula in vivo o in vitro son aproximaciones equiparables.
El cambio del tamafio capsular visto en las dos metodologias podria estar relacionada con las
caracteristicas propias del hospedero o del ambiente en el cual se encuentre la levadura. De hecho,

se ha reportado que cambios de condiciones ambientales como CO2, pH y suero inducen el aumento
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capsular, como también, concentraciones bajas de hierro y altas de cobre inducen el mismo fenotipo
[94,223].

Evaluar la cantidad de melanina en aislamientos clinicos de C. neoformans permite diferenciar
cepas con mayor capacidad de producir este pigmento [224-228]. Varios estudios proponen que
las cepas que no son capaces de producir melanina presentan una reduccion significativa en la
virulencia [229,230]. En la presente investigacion los perfiles de patogenicidad de los aislamientos
clinicos no se relacionaron con la pigmentacion de melanina: doce se clasificaron como de baja
pigmentacion, seis de intermedia y once de alta. Renney H, y col [231] sugieren que la velocidad
de melanizacion podria ser mas importante que la cantidad final de melanina dado que la
melanizacion protege a las células contra los mecanismos inmunitarios y las células que se
melanizan antes tendrian una ventaja de supervivencia. Sabiiti W, y col [232], demostraron que la
melanina secretada ayuda a la supervivencia de la levadura en el liquido cefalorraquideo, pero
cuando analizaron la cantidad de melanina producida no establecieron una correlacion
estadisticamente significativa. Por lo cual, evaluar la velocidad de melanizacion y no la cantidad

final podria asociarse con los perfiles de patogenicidad.

4. ldentificacion de variantes no sinénimas asociadas a genes de capsula y de melanina que

influyen en la patogenicidad.

En la presente investigacion, tras la secuenciacion del genoma completo de los 29 aislamientos
clinicos, se analiz6 la correlacion fenotipica de aislamientos de C. neoformans var. grubii con
variantes no sinénimas de genes relacionados con los principales factores de virulencia y que
influyen en su patogenicidad. Se determinaron 48 variantes no sindnimas asociadas a los fenotipos
observados (indicados en la figura 16) ubicadas en los dominios funcionales predichos para 39
genes. Algunas de estas se encuentran en genes relacionados con el polisacarido capsular y la
sintesis de melanina (PTP1, PMT4, IPK1, PBX2, OVAl y ROM2). Ademas, estos genes presentan
importantes funciones como el crecimiento, el mantenimiento de la pared celular, la secrecion de
vesiculas extracelulares o la respuesta a estrés. Por lo tanto, seria interesante ahondar en el estudio
de las consecuencias a nivel de secuencia y funcion de proteina producidos por las variaciones
genotipicas detectadas, ya que de esta forma se podria valorar su relevancia en los fenotipos
observados en cada uno de los aislamientos en relacion con la patogenicidad. A continuacion, se

comenta la relacion de cada uno estos genes con la patogenicidad en C. neoformans.
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El gen codificante de la proteina transportadora de poliol PTP1 (con identificador
CNA_05662 o su sinonimo ITR4) estd implicado en funciones como la proliferacion,
diferenciacion celular, muerte celular programada y respuestas al estrés [233,234]. En la presente
investigacion se identificaron variantes no sindnimas en los aislamientos pertenecientes a las
ST63, ST69, ST77, ST93 y ST377. Este resultado concuerda con lo reportado por Nielsen y col,
al encontrar variantes del gen PTP1 en aislamientos de la ST93 en 38 aislamientos clinicos de
C. neoformans en Uganda. En dicho trabajo, se analizaron 652 polimorfismos que eran variables
entre los genomas de los aislamientos que se agruparon en el ST93. Mediante regresion logistica
y anélisis de componentes principales identificaron 40 genes, entre ellos el PTP1, gen que estaba
sobre-expresado en el entorno intracelular de amebas y macr6fagos murinos. La hipétesis que
plantean los autores es que este gen puede estar asociado con la supervivencia humana y la

respuesta inmunologica [235].

Laalteracion del gen PMT4 que codifica la proteina dolichil-fosfato-manosa-
manosiltransferasa en C. neoformans produce efectos en la virulencia, inhibe crecimiento a 39 °C
y aumenta sensibilidad a anfotericina B [173]. Se identifico la variante de este gen en cuatro
aislamientos pertenecientes a las ST5, ST77 y ST298, los cuales presentaron capsulas pequefias.
Las cepas mutantes en este gen presentan defectos morfoldgicos y alteraciones de la pared celular,
posiblemente debidos a cambios en la composicién y sintesis de glucanos [236]. La
proteina O- manosiltransferasas (proteinas Pmt) desempefia un papel importante en la secrecién,
localizacion y funcion de muchas proteinas de pared celular implicadas en la sintesis de sus
componentes como el glucano asi como en la integridad de la pared celular y la

morfogénesis [237].

El gen PBX2 que codifica la proteina de repeticion de beta-hélice paralela que actla en la
remodelacion de la pared celular para mantener la morfologia celular y la disponibilidad de
precursores para otros procesos sintéticos de glicanos [238]. Se identificé la variante de este gen
en los aislamientos pertenecientes al ST69, los cuales presentan en su mayoria capsulas grandes y
poca pigmentacion de melanina. Su ausencia afecta el crecimiento de la pared celular y la capsula.
Ademas, se ha observado en modelos murinos que la ausencia de este gen da como resultado

cambios en la superficie que inducen a que se produzca mayor fagocitosis [239].
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Las inositol polifosfato quinasas (IPK) representan objetivos para el disefio de farmacos
antifangicos. Las IPK convierten el producto de trifosfato de inositol (IP3) en pirofosfatos de
inositol (PP-1P5/IP7) [240]. Se identificé la variante de IPK1 en 14 aislamientos pertenecientes a
las ST5, ST6, ST63, ST77, ST95, ST298 y ST377, los cuales en su mayoria se agruparon en
aislamientos con alta patogenicidad. En analisis de mutantes de delecion en IPK1 indic6 que este
gen es esencial para la patogenicidad. Los mutantes que no producen pirofosfatos de inositol,
exhiben un crecimiento atenuado, integridad de la pared celular comprometida y produccion

reducida de melanina y ureasa [240].

El gen OVAL1 codifica proteinas de union a lipidos y desempefia un papel en el transporte de
vesiculas [241,242]. Kronstad y col, sugieren la hipotesis de que OVAL, esta implicada en la unién
de lipidos, la inhibicién de las serina proteasas y la regulacién de componentes de sefializacion
como las proteinas G heterotriméricas [243,244]. Se identifico la variante de este gen en los
aislamientos pertenecientes al ST69. Hu y col., en el 2007 observaron que Oval desempefia un
papel regulador en el trafico de proteinas y polisacaridos a la superficie celular de C. neoformans,
como un componente de vesiculas secretoras. Los autores concluyen que Oval porta un anclaje de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) que puede servir para unir la proteina a la membrana celular o a los
B-1,6-glucanos en la pared celular [244].

El gen ROM2 que codifica el factor de intercambio de Rho guanil-nucledtido esta involucrado
en el crecimiento a 37 °C, el apareamiento, el mantenimiento de la estabilidad de la pared celular
bajo presiones osmoticas, participa en la organizacion de actina y microtubulos y se asocia con la
virulencia de C. neoformans en ratones [245]. Los mutantes en este gen presentan, ademas de
defectos en el apareamiento y crecimiento a temperatura elevada, dafios en la pared celular (ya que
existe una deficiencia de (1,3) B-d glucano) [246]. Este efecto esta relacionado con que Rom2
interviene en la activaciéon de la GTPasa Rhol que a su vez activa la proteina quinasa Pkcl
involucrada en la integridad celular [247,248] Se identificé la variante de este gen en 20
aislamientos pertenecientes a las ST6, ST23, ST69, ST77, ST95y ST377, los cuales en su mayoria
se caracterizaron por presentar capsulas grandes. Seria interesante profundizar méas en este punto
para conocer si existe alguna relacion entre la variante de ROM2 detectada, este fenotipo capsular

y la pared celular de estos aislamientos clinicos.
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Por otra parte, se identificaron 9 genes que presentan codones de parada, por lo que la proteina
resultante puede ser incompleta y normalmente no funcional. Ademas, curiosamente 9
aislamientos pertenecientes al ST69 presentaron en 7 genes de las 9 variantes no sindénimas
relacionadas con codones de parada. Se identifico este tipo de mutaciones en los genes SIT1,
ATG1, CAP5, CHS7, CNAG_03684, CNAG_01040, CNAG_04609, CNAG 06382 vy
CNAG_05607. Las mutaciones en algunos de estos genes influyen en la expresion de factores de
virulencia. Este es el caso de SIT1 que es necesario para que el hierro se una al sideréforo, por lo
tanto, para el crecimiento de la levadura en ambientes con baja disponibilidad de hierro. También
se han descrito que los mutantes SIT1, tienen defectos en la pared celular y baja produccion de
melanina [141]. El gen ATG1 que codifica para una proteina quinasa se ha relacionado con
procesos de autofagia; ademas, la delecion de este gen altera la composicion y estructura
ensamblada de la capsula [249]. Las deleciones de CHS7, un regulador de la quitinasa Ill, tiene
importancia para la virulencia de patégenos fungicos como C. albicans, C. neoformans ya que los
mutantes exhiben alteraciones morfolégicas [107,250].

Al analizar las variantes no sinénimas segun las secuencias tipo identificadas se observo que
los aislamientos que pertenecen al ST69 presentaron mas SNPs que los aislamientos de las otras
secuencias tipo frecuentes (ST2, ST95y ST377). Los aislamientos del ST69 fueron los Gnicos que
presentaron un cambio de nucleétido en 19 genes incluyendo SIT1, EBG1, CAP5, SOL3 AGOL,
OVAL, CHS7, IRK3 y SPP101 (ver anexo 5). Ademas, ST69 se caracterizd por presentar en la
mayoria de los aislamientos baja produccién de melanina y cépsulas grandes. Mukaremera y col,
en el 2019 [251], proponen que los estudios in vivo con cepas clinicas evolutivamente y
estrechamente relacionadas, como las de secuencias tipo idénticas, deben combinarse con analisis
gendmicos para identificar genes nuevos que son criticos in vivo. Los autores demostraron que las
infecciones con cepas de C. neoformans del mismo tipo de secuencia por MLST podrian tener
diferentes resultados clinicos y fenotipicos. Ademas, concluyen que ningun factor de virulencia in
vitro por si solo explico las diferencias in vivo. Otras investigaciones afirman que pueden existir
una relacion entre la secuencia tipo y el resultado clinico. Los resultados obtenidos estan en

concordancia con estos estudios [252,253].

En un andlisis global de las principales variantes no sinénimas identificadas en genes asociados

a virulencia y patogenicidad en aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii se describio que
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es interesante estudiar mas detenidamente las consecuencias genéticas y funcién de estas proteinas
para poder relacionarlas con las diferencias en rasgos fenotipicos y virulencia que se ha detectado
en estos aislamientos. Se demostrd que es complejo comprender las relaciones entre la diversidad

genotipica, la patogenicidad y los factores de virulencia.

5. Efecto del cultivo con hierro y cobre en la patogenicidad y en los principales factores de

virulencia en aislamientos clinicos de C. neoformans var grubii.

Los metales son esenciales para los distintos procesos metabolicos de las células eucariotas,
sin embargo, el exceso de estos puede actuar de manera toxica [7]. En este trabajo se comprobd
que en altas concentraciones de hierro (100 uM) se inhibe el crecimiento de C. neoformans.
Kronstad J y col, describieron que concentraciones mayores de 100 uM de hierro inhiben el
crecimiento de estd levadura, lo que concuerda con los resultados obtenidos [153,254]. Los
resultados también indican que esté levadura es capaz de crecer con 500 UM de cobre. Una posible
explicacion del porque la levadura pudo crecer en niveles elevados de cobre podria estar
relacionada a la expresion de proteinas de desintoxicacion Cmtl y Cmt2 (metaloproteinas ricas en
cisteina, que tiene la capacidad de unirse a metales pesado como el zinc y cobre) [255,256]. Raja
y col, demostraron que esta levadura secuestra con avidez el cobre de su entorno y tiene la
capacidad de acumular una alta cantidad de este metal [257]. Ademas, Williamson y col,
encontraron una mayor expresion de CMT1y CMT2 en una cepa mutante ctr44 incubada en un
medio con alto contenido de cobre. En esa investigacion concluyeron que Ctr4, Cufl y las
metalotioneinas Cmt pueden estar actuando juntas para regular la toxicidad del cobre cuando

C. neoformans se encuentra en un ambiente con altos niveles de este metal [258].

La adquisicion de estos metales en un ambiente normal se puede realizar simultaneamente y
esto depende de los requerimientos de la célula. Se conocen bien los mecanismos de entrada de
estos metales a la célula y se ha documentado que el cobre puede resultar particularmente
importante durante la patogénesis fungica porgque la homeostasis de este metal también afecta al
hierro a través de un requerimiento de cobre por el transportador de hierro de alta afinidad Fet3
[254]. Basandose en este conocimiento se decidié combinar 50+500 uM de hierro y cobre,
respectivamente, y evaluar el efecto de los dos metales, tanto separados como en combinacion, en
la patogenicidad en G. mellonella y en los principales rasgos de virulencia. Se observo que los pre-

cultivos con 50 uM de hierro y en 500 uM de cobre aumentaron la mortalidad en G. mellonella, y
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al combinar estos dos metales se aumentd significativamente la mortalidad en el modelo
invertebrado en 9/10 aislamientos, lo que se podria explicar por la necesidad de cobre de Fet3.
Ademas, es de destacar que esta tesis es la primera investigacion que aborda el estudio del impacto

de la combinacion hierro y cobre en la patogenicidad en G. mellonella.

Estudios previos en C. neoformans han demostrado que el precultivo con hierro y cobre afecta
la patogenicidad en modelos murinos y que dichos metales estan involucrados en la expresion de
factores de virulencia. Se sabe que la interrupcién de factores metaloreguladores de hierro y cobre
(CIR1 y CUF1), asi como de sus permeasas, da como resultados alteraciones en la patogenicidad
[135,160]. Kronstad y col, describieron la avirulencia del mutante cirl4 en ratones, asi como la
perdida de produccién de la capsula y el aumento de la produccidn de lacasa. Estos estudios fueron
claves para determinar que el hierro afecta el crecimiento de la capsula y el pigmento de melanina
[142]. Ademas, el efecto de cobre esta relacionado con la pigmentacion de melanina [259], y la
carencia o baja produccion de permeasas 0 metaloreguladores de cobre afectan la diseminacion y
expresion de factores de virulencia. Thiele D y col, determinaron que las cepas mutantes que
carecen de las proteinas Cmt o que expresan variantes de Cmts defectuosas para cobre exhiben una
virulencia atenuada como bajo crecimiento de la capsula y una colonizacion pulmonar reducida
[260]. Ademas, los mutantes ctrld, ctrdAy cufld tienen deficiencia de absorcion de cobre y
muestran defectos de crecimiento en condiciones de hierro y ctrld y ctrd4 una reduccion en la

produccion de melanina en agar L-Dopa [261].

Al pre-cultivar los aislamientos clinicos en presencia los estos metales se observaron rasgos
fenotipicos relacionados con los efectos descritos. Al comparar el efecto de los metales en cada
uno de los rasgos de virulencia evaluado se observd, en todos los casos, que existe un impacto
estadisticamente significativo en el precultivo con cobre en aislamientos clinicos de
C. neoformans, ademas de un impacto mayor al usar la combinacién con hierro. Aunque se realizd
la extraccién de proteinas totales, no se logro identificar las metalotioneinas Cmtl y Cmt2, por lo
que no nos es posible saber si estas aumentan o disminuyen en presencia de la concentracion de
cobre empleada. Una posible explicacion de que no se hayan identificado estas proteinas es que
estas se encuentran ancladas a la pared celular y la metodologia de extraccion utilizada no favorece
la identificacion de este tipo de proteinas. Los resultados obtenidos podrian indicar que las

metalotioneinas pueden estar desempefiando un papel de desintoxicacion con la concentracion de
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500 uM de cobre y por esta razon se observaron capsulas aumentadas y mayor pigmentacion de

melanina.

En conclusion, los resultados obtenidos con los aislamientos clinicos de distinto grado de
patogenicidad y virulencia analizadas en este trabajo concuerdan con lo descrito por diversos
autores al observar cambios fenotipicos al pre-cultivar a C. neoformans con hierro o cobre. La
presencia de estos metales favorece el aumento capsular, la pigmentacion de melanina. Ademas,
en concordancia con nuestros resultados, recientemente se ha comprobado que estos metales estan

involucrados en la produccion de células titan [102,123,154,262].

6. Efecto del cultivo con hierro y cobre en el proteoma de dos aislamientos clinicos de

C. neoformans var. grubii.

En el andlisis protedmico de dos aislamientos cultivados en la combinacién de hierro y cobre
se identificaron proteinas que aumentaron su abundancia y que estan relacionadas entre otros
procesos con el estrés celular, trafico vesicular (Ap-1, Vps35), estructura de la pared celular (Ochl,
Ccr4, Gsk3), biosintesis de pigmento (Hem15, MIn2), reparacién de ADN (Chk1), transporte de
proteinas (Mms2), SUMOilacion (Uba2) y un transportador mitocondrial (Atm1). Por lo tanto, la
presencia del precultivo con los metales influye sobre la funcion de proteinas que estan

involucradas en la patogenicidad y cuya relacion se comenta a continuacion.

Respecto al trafico vesicular, la adaptina Ap-1 es un componente importante de las vesiculas
que transportan complejos ligando-receptor desde la membrana plasmatica o desde la red trans-
Golgi a los lisosomas. En levaduras, esta proteina es necesaria para la respuesta transcripcional al
estrés oxidativo [263]. En C. neoformans se han descrito los mecanismos reguladores de Yapl, una
proteina similar Ap-1, que desempefian funciones evolutivamente conservadas como sensor redox
en las respuestas al estrés oxidativo en eucariotas y que promueve la resistencia celular a
metabolitos celulares toxicos producidos durante la glucolisis. La delecion de YAP1 redujo la carga
fangica en ratones y potencio factores de virulencia como melanina y urea [264]. Vps35 forma
parte del complejo de carga selectiva caracterizado por Vps26p, Vps29 y Vps35. Este tltimo es el
componente central mas importante del complejo mediador de la recuperacion de endosomas a
trans Golgi en levaduras [265,266]. La delecion de este gen en H99 permitio comprobar que es un
componente critico para el complejo de nucleo de reconocimiento de carga [267]. Estos datos
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podrian indicar que el aumento del trafico vesicular es importante para que C. neoformans importe

los metales del medio extracelular y pueda utilizarlos en su beneficio.

Entre las proteinas relacionadas con la sintesis de la pared celular, la proteina al,6-
manosiltransferasa Ochl (implicada en la biosintesis de cadena externa de N-glicanos) afecta la
patogenicidad en C. neoformans y es prescindible para la virulencia, induce cambios estructurales
en la pared celular y afecta la exposicion de patrones moleculares asociados a patdgenos [268,269].
En especies de Candida la pérdida de esta proteina tiene efectos similares [270,271]. Por otra
parte, la exoribonucleasa Ccr4-NOT regula la integridad de la pared celular, susceptibilidad a los
farmacos antifangicos y adaptacion a la temperatura del hospedero [272]. EI complejo Ccr4-NOT
es un regulador eucariota conservado, sin embargo, en Aspergillus y Cryptococcus la proteina es

especifica, lo que lo convierte en un candidato interesante para el desarrollo de farmacos [273].

Otras proteinas con potencial para convertirse en diana para nuevos agentes antifingicos son
los inhibidores de la quinasa tipo Il que tienen efectos inhibidores sobre Gsk3
[274]. En C. neoformans, la glucdgeno sintasa quinasa Gsk3 esté involucrada en la regulacion de
esteroles, la deteccion de oxigeno, la sensibilidad al CoCly la virulencia [275,276]. El aumento de
Gsk3 detectado en este trabajo en condiciones de precultivo con la combinacion de hierro y cobre,
unido a que tras el crecimiento en esas mismas condiciones se observé un aumento de la virulencia

de la levadura, estan en concordancia con dicha implicacion de esta proteina en la virulencia.

El aumento de las proteinas detectadas Hem15 y Atm1 se han relacionado con el precultivo de
hierro. La enzima ferroquelatasa (Hem15) la producen los hongos en respuesta a la luz como un
medio para reducir su exposicion a la fotosensibilizacién a través de acciones mediadas por la luz
sobre las porfirinas y esta implicada en la produccion de melanina [277]. El transportador Atm1
tipo ABC, codifica los transportadores de amonio y esta regulado directamente por Cirl [38]. Se
ha descrito que a niveles elevados de cobre, se activa la expresion del gen ATM1 y que la delecién
de este gen da como resultado un defecto en el crecimiento en condiciones de estrés por cobre y

patogenicidad disminuida en ratones [278].

En presencia del precultivo con la combinacion de hierro y cobre también se detectdé un
aumento de proteinas que estan relacionadas con procesos de reparacion ADN, ciclo celular y

diferenciacion, como la quinasa Chk1 involucrada en la respuesta al dafio del ADN. La delecion
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de CHK1 hace que las células sean altamente susceptibles al estrés por dafio del ADN y aumenta
la susceptibilidad a ciertos farmacos como la anfotericina B [279].

También se detecté un incremento de la abundancia de proteinas relacionadas con la sintesis
de proteinas como Uba2 y Mms2. Estas pertenecen al complejo heterodimérico que activa la
proteina SUMO, la cual interviene en el proceso de la modificacion post-traduccional denominado
SUMOilacion; lo que indica que en el precultivo en la combinacion de hierro puede haber un
aumento de este tipo de modificaciones en las proteinas [280,281]. Estas participan en varios
procesos metabolicos de eucariotas, como la biogénesis de ribosoma, regulacion del tipo de
apareamiento, control del ciclo celular, via de reparacidn post-replicacién, entre otras respuestas
[282].

Ademas de las proteinas que varian su abundancia en los aislamientos analizados comentadas
hasta el momento, para cada aislamiento clinico evaluado en precultivo con la combinacion de
hierro y cobre se detectaron proteinas exclusivas relacionadas con los principales factores de
virulencia, y que posiblemente pueden contribuir al aumento de la patogenicidad observado en el

modelo in vivo.

En el precultivo con los metales en el aislamiento de baja virulencia 2807 se identificaron 14
proteinas; de estas, tres (Rpd304, Ypkl y Ptpl) se han propuesto como posibles blancos
terapéuticos. La histona desacetilasa Rpd304 cataliza la eliminacion de grupos acetilo, lo que
conduce a la condensacién de la cromatina y la represion transcripcional. En C. neoformans las
mutaciones en los genes de las histonas implicadas en acetilacion/desacetilacion causan defectos
en la capsula y en el crecimiento y algunos autores sugieren que la remodelacion de cromatina
podria estar involucrada en la regulacion de la virulencia en este hongo [283-285]. La quinasa
Ypkl esta relacionada con las cascadas de sefializacion dependientes de Tor y esta involucrado en
la sintesis de esfingolipidos. También esta implicada en el mantenimiento de la integridad de la
pared celular. Se ha descrito que la eliminacion de YPK1 produce una reduccion de la virulencia 'y
exhibe defectos de crecimiento, particularmente a altas temperaturas [286,287]. La proteina tirosina
fosfatasa también denominada Ptpl (con identificador CNAG_06064) es prescindible para la
regulacion de MAPK. Tae Lenn y col, caracterizaron las funciones de Ptpl en C. neoformans
encontrando que es inducible por estrés. Estos autores concluyen que las proteinas tirosina

fosfatasas (PTP) podrian explotarse como nuevos objetivos antimicoticos [288].
130



Por otro lado, en el precultivo con los metales en el aislamiento mas virulento (3102) se
detectaron 19 proteinas exclusivas en esta condicion. De estas algunas se relacionaron con
resistencia antifangicos, crecimiento a altas temperaturas, integridad de la pared celular y
produccién de melanina. Una de ellas, la proteina quinasa Mpk1 es responsable de la integridad
celular en respuesta a temperaturas elevadas. Ademas, la fosforilacion de Mpk1l es inducida en
respuesta a perturbaciones de la biosintesis de la pared celular por los fA&rmacos antiflngicos y las
cepas mutantes que carecen de Mpk1 atentan su virulencia en modelos murinos [289]. Las vias de
la MAP quinasa y calcineurina Mpk1/Slt2 controlan la integridad de la pared celular y promueven

la remodelacion de la pared celular en condiciones de estrés [290].

Otra de estas proteinas es la proteina de unién ATP Afrl. Se ha demostrado que Afrl
en C. neoformans esta involucrada en la resistencia in vitro al fluconazol e influye en la virulencia
[291]. En una investigacion reciente se proporciono la primera evidencia de que la regulacion del
gen AFR1 afecta la interaccion de C. neoformans-microglia, lo que agrega informacién sobre la
complejidad de la virulencia criptocécica y su vinculo con la resistencia a los azoles [292].
Finalmente, para este aislamiento se identificé una de las proteinas requeridas para produccion de
melanina, Mbfl, un coactivador transcripcional. El mutante de Mbf1 retrasa la melanizacion y
muestran defectos de crecimiento y de apareamiento. Walton y col, propone que
en C. neoformans, Mbfl y Snf5 pueden funcionar juntos para regular la transcripcion de LAC1 en

condiciones que inducen melanina [293].

Como se explica anteriormente, al pre-cultivar las cepas con hierro y cobre se detectaron
proteinas que pueden estar relacionadas con el aumento de la patogenicidad: sin embargo, el por
qué estan relacionadas con determinado aislamiento no esté claro. Por otro lado, no se encontraron
investigaciones que relacionen estas proteinas con precultivo de hierro y/o cobre. Ademas, es
curioso que entre las proteinas exclusivas de una u otro aislamiento haya tantas quinasas y
fosfatasas, por lo cual se sugiere realizar estudios para investigarlo y asi comprobar si existe una
relacion directa o no. Por ejemplo, sera interesante construir mutantes en estas proteinas y analizar

si son, 0 no, mas sensibles a altas concentraciones de estos metales.

Es interesante resaltar que el marcado aumento de la patogenicidad puede explicarse en parte
por los resultados que indican que existe un vinculo entre el pre-cultivo en combinacion de hierro

y cobre y cambios en proteinas asociadas a la capsula, melanina, pared celular y trafico vesicular.
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Sin embargo, para comprender mejor este proceso y sus mecanismos moleculares en detalle es
necesario continuar explorando la dindmica de los metales en la patogenicidad y virulencia en esta
levadura. También seria de gran interés incluir en estas investigaciones diversos estimulos que

encuentran la lavadura en los diferentes ambientes donde interactta con el hospedero.

C. neoformans vive en diferentes nichos ambientales, como en la naturaleza o durante la
infeccion, por lo tanto, esto da como resultado diferentes requerimientos en su fase de crecimiento.
La competencia por metales como el hierro y el cobre entre patégenos oportunistas y hospederos
mamiferos es un aspecto critico para favorecer o no el desarrollo del proceso infeccioso. La
sobrecarga de hierro y/o cobre debido a predisposicion genética, intervencion directa o indirecta,
o al estado nutricional aumentan el riesgo de infeccion por C. neoformans. Barluzziy col,
demostraron que la sobrecarga de hierro exacerba la meningoencefalitis en un modelo de

criptococosis en ratones [136].

Teniendo en cuenta que C. neoformans es el principal agente etioldgico de la criptococosis en
personas inmunocomprometidas (95.6% C. neoformans var. grubii) es importante que, basados en
los resultados de este estudio, en el cual se presentd un marcado aumento de la patogenicidad en
aislamientos clinicos con el precultivo de 50 uM hierro y con 500 M cobre y su combinacién, se
implementen el control de las concentraciones adecuadas en el manejo de cuadros anémicos como
por ejemplo en pacientes con VIH/SIDA, con el fin de prevenir en gran parte estas infecciones
oportunistas. Ademas de postular esta nueva estrategia para cambiar esta infeccion, el comprender
el papel complejo que tienen estos metales en esta levadura también ha permitido identificar

posibles dianas de farmacos antifungicos.
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CONCLUSIONES
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1. Los aislamientos clinicos colombianos de C. neoformans var. grubii analizados
presentaron diferencias en su capacidad patogénica, la cual es multifactorial y susceptible
de ser modulada por la biodisponibilidad de metales como el hierro y el cobre en el

ambiente.

2. Lapatogenicidad y los factores de virulencia evaluados no se asociaron con una secuencia
tipo especifica en aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii, se observd la
combinacion de caracteres individuales que reflejan diferentes perfiles fenotipicos para

cada aislamiento.

3. Elandlisis de componentes principales sugiere que es factible diferenciar aislamientos méas
0 menos patdgenos midiendo el incremento del tamafio capsular, independientemente del

método empleado para su induccion.

4. EI ST69 fue el mas frecuente en los aislamientos clinicos. Los aislamientos que presentan
esta secuencia tipo se caracterizaron por presentar alta patogenicidad, capsulas pequefias y
en la mayoria de ellos baja produccion de melanina. Ademas, se identificaron siete genes

con codones de parada Unicos para esta secuencia tipo.

5. Esta es la primera investigacion en proporcionar conocimiento del efecto de la
combinacién de 50 pM hierro y 500 uM cobre en la patogenicidad y los principales

factores de virulencia de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii.

6. La respuesta frente a estimulos de hierro y cobre posee dindmicas diferentes entre la cepa
H99 y los aislamientos clinicos. En la cepa H99 el precultivo especialmente con hierro
induce la capsula y estd relacionado con la produccién de células tipo titdn. En los
aislamientos clinicos, el precultivo con cobre y su combinacion con hierro significo el
mayor impacto de cambio en cada rasgo de virulencia evaluado. Los aislamientos pasaron
de ser menos a mas patdgenos, aumentaron su capsula con respecto al estado basal y

precultivo con hierro, produjeron células tipo titdn y aumenté la pigmentacion de melanina.

7. La patogenicidad aument6 en los aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii con

respecto a su estado basal al pre-cultivarlos en la combinacion de 50 uM hierro y 500 uM
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cobre. Sin embargo, al analizar las STs, en general no existié una relacionar con su

capacidad patogénica en precultivo con estos metales y las distintas ST.

8. Los cambios protedbmicos producidos en C. neoformans var. grubii tras el precultivo con
la combinacion de 50 uM de hierro y 500 UM de cobre se caracterizaron por un aumento
en la abundancia de proteinas relacionadas con respuesta a estrés oxidativo, integridad de

pared celular, trafico vesicular, capsula y melanina.

9. Se identificaron proteinas exclusivas de interés para futuros tratamientos para cada
aislamiento clinico evaluado: 1) para el aislamiento de baja patogenicidad, proteinas que
se han propuesto como posibles blancos terapéuticos como Rpd304, Ypkly Ptply 2) para
el aislamiento de alta patogenicidad, proteinas relacionadas con resistencia antifungicos
como MpK1y Afrl.
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ANEXOS

Anexo 1. Variables demograficas de aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii

C. neoformans

Caracteristicas n=23 %

Sexo

Masculino 17 73,9
Femenino 6 26,1
Signos clinicos

Dolor de cabeza 20 87,0
Fiebre 14 60,9
N&useas y vomito 15 65,2
Confusion 9 39,1
Signos meningeos 4 17,4
Alteracion visual 5 21,7
Convulsion 5 21,7
Tos 5 21,7
Pérdida de peso 1 4,3

Factores de Riesgo

VIH/SIDA+ 19 82,6
Sindrome de Evans 1 4,3

Sin dato 3 13,0
Condicion

Vivo 3 13,0
Muerto 5 21,7
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Sin dato 15 65,2

Anexo 2. Resultados de ensayos de patogenicidad, capsula, melanina, susceptibilidad, MLST y
variables demograficas de 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii. (ver archivo
Excel)

Anexo 3. Lista de 322 genes asociados a patogenicidad, capsula y melanina en C. neoformans

var. grubii (ver archivo Excel)

Anexo 4. SNPs identificados en 29 aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii (ver archivo
Excel)

Anexo 5. Variantes genomicas asociadas a los grupos fenotipicos propuestos y secuencias tipo (ver

archivo Excel)

Anexo 6. Proteinas identificadas en dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii (ver

archivo Excel)
Anexo 7. Gene Ontology de procesos bioldgicos (ver archivo Excel)

Anexo 8. Proteinas con abundancia diferencial en dos aislamientos clinicos de C. neoformans var.

grubii (ver archivo Excel)

Anexo 9. Principales rutas metabdlicas identificadas tras el precultivo con la combinacién de
hierro y cobre comunes en dos aislamientos clinicos de C. neoformans var. grubii (ver archivo
Excel)

Anexo 10. Enriguecimiento bioldgico en aislamientos clinicos pre-cultivados con medio minimo y

suplementados con la combinacién de 50uM de hierro mas 500uM de cobre (ver archivo Excel)

Anexo 11. Principales rutas metabdlicas identificadas en dos aislamientos clinicos de

C. neoformans var. grubii (ver archivo Excel)

Anexo 12. proteinas relacionadas con la biosintesis de capsula, melanina y otros factores de

virulencia en respuesta al estimulo de la combinacion de hierro y cobre (ver archivo Excel).
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Anexo 13. Abundancia relativa relacionada con proteinas reguladas up y down de la capsula y

melanina C. neoformans var. grubii (ver archivo Excel).

Anexo 14. Identificacion de genes asociados a hierro y cobre en C. neoformans var. grubii (ver
archivo Excel)
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