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RESUMO

O advento de pacientes portadores do HIV e de pacientes imunocomprometidos
provocou um aumento na incidéncia de micoses fungicas, como a criptococcose.
Existem varias classes de antifungicos disponiveis comercialmente para o tratamento
dessas infec¢des que sdo utilizadas de acordo com a patologia e o patdgeno. No entanto,
sdo relatados casos de resisténcia a essas drogas e existe uma grande preocupacdo em
relacdo aos efeitos adversos que elas podem causar nos pacientes. Nesse contexto, o
desenvolvimento de novas drogas antifungicas poderia ser uma solucdo para a
problemética atual das drogas disponiveis e isso requer o estudo de novos alvos
moleculares. O gene ERG6 codifica a enzima esterol C-24 metiltransferase que atua na
converséo de zimosterol em fecosterol. Constitui uma etapa que ocorre em fungos para
a biossintese do ergosterol, mas ndo ocorre nos hospedeiros animais, que possuem
enzimas especificas para a conversdo do zimosterol até colesterol. No presente trabalho,
a funcdo do gene ERG6 foi investigada e caracterizada no fungo Cryptococcus
neoformans demonstrando que a auséncia desse gene gera diversas alteracGes
fenotipicas, tais como sensibilidade ao estresse osmético, ao estresse oxidativo e maior
susceptibilidade a diferentes drogas antifingicas. Além disso, foi ainda observado que a
capacidade de crescer em meios contento diferentes estressores de parede se mostra
alterada. Em relacéo aos fatores de viruléncia conhecidos para C. neoformans, o fungo
foi incapaz de crescer a temperatura de 37°C, porém nédo teve sua producdo de capsula
ou melanina afetadas. No entanto, em testes para observacdo da sua capacidade de
viruléncia in vitro utilizando macréfagos e in vivo com lagartas da espécie Galleria
mellonella mostraram uma reducgé@o na viruléncia em mutantes de ERG6. Por fim a
analise dos esterdis de membrana mostrou que ocorre uma alteracdo em toda a
composicdo de esterdis da membrana celular. Dessa forma, por ser uma enzima
encontrada principalmente em fungos, a Ergé pode ser um alvo molecular potencial
para drogas antifingicas.

Palavras-chave: ergosterol, antifngicos, Cryptococcus neoformans, ERG6, erg6A.



ABSTRACT

The advent of HIV patients and immunocompromised patients caused an increase in the
incidence of fungal mycoses, such as cryptococcosis. There are several antifungal
agents commercially available for the treatment of such infections that are chosen based
on the disease and the pathogen. However, cases of resistance are reported to these
drugs and there is great concern about the adverse effects that they can cause on
patients. In this context, the development of new antifungal drugs could be a solution to
the current problem of the available drugs and it requires the study of potential
molecular targets. The gene ERG6 encodes the sterol C-24 methyltransferase, an
enzyme that acts on the conversion zimosterol in fecosterol. This is a step that occurs in
fungi in the ergosterol biosynthesis, but does not occur in the animal hosts which have
specific enzymes for the conversion of zymosterol to cholesterol. In this study, gene
function of ERG6 was investigated and characterized in the Cryptococcus neoformans
demonstrating the absence of this gene generates several phenotypic changes, such as
sensitivity to osmotic stress, oxidative stress and increased susceptibility to different
antifungal drugs. Furthermore, it was also observed that the ability to grow on media
with different cell wall stressors was also altered. It was observed that the lack of ERG6
greatly affects the permeabillity of the membrane resulting in osmotic and oxidative
stress sensitivity and changing antifungal drugs susceptibility. Furthermore, it was also
observed that the ability to grow in medium with cell wall stressor was altered. About
the virulence factor, C. neoformans was unable to grow at 37°C, but it had not affected
the production of melanin or capsule. However, virulence tests in vitro with
macrophages and in vivo with Galleria mellonella caterpillars showed a decrease in the
virulence of ERG6 mutants. Finally, the membrane sterols analysis demonstrated a
change in the membrane sterol composition. Thus, being an enzyme found especially
fungi, the Ergé may be a potential molecular target for antifungal drugs.

Keywords: ergosterol, antifungals, Cryptococcus neoformans, ERG6, erg6A.
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1 INTRODUCAO

1.1 C. neoformans e a criptococcose

O género Cryptococcus foi criado em 1833 por Kutzing para inserir a espécie
Cryptococcus mollis. A primeira descricdo de criptococcose em pacientes foi realizada
em 1894 a partir da observacéo da infecgdo pelo fungo em uma mulher de 31 anos na
Alemanha. No entanto, apenas em 1901, o fungo isolado foi classificado no género
Cryptococcus, sendo anteriormente classificado como Saccharomyces. Atualmente o
género compreende 70 espécies, entre elas, agentes patogénicos e ndo patogénicos
(Kwon-Chung et al., 2011).

O nome C. neoformans foi definido somente no ano de 1952, apds estudos de
taxonomia dos patogenos em questdo. Estudos para a compreensdo do ciclo de vida
continuaram a ser realizados e, cerca de dez anos ap0s sua classificagdo taxondmica,
foram observadas a formacdo de hifas com conexdes em forma de grampo. Dessa
forma, foi demonstrado que o fungo possui tipos sexuais diferentes que podem se
conectar e formar basidios e basididsporos. O fungo, portanto, apresentava ciclo sexual
definido e sua forma teleomorfica foi denominada Filobasidiella neoformans (Perfect &
Casadevall, 2011).

Foram identificados trés variedades e cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) diferentes
de Cryptococcus, baseados nas reacGes de aglutinacdo da céapsula. O sorotipos A
corresponde ao C. neoformans var grubii; e D e AD ao C. neoformans var. neoformans,
enguanto que os sorotipos B e C séo C. gatti. Os sorotipos A e D afetam principalmente
pacientes imunocomprometidos, enquanto os sorotipos B e C afetam pacientes
imunocompetentes (Idnurm et al., 2005).

O C. neoformans é um fungo patogénico causador da criptococcose, podendo
infectar o sistema nervoso central causando uma meningoencefalite (Hull & Heitman,
2002). E um fungo dimérfico encontrado em todo o mundo em solos contaminados,
troncos de eucaliptos e em excretas de pombos (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Possui
um ciclo de vida bastante definido podendo variar da forma leveduriforme a
filamentosa.

O ciclo assexual que é caracterizado pela formacdo de leveduras ocorre nos

tecidos durante a infec¢éo, enquanto o ciclo sexual que é caracterizado pela formacéo de
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hifas transitorias que podem ser visualizadas em meios de cultura especificos
(Karkowska-Kuleta et al., 2009). C. neoformans apresenta caracteristicas fenotipicas e
morfolégicas Unicas por ser um fungo encapsulado. Essa cépsula é constituida por
polissacarideos, principalmente glucuronoxilomananas (GXM) e galactoxilomananas
(GalXM) (Bhattacharjee et al., 1984), e é clinicamente importante para a viruléncia e
para a classificagdo em sorotipos do fungo (Grupta & Fries, 2010).

Essas leveduras possuem dois tipos sexuais diferentes, “a” e “a”, que em
determinadas situacdes, como resposta a ferorménios ou limitacGes de nutrientes, se
fundem provocando a cariogamia e a consequente formacdo de basidios. Apesar da
existéncia de dois tipos sexuais, o tipo “a” ¢ muito mais encontrado no meio ambiente e
acredita-se que o fato ocorra devido a uma vantagem na formacdo de frutificagdo
haploide e a basidios do tipo sexual a serem capazes de causar mais infeccdes clinicas
(Hull & Heitman, 2002). No ambiente, o fungo se apresenta no geral como um
basidiomiceto que libera basidiésporos, que se convertem para a levedura a temperatura
de 37°C no hospedeiro (Karkowska-Kuleta et al., 2009).

Os basidiosporos ou as células leveduriformes podem ser inaladas e se disseminar
no organismo provocando infeccdes pulmonares em individuos imunocompetentes (no
caso de C. gattii) e principalmente de imunocomprometidos (Karkowska-Kuleta et al.,
2009), como se visualiza na Figura 1. A infeccdo pode ser assintomaética, cronica ou
aguda, sendo que infeccBes pulmonares sdo 0s principais casos assintomaticos, mas que
podem se disseminar provocando uma infec¢do sistémica, que pode atingir o sistema
nervoso central (Voelz & May, 2010).

Durante muitos anos, o fungo foi de interesse apenas aos micologistas e médicos
por serem pouco Vistos na pratica clinica, no entanto, com o advento do HIV e de
pacientes imunocomprometidos, a criptococcose passou a ser encontrada com mais
frequéncia na pratica clinica, tornando-se uma importante doenca e causando inimeras
mortes nesses pacientes (ldnurm et al., 2005). Segundo o mesmo autor, nos ultimos
anos, 0 uso de terapias antifungicas e anti-retrovirais provocou uma reducdo na
prevaléncia de criptococcose, porém, a doenga ndo deixou de ser uma preocupacao.
Apesar do tratamento medicamentoso, a doenga ainda continua gerando preocupagéo
devido a sua significante taxa de morbi-mortalidade, cuja incidéncia varia de 0,04% a
12% por ano entre pacientes com HIV, tendo o nimero estimado de cerca de um milhdo
de casos por ano que resultam em cerca de 650 mil mortes no mesmo periodo (Park et
al., 2009).



Inalagdo para os
pulmdes

Depdsito nos

Propagulos ;
alvéolos pulmonares

Disseminagao ao
Sistema Nervoso
Central

Arvores de
Eucalipto

Excretas de
,ﬁ
N

Figura 1: Ciclo de vida do C. neoformans.

O fungo, em geral, é encontrado na sua forma teleomdrfica no meio ambiente, em plantas e
principalmente em excretas de pombos. Esporos ou leveduras podem ser inalados e se instalarem nos
pulmdes ou podem ainda se disseminar para o sistema nervoso. As células podem ser isoladas e
cultivadas em meios especificos para a producéo de capsula e melanina a fim de confirmar a infeccdo por
C. neoformans.

Fonte: Adaptado de Hull & Heitman ( 2002).

Existem trés fatores de viruléncia de Cryptococcus bem estabelecidos, que sdo a
capacidade de produzir capsula, de produzir melanina e de crescer a 37°C. A capsula
polissacaridica, formada majoritariamente por GXM e GalXM (Bhattacharjee et al.,
1984), foi observada desde a descri¢do do fungo, porém apenas na década de 1930 foi
sugerido o seu papel na viruléncia do fungo (Janbon & Doering, 2011). Posteriormente,
estudos demonstraram que a capsula estava relacionada a atividade antifagocitica e
imunomodulatéria, sendo importante para a replicacdio do fungo em macréfagos,
podendo afetar a apresentacdo de antigenos, a producdo de citocinas, e ainda inibir a
migracdo de leucdcitos nos sitios infectados. Foi, ainda, observado que seu
aparecimento e tamanho estdo condicionados a fatores ambientais, como a presenca de
vitaminas, aminoacidos, CO,, concentracdo de ferro, presenca de ions, bem como
fatores que afetam a pressdo osmotica (Janbon & Doering, 2011). A cépsula apresenta
variagOes nas concentracdes de seus constituintes entre diferentes cepas e parece sofrer
modificagdes em sua estrutura e tamanho de acordo com o0 meio, possuindo
propriedades dindmicas que variam de acordo com as diferentes situacfes (Rodrigues et
al., 2011).

Essa capsula pode ser detectada por microscopia opticaot utilizando tinta nanquim
e, devido a sua capacidade de excluir as particulas de tinta, apresenta-se branca ao redor
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da levedura. Pode, ainda, ser detectada por anticorpos monoclonais ou policlonais
contra epitopos de carboidratos. Dessa forma, foi observado que todos os isolados
clinicos produzem céapsula e que mutantes incapazes de produzi-la séo avirulentos (Hull
& Heitman, 2002). Experimentos realizados analisando mutantes ndo capsulados
mostraram que todos foram incapazes de provocar a morte de camundongos (Bulmer et
al., 1967). Atualmente, alguns genes envolvidos na formacdo de cépsula vém sendo
estudados, como CAP59 e CAP64. Mutantes cap59A em C. neoformans demonstraram-
se avirulentos em modelos animais (Chang & Kwon-Chung, 1994) assim como
mutantes de CAP64, apesar dos dois genes ndo estarem relacionados entre si (Chang et
al., 1996).

A melanina foi observada pela primeira vez em 1962 e € caracterizada por ser um
pigmento escuro, com carga negativa, alto peso molecular, hidrofobica, amorfa,
insolivel em agua, resistentes a cido concentrado e susceptivel ao branqueamento com
agentes oxidantes (Nosanchuk & Casadevall, 2003; Trofa et al., 2011). Apesar dessas
caracteristicas, muitas informacdes acerca desse pigmento ainda ndo foram desvendadas
devido a dificuldade de estudo de sua estrutura, porém acredita-se que ele seja formado
por compostos fenodlicos e indolicos. A sintese de melanina é realizada pela enzima
lacase, que possui quatro sitios de ligacdo ao cobre, a partir de substratos fendlicos
(Nosanchuk & Casadevall, 2003). Ainda, para esses autores, a ocorréncia de infeccdo no
sistema nervoso pode estar associada a capacidade de producdo de melanina a partir de
catecolaminas, como dopamina, adrenalina e noradrenalina, encontradas em grande
quantidade nessa regido. No entanto a importancia da melanina na viruléncia esta
relacionada principalmente a protecdo que o pigmento garante contra a resposta imune
do hospedeiro e a sua capacidade imunomodulatoria (Trofa et al., 2011). Mutantes que
tém a capacidade de producdo de melanina afetada ndo sdo avirulentos, afirmam Hull e
Heitman (2002), porém sdo atenuados em modelos animais (Hull & Heitman, 2002).

A capacidade de crescimento a 37°C esta relacionada a sobrevivéncia no
hospedeiro humano; consequentemente, apenas fungos capazes de se proliferar a
temperatura corporal humana provocam infecgfes. Alguns estudos, conforme Hull e
Heitman (2002), observaram que o crescimento a altas temperaturas esta associado a
proteinas como a calcineurina e Rasl. Foi demonstrado que a calcineurina é importante
para a viruléncia em C. neoformans e alteracfes na proteina provocam defeitos no
crescimento a temperaturas elevadas e em meios com pH alcalino (Odom et al., 1997).

A delecéo de RAS1 em C. neoformans originou cepas incapazes de crescer a 37°C e
4



avirulentos em modelos animais. Além disso, a utilizacdo de inibidores da via da
calcineurina nesses mutantes demonstrou que as vias de sinalizagdo da calcineurina e de
Rasl sdo distintas (Alspaugh et al., 2000). Outra via que influencia a capacidade de
crescimento a temperaturas elevadas foi a das MAP quinases (Mitogen Activated
Protein Kinases), na qual a delecdo de MPK1 provocou defeitos de crescimento no
fungo (Kraus et al., 2004).

Apesar de estes serem os principais fatores de viruléncia do fungo, acredita-se que
existam ainda outros mecanismos importantes para o estabelecimento da doenca no
hospedeiro. Liu et al. (2008) construiram uma biblioteca de mutantes a fim de analisar
os fatores de viruléncia em C. neoformans e observaram em varios mutantes de
melanina defeitos na proliferacdo pulmonar. A influéncia da cépsula polissacaridica na
viruléncia também foi observada nos respectivos mutantes, porém foi identificada a
existéncia de mecanismos antifagociticos independentes de cépsula. Por fim, foram
ainda identificados 40 mutantes com reducdo na infectividade e oito com aumento que
afetavam a proliferacdo no tecido pulmonar, porém ndo estavam relacionados a
melanizacao, crescimento ou producdo de capsula, sugerindo, dessa forma a existéncia
de novos mecanismos de viruléncia.

Alguns estudos mostraram ainda que as enzimas fosfolipase e urease contribuem
para a viruléncia. Estudos realizados comparando modelos animais testados com
mutantes de urease identificaram que esta enzima nado esta relacionada aos trés fatores
de viruléncia mais comuns, mas que a patogenicidade do fungo varia entre diferentes
tipos de infeccdo e de animais (Cox et al., 2000). Foi observado que a expressao de
urease afetou a sobrevivéncia dos animais infectados via endovenosa ou intranasal,
enquanto aqueles que foram infectados com injecdo no fluido cerebroespinhal nédo
foram afetados pela auséncia da enzima, sugerindo seu papel na invasdo do sistema
nervoso central, o que foi comprovado com a observagdo de que a urease promove 0
sequestro do fungo nos microcapilares sanguineos (Olszewski et al., 2004).

As fosfolipases sdo divididas em cinco grupos, Al, A2, B, C e D, de acordo com
qual ligacdo éster que é hidrolisada. Sdo enzimas encontradas em fungos patogénicos,
mas também em fungos ndo patogénicos e leveduras industriais. As fosfolipases B
(PLB) e a C (PLC) séo as mais relacionadas a patogenicidade de fungos e a PLB pode
ainda apresentar atividades de lisofosfolipase (LPL) e de lisofosfolipase transacilase
(LPTA) (Djordjevic, 2010). Um estudo utilizando mutantes de fosfolipase B em C.

neoformans demonstrou que a auséncia de genes que codificam para essas enzimas
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provocou defeito no crescimento no interior de macréfagos e redugdo na viruléncia do
fungo in vivo em dois modelos diferentes de infeccdo animal (Cox et al., 2001).
Posteriormente, foi observado que a incorporacdo de acido aracddnico de macrofagos
nos lipideos de Cryptococcus depende de PLB1, podendo prejudicar a sintese de outros
compostos e a resposta a atividade do sistema imune do hospedeiro (Wright et al.,
2007). O papel da enzima fosfolipase C em C. neoformans também foi investigado e a
delecdo de um dos genes que codifica essa proteina resultou em mutantes sem o0s
principais fatores de viruléncia, ou seja, incapazes de produzir capsula e melanina e de
crescer a 37 °C (Chayakulkeeree et al., 2008).

1.2 Drogas antifungicas

A era de terapias utilizando antifungicos sistémicos iniciou-se nos anos 1950
quando o uso de anfotericina B deoxicolato se tornou acessivel e resultou em muitos
tratamentos bem sucedidos. No entanto, a droga demonstrou desvantagens como a
dificuldade de administracdo e seus efeitos toxicos. Posteriormente, surgiram novas
drogas como a 5-flucitosina em 1973, fluconazol e itraconazol na década de 1990 e os
triazois nos anos de 2000 (Pappas, 2011).

Atualmente existem diversas drogas antifungicas utilizadas no tratamento de
infeccBes, como pode ser observado na Figura 2 e a escolha clinica depende do
patdgeno, do tipo de infec¢do e da susceptibilidade do fungo a droga (Tabela 1). Os
antifingicos disponiveis para o tratamento de micoses sistémicas sdo 0s polienos
(anfotericina B), fluoropiridinas (flucitosina), azdis (cetoconazol, fluconazol,
itraconazol), equinocandinas (caspofungina e micafungina), nicomicinas e alilaminas
(terbinafina) (Sable et al., 2008).
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Figura 2: Drogas antifingicas e seus diversos mecanismos de acao.



As principais drogas utilizadas, az6is e polienos, atuam na membrana celular, porém existem drogas com

outros mecanismos de acdo atuando na parede celular, como equinocandinas e nicomicina, e até mesmo

na sintese de DNA.

Fonte: (Kathiravan et al., 2012).

Tabela 1. Informacdes sobre as drogas antiflingicas utilizadas para o tratamento de micoses.

‘ Mecanismo de Acao

Efeito adverso

Az0is

Inibicdo da enzima C-
14-demetilase (Ergll)

Sintomas
gastrointestinais,
cefaleia e pruridos.

Toxicidade hepética

Candidiase,
coccidiodomicose,
blastomicose,
histoplasmose,
paracoccidioidomicose,
aspergilose, esporotricose,

criptococcose.

Polienos

Ligacéo ao ergosterol
provocando poros na

membrana

Toxicidade renal e

hepaética

Nistatina: trataTabmentos
tépicos e candidiase
orofaringea.
Anfotericina B:
criptococcose, candidiase,
histoplasmose,
paracoccidioidomicose,

esporotricose.

Equionacandinas

Inibidores da sintese de

glucanas.

Bem toleradas.
Sintomas
gastrointestinais

minimos e rubor

Candidiase e aspergilose.

Flucitosina

Inibidor da sintese de

acidos nucléicos

Toxicidade da medula
0ssea: anemia,
leucopenia, e

trombocitopenia

Cromoblastomicose e
adjuvante na terapia de

candidiase e criptococcose.

Morfolinas

Inibicdo da esqualeno

epoxidase (Ergl)

Irritacdo, coceira,
vermelhiddo ou
gueimacdo na pele;
ardéncia na regido das

unhas.

Na agricultura e infeccbes

de unha e pele.




Mecanismo de Acao Efeito adverso

Inibicdo da esqualeno Desconforto Contra desmatdfitos.
Alilaminas epoxidase (Ergl) gastrintestinal e Tratamentos topicos de
cefaleia. micoses superficiais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O ergosterol é um lipideo componente de membrana celular de fungos,
extremamente importante para manter a estabilidade da estrutura e sua auséncia
prejudica a homeostase celular. Por essa razdo, esse esterol é o principal alvo da maioria
das drogas atualmente disponiveis (Kathiravan et al., 2012). Atua como um
biorregulador garantindo a fluidez da membrana e a integridade celular, o que depende
da presenca de esterois sem grupamento metil C-4 (Ghannoum & Rice, 1999). Existem
varios mecanismos de acdo para drogas que afetam o ergosterol que variam desde a
inibicdo de enzimas da via de biossintese, como no caso dos azdis, até a atuagdo direta
no ergosterol como no caso dos polienos.

Polienos sdo efetivos afetando a estrutura do ergosterol (Clarck et al., 1996;
Jensen-Pergakes et al, 1998; Karkowska-Kuleta,2009), sendo a anfotericina B utilizada
no tratamento de infecgdes de Candida albicans, C. neoformans e Aspergillus
fumigatus (Karkowska-Kuleta, 2009). Esta € uma droga antifingica muito efetiva para o
tratamento contra infec¢des, porém seu limitante € a gravidade de seus efeitos adversos
nos pacientes, como a disfuncdo renal, que possivelmente acontece devido as
semelhancas estruturais entre o ergosterol dos fungos e o colesterol do hospedeiro
(Ghannoum & Rice, 1999).

Acredita-se que o mecanismo de acdo dessa classe de drogas esta relacionado a
formagéo de poros pela forte ligacdo da droga ao ergosterol o que cria complexos de
droga-lipido, desestabilizando a célula em decorréncia da alteragdo no transporte de ions
pela membrana (Shapiro et al., 2011). A nistatina foi descoberta em 1950 e é obtida pla
fermentagdo de Streptomyces noursei (Kathiravan et al., 2012). A droga ndo é absorvida
por membranas mucosas e dessa forma, ndo € utilizada via oral. Seu uso se restringe ao
tratamento topico principalmente contra infeccdoes superficiais provocadas por
Candida, sendo efetiva no tratamento da candidiase orofaringea (Rang et al., 2007)

Azbis agem inibindo mediadores do citocromo P-450, Cl14-a-demetilase

impedindo a desmetilagdo do Cl4a do lanosterol que ¢ um dos precursores do
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ergosterol (Kanafani & Perfect, 2008). A auséncia de ergosterol, provocada pela atuagédo
dos azdis na via de biossintese do ergosterol, altera a fluidez da membrana, afetando
outras enzimas relacionadas & membrana e assim, inibindo a replicacdo das células
(Rang et al., 2007). Além desse mecanismo, foi observado que azoéis prejudicam o
funcionamento da H* ATPase vacuolar que controla o gradiente de pH da célula que
ajuda manter a homeostase (Zhang et al., 2010). S&o divididos em dois grupos, 0s
imidazois e os triazois, de acordo com o seu nucleo (Rang et al., 2007). Os imidazois
sdo mais utilizados em infeccBes superficiais e os triazois mais utilizados em infeccdes
sistémicas (Kanafani & Perfect, 2008).

Existem diversos azois disponiveis para o tratamento de infec¢Bes fungicas que
sdo utilizados de acordo com o tipo de infeccdo e o patdgeno, alguns exemplos séo
cetoconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol (Kathiravan et al., 2012). Para esses
autores, o fluconazol é muito utilizado em varios tipos de candidiase e em
criptococcose, sendo efetivo, nesse Ultimo caso, para infecgdo pulmonar ou disseminada
e ainda na meningite criptocdccica aguda. A toxicidade hepatica em azdis é rara, porém
deve ser considerada para a escolha do melhor tratamento, pois ela pode ser fatal. Além
disso, embora também raros, foram relatados casos de hepatite com o uso de fluconazol.
Entre efeitos adversos mais comuns encontrados para esse grupo de medicamentos estdo
sintomas gastrointestinais como nauseas e dores abdominais, além de cefaleia e pruridos
(Rang et al., 2007).

Alguns antifdngicos ao invés de atuarem na membrana celular, possuem seus
alvos moleculares na parede celular do fungo, ja que esta é composta por quitina,
glucanas e mananas, que sdo polissacarideos caracteristicos desse reino (Ghannoum &
Rice, 1999). As equinocandinas, por exemplo, sdo drogas mais novas e afetam a sintese
de B-glucanas (Sable et al., 2008). Existem trés drogas dessa classe atualmente
disponiveis no mercado, caspofungina, micafungina e anidulafungina e atuam como
inibidores ndo competitivos na sintese desse composto (Shapiro et al., 2011). As
glucanas estdo entre os principais compostos da parede celular e a inibigdo de sua
sintese provoca instabilidade da parede e a lise de células suscetiveis (Kathiravan et al.,
2012), além de diminuir os niveis de ergosterol e lanosterol e aumentar a quantidade de
quitina da parede celular (Ghannoum & Rice, 1999). Quitina é um polissacarideo que
determina a forma da parede celular e contribui para o fortalecimento da parede, sendo

que a droga que inibe sua sintese é a nicomicina (Kathiravan et al., 2012).



Existem, ainda, drogas que atuam inibindo a sintese de acidos nucléicos, como as
fluoropiridinas (Karkowska-Kuleta et al. 2009); drogas que sdo inibidores da sintese de
proteinas, como as sordarinas e, ainda, inibidores da sintese de microttbulos, como a
griseofulvina (Kathiravan et al., 2012). Outras enzimas da via de biossintese do
ergosterol podem também ser alvos para drogas, como a enzima esqualeno epoxidase,
que é bloqueada pela terbinafina, e impede, portanto a sintese de lanosterol a partir de
esqualeno (Kathiravan et al., 2012).

Estudos clinicos que buscam novas op¢oes de tratamentos para criptococcose séo,
no geral, voltados a infecdo no sistema nervoso central (SNC) e esses dados sdo
extrapoladas para serem utilizados em pacientes que ndo apresentam a disseminagéo ao
SNC. Inicialmente, foi utilizada a anfotericina B deoxicolato para o tratamento, porém
com o surgimento de novas drogas, ensaios clinicos combinando diferentes drogas a
anfotericina B como 5-flucitosina e fluconazol, demonstraram bons resultados. A
associagdo anfotericina B + itraconazol também foi estudada, porém demonstrou menor
eficacia em relagdo as outras. Dessa forma, o uso de fluconazol junto a anfotericina B
demonstrou grande atividade contra a infeccdo e se consolidou no tratamento da
criptococose. Atualmente, existem muitos outros anfitingicos que apresentam mais
vantagens em Seu Us0o, COmoO 0S novos triazois: voriconazol, posaconazol e
isavuconazol, porém ainda ndo se tem muitas informacdes de seu uso na pratica clinica.
Por fim, inibidores da calcineurina, como tacrolimus e ciclosporina, demonstraram
afetar o crescimento celular e seu uso resultou em reducdo da infeccdo no SNC,

podendo ser utilizados como adjuvantes da terapia (Pappas, 2011).

1.3 Resisténcia aos antifungicos

Observa-se que alguns antifungicos utilizados ndo apresentam efeito
antimicrobiano significativo devido a resisténcia dos patdgenos, o que gera o
agravamento da infeccdo (Sable et al., 2008). A resisténcia a uma determinada droga
pode ser primaria, que se refere a capacidade intrinseca do fungo de impedir acdo do
antifangico por mecanismos enddgenos ou pode ainda ser secundaria, que é a
resisténcia adquirida por certas cepas ap0s o contato com a droga. Pode-se ainda
observar a resisténcia clinica, na qual o fungo apresenta susceptibilidade a droga em

testes in vitro, porém ndo é capaz de erradicar a infeccdo quando utilizado por um
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paciente e esta pode ocorrer pela prépria interacdo patdégeno-hospedeiro (Kanafani &
Perfect, 2008).

Na prética clinica, a resisténcia a droga € observada quando ha persisténcia ou
progressdo de uma infeccdo mesmo utilizando o tratamento mais adequado, enquanto
na pratica laboratorial, a resisténcia a droga é quantificada usando um ensaio para
determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) de uma droga na qual o patdgeno
ndo é capaz de crescer. A determinagdo da CMI fornece informagdes experimentais se
0S patdgenos sao capazes de responder ou ndo a droga. No entanto, os resultados
observados in vivo podem ser bastante distintos, ja que fatores como o ambiente, a
farmacocinética da droga e interacdo entre patdgeno e o hospedeiro tém grande
influéncia na resposta ao tratamento como antifungicos (Shapiro et al., 2011).

Como as principais drogas de escolha para a maioria das infeccdes fangicas sdo
0s polienos e azdis, existem diversos estudos de resisténcia a esses grupos de drogas
realizados com patdgenos, como C. neoformans, C. albicans, A. fumigatus (Sanglard et
al., 2003; Young et al., 2003; Archibald et al., 2004; Abdel-Salam, 2005; Pedroso et al.,
2006; Mellado et al., 2007). No entanto, estudos de susceptibilidade a droga realizados
com isolados clinicos e ambientais de C. neoformans em diversas regides do mundo
identificaram pouca resisténcia do fungo as drogas usuais, como os azéis e polienos
(Archibald et al., 2004; Abdel-Salam, 2005; Pedroso et al., 2006).

Estudos de susceptibilidade a azbis com espécies de Candida identificaram quatro
mecanismos de resisténcia, que sdo: diminuicdo da concentracdo da droga disponivel
para acao, alteracdo do sitio de acdo, aumento da expressao da enzima alvo da droga e
desenvolvimento de alguma via alternativa (Kanafani & Perfect, 2008). A diminui¢do
da concentracdo da droga parece estar relacionada a um aumento na expressdo de genes
transportadores da bomba de efluxo desse grupo de drogas (Sanglard et al., 1995) e esse
mecanismo também foi observado em casos de resisténcia em espécies de Aspergillus
(Slaven et al., 2002) e C. neoformans (Pfaller et al., 2011).

Os azdis atuam se ligando a enzima Cl4-a-demetilase, codificada pelo gene
ERG11, dessa forma, mutacdes nesse gene, podem provocar alteracdo na proteina que
impeca ou dificulte a sua ligacdo a droga. Além disso, 0 aumento na expressdo da
propria enzima Cl4-a-demetilase pode impedir que a droga exerca seu efeito, devido a
uma necessidade maior de droga que supere as doses terapéuticas utilizadas (Kanafani
& Perfect, 2008). Por fim, vias alternativas podem ainda ser ativadas a fim de evitar os

efeitos toxicos que a inibi¢do de Ergll provoca no fungo, como a expressao ou inibicao
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de genes da propria via do ergosterol (Kelly et al., 1997a). Em A. fumigatus foram
identificadas cepas resistentes a triazdis que apresentavam mutacGes no promotor do
gene CYP51A (gene que codifica para a 14 a-esterol desmetilase) aumentando seu nivel
de expressao (Mellado et al., 2007).

A preocupacdo existente acerca da resisténcia de C. neoformans a antifungicos
esta relacionada ao uso de fluconazol em terapias antifungicas de manutencéo, porém
até 0 momento poucos casos de resisténcia a essa droga foram relatados para o
tratamento de criptococcose e aqueles encontrados foram relacionados a resisténcia
secundaria em pacientes com AIDS. Os mecanismos de resisténcia de C. neoformans
aos azois sao descritos na Figura 3. Essa resisténcia parece estar relacionada a um
processo dindmico e heterogéneo de mutagdes, estimando-se que cerca de 5% dos
isolados clinicos apresentem um fendtipo heteroresistente a fluconazol (Pfaller et al.,
2011).
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Figura 3: Mecanismo de resisténcia aos azéis em C. neoformans.

O mecanismo de resisténcia aos azdis em C. neoformans pode estar relacionado a mutagfes ou
superxpressdo no gene que codifica a Ergl1, alteracdo no transporte de drogas ou mesmo a capacidade do
fungo em responder ao estresse celular.

Fonte: Adaptado de Shapiro et al. (2011)

A resisténcia a polienos pode ser encontrada com mais frequéncia em fungos
filamentosos, como espécies de Aspergillus, do que em leveduras. No entanto, foram
observados casos de diminuicdo da susceptibilidade dessa classe de drogas em espécies

de Candida (Kanafani & Perfect, 2008) e resisténcia em C. neoformans (Kim et
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al.,1975). Foi observado que existe uma relacdo entre a susceptibilidade a polienos e 0s
niveis de esterdis de membrana e que a adigdo de esterdis em meios de cultura protege
os fungos da acédo dos polienos (Ghannoum & Rice, 1999).

Estudos de mecanismos de resisténcia de C. neoformans a anfotericina B foram
realizados analisando cepas mutantes e 0s poucos isolados clinicos resistentes. Foi
observado que o mecanismo de resisténcia a anfotericina B parece estar relacionado a
uma alteracdo nos esterdis das células, o que poderia afetar a ligacdo da droga a esses
esterois. No entanto, em mutantes com resisténcia cruzada de anfotericina B e
fluconazol foi observado que ndo havia alteracdo nos esterdis de membrana, mas havia
uma bomba de efluxo de drogas. Resisténcia a anfotericina B em C. neoformans foi
pouco encontrada, sendo observada raramente apenas como resisténcia secundéria
(Pfaller et al., 2011).

Estudos de susceptibilidade a drogas observaram que poucos pacientes tiveram
infeccOes com cepas que apresentavam CMI de drogas aumentadas. Ao se realizar o
estudo de resisténcia, deve-se levar em consideracao a localizacdo geografica da cepa
analisada e se é proveniente de infeccdo recorrente. Um estudo realizado durante a
década de 2000 observou gue a resisténcia a fluconazol é menor na Europa e América
do Norte quando comparada aquela da Africa, Asia e América Latina. Em relagéo a
anfotericina B, estudos também demonstraram pouca resisténcia a droga, que demonstra
uma alta eficacia no tratamento de 99% dos isolados de C. neoformans analisados
(Pfaller et al., 2011).

Estudos com mutantes de C. neoformans resistentes a polienos observaram que a
alteracdo de susceptibilidade a esse grupo de drogas ndo esta completamente
relacionada a composicdo de esterOis. Linhagem selvagem que apresenta a via
biossintética do ergosterol preservada demonstrou-se sensivel aos polienos, porém
mutantes com reducdo de ergosterol, embora resistentes a nistatina e piramicina,

apresentaram-se sensiveis a anfotericina (Kim et al.,1975).

1.4 Busca por novos alvos terapéuticos

A incidéncia das micoses sistémicas atualmente € uma grande preocupacao para a
salde humana, ja que estas prevalecem em grupos de pacientes com imunodeficiéncias.
O tratamento utilizado é baseado no uso de drogas antifungicas, que nem sempre Sao

eficazes para a erradicacdo da doenca e provocam efeitos adversos em muitos pacientes
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(Jensen-Pergakes et al., 1998). Nesse contexto, o desenvolvimento de novas drogas
antifungicas mais especificas poderia ser uma solucdo para a problematica atual das
drogas comercialmente disponiveis.

A pesquisa e 0 desenvolvimento de drogas necessitam de muito investimento
financeiro, além de demandarem muito tempo até que estas possam ser utilizadas pela
populagéo. As drogas desenvolvidas para alvos moleculares identificados por gendmica
comparativa podem ser promissoras para a terapia antifangica (Abadio et al., 2011).

A identificacdo de genes essenciais ou importantes para viabilidade celular de
fungos oferece uma estratégia alternativa para a busca de novos alvos para drogas
antifungicas. Roemer et al., (2003) e Hu et al., (2007) demonstraram experimentalmente
a essencialidade de genes dos fungos patogénicos C. albicans e A. fumigatus,
respectivamente. A andlise de sequéncias do genoma de Paracoccidioides brasiliensis
revelou novos alvos moleculares, que apos sua identificacdo podem ser analisados por
gendmica comparativa a fim de verificar em quais espécies 0s genes ou seus homologos
sdo encontrados, possibilitando o conhecimento de possiveis alvos para farmacos
(Felipe et al., 2005).

A genbmica comparativa realizada a partir de 57 genes, sendo 55 essenciais e 2
importantes para a sobrevivéncia do fungos, revelou 10 genes conservados em Vvérias
espécies de fungos e ausentes no genoma humano. A partir desta lista, foram
selecionados quatro potenciais genes alvo: kre2, erg6, rim8 e trrl, baseados em alguns
critérios, entre os quais estdo: ser, de preferéncia, uma enzima; ser essencial ou
importante para a sobrevivéncia do fungo no interior do hospedeiro; ter uma localizagdo
celular acessivel para que a droga tenha sua atividade facilitada; estar presente em todos
0s patogenos analisados e ausentes em humanos; e ndo ser auxotréfico. As drogas
desenvolvidas para alvos moleculares identificados por genémica comparativa podem
ser promissoras para a terapia antifingica reduzindo os efeitos toxicos provocados pela
inibicdo de alvos celulares (Abadio et al., 2011).

Muitos estudos tém sido realizados nos Gltimos anos a fim de encontrar novos
tratamentos antifingicos. A genémica comparativa é apenas uma das técnicas para se
buscar novas drogas para o tratamento dessas micoses, porém existem muitas outras
estratégias para tal fim, como por exemplo, estudos de compostos a partir de fontes
naturais tais como plantas, microrganismos ou mesmo organismos marinhos
(Vandeputte et al., 2011). Outra estratégia utilizada é buscar efeitos antifungicos em

drogas ja utilizadas atualmente com outras finalidades terapéuticas. Existem drogas
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utilizadas para o tratamento de infecgbes causadas por outros microrganismos que
apresentam efeito antifingico, mas que ainda ndo foram muito estudadas em espécies de
fungos. A milefosina é uma droga usada contra Leishmania spp. e Trypanossoma cruzi
e que foi testada em fungos, inclusive C. neoformans e que apresentou atividades
antifangicas (Pappas, 2011).

Pesquisadores buscam, ainda, elucidar a biologia e metabolismo dos
microrganismos tanto in vitro como in vivo, bem como a interacdo patdgeno-hospedeiro
(Vandeputte et al., 2011). Fatores que influenciam a funcdo imunologica do hospedeiro
também sd@o alvos de terapias para o tratamento de infecgdes fangicas e ja foram
realizados alguns estudos observando efeitos da administracdo de citocinas e anticorpos
monoclonais, porém ndo foram encontrados resultados confirmatdrios (Pappas, 2011).
Muitos desses estudos demonstraram resultados promissores para a obtencdo de novos
antifangicos, porém, atualmente, nenhum deles resultou em um composto adequado

para serem realizados ensaios clinicos (Vandeputte et al., 2011).

1.5 Biossintese do ergosterol

Os esterois desempenham diversas fungdes nos organismos vivos regulando
processos biolégicos e mantendo a estrutura da membrana celular. Podem ainda afetar a
transducdo de sinais na célula, a reorganizacdo do citoesqueleto, crescimento e o
processo de infeccdo (Dufoure, 2008).

O ergosterol é um dos principais componente de membrana de fungos, sendo um
lipideo especifico para esse reino. A via de biossintese de esterdis € bastante complexa
envolvendo diversas enzimas, que podem ser essenciais ou ndo para a viabilidade da
célula (Kristan & Rizner, 2012). Ha muito tempo ja se foi observado que em mutantes
com a perda total de ergosterol, ocorre acimulo de precursores da via de biossintese
(Kim et al.,1975). O colesterol, que ¢ um lipideo presente nas membranas de animais, é
produzido pela via de biossintese de esterdis e apresenta etapas comuns a sintese de
ergosterol até a producdo da molécula de zimosterol j& nos estagios finais da via, como
pode ser visualizado na Figura 4 (Kristan & Rizner, 2012). A estrutura dos dois
lipideos também é semelhante (Figura 5); a diferenca € que o ergosterol possui uma
ligacdo dupla a mais no anel B e também na cadeia alifatica, e, ainda um grupo metil
ramificado no C24 (Dufoure, 2008).
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ESQUALENO
ERG1 l
ESQUALENO 2,3-EPOXIDO
ERG7 l
LANOSTEROL
ERGlll

4,4-DIMETIL-COLESTA-8,14,24-TRIENOL
ERGZ4l

14 DIMETIL-LANOSTEROL
ERGZSl

4- METILZIMOSTEROL CARBOXILATO
ERGzel

3-CETO-4-METIL-ZIMOSTEROL
ERG 27],
4-METILZIMOSTEROL

ZIMOSTEROL
Delta(24)- esterol redutasy 24-C esterol metiltransferase
ERG6
COLESTA-8-EN-3B-OL FECOSTEROL
COLESTEROL ERGOSTEROL

Figura 4: Semelhanca entre a via de biossintese do colesterol e do ergosterol.
A biossintese do colesterol e do ergosterol ¢ idéntica até a sintese do zimosterol. A partir desse composto,

sdo sintetizados esterdis diferentes em cada uma das vias utilizando enzimas distintas.

Fonte: Elaborada pela autora.

HO

ERGOSTEROL COLESTEROL

Figura 5: Semelhanca estrutural entre os lipideos de membrana de fungos e animais, ergosterol e
colesterol respectivamente.
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O ergosterol possui uma ligacdo dupla a mais no anel B e também na cadeia aliféatica, e, ainda um grupo
metil ramificado no C24.
Fonte: Adaptada de Kristan & Rizner, 2012

A analise comparativa realizada no FUNGIpath v3.0 utilizando banco de dados
KEGG entre a via de biossintese do ergosterol de diversos filos de fungos demonstra
que a via ndo é idéntica entre os fungos, porém é altamente conservada. Entre os
Basidiomicetos, no qual o C. neoformans esta agrupado, quase todas as enzimas
parecem ser 100% conservadas.

A via se inicia com a producdo de lanosterol a partir de uma molécula de
esqualeno (Figura 6). Esse lanosterol sofre uma desmetilacdo pela enzima Ergll, que
pode ser chamada de CYP51 e representa a primeira enzima da sintese de ergosterol
(Kristan & Rizner, 2012). Os azois atuam inibindo Ergll, dessa forma, mutantes com
defeitos na producdo de ergosterol sdo mais sensiveis a essa classe de drogas, segundo
Jensen-Pergakes et al. (1998) e Sanglard et al. (2003), pois afetam a biossintese de
ergosterol, prejudicando ainda mais essa via. As enzimas seguintes da via sdo a Erg24,
Erg25, Erg26 e Erg27 que correspondem respectivamente a uma C-14 esterol redutase,
C-4 metil oxidase, C-4 esterol descarboxilase e esterol 3 ceto-redutase (Kristan &
Rizner, 2012).

Como ja mencionado, o zimosterol é o Gltimo esterol comum entre a via de
biossintese do ergosterol e do colesterol. Para a sintese de ergosterol, o zimosterol é
convertido a fecosterol pela enzima Erg6, uma esterol C-24 metiltransferase que atua
adicionando um grupo metil ao C-24 (Kristan & Rizner, 2012). As enzimas finais da via
sdo respectivamente a Erg2 (esterol C-8 isomerases), Erg3 (esterol C-5 desaturases),
Erg5 (esterol C-22 desaturases) e por fim Erg4 (esterol C-24 redutase). Mutantes de
ERG2, ERG3 e ERGS5 foram gerados em S. cerevisiae e foram observadas alteragdes na

composicao lipidica e na fluidez da membrana celular (Sharma, 2006).
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Figura 6: Via de biossintese do ergosterol de fungos.

A via se inicia com a producéo de lanosterol a partir de esqualeno e finaliza com a producéo de ergosterol
pela enzima pela Erg4. A Erg6 é responsavel pela conversdo de zimosterol em fecosterol.

Fonte: Kristan & Rizner (2012).

Estudos realizados com a Erg24 em C. albicans (Jia et al., 2002) e S. cerevisiae
(Marcireau et al., 1992) mostraram que a enzima é um potencial alvo de drogas
antifangicas, jd& que mutantes para esta enzima apresentaram diversos fendtipos
alterados em C. albicans e em S. cerevisiae foram incapazes de crescer em condic¢oes
aerobias. A Erg25 foi estudada em S. cerevisiae, no qual foi observada a necessidade de
suplementacdo de esterois para crescimento em meios de cultura, além do acumulo de
4,4-dimetillzimosterol (Bard et al.,, 1996). Mutantes de ERG26 em S. cerevisiae
apresentaram acumulo de esterois intermediarios toxicos para a célula atrapalhando seu
crescimento (Gachotte et al., 1998). A enzima esterol 3 ceto-redutase, Erg27, foi
analisada em C. albicans demonstrando que sua auséncia afetou o crescimento e a
viabilidade do fungo, ja que os mutantes foram capazes de crescer apenas em meios
contendo maltose. (Pierson et al., 2004).
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Existe ainda uma enzima Erg28 que, ao ser deletada em S. cerevisiae, demonstrou
defeitos na desmetilacdo de C-4 provocando o acimulo de esterdis intermediarios de
maneira semelhante a mutantes de ERG26 e mutantes de ERG27, segundo Gachotte et
al. (2001). Estudos com mutantes de ERG6 demonstraram que o gene ndo € essencial
para a sobrevivéncia dos fungos, porém, sua auséncia afeta diversos fenotipos. Mutantes
de erg6 em C. albicans apresentaram susceptibilidade a drogas e a composi¢do de
esterois de membrana alterada (Jensen-Pergakes et al., 1998), enquanto em Candida
lusitaniae, as células apresentaram-se vacuolares e com defeito de crescimento (Young
et al, 2003).

O gene ERG2 nédo é um gene essencial e foi deletado em S. cerevisiae resultando
em uma diminuicdo da enzima triptofano permease, Tat2 provocada pelo aumento de
sua degradacdo vacuolar. Acredita-se que esse efeito ocorre, possivelmente, devido ao
acumulo de esterois intermediarios especificos que afetam os microdominios de lipideos
nas membranas celulares (Daicho et al., 2009).

Estudos em Candida glabrata deletando o gene erg3 observaram alteracdes na
composicdo dos ester6is de membrana, aumento no tempo para uma nova geracdo
celular e aumento da susceptibilidade a drogas como azois e polienos (Geber et al.,
1995). No entanto, mutantes de ERG3 foram identificados e caracterizados em C.
albicans demonstrando resisténcia a azdis e alteracdes na composicdo de lipideos
(Martel et al., 2010).

A enzima esterol C-22 desaturase, Erg5, pode ainda ser chamada de CYP61 e sua
inibicdo afeta a organizacdo da membrana celular mas néo € letal para o fungo (Kristan
& Rizner, 2012). Sua afinidade a antifungicos foi avaliada em S. cerevisiae a fim de
investigar a potencial influéncia da enzima na susceptibilidade a azéis, ja que ela é
capaz de se ligar aos inibidores de Ergll o que demonstra que Erg5 também pode ser
um potencial alvo molecular para drogas antifungicas (Kelly et al., 1997b).

A Erg4 catalisa a etapa final da via de biossintese do ergosterol produzindo o
respectivo produto. Em S. cerevisiae, a delecdo deste gene provocou a auséncia de
ergosterol e o acimulo do precursor ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3L-ol. Além disso,
mutantes de ERG4 apresentaram hipersensibilidade a cations bivalentes e a drogas
como cicloheximida, fluconazol e brefeldina A, que poderiam ter sua entrada facilitada
na célula pela auséncia do ergosterol na membrana ou por problemas nas bombas de

efluxo que retiram a droga de dentro da célula (Zweytick et al., 2000).
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Enzimas que atuam na biossintese do ergosterol sdo potenciais alvos para drogas
antifungicas. Atualmente o principal alvo explorado é a Ergll, na qual os az0Ois agem
provocando sua inibi¢cdo. No entanto, € importante ressaltar que esta enzima atua no
inicio da via e dessa forma € comum para a biossintese do colesterol de animais,
apresentando apenas diferentes isoformas. Por esta razdo, observam-se varios efeitos
colaterais em pacientes em tratamento com drogas que atuam neste alvo. Assim, outras
enzimas da via poderiam ser alvos moleculares mais apropriados, como a Erg6, Erg4 e
Erg5 por serem responsaveis pelo final da via e especificas para a sintese de ergosterol
(Kristan & Rizner, 2012).

1.6 Erg6 e seu papel na biossintese de ergosterol

A Erg6 codificada pelo gene ERG6 é uma enzima esterol 24-C metiltransferase
(24-SMT) que atua na via do ergosterol convertendo zimosterol em fecosterol inserindo
um grupo metila no C-24. Analisando as vias de biossintese de esteroides no
FUNGIpath v3.0, observa-se que a partir do esqualeno pode-se iniciar a via do
ergosterol ou uma via que se inicia com a producdo de cicloartenol e resulta na sintese
de campestrol. As duas vias compartilham algumas semelhancas, como a producéo do
intermediario episterol e, principalmente, a utilizacdo da enzima 24-SMT, no entanto, C.
neoformans sintetiza preferencialmente o lanosterol que resulta na via do ergosterol
(Nes et al. 2009).

Ja foram descritas vias alternativas para a produgdo de ergosterol para C.
neoformans e Paracoccidioides brasiliensis (Nes et al., 2009; Visbal et al., 2003). Essas
vias consistem em produzir ergosterol a partir da conversao de lanosterol em eburicol,
que também é uma reacdo catalisada pela enzima Ergé (Figura 7). Dessa forma a

inibicdo de Erg6 provocaria alteragcdo em duas vias para a converséo do ergosterol.
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Figura 7: Via de biossintese do ergosterol com a producéo de eburicol.

A producéo de ergosterol pode ocorrer por uma via de biossintese a partir da conversdo de lanosterol em
eburicol, que é uma reagdo catalisada pela enzima Erg6.

Fonte: Adaptada de Nes et al. (2009).

Mutantes de ERG6 em S. cerevisiae apresentaram crescimento vegetativo normal
e ndo tiveram meiose ou esporulacdo afetada, mostrando que o gene ndo € essencial
para esse fungo. Foi observado que o gene apresenta pleiotropismo, afetando diversas
caracteristicas fenotipicas, principalmente relacionadas a permeabilidade e fluidez da
membrana, tais como, hipersensibilidade a cicloheximida, resisténcia a nistatina,
reducdo na capacidade de transformacéo genética e defeitos no transporte de triptofano
(Gaber et al., 1989). Ainda nessa mesma espécie, foi observado que o gene ERG6 limita
a taxa de difusdo passiva tornando-a mais lenta e provocando o acimulo de pequenas
drogas lipofilicas pela membrana sem afetar um transportador de drogas, o Pdr5 (Emter
etal., 2002).

Em C. albicans, a delecdo de ERG6 originou cepas com hipersensibilidade a
inibidores metabolicos e da sintese de esterdis como terbinafina, cicloheximida,
cerulenina e brefeldina A. Os mutantes apresentaram resisténcia a nistatina enquanto
para os azdis, clotrimazol e cetoconazol, ndo foram observadas diferencas de
susceptibilidade a essa classe de drogas. A captacdo de cation foi aumentada 3 a 4 vezes
no mutante, porém o efluxo parece nao ter sido alterado (Jensen-Pergakes et al., 1998).

A delecdo do gene ERG6 em Candida lusitaniae resultou em cepas viaveis,
porém com defeito de crescimento formando uma mistura de células aumentadas e
vacuolares com poucas células ovoides. Além disso, foi observada resisténcia a
anfotericina B, hipersensibilidade a outros inibidores de esterdis como terbinafina, azéis

e morfolinas e reducdo do conteddo de ergosterol. Diante da observacdo de aumento da
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resisténcia a anfotericina B com mutantes de ERG6 e da semelhanca fenotipica que
esses apresentaram com isolados clinicos resistentes a droga, a expressdo de ERG6 foi
analisada nesses isolados com fendtipos de resisténcia. Curiosamente, ao invés de
observar uma reducdo na transcricdo de ERG6, ocorreu um aumento de transcritos
mesmo sendo observada a reducdo de ergosterol. Esse resultado demonstra que, nestes
isolados clinicos, ocorre comprometimento da via de biossintese de ergosterol,
provocando uma redugdo na producdo desse esterol. Por fim, concluiu-se que existe
uma modulacdo de enzimas da via, porém o gene ERG6 ndo esta relacionado a
resisténcia observada (Young et al., 2003).

Em isolados de Candida glabrata pouco susceptiveis a polienos foi observada
uma reducdo no ergosterol e acUimulo de esterGis intermediérios, que estavam
relacionadas a mutacdes no gene ERG6 do fungo. Esses isolados mostraram reducdo na
taxa de crescimento, reducdo na susceptibilidade a polienos e alteracBes na parede
celular, visualizadas pela sensibilidade ao estressor de parede Calcofluor White
(Vandeputte et al., 2007).

Em C. neoformans, utilizando inibidores de Erg6, Nes et al., 2009 demonstraram
que o fungo utiliza a enzima em uma etapa enzimatica critica para o controle da sintese
de ergosterol e sua auséncia provoca reducdo no crescimento do fungo e acimulo de
4,4-dimetil esterdis. Até o presente momento ndo existem trabalhos que mostrem os
efeitos da auséncia desta enzima na homeostase do ergosterol e na biologia e patogénese

de C. neoformans.
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2 JUSTIFICATIVA

O ergosterol é um componente da membrana de fungos e protistas. Sua via de
biossintese possui uma série de etapas envolvendo a producao de esterdis intermediarios
que sdo convertidos em outros compostos por diversas enzimas. A intervencdo em
alguma dessas etapas provoca diversas alteracfes fenotipicas afetando a capacidade de
sobrevivéncia de diferentes fungos em diversas condi¢ces ambientais. As drogas
antifingicas que atuam na via do ergosterol, como os azois, que inibem a Ergll no
inicio da via, apresentam limitacbes como os efeitos tdxicos provocados nos pacientes e
casos de resisténcia de algumas cepas flngicas. Nesse contexto, existe a necessidade
pela busca de novos alvos moleculares, que pode ser feita através do estudo funcional
de genes. Varios genes da via do ergosterol ja foram estudados em fungos como S.
cerevisiae e C. albicans e os resultados mostraram que muitos desses apresentam
pleiotropismo. Contudo, em C. neoformans a via ainda foi pouco estudada. A escolha
do gene ERG6 para a caracterizagdao funcional e molecular em C. neoformans se deve
ao fato de o gene ser exclusivo de fungos e ausente em humanos. Dessa forma, o estudo
funcional de ERG6 em C. neoformans ira evidenciar o papel deste gene neste patdgeno,
além de fornecer subsidios que poderdo corroborar os dados da literatura de outros
fungos que demonstram que este € um potencial alvo molecular que deve ser explorado
para a busca de um novo antifingico eficaz para o tratamento de diferentes micoses que

atingem muitos pacientes.

23



3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Caracterizar a funcdo do gene ERG6 em C. neoformans, através de delegdo
génica, por andlise do fendtipo do mutante obtido quanto as alteracbes do meio

relacionadas a estresse e quanto a viruléncia: in vitro e in vivo.

Objetivos Especificos

1) Investigar o papel do gene ERG6 na expressdo dos fatores de viruléncia:
capsula, melanina, capacidade de crescimento a 37°C, em resposta a alteracdes do meio
relacionadas a estresse osmotico, estresse de parede celular e estresse oxidativo.

2) Verificar o efeito da delechio de ERG6 na sobrevivéncia de C.
neoformans in vitro e na viruléncia in vivo.

3) Determinar as CMIs do mutante ergbA as drogas antifingicas
disponiveis para o tratamento de micoses.

4) Identificar as alteracbes na composicdo de ester6is de membrana
provocadas pela delecdo do gene ERG6.

5) Citolocalizar Ergé em C. neoformans.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Linhagens, meios de cultura e oligonucleotideos utilizados no trabalho

As linhagens trabalhadas estdo representadas na Tabela 2. Foram realizados
estoques de cada uma das cepas em tubos contendo uma mistura de 50% de YPD
liquido e glicerol 50%, e armazenados a -80°C. Esses estoques foram utilizados para o
repique por esgotamento em placas de YPD solido (YPD + &gar 1,5%) a cada 15 dias.
As placas foram incubadas a 30°C por 48h e armazenadas a temperatura de 2-8°C. As
colbnias isoladas em cada uma das placas foram utilizadas diretamente em testes ou em
indculos em YPD liquido antes de cada um dos experimentos realizados com as cepas.

Os oligonucleotideos utilizados no trabalho estdo representados na Tabela 3.

Tabela 2. Linhagens de C. neoformans utilizadas

Linhagem Descricao e genotipo
H99 Selvagem - wt (ERG6)
360.ergb Mutante erg6A
180.360.erg6 Reconstituido Aerg6 + ERG6 (ERG6::HPH::ERG6)

Fonte : Elaborada pela autora.

Os meios utilizados durante a pesquisa foram:

e YPD:

Extrato de levedura  1,0% (p/v)
Glicose 2,0% (p/v)
Triptona 2,0% (p/v)
pH= 5,6, esterilizag&o por autoclavagem a 120°C por 15 min.

No caso de meio solido adi¢éo de 1,5% de &gar.

A base do meio YPD foi utilizada para outras condicdes testadas:
o YPD + Sorbitol 1M
o YPD + CongoRed1%e0,5%
o YPD + SDS 0,05 %

o YPD + Calcofltor White 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL
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o YPD + Cafeina 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL
o YPD+NaCl15M

o YPD+KCI15M

o YPD +H;0, 1mMe5mM

YNB:

YNB (Difco)
Glicose

1,7 % (p/v)
2,0 % (p/v)

pH = 5,0 e esterilizacao por filtracdo em membranas do tipo milipore

0,25 pm.

Niger Seed:

Semente de Niger
triturada

Agua destilada
Glicose

Agar

7 % (p/v) Autoclavagem a 120°C por 15 min.

Filtracdo do extrato em gaze e ajuste do

35 % volume com &gua destilada.
0,1% Ap0s as etapas acima adiciona-se a glicose e
2% 0 agar e esteriliza-se por autoclavagem a

120°C por 15 min.

Meio DMEM + MOPS para producao de capsula

Agar
Agua

DMEM
MOPS
NaHCO3

5% (p/v) Autoclavagem a 120°C por 15 min.

q.s. Equilibrar a temperatura a 65 °C.
13,4 g/L Esterilizacdo por filtragdo em membranas do

25 mM tipo milipore 0,25 pm.
22 mM
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Meio de Gema de Ovo para ensaio de fosfolipase

Base agar
Triptona 1,0 % (p/v)
Glicose 1,0 % (p/v)

Cloreto de Sadio 1M

Cloreto de Calcio 0,005 M

Agar 2,0 % (p/v)

Agua q.s.

Ajuste do pH para 5,6 e autoclavagem a 120°C por 15 min.
Preparo da emulsdo de gema de ovo 50%:

Gema de Ovo 80 mL

Salina 80 mL

Adicdo da emulsdo a base de agar, sendo a concentracdo final de 8% de gema de

ovo.
RPMI:

Glicose 2,0 % (p/v)
MOPS 0,165 M
RPMI-1640 1,04 % (p/v)

Ajuste do pH para 7,0 e esterilizacao por filtragdo em membranas do tipo milipore
0,25um.
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Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados ao longo deste trabalho

Iniciador | Alvo | NOME | Sequencia 5°-3°
1 ERG6 | LF042 CGGATATGGAATGCAGAGGT Double Joint
ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGGCATCCCTGAG ]
2 ERG6 | LF043 Double Joint
AGCAACAAT
3 ERG6 | LF046 CAGGAAACAGCTATGACATGAT Double Joint
Double Joint
4 HPH LF028 GCGGGAGATGCAATAGGTCAG ] .
Confirmatoério
Double Joint
5 HPH LF029 AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT ] .
Confirmatoério
6 ERG6 | LF047 GAGCTCGGATCCACTAGTAACG Double Joint
CGTTACTAGTGGATCCGAGCTCTATACCCTGGG
7 ERG6 | LF044 Double Joint
CCTTACTTGC
8 ERG6 | LF045 TCGGAGATCAAGACGAGGTAG Double Joint
Confirmatério externo ao
9 ERG6 | LF036 CCACTCAACATATCCGCAACG
l6cus de ERG6
Confirmatério externo ao
10 ERG6 | LF037 CCCCTACACATTTCCGTGTCC
l6cus de ERG6
PCR em tempo real fora
11 ERG6 | LF040 CGCTGTGTGGTTCCTTGAGA o )
da jungdo éxon-éxon
PCR em tempo real fora
12 ERG6 LF041 GTGAACAACTTGGTCTTGCC

da jungdo éxon-éxon

PCR em tempo real fora
13 ACT LF039 | CCACGCTATCCTCCGTATCG ]
da jungdo éxon-éxon

PCR em tempo real fora
14 ACT LF038 | CGGCAGAAGTGGTGAAGAGG .
da jungdo éxon-éxon

PCR em tempo real na
15 ERG6 | LF106 | GGAATCGAGGTTGGAGACGGTA L )
juncdo éxon-éxon

PCR em tempo real na
16 ERG6 | LF105 | GCATCATCTCGGTCGGCCAGAT L .
jungéo éxon-éxon

PCR em tempo real na
17 ACT LF126 | GCTGTCTTCCCTTCTATTGTTG ]
juncao éxon-éxon

PCR em tempo real na
18 ACT LF125 | CGACGTAAGAGTCCTTCTGG )
juncao éxon-éxon

Fusdo com GFP em
pGAL7 e pCN50

19 ERG6 | LF100 | ATCCTCGGATCCATGCCCGCCGAAACCCGTTC

Fusdo com GFP em
pCN50

20 ERG6 | LF101 | ATCCTCGGATCCCTAGTTAGCGGGCTTTCGAGC

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.2 Construcao do cassete para delecdo do gene ERG6 em C. neoformans

Conduziu-se uma busca in silico (funcdo tBLASTN) no banco de dados do
genoma da cepa H99 de C. neoformans var. grubii (sorotipo A), BROAD INSTITUTE
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiHo
me.html), usando como parametro a sequéncia da proteina Erg6 de S. cerevisiae (codigo
GenBank CAA89944.1), que permitiu a identificacdo de uma sequéncia codante de uma
proteina de 343 aminoacidos correspondente a ORF CNAG_03819 - esterol C-24-
metiltransferase (Broad Institute). A mesma sequéncia foi identificada na cepa JEC21
(sorotipo D, var. neoformans).

De posse dessa informacdo, desenhou-se oligonucleotideos para construgdo de um
cassete de delecédo, contendo a marca de resisténcia a higromicina, segundo o método de
Double joint PCR (DJ-PCR) (Kim et al., 2009) A técnica consiste em sintetizar dois
fragmentos contendo regides homodlogas adjacentes a ORF de ERGS6, fusionadas ao
marcador seletivo (hph — Higromicina fosfotransferase) que serdo co-transformados no
fungo por biobalistica. Primeiramente os fragmentos 1+2, 3+4, 5+6 e 7+8 (Figura 8)
foram amplificados utilizando oligonucleotideos especificos para de acordo com a
respectiva numeracdo na Tabela 3 (coluna 1).

Na sintese dos fragmentos iniciais utilizou-se a Enzima Fast DNA Polimerase, a
partir da qual foi preparado um mix contendo: 1X da enzima Fast Polimerase
(Fermentas); 0,5uM de cada oligonucleotideo; 10ng do DNA genémico de C.
neoformans H99 (para amplificagdo do fragmento 1+2: regido 5’ flanqueadora de ERG6
e 7+8: regido 3’ flanqueadora de ERG6) e pPZP- HYG2 (plasmideo que contém o
marcador seletivo para Higromicina B, HPH, controlado pelo promotor de actina e
terminador TrpC ambos de C. neoformans (Walton el al., 2006) para amplificacdo dos
fragmentos 3+4 (regido 5’ do marcador seletivo hph) e 5 + 6 (regido 3’ do marcador
seletivo hph) e agua milliQ suficiente para o volume total de 50 uL.

Posteriormente foram gerados por PCR Overlap os fragmentos 1+4 e 5+8 (Figura
8) utilizando uma reacdo semelhante a anterior com a Enzima Fast DNA Polimerase,
que consistiu em um mix contendo 1X da enzima Fast Polimerase (Fermentas); 1uM de
cada oligonucleotideo; 1 pL de cada fragmento gerado na primeira etapa e quantidade
de agua milliQ para completar o volume para 50 pL. Os ciclos da PCR foram: pré-
desnaturacdo de um minuto a 94°C; amplificacdo em 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C

por 30 segundos, anelamento de 56°C por 30 segundos e extensédo final de 68°C por 3
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minutos. O primeiro fragmento foi sintetizado pela juncdo de 1+2 e 3+4, equivalente a
regido flanqueadora 5° de ERG6 fusionada a regido 5’ do marcador seletivo HPH,
resultando em um fragmento de 2.075 pb. O segundo foi sintetizado utilizando os
fragmentos 5+6 e 7+8, equivalente a regido flanqueadora 3° de ERG6 fusionada a

regido 3’ do marcador seletivo HPH, resultando em 2.112 pb.
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EN ERG6::HPH

Figura 8. Representacdo geral da técnica de PCR Double joint para construgdo do cassete de
delecéo.

A) Primeira etapa: Os oligunucleotideos 1 e 2 amplificam a regido 5 do gene de interesse enquanto o
par 7 e 8 ¢é utilizado para regido 3". As regides 5'e 3" de HPH (higromicina fosfotransferase) séo
amplificadas usando os pares 3 e 4 e 5 e 6, respectivamente. B) Segunda etapa: Amplificacdo da regido
5" do gene de interesse + HPH utilizando os oligonucleotideos 1 e 4 e da regido 3" do gene de interesse +
HPH utilizando os oligonucleotideos 5 e 8. C) Em seguida realiza-se uma co-transformacgdo dos
fragmentos 1+4 e 5+8 em leveduras de C.neoformans para que ocorra in vivo a reconstituicdo homologa
no l6cus do gene ERG6, promovendo assim a delegdo do mesmo. As setas indicam o oligonucleotideo e
seu sentido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Todas as reacgdes foram confirmadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% e 0s
produtos purificados do gel utilizando kit GFX purification da GE (segundo
informacdes do fabricante) antes de serem utilizados nas etapas subsequentes. Os
fragmentos 1+4 e 5+8 foram co-transformados por biobalisitca em células
leveduriformes de C. neoformans. Os fragmentos, dentro do organismo, sofreram

recombinac¢fes homdlogas para delecdo do gene ERG6, de acordo com a Figura 8C.
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4.3 Transformacao por Biobalistica de C. neoformans

O isolado de C. neoformans utilizado para a transformacgéo foi a cepa H99. Foi
realizado um inéculo dessa cepa em 50 mL de YPD liquido que cresceu sob agitacdo de
150 rpm a 30°C durante 48 h. Apoés esse periodo, as células foram lavadas em solucéo
salina (NaCl 0,9%) e transferidas para placa contendo meio YPD &gar + 1 M sorbitol.
Essas placas, ap0s estarem bem secas, foram utilizadas na transformagdo por
biobalistica (Toffaletti et al., 1993; Davidson et al., 2000).

As particulas utilizadas como carreadores do DNA foram de tungsténio M10
(didmetro 0,7um, Biorad) e foram preparadas da seguinte forma: 30 mg de particulas
foram esterilizadas com 1 mL de etanol 70% por 20 minutos em vértex a velocidade
méaxima. As particulas foram entdo centrifugadas e todo o sobrenadante foi removido.
Foi adicionado 1 mL de agua milliQ estéril as particulas que foram ressuspendidas e
centrifugadas por 10 minutos a 13.000 rpm, sendo esse procedimento realizado mais
duas vezes. Apos a ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e as particulas foram
ressuspendidas em 500 uL de glicerol 50 % estéril.

A precipitacio do DNA nas particulas foi realizada da seguinte forma: as
particulas estéreis ja prontas foram sonicadas por sete minutos para que elas
desgrumassem e depois foram agitadas em vortex a velocidade méxima por dois
minutos. Passado o tempo, foram misturados na seguinte ordem: 50 pL de particulas
estéreis, 5 uL de DNA (2 pg), 50 pL de cloreto de calcio estéril (2,5 M) e 20 pL de
espermidina (0,1 M). A mistura foi novamente agitada em vdrtex por 10 minutos a
velocidade trés e entdo centrifugada por dez segundos a velocidade maxima. O
sobrenadante foi descartado e as particulas contendo o DNA foram ressuspendidas em
150 pL de etanol absoluto. A mistura foi centrifugada e 0 mesmo procedimento de
lavagem foi repetido por mais duas vezes. Ao final da ultima lavagem foi adicionado
um volume de etanol proporcional ao nimero de placas transformadas que corresponde
a 4 pL para cada. As particulas foram sonicadas por trés segundos e foram distribuidas
nas membranas nos discos carreadores e incubadas, por no minimo trinta minutos em
silica. Por fim, membranas de pressdo foram agrupadas em 4 (300 psi cada) a fim de
garantir uma pressao final de 1.200 psi e colocadas em isopropanol.

Os parametros utilizados nos tiros foram 6 mm de distancia do alvo, 1.200 psi de
pressdo de gas Hélio e 27 mmHg de pressao de vacuo. Apds os tiros, as placas foram

embaladas em papel aluminio e colocadas em estufa 30°C por 24 h. Passado o periodo,
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as células foram coletadas da placa por raspagem utilizando cerca de 4 mL de YPD
liquido em cada placa e foram transferidas para o meio seletivo contendo 200 pg/mL de
Higromicina para selecéo.

Colbnias que cresceram em meio contendo 200 pg/mL de Higromicina (hyg)
foram repicadas em placas contendo meios de YPD + ergosterol 0,002 % + triptofano
0,002 % + metionina 0,002 % e YPD + hyg 200 pg/mL + nistatina 20 pg/mL, a fim de
contribuir na selegédo. A selecéo dos transformantes foi realizada baseada na resisténcia

a ambas as drogas adicionadas aos meios e em caracteristicas visuais das colonias.

4.4 Reconstituicdo do mutante erg6A

A co-transformacéo foi realizada para a obtencdo da cepa reconstituida. O cassete
contendo o gene ERG6 foi amplificado utilizando os oligonucleotideos 1 e 8 (Tabela 3)
e foi realizada a biobalistica no mutante ergéA, seguindo o mesmo protocolo descrito na
secdo anterior, com o plasmideo de pJAF (contém marca de resisténcia a geneticina ou
neomicina ou G418 — neomicina fosfotransferase, controlado por promotor e terminador
de actina de C. neoformans, doado pelo Dr. Andrew Alspaugh, Duke University). As
células permaneceram por 48h na estufa ap6s a transformacdo antes de serem
transferidas para o meio seletivo contendo 200 ug/mL de G418. Foram obtidas diversas
colbnias com tamanhos distintos resistentes a droga.

A triagem dos reconstituidos de ERG6 foi realizado utilizando placas contendo
YPD+ G418 200 pg/mL, YPD + Hyg 200 pg/mL e YPD a 30°C e YPD a 37°C. Nesse
caso, as colbnias de interesse foram aquelas que ndo eram mais resistentes a
higromicina e que eram a G418. Além disso, col6nias que eram capazes de crescer a
37°C foram consideradas possiveis reconstituidos, ja que a delecdo do gene ERG6 afeta

seu crescimento a essa temperatura.

4.5 Extracdo de DNA genémico pela técnica de Smash and Grab

Os DNAs para analise da delecdo génica foram extraidos de acordo com protocolo
Smash and Grab. As células foram cultivadas em 5 mL de YPD por 24 h ou 48 h e
foram lavadas utilizando salina, sendo ressuspendidas, ao final, em 1 mL ou 2 mL de
salina. As células foram novamente centrifugadas por 5 minutos a 13.300 x g. O

sobrenadante foi descartado e entdo foram adicionadas 0,2 mL de pérolas de vidro
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(diametro: 400-600um, Sigma), 0,5 mL de fenol:cloroférmio (Bioagency) e 0,5 mL de
tampdo TENTS (Tris HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM,
Triton 2%, SDS 1%). A mistura foi agitada em vortex durante 10 minutos e entdo
centrifugada sob velocidade maxima durante 5 min. A fase aquosa obtida foi transferida
para novo tubo, onde foram adicionados 50 uL. de NaOAc 3 M e 1 mL de EtOH 100 %
para precipitar o DNA. A mistura foi centrifugada por 15 min a velocidade de 13.300xg
e 0 sobrenadante foi descartado. Foram adicionados, entdo, 200 pL de EtOH 70 % para
lavar o precipitado e ap0s agitacao, o sobrenadante foi removido. A fim de tirar o alcool
restante, foi realizada uma centrifugacdo durante 5 min a velocidade de 13.300xg e
entdo o excesso foi removido com a pipeta. Os tubos permaneceram abertos durante o
tempo necessario para que os precipitados secassem e por fim foram adicionados 25 pL
de agua milliQ contendo 100 pg/mL de RNAse A que foi incubado a 37°C por 1-2 h.

4.6 Extracdo de DNA genémico de alta qualidade pela técnica de liofilizacdo

Foi ainda utilizada a técnica de extracdo de DNA gendmico por liofilizacdo
(Pitkin et al., 1996) para a obtencdo de DNAs de alta qualidade utilizados na técnica de
Southern Blot. As células foram cultivadas em 50 mL de YPD a 30°C por 24 horas e
apos o periodo foram lavadas em solucdo salina. Ao final da lavagem, o sobrenadante
foi retirado de forma a deixar apenas o suficiente para que o precipitado se distribuisse
no falcon ocupando a maior superficie possivel. O precipitado foi congelado a -80 °C
por no minimo 1 h e entdo foi liofilizado por cerca de 10 h até que fosse observado um
p6 bem seco. Apds a liofilizagdo, foram adicionados trés a cinco mL de pérolas de vidro
(3mm; VWR #3000) e o tubo foi agitado vigorosamente em vortex até a formacdo de
um pé bem fino. Foram adicionados 10 mL de tampdo CTAB (Tris 100 mM, NaCl 0,7
M, EDTA 10mM, Brometo de hexadecilmetilaménio 1 % (m/v), 2-mercaptoetanol 1 %
(v/v), pH=7,5), e o contetido foi misturado até que se formasse uma solugéo viscosa de
aspecto uniforme e entéo foi incubado em banho a 65 °C por 30 min. Passado o tempo,
0s tubos foram resfriados em agua corrente e foi adicionado cloroférmio em um volume
igual ao presente naquele momento. O tubo foi centrifugado por 10 min a velocidade
maxima a temperatura ambiente, e ao final, a fase aquosa foi transferida para um novo
tubo onde foi adicionado igual volume de isopropanol. Foi realizada uma nova
centrifugagdo por 5 minutos a temperatura ambiente a 2.000 rpm e o sobrenadante foi

completamente descartado. O precipitado foi lavado com etanol 70 %, ressuspendido
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em 500 pL de RNAse A (300 pg/mL) e incubado em banho a 37 °C overnight. No dia
seguinte, a integridade do DNA e o tratamento com RNAse A foram verificados em
eletroforese em gel de agarose 0,8 %.

4.7 Confirmacéo da delecdo e da reconstituicdo de ERG6 por PCR

Os DNAs gendmicos extraidos e purificados foram quantificados no equipamento
GENEquant observando sua concentracdo, a absorbancia a 260 nm e a razdo entre as
leituras das absorbancias 260/280. Os DNAs foram entéo diluidos a uma concentracéo
de 10 ng/pL para realizar a confirmacéo por PCR. A PCR de confirmacédo da delecdo de
ERG6 no mutante foi realizada utilizando oligonucleotideos externos ao 16cus génico e
internos a sequéncia de HPH a fim de amplificar a regido 5’ (oligonucleotideos 9 e 4)
originando um fragmento de 2.355 pb e a regido 3’ (oligonucleotideos 5 e 10)
originando 2.963 pb. A confirmacédo da transformacao de reconstituicdo foi realizada de
forma semelhante a anterior, utilizando para a regido 5’ os oligonucleotideos 9 ¢ 12
resultando em um fragmento de 2.701 pb e para a regido 3°, 10 ¢ 11, 1.973 pb (Tabela
3, Figura 8C).

A PCR foi feita utilizando a enzima FideliTag polimerase (Fermentas) para um
volume total de 50 pL, sendo 0,25 pL de Enzima FideliTaq (10x), 0,4 pL de dNTPs
(25Mm), 1 pL de cada um dos oligonucleotideos (10 uM), 1 uL de DNA genémico
molde (10 ng/uL), 5 puL de tampdo PCR e 41,35 pL de agua milliQ para completar o
volume. Os ciclos da PCR foram: pré-desnaturacdo de um minuto a 94 °C amplificacdo
em 40 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento de 56 °C por 30

segundos e extensao final de 68 °C por 3 minutos.

4.8 Confirmagao da delecéo e reconstituicdo de ERG6 por Southern Blot

A delecdo do gene ERG6 com sua substituicdo pelo cassete de resisténcia a
higromicina foi confirmada pela técnica de Southern Blot. Para isso, foi necessario
selecionar enzimas de restri¢cdo que teriam sitios que pudessem evidenciar alteragcGes no
padréo de restricdo ao comparar 0 mutante com o selvagem.

A escolha das enzimas foi realizada utilizando uma sequéncia de 25.000 pb obtida
do C. neoformans grubii H99 cneoH99 Chr2 910000-935000 no banco de dados do

Broad Institute. As sequéncias foram analisadas pela ferramenta NEB cutter
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disponibilizada pela New England BioLabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/). As
enzimas escolhidas de acordo com seus perfis de restricdo foram Bglll e Xhol para o
Southern Blot confirmatdrio dos mutantes.

A digestdo utilizando Bglll foi realizada para um volume de 50 pL, sendo 20 pL
de DNA (2 pg/pL), 5 uL de NEB3 (10X), 4 pL de enzima (10 U/uL) e 21 uL de 4gua
milliQ para completar o volume, e Xhol foi: 20 uL de DNA (2 pg/pL), 5 pL de NEB2
(10X), 2 pL de enzima (20 U/uL), 0,5 pL de BSA (100X) e 22,5 uL de agua milliQ
para completar o volume para 50 pL.

As digestdes permaneceram em banho a 37 °C overnight e no dia seguinte foram
analisadas em gel de agarose 1 % utilizando TAE 1X (TAE 50X para 1L, 242 g Trizma
Base, 18,6 g Sal sodico de 4cido etilenodiamino tetra-acético, pH 8,0) a uma voltagem
baixa (1-5V por cm? de gel) por cerca de 8h. Ao final da corrida, o gel foi fotografado
com uma régua e todos os excessos de gel foram cortados. Em seguida, foram realizadas
trés lavagens no gel sob agitacdo leve com solucéo de despurinagéo (250 mM de HCI)
por 10 minutos, tampéo de desnaturacdo (NaCl 1,5 M + NaOH 0,5 M) por 30 minutos e
tampdo de neutralizacdo (NaCl 1,5 M +Trizma Base 0,5 M, pH 7,5) por mais 30
minutos, respectivamente. A etapa seguinte foi a de transferéncia do DNA genémico
digerido para a membrana de Nylon (Hybond N+), que ocorreu overnight por
capilaridade, utilizando como solugdo de transferéncia SSC 2X (Estoque 20X:
Na3citrato.2H20 0,3 M + NaCl 3 M, pH 7,0) Passado o periodo de transferéncia, o
aparato foi desmontado e o gel foi visualizado no transiluminador a fim de verificar a
transferéncia. A membrana foi retirada do aparato e submetida a “cross linking” em trés
pulsos de 1200 J/cm?.

As etapas de preparo da sonda, hibridizacdo e deteccdo foram realizadas
utilizando kit Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System
da GE Helthcare. O tampéo de hibridizacdo foi preparado de acordo com protocolo
estabelecido (NaCl 0,5 M + reagente bloqueador 4 %, para um volume de 0,125 mL por
cm? de gel), em agitador magnético por 1-2 h e aquecido a 55 °C.

A marcacdo da sonda foi realizada em gelo logo antes da hibridizacéo e sua
quantidade foi proporcional ao volume do tampé&o de hibridizagdo. A sonda (10 ng/uL)
utilizada na propor¢do de 10 ng para cada mL do tampdo de hibridizacdo foi
primeiramente desnaturada em agua fervente por 5 minutos e imediatamente colocada
em gelo por mais 5 minutos. Foi adicionado igual volume do tampdo de reacdo ao DNA

resfriado, seguido pela adi¢do do reagente de marcacdo em volume equivalente a 20 %
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do volume proporcional ao tampédo de hibridizacdo e por fim, foi adicionada uma
solucéo de cross-linker 20 %. O tubo contendo todos 0s componentes para a marcagao
da sonda foi incubado por 30 min a 37 °C e entdo foi misturado a 1 mL do tampéo de
hibridizacdo para aquecimento a 55 °C.

Antes da etapa de hibridizacao, foi realizada uma pré-hibridizacdo adicionando o
tampdo da hibridizagdo a um tubo com a membrana que permaneceu no forno giratorio
por cerca de 10 minutos a 55 °C. Passado o tempo, 1 mL contendo tampé&o e a sonda
marcada foi transferido para o tubo com a membrana a fim de realizar a hibridizacéo,
que ocorreu overnight em forno giratdrio a temperatura de 55 °C. A membrana foi entéo
retirada do tubo e lavada duas vezes por 10 minutos com uma solugdo primaria (uréia
2 M, SDS 0,1 %, solu¢cdo 50 mM de fosfato de sodio pH 7,0, NaCl 150 mM, MgCl,
com uma solucdo secundaria (tris base 1 M + NaCl 2 M, pH 10).

A deteccdo do sinal foi realizada adicionando 30 pL de solucdo detectora por cm?
a membrana por 5 minutos. O excesso foi retirado, a membrana foi envolvida em papel
filme e colocada no cassete com filme onde permaneceu por 24 h. A revelacdo foi
realizada em ambiente escuro passando o filme por uma solucéo reveladora seguida por

uma solucéo fixadora.

4.9 Extracdo de RNA total e analise de expressdo génica por PCR em tempo real

A extracdo de RNA foi realizada de acordo com protocolo do fabricante
utilizando TRI- Reagent (Applied Biosystem, n. cat AM9738). As células foram
cultivadas em 5 mL de YPD sob agitagdo de 150 rpm por 24 h. Passado o tempo, as
células foram precipitadas e lavadas com solucdo salina, sendo adicionados 1 mL de
TRI-Reagent e pérolas de vidro em quantidade suficiente abaixo da marca de 0,5 de um
tubo de 2 mL. A mistura foi agitada em vortex por 10 minutos e entdo centrifugada por
5 minutos, a temperatura ambiente e velocidade méxima. O sobrenadante foi coletado e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente seguido por uma adi¢do de 200 pL de
cloroférmio. Essa mistura permaneceu incubada a temperatura ambiente por 10 minutos
e entdo foi centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo, onde foram adicionados 500 pL de isopropanol, a mistura
foi agitada por 10 segundos em um vortex e incubada a temperatura ambiente por 10
minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 8 minutos a 4 °C e

0 sobrenadante foi descartado. Foi adicionado 1 mL de etanol 75 % ao precipitado e o
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tubo foi novamente centrifugado por 5 minutos a 7.500 x g para remover o etanol. Apos
0 secagem do precipitado, 0 RNA foi dissolvido em 30 pL de agua milliQ livre de
RNAse. A verificacdo da integridade do RNA extraido foi realizada através de
eletroforese em gel de agarose 1 % (0,5 g de agarose em 50 mL de TAE 1X + 0,5 pg de
brometo de etidio). O RNA extraido foi quantificado em NANOdrop e foram
observadas a leitura da absorbancia a 260 nm e a raz&o 260/280. A sintese de cDNA foi
realizada a partir de uma dilui¢cdo de 0,1 pg/uL dos RNAs extraidos utilizando o kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). A reacdo foi
preparada para um volume final de 20 pL, composto por 10 pL de RNA (400 ng/uL),
0,8 pL de dNTPs (25X), 2 pL de RT buffer (10X), 2 pL de RT random primers (10X),
1 pL de MultiScribe Reverse Transcriptase, 1 pL de inibidor de RNAse e 3,2 pL de
agua milliQ.

Os cDNAs foram utilizados para PCR em tempo real para analise da expressao
do gene ERG6 no mutante, selvagem e reconstituido. A reacao foi montada utilizando o
kit Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems) em placas de 96 pocos. Os
oligonucleotideos utilizados foram os de ndmeros 11 a 17 (Tabela 3), e foram
desenhados na juncao éxon-éxon. O controle interno foi o0 gene que codifica actina. O
volume final da reacéo foi de 10 puL contendo com 2 pL de cDNA; 0,4 uL do mix de
oligonucleotideos (10puM) e 5 pL de Fast SYBR Green PCR Master Mix (2X) e agua
para completar o volume. O equipamento utilizado para a PCR em tempo real foi o
7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems) e o ciclo foi de 95 °C por 20
segundos para a ativacdo enzimatica, 95 °C por 3 segundos para a desnaturacao e 60 °C
para 0 anelamento dos oligonucleotideos, sendo as duas Ultimas etapas realizadas em 40
ciclos. Para a quantificacdo foi utilizado o método comparativo de CT, sendo que a
formula utilizada para o célculo do fold (numero de vezes que o gene foi induzido ou

reprimido) foi 2 24T,

4.10 Testes fenotipicos

Os testes fenotipicos para avaliar a integridade da parede celular, a resposta a
estresse osmotico e a susceptibilidade a drogas em placas foram realizados através de
diluicdes seriadas de cada uma das cepas. Foi realizado inéculo das leveduras que
cresceram a 30°C a 150rpm por 24h. As células foram lavadas em solucéo salina e

contadas em camara de Neubauer. Os in6culos foram entdo diluidos de forma a ter
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concentracdes de 107, 10°, 10°, 10%, 10% células /mL e entéo foram plaqueadas aliquotas
de 5 pL de cada uma. O teste de sensibilidade térmica foi realizado em YPD a
temperatura de 25, 30, 35 e 37 °C.

A avaliacdo da integridade da parede celular foi realizada a 30°C em placas de
YPD contendo Congo Red 0,5 % ou 1 %, SDS 0,05 %, cafeina 0,5 mg/mL ou 1 mg/mL,
Calcofluor White 0,5 mg/mL ou 1 mg/mL, enquanto que a avaliacdo da sensibilidade a
estresse osmatico foi realizada em placas de YPD contendo NaCl 1,5M, KCI 1,5M a
30°C. Testes de estresse oxidativo foram realizados a temperatura de 30 °C em YPD
solido contento H,O, nas concentracdes de 1 mM e 5 mM. As placas foram incubadas
até que se visualizasse o crescimento das coldnias (Hu & Kronstad, 2010).

Os testes de susceptibilidade a drogas foram realizados em YPD contendo a
droga de interesse, com as seguintes concentracfes: 10 pug/mL de fluconazol, 8 pg/mL
de anfotericina B, 0,012 pg/mL de itraconazol, 1 pug/mL de cetoconazol, 1 pg/mL de
FK506, 50 pg/mL de nistatina, 10 pg/mL de cerulenina, 10 pg/mL de brefeldina A, 50
png/mL de cicloheximida e 1 pg/mL de terbinafina (Tabela 4), conforme dados da
literatura. As placas foram incubadas a 30 e 35°C até que se visualizasse o crescimento

das col6nias.

Tabela 4. Informac6es sobre as drogas utilizadas no teste de susceptibilidade em placas contendo
YPD é&gar

DROGA [ ]ESTOQUE (mg/mL) \ [ 1PLACA (pg/mL) SOLENTE
Anfotericina B 0,25 8 Agua
Brefeldina A 5 5 DMSO
Cerulenina 5 1 DMSO
Cetoconazol 0,0016 1 DMSO
FK506 5 1 DMSO
Fluconazol 1,6 10 Agua
Itraconazol 1 0.012 DMSO
Nistatina 5 50 DMSO
Terbinafina 10 0.5 DMSO

Fonte: Elaborada pela autora.

A capacidade de produzir melanina foi avaliada a 30 °C e utilizando meio de
cultura agar Semente de Niger (Nandhacumar et al., 2006), enquanto que a capacidade
de produzir cépsula foi avaliada em meio com DMEM+ MOPS 4gar. As células foram
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estricadas e as placas foram incubadas a 37 °C, em estufa com gas carbénico a 5 %. As
coldnias foram observadas apds 48 horas em microscépio de luz invertido utilizando
tinta nanquim. (Granger et al., 1985; Gilbert et al., 2010). O teste de fosfolipase foi
realizado utilizando meio com emulsdo de gema de ovo. Foram pipetadas dilui¢cGes de
10" de cada um dos fungos e as placas foram incubadas a 35 °C por 48 h. (Chen et al.,
1997).

4.11 Teste de microdiluicdo para a determinacdo da concentracdo minima

inibitoria (CMI) de drogas antifingicas

A determinacdo da concentragcdo minima inibitéria de cada droga foi realizada
de acordo com a norma M-27-A2 estabelecido pelo NCCLS. O meio utilizado foi o
RPMI-1640 tamponado a pH 7 em temperatura 25 °C utilizando MOPS pH 7 para uma
concentracdo final de 0,165 mol/L. A partir de uma solucdo estoque de antiflngicos
foram preparadas as dilui¢bes para serem utilizadas no teste. Drogas sollveis em agua:
anfotericina e fluconazol foram diluidas a uma concentracdo de 10X utilizando o meio
RPMI, enquanto drogas ndo sollveis em agua, foram solubilizadas em DMSO e
diluidas com RPMI a uma concentracdo de 100X. As concentragdes 100X foram
diluidas 1:10 em RPMI resultando em solugfes a 10X. Todas as concentracfes de 10X
foram diluidas 1:5 em RPMI de forma a conter uma concentracéo 2X.

O preparo das células foi realizado através de um repique de coldénias em uma
placa de YPD que permaneceu a 30 °C durante 48 h. As colbnias isoladas foram
suspendidas em 5 mL de solugdo salina estéril (0,85 %). As células foram contadas
utilizando camara de Neubauer e a concentragéo foi ajustada para 1x10° leveduras/mL,
que foi diluida 1:50 e 1:20 em meio RPMI, resultando em uma concentracdo 2X
equivalente a 1x10° leveduras/mL.

As células e as concentragbes das drogas foram diluidas 1:1, atingindo a
concentracdo final de 1X. Os testes foram realizados em placas descartaveis estéreis de
96 pocos, fundo chato, sendo o volume final utilizado em cada pogo de 200 pL, sendo
100 pL das diluicbes da droga e 100 pL das diluigdes com o fungo. A concentracdo
final inoculada foi de 5x10% leveduras/mL, enquanto as concentracdes das drogas
variaram de 32 a 0,00313 pg/mL. Em cada placa, foi feito controle positivo inoculando
as leveduras em meio sem droga e meio sem droga contendo DMSO, quando este foi

utilizado como solvente e controle negativo contendo apenas 0 meio RPMI. As placas
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foram incubadas a 35 °C por 48 h e entdo analisadas visualmente e por leitura da
absorbancia em espectrofotémetro a 595 nm. As médias dos valores obtidos pela leitura
das absorbancias foram calculadas e plotadas em gréaficos para avaliacdo da CMI.

4.12 Ensaio de fagocitose em macréfagos

O teste de viruléncia em macrofagos foi realizado com uma cultura de macréfagos
J774.A1 (linhagem de monacitos de camundongos BALB/c). As células foram mantidas
em frasco de cultura de 75 cm? contendo meio DMEM, suplementado com soro fetal
bovino 10%, sendo realizada a troca de meio de cultura de acordo com o procedimento
padréo.

Inicialmente, as células de macro6fagos aderidas ao frasco de cultura foram soltas e
a suspensdo foi centrifugada 200 x g por cinco minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio
DMEM + SFB 10 %. A contagem foi realizada diluindo-se uma aliquota 1:10 em PBS
contendo azul de tripano (estoque: 10X). A concentracdo dos macrofagos foi ajustada
para 2,5 x 10° células/mL com DMEM + SFB 10 % contendo ampicilina a 50 ug/ml
(estoque: 50 mg/mL, 1000X) e estreptomicina a 100 pg/mL (estoque: 500 mg/mL,
5000X). Em uma placa estéril de fundo chato, com tampa, tratada para cultura de
tecidos de 96 pocos (estéril,), foram adicionados 100 pL de macréfagos por poco e a
placa foi incubada overnight a 37 °C e CO, a 5 %.

No segundo dia de experimento, foram feitos indculos em YPD das cepas de
interesse e incubados em shaker a 30 °C a 150 rpm overnight. Nesse mesmo dia 0 meio
das placas contendo macrofagos foi trocado por uma solucdo de meio DMEM + SFB
10 % contendo antibiéticos, interferon-gama a 100 U/mL (estoque: 10* U/mL, 100X) e
LPS a 300 ng/mL (estoque: 1 mg/mL).

No terceiro dia, as células fangicas foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 x g
a temperatura ambiente, e lavadas 3 vezes com PBS estéril. As células foram contadas
em camara de Neubauer e diluidas para uma concentracdo de 5 x 10° células/mL em
meio DMEM + SFB 10% contendo antibidticos e o anticorpo anti-GXM 18B7 a uma
concentragdo de 10 pg/mL (estoque: 2 mg/mL, 200X). O meio foi novamente trocado,
mas dessa vez 0 novo meio continha os fungos opsonizados pelo anticorpo. A placa foi
centrifugada por 5 minutos a temperatura ambiente e incubada na estufa a 37 °C por 2

horas. O meio foi novamente trocado por um novo contendo antibidticos e, o antigo,
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que continha os fungos ndo-fagocitados, foi recolhido num tubo de microcentrifuga
estéril. A placa foi novamente incubada na estufa a 37 °C, que é a temperatura 6tima
para macrofagos, com 5 % CO,, overnight. Os fungos ndo-fagocitados foram diluidos
1:100 em salina estéril, 100 pL foram plaqueados em YPD sdlido em triplicata e estas
foram incubadas a 30°C por 48h para serem contadas as UFC.

No dia seguinte, os macrofagos foram lisados através de ressuspensdo das células
em 100 pL de uma solucéo de SDS 0,5 % (m/v) estéril. A suspensdo foi recolhida em
um tubo de microcentrifuga estéril (um tubo para cada replicata) e entdo foi plaqueada
em YPD. As placas foram incubadas a 30 °C e as UFC foram contadas ap0s cerca de
48 h. Os dados obtidos foram analisados pelo programa GraphPad Prism 5 utilizando o
teste estatistico 2 way ANOVA para a determinacédo dos valores P.

4.13 Teste de viruléncia de Galleria mellonella

O teste de viruléncia in vivo foi realizado em Galleria mellonella. As lagartas, no
estagio final de larva foram pesadas e agrupadas de acordo com uma faixa de peso
determinada. Para a infeccdo, leveduras de C. neoformans foram inoculadas em YPD
liquido e incubadas a 30 °C em shaker, a 150 rpm por 24 h. As células foram lavadas
em salina, contadas utilizando camara de Neubauer e o indculo foi ajustado para uma
concentracdo de 5x10° células/mL. As lagartas foram infectadas na Gltima pata traseira
com 10 pL do indculo utilizando uma seringa estéril e incubadas em estufa a 37 °C.
Foram utilizadas 16 lagartas para cada linhagem testada e diariamente todas as lagartas
vivas foram contadas até a ultima sobrevivente morrer (Mylonakis et al., 2005.)

4.14 Curva de crescimento

Foram realizadas curvas de crescimento das linhagens de C. neoformans a 30, 35
e 37 °C em meio YPD e uma curva a 30 °C em YNB. Inoculos dos fungos foram feitos
em YPD liquido e incubados a 30 °C a 150 rpm. As celulas foram lavadas com solugéo
salina, foram contadas em camara de Neubauer e a concentracdo foi ajustada para 1x10°
células/mL. Foram utilizadas placas de 96 pogos estéreis e em cada pogo utilizado foi
pipetado 198 pL de YPD e 2 pL do inoculo a fim de ter uma concentragéo final de

1x10°. As placas foram incubadas utilizando o equipamento Eon biotek com agitacao

41



continua e a cada 30 minutos as absorbancias a 600 nm foram medidas ao longo de
96 h.

4.15 Analise dos esterois de membrana

A extracdo de esterdis da membrana de C. neoformans foi realizada com base no
método de Folch (Folch et al., 1957) descrito no Cyberlipid Center
(http://www.cyberlipid.org/index.htm). Foram realizados indculos de cada uma das
cepas em 100 mL de YPD que permaneceram crescendo em shaker a 30 °C a 150 rpm
por 48 h. Passado o tempo de crescimento, as células foram lavadas trés vezes em PBS
estéril e foram congeladas em tubos de 50 mL para liofilizacdo. As células foram
liofilizadas por cerca de 10 h e o precipitado foi pesado em balanca semi-analitica. Em
cada tubo foram adicionadas pérolas de vidro (o suficiente para ocupar a ponta do
cbnica do tubo) e uma mistura de cloroférmio/metanol (2/1) para um volume final 20X
maior que o peso da amostra. A mistura foi agitada por 20 minutos em vortex a
velocidade maxima e o solvente foi lavado em 0,2 volumes de solucéo salina (solucéo
0,9 % de NaCl). O tubo foi novamente agitado em vortex por alguns segundos e entdo
centrifugado a 2.000 rpm para separar as fases. A fase inferior foi recolhida, aliquotada
em microtubos de 2 mL envoltos por papel aluminio e submetida a completa
evaporacdo do solvente. O esterdis extraidos foram armazenados a -80 °C sob protecédo
de luz até a quantificacéo.

A anélise dos esterois foi realizada em um Cromatografo Liquido Shimadzu®,
composto de injetor automatico SIL-20SA com loop de 100 pL, sistema degaseificador
DGU-20A, sistemas de bomba quaternaria LC-20AT, forno CTO-20SAC, detector
SPD-M20A, médulo comunicador CBM-20A e software LC solution® (Kioto, Japao).
A eluicdo foi realizada em modo isocratico, com fase movel composta somente de
Metanol grau HPLC (Tedia), em vazdo de 1,0 mL/min. A coluna foi uma RP-C18 da
ACE, de 125 mm x 4,6 mm com particulas de 5 mm de tamanho médio. Foram
utilizados dois padrdes para a andlise, o lanosterol e o ergosterol, ambos da marca
Sigma. O volume de injecdo foi de 10 mL para a maioria das andlises, exceto para 0s
testes com o padrdo de lanosterol, onde foram injetados 20 mL, pois foi utilizado em
uma concentracdo de aproximadamente 10 mg/mL. Foi utilizado um detector (SPD-
M20A) do tipo PDA (photo diode array).
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4.16 Citolocalizacdo de Ergé em C. neoformans

A citolocalizagdo de Erg6 foi realizada utilizando o plasmideo pCN50
(gentilmente cedido por Dr. Andrew Alspaugh, Duke University) que contém a marca
de selecdo de G418 e o marcador fluorescente GFP controlado por um promotor de
Histona H3 (O'Meara et al., 2010). Basicamente, o cDNA de ERG6 foi amplificado
utilizando os oligonucleotideos 19 e 20 mostrados na Tabela 3 que contém sitios de
BamHI nas extremidades para a fusdo com GFP, gerando um fragmento de 1.032 pb. A
PCR foi feita utilizando a enzima FideliTaq polimerase (Fermentas) para um volume
total de 50 pL, sendo 0,25 pL de Enzima FideliTag, 0,4 pL de dNTPs (25Mm), 1 pL de
cada um dos oligonucleotideos (10uM), 1 puL de cDNA de C. neoformans, 5 pL de
tampdo PCR(10X) e 41,35 uL de agua milliQ para completar o volume. Os ciclos da
PCR foram: pré-desnaturacdo de dois minutos a 94 °C, amplificacdo em 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento de 58 °C por 30 segundos e extensdo
final de 68 °C por 5 minutos. O fragmento correspondente a0 cDNAs de ERG6 foi
purificado e clonado em pGEMT, para entdo ser digeridos com BamHI para clonagem
no sitio de BamHI do plasmidio pCN50. A orientacdo de ERG6 foi confirmada através
de digestdes com as enzimas de restricdo Bglll, Hindlll e Sacl e os tamanhos dos
fragmentos foram calculados de acordo com a orientagéo do gene ERG6.

Apds identificar a orientacdo, 5 pg do plasmidio contendo o gene ERG6
fusionados corretamente ao GFP foram transformados pela técnica de biobalistica no
mutante erg6A de C. neoformans, como controle foi utilizado o plasmidio pCN50, sem
a fusdo. As coldnias obtidas na transformacao foram repicadas em placas contendo 200
pg/mL de higromicina ou 200 pg/mL e aquelas capazes de crescer em nas duas placas
contendo as drogas foram selecionadas para analise da fluorescéncia. Além disso, as
colbnias foram ainda repicadas em fluconazol e nistatina para facilitar a selecdo das
possiveis colonias contendo o plasmidio fusionado ao gene ERG6. As col6nias
selecionadas foram inoculadas em YPD liquido e crescidas overnight a 30 °C, sob
agitacdo de 150 rpm. No dia seguinte, as células foram centrifugadas, lavadas e
ressuspendidas em salina para serem observadas no microscopio invertido Zeiss Axio
Observer Z1.
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4.17 Citometria de fluxo

Para analise da expressao de Gfp-Erg6, as células foram inoculadas em meio YPD
liquido e incubadas por 24 h, a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm. No dia seguinte, as
células foram lavadas em PBS 1X e ressuspendidas em 1 mL do mesmo tampé&o. Para a
andlise no citdmetro de fluxo entdo foi preparada uma diluicdo de 1:100 da células em
um volume de 500 pL. As suspensbes foram analisadas em citbmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado com lasers de 488 nm e 633 nm. Os dados
coletados foram analisados com o software FlowJo (Treestar Inc.). Para analise, eventos
correspondentes as células de C. neoformans foram inicialmente selecionados usando o0s
parametros FSC x SSC (“forward scatter” e "side scatter") e em seguida a fluorescéncia

de Gfp analisada por histograma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo e confirmacgdo do mutante erg6A

A transformacdo por biobalistica resultou no crescimento de muitas colonias de
tamanhos variados capazes de crescer em meio seletivo. Apo6s a primeira sele¢cdo em
meio com 200 pg/mL de higromicina, as coldnias foram repicadas em placas contendo
meios de YPD + ergosterol 0,002 % + triptofano 0,002 % + metionina 0,002 % e YPD
+ hyg 200 pg/mL + nistatina 20 pg/mL, a fim de contribuir na selecdo, ja que mutantes
erg6 de S. cerevisiae (Karst & Lacroute, 1974; Gachotte et al., 1998) relatados em
literatura tiveram seus meios suplementados com ergosterol e também apresentaram
resisténcia aos polienos (Garber et al., 1989; Jensen-Pergakes et al., 1998; Vandeputte
et al., 2008). Todos os transformantes cresceram em meio contendo a suplementacéo
com ergosterol e aminoécidos, porém ja em meio contendo as drogas higromicina e
nistatina, apenas alguns transformantes foram capazes de crescer (Figura 9). Desta
forma, aqueles que cresceram na placa contendo ambas as drogas tiveram seus DNAS
gendmicos extraidos para confirmagdo da delecdo da ORF de ERG6 por PCR. A
selecdo dos transformantes nessa placa foi realizada ainda baseando-se em
caracteristicas visuais das colbnias, como possiveis alteracbes na coloragdo e no

tamanho.

Figura 9. Selecéo dos transformantes ergé em meio YPD &gar suplementado.
A) ergosterol, triptofano e metionina e contendo B) Higromicina e nistatina. Ergosterol 0,002 %;
triptofano 0,002 %; metionina 0,002 %; higromicina 200 pg/mL e nistatina 20 pg/mL.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A confirmacdo da delecdo de ERG6 dos transformantes que cresceram em
higromicina e nistatina ocorreu por duas reacOes diferentes. Foram utilizados
oligonucleotideos externos ao locus génico e internos a sequéncia de HPH para
amplificar a regido 5’ que deveria gerar um fragmento de 2.355 pb e a regido 3’, um
fragmento de 2.963 pb a fim de confirmar a correta dele¢do da ORF de ERG6 (Figura
8C e Figura 10). Foram confirmados por PCR sete transformantes que foram ent&o
submetidos ao Southern blot. Os mutantes inicialmente foram nomeados de acordo com
a numeracdo de repique das colbnias, dessa forma os transformantes confirmados por
PCR foram os de nimero: 48, 52, 55, 357, 360, 373, 448.

48 52 55 156357 360 373 448 K99 Agua
48 52 55 156357 360 373 448 K99 Agua

vt et

Figura 10. PCR confirmatdrio da delecao do gene ERG6 em C. neoformans.

Eletroforese em gel de agarose 0,8 % a fim de confirmar a amplificagdo das regides 5’¢ 3” por PCR dos
possiveis transformantes deletados de ERG6. A) Produto da amplificacdo da regido 5°, correspondente a
2.355 pb; B) Produto da amplificagdo da regido 3’°, correspondente a 2.963 pb. Poco 1. marcador
molecular DNA Ladder Plus 1Kb (Fermentas). Os transformantes confirmados em ambas as regiGes
foram: 48, 52, 55, 357, 360, 373, 448.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O Southern Blot de confirmacdo da delecdo do gene ERG6 foi realizado
utilizando as enzimas Bglll e Xhol. A sonda utilizada foi preparada amplificando os
fragmentos 1+8 por uma reacdo de PCR, tendo um tamanho de 3.399 pares de base e
abrangendo todo o gene ERG6. A Bglll por apresentar sitio de restricdo na sequéncia de
ERG6, gerou um fragmento de 3,8 Kb e outro de 5,1 Kb, porém no mutante erg6A,
contendo marcador seletivo para higromicina no locus, gerou apenas um Unico
fragmento de aproximadamente 9,0 Kb. Para Xhol ndo h& nenhum sitio de restrigdo na
sequéncia ERG6 e um Unico sitio na sequéncia de HPH, dessa forma gerou um
fragmento Unico de 8,1 Kb no selvagem e dois fragmentos de aproximadamente 5,2 e
3,5 Kb no mutante ergbA. A Figura 11A representa o perfil de restricdo das enzimas
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selecionadas e o tamanho de seus respectivos fragmentos hibridizados pela sonda
escolhida.

Pelo Southern Blot, como se observa na Figura 11B, foram confirmados cinco
mutantes ergbA: 42, 52, 357, 360 e 373. Os transformantes 55 e 448 apresentaram
fragmentos de tamanhos divergentes daqueles esperados para a enzima Bglll, enquanto
que para a Xhol, o 55 apresentou ainda outros dois fragmentos além dos esperados,
sendo um deles do tamanho do fragmento obtido pelo H99. A capacidade de crescer a
37°C e de produzir melanina foi analisada para os mutantes confirmados e todos
apresentaram o mesmo fendtipo, dessa forma foi escolhido o mutante 360 para dar

continuidade ao estudo.

A 11751 12571 14350 15150
| | \ |
ERG6 1515pb
12749 14263
11571 12571 14350 15150

| |
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81 (HPH) 15637
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Figura 11. Southern blot confirmatério da dele¢do de ERG6 de C. neoformans.

A. Perfil de restricdo gerado pelas enzimas Bglll e Xhol escolhidas para confirmagdo dos mutantes ergéA
por Southern Blot. B Resultado confirmatorio da delegdo de ERG6 de C. neoformans.

DNA gen6micos dos mutantes e do selvagem H99 foram digeridos com as enzimas de restricdo Xhol e
Bglll. A sonda utilizada corresponde ao locus de ERG6 selvagem. Os padrdes obtidos confirmaram os
mutantes como sendo os deletados para ERG6. 1) 448; 2) 373; 3) 360; 4) 357; 5) 55; 6) 52; 7) 42; 8)
Selvagem (H99)

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Obtencéo e confirmacao do reconstituido de ERG6

A co-transformacdo para a obtencdo do reconstituido foi realizada através de
transformacdo por biobalistica do cassete contendo o l6cus do gene ERG6 e o
plasmideo de pJAF contendo a marca de selecdo de G418. Os transformantes foram
selecionados com 200 pg/mL de G418 (neomicina). A maioria das coldnias resistentes a
G418 eram também a higromicina e dessa forma foram ignoradas, e aquelas que nao
eram mais resistentes a higromicina (perda do cassete de resisténcia) e eram a G418
foram selecionadas de acordo com as caracteristicas de suas col6nias. Os reconstituidos
também foram confirmados por PCR utilizando os mesmos oligonucleotideos externos
(9 e 10), com internos ao gene ERG6 (11 e 12), conforme Figura 8C. No
transformante 1 observou-se amplificagdo apenas da regido 5° de ERG6, enquanto nos
transformantes 2, 6 e 186 foram amplificadas as duas regides, sendo possiveis
reconstituidos; e no 322 ndo foram observadas amplificacdes de nenhuma das regides
(Figura 12).
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M123456 7 1234567

2701pb
P 1973pb

Figura 12. Confirmacao da reconstitui¢do do mutante erg6A através da amplificacio da regido 5’ e
3’ do gene. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % dos produtos obtidos na amplifica¢do da regido 5’ e 3’
de ERG6. M= marcador; 1) 1l.erg6; 2) 2.erg6; 3) 6.erg6; 4)186.erg6; 5) 322.erg6; 6) H99; 7) 4gua. Os
produtos sdo: regido 5’ (2,7 Kb) e 3° (1,9 Kb).

Fonte: Elaborada pela autora.

A expressdo do gene ERG6 foi analisada pela técnica de PCR em tempo real
(Figura 13). O RNA do selvagem e reconstituido foi extraido e a analise da expressao
de ERG6 no reconstituido (escolhido 186) demonstrou que o gene foi novamente

inserido e teve seu nivel de expressdo muito similar aquele observado no selvagem.
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Figura 13. Analise da expressao génica de ERG6 por PCR em Tempo Real no selvagem (wt) e no
reconstituido ERGS.

Observa-se que o selvagem e o reconstituido apresentam padrdo de expressdo similar. Utilizou-se como
controle interno o gene que codifica actina. Expressdo avaliada em leveduras de C. neoformans crescidas
a 30 °C em YPD liquido, sob agitacéo, 48 h.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3 Testes fenotipicos
5.3.1 Crescimento a diferentes temperaturas

A fim de verificar se 0 mutante apresentava crescimento alterado a diferentes
temperaturas foi realizado um teste a 25, 30, 35 e 37 °C utilizando diluigdes seriadas de
10" a 10° (Figura 14). As placas foram observadas diariamente e entre o terceiro e
quarto dia ja foi possivel observar o crescimento de todas as diluicdes do selvagem em
todas as temperaturas. A 25 °C e 30 °C, mutantes erg6A apresentam crescimento
semelhante ao selvagem H99, porém um pouco mais lento. No entanto, a 35 °C
observa-se sensibilidade dos mutantes de ERG6 sendo que a 37 °C, os mutantes ndo
foram mais capazes de crescer em nenhuma diluicdo. A temperatura de 30 °C
demonstrou ser a melhor para o crescimento do mutante de ERG6. Esses resultados
divergem aos encontrados em mutantes de ERG6 em S. cerevisiae, que foram capazes
de crescer a 37 °C apresentando sensibilidade a temperaturas menores, 22 °C ou 30 °C
(Gaber et al., 1989), no entanto vale ressaltar que S. cerevisiae € uma levedura nao
patogénica. Assim, pode-se afirmar que o gene ERG6 ndo é essencial para o
crescimento vegetativo de C. neoformans, mas € necessario para 0 seu crescimento a
37 °C, temperatura dos hospedeiros humanos, sendo que esta caracteristica é
considerada um fator de viruléncia deste fungo, e intrinseca de um patégeno humano e
(Hull & Heitman, 2002).

25°C 30°C 35°C 37°C
Mutante ergbA

Selvagem (wt) [l K £ F B¢ . . ®H»
Reconstituido ERG6 & I W B¢ S m

Figura 14. Analise de sensibilidade térmica dos mutantes erg6A realizada em YPD.

Foi utilizado 5 pL de diluicBes seriadas de 10" a 10° em quatro temperaturas diferentes 25°C, 30, 35 e
37°C durante quatro dias. O aumento da temperatura demonstrou afetar o crescimento, sendo observado
que a 35 °C o crescimento foi comprometido e a 37 °C ndo houve crescimento dos mutantes.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3.2 Producdo de melanina

O teste de melanina foi realizado em meio preparado com sementes de Niger e foi
observada a plena capacidade do mutante de ERG6 em produzir melanina, no mesmo
periodo de tempo que o selvagem (Figura 15). A capacidade de producdo de melanina é
um dos principais fatores de viruléncia do C. neoformans que contribui para a
sobrevivéncia no meio ambiente e durante a infeccdo, sendo inclusive utilizada como
forma de identificacdo do patogeno em infeccBes humanas (Hull & Heitman, 2002).
Além disso, o pigmento protege o fungo da resposta imunoldgica do hospedeiro (Trofa
et al., 2011). Dessa forma, é possivel observar que a delecdo de ERG6 ndo interfere

com a producdo de melanina em C. neoformans.

Mutante ergbA :'

Selvagem (wt)

Figura 15. Andlise da capacidade de produgdo de melanina em &gar com sementes de Niger do
selvagem (H99) e do mutante erg6A.

A delecdo do gene ERG6 ndo demonstrou afetar a capacidade do fungo em produzir melanina. O
crescimento e a pigmentacdo (castanho-escuro, caracteristico do pigmento) das linhagens foram
observados e as imagens documentadas ap6s 48 h de incubagéo a 30 °C.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.3 Capacidade de produzir capsula

A capacidade de producdo de capsula do mutante foi avaliada utilizando meio
DMEM diluido em bicarbonato e MOPS. A capsula é um importante fator de viruléncia
do C. neoformans sendo protetora ao sistema imune de seu hospedeiro e contribuindo
para a replicacdo do fungo em macrdfagos (Janbon & Doering, 2011). O teste foi
realizado a 37 °C apds 48 h de incubacgéo, temperatura que ndo permitiu o crescimento
do mutante ergbA utilizando diluicGes seriadas (Figura 14). Os resultados

demonstraram crescimento das coldnias do selvagem e do reconstituido na placa. Em
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relacdo ao mutante, foram observadas algumas colénias em um ponto da placa, onde
provavelmente havia maior nimero de células inoculadas.

Janbon e Doering, (2011) afirmam ainda que o aparecimento desse fator esta
relacionado também a condi¢bes ambientais, sendo assim, seria esperado que ndo fosse
capaz de visualizar o aparecimento de capsula ou sequer o crescimento nas cepas
mutantes j& que a placa foi incubada a uma temperatura em que o mutante ndo
demonstrou crescimento em meio YPD. No entanto, o resultado observado foi a
visualizacdo de céapsula nos mutantes e possivelmente a observacdo dessas poucas
colbnias esteja relacionada apenas a sobrevivéncia daquelas que foram inoculadas no
meio de cultura. Colénias do mutante, selvagem e reconstituido foram entdo observadas
por microscopia Optica e tinta nanquim, demonstrando a capacidade de producdo de
capsula de todas as trés linhagens testadas (Figura 16). No entanto, a capsula formada
para as trés linhagens analisadas foi pequena, impossibilitando a observacdo de
alterac6es no tamanho e dessa forma néo € possivel afirmar que a delecdo de ERG6 néo

afeta a producdo de capsula em C. neoformans.

Mutante erg6A Selvagem (wt) Reconstituido ERG6

Figura 16. Producdo de capsula do mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6 em meio
DMEM+MOPS a 37° C.

Né&o foram observadas alterag@es na producéo de capsula em meio contendo DMEM, ap6s incubagéo a

37 °C / 48 h. A presenca de cépsula foi avaliada utilizando tinta nanquim. Imagens captadas utilizando
objetiva EC Plan Neofluor 40x/ 0,76 Ph2 M27. Escala foto original: 25 pm/cm.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.4 Estresse Osmotico

O teste de estresse osmatico foi realizado em meios contendo, NaCl 1,5 M e KCI
1,5 M a 30 °C. As placas a foram observadas diariamente para 0 acompanhamento do

crescimento e ap6s onze dias, apenas as diluicdes 10" e 10° apresentavam col6nias para
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0 mutante ergbA em NaCl 1,5 M e em KCI 1,5 M, havia também um pequeno
crescimento na diluicdo de 10°(Figura 17).

O ergosterol atua a fluidez da célula e sua integridade (Ghannoum & Rice, 1999),
sendo assim, a auséncia do gene ERG6 afetando a biossintese de ergosterol, provoca a
desestabilizacdo da membrana resultando no aumento da sensibilidade aos sais. O
resultado encontrado apresentou-se de acordo com o que foi obtido em mutantes de
ERG6 em S. cerevisiae em que foi observado alteracdo de caracteristicas fenotipicas
relacionadas a permeabilidade e fluidez da membrana. (Gaber et al., 1989). Dupont et
al. (2011) ao avaliarem a relacdo entre a natureza dos esterois da membrana plasmatica
e a resisténcia de células leveduriformes de S. ceresisiae em resposta ao tratamento
com agentes estressores 0osmaticos observaram que 0s mutantes erg6A, que apresentam
acumulo de precursores de ergosterol sdo mais sensiveis a alteragdo osmotica no meio
qguando comparados as linhagens selvagens. Estes autores sugerem que a natureza dos
esterdis de membrana influencia caracteristicas mecénicas da membrana relacionadas as
alteracbes de volume da célula provocadas pelo tratamento hiperosmotico, como
capacidade deformativa e resisténcia ao alongamento, importantes para adaptacdo
celular a variacdo hidrica no ambiente. Dessa forma, conclui-se que o mutante erg6A de
C. neoformans estudado ndo é capaz de sobreviver a alteracBes de sais no meio,
possivelmente provocada pela alteragdo da composicao e nas propriedades mecéanicas de

sua membrana celular.

NaCl 1,5M KCI 1,5M

Selvagem (wt)

Reconstituido ERG6 — S '/

Figura 17: Mutante erg6A de C. neoformans ndo é capaz de crescer na presenca dos estressores

osmoticos NaCl e KClI a 30 °C enquanto seu reconstituido demonstra resgatar o fenétipo.

Foram realizadas dilui¢cdes seriadas das linhagens mutante ergb6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6
em placas de YPD contendo NaCl 1,5 M e KCI 1,5 M. Observa-se que o mutante ergéA apresenta
dificuldades de crescimento em meios que provoquem estresse osmotico na célula. Apos cinco dias em
estufa a 30 °C, os reconstituidos demonstram fendtipo semelhante ao do selvagem pelo retorno a
capacidade de tolerar alteragdes osmdticas do meio extracelular.

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3.5 Estresse Oxidativo

A capacidade de lidar com estressores oxidativos, foi avaliada no mutante erg6A
utilizando perdéxido de hidrogénio em duas concentracGes diferentes. Na primeira
concentracdo de 1 mM foi observado o crescimento de todas as diluicdes das cepas
analisadas ap0s trés dias de incubacdo a 30 °C, no entanto, na concentracdo de 5 mM, o
mutante ndo foi capaz de crescer, indicando uma sensibilidade a concentragfes mais
altas de H,O, (Figura 18). Perdxido de hidrogénio compreendem as espécies reativas
de oxigénio mais abundantes em organismos aerobios e na resposta inflamatoria
mediada por fagécitos. Em leveduras de S. cerevisiae, a entrada de H,O, nas células se
da por gradiente através da membrana plasmatica, sendo que suas propriedades
biofisicas, dentre elas a permeabilidade esta diretamente relacionada a resisténcia das

células ao estresse oxidativo (Branco et al, 2004; Folmer et al., 2008)..

H,0, 1mM H,0, 5mM

Mutante erg6A X K A B _

Selvagem (wt) [m tnm 4 52N
Reconstituido ERGE [T IR YT T R RN

Figura 18. Mutante de ERG6 de C. neoformans ndo demonstra sensibilidade a estresse oxidativo em

baixas concentracoes, porém sdo incapazes de crescer em altas concentracdes de H,0,.

As cepas foram testadas em duas concentracdes diferentes de estressor oxidativo, H,O,, e demonstraram
sensibilidade apenas na concentragdo mais alta do estressor. Apds trés dias em estufa a 30 °C foi foram
observados o crescimento de todas as dilui¢cbes das trés cepas em placas contendo H,O, 1 mM. Para a
concentragdo de 5 mM, o crescimento do selvagem e reconstituido foi observado nas duas primeiras
diluicBes apo6s cinco dias.

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com Branco et al. (2004), a exposicdo de leveduras de S. cerevisae a
H,O, externo leva a formagdo de um gradiente de membrana que afeta a resisténcia a
esses compostos e ndo esta relacionada a capacidade intracelular de remover o H,0; .
Além disso, 0s mesmos autores observaram gque mutantes erg3A e erg6A, que possuem
alteracdes na membrana celular, apresentam maior permeabilidade ao H,O, e dessa
forma sdo mais sensiveis ao composto. O mutante ergbA em C. neoformans sao

incapazes de crescer em altas concentrac6es (5 mM) de H,O,, provavelmente devido as
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alteracbes na composicdo e propriedades biofisicas da membrana plasmatica que
impedem o controle do gradiente de H,O..

Estes dados sugerem também que em modelo in vivo de infeccdo, o mutante
ergbA de C. neoformans seria mais suscetiveis as células fagociticas do hospedeiro, de
forma que o desenvolvimento de uma droga que bloqueia Erg6, ndo sé alteraria fungdes
celulares importantes para o fungo como favoreceria a acdo das defesas do hospedeiro.
Esta idéia é corroborada por outros autores, que mostraram que células fungicas de C.
albicans tratadas com drogas que afetam a biossintese do ergosterol, dentre elas os
azois, que promovem a alteracdo da composicdo da membrana, sdo0 mais suscetiveis a

eliminacdo por fagdcitos (Shimokawa & Nakayama, 1992).

5.3.6 Avaliagdo da integridade da parede celular

Na presenca de agentes estressores, como SDS, Congo Red, Cafeina, Calcofluor
White mutantes com defeitos na parede celular apresentam dificuldades de crescimento
(Ram e Klis, 2006). O mutante erg6A de C. neoformans foi submetido a crescimento em
diferentes estressores de parede, e observou-se que o0 a auséncia do gene ERG6 promove
um aumento da sensibilidade de C. neoformans a todos os agentes testados, sendo 0s
efeitos mais pronunciados ocorreram nas placas contendo SDS e nas concentracdes
mais elevadas de Congo Red e Cafeina (Figura 19). Os corantes Congo Red e
Calcofluor white interagem com as cadeias de glucanas e quitinas blogueando as
enzimas que conectam estas cadeias no processo de montagem da parede celular de
fungos (Ram & Klis et al., 2006), resultando em células com parede celular fragilizada.
A susceptibilidade aumentada a estes compostos esté diretamente relacionada a defeitos
na parede celular, de diferentes fungos, incluindo S. cerevisiae, C. albicans, C.
neoformans entre outros. A hipersensibilidade do mutante erg6A a SDS (Figura 19D)
pode ser explicada pelo fato de que a parede celular estando mais fragil facilita a
entrada das moléculas deste detergente na celula. O mutante erg6A também se mostrou
sensivel a cafeina (Figura 19B), que é um composto envolvido com manutengdo da
integridade da parede celular. Em S. cerevisiae, cafeina inibe a via Torl e ativa a via
PKcl/Mpk1 que controla o remodelamento da parede (Kuranda et al., 2006).

Os dados da literatura, de mutantes de ERG6 em C.glabrata (Vandeputte et al.,
2007)  relatam os mesmos defeitos observados em C. neoformans quanto a

susceptibilidade aos estressores de parede, como o Calcofluor White, Congo Red e
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Cafeina e sugerem que estes defeitos sdo decorrentes de perturbacbes no trafego de
proteinas que tem como alvo a membrana celular. Estes autores sugerem que enzimas
envolvidas na biogénese de parede celular como as quitinases, glucanas sintases e
glucanases, ndo sdo localizadas corretamente na membrana e consequentemente a
montagem e a integridade da parede ficariam comprometidas. Esta hipotese pode ser
também aplicada ao mutante de ERG6 de C. neoformans, visto que as alteragdes na
membrana plasmatica acarretariam em defeitos de ancoragem das enzimas envolvidas
na biogénese da parede celular, o que explicaria 0 aumento da sensibilidade deste
mutante aos agentes estressores de parede, no entanto, ndo foi avaliado o trafego de
proteinas e a composicdo da parede celular no mutante ergéA de C. neoformans.
Proszynski et al. (2005) realizaram um estudo analisando uma biblioteca de leveduras
que revelou a necessidade de diversas enzimas de regulacdo da sintese de ergosterol
para a localizacdo correta e eficiente de outras proteinas na superficie da célula. Nesse
mesmo estudo, os autores observaram que mutantes dos genes ERG6 e ERG4
apresentam acumulo de proteinas marcadas com GFP na rede de transporte do Golgi
(TNG). Os resultados dos autores demonstraram que alteracfes na sintese de ergosterol
podem inibir ou provocar defeitos no transporte de proteinas do complexo de Golgi para

seus destinos finais.
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Figura 19. Mutante erg6A de C. neoformans é suscetivel a diferentes estressores de parede celular.
A. Congo Red a 0,5 % e 1 %, B. Cafeina a 0,5 mg/mL e 1 mg/mL, C. Calcofluor White a 0,5 mg/mL e 1

mg/mL, e D. SDS 0,05 %. As linhagens cresceram a 30° C e foram feitas diluicdes seriadas de 10" a

Congo Red 0,5%

Congo Red 1,0%

DS 0,05%

10%que foram plaqueadas em meio YPD contendo os agentes estressores de parede. As placas foram
incubadas a 30 °C/ 4 dias.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.7 Capacidade de producéo de fosfolipase

A capacidade do mutante ergbA de produzir fosfolipase foi realizada em meio
preparado com uma emulséo de gema de ovo na concentragdo de 8 %. Estas enzimas ao
serem produzidas sao direcionadas para a membrana e para a parede celular de onde sdo
secretadas para o meio extracelular (Siafakas et al., 2007). As células foram inoculadas
e apos trés dias observou-se a formacdo de um halo opaco ao redor das col6nias de
todas as linhagens testadas, mutante erg6A, selvagem H99 e o reconstituido ERG6, no
entanto o mutante apresentou um menor halo (Figura 20). A atividade enzimatica da
fosfolipase (Pz) é medida através da razdo entre o didmetro da col6nia (dc) e o diametro

da col6nia mais a zona de precipitacdo (dcp), se o resultado for Pz = 1, a atividade é
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considerada negativa; 1 > Pz > 0,64 a atividade é positiva; e Pz < 0,64 a atividade €
fortemente positiva (Djordjevic, 2010). Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5. (Price et al., 1982). Esse teste ndo permite identificar se uma ou todas as
fosfolipases foram afetadas, no entanto, pode-se observar o mutante erg6A apresenta
uma diminuicdo na secrecdo destas enzimas. N&o podemos afirmar se esta alteracéo se
d& por diminuicdo da producdo total, ou devido as alteracbes na composicdo da
membrana e parede celular que estariam dificultando o ancoramento destas enzimas na
superficie da célula. Além disto, C. neoformans apresenta a isoforma Bl que esta
diretamente envolvida na biogénese, remodelamento e manutencdo da integridade da
parede e da membrana celular (Siafakas et al., 2007)., além de ser considerada um fator
de viruléncia, j& que sua auséncia promove defeitos no crescimento do fungo em

macrofagos (Cox et al., 2001).

Mutante ergbA Selvagem (wt)  Reconstituido ERG6

Figura 20. Diminuicéo da producéo de fosfolipases pelo mutante erg6A de C. neoformans.
Colbnias capazes de produzir fosfolipase formaram um halo opaco de precipitacdo em volta de suas
coldnias, sendo que o diametro foi medido e relacionado a capacidade de produzir fosfolipase.

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 5. Andlise da atividade enzimatica de fosfolipase nas linhagens testadas: mutante erg6A,
selvagem H99 e reconstituido ERGS6.

Cepa ‘ dc ‘ dep ‘ Pz Atividade Enzimatica
Mutante erg6A 1,1cm 1,5cm 0,73 Positiva
Selvagem 1,3cm 2,5cm 0,52 Fortemente positiva
Reconstituido 1,1cm 2,3¢cm 0,47 Fortemente positiva
ERG6

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Curva de crescimento

Diante da observacdo em meios sélidos de que mutante de ERG6 de C. neoformans
apresenta crescimento reduzido quando ha aumento da temperatura de 30 para35°C, e
ndo crescem na temperatura de 37 °C (Figura 14) foram realizadas curvas de
crescimento a temperaturas de 30, 35 e 37 °C a fim de melhor visualizar e mensurar
esse defeito. A curva de crescimento em YPD liquido realizada a 30 °C mostrou que
todas as cepas apresentam um padrdo de crescimento semelhante a essa temperatura
(Figura 21A), no entanto quando comparadas as curvas de crescimento das cepas do
mutante, selvagem e reconstituido, observou-se diferencas estatisticas significativas
(P < 0.001) entre os tempos de 24 h e 48 h, ja que o selvagem atingiu a fase estacionéria
apos 36 h de crescimento enquanto 0 mutante e o reconstituido a atingiram em cerca de
72 h. No entanto a partir desse tempo até o tempo final de 106 h todas as cepas
apresentaram-se na fase estacionaria, sem diferencas estatisticas (P > 0.05),
demonstrando, assim capacidade de crescimento total semelhantes nesta temperatura. O
mesmo teste em meio YNB contendo glicose sem adicdo de aminoacidos como fonte de
nitrogénio foi realizado a 30 °C a fim de verificar se alteragdes no meio poderiam afetar
0 crescimento do mutante. Foi observado que a mudanga na composi¢ao nutricional do
meio de cultura, promove uma reducdo da taxa de crescimento do mutante em relacdo
ao selvagem e o reconstituido, observada apds 12 h (Figura 21B).

O aumento da temperatura para 35 °C evidenciou que o mutante ergéA apresenta
um atraso para atingir a fase estacionaria, quando comparado as linhagens selvagem e
reconstituida, que apresentaram padrdo de crescimento muito similar. No tempo de 36 h
observou-se diferenca significativa entre 0 mutante e o selvagem (P < 0.001), sendo
possivel observar que o mutante ainda encontra-se no inicio da fase logaritmica
enguanto que o selvagem ja se apresenta no inicio da fase estacionaria (Figura 21C).

A temperatura de 37 °C observa-se a incapacidade do mutante de crescer a essa
temperatura (Figura 21D), sendo as leituras de turbidimetria semelhantes aquelas do
controle contendo apenas meio YPD. Estes resultados corroboram aqueles observados
previamente em meio sélido. A linhagem reconstituida teve seu crescimento restaurado
a 37 °C, no entanto evidencia-se um retardo, quando comparada com a linhagem
selvagem. O tempo de 90 h n&o foi suficiente para se observar toda a curva
correspondente a fase estacionaria de crescimento e os valores obtidos para o selvagem

e o reconstituido foram estatisticamente diferentes (P < 0,001).
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Figura 21. Curvas de crescimento das linhagens mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido
ERG6 em diferentes temperaturas (30, 35 e 37 °C).

A. Curva de crescimento a 30 °C mostra diferencas estatisticas de crescimento ao longo do tempo, porém
0 mutante é capaz de atingir a fase estacionaria assim como as outras cepas. B. Curva de crescimento a
30 °C realizada em YNB mostra que selvagem e o reconstituido sdo estatisticamente iguais, porém o
mutante possui o crescimento alterado C. Curva de crescimento a 35 °C mostra diferenca nos crescimento
das cepas com um atraso do mutante para atingir a fase estacionaria. D. Curva de crescimento a 37 °C
mostra a incapacidade do mutante em crescer a essa temperatura. Todas as curvas foram realizadas em
YPD liquido, exceto a curva C, que foi realizada em YNB. A leitura da absorbancia foi feita a 600 nm.
Teste estatistico 2 way ANOVA.

Fonte: Elaborada pela autora.

Varios mutantes de genes que codificam enzimas que atuam na via do ergosterol
também apresentam defeitos no crescimento, como no caso dos mutantes de ERG26 em
S. cerevisiae (Gachotte et al., 1998), de ERG27 em C. albicans, ERG24 em C.
albicans (Jia et al., 2002). Lees et al., 1980, utilizando meios de cultura contendo
diferentes fontes de energia mostraram que mutantes de ERG6 de S. cerevisiae,
apresentam taxa de crescimento reduzida e limitacGes no uso de diferentes fontes de
energia (fermentavel e ndo fermentavel), caracteristica que pode ser atribuida a
composicao de esterois da membrana, visto que tais mutantes apresentam um acumulo
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de intermediarios da via do ergosterol, como zimosterol e cholesta-5,7,22,24-tetraen-3-
B-ol. Os mutantes de ERG6 em C. lusitaniae, (Young et al, 2003) apresentaram taxa de
crescimento reduzida e ndo atingiram a densidade Optica da linhagem selvagem, sendo
que as células apresentaram-se aumentadas e com grande quantidade de vacuolos.
Vandeputte et al., 2007 demonstraram que um isolado clinico com mutacdo em ERG6
em C. glabrata apresentou taxa de crescimento reduzido, quando comparada a
linhagem selvagem. Em C. neoformans, o uso de inibidores de Ergé também provocou

reducdo no crescimento do fungo (Nes et al., 2009).

5.5 Susceptibilidade as drogas antifungicas

Mutantes de ERG6 de outros fungos foram descritos na literatura apresentando
diversas alteracdes na sensibilidade as drogas antifungicas utilizadas atualmente, com
diferentes mecanismos de ac¢do, como os azdis (fluconazol, itraconazol e cetoconazol),
os polienos (anfotericina B e nistatina), brefeldina A, cerulenina e FK506.

Polienos atuam diretamente na membrana se ligando ao ergosterol e provocando
poros na membrana. De acordo com experimentos relatados na literatura, mutantes de
ERG6 de diferentes fungos apresentam resisténcia a esse grupo de drogas (Vandeputte
et al, 2008; Jensen-Pergakes et al, 1998; Young et al, 2003). As linhagens: mutante
ergéA, selvagem e reconstituida de ERG6 de C. neoformans foram testadas nas
concentracdes de 4 pg/mL e 8 pug/mL de anfotericina B como pode ser visto na Figura
22A. Observou-se que mesmo na maior concentragéo testada foi observado crescimento
da linhagem selvagem, bem como das linhagens mutante e reconstituida, impedindo que
fosse possivel observar a resisténcia do mutante de ERG6, como relatado em outros
fungos (Young et al, 2003). O uso de nistatina no processo de selecdo de transformantes
de erg6 permitiu identificar que 10 pg/mL é uma concentracdo que permite o
crescimento da linhagem selvagem H99 de C. neoformans, enquanto que em
C.albicans, 2,5 ug/mL de nistatina foi suficiente para inibir completamente o selvagem
(Jensen-Pergakes et al., 1998) e em S. cerevisiae, foi 2 pg/mL (Gaber et al., 1989).
Dessa forma, o teste de sensibilidade foi entdo realizado com uma concentragdo muito
maior, 50 pg/mL, a fim de garantir que se pudesse observar se 0 mutante erg6A teria o
efeito de resisténcia, observado em outros fungos. Os resultados na Figura 22B
demonstram que o mutante erg6A é capaz de crescer mesmo na concentracdo de 50

png/mL de nistatina.
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Figura 22. Susceptibilidade do mutante erg6A, selvagem e reconstituido ERG6 de C. neoformans

Anfotericina B Spg/mL

Nistatina 50 /mL

aos poliénicos anfotericina B e nistatina em YPD.

Foram realizadas diluigBes seriadas em placas de YPD com concentracdo de A) 4 pg/mL e 8 pg/mL de
anfotericina B e B) 50 pg/mL de nistatina, a 30° C/ 7 dias.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apos a observacdo da susceptibilidade a drogas em placas de YPD, foram
realizados testes a fim de determinar a concentracdo minima inibitdria de cada uma das
drogas estudadas. Mutantes de ERG6 de outros fungos apresentaram resisténcia a
polienos (Vandeputte et al, 2008; Jensen-Pergakes et al, 1998; Young et al, 2003) . Nos
testes de microdiluicdo para determinacdo da CMlg, foi possivel observar claramente
um aumento de 4X na resisténcia a anfotericina B do mutante erg6A de C. neoformans,
2 pg/mL, enquanto que as CMI do selvagem e do reconstituido foram 0,5 pg/mL
(Figura 23A). Em mutantes de ERG6 em C. lusitaniae foi observado um aumento de
80-128X na resisténcia a anfotericina B (Young et al., 2003). Ja para nistatina, o
aumento da resisténcia observado no mutante erg6A de C. neoformans foi de 8X,
16 pg/mL quando comparado com a CMI detectada no reconstituido e selvagem,

2 pg/mL (Figura 23B). Como o ergosterol é a molécula alvo principal das drogas
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Absorbancia (595nm)

poliénicas, a resisténcia observada pode ser atribuida a diminuicdo da quantidade de
ergosterol acarretada pela delecdo de ERG6, que codifica uma enzima importante na

biossintese destas moléculas.
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Figura 23. Ensaio para determinagéo de concentracdo minima inibitéria das drogas antiflngicas
poliénicas anfotericina B e nistatina.

Os testes foram realizados para as linhagens: mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6 de C.
neoformans, de acordo com protocolo padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 595nm e os dados
foram plotados em graficos. Observa-se um aumento de 4X e 8X na resisténcia do mutante de ERG6
guando comparado ao selvagem e reconstituido para A) Anfotericina B e B) Nistatina, respectivamente.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os azois atuam inibindo a enzima Ergll, dessa forma, mutantes de enzimas que
atuam na via ergosterol sdo mais sensiveis a essa classe de drogas (Sanglard et al,
2003), pois afetam a biossintese de ergosterol, prejudicando ainda mais esta via
metabolica, o que foi observado em C. glabrata (Vandeputte et al., 2007). Neste
trabalho, foram avaliadas as susceptibilidades de C. neoformans a trés drogas da classe
dos azois: itraconazol, cetoconazol e fluconazol em meio YPD solido sendo que o
mutante erg6A foi incapaz de crescer quando em contato com as trés drogas azdlicas

testadas (Figura 24).
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Figura 24. Susceptibilidade do mutante erg6A, selvagem e reconstituido ERG6 de C. neoformans

7l

aos azois.

A. Cetoconazol, B. Fluconazol e C. Intraconazol. Foram realizadas diluiges seriadas em placas de YPD
com concentracdo de A. 1 pg/mL de cetoconazol, B. 10 pg/mL de fluconazol, e C. 0,012 pg/mL de
itraconazol a 30°C/ 7 dias.

Fonte: Elaborada pela autora.

A CMI de azois foi determinada para as drogas cetoconazol, fluconazol e
itraconazol; as mesmas utilizadas nos testes com YPD. Para as trés drogas, ndo houve
crescimento do mutante ergbA no teste de diluicdo seriada enquanto o selvagem e o
reconstituido foram capazes de crescer (Figura 24). O mesmo foi evidenciado no teste
para determinacdo da CMI, no qual, ndo foi observado crescimento do mutante erg6A
em nenhuma das concentracfes testadas, demonstrando sua alta sensibilidade a essa
classe de drogas. A CMlgo para 0 mutante erg6A de todas as drogas azdlicas testadas foi
menor que 0,03 pg/mL, enquanto que a CMI para as linhagens selvagem e reconstituida

foram: 0,125 pg/mL, 4 pg/mL e 2 pg/mL para Cetoconazol, Fluconazol e Itraconazol,
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respectivamente (Figura 25). Ja em mutantes de ERG6 em C. lusitaniae, a alteracdo na
susceptibilidade néo foi semelhante para todas as drogas da classe testada, observou-se
um aumento de seis vezes na sensibilidade a fluconazol, e CMI semelhante & cepa
selvagem para cetoconazol e itraconazol (Young et al., 2003). Diferentemente, o
mutante de ERG6 de C. albicans ndo apresentou diferencas na susceptibilidade a drogas

azdlicas quando comparado ao selvagem (Jensen- Pergakes, et al., 1998).
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Figura 25. Ensaio para determinagéo de concentracdo minima inibitoria das drogas antiflngicas
azolicas: cetoconazol, fluconazol e itraconazol.

Os testes foram realizados para as linhagens: mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6 de C.
neoformans, de acordo com protocolo padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm e os dados
foram plotados em gréaficos. Observa-se reducdo na susceptibilidade do mutante de ERG6 quando
comparado ao selvagem e reconstituido para todas as drogas testadas: A. Cetoconazol e B. Fluconazol e
C. Itraconazol.

Fonte: Elaborada pela autora.

Diante dos resultados apresentados neste trabalho com o mutante erg6A de C.
neoformans e aqueles de mutantes de outros fungos, alguns autores sugerem que 0
aumento da sensibilidade as drogas azolicas pode ser atribuido as alteracbes de

permeabilidade da membrana plasmatica que facilitaria a entrada do antifingico. Além
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disto, é sugerido o efeito sinérgico promovido pela inibicdo concomitante de duas
enzimas da via de biossintese do ergosterol: Erg6 e Ergll (alvo dos azois).

Utilizando a Terbinafina, outra droga antifingica comercialmente disponivel que
atua na via biossintética do ergosterol, inibindo a enzima esqualeno epoxidase,
observou-se que o mutante erg6A de C. neoformans apresenta uma reducdo de
crescimento em YPD contendo 0,5 pg/mL de terbinafina, quando comparado as
linhagens selvagem e reconstituida (Figura 26), sendo que a determinacdo da CMI
desta droga para o mutante erg6A foi ligeiramente diminuida (0,25 pg/mL) ao compara-
la com a CMI determinada para as linhagens selvagem e reconstituida que variou de
0,5-1,0 pg/mL (Figura 27). Diferente do que observamos para C. neoformans, os
mutantes de ERG6 de C. lusitaniae mostraram hipersensibilidade a terbinafina (Young
et al., 2003). Apesar de que a droga afeta a biossintese de lanosterol, um intermediario
da biossintese do ergosterol, ndo foi observado em C. neoformans o efeito pronunciado
de susceptibilidade a terbinafina e o efeito sinérgico, como visto anteriormente para 0s
azois.

Controle (YPD) Terbinafina 0,5pg/mL

Mutante (erg6) T Y T
seivagem () [T XN KR
reconstituido(eRs) TN IO

Figura 26. Sensibilidade do mutante erg6A, selvagem e reconstituido ERG6 de C. neoformans a

terbinafina que inibe a enzima esqualeno epoxidase do inicio da via de biossintese do ergosterol.
Foram realizadas dilui¢Ges seriadas em placas de YPD com concentracdo de 0,5 pg/mL de terbinafina a
30 °C/ 4 dias.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 27. Ensaio para determinagdo de concentragdo minima inibitoria da Terbinafina.

Os testes foram realizados para as linhagens: mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6 de C.
neoformans, de acordo com protocolo padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm e os dados
foram plotados em gréficos. Observa-se pequena reducdo na susceptibilidade do mutante de ERG6
guando comparado ao selvagem e reconstituido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Foi testada também a cerulenina no mutante ergéA de C. neoformans. Este
antibiotico é produzido por Cephalosporum caerulens e inibe as enzimas envolvidas na
biossintese de acidos graxos de diferentes microrganismos através da ligagdo a enzima
carreadora beto-cetoacil sintetase (Rouslin, 1979). Além disto, Rouslin (1979)
demonstrou que esta droga blogueia a formacdo dos complexos enzimaticos presentes
na membrana interna mitocondrial. Os testes em meio YPD e a determinacdo da CMI
para 0 mutante erg6A de C. neoformans demostraram que este mutante ndo é capaz de
crescer em placas contendo 1,0 pg/mL (Figura 28), enguanto que as linhagens
selvagem e reconstituida cresceram. Além disto, a CMI para o mutante foi de 0,25
pg/mL e para as linhagens selvagem e reconstituida foi de 0,5 pg/mL, indicando um
pequeno aumento da susceptibilidade (Figura 29). Em C. albicans, a susceptibilidade
de mutante erg6A foi duas vezes aumentada a cerulenina quando comparada ao
selvagem (Jensen-Pergakes et al., 1998). Utilizando esta droga como potencial
antifangico, Nguyen e Nosanchuk (2011) demonstraram um efeito fungicida em C.
albicans e C. parapsilosis, visto que a biossintese de acidos graxos é essencial para
producdo de acidos graxos saturados e insaturados necessarios para producdo e

manutencdo da membrana celular.
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Figura 28. Sensibilidade do mutante erg6A de C. neoformans a cerulenina que inibe a biossintese de

acidos graxos.

Foram realizadas dilui¢ces seriadas em placas de YPD com concentracdo de 1,0 pg/mL de cerulenina a
30°C/ 4 dias.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 29. Ensaio para determinacao de concentracdo minima inibitéria da Cerulenina.

Os testes foram realizados para as linhagens: mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido ERG6 de C.
neoformans, de acordo com protocolo padrdo. A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm e os dados
foram plotados em graficos. Observa-se aumento pequeno na susceptibilidade do mutante de ERG6
quando comparado ao selvagem e reconstituido.

Fonte: Elaborada pela autora.

Por fim, drogas com mecanismos de agdo distintos a sintese de esterois foram
testadas e suas CMI foram determinadas. A Brefeldina A demonstrou ndo ser uma
droga eficaz para C. neoformans ja que a maior concentragdo testada, de 32 pug/mL néo
foi capaz de inibir as linhagens selvagem e reconstituido (Figura 31). No entanto, para
0 mutante erg6A, foi possivel identificar uma reducdo de 4X ou mais para as duas
drogas testadas, sendo que para Brefeldina A, a CMlgy para o mutante foi de 8 pg/mL,

enguanto para o selvagem foi maior que 32 pg/mL. Ja para FK506, observou-se a CMI
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para mutante de 0,06 pg/mL e para o selvagem 0,25 pg/mL, o que indica que a auséncia
do gene ERG6 provoca um grande aumento na susceptibilidade do fungo a esta droga.
A brefeldina A bloqueia de forma reversivel o transporte de proteinas do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi e a FK506 atua na via de sinalizacdo
controlada pela calcineurina. A calcineurina € uma proteina fosfatase com residuos de
serina-treonina que é ativada pela calmodulina em resposta ao aumento intracelular de
calcio. Para Brefeldina A, o mutante de ERG6 de C. albicans apresentou CMI 50X
menor quando comparada aquela do selvagem (Jensen-Pergakes et al., 1998) indicando
que a alteracdo na quantidade de ergosterol além de alterar a susceptibilidade a drogas,
afetam ainda outros processos celulares, como pode ser visualizado na Figura 30. A
droga FK506, ao inibir a calcineurina, impede o crescimento de C. neoformans a 37 °C,
comprometendo a viruléncia e morfogénese deste fungo (Cruz et al., 2002; Hull e
Heitman, 2002). A observacdo da reducdo da CMI sugere o efeito sinérgico entre a
inibicdo das duas drogas e a auséncia de Erg6 pela delecdo génica. Inibidores da via da
calcineurina foram testados com os antifingicos atualmente usadas em C. neoformans e
foi observado que existe um efeitos sinérgico entre as drogas. (Del Poeta et al., 2000;

Kontoyiannis et al., 2008).
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Figura 30. Sensibilidade do mutante ergbA a drogas que atuam em vias metabdlicas nao

relacionadas a biossintese do ergosterol, brefeldina A e FK506.
A) Crescimento em placa contendo Brefeldina A 5 pg/mL apds quatro dias a 30 °C ou contendo B)
FK506, 1 ug/mL observada apés sete dias a mesma temperatura.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 31. Ensaio para determinagdo de concentracdo minima inibitéria da brefeldina A e FK506.
A. Brefeldina A e B. FK506. Os testes foram realizados para as linhagens: mutante erg6A, selvagem H99
e reconstituido ERG6 de C. neoformans, de acordo com protocolo padrdo. A leitura da absorbancia foi
realizada a 595 nm e os dados foram plotados em gréficos. Observa-se pequena redugdo na
susceptibilidade do mutante de ERG6 quando comparado ao selvagem e reconstituido para a Brefeldina A
e auséncia de crescimento do mutante erg6A nas concentragfes acima de 0,06 pg/mL de FK506 .

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados com mutantes de ERG6 em C. neoformans demonstraram assim
que a alteracdo na via de biossintese do ergosterol afeta a susceptibilidade a diferentes
drogas com mecanismos de acdo diversos. Dessa forma, a inibicdo de Erg6 pode
contribuir na reducdo da dosagem de outras drogas quando usado associado, podendo
assim diminuir os efeitos adversos que aquelas drogas utilizadas na préatica clinica

apresentam.

5.6 Avaliacdo da sobrevivéncia do mutante erg6A em macrofagos J774 e em

Galleria mellonella

A viruléncia do mutante de ERG6 de C. neoformans foi primeiramente analisada
in vitro a partir de um teste de sobrevivéncia em macréfagos. As cepas em estudo foram
submetidas a fagocitose por macréfagos J774 que, posteriormente, foram lisados. Os
fungos que foram internalizados, recuperados da lise celular, foram plaqueados e a
contagem de UFC de cada uma das linhagens foi realizada. O resultado observado foi a
reducdo na capacidade de sobrevivéncia de mutantes de ERG6 em células de
macrofagos indicada pelo crescimento de um numero reduzido de coldnias. Os
reconstituidos demonstraram que a re-insercdo do gene no fungo possibilitou a
sobrevivéncia de C. neoformans em macrdofagos de forma semelhante a cepa selvagem
(Figura 32). E importante lembrar que os mutantes de ERG6 apresentaram Varios
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fenotipos alterados, dentre eles a capacidade de crescer em altas temperaturas e na
producédo de fatores de viruléncia alterada, dessa forma a reducdo da capacidade de
sobrevivéncia em macrofagos, pode ndo estar relacionada apenas a alteracdo da via do
ergosterol e sim de sua incapacidade de crescer na temperatura do hospedeiro, além de
alteracdo de outros fatores de viruléncia, como por exemplo, aqueles observados nos
testes de fosfolipase B um dos fatores de viruléncia mais bem estudados em C.

neoformans.
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Figura 32. Ensaio de sobrevivéncia em macréfagos peritoniais das linhagens mutante erg6A,
selvagem e reconstituido ERGS.

Mutantes de ERG6 apresentam sobrevivéncia reduzida apés sofrerem fagocitose de macréfagos. Apds 24
horas de co-cultivo com macréfagos peritoniais J774, semearam-se em YPD 100 microlitros de uma
diluicao 1:100 de lisado celular contendo leveduras fagocitadas. Apds 48 horas, contaram-se as UFC. Os
experimentos foram feitos em triplicata e os resultados, comparados entre si pelo teste 2 way ANOVA.
Constatou-se que a cepa mutante é significativamente (p < 0,001) menos apta a sobreviver no interior dos
macro6fagos do que a selvagem e a reconstituida, que sdo estatisticamente idénticas.

Fonte: Elaborada pela autora.

A observacdo de que o mutante de ERG6 em C. neoformans apresentou
sobrevivéncia em macréfagos reduzida em relagéo ao selvagem e o reconstituido, levou
ao questionamento se a viruléncia in vivo poderia ser afetada pela delecdo do gene.
Lagartas da espécie G.mellonella foram entdo utilizadas como o modelo de infecgéo,
previamente descrito por Mylonakis et al. (2005), para investigar a viruléncia da
linhagem erg6 de C. neoformans. As lagartas foram infectadas com as linhagens:
mutante erg6A, selvagem H99 e reconstituido, incubadas a 37 °C e observadas
diariamente. O mutante erg6A demonstrou ser hipovirulento, enquanto que o selvagem
foi capaz de matar todas as lagartas em apenas quatro dias e o reconstituido em sete,

ainda no oitavo dia, quando o experimento se encerrou, havia morrido pouco mais de
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50 % das lagartas infectadas com o mutante erg6A, assim como aquelas que nao foram
infectadas nas quais foi injetado PBS para controle negativo (Figura 33). Esses
resultados juntamente aos do teste de macr6fagos mostram que a delegdo do gene ERG6

em C. neoformans afeta a viruléncia do fungo.
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Figura 33. Ensaio viruléncia em G. mellonella das linhagens mutante erg6A, selvagem e
reconstitiido ERG6.

A delecdo do ERG6 em C. neoformans provocou reducdo na viruléncia do fungo em G. mellonella. As
lagartas foram infectadas na Gltima pata traseira com 10 pL de um inéculo de 5 x 10° células e mantidas a
37 °C. Elas foram, diariamente, observadas e contadas. O resultado mostra que o selvagem foi a cepa
mais virulenta, enquanto o mutante demonstrou ser estatisticamente (P < 0.001) menos virulento que o
selvagem e o reconstituido.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.7 Analise dos esterdis de membrana no mutante erg6A de C. neoformans

Para avaliar se os defeitos fenotipicos observados no mutante ergéA ocorreram
devido a alteracdo da quantidade de ergosterol na membrana plasmatica de C.
neoformans, os esterdis da membrana das linhagens mutante, selvagem e reconstituido
foram extraidos e quantificados por HPLC. Foram utilizados o lanosterol e o ergosterol
como padrdes em diferentes concentragdes, com o0s quais foi realizada uma curva para
quantificacdo. O pico do ergosterol foi observado a 281 nm em um tempo de elui¢do de
cerca de cinco minutos, enquanto o do lanosterol foi a 220 nm proximo de seis minutos.
Os picos detectados antes do ergosterol sdo compostos, provavelmente, mais
hidrofilicos, enquanto os compostos mais lipofilicos permanecem mais tempo retidos na
coluna cromatogréfica.
Em C. lusitaniae (Young et al., 2003) foi observada uma redugdo no contetido
do ergosterol total no mutante ergbA. De acordo com Nes et al. (2009) ja foram
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propostas rotas alternativas para a sintese de ergosterol que ndo utilizam Erg6, porém a
via que a enzima faz parte é a principal por ser cineticamente favoravel. No presente
estudo, a andlise do mutante de C. neoformans a 281 nm ndo demonstrou ergosterol
quantificavel nas concentracdes testadas, mas foi possivel identificar o pico de
lanosterol a 220 nm. Os cromatogramas do selvagem e do reconstituido foram bastante
semelhantes, revelando a detec¢do do ergosterol e ainda, de outros dois picos, nédo
identificados, que poderiam ser caracteristicos de outros esterdis. Dessa forma foi
observado que reconstituido e selvagem possuem um perfil de esterdis de membrana
bastante similares indicando a reconstituicdo do fenétipo (Figura 34).

Em todas as cepas foram observados picos que, provavelmente, correspondem a
outros esterdis de membrana ou seus intermediérios (Figura 34). Alguns desses esterdis
sdo comuns a todas as cepas, porém, apenas no mutante foi observado um pico bastante
concentrado antes do pico do ergosterol. A analise dos cromatogramas revela que esse
pico ocorre em consequéncia da delecdo do gene ERG6, podendo se tratar do acimulo
de algum esterol na via devido ao impedimento da sintese do produto final ou algum
outro esterol que seja sintetizado a fim de tentar substituir o ergosterol na membrana
celular. Em isolados de C. glabrata, Vandeputte et al. (2007) também identificaram
alteracfes na composicdo dos esterdis dos mutantes, pois enquanto o selvagem possuia
ergosterol como o principal esterol, os mutantes apresentaram diversos intermediarios.
Nes et al. (2009) afirmou que o uso de inibidores de 24-SMT provocaria o0 acimulo de
4,4-dimetil esteréis e foi observado que um dos inibidores testados provocou o acumulo
de lanosterol e de colesta-5,7,24-trienol.

Em cepas selvagens de S.cerevisiae, foram detectados, por cromatografia
gasosa, picos de zimosterol, ergosterol e ergostadieno no selvagem, enguanto em
mutantes de ERG6, foram observados apenas esterdis ndo metilados. O zimosterol, que
é o substrato da enzima Erg6, foi o principal esterol detectado por Garber et al. (1989)

nos mutantes, tendo um grande aumento em relagdo a cepa selvagem.
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A Mutante ergbA 281 nm + 220 nm + Ergosterol 50 pg/mL +
Lanosterol 10 pg/mL
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Figura 34. Cromatogramas a 220 nm e 281 nm contendo os resultados dos esterdis de membrana

das trés cepas estudadas.
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Foram observados varios picos que possivelmente correspondem a outros esterdis presentes na membrana
de C. neoformans. Os perfis de esterdis reconstituido e do selvagem foram bastante semelhantes, porém
mutantes apresentam uma composicdo de ester6is de membrana distinta. A. Cromatogramas do mutante
B. cromatogramas do selvagem e C. cromatogramas do reconstituido ERG6

Fonte: Elaborada pela autora.

A curva de calibragdo dos padrdes foi realizada utilizando concentracGes
variaveis entre 100 pg/mL a 0,1 pg/mL. Ela demonstrou um R? bem préximo do linear,
permitindo a quantificacdo dos dois esterois em cada cepa (Figura 35). O ergosterol
demonstrou estar mais presente nos extratos do reconstituido do que no selvagem. Ja
em relacdo ao lanosterol, que é um lipideo no inicio da via de biossintese do ergosterol,
este foi detectado e quantificado em todas as cepas, porém o mutante apresentou quase
10X mais desse lipideo que o selvagem (Tabela 6).

A proporcao de ergosterol e lanosterol na membrana pareceram ser inversamente
proporcionais. O reconstituido que mostrou ter mais ergosterol foi o que apresentou
menos lanosterol, enquanto o mutante ndo apresentou ergosterol quantificavel e
demonstrou uma grande quantidade de lanosterol em relacdo as outras cepas. Nes et al.
(2009) analisou o perfil caracteristico da membrana de C. neoformans em cromatografia
gasosa e espectrometria de massa, e observou que 39% do total de esterdis correspondia
ao ergosterol, 26 % ao ergost-7,22-eno, 15 % ao ergost-7-enol , 6 % ao eburicol e 3 %
ao lanosterol. Dessa forma, o autor demonstrou que o fungo apresenta grande
quantidade de ergosterol em sua membrana e pouca de lanosterol, o que pode explicar

0s resultados obtidos com a quantificacdo dos dois esterdis.

B
Curva de Calibragdo do Lanosterol Curva de Calibragdo do Ergosterol
120 120
- 100 y =6E-05x+1.7261 —= 100 y = 5e-05x + 1.5095
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Figura 35. Curvas de calibracéo dos padrdes lanosterol e ergosterol.
As curvas de concentracdo realizadas para os dois padrdes utilizadas demonstraram tendéncia linear com
R? = 0,0073, possibilitando a quantificacio do lanosterol e ergosterol presentes em cada uma das cepas.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 6. Concentracao de ergosterol e lanosterol em relacdo a massa de esterol total.

Concentracéo de ergosterol / Concentracédo de lanosterol /
mg de esterol total mg de esterol total

Mutante erg6A Inferior ao Limite de 11,7 ug
Quantificacdo

Selvagem (wt) 4,21 ug 1,3 ug

Reconstituido ERG6 7,62 pg 0,7 ug

Fonte: Elaborada pela autora.

E importante lembrar que o lanosterol é o primeiro esterol sintetizado na via do
ergosterol, o que pode justificar uma maior concentracdo deste composto quando ha
menos ergosterol. No mutante o acimulo do lanosterol pode ser justificado pela
possivel interrupgdo na via pela auséncia de Erg6. A auséncia de ergosterol pode ser um
sinalizador para a ativacdo da via, que talvez esteja constantemente ativada produzindo
lanosterol na tentativa de possibilitar a sintese do esterol final da via. Em relacdo a
diferenga entre reconstituido e selvagem, pode-se, provavelmente, justificar-se devido a
alteracdo no perfil de crescimento das cepas ou até mesmo a alguma alteragdo na

expressao génica que possa ter ocorrido durante a reconstituicéo.

5.8 Citolocalizacdo

Apos a andlise dos efeitos da delecdo do gene ERG6 em C. neoformans, a etapa
seguinte foi citolocalizar Ergé no fungo. O gene ERG6 foi fusionado ao marcador
fluorescente GFP (plasmideo pCN50gerp.ercs), que foi inserido no mutante erg6A
através de transformacdo por biobalistica. Os controles utilizados foram a propria
linhagem selvagem H99 e a linhagem contendo apenas o plasmideo sem o gene
fusionado. A diferenca na fluorescéncia emitida pelos controles e a cepa contendo Erg6
fusionado a GFP foi observada através do ensaio de citometria de fluxo que pode ser
visualizada na Figura 36. Diante da confirmacéo que a linhagem que recebeu a fuséo
ERG6-GFP estava emitindo fluorescéncia prosseguiu-se com a visualizacdo por

microscopia de fluorescéncia.
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Figura 36. Citometria de fluxo mostrando que a cepa contendo 0 ERG6 fusionado a GFP possui
duas populagdes de fluorescéncia.

Células de cada uma das cepas foram diluidas 1:100 em um volume de 500 pL e suas respectivas
fluorescéncias foram detectadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur. Os resultados obtidos foram
analisados no software FlowJo no qual foram observadas as fluorescéncias de cada uma das cepas. A cepa
contendo Erg6-GFP possui duas populaces, uma fluorescente semelhante a cepa contendo apenas o
plasmideo sem a fusdo, e outra com muito mais fluorescéncia.

Fonte: Elaborada pela autora.

As células foram observadas em microscopio de luz invertida utilizando contraste
diferencial de interferéncia (DIC) e a fluorescéncia emitida pela cepa contendo Erg6
fusionado a GFP foi visualizada na forma de pontos no interior da grande maioria das
leveduras observadas, concluindo-se que Erg6 esta localizado intracelularmente (Figura
37). Ja a cepa contendo o plasmideo vazio ndo apresentou niveis de fluorescéncia

detectaveis pelo microscopio em quase todas as células.

Figura 37. Microscopia de fluorescéncia para citolocalizagdo de Ergé em C. neoformans.
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A linhagem contendo ERG6 fusionado a GFP possui muitas células com fluorescéncia em seu interior,
enquanto a linhagem contendo apenas o plasmideo com GFP apresenta poucas células com fluorescéncia.
Letras A e B correspondem a linhagem contendo apenas o plasmideo com GFP. Letras C e D
correspondem a linhagem contendo GFP fusionada a ERG6. Letras A e C, fotos usando DIC. Be D, B e
C, fotos do campo escuro mostrando a fluorescéncia das levedura. Imagens captadas utilizando objetiva
Plan-Apochromat 63x/ 1.40 Oil DIC M27. Escala foto original: 15,87 pum/cm.

Fonte: Elaborada pelo autora.

O produto do gene ERG6, foi pela primeira vez localizado em C. neoformans, e
os resultados indicam que possivelmente a enzima esta sub-localizada em uma organela
intracelular. Em S. cerevisiae, Zweytick et al., (2000) mostraram que a proteina
codificada pelo gene ERG4 se localiza no reticulo endoplasmatico. Os autores ainda
observaram que a biossintese do ergosterol é concluida nessa organela para entdo o
lipideo ser transportado para a membrana. Essas informacdes junto as observagdes
microscopicas levam-nos a crer que a Ergé também pode estar localizada no reticulo
endoplasmatico, ja que a proteina também faz parte das etapas finais da biossintese de
ergosterol. No entanto, a Ergé do mesmo fungo foi também localizada por Zahedi et al.
(2006) na membrana mitocondrial externa em S. cerevisiae. E de acordo com o banco
de dados de S. cerevisiae (http://www.yeastgenome.org/) a enzima ja foi encontrada no
reticulo endoplasmaético, em particulas lipidicas, na membrana mitocondrial externa e
mitocondria. Dessa forma, é possivel que além do reticulo endoplasmética a enzima

também possa ser encontrada em outros locais intracelular, como, na mitocondria.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A delegdo do gene ERG6 em C. neoformans mostrou uma alta capacidade
pleiotropica do gene. Foram observados diversos fendtipos alterados comuns também
aos mutantes de ERG6 de outros fungos ou até mesmo mutantes de outros genes da
mesma via de biossintese do ergosterol. No entanto, 0os mecanismos pelos quais a
auséncia da enzima Erg6 afeta outras vias metabdlicas sdo pouco conhecidos e séo
importantes de serem investigados, pois o entendimento do papel desta enzima em
fungos fornecerd conhecimentos que certamente serdo utilizados na identificacdo de
novas drogas antifungicas.

Caracteristicas que parecem estar relacionadas a permeabilidade e fluidez da
membrana foram identificadas, tais como sensibilidade a estresse osmatico e mudanca
na susceptibilidade de diversas drogas antifingicas. A auséncia do gene foi ainda capaz
de afetar a sensibilidade ao estresse oxidativo e a capacidade do fungo em crescer em
meios contendo estressores da parede celular. Além disso, mutante ergbA em C.
neoformans apresentou sensibilidade térmica com o aumento da temperatura, 0 que
pode ser visto através de curvas de crescimento a trés temperaturas diferentes. Esses
resultados indicam que a capacidade de sobrevivéncia do mutante é bastante afetada
diante de alteracGes dos meios extracelulares. A partir dessa informacao, acredita-se que
se uma droga com esse alvo molecular for utilizada em um individuo infectado, o fungo
tera sua capacidade de sobrevivéncia no organismo do hospedeiro reduzida, ja que este
apresenta defesas imunolégicas que também afetam o fungo mais pronunciadamente.

A alteracdo na susceptibilidade as drogas antifingicas atualmente disponiveis foi
observada em mutante erg6A. Isso demonstra que mesmo se uma droga que atue na
Erg6 ndo for capaz de erradicar a infeccdo, o uso combinado com outros antifingicos
permite a reducéo de dose, diminuindo a possibilidade de efeitos adversos e toxicos que
0s atuais medicamentos apresentam.

Em relacdo aos fatores de viruléncia, o mutantes de ERG6 ndo apresentou
problemas na sintese de capsula ou melanina, mas foram incapazes de crescer a 37°C,
além de apresentar uma capacidade de producdo de fosfolipase reduzida. As alteragdes
provocadas pela auséncia da Erg6 nos fatores de viruléncia, bem como 0s ensaios em
modelo de infeccdo em macrofagos e G. mellonella evidenciam a capacidade reduzida
do C. neoformans de provocar a infecgdo. Todos esses resultados confirmam a

possibilidade de o ERG6 ser um alvo interessante para novas drogas antifingicas.
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Contudo, € importante testar ainda se 0 mutante ergéA € capaz de atravessar a barreira
hematocefalica em modelos animais. Se a delecdo do gene impossibilitar a infeccdo no
Sistema Nervoso Central, a enzima serd um alvo ainda mais interessante, ja que evitara
que os individuos infectados desenvolvam meningite.

Alteracbes na composicdo dos esterois da membrana foram observadas em
mutantes de genes que atuam na via de biossintese do ergosterol de outros fungos como:
0 ergé em C. lusinaniae, (Young et al., 2003), em S. cerevisiae (Garber et al., 1989) e
em C. glabrata (Vandeputte et al., 2007). Neste estudo, alteracfes na composic¢do dos
esterdis da membrana plasmatica de C. neoformans foram visualizadas pela técnica de
HPLC, sendo que os dados confirmam a reducdo dos niveis de ergosterol no mutante
erg6A. Como a identificagdo dos picos foi realizada apenas para o ergosterol e para o
lanosterol, usando as respectivas moléculas como padrdo, seria interessante a
identificacdo e a quantificacdo de quais esterdis estdo alterados na membrana de
mutantes erg6A, a fim de compreender os mecanismos celulares que o fungo utiliza para
tentar manter o funcionamento da membrana e sua viabilidade celular. Além disso,
alguns dos esterois intermediarios podem ser toxicos para o fungo e sua identificacdo
pode permitir a sintese de drogas antifngicas que se assemelhem a esses compostos.

Os resultados preliminares da citolocalizacdo da proteina ERG6 de C. neoformans
mostraram que a enzima estd localizada intracelularmente em alguma organela
citoplasmatica. A utilizacdo de corantes marcadores organelares podera possibilitar a
identificacdo de qual organela alberga a enzima. Saber onde se localiza um alvo
molecular dentro da célula permite que inibidores contra esse alvo sejam mais
especificos e direcionados a atuar nos locais corretos.

O ergosterol é um lipideo de membrana exclusivo de fungos, dessa forma estudos
de enzimas dessa via e identificacdo do papel de seus respectivos genes sdo importantes
para identificagcdo do envolvimento destas enzimas na biologia do patdgeno e para uma
melhor compreensdo de seus mecanismos metabdlicos. O conhecimento sobre o
funcionamento de vias de biossintese de compostos ausentes em humanos possibilita a
identificacdo de alvos moleculares para o desenvolvimento de novas drogas
antifangicas.

A delecdo do gene ERG6 em C. neoformans demonstrou afetar diversos processos
celulares do fungo, confirmando o constante na literatura pesquisada em outras
espécies. Ao se alterar a via do ergosterol afetando a Erg6, observou-se que a

capacidade de sobrevivéncia do fungo é reduzida, indicando que provavelmente uma
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droga que atue nessa proteina tem um grande potencial no tratamento contra a
criptococose e outras micoses. Sem duvida, os dados funcionais gerados por este
trabalho, aliados aos estudos gendémicos que vem sendo realizados, inclusive em nosso
laboratdrio, langam as bases para a identificacdo de alvos moleculares com potencial de

tratamento de doencas que afetam o ser humano.
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