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RESUMO

As proteinas Velvet compreendem quatro membros altamente conservados
entre ascomicetos e basidiomicetos, os quais compartilham o dominio Velvet.
Eles regulam diferentes vias de sinalizacdo em resposta a estimulos
ambientais e também coordenam o metabolismo secundario e diferenciacéo
assexual e sexual em diferentes espécies de fungos. Recentemente, as
proteinas Velvet foram implicadas na viruléncia de alguns agentes patogénicos
de plantas. Buscou-se avaliar o papel das proteinas Velvet no fungo patogénico
humano Cryptococcus neoformans, causador da criptococose, importante
micose sistémica e a terceira doenca mais prevalente em individuos portadores
do virus HIV. Entre as micoses sistémicas, ela é classificada como tendo a
maior incidéncia em pacientes imunocomprometidos. A infeccdo por
C.neoformans ocorre pela inalagéo de células infecciosas e é considerada uma
infeccdo pulmonar priméria, o que pode levar a uma infeccdo disseminada e
meningoencefalite. O objetivo geral do trabalho foi avaliar o papel do gene
VELB na patogenidade e morfogénese de C. neoformans. O primeiro passo
realizado no estudo foi a delecdo do gene VELB em Cryptococcus neoformans.
O cassete foi transformado em células leveduriformes haploides de C.
neoformans diretamente através de biobalistica. Confirmou-se a dele¢é&o por
PCR e Southern Blot. Apds confirmacéo, os transformantes foram submetidos
a diferentes condicdes de crescimento para determinacdo de seus fenotipos e
viruléncia. Foram realizados testes de estresse osmotico (NaCl), estresse na
parede celular (CongoRed, SDS, cafeina) e estresse oxidativo com perdxido de
hidrogénio. Foram avaliados os fatores de viruléncia de C. neoformans como
fosfolipase, urease, melanina e capsula. Os testes fenotipicos néo
apresentaram alteracdes entre a linhagem e mutante indicando que o gene
VELB parece néo ter nenhum envolvimento em viruléncia e resposta a agentes
estressores. Para avaliacdo da capacidade de acasalamento foram realizados
co-cultivos no escuro em diferentes meios de cultura (Filament, SLAD e MS),
além disto foi testada a capacidade de fusdo dos mutantes. Estes testes
demonstraram que a delecdo de VELB bloqueia a producédo de hifas no

acasalamento entre mutantes e que estes apresentam também defeito no
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processo de fuséo celular. Estes resultados gerados neste trabalho sobre o
papel de VELB corroboram os dados anteriormente obtidos pelo nosso grupo
de pesquisa de que os membros da familia velvet estdo diretamente envolvidos

na regulacao do ciclo sexual de C. neoformans.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, VelB, mating, acasalamento,

complexo velvet.
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ABSTRACT

The Velvet proteins consist of four highly conserved members in ascomycetes
and basidiomycetes, sharing the Velvet domain. They regulate different
signaling ways in response to environmental stimulation and also coordinate
secondary metabolism and asexual to sexual differentiation in different species
of fungi. Recently, Velvet proteins have been implicated in the virulence of
some pathogenic agents of plants. It was evaluated the role of Velvet proteins in
the human pathogenic fungus Cryptococcus neoformans that causes
cryptococcosis, an important systemic mycosis and the third most prevalent
disease in HIV positive individuals. Compared to other systemic mycoses, it is
classified as having the highest incidence in immunocompromised patients.
C.neoformans infection is by inhalation of infectious cells and is considered a
primary pulmonary infection, which can lead to widespread infection and
meningoencephalitis. The overall objective of this study was to evaluate the role
of the VELB gene in morphogenesis and pathogenicity of C. neoformans. The
first step was performed at study deletion of the gene VELB in Cryptococcus
neoformans. The cassette was transformed into haploid yeast cells of C.
neoformans directly through biolistic. The deletion was confirmed by PCR and
Southern blot. After confirmation, the transformants were submitted to different
growth conditions to determine their phenotypes and virulence. Tests of osmotic
stress (KCI, NaCl, sorbitol), stress in the cell wall (Congo Red, Calcofluor, SDS,
caffeine) and oxidative stress with hydrogen peroxide were performed.
Virulence factors of C. neoformans as phospholipase, urease, melanin and
capsule were evaluated. Phenotypic tests showed no change between the
strain and mutant indicating that the VELB gene seems to have no involvement
in virulence and response to stressors. To evaluate the ability of mating co-
cultures were performed in the dark in different culture media (Filament, SLAD
and MS), in addition it was tested the ability of fusion of mutants. These tests
showed that the deletion of VELB blocks the production of hyphae in mating
and that these mutants also exhibit defective cell fusion process. These results
generated in this paper about the VELB function corroborate data previously
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obtained by our research group that the members of the velvet family are
directly involved in the regulation of the sexual cycle of C. neoformans.

Keywords: Cryptococcus neoformans, VelB mating, mating, velvet complex.
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1 Introducéao

1.1 O Cryptococcus e a criptococose

O género Cryptococcus inclui mais de 50 espécies de leveduras
encapsuladas do Filo Basidiomycota. Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gatti sdo as espécies de maior relevancia por serem agentes
etiol6gicos da criptococose, uma micose sistémica que ocorre no homem e em
animais, saudaveis ou imunossuprimidos (Casadevall, 1998; Ma e May, 2009).

A doenca foi descrita pela primeira vez em 1894, em uma mulher de 31
anos que apresentava uma lesdo na tibia, trantando-se de uma enfermidade
relativamente rara. A frequéncia de infecgdes por C.neoformans tem
aumentado exponencialmente nos ultimos 30 anos, principalmente devido a
epidemia do HIV e ao aumento do uso de terapias imunossupressoras para
transplante de 6rgdos e quimioterapia (Rapp, 2004; Bovers et al., 2008).Cerca
de 115 anos apos a descricao inicial do C. neoformans, todo o conhecimento
basico, aplicado e clinico, permitiu a definicdo, em 2002 (Kwon-Chung et al.,
2002) de C. gattii e C. neoformans como duas espécies distintas, apresentando
diferencas filogenéticas e moleculares, bem como sua rela¢cdo quanto ao nicho,
distribuicdo geogréafica, epidemiologia, patologia e sintomatologia clinica
(Bovers et al., 2008).

C. gattii antes tida como uma variedade de C.neoformans, hoje ja
reconhecida como espécie distinta, foi responsavel por um surto de infeccdes
em pessoas saudaveis e animais no oeste da Ameérica do Norte (Kwon-Chung
et al., 2002; Datta et al., 2009). Com base em estudos sorologicos utilizando
anticorpos contra a capsula da levedura, o complexo C. neoformans/C. gattii foi
classificado em cinco sorotipos: A, B, C, D e AD (Evans, 1950; Meyer et al.,
2009). Destes, os sorotipos B e C séo variantes de C. gattii (Enache-
Angoulvant et al., 2007; Chatuverdi e Chatuverdi, 2011). Este mesmo complexo
possui oito gendtipos. C. neoformans var. grubii corresponde aos tipos
moleculares VNI e VNII; C. neoformans var. neoformans corresponde ao
gendtipo VNIV e o hibrido AD corresponde ao tipo molecular VNIII. VGI, VGII,
VGIIlI e VGIV representam espécies criticas de C . gattii. Destes, VGI e VGII
sdo os tipos mais frequentes e podem ser encontradas no oeste da América do

Norte e Oceania, afetando preferencialmente imunocomprometidos. VGII é



15

subdividido nos subtipos VGlla, VGIIb e VGllc. VGlla pode ser encontrado
tanto no ambiente quanto em pacientes, e possui maior viruléncia em modelo
murino de criptococose, quando comparado aos outros subtipos. Por outro
lado, VGIIlI e VGIV também associados a pacientes imunossuprimidos, séo
encontrados na Africa e nos Estados Unidos (Bovers et al., 2008; Byrnes et al.,
2010; Springer e Chaturvedi, 2010; Cogliati, 2013). A Figura 1 mostra um
esquema com todos os tipos moleculares e sorotipos de C.neoformans.

Figura 1. Representacdo esquematica da evolucdo do complexo Cryptococcus. Os
sorotipos conhecidos descendem de um ancestral comum que divergiu a 37 milhdes
de anos atrds em C. neoformans e a 18.5 milhdes de anos atrds em C. gattii duas

subespécies.

Sorotipos Tipos Moleculares
VNI
Sorotipo A
var. grubii VNII
VNB

Cryptococcus neoformans Hibrido .
18,5 Maa AD
Sorotipo D
S%%?ﬁ%ﬁfsus var. neoformans VNIV
Complexo de
espécies
37 Maa Sorotipo B VGl
Cryptococcus gattii VGl
9,5 Maa Valll
Sorotipo C VGIV

Fonte: Adaptado de Lin & Heitman, 2006.

Até recentemente C. gattii, era identificado predominantemente em
regides tropicais e subtropicais, como Australia, América do Sul, sudeste da
Asia e Africa Central (Hoang, 2011). Entretanto, a ocorréncia de um surto de
criptococose em homens e animais selvagens na llha de Vancouver, Canada,
em 2004, demonstrou a expansao do nicho da levedura para regides de clima
temperado (Macdougall et al., 2007; Bartlett et al., 2012). Diante disso,
aumentou significativamente o nimero de pesquisas relacionadas ao nicho do
fungo. Seu reservatério no ambiente esta relacionado a poucas espécies de
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eucaliptos (Eucalyptus camaldulensis), algumas espécies de cactos suculentos
(Cephalocereus royenii), ou ainda, € mais provavel de ser recuperado dos
detritos de ocos de arvores em decomposi¢cdo ou no solo ao redor destas O
fungo foi isolado de diferentes espécies de plantas, como cedro (Thuja spp.),
de amieiro (Alnus spp.), de abeto de Douglas (Pseudotsuga menziesii),
carvalho (Quercus garryana), amendoeira (Terminalia cattapa), mangueira
(Mangifera indica), entre outras (Hagen e Boekhout, 2010). C. neoformans
também pode ser isolado mundialmente, mas estd comumente associado a
solo e fezes de pombos e outras aves domesticas (Ma e May, 2009).

No Brasil, h4 algumas regides onde a epidemiologia de C. neoformans
e C. gattii ainda € pouco explorada. Uma delas € a regido norte do pais, porém
Fortes et al. (2001) demonstraram a ocorréncia de C. gatti em madeira em
decomposicdo em um oco de uma arvore Guettarda acreana em uma area
selvagem da Floresta Amazonica. Foi relatado pela primeira vez o isolamento
de C. neoformans e C. gattii de fontes ambientais na cidade de Belém, PA
(Costa et al., 2009). Trilles et al. (2008) analisaram molecularmente a
distribuicdo geografica de C. neoformans e C. gatti dos isolados no pais e
descreveram VNI como o tipo molecular mais comum e VGII como o tipo
molecular predominante em hospedeiros imunocompetentes nas regides Norte
e Nordeste do Brasil. Embora tenham sido analisados um grande namero de
isolados (aproximadamente 443) , nenhum deles era do Pard. Em um estudo
mais recente, analisaram os agentes de 43 casos de criptococose e descobriu-
se que VNI foi o tipo mais comum em pacientes imunocomprometidos,
enquanto o tipo molecular VGII foi a principal causa da micose endémica
primaria em individuos HIV-negativos, incluindo um numero muito alto de
criancas no Para (Santos et al., 2008). A detec¢éo de tipo molecular VGII em
um oco de uma arvore na cidade de Belém reforca que este tipo molecular
requer uma maior atengcdo em outras partes da Amazénia brasileira, bem como
em outros paises sul-americanos (Costa et al., 2009).

A filiacdo genética de um grande numero de isolados do complexo de
espécies C. neoformans a partir de fontes ambientais no Brasil tem sido
investigada usando AFLP (Amplified fragment length polymorphism). As cepas
de C. neoformans, isoladas a partir de uma Unica arvore, assim como a partir

de arvores vizinhas , mostraram valores de similaridade elevado (> 95 %) dos
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seus padrbes de AFLP, sugerindo homogeneidade genética consideravel. A
maioria dos isolados de C. neoformans pertencia ao gendétipo AFLP 1 , e teve o
sorotipo A e tipo de acasalamento alfa (= C. neoformans var. Grubii ) . Trés
isolados pertenciam a AFLP gendtipo 2, com o sorotipo D e tipo de
acasalamento alfa (= C. neoformans var. neoformans). Um isolado, obtido de
um edificio no Rio de Janeiro habitado por pombos, pertencia ao genotipo
AFLP AD hibrido 3. Todos os isolados a partir de arvores de C. neoformans
var. gattii (C. gattii ) pertenciam ao AFLP genétipo 6, e seus padrées de bandas
mostraram baixa homogeneidade genética com um valor de similaridade de
cerca de 76%. Isolados deste gendtipo ocupam um nicho ambiental nas
Américas e sdo causadores de doencas em pacientes portadores do virus da
AIDS ou néo (Trilles et al., 2003).

Em outro estudo foram analisados um total de 467 isolados de C.
neoformans obtidos de fontes clinicas e ambientais de regides do Brasil
estudados sorologicamente utilizando o kit Crypto Check latron RM 304-K. A
sorotipagem dos isolados clinicos mostraram as seguintes prevaléncias dos
sorotipos: sorotipo A (77,95 %), seguida pelo B (18,2%), AD (1,3%), D (0,4%),
C (0,2 %) e ndo-tipavel (1,93%). A epidemiologia de sorotipo A, nas regides Sul
e Sudeste brasileiros repete o resultado observado em todo o mundo.
Contrariamente, o sorotipo B foi 0 agente mais frequente da criptococose na
regido Nordeste, que ocorrem quase igualmente em hospedeiros saudaveis
masculinos e femininos. Entre os isolados de fontes ambientais, sorotipos A e
B foram encontrados nos ocos de arvores tropicais dos géneros Cassia, Ficus
e Moquillea. Os poucos isolados de detritos de Eucalyptus camaldulensis foram
sorotipos A e B e ndo-tipavel. Um isolado sorotipo C foi recuperado a partir de
um hospedeiro imunocompetente e o sorotipo AD predominou sobre sorotipo D
entre os dois isolados clinicos e ambientais (Nishikawa et al., 2003).

Em meados de 2005, por meio de um estudo multicéntrico, todas as
caracteristicas a respeito do genoma de C. neoformans foram descritas com a
finalizacdo do sequenciamento de duas cepas sorotipo D, a JEC21 e a B3501-
A (Loftus et al., 2005). Atualmente, estdo disponiveis também o genoma de C.
neoformans var. grubii H99 (sorotipo A), e de dois isolados de C. gattii, WM276
(isolado ambiental) e R265 (isolado clinico associado ao surto em Vancouver),
ambos sorotipo B (Lin e Heitman, 2006). A compara¢cdo do sequenciamento
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entre C. neoformans e C. gattii revelou variacdo no contetdo de genes entre 0s
genomas: apenas 50% do conteudo génico de ambas € idéntico, o restante
apresenta polimorfismos (Loftus et al., 2005); (Faganello et al., 2009).

O projeto genoma trouxe novas ideias para o estudo da criptococose e
seus agentes etioldégicos, especialmente no que diz respeito a biologia e
mecanismos de viruléncia deste basidiomiceto. A disponibilidade das
sequéncias gendmicas do fungo permitiu fazer estudos de gendmica
comparativa para explorar os genes de viruléncia e melhorar a compreensao
acerca dos mecanismos moleculares da patogenicidade.

A relacéo entre o nicho de Cryptococcus sp. e a criptococose esta bem
esclarecida, tendo sido relatado que isolados clinicos apresentam 0 mesmo
tipo molecular que amostras ambientais, e com 0 mesmo padrdo de
susceptibilidade aos antifungicos, tornando claro entdo que humanos séao
infectados por meio da exposicdo ao nicho do microrganismo (Kidd et al.,
2007). A porta primaria de entrada do fungo, o trato respiratdrio superior, €
alcancada pela inalagdo dos propagulos infectantes, que possuem geralmente
de 5 a 10 um de didametro (Griffiths, et al., 2012). ApOs essa etapa, estes sdo
depositados nos espacos alveolares, atingindo o intersticio pulmonar (Barbosa
etal., 2006).

Além do trato respiratério, inoculacdo direta no tecido atraves de trauma
ou transplante de tecido infectado também podem ser consideradas portas de
entrada ocasionais (Chayakulkeeree e Perfect, 2006; Badiee e Alborzi, 2011,
Desalermos et al., 2012). Apesar de acometer tanto animais como humanos, a
transmissao direta do microrganismo entre humanos ou de animais para
humanos ndo foram documentadas (Chayakulkeeree e Perfect, 2006). Mesmo
rara, a transmissdo transplacentaria ja foi relatada na literatura (Molnar-
Nadasdy et al., 1994; Patel etal., 2012).

Apéds a inalacdo, forma mais comum de infeccdo, a doenca pode ficar
latente ou se desenvolver, dependendo do estado imunolégico do paciente. No
parénquima pulmonar, as leveduras inaladas sao fagocitadas por macrofagos
alveolares e em seguida pode ocorrer disseminagcdo hematogénica, onde o
fungo pode atingir qualquer 6rgédo, inclusive o sistema nervoso central (SNC),
pelo qual o C. neoformans possui tropismo (Hull e Heitman, 2002). A Figura 2

mostra o ciclo de transmissdo da doenga.
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Figura 2. Ciclo infeccioso de Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). Dentre os
ambientes onde o fungo é capaz de sobreviver estdo: solo, excretas de aves (sendo o
pombo um dos principais responsaveis por sua dispersao) ou outros animais, em
arvores, ou ainda em hospedeiros animais como gatos, cabras e ursos coala. C.
neoformans também é capaz de sobreviver em associacdo com predadores
ambientais como insetos, nematdides e amebas, além de poder interagir com
bactérias ou outros fungos. O fungo estabelece a infecgdo pulmonar em humanos
através da inalacao de seus esporos ou de células de levedura dissecadas. Quando o
hospedeiro tem seu sistema imunolégico comprometido, o fungo é capaz de se
reativar da forma latente, e se disseminar na corrente sanguinea até infectar o sistema
nervoso central (SNC). A infeccdo do SNC é a forma mais severa de criptococose

humana.
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Fonte: Adaptado de Lin e Heitman (2008).

Em hospedeiros sadios, a criptococose € assintomatica ou subclinica e
limitada ao tecido pulmonar. Na auséncia de uma resposta imune efetiva, 0s
fungos podem utilizar-se dos seus fatores de viruléncia e disseminar-se para
outros tecidos, geralmente o cérebro, causando meningoencefalite (Casadevall
et al., 2009; Zaragoza et al., 2009). Apesar da diferenca de pacientes
acometidos pela criptococose no que se refere ao status imunoldgico do
paciente (C. gattii - pacientes imunocompetentes X C. neoformans — pacientes
imunossusceptiveis), tanto para C. neoformans, como para C. gattii, 0s
sintomas mais frequentemente relatados de infeccdo pulmonar sdo tosse,
dispnéia e dor no peito (Pappas et al., 2001). Quando ha infeccdo no SNC,
relata-se cefaléia, diminuicdo da capacidade mental e reducdo da acuidade

visual, e, nesse caso, 0 tratamento torna-se mais complicado. Ha sintomas
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menos observados como paralisia dos nervos cranianos e hidrocefalia. Dentre
os sintomas, pode-se haver diferenca entre a infeccao por C. neoformans e C.
gattii, como por exemplo, convulsdes, 38% mais comuns em infectados por C.
gattii, contra 9% por C. neoformans (Seaton etal., 1997; Charlier et al., 2008).

Além do trato respiratorio e SNC, outros sitios também podem ser
afetados tais como pele, prostata, olhos, glandulas adrenais, linfonodos,
medula 6ssea e figado. Em imunossuprimidos, infecgdes extrapulmonares e do
SNC, envolvem na maioria das vezes C. gattii (Chen et al., 2000; Cai et al.,
2012).

A epidemiologia de C.neoformans revela uma grande discrepancia na
incidéncia de infeccbes em pacientes de sexo diferentes (incluindo AIDS e
pacientes transplantados), com os individuos do sexo masculino possuindo
maior incidéncia de infeccdo por C. neoformans que as mulheres.
Curiosamente, a diferenca de género na suscetibilidade de infeccbes por
C.neoformans foi notada mesmo antes do inicio da epidemia do HIV, onde a
incidéncia de infeccdo foi de 2-3 homens: 1 mulher (Mitchell et al.,1995).
Estudos sugerem que a reatividade ao antigeno entre ambos 0s sexos
apresentam taxas iguais, porém estudos anteriores mostram que o estrogénio
inibe o crescimento de C.neoformans in vitro e que a administracédo de
dietilestilbestrol para pacientes infectados aumenta a atividade fagocitica dos
leucaocitos de pacientes (Davis et al.,2007). Estudos realizados por McClelland
et al., 2013 demonstraram que ha uma interacdo de C.neoformans com
testosterona resultando em um aumento da liberacdo de GXM presente na
capsula e morte de macrofagos mediada pelo fungo. Estes dados sugerem um
possivel mecanismo para o aumento da doenca observada em pacientes do
sexo masculino observando-se que macrofagos do sexo masculino sdo mais
propensos a serem mortos por C.neoformans do que fagocitarem a célula
fungica. Além disso, estes dados sugerem que a interacdo de C.neoformans e
resposta imune do hospedeiro € complexa e uma interacdo prolongada pode
ser necessaria antes de surgirem defeitos na resposta imune masculina.

Véarios métodos de diagnosticos da criptococose estdo bem
estabelecidos na rotina laboratorial. Entre estes, exame direto dos fluidos
corporais, citologia, histopatologia, cultura e sorologia. Testes bioquimicos

baseados na hidrolise de uréia e avaliacdo do crescimento em meio contendo
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cicloheximida também séo utilizados (Chayakulkeeree e Perfect, 2006; Jackson
e Van Der Horst, 2012). Ap6s um surto ocorrido no, Canada, métodos
moleculares, rapidos e sensiveis para identificacdo e diferenciacdo de C. gattii
e C. neoformans, foram desenvolvidos. Atualmente, existem sequéncias
especificas que podem ser usadas para detectd-los em amostras clinicas
usando a PCR e suas variantes e sequenciamento. Além disso, pode ser
realizada a identificacdo de sorotipos e genétipos, utilizando PCR fingerprinting,
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism), and MLST (Multi-Locus Sequence Typing),
sendo estes extremamente Uteis no diagnostico da criptococose, identificagdo
especifica do agente e monitoracdo do aparecimento de cepas resistentes
(Sidrim etal., 2010).

O tratamento de escolha para formas mais leves da doenca é o
fluconazol. Outras alternativas incluem itraconazol, posaconazol e voriconazol,
todos administrados por via oral duas vezes ao dia (Calvo et al., 2010). Em
estagios mais avancados da doenca pulmonar, € recomendado que O
tratamento seja iniciado com Anfotericina B em associagdo com 5-flucitosina
durante duas semanas, seguido da manutencdo com fluconazol durante 12
meses. Em pacientes com complicagcbes no SNC esse tempo de tratamento
com Anfotericina B em associagédo com 5-flucitosina deve ser aumentado para
seis semanas, e deve ser feita manutengcdo com fluconazol durante 18 meses
(Perfect et al., 2010; Day et al., 2013).

1.2 Fatores de viruléncia C.neoformans

Para entender a criptococose, é de extrema relevancia compreender 0s
mecanismos de viruléncia e patogenicidade do C. neoformans. A efetividade do
processamento dos sinais externos e sua resposta adequada aos mesmos séo
cruciais para que o C. neoformans sobreviva tanto no ambiente quanto no
hospedeiro. Para que a resposta seja desencadeada de forma adequada, vias
de transducao de sinal sdo ativadas em resposta as condi¢cdes adversas em
gue o fungo pode se encontrar (Kozubowski, et al. 2009). Tais respostas
contribuem para a patogenicidade do fungo e conferem a ele os atributos de
viruléncia necessarios para a sua sobrevivéncia. No caso do C. neoformans,
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sdo diversos os fatores de viruléncia necessarios para causar a criptococose
(Bahn et al., 2007).

Um fator impar e diferencial em C. neoformans, é a producao da capsula
polissacaridica. A capsula é composta de trés principais componentes:
manoproteinas, glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), e
funciona como um verdadeiro escudo contra os diversos ambientes em que o
C. neoformans pode se encontrar, atuando na protecdo contra dissecagdo no
ambiente e fagocitose por predadores ambientais como amebas e outros
nematodas, devido a sua capacidade altamente hidrofilica (Steenbergen et al.,
2003). No hospedeiro a capsula age reduzindo a resposta imunitaria via
citocinas antiinflamatérias, causando deplecdo do sistema complemento e
diminuindo a capacidade de apresentacdo de antigenos por mondcitos
(Vecchiarelli et al., 2003; Voelz e May, 2010). Provou-se que mutantes cuja
sintese da capsula apresenta problemas, tem sua viruléncia diminuida em
estudos com modelos animais (Bulmer et al., 1967; O’Meara e Alspaugh,
2012). A capsula pode interferir na resposta imune de diferentes formas:
presenca de propriedades antifagocitarias, por meio da inibicdo da produgéo de
anticorpos, deplecdo do complemento, inibicdo da migracdo de leucdcitos e
inducdo da apoptose em macrofagos e células T. Além disso, esta relacionada
com a protecdo do Cryptococcus contra acao de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio dentro da célula hospedeira (Zaragoza, 2011; O'meara e Alspaugh,
2012).

A capacidade de crescimento a temperatura corporal (37°C) de
hospedeiros mamiferos € um diferencial para que o patégeno consiga infectar e
desenvolver a doenca em seus hospedeiros. Um dos genes envolvidos na
tolerdncia a altas temperaturas € o que codifica para a calcineurina (CNA),
mutantes de calcineurina sdo incapazes de crescer a 37 °C bem como
apresentam viruléncia atenuada em modelo de infeccdo animal, porém
crescem normalmente na temperatura 6tima para C. neoformans (Odom et al.,
1997). Diferentes estudos também constataram que outros genes sao
essenciais para a tolerancia a temperatura corporal de hospedeiros mamiferos,
dentre eles, a via que compreende PKC1 esta intimamente ligada a integridade
de parede. Mutantes de PKC1l apresentam diversos fenotipos, dentre eles

perturbacdo da parede celular, alteragdo na producéo de capsula e melanina
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além da inviabilidade das células a 37 °C (Gerik et al., 2008; Djordjevic, 2010).
Vérios outros genes também foram caracterizados como importantes para o
crescimento em altas temperaturas e diretamente relacionados a viruléncia
como VPH1, ATPase vacuolar, (Erickson et al., 2001) e CCNL1, envolvido na
replicacdo e splicing (Chung et al., 2003), além de diversos outros
componentes de cascatas de sinalizacdo como RAS1, CNBl1l e CTS1
(Alspaugh et al., 2000; Fox et al., 2003; Kraus et al., 2003). Mutantes dos
genes TPS1 e TPS2, envolvidos na biossintese de trealose, agUcar que atua
como protetor da célula em condicdes de estresse, também apresentam
fenotipo de crescimento a 30° C, mas inviabilidade e morte a 37° C (Petzold et
al., 2006).

A atividade da fosfolipase ja foi descrita em C. neoformans e a
relacionaram a viruléncia, visto que linhagens capazes de secretar grandes
guantidades de fosfolipase estavam associadas a uma maior disseminacao em
modelos murinos de infeccdo quando comparadas a outras que produzem
baixas quantidades de fosfolipase (Chen et.al., 1997). Estudos posteriores
mostraram que apos a inalagdo, as leveduras ou esporos atingem o epitélio
pulmonar seguida das vias aéreas inferiores e permanecendo nos alvéolos.
Neste ambiente, o fungo entra em contato com os macréfagos, e observa-se a
producdo de fosfolipases, favorecendo o inicio da infeccdo pulmonar, por
permitirem a adesdo do fungo no epitélio pulmonar (Ganendren, 2006;
Djordjevick, 2010). A delecao de PLB1 atenua a viruléncia em modelos animais
e causa reducédo do crescimento quando submetido ao teste de macrofagos,
podendo indicar assim, que a secrecao de fosfolipase € um fator determinante
para a viruléncia (Cox et al., 2001). O substrato inositol fosfofingolipidio-
fosfolipase-C1 (Iscl) é necessario para a sobrevivéncia dos fungos no interior
das células de macrofagos, o que é consistente com o papel de Fbpl(proteina
F-box) na regulacdo da interacdo  Cryptococcus-macréfago e,
consequentemente, na viruléncia do fungo (Liu et al., 2011).

A urease € considerada um fator importante para o desenvolvimento e
estabelecimento da criptococcose em sua forma mais grave (meningoencefalite
criptocéccica). Esse agravamento se da quando as leveduras se disseminam
pela corrente sanguinea até alcancar a barreira hematoencefalica (BHE),
atravessando-a e tendo acesso ao sistema nervoso central (Idnurm et al.,
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2005). Estudos ttm demonstrado que mutantes do gene URE1l possuem
dificuldade de causar a forma mais severa da doenca em modelos animais
porque nado conseguem atravessar a barreira (Cox, 2000). O correto
funcionamento das proteinas acessorias de Urel também tem sido reportado
como fator determinante para a viruléncia do fungo, sendo sua ativacao
necessaria para que ocorra a invasao no SNC (Singh et al., 2013; Morrow e
Fraser, 2013).

A capacidade de sintetizar melanina a partir de compostos fenolicos &
outro fator relevante para viruléncia de C.neoformans. A melanina atribui ao
fungo estabilidade de sua parede celular, protecao contra radiagao, resisténcia
ao calor e ao frio e a metais pesados, além de protecdo contra 0 estresse
oxidativo no interior de células fagociticas, bem como maior resisténcia a
anfotericina B, principal droga de escolha no tratamento da criptococose (Wang
et al., 1995; Ikeda et al., 2003). A principal enzima envolvida na melanizagéo é
a lacase ou fenoloxidase, que sintetiza melanina a partir de substratos como
difendis (por exemplo, L-Dopa) e compostos inddlicos (Trofa et al., 2011).
Outras catecolaminas podem ser utilizadas, como por exemplo, a dopamina e a
noraepinefrina (Eisenman et al., 2007; Eisenman et al., 2011). No genoma de
C. neoformans foram identificados os dois genes codificantes da lacase,
enzima que cataliza a sintese de melanina a partir de L-DOPA: LAC1 e LAC2.
Destes, LAC1 é o principal relacionado com a producédo de melanina (Pukkila-
Worley etal., 2005).

1.3 Morfologia do C. neoformans

Estima-se que exista cerca de 1,5 milhdo de espécies d e fungos na
terra, sendo a maioria ndo patogénica aos seres humanos. Uma caracteristica
proeminente partilhada por alguns dos fungos patogénicos é o dimorfismo. A
maioria dos fungos ou existe na forma filamentosa - crescimento por extensao
apical, ou na forma de levedura — reproduzindo-se por brotamento ou fissao.
Destes, uma minoria sdo fungos dimorficos e pode alternar entre a forma
filamentosa multicelular e a forma de levedura unicelular. O dimorfismo,
considerado relativamente raro curiosamente € comum entre espécies de
fungos que podem causar infecgdes sistémicas nos mamiferos. C. neoformans

pode variar de morfologia dependendo das fases de seu ciclo de vida, visto que
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na fase vegetativa ou assexuada, encontram-se leveduras que se reproduzem
por brotamento ou ainda podem produzir pseudohifas ou gerar frutificagéo
hapléide com produgéo de hifas. Na sua fase sexuada, ocorre acasalamento de
leveduras com tipos sexuais opostos (a e a) com producao de feromobnios
(quando ocorre fusdo celular) e producdo de hifas dicaridticas de basidios,
formando os basidiosporos apds o processo de meiose (Lin, 2009) (Figura 3).

Figura 3: Processo de acasalamento e frutificacéo haploide de C. neoformans.
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No chamado acasalamento bipolar, células leveduriformes a e a
secretam ferombnios que desencadeiam fusdo celular quando em condicdes
de limitagcdo de nutrientes. A célula dicaridtica resultante inicia seu crescimento
filamentoso, a0 mesmo tempo em que o0s dois nucleos celulares parentais
migram através da hifa. Septos se formam para separar as células, e um
nucleo € transferido para a ultima célula da hifa através de uma conexdo em
forma de grampo e, em seguida, esta se funde a outra hifa. Os nucleos sofrem
fusé@o celular formando um basidio que sofre meiose formando quatro produtos
gue dao origem a cadeias de basidiésporos através de mitoses. Outra
possibilidade ocorre com a secrecéo de feromonios de células de tipos sexuais
opostos que sofrem simultaneamente, fusdo celular e nuclear que dao origem a
uma levedura dipléide que € capaz de permanecer latente sob essa
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configuracdo até que seja possivel o crescimento filamentoso. Assim, forma-se
uma célula monocaridtica septada que da origem a um basidio que passa pelas
mesmas etapas anteriormente mencionadas para formar basidiésporos (Figura
3) (Lin, 2009).

Nos fungos, a reproducdo sexuada € geneticamente regulada pelo l6cus
de tipo sexual ou matng-type locus (MAT), uma regido do genoma
especializada e diferenciada entre os tipos sexuais. Sua estrutura foi descrita
primeiramente em S. cerevisiae, sendo que em C. neoformans, o lécus MAT é
responsavel pela codificacdo de mais de 20 genes precursores de proteinas
como Sxila e Sxi2a, incumbidos de estabelecer a identidade sexual das
células (Hull et al., 2005).

O C. neoformans é encontrado na natureza em sua maioria na forma
hapléide e sua reproducdo sexuada (acasalamento e meiose) ocorre em
resposta a limitacdo nutricional, como caréncia de nitrogénio, ou a sinais
especificos. Outros estimulos ambientais também exercem influéncia sobre sua
reproducéo tais como extrato de vegetais, ions de cobre, excretas de pombo,
limitacdo de nitrogénio, suco V8, &cido indolacetico (IAA) e mioinositol, no
entanto luz, altas temperaturas, altos niveis de CO, e agua sao fatores
inibidores de acasalamento (Hsueh et al., 2011).

A descoberta do suco V8 como meio de cultura para acasalamento em
laboratorio foi crucial para a investigacdo dos compostos envolvidos nesse
processo. Ele é composto de fatores como mioinositol e ions de cobre,
responsaveis pelo estimulo do acasalamento e pela indugéo da expressao de
genes envolvidos na producéo de ferombénios (Kent et al., 2008). Além do meio
V8, o meio SLAD (synthetic low ammonium dextrose) e o agar Filament,
mimetizam situacbes de privacdo de nitrogénio e permitem que ocorra o
acasalamento em C. neoformans. A deteccéo de nitrogénio no ambiente em C.
neoformans € mediada por um transportador de aménio Amt2. Quando este
gene é mutado, as cepas nao conseguem desenvolver sua fase sexuada
devido a dificuldade em assimilar nitrogénio (Rutheford et al., 2008).

O meio Murashige e Skoog (MS) é eficaz na inducéo de esporulacdo em
C. neoformans, pois acredita-se que, assim como no meio V8, o composto
responsavel por essa inducdo também seja o mioinositol, presente neste meio
(Xue et al., 2007).
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A luz é um fator ambiental importante na regulacdo do acasalamento por
ser um regulador negativo do ciclo sexuado. Em outros fungos, tais como
Neurospora crassa, a luz regula o ciclo circadiano (Schafmeier e Diernfellner]
2011). Em C. neoformans, a luz inibe o acasalamento. O complexo de
fotorreceptores BWC1 - BWC2 (White Collar proteins) é expresso para regular
0 acasalamento em resposta a luz, viruléncia e tolerancia a radiagcao
ultravioleta. Mutantes destes genes tornam-se insensiveis a luz e conseguem
realizar fusdo celular e acasalamento na presenca de Iluz além de
apresentarem hipersensibilidade a luz UV (Idnurm e Heitman, 2005).

Existem algumas vias de sinalizacdo relevantes também para a
producéo de feroménios. A via da MAP quinase (MAPK) ativada por feromdnio,
e a via do AMP ciclico, necesséria para o sensoriamento de nutrientes, estdo
intimamente relacionadas ao processo de acasalamento. A via de sinalizagao
mediada por ferombnios € conservada em basidiomicetos e ascomicetos.
STE12, fator transcricional que responde a via das MAP quinases, demonstra
importancia no acasalamento, principalmente em células a (Chang et al.,
2003). Os receptores de feromonios sao proteinas G heterotrimétricas
responsaveis pela transducdo de sinal no interior da célula para que ocorra a
ativacdo da cascata das MAPK (Kozubowski et al, 2009). Em C. neoformans,
as MAP quinases envolvidas no acasalamento e filamentacdo hapldide sé&o
controladas por STE20, STE1l, STE7 e STE12 e estdo a montante
(downstream) das proteinas G (Davidson et al., 2003).

Outra via de sinalizag&o envolvida no controle do acasalamento € a do
AMP ciclico e PKA, envolvida também na sintese de dois importantes fatores
de viruléncia: melanina e capsula (Hull e Heitman, 2002). Estudos ja mostraram
gue mutacdes nos principais componentes dessa via como na subunidade a da
proteina G (Gpal) ou na adenil-ciclase Cacl causam defeitos severos no
acasalamento de C. neoformans (Alspaugh et al., 1997; Alspaugh et al., 2002).

Inicialmente, acreditava-se que a filamentacdo hapléide ocorria somente
em tipos sexuais a, devido a alta predominancia deste tipo sexual no ambiente
(Wickes et al., 1996), porém foi demonstrado que o tipo sexual a também pode
realizar este processo (Tscharke et al., 2003).

O mecanismo de frutificacdo haploide assemelha-se muito com a

reproducéo sexuada entre tipos sexuais opostos, principalmente por acontecer
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nas mesmas condicdes ambientais. O processo ocorre da mesma forma,
porém ndo ha parceiro sexual oposto, as células de mesmo tipo sexual tornam-
se dipléides por meio de fusdo celular. A hifa forma conexdes em forma de
grampo que nao se fundem a préxima hifa e o ntcleo do basidio sofre meiose
formando 4 cadeias de basididésporos (Lin e Heitman, 2005). Acredita-se que a
frutificacdo haploide aconteca como um mecanismo pelo qual C. neoformans
busque nutrientes de forma analoga aos filamentos de pseudohifas, formados
por S. cerevisiae em resposta a limitacdo de nitrogénio (Gimeno et al., 1992).
Esse processo também parece contribuir para a sobrevivéncia do
microrganismo, pois produz esporos capazes de sobreviver a condicdes
adversas devido a uma maior resisténcia a desidratacdo e a outros estresses
ambientais como mudancas de temperatura (Hull e Heitman, 2002).

Vérias vias de sinalizacdo estdo relacionadas a frutificacdo haploide,
incluindo a via de sensoreamento de ferorménios. A delecdo de alguns dos
componentes dessa via como Ste20a, o precursor de feroménio MFa, o
receptor Ste3a e até o fator de transcricdo Mat2 acarretam defeitos nos
processos de frutificacéo e acasalamento (Lin et al., 2010).

Outro tipo morfoldgico identificado no ciclo de vida de C. neoformans é a
pseudohifa, um tipo intermediario entre a levedura e as hifas propriamente
ditas. Essa morfologia pode variar entre uma sequéncia de células
leveduriformes alongadas e ligadas umas as outras em forma de cadeia linear
a uma estrutura similar a hifa verdadeira com alguns septos de constricdo.
Estudos anteriores mostraram que as células de Cryptococcus na forma de
pseudohifas podem resistir a fagocitose por amebas (predadores naturais de C.
neoformans) existentes no solo (Neilson et al., 1981) , sugerindo entdo que as
pseudohifas possam ter um mecanismo de fuga bioldégica em determinados
ambientes. No modelo S. cerevisiae a forma de pseudohifas é induzida sob
condi¢cBes limitantes de nutrientes e permite aumentar a absorcao de nutrientes
em meios de cultura (Gimeno et al., 1992 ). Em C. neoformans, alguns estudos
mais recentes que utilizaram a delecdo de genes envolvidos na via de
sinalizacdo de RAM também demonstraram alteragcdes morfolégicas da forma
de levedura para a forma pseudohifas, tornando o crescimento do fungo
hiperpolarizado (Walton et al., 2006).
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1.4 Proteinas Velvet

As proteinas da familia Velvet, incluem VeA , VelB , VelC e VosA,
apresentam o dominio Velvet e sdo altamente conservadas em fungos (Ni e
Yu, 2007). Estas proteinas foram bem caracterizadas em Aspergillus nidulans
(Kim et al., 2002; Calvo, 2008; Bayram et al., 2008) e estudos recentes
revelaram que as proteinas Velvet podem formar os complexos multiméricos
tais como VelB-VeA-LaeA, VelB-VosA e VelB-VelB. O complexo
heterotrimérico VelB-VeA-LaeA controla o desenvolvimento sexual e o
metabolismo secundario em resposta a luz. O complexo de ligagdo VelB-VosA
regula a biogénese de trealose e a maturacdo dos esporos (Bayram et al.,
2008). Em A. nidulans os genes velvets tém como principal fungdo o controle
do desenvolvimento sexual e assexual (Kim et al., 2002). A representacao
esquematica dos dominios encontrados nas proteinas velvets de A.nidulans

esta na Figura 4.

Figura 4: Representagdo das proteinas velvet (VeA, VelB, VosA e VelC) em A. nidulans.
Arquitetura das sequéncias protéicas de VeA, VelB, VosA e VelC de A. nidulans. TAD, dominio
de ativagdo de transcricdo; PEST, sequéncia rica em (P) prolina, (E) acido glutamico, (S) serina
e (T) treonina; NLS, sinal de localizacdo nuclear bipartite; NES, sinal de exportagdo nuclear;
Velvet domain, dominio velvet.
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Figura 4: Adaptada de Bayram & Braus (2012).

No experimento onde se descobriu as proteinas Velvet, foi observado

gue um mutante em especial, apresentava padroes anormais de conidiacéo
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(aumento) e desenvolvimento sexual (reducdo de corpos de frutificacdo),
resultando numa colénia com aspecto aveludado, e, a partir deste momento, tal
mutante fora denominado VEA1l (Calvo, 2008). Estudos posteriores com o0
mutante VEA1 de A. nidulans revelou que 0 mesmo possuia uma mutagao
pontual no cédon de iniciagéo, substituindo a Guanina por Timina, resultando
numa proteina sem o0s primeiros 36 aminoacidos comparada a proteina
produzida pelo selvagem (Kim etal., 2002).

Em A. nidulans, VeA, forma complexo com VelB na auséncia de luz
através da porcdo N-terminal, e interage com LaeA, uma proteina envolvida no
metabolismo secundario, na por¢cdo C-terminal. Na familia velvet a interacao
entre VeA e VelB tem o papel de conectar o VelB com o LaeA em espécies de
fungos produtores de micotoxinas. Enquanto a interacdo entre VeA e LaeA
ocorre no nucleo, a interagcdo entre VeA e VelB ocorre tanto no nucleo quanto
no citoplasma (Bayram et al., 2008).

Em A. nidulans, VeA possui 573 residuos de aminoacidos com o
dominio velvet acompanhado de um sinal de localizagdo nuclear e sinal de
exportagcdo nuclear, todos localizados na regido N-terminal da proteina. Na
porcdo C-terminal, a proteina apresenta uma regido rica em prolina, acido
glutdmico, serina e treonina — denominada de PEST, que € caracteristica de
proteinas instaveis (Bayram e Braus, 2012).

VosA esta envolvido na biossintese de trealose e na maturacdo de
conidios conferindo resisténcia aos mesmos (Yu, 2010). Bayram e Braus
descreveram a proteina contendo 430 aminoacidos e apresentando o dominio
velvet na porgdo N-terminal e um dominio NLS. A delecdo de VosA tem como
principal fendtipo a ma formacdo do cleistotécio (estrutura sexuada dos
ascomicetos) e inviabilidade dos esporos produzidos (Ni e Yu, 2007). Em
alguns ascomicetos, tal como Aspergillus fumigatus, a delecdo de VosA gera
sensibilidade a estresse osmatico e a luz UV (Park et al., 2012).

VelC foi a ultima proteina velvet descoberta e ainda ha poucos estudos
sobre ela. Estudo ja realizado em A. nidulans indica que VelC tem a funcéo de
regulador positivo no desenvolvimento sexual, assemelhando-se com VosA. No
mesmo estudo, é verificado que VelC e VosA interagem in vivo e in vitro (Park
et al.,, 2014). Em F. oxysporum e A. fumigatus, os mutantes de VelC

apresentam fenoétipos sutis quando comparados aos outros mutantes dos
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velvets nestes organismos (Park et al., 2014; Lopez-Berges et al., 2013),
indicando que VELC provavelmente possua uma funcdo acessoria aos demais
velvets.

A proteina VelB é pouco estudada em fungose a menor entre todas da
familia velvet, com apenas 369 aminoacidos em A. nidulans (Bayram e Braus,
2012). Ao contrario de VeA, VelB ndo possui nenhum dos sinais NLS ou NES
tendo sua importacdo para o nucleo dependente de VeA. Essa proteina
carrega dois dominios velvet, um na porcao N-terminal e outro na porcao C-
terminal (Bayram e Braus, 2012).

VelB € uma proteina relacionada a regulacdo dependente de luz no
desenvolvimento de fungos e ao metabolismo secundario de A. nidulans.
Nesse fungo, VelB interage com outras proteinas velvet, VeA e com ela
prépria. O complexo dimérico VelB-VelB esta presente em hifas vegetativas e
atua assim que o desenvolvimento sexuado é iniciado. Além disso, esse
complexo esta intimamente relacionado a producdo de trealose, importante
acucar envolvido na viabilidade de esporos (Bayram et al., 2008).

Estudos recentes de caracterizacdo do VELB em desenvolvimento
assexuado e esporogénese em A. nidulans indica que VelB atua como um
regulador positivo de desenvolvimento assexuado e é um componente
essencial para a biogénese da trealose em esporos. A formagdo do complexo
VelB-VelB também acontece nesse fungo, agindo ndo sO na biossintese de
trealose como no processo de germinacdo de conidios. Mutantes onde o gene
VELB foi deletado, apresentam acumulo elevado de pigmentos marrons e a
diminuigdo de conidios (Park et al., 2012).

VelB participa na formacédo de varios complexos Velvet incluindo VelB-
VeA e VelB-VeA-LaeA que desempenham diferentes papéis no
desenvolvimento sexual e metabolismo secundéario fungico (Bayram et al.,
2008). Estudos realizados por Park et al., 2012a sugerem que nas hifas VelB
interage com VeA formando o complexo VeA — VelB. Neste estudo foram
caracterizados os quatro genes Velvet por abordagens genéticas e bioguimicas
em A. fumigatus e apresentadas provas de que eles desempenham um papel
central na regulacéo do desenvolvimento, biossintese de trealose e germinagao
de conidios. Diferentemente do acontecido em A. nidulans, a delecdo de
AfuveA ou AfuVelB resulta em hiperativacdo do processo de conidiacao,
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levando a formacdo abundante de conidiéforos submersa em cultura liquida e
acumulacdo constitutiva de altos niveis de mRNA AfubrlA em crescimento
vegetativo, sugerindo que AfuVeA e AfuVelB sdo o reguladores negativos
primarios da conidiacdo durante o crescimento vegetativo. Notou-se que o
controle do feedback de desenvolvimento apds a formacdo de conidi6foros é
conferida por AfuVelB e AfuVosA, que sé@o ativadas por AfuAbaA . Além disso,
tanto AfuVosA quanto AfuVelB participam da biogénese da trealose de conidios
e esporogénese, e AfuVosA, AfuVeA e AfuVelB desempenham um papel
diferencial no controle de germinagcéo de esporo.

Estudos anteriores demonstraram que a auséncia de VELB ou VOSA
resultam na auséncia de trealose em conidios e viabilidade dos esporos
diminuida , e que o complexo VosA-VelB é formado no nicleo, sugerindo que o
complexo VelB-VosA é a unidade funcional que regula a maturacdo de conidios
(Ni e Yu, 2007; Bayram et al., 2010).

Em Fusarium graminearum, patégeno de plantas, a delecéo de FgVELB,
provoca uma seérie de defeitos no mutante, como auséncia de hifas aéreas,
diminuigdo da hidrofobicidade da col6nia, aumento da conidiagéo e aumento da
resisténcia a estressores osmoticos e de parede celular. Além disto, os
mutantes apresentaram-se avirulentos em modelo de infeccdo de plantas.
Diferente do que foi observado em outros fungos em ensaios de duplo hibrido,
FgVelB néo interage com FgVeA (Jiang et al., 2011).

Em Fusarium oxysporum a delecao dos genes VEA, VELB e em menor
extensdo VELC causou uma repressao de conidiacdo, bem como alteracdes na
forma e tamanho de microconideos. VeA e LaeA foram relevantes para
viruléncia de F. oxysporum em tomateiros e em ratos imunodeprimidos. Uma
contribuicdo fundamental dos Velvets foi promover a expressdo do
agrupamento de genes de biossintese para a beauvericina, uma micotoxina
gue funciona como um determinante de viruléncia. Estes resultados revelaram
um papel conservado do complexo Velvet durante a infeccéo por fungos em
plantas e mamiferos (L6pez-Berges et al., 2013).

Ainda nado é claro o mecanismo com que VELB afeta a producdo de
esclerodios em Aspergillus flavus. Os resultados de estudos com duplo-hibrido
sugerem gue a mediacdo na producdo de esclerddios por VelB pode estar

relacionada com a sua capacidade de interagir com FluG, que consiste de um
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dominio N-terminal amidohidrolase e um dominio C -terminal de glutamina
sintetase e estd envolvido na sintese de um fator difusivel que inicia
conidiacdo. Alteragbes no equilibrio de VelB e FIuG resultantes da
superexpressao de VELB ou exclusdo de FluG, além de afetar a conidiacao,
também podem afetar a producao de esclerddios (Chang et al., 2013).

Em Botrytis cinerea, foram investigadas as funcdes de dois genes Velvet
BCcVEA e BcVELB. A caracterizacdo morfologica de mutantes de BcVEA e
BcVELB mostrou que a auséncias destes genes levou ao aumento da
conidiagdo e biossintese da melanina. Os mutantes dos genes abordados
também mostraram aumento da sensibilidade ao estresse oxidativo e que estes
genes sao essenciais para a viruléncia de B. cinerea. Ensaios de duplo-hibrido
em levedura mostraram a interacdo de BcVeA com BcVelB. Com os resultados
obtidos no estudo, indicou-se que BcVeA e BcVelB sao responsaveis pela
coordenacao de processos semelhantes na regulacdo do desenvolvimento de
fungos, resposta ao estresse oxidativo e viruléncia em B. cinerea (Yang et al.,
2013).

Em Histoplasma capsulatum foram identificados dois genes (Ryp2 e
Ryp3) necessarios para o crescimento da fase leveduriforme. RYP2 e RYP3
sdo homdlogos uns aos outros e aos Velvets de Aspergillus (VOSA e VELB).
As cepas selvagens de H. capsulatum crescem na forma miceliana a
temperatura ambiente e as células de levedura a 37°C, porém 0s mutantes
ryp2 e ryp3 crescem constitutivamente como filamentos independentemente de
temperatura. Transcritos de Ryp2 e Ryp3 apresentam maior expressao em
temperaturas superiores a 37°C em relacdo a temperatura ambiente. Além
disto, sdo essenciais para a producdo de esporos viaveis e regulacdo de
esporulacédo a temperatura ambiente. Esta funcéo reguladora é cada vez mais
semelhante ao papel dos velvets em Aspergillus no desenvolvimento de
esporos em resposta a luz, com a distingdo de que o circuito de H. capsulatum
responde a temperatura (Webster e Sil, 2008).

Em estudos anteriores de nosso grupo de pesquisa foram caracterizados
os genes Velvet VEA ,VOSA e VELC em C. neoformans (Peconick, LDF; 2013
e Santos, TC.; 2014). Os resultados da delecdo de VEA e VELC de C.
neoformans, mostraram que estes genes nao participam da regulacdo dos

fatores de viruléncia deste fungo e ndo apresentam envolvimento no
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crescimento do fungo em condi¢cdes de estresse ou na viruléncia e morfologia
das hifas quando submetido ao acasalamento. Observou-se presenca de hifas
dicariticas nas bordas do cruzamento entre os mutantes de VEA a partir do
sexto dia de co-cultivo na presenca continua de luz branca, as quais nao foram
observadas nos cruzamentos bilaterais entre selvagens e mutantes e também
nos reconstituidos, podendo-se afirmar que VEA participa no processo de
sensoreamento de luz. Nos cruzamentos bilaterais de mutantes de VELC, os
mutantes velCA demonstram uma insensibilidade tardia a luz branca (Santos,
TC, 2014).

Os mutantes vosA demonstraram ndo sofrer alteracdo na sensibilidade
as condicdes de estresse testadas, mas apresentaram alteracées no processo
de acasalamento, com diminuicdo drastica na producdo de hifas e
incapacidade de realizar fus&o celular (Peconick, LDF, 2013). O estudo de VelB
complementa o estudo das proteinas Velvets em C. neoformans, visto que em
estudos utilizando outros modelos fangicos, sua interacdo com VosA influencia
nas condicoes de acasalamento. Sabe-se que C. neoformans apresenta em
seu genoma seis sequéncias que codificam as proteinas Velvet, no entanto a
forma como elas funcionam neste patégeno ainda é desconhecida. E de
grande relevancia elucidar o papel de mais um gene Velvet de C.neoformans
para que se compreenda a fundo seu papel no fungo e o que isso pode trazer
de conhecimento para pesquisas posteriores. A analise da interacdo de
proteinas Velvet pemitira a compreensdo da atuacdo dessa familia na
patobiologia deste fungo, neste contexto, insere-se o presente projeto de
mestrado, que tem como objetivo geral a caracterizacao funcional do gene
VELB neste fungo patogénico humano.

Objetivou-se com o estudo avaliar o papel do gene VELB na viruléncia,
morfogénese, acasalamento e patogenicidade de C. neoformans.
Especificamente, avaliou-se a funcdo de VELB na levedura oportunista C.
neoformans através da delecdo génica e analise dos fendtipos dos mutantes
guanto a capacidade de realizar acasalamento, de crescimento em condicOes
de estresse como oxidativo, osmético e térmico e avaliacdo da capacidade de
sobrevivéncia do mutante velB em ensaio de fagocitose por macrofagos

murinos (in vitro).
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Linhagens e meios de cultura utilizados

2.1.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens de C. neoformans variedade grubii KN99a e
KN99a sorotipo A. Para os ensaios de fagocitose por macréfagos murinos (in
vitro), foi utilizada a linhagem de macrofagos peritoniais J774.A1 (ATCC TIB-
67).

2.1.2 Meios de cultura

2.1.2.1 Meio YPD: para cultivo de C. neoformans

Extrato de levedura 1%
Glicose 2%
Peptona 2%

O pH utilizado foi 5,6 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

2.1.2.2 Meios de cultura para testes fenotipicos
Meios Congo Red, Cloreto de sodio (NaCl), Cafeina, Dodecil Sulfato de Sodio

(SDS), Nitrito de Sadio (NaNO.), Peroxido de hidrogénio (H205).

Meio YPD adicionado de 0,5% e 1% de Congo Red; 1,5 M NaCl; 0,5
mg/mL e 1 mg/mL de Cafeina; 0,1 %, 0,01 % e 0,05 % de SDS; 2 mg/mL e 4
mg/mL de NaNO3; 1,5 mM e 5 mM de H,0,.

O pH utilizado foi 5,6 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

b) Meio Sabouraud &cido liquido

c)

Extrato de carne 0,5%
Peptona 0,5%
Glicose 4 %

O pH utilizado foi 5,6 - Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

Meio Niger Seed
Semente de Niger 5%
Glicose 0,1 %
Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,4) 0,1 %



Creatinina
Agar bacteriologico

36

0,1%
15%

Autoclavagem a 120 °C por 20 minutos.

d) Chrstiansen’s Urea Agar — Meio para teste de urease

Peptona

Cloreto de Sdédio
KH,PO,

Phenol Red 0,2%
Uréia

Dextrose

1%
5 %
2%
8 uL
20 %
1%

O pH utilizado foi 5,6 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

e) Meio emulséo gema de ovo — Meio para teste de fosfolipase

Peptona

Glicose

Cloreto de sodio
Cloreto de célcio
Agar bacteriologico

1%
2%
1M
0,005 M
2%

Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos. Em seguida, resfriado a 55 °C

para adicdo da emuls&o gema de ovo (50 % gema de ovo, 50 % salina).

2.1.2.3 Meios de cultura indutores de acasalamento em C. neoformans

a) Meio Agar Filament

YNB

Agar bacteriolégico

0,67 %
4 %

Os pHs utilizados foram 5 e 7 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.

Apéds autoclavagem adicéo 2,5 % de glicose 20 %.

b) Meio comercial Murashige e Skoog (MS) — Xue et al., 2007.

Meio MS

Agar bacteriolégico

0,44 %
4 %

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.
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c) Meio SLAD (Synthetic Low Ammonium Dextrose)

YNB
Sulfato de amdnio
Agar bacteriolégico

0,17 %
5 uM
2%

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.

Apoés autoclavagem, adicdo de glicose na concentracéo final de 2 %.

2.1.2.4 Meios utilizados para o Duplo-Hibrido (Y2H)

a) Meio YPDA
Extrato de Levedura 1%
D-Glicose 2%
Peptona 2%
Agar 2%
Hemisulfato de Adenina 20 mg/L
b) Meio SD
YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
Histidina 20 mg/L
Metionina 20 mg/L
Triptofano 20 mg/L
Leucina 50 mg/L
c) Meio SD/-Triptofano
YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L
L-Leucina 50 mg/L
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d) Meio SD/-Leucina

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L

e) Meio SD/ Double Drop Out (DDO): Sem Triptofano e Leucina

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L

f) Meio SD/ Quadruple Drop Out (QDO)

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
L-Metionina 20 mg/L

2.2 Andlise in silico do gene VELB de C. neoformans utilizando o
banco gen6mico disponivel

As sequéncias gendmica e proteica de VELB (CNAG_06580.2) de C.
neoformans, disponiveis no banco de dados Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus neoformans/M

ultiHome.html), foram identificadas através da comparacdo da sequéncia de
VELB de A. nidulans (nimero de acesso do NCBI: ABI51618), utilizando a

ferramenta BLASTp (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e posteriormente
confirmadas com a anotacao do gene do préprio banco genémico.

Para comparacdo com outros membros da familia Velvet de varios
fungos selecionados, fez-se o alinhamento multiplo das sequéncias proteicas
por meio da ferramenta CLUSTALW algorithm (www.ebi.ac.uk/clustalw/). O


http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiHome.html
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiHome.html
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alinhamento permitiu a construcdo de arvores filogenéticas para comparacéo
das sequencias entre 0s organismos testados.

Foi realizada uma investigagdo mais detalhada na estrutura e
composicdo da proteina VelB de C. neoformans. Seus dominios foram
estabelecidos e posteriormente analisados e comparados com aqueles ja
conhecidos na proteina homoéloga de Aspergillus (Park et al., 2012; Bayram e
Braus, 2012).

A presenca e localizacdo de dominios velvet na proteina VELB de C.
neoformans foi avaliada através do software Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/ -
Punta et al., 2012). A predicédo do fator NLS foi feita através do software NLS
Predictor (mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi). O motivo PEST
de VELB foi buscado com auxiio do software EPestfind
(emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/femboss/epestfind) e o sinal de exportagcao
nuclear foi varrido pelo software NetNES (www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/ -
La Cour et al., 2004).

Por fim, as sequéncias dos dominios velvets de todas as proteinas
desta familia de C. neoformans foram alinhadas via ClustalW, comparadas e
checadas manualmente. Em seguida, construiu-se um cladograma
comparativo entre estas proteinas através do software Phylogeny.fr
(http:/wvww.phylogeny.friversion2_cgi/index.cgi) para que fosse possivel

relaciona-las evolutivamente.

2.3 Avaliacdo da funcédo génica de VELB através de delecdo génica
no modelo C. neoformans.

2.3.1 Construcdo do cassete de delecdo do gene VELB de C. neoformans

O cassete de delecdo génica para obtencao dos mutantes knock out foi
construido via PCR double-joint segundo Kim et al.,, 2009 (Figura 5).
Selecionou-se a sequéncia do gene VELB a partir do banco de dados do Broad
Institute (CNAG_05640) para que fosse possivel a construcdo do cassete. As
sequéncias iniciadoras e terminadoras foram definidas delimitando a regido a

ser deletada 1kb acima e abaixo da localizagéo da ORF.
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Para que a construcdo do cassete de delecdo fosse possivel, a reacéo
de PCR foi realizada em duas etapas (Figura 5). Na Tabela 1 encontram-se as
sequencias dos oligonucleotideos utilizados durante esse trabalho.

Para a primeira etapa, foi realizada a amplificacéo dos fragmentos 1 + 2,
gue corresponde a regido flanqueadora 5’ de VELB, e 7 + 8, que corresponde a
regido flanqueadora 3’ de VELB. Os fragmentos 3 + 4 que corresponde a
regido 5’ do marcador seletivo HPH ou NAT e 5 + 6 que corresponde a regido
3’ de HPH ou NAT também foram amplificados. Os tamanhos esperados foram:
1 + 2hph: 948 pb; 7 + 8hph: 818 pb, 3 + 4 hph: 1235 pb; 5 + 6 hph: 1295 pb; 3
+ 4 nat: 639 pb; 5 + 6 nat: 1333 pb. Nesta primeira etapa, utilizou-se a Enzima
Fast DNA Polimerase, a partir da qual foi preparado um mix contendo: 1X da
enzima Fast Polimerase (Fementas); 0,5 uM de cada oligonucleotideo A e B
10 pM; 10 ng de molde (DNA gendmico de C. neoformans KN99a) para
amplificacdo dos fragmentos 1 + 2 (regido 5’ flanqueadora de VELB) e 7 + 8
(regido 3’ flanqueadora de VELB) e pPZPhyg ou pPZPnat para amplificagcdo
dos fragmentos 3 + 4 (regidao 5’ do marcador seletivo HPH ou NAT, controlados
por promotor de actina e terminador de TrpC ambos de C. neoformans e 5 + 6
(regido 3’ do marcador seletivo HPH ou NAT) e agua milliQ suficiente para
completar o volume final de 50 pL. Nesta etapa ocorreu a amplificagédo dos
fragmentos 1 + 2,3 +4,5+ 6 e 7 + 8. O ciclo utilizado foi: 95 °C — 1 min -1
vez, 95 °C - 5 seq, 58 °C — 5 seqg, 72 °C — 1 min, repetidos 40 vezes, 72 °C —
min—1 vez e, 4 °C até o fim da reacéo.

Para a segunda etapa, cujo objetivo foi fusionar os fragmentos 1 + 2 com
3+4e5+6com7 +8em duas reagdes de amplificacdo (Figura 5) distintas,
foi feita uma PCR de sobreposicao para obtencéo dos fragmentos 1 + 4 (1 +4
— equivalente a regido flanqueadora 5’ de VELB fusionada a regido 5 do
marcador seletivo) e 5 + 8 (5 + 8 — equivalente a regido flanqueadora 3’ de
VELB fusionada a regido 3’ do marcador seletivo). Para o fragmento 1 + 4
fusionado com HPH, o tamanho esperado foi de 2,2 Kb. Todas as reacdes
foram checadas por eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Para tais reacdes
utilizou-se Enzima Platinum (Invitrogen) 1 U/ reacdo; 0,5 uM de cada
oligonucleotideo, Concentragfes variaveis MgSO,de 2,4 e 6 mM, 0,2 mM de
dNTPs; e tampéo 1 X, Volume final de 50 uL. O ciclo foide: 94 °C -1 min -1
vez, 94 °C — 15 segundos, 56 °C — 15 segundos, 68 °C — 4:20 minutos,
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repetidos 40 vezes, 68 °C — 5 minutos — 1 vez e por ultimo a etapa de 4 °C
para finalizar. Os fragmentos 1 + 4 e 5 + 8 foram purificados do gel (GFX
purification kit), seguindo as recomendagbes do fabricante e utilizados para a
transformacao por biobalistica.

A posterior transformacgéo do cassete foi realizada por biobalistica em
células leveduriformes hapléides KN99a/a.

Figura 5. Representacdo da técnica de PCR Double Joint. (A) Os oligonucleotideos 1
e 2 tem como alvo a regido 5 adjacente ao gene alvo enquanto o par 7 e 8 foi
utilizado para amplificagéo da regi&o 3° do mesmo gene, tais fragmentos foram obtidos
a partir do DNA gendémico de KN99a. As regifes 5e 3 de HPH e NAT foram
amplificadas usando os pares 3 e 4 e 5 e 6, respectivamente e como molde o
plasmidio pPZPHYG para a marca de resisténcia a Higromicina e pPZPNAT para a
marca de resisténcia & Nouseotricina. (B) Fusao dos fragmentos 5 do gene alvo com
5 de HPHou 5 NAT e 3 do gene alvo com 3’ de HPH ou 3’ NAT, utilizando os primers
1 e 4 para aregido 5 e 5 e 8 para a regidao 3, os moldes utilizados foram os
fragmentos 1+2; 3+4; 5+6 e 7+8, 0s quais foram obtidos na etapa anterior. (C) Os
fragmentos 1+4 e 5+8 foram co-transformados em leveduras de C. neoformans. As
células de KN99a receberam HPH como marca de selecdo e as leveduras KN99a
receberam a marca NAT. Existe uma regido de 200 pb de sobreposicdo entre os

fragmentos 1 + 4 e 5 + 8 que recombinardo in vivo apés a transformacgéo do fungo.
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Fonte: Adaptado de Kim et al., 2009.

Tabela 1: Oligonucleotideos (primers) utilizados no estudo de VELB em Cryptococcus

neoformans.

Primer \ Descricéo Sequéncia
Double-Joint

LF193 VELB1 AAGTGGAAGCAGATCGGGAAG 64 PCR-VELB
Double-Joint

ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGCC

LF194 VELB2 CCATCCGTTATGTGAATGA 62 PCR-VELB
Double-Joint

LF020 M13Re CAGGAAACAGCTATGACATGAT 62 PCR
Double-Joint

LF028 NSL_hph GCGGGAGATGCAATAGGTCAG 66 PCR
Double-Joint

LF029 NSR_hph AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT 66 PCR
Double-Joint

LF188 NSL_nat CTCCAGAACATTCGTCGCTTAC 64 PCR
Double-Joint

LF187 NSR_nat AGCAAGACCCATCAAAGCTCTA 66 PCR

LFO21 M13Fen GTAAAACGACGGCCAGTGC 60 Douglg'l_jomt

LF184 VELB7 GCACTGGCCGTCGTTTTACCATG 64 Double-Joint
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CGCTCACTGAAG PCR-VELB
Double-Joint
LF183 VELBS8 GTACAAGCCCGATGTGTTGGA 64 PCR.VELB
Confirmacéo de
LF189 VELB9 CTTGCTTTTCGAGTGGATCAG 64  Delegdo/Recon
stituicdo do
I6cus-VELB
Confirmacao de
LF190 VELB10 GTGATCAGTGGGTGATCTCGT 64  Deiecao/Recon
stituigdo do
l6cus-VELB
Confirmacéo de
Delecdo/Recon
LF191 VELB11 TTTGGGAGACCTACGACCACA 66 stituicdo do
l6cus-VELB
Confirmacéo de
LF186 VELB12 GTTCAGCAGCTTGGCTTTCAA 66 Doiecdo/Recon
stituicdo do
l6cus-VELB
CATGGAGGCCGAATTCATGAGCC Duplo-Hibrido
LF298 VeATHF CGGCCAACGGC 0.1 (isca) VEA
CATGGAGGCCGAATTCATGAGCC Duplo-Hibrido
LF299 VeATHFMut CAGCCAACGGC 70,1 (|sca)~VEA—
Mutag&o nula
Duplo-Hibrido
GCAGGTCGACGGATCCTTACCGT .
LF300 VeATHR CTCTCGTAGCTTICTCTCTICC 68,9 (|Sca—\5)ICE§EKT7)
Duplo-Hibrido
CATGGAGGCCGAATTCATGTTTCC .
LF328 VelBTHF CTCAACAGGCA 63,6 (isca-pGBKT7)
VELB
Duplo-Hibrido
GCAGGTCGACGGATCCTCATTGA .
LF329 VelBTHR CCACCTICATOTT 60,1 (isca-pGBKT7)
VELB
Duplo-Hibrido
CATGGAGGCCGAATTCATGCCTG .
LF301 VelCTHF TTCOACAACGS 64  (isca-pGBKT7)
VELC
Duplo-Hibrido
CATGGAGGCCGAATTCATGCCAG (isca-pGBKT7)
LF302 VelCTHFMut TTCCACAACCC 5.1 VELC- Mutacso
nula
Duplo-Hibrido
GCAGGTCGACGGATCCTCAATCT .
LF303 VelCTHR CCTGTCCCTGTT 60,2 (isca-pGBKT7)
VELC
Duplo-Hibrido
CATGGAGGCCGAATTCATGTCCG .
LF317 VosATHF CCCGCGCCCAT 69,4 (isca-pGBKT7)
VOSA
Duplo-Hibrido
LF319 VosATHR GCAGGTCGACGGATCCTCAACC 67,9 (isca-pGBKT7)

CAGCAGGTTGCC

VOSA
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Duplo-Hibrido
GCAGGTCGACGGATCCTTAACCC (isca-pGBKT7)
LF318  VOsATHRMut AGCAGGTTGCC 62,9 yosa-Mutacao
nula
Duplo-Hibrido
LF306 VeATHPF CAGTGAgggg ::ggégGAGCCC 75,1 (presa-
PGADT7) VEA
Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTTACCGTCT
LF307 VeATHPR 69,4 (presa-
CTCGTAGCTTCTCTCTTCC FGADT?) VEA
Duplo-Hibrido
LF315 VelBTHPF CAGTGAAE;?KQESS@;GWCCC 63,6 (presa-
PGADT7) VELB
Duplo-Hibrido
LF316 VelBTHPR TATC GATESS%ACT%?FAWGACC 60,1 (presa-
PGADT7) VELB
CAGTGAATTCCACCCATGCCTGTT Duplo-Hibrido
LF310 VelCTHPF CCACAACCC 64 (presa-
pGADT7) VELC
TATCGATGCCCACCCTCAATCTCC Duplo-Hibrido
LF311 VelCTHPR TGTCCCTGTT 60,2 (presa-
PGADT7) VELC
Duplo-Hibrido
CAGTGAATTCCACCCATGTCCGC (presa-
LF312 VOSATHPF CCGCGCCCAT 74 PGADT?)
VOSA
Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTCAACCCA (presa-
LF313 VOSATHPR SoAGeTToRE 67,9 SCADTT)
VOSA
Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTCATCCCA (presa-
LF314  VosSATHPRMut 66,8 PGADTY)

GCAGGTTGCC

VOSA-Mutagéo
nula

Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.3.2 Transformacdo de C.neoformans por biobalistica para obtencdo dos mutantes
velBaA e velBaA
Colénias isoladas das linhagens KN99a e KN99a de C. neoformans
foram inoculadas em YPD liquido overnight e lavadas com solugéo salina para
serem inoculadas em placas de YPD+ Sorbitol 1 M a serem transformadas.
Para preparagcédo das particulas (tungsténio M10, diametro de 0,7 pum,
Biorad), com DNA a ser transformado, realizou-se as seguintes etapas: 1.
Esterilizacdo das particulas: pesou-se 30 mg de particulas e adicionou-se 1 mL

de etanol 70%. A mistura foi agitada em vortex por 20 minutos, velocidade
maxima e centrifugada a velocidade maxima por 10 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi removido e adicionou-se 1 mL de agua milliQ estéril. O
precipitado foi ressuspendido e centrifugado a velocidade maxima por 10
minutos. Descartou-se o sobrenadante e o processo de lavagem foi repetido
outras duas vezes. Apoés a ultima lavagem, o sobrenadante foi descartado e as
particulas ressuspendidas em 500 pL de glicerol 50% estéril. 2. Precipitacdo do

DNA a ser transformado nas particulas: as particulas estéreis foram sonicadas

por 7 minutos para que desgrumassem e em seguida foram agitadas
(velocidade maxima) em vortex por 2 minutos. Acrescentou-se na seguinte
ordem: 50 pL de particulas estéreis, 5 pL de DNA (quantidade total variou de
0,5 a1l pg), 50 yL de CaCl, (2,5 M) estéril, 20 yL de espermidina (0,1 M,
Sigma) estéril. Essa mistura foi levada ao vortex por 10 minutos, agitacéo
branda e, em seguida, centrifugada por 10 segundos a velocidade maxima. O
sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 150 pL de etanol absoluto as
particulas. Centrifugou-se por 10 segundos a velocidade maxima e esse
processo foi repetido mais duas vezes. Ao final da ultima lavagem, adicionou-
se uma quantidade de etanol absoluto em volume mdltiplo de 4 pL de acordo
com a quantidade de placas a serem bombardeadas (por exemplo, 3 tiros, 12
pL de etanol absoluto; 4 tiros, 16 pL de etanol absoluto; e assim por diante). As
particulas foram sonicadas por 3 segundos, e 4 pL foram imediatamente
distribuidos nas membranas carreadoras estéreis ja encaixadas nos discos
carreadores que, em seguida, foram incubados em silica, onde permaneceram
por pelo menos 30 minutos até o momento do bombardeamento.

Os parametros utilizados para a transformacéo foram: distancia de 6 cm
do alvo, pressao do gas Hélio a 1.200 psi (s&o utilizadas 4 membranas de 300
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psi para cada tiro) e pressao de vacuo a 27 mmHg. Apdés o bombardeamento,
as placas foram embaladas em papel aluminio e incubadas a 30 °C por 48 h.
Apbs esse periodo, foram lavadas com YPD liquido e as células transformadas
com marca HPH (tipo sexual a) inoculadas em placas com meio seletivo,
Higromicina B (200 ug/ml) e células do tipo sexual a foram selecionadas com
Nourseotricina (200 pg/ml) por terem sido transformadas com o cassete de
delecdo contendo a marca NAT. ApO6s 72 h de incubacdo a 30°C os
transformantes foram transferidos para uma nova placa de YPD contendo os
marcadores seletivos para confirmacdo da estabilidade mitotica. O DNA
genbmico dos possiveis transformantes foi extraido conforme protocolo para
posterior confirmacao via PCR.

2.3.3 Extracdo do DNA gendémico (DNAg) de C. neoformans

Para a extracdo do DNAg de C. neoformans, células foram cultivadas
por 12h em 5 mL de YPD liquido a 30 °C. Ap0s a incubacéo, as células foram
centrifugadas por 6 minutos a 4000 rpm. O precipitado foi ressuspendido em
1,5 mL de &gua estéril e centrifugado a velocidade méaxima durante 5 minutos e
seu sobrenadante descartado. Adicionou-se 0,5 mL de fenol.cloroférmio
(Bioagency), 0,5 mL de tampao TENTS (10 mM Tris HCI, pH 7.5, 1 mM EDTA,
pH 8.0, 100 mM NaCl, 2 % Triton X-100, 1 % SDS) e pérolas de vidro
(diametro:400-600 um, Sigma). Os tubos foram agitados em vortex por 10
minutos e logo em seguida submetidos a centrifugacdo por 5 minutos em
velocidade méaxima. A fase aquosa obtida foi transferida para um novo tubo
onde adicionou-se 50 uL NaOAc 3 M e 1 mL de etanol absoluto para precipitar
o DNA. Agitou-se o tubo e centrifugou-se em velocidade maxima por 15
minutos e em seguida o sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200
ML de etanol 70 % (v/v) e agitou-se novamente antes de centrifugar novamente
por 5 minutos a velocidade méaxima. Em seguida, o excesso de alcool foi
removido com auxilio de uma pipeta e os tubos foram secados a temperatura
ambiente por 5 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 50 uL H,O MilliQ,
acrescida de RNAse A (150 pg/mL) e incubou-se os tubos a 37 °C por 1 h e
depois todos foram armazenados no freezer (-20 ° C).
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2.3.4 Confirmacao da delecdo de VELB

Para confirmacao da integracédo do cassete de dele¢cdo VELB::HPH ou
VELB::NAT no locus de VELB das células a ou a, respectivamente foram
utilizados oligonucleotideos desenhados externamente as regides de VELB
escolhidas para construcdo do cassete de delecdo, e combinados com
oligonucleotideos que reconhecem a regido do marcador seletivo HPH ou NAT,
conforme listados na Tabela 1. Para as amplificagbes utilizou-se a Enzima
Fideli Tag 2X (Fermentas) (1 X), 0,25 uM de cada oligonucleotideo (variavel de
acordo com cada par de cada reacdo, LF190 + LF029 para HPH (LF193 +
LF187 para NAT) ambos da regido 5 e LF028 + LF189 para HPH (LF188 +
LF183 para NAT) ambos da regido 3’; 10 ng de molde (DNA gendmico dos
transformantes escolhidos aleatoriamente, que tornaram-se resistentes a
Higromicina B ou Nourseotricina), e agua suficiente para volume final de 20 L.
O ciclo utilizado foi: 94 °C -1 min—1 X, 94 °C — 30 seg, 57 °C -30 s, 68 °C —
3 min, repetidos por 40 X e como ultimas etapas do ciclo 68 °C — 5 min —1X e

4 °C — até que a reacdo estivesse completa.

2.3.5 Confirmacdo dos mutantes velBaA e velBaA por Southern Blot

Apoés a confirmacédo da delecdo da ORF de VELB nos mutantes, via
PCR, realizou-se a confirmacdo com a técnica de Southern Blot. Realizou-se a
extragcdo de DNA de alta qualidade e em grande quantidade, por liofilizacéo,
conforme Pitkin et al., 1996. Resumidamente, células foram cultivadas por 12h,
sob agitacdo em culturas de 50 mL de YPD liquido a 30 °C. Apés a incubacao,
as células foram centrifugadas a temperatura ambiente por 10 minutos, a uma
velocidade de 2000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
congelado a -80 °C, por 12h. As amostras foram liofilizadas por cerca de 10 h,
até que adquirisse uma forma bem seca e vaporizada. Apos a liofilizacao,
adicionou-se de 3 a 5 mL de pérolas de vidro (3 mm; VWR #3000) aos tubos e
agitou-se em vortex vigorosamente até que se formasse um pé bem fino.
Foram adicionados 10 mL de tamp&o CTAB (Tris 100 mM, NaCl 0,7 M, EDTA
10 mM, Brometo de hexadecilmetilambnio 1 % (m/v), 2-mercaptoetanol 1 %
(viv), pH=7,5), misturou-se gentilmente até que a solucédo se tornasse uniforme
e levemente viscosa. Incubou-se a 65 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos
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foram resfriados em agua corrente e adicionou-se igual volume de cloroférmio.
Mais uma vez, misturou-se gentilmente. Os tubos foram centrifugados a
velocidade maxima por 10 minutos a temperatura ambiente e a fase aquosa foi
transferida para um novo tubo. Adicionou-se igual volume de isopropanol ao
sobrenadante e agitou-se gentilmente e centrifugou-se novamente nas mesmas
condi¢cdes. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70 %
(viv). ApoGs esse procedimento, ressuspendeu-se o DNA com agua milliQ
RNAse free acrescida de RNAseA 20 pg/mL. Incubou-se por meia hora a 37 °C
e o DNA foi congelado para posterior conferéncia de integridade via
eletroforese em gel de agarose.

2.3.5.1 Digestdo do DNAg e o Southern blot

O DNA gendmico extraido dos mutantes velBaA e velBaA confirmados
por PCR foram quantificados e diluidos para a concentracdo de 2 ug/pL, sendo
utilizados 20 pug de DNA para cada digestdo com a enzima selecionada EcoRV
(New England Biolabs). As reacdes de digestao foram conduzidas conforme as
instrucdes do fabricante.

A eletroforese foi realizada em TAE 1X (40 mM de tris-acetato, 1 mM
EDTA), 0,8 % de agarose e 10 pug de DNA gendmico digerido. A sonda também
foi aplicada no gel, na quantidade de 10 ng. A voltagem da cuba foi ajustada de
acordo com o padréo de 1-5 V por cm? da &rea total do gel. Ao final da corrida,
o gel foi fotografado e depurinado (250 mM de HCI) por 10 minutos sob
agitacdo leve. Apds este periodo, a solucdo foi descartada e uma nova
lavagem com tampéo de denaturagao (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M) foi realizada
sob agitacao leve por 30 minutos. Por fim, foi realizada a lavagem para
neutralizacdo do gel com tampéao apropriado (NaCl 1,5 M, Trisma Base 0,5 M
pH 7,5), por 30 minutos.

Apdés o tratamento, foi montado um aparato de transferéncia por
capilaridade com recipientes de vidro, papel filtro, SSC 20 X (Citrato de sodio
dihidratado 0,3 M, Cloreto de sodio 3 M, pH 7). O gel foi colocado sobre o papel
filtro imerso em SSC 20 X e, sobre ele, foram colocados uma membrana de
nylon e varias folhas de papel filtro, de tamanho exatamente igual ao do gel, de

mais uma tampa de vidro e de um peso. Assim, o tampdo SSC foi capaz de
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subir por capilaridade pelo papel filtro, passar pelo gel e transferir o DNA para a
membrana. A transferéncia ocorreu ovemight.

No dia seguinte, aparato foi desmontado e o gel utiizado como molde
para marcacao de pocos na membrana e levado ao transiluminador para que
fosse possivel conferir a eficiéncia da transferéncia. A membrana foi levada ao
forno de cross-link de modo que a superficie com as amostras ficasse voltada
para a luz UV. A membrana foi submetida a 3 pulsos de 1200 J/cm?.

A membrana foi hibridizada por meio do kit Amersham Gene Images
AlkPhos Direct Labelling and Detection System da GE Healthcare. O tamp&o
de hibridizacdo (NaCl 0,5 M, Reagente bloqueador 4 % - 0,125-0,5 mL de
tampao por cm? de gel) foi preparado conforme protocolo e levado ao agitador
magnetico por 1-2 horas. Antes de ser utilizado o tampéo foi aquecido a 55 °C.

A marcacdo da sonda foi realizada previamente ao do processo de
hibridizacdo em quantidade proporcional ao volume do tampéo de hibridizacao.
O fragmento de DNA correspondente (10 ng/uL) foi denaturado em &gua
fervente separadamente enquanto a solucéo cross-linker do kit foi diluida para
20 % em um volume também proporcional & quantidade de tampéo de
hibridizacdo em novo tubo. O DNA foi incubado em gelo por 5 minutos e
centrifugado por 30 segundos em velocidade méaxima. Em seguida, foi
adicionado mesmo volume de tampéao de reagédo ao DNA resfriado. Adicionou-
se entdo o reagente de marcacao 20 % seguido da diluicdo da solucdo cross-
liker. A mistura foi agitada gentilmente e incubada por 1 hora a 37 °C..

Para a hibridizagdo da membrana e deteccdo, foram utilizados os
protocolos do kit DIG Wash and Block Buffer Set (Roche).

Foi realizada a PCR da sonda (fragmento amplificado pelos
oligonucleotideos 1 + 2 - LF193 e LF194) para incorporacdo do marcador DIG
(digoxigenina) do gene VELB de C. neoformans tendo como DNA molde o DNA
gendmico de KN99a , para tal, foi utilizado o kit PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche) com os oligonucleotideos LF193 e LF194, também foi feita a mesma
PCR utilizando a OneTag® DNA Polymerase (New England Biolabs) com a
finalidade de observar se o fragmento da sonda possuia um tamanho molecular
um pouco maior que o fragmento gerado por PCR comum, tendo em vista que
a sonda deveria incorporar a cauda de DIG. O ciclo utilizado foi: 94 °C — 2 min
— 1 vez; 94 °C — 30 seg, 60 °C — 30 seg, 68 °C — 1 min, repetidos 45 vezes, 68
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°C —5min—-1vez, e 4 °C até o término da reacdo. O tamanho do fragmento foi
de 948pb e corresponde a regido 5’ do gene VELB.

A membrana foi hibridizada com DIG Easy Hyb Granules (Roche), sendo
gue o tampao de hibridizacdo fora adicionado a membrana em forno de
hibridizacdo para que fosse realizada a etapa de pré-hibridizacdo e equilibrio
da temperatura do tampdo. A marcacdo da sonda foi realizada conforme
descrito anteriormente com o auxilio do kit PCR DIG Probe Synthesis Kit
(Roche) e a hibridizagdo ocorreu overnight.

ApOs esse periodo, a solugéo foi retirada e a membrana foi lavada duas
vezes com a solucdo WASH 1 (2X SSC, 0,1% SDS) por 5 minutos. Em seguida
foi feita a lavagem duas vezes com a solugdo WASH 2 (0,05X SSC, 0,05%
SDS) por 15 minutos.

Com o auxilio do DIG Wash and Block Buffer Set (Roche) foram feitos o
preparo e blogueio da membrana. Inicialmente, a membrana foi lavada com
DIG Washing Buffer por 5 minutos. Apds, a membrana foi bloqueada com a
mistura da solucéo de bloqueio com o tampédo de acido malico por 30 minutos.
Em seguida, foi adicionado o anticorpo contra DIG e o mesmo foi incubado com
a membrana por 30 minutos em agitacao. Ao final, a membrana foi lavada duas
vezes com DIG Washing Buffer por 15 minutos. Apdés este periodo, a
membrana foi incubada em saco plastico com o detector para prosseguir o
processo de sensibilizagdo do filme e revelagao.

Em seguida, foi colocada no cassete de revelagdo. O processo de
revelacdo foi realizado em auséncia de luz, com exce¢do de uma luz
infravermelha. O filme de revelagdo foi colocado no cassete e deixado para
sensibilizacdo overnight. Finalmente, o filme foi retirado do cassete e imerso
em solucdo reveladora e fixadora, respectivamente, até que o resultado
estivesse satisfatorio. Ao final, o filme foi lavado em agua destilada e submetida

a analise.

2.4 Reconstituicdo do locus de VELB

Alguns dos procedimentos utilizados nessa etapa sao 0S mesmos
descritos anteriormente para obtencdo dos mutantes velBaA e velBaA.
Inicialmente, amplificou-se o locus VELB (1,7 kb) via PCR utilizando-se os
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oligonucleotideos LF273 e LF274 com a enzima FideliTaq (Fermentas) no
volume final de 50 pL (FideliTag Mix 2 X, 10 uM de cada oligonucleotideo
LF273 e LF274, 10 ng DNA genbmico de KN99a e &gua milliQ). O ciclo
utilizado para a amplificacéo foi: 94 °C — 1 minuto — 1 X, 94 °C — 15 segundos,
59 °C - 30 segundos, 68 °C — 05 minutos, repetidas 35 X, 68 °C — 5 minutos —
1 X, 4 °C até o fim da reacdo. O fragmento correspondente foi eluido do gel de
agarose 0,8 % com auxilio do kit GFX Purification Kit (GE) e, em seguida,
guantificados no Genequant®. Em seguida, a 3 pg do fragmento foi adicionado
1,5 pg do plasmideo pJAF (5,8 kb, marca de selecao, resisténcia & Neomicina),
na proporcdo molar de 3:1 (fragmentos: plasmideo) para serem co-
transformados nos mutantes velBaA de C. neoformans.

A preparacdo de particulas e o procedimento de biobalistica ocorreram
conforme descrito anteriormente. O vetor pJAF possui a marca de selecdo para
neomicina/geneticina, assim a selecdo dos transformantes foi realizada em
YPD + Geneticina 200 pg/mL.

O DNA gendmico das col6nias obtidas foi extraido conforme descrito
anteriormente. A confirmacgao da reconstituicdo do locus de VELB foi realizada
por meio de amplificagéo da regido 5’VELB e da regido 3’'VELB das cepas que
foram capazes de crescer em Geneticina e incapazes de crescer na presenca
de Higromicina B. Os fragmentos obtidos dos PCRs confirmatérios
apresentaram o0s tamanhos respectivamente de 2,5 Kb (oligonucleotideos
LF189 + LF186) e 2,0 Kb (oligonucleotideos LF190 + LF191).

Para amplificagdo da regidao 5’ foram feitas reagées de volume final 20
ML com a enzima Phusion HF (Thermo Scientific) (10 ng DNA gendmico,
FideliTag mix 2 X, 10 uM de cada oligonucleotideo (forward e reverso) e agua
milliQ até o volume final de 50 uL). O ciclo utilizado foi 98 °C — 30 segundos — 1
X, 98 °C — 10 segundos, 62 °C — 30 segundos, 72 °C — 1,5 minuto, repetidos 35
X, 72 °C -7 minutos —1 X e 4 °C até o fim da reacéo.

As cepas que tiveram amplificacdo confirmada da regido 5’ de VELB
foram submetidas a amplificagdo da regiao 3’ com a seguinte reagédo: 20 pL de
volume final em cada reagédo, com a mesma composicao da primeira etapa. O
ciclo utilizado foi 98 °C — 30 segundos — 1 X, 98 °C — 10 segundos, 62 °C — 30
segundos, 72 °C — 1,5 minuto, repetidos 35 X, 72 °C — 7 minutos — 1 X e 4 °C

até o fim da reacéo.
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Apdés a confirmacdo por PCR, os transformantes positivos foram
testados em cruzamentos de acasalamento para que se pudesse avaliar a

capacidade de recuperacédo de fendtipo.

2.5 Avaliacéao fenotipica in vitro dos mutantes velBaA e velBaA

Mutantes velBaA e velBaA foram inoculados em 5 mL de meio YPD e
incubados overnight a 30 °C sob agitagdo para crescimento. Apds 0
crescimento as células foram centrifugadas e lavadas com solucéo salina e
ressuspendidas em 1 mL de agua estéril. As amostras foram diluidas 1:100
para contagem na Camara de Neubauer. Para a realizacdo dos testes
fenotipicos estabeleceu-se a concentracdo inicial padrdo de 1x10° células/mL.
A partir da concentragdo padrao foram realizadas diluicbes seriadas até a
concentracdo de 1x10" células/mL. Para a visualizacéo de defeitos na parede e
producdo de capsula e melanina, aliquotas de 10 L de cada uma das diluicbes
foram plaqueadas nos diferentes meios de cultura. Todos os testes fenotipicos
foram realizados em triplicata. Os testes de fenétipo em condi¢Ges de estresse
osmotico, térmico e oxidativo foram realizados conforme experimentos prévios
de Al-Bader et al., 2010.

2.5.1 Capacidade de crescimento a 37 °C

As leveduras foram plagueadas em meio YPD sélido (acrescido de 1,5
% de agar bacteriolégico) em conjunto com linhagens selvagens para controle
e incubadas a 30 e 37 °C por48-72 h.

2.5.2 Sintese de melanina

A producéo de melanina foi avaliada por meio do inoculo de leveduras
em meio Agar Niger (5 % de extrato de semente de Niger, 0,1 % de glicose, 0,1
% de KH,PO4, 0,1 % de creatinina, 1,5 % agar bacteriolégico) e submetidas a

crescimento a 30 e 37°C por aproximadamente 7 dias.

2.5.3 Producao de capsula
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A producdo de cépsula foi avaliada por meio do plaqueamento de 1.10°
das leveduras selvagens e mutantes e reconstituidas em placas de meio
DMEM acrescido de MOPS (Gilbert et al., 2010). Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO; por até 72 horas, posteriormente,
uma fracdo da colbnia foi ressuspendida em 20 pL de agua destilada estéril e
foi realizada a visualizagdo das células microscopicamente com tinta nanquim.
Utilizou-se microscopio Zeiss Axio Observer Z1, sendo que as imagens foram

captadas em DIC.

2.5.4 Producao de urease

A producdo de urease foi avaliada ap6s incubacédo de 1x10° células de
levedura em meio Christiansen’s Urea Agar (1 % de peptona, 5 % NaCl, 2 %
KH,PO,4, 8 mL de Phenol Red 0,2 %, 20 % de ureia, 1 % de dextrose) a 30 °C
por 48-72 h.

2.5.5 Producao de fosfolipase

A capacidade de sintetizar fosfolipase foi avaliada apds incubacédo de
1x10" células de levedura em meio de emulséo de gema a 35 °C por 48 horas.
Em seguida, os halos formados pelas col6nias foram aferidos com auxilio de
uma régua e a razdo diametro da coldnia/diametro da colonia e halo, de cada
uma das cepas, foi comparada (Chen et al., 1997).

2.5.6 Integridade da Parede Celular

A determinacdo de possiveis defeitos na sintese de parede celular dos
mutantes velBaA e velBaA foi realizada apés o in6culo de leveduras crescidas
em YPD &gar, um acrescido de 0,5 % e outro a 1 % de Congo Red, outro meio
com cafeina em duas concentracfes (0,5 mg/mL e 1 mg/mL) e outro contendo
SDS (0,05 %) e incubadas a 30 e 37 °C durante 48-72 h, visto que linhagens
gue apresentam defeito na constituicdo e organizacdo da parede celular
apresentam dificuldade de crescimento nesse meio de cultura (Roncero e
Duran, 1985).
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2.5.7 Estresse oxidativo

O efeito de agentes oxidativos sobre os mutantes velBaA e velBaA foi

testado em meio YPD, acrescido perdxido de hidrogénio H,O;, (0,5 mM e 1
mM). As placas foram incubadas a 30 e 37 °C durante 48-72 h.

2.5.8 Estresse osmoético

O efeito de agentes osmoéticos sobre os mutantes velBaA e velBaA foi
avaliado em meio YPD, acrescido de NaCl 1,5 M. As placas foram incubadas a
30 e 37 °C durante 48-72 h.

2.5.9 Estresse térmico

O efeito de altas temperaturas sobre os mutantes velBaA e velBaA foi
avaliado em meio YPD. Em ambos os testes as placas foram incubadas a 30,
37 e 39 °C durante 48-72 h.

2.5.10 Teste de Resisténcia a luz UV

A capacidade de crescimento apés a irradiacdo com luz UV também foi
observada a fim de verificar se VelB participa na resisténcia ou
hipersensibilidade a luz UV, haja vista que mutantes BWC1 de C. neoformans,
além de acasalaram na presenca de luz, 0S mesmos possuem
hipersensibilidade a luz UV (Idnurm e Heitman, 2005).

As células foram irradiadas com doses de 10 a 50 mJ/icm? de luz UV
com o auxilio do UV Crosslinker- FB-UVXL-1000 em placas de YPD Agar
contendo as diluicbes seriadas das linhagens selvagem, mutante e
reconstituida de VelB.

2.5.11 Teste de Fuséo
A fim de verificar se os mutantes de VELB possuem defeito na fusdo

celular durante o processo de acasalamento as células foram cultivadas
overnight a 30 °C sob agitac&o e no dia seguinte, foi realizado o co-cultivo entre
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linhagens de tipos sexuais opostos na concentracdo padrdo de 1x10’ células
por mL.

Foram plaqueados spots de 5 pL dos cruzamentos: KN99a X KN99a e
velBaA X velBaA em meio MS na auséncia de luz. As placas foram incubadas
por 24 horas, os cruzamentos foram cortados do meio e os mesmos foram
depositados em tubos de polipropileno contendo 2 mL de agua destilada estéril.
Os cruzamentos foram recuperados por meio de homogeneizagao vigorosa em
vortex. Aliquotas de 200 pL de cada cruzamento foram plaqueados em meio
YPD contendo 200 pg/mL de Higromicina B e Nourseotricina e incubadas em
estufa a 30 °C. Apo6s 3 a 5 dias foi possivel observar a presenca das col6nias
contendo as duas marcas de selecdo HPH e NAT resultantes do processo de

fusao.

2.5.12 Acasalamento

Foi avaliada a capacidade das leveduras hapléides de realizarem
acasalamento (quando em contato com o tipo sexual oposto) em meio Agar
Filament, meio Murashige and Skoog e meio SLAD (Kent et al., 2008; Lee et
al., 2012; Xue etal., 2007).

As leveduras cresceram overnight a 30°C sob agitacdo e, no dia
seguinte, foi feito o co-cultivo de acordo com os cruzamentos desejados a partir
de um estoque padrdo de 1x10’ células/mL. Para cada cruzamento foi
plaqueado um spot de 5 pL. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente, no escuro, por 21 dias e observadas em lupa e microscopio para o
aparecimento de hifas indicativas de acasalamento.

2.6 Avaliacdo in vitro da sobrevivéncia do mutante velBaA apoés
ensaio de fagocitose por macréfagos J774. Al

A partir de uma cultura saudavel de macréfagos J774.A1 (ndo
confluentes e de numero de passagem inferior a dez), as células foram
descoladas da garrafa com auxilio da solugédo Cell Dissociation Solution
(SIGMA) e a suspensédo de células foi centrifugada a 200 x g por 5 minutos a

temperatura ambiente.



56

O sobrenadante foi descartado e os macréfagos foram ressuspendidos
em 1,5 mL de DMEM + SFB 10 %. Uma aliquota de macrofagos foi diluida 1:10
em PBS contendo azul de tripano (estoque 10 X) e as células ndo coradas
foram contadas em um hematocitbmetro de modo a abranger apenas as
células viaveis.

Ajustou-se a concentracdo de macréfagos para 5x10° células/mL em
meio DMEM + SFB 10 % contendo ampicilina a 50 pg/mL e estreptomicina a
100 pg/mL. O volume final da suspenséo foi calculado de acordo com o ndmero
de pocos usados.

Em uma placa de 96 pocos estéril, foi aplicado 100 pL da suspensao por
poco. Fez-se trés replicatas para cada condicdo e cepa, além de trés pocos
para o controle negativo que ndo receberam células fungicas. A placa foi
incubada por doze horas a temperatura de 37°C e CO, a 5%. Nesse mesmo
dia, as cepas de interesse de C. neoformans foram inoculadas em meio YPD e
incubadas sob agitagdo, 200 rpm, overnight, a 30 °C.

No dia seguinte, as células fungicas foram lavadas com PBS estéril,
contadas e diluidas em meio DMEM, em uma concentracdo de 1x10°
células/mL. O anticorpo anti-GXM 18B7 foi adicionado a suspenséao fungica em
uma concentracdo final de 10 pg/mL, de modo a opsoniza-las. A proporgcao
macrofagos:leveduras utilizadas no experimento foi de 1:5.

A placa com macréfagos foi inspecionada em um microscoépio e levada
para o fluxo onde o meio velho foi retirado. A suspensao de células fungicas e
anticorpo foram distribuidos em cada um dos po¢os em novas aliquotas de 100
ML.

Em seguida, a placa foi centrifugada por 10 minutos, 200 x g e incubada
a 37 °C, 5 % CO; por 2 horas. Em seguida, o meio foi retirado da placa e cada
um dos pogos foi lavado cuidadosamente com PBS estéril. Novas aliquotas de
100 pL de meio DMEM + SFB 10 % foram distribuidas entre os poc¢os e a placa
foi incubada overnight na estufa a 37°C, 5% de CO, No dia seguinte, a placa
foi inspecionada quanto a presenca de contaminantes e o meio de cultura
contendo C. neoformans foi recolhido e armazenado em um eppendorf estéril.
Os macrofagos remanescentes na placa foram lisados com auxilio de uma
solucéo de SDS 0,5 %. A suspensao da lise foi recolhida. O lisado celular foi
diluido 1:100 em PBS estéril e inoculado, para cada replicata, 100 pL da
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diluicdo em meio YPD solido. As placas foram incubadas a 30 °C por um
periodo de até 48 horas. As UFCs (Unidades formadoras de colénias) de cada
replicata foram contadas para avaliar a taxa de sobrevivéncia das cepas no
interior dos macréfagos. Esse experimento foi realizado em replicatas
experimentais e biologicas. Os resultados foram analisados com auxilio do
software GraphPad Prism 5.

2.7 Andlise da interacdo das proteinas Velvets de C. neoformans—
Duplo-Hibrido

A fim de verificar a possivel interacdo dos velvets VeA, VelB, VelC e
VosA, ensaios de duplo-hibrido foram conduzidos utilizando o kit Matchmaker®
Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech).

2.7.1 Extracdo de RNA e sintese do cDNA

Foi preparada uma cultura de 24 horas da cepa H99 em crescimento
vegetativo (ODeoo menor do que 1.0) pela semeadura de uma colbnia jovem
grande em 200 mL de YPD liquido em um frasco cénico de 500 mL, seguida de
incubacéo a 30 °C por 24 horas a 150-200 rpm.

A cultura foi dividida em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL, 0 meio
foi removido por centrifugacédo, o precipitado celular foi ressuspendido em agua
pré-tratada com DEPC, a suspensao foi centrifugada novamente e a agua foi
removida. O precipitado foi congelado imediatamente pela imerséo dos tubos
em nitrogénio liquido. Os tubos foram liofilizados por uma noite, apds o que se
adicionaram 5 mL de pérolas de vidro de 3 mm de diametro. O material foi
agitado vigorosamente a mao até que se reduzisse a um po fino.

Em capela de biosseguranca, os tubos foram abertos e se adicionaram,
a cada um, 4 mL de reagente TRI reagente (Life Technologies) trazido
previamente para a temperatura ambiente, a que se seguiu nova agitacao
vigorosa. As amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 5 minutos.
Adicionaram-se 800 pL de cloroférmio a cada tubo, que foi entdo fechado e
agitado vigorosamente a méo por 30 s. Transferiram-se as amostras para tubos
de polipropileno de 15 mL com tampa, e no total foram deixadas por 3 minutos
a temperatura ambiente.
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Centrifugaram-se os tubos por 15 minutos a 12.000 g a 4°C num rotor de
angulo fixo pré-resfriado e entdo a fase aquosa de cada tubo foi
cuidadosamente transferida para um tubo novo idéntico ao anterior por
pipetagem (ponteiras de 1mL). A cada tubo se adicionaram 2mL de 2-propanoal,
gue foram fechados e invertidos algumas vezes para misturar a suspenséo. Os
tubos foram entdo incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados a 12.000 g por 10 minutos a 4° C num rotor de angulo fixo.

O sobrenadante foi decantado e o precipitado, lavado pela adicdo
seguida de mistura por inversdo de etanol a 75% (feito em agua tratada com
DEPC). Decantou-se o etanol cuidadosamente, os restos de liquido foram
removidos por pipetagem e o0s tubos, secos ao ar invertidos sobre papel
absorvente. Cada precipitado foi acrescido de 500 pyL de agua tratada com
DEPC e solubilizado pela incubacgdo dos tubos a 55 °C por 10 minutos.

O RNA foi aliguotado, uma amostra foi submetida a verificacdo de
integridade e quantificacdo por meio de um bioanalisador (Agilent
Technologies, de acordo com as instru¢fes do fabricante para o sistema RNA
Nano6000). As aliquotas foram congeladas a -80 °C.

O cDNA foi gerado a partir do RNA obtido na extracdo. Nao foi feito o
tratamento com DNAse. Foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems) e o procedimento foi conduzido conforme
instrucbes do fabricante. Para transcricdo reversa, foram utilizados 2 pg de
RNA para a reacéo cujo volume final foi de 20 uL (0,8 pL de 25 X dNTPs mix, 2
pL de 10 X RT Buffer, 2 yL de RT Random Primers, 1 pyL de Multiscribe
Reverse Transcriptase, 1 pL de Inibidor de RNAse, 3,2 uL de agua milliQ
RNAse free. O programa utilizado foi: 25 °C — 10 minutos, 37 °C — 120 minutos,

85 °C — 5 segundos, 4 °C até o fim da reacao.

2.7.2 Desenho de oligonucleotideos para duplo-hibrido

Foram desenhados no minimo dois pares de oligonucleotideos para
cada gene Velvet tendo como referéncia as sequéncias dos transcritos dos
mesmos. O primeiro par serviu para que o gene alvo fosse amplificado a partir
do cDNA de H99 (C. neoformans var. neoformans - Sorotipo A) e 0 mesmo

possuia nas extremidades uma regido de homologia ao plasmideo pGBKT7
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linearizado por EcoRI e BamHI, para que isso facilitasse a clonagem pelo
sistema de recombinacéao In-Fusion® HD EcoDry™Cloning Kit (Clontech). Para
o desenho dos oligonucleotideos da presa, foi adicionado uma regido de
homologia ao plasmideo pGADT?7 linearizado por Smal.

2.7.3 Amplificagdo dos cDNAs dos Velvets de C. neoformans

Os fragmentos de transcritos para as iscas de VEA, VELB, VELC e
VOSA, foram gerados a partir por PCR comum tendo como molde o cDNA de
H99. Tais reacdes de PCR foram realizadas com a enzima Phusion (Thermo
Scientific).

Para a producdo dos fragmentos das iscas e presas de VEA, VELB,
VELC e VOSA, foram utilizados 2 pL da reacdo de cDNA diretamente em cada
reacdo de PCR convencional, cujo objetivo foi isolar os fragmentos dos genes
em investigacao.

Para a obtencéo dos fragmentos da isca foi realizada uma PCR com os
iniciadores LF298 e LF300 e uma segunda PCR com os oligonucleotideos
LF299 e LF300 no qual o LF299 possui uma mutacdo nula. O fragmento
correspondente a presa de VEA foi obtido por meio de PCR comum com o0s
oligonucleotideos LF306 e LF307. Para todas as reacdes foi utilizado o mesmo
ciclo de dois passos, no qual foi constituido de 98 °C — 30 segundos — 1 vez, 98
°C — 10 segundos, 72 °C — 1:20 minutos, repetidos 45 vezes, 72 °C — 5 minutos
— 1 veze4°C até o fim dareacdo. Os fragmentos esperados foram de 1,6 Kb.

Para a obtencéo do fragmento da isca de VELB, foram utilizados os
oligonucleotideos LF328 e LF329. Para o fragmento referente a presa foram
utilizados os oligonucleotideos LF315 e LF316, o ciclo utilizado para ambas
reacdes foi 98 °C — 30 segundos — 1 vez, 98 °C — 10 segundos, 60,1 °C — 30
segundos, 72 °C — 1:30 minutos, repetidos 5 vezes, 98 °C — 5 segundos, 72 °C
— 30 segundos, repetidos por 40 vezes, 72 °C — 5 minutos — 1 vez e 4 °C até o
fim da reacao. Os fragmentos esperados foram de 1,7 Kb.

Para a obtencdo dos fragmentos da isca foram utlizadas duas
combinacdes de oligonucleotideos, a primeira foi LF301 e LF303 e a segunda
foi LF302 e LF303, onde LF302 possui uma mutacdo nula. Para a presa de
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VELC, foram utilizados os oligonucleotideos LF310 e LF311. Para todos os
fragmentos, foi utilizada uma PCR comum de trés passos, no qual o ciclo
utilizado foi 98 °C — 30 segundos — 1 vez, 98 °C — 10 segundos, 60,2 °C — 30
segundos, 72 °C — 1 minuto, repetidos 5 vezes, 98 °C — 5 segundos, 72 °C — 30
segundos, repetidos por 40 vezes, 72 °C — 5 minutos — 1 vez e 4 °C até o fim
dareacdo. Os fragmentos esperados foram de 1,5 Kb.

Para a obtengdo do fragmento da isca de VOSA, foram utilizados os
ologonucleotideos LF317 e LF319 e uma segunda combinacdo com o0s
oligonucleotideos LF317 e LF318, cujo LF318 possui uma mutacdo nula. Para
a primeira reacdo (sem o nucleotideo com mutac¢do nula), foi utilizado o ciclo foi
98 °C — 30 segundos — 1 vez, 98 °C — 30 segundos, 67,9 °C — 30 segundos, 72
°C — 1:30 minutos, repetidos 5 vezes, 98 °C — 5 segundos, 72 °C — 40
segundos, repetidos por 40 vezes, 72 °C — 5 minutos — 1 vez e 4 °C até o fim
dareacao. Para a segunda reacéo, foi utilizado o ciclo 98 °C — 30 segundos — 1
vez, 98 °C — 30 segundos, 60,2 °C — 30 segundos, 72 °C — 1:30 minutos,
repetidos 5 vezes, 98 °C — 5 segundos, 72 °C — 40 segundos, repetidos por 40
vezes, 72 °C — 5 minutos — 1 vez e 4 °C até o fim da reacdo. O ciclo para a
obtencdo da presa foi o0 mesmo, diferindo somente na temperatura de
anelamento utilizada, que foi de 67,9 °C, para o oligonucleotideo sem mutacéo
nula e de 66,8 °C para o oligonucleotideo com mutagdo nula. Os fragmentos
esperados foram de 1,9 Kb.

2.7.4 Clonagem dos genes de interesse, transformacéo e recuperacao do plasmideo

A clonagem dos insertos se deu por meio do kit In-Fusion® HD
EcoDry™Cloning Kit. Onde, 100 ng do plasmideo de interesse (pGBKT7 para a
isca e pGADT7 para a presa) (Figura 6) e 100 ng de seu inserto
correspondente, em um volume final de 10 pL, foram colocados em um tubo do
kit e homogeneizados por meio de pipetagem. Em seguida, os tubos foram
incubados em termociclador num ciclo de 37 °C — 15 minutos, 50 °C — 15
minutos e 4 °C até o fim da reacéao.
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Figura 6: Mapas dos plasmideos utilizados no ensaio de duplo-hibrido. (A) Mapa do
plasmideo pGBKT7 utilizado para clonar as iscas. (B) Mapa do plasmideo pGADT7

utilizado para clonar as presas.
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Fonte: Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech).

O duplo-hibrido se trata de um teste de interacdo entre proteinas. O
cDNA referente ao transcrito do gene alvo é clonado num vetor que possui um
promotor especifico, no nosso caso GAL4. A proteina fusionada aos dominios
de ligacao e ativacdo de GAL4 somente ativam o gene repérter quando ocorre

a interacao (Ferro e Trabalzini, 2013) (Figura 7).

Figura 7: Esquema de funcionamento do duplo-hibrido. O fator de transcri¢c&o
de GAL4 produz duas proteinas ligadas a dois dominios (DL — dominio de ligacdo e
DA- dominio de ativacao), essenciais para a transcricdo do gene repdrter. A e B: Duas
proteinas de fusdo sdo preparadas: Gal4BD + Isca e GAL4-DA + Presa. Nenhum
deles é geralmente suficiente para iniciar a transcricdo do gene reporter. C: Quando
ambas as proteinas de fusdo sdo produzidas e parte da isca da primeira interage com

a presa da segunda e a transcricdo do gene repoérter ocorre
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Fonte: Producé&o do autor.

Para a replicacdo dos plasmideos com os insertos de interesse, foi
realizada a transformacéo de E. coli competentes Stellar™ (Clontech) por
choque térmico, conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, as células
transformadas foram plaqueadas em meio LB Agar acrescido da droga a qual o
plasmideo conferia resisténcia (Canamicina 50 pg/mL para pGBKT7 e
Ampicilina 100 pg/mL para pGADT7) e incubadas a 37 °C por 16 horas.
Decorridas as 16 horas, foram escolhidas colbnias aleatérias e as mesmas
foram inoculadas em meio LB liquido para posterior extracdo do DNA
plasmidial com o auxilio do kit lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare) conforme as instrug6es do fabricante. Apds a extracdo, 5 pL de
cada DNA plasmidial foi submetido a eletoforese em gel de agarose 0,8% e
guantificado para posterior transformacéo das células de S. cereviseae.

2.7.5 Transformacdo das leveduras de Saccharomyces cerevisiae

Foram feitas células competentes das cepas Y2HGold e Y187 conforme
o protocolo de Acetato de Litio seguindo as instru¢cfes do fabricante (Clontech).
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Em seguida, as células competentes foram transformadas com seus
respectivos plasmideos, no qual 100 ng de DNA plasmidial e 10 pg de DNA
carreador foram adicionados a um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Apds,
foram adicionados 50 pL de leveduras competentes e misturadas gentiimente
ao DNA. Em seguida foram adicionados 500 pL da mistura de PEG e Acetato
de litio, e as mesmas foram incubadas a 30 °C por 30 minutos. Apos a
incubacao, foram adicionados 20 pL de DMSO e misturados gentilmente. A
mistura foi colocada em banho-maria a 42 °C por 15 minutos e centrifugadas a
velocidade maxima por 15 segundos. ApGs a centrifugacdo, as células foram
ressuspensas em 1 mL de YPD Plus, o ressuspendido foi novamente
centrifugado por 15 segundos em velocidade maxima e o pellet foi ressuspenso
em 1 mL de salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a suspensao de células foi
diluida na proporcéo de 1:10 e 1:100 e 100 pL das mesmas foram plaqueadas
em placas de Petri contendo meio SD/-Triptofano e SD/-Leucina para iscas e
presas, respectivamente. Apos 48 horas, foi observado o crescimento das
colénias e as mesmas foram submetidas ao teste de toxicidade e ao teste de
auto ativagdo que consistiu no plagueamento das coldonias em duas placas de
seu respectivo meio (SD/-Leucina ou SD/-Triptofano), a primeira placa
suplementada com 40 pg/mL X-a-gal e a segunda suplementada com 40 pg/mL
X-a-gal e 200 ng/mL de Aurobasidina A. A auto ativacéo foi verificada por meio
da coloragcdo azulada das colbnias que se auto ativam e a toxicidade pelo
tamanho das colénias das diluicbes em relacdo aos controles (leveduras

transformadas com pGBKT7 ou pGADT7 vazios).

2.7.6 Acasalamento de S. cerevisiae para duplo-hibrido

As iscas de VEA, VELB, VELC e VOSA e o controle do pGBKT7
transformado em leveduras da cepa Y2HGold de S. cerevisiae, foram crescidas
overnight em 5 mL de meio SD/-Triptofano liquido a 30 °C sob agitacdo. As
presas de VEA, VELB, VELC e o controle do pGADT?7 transformado em Y187,
foram crescidas overnight em 5 mL em meio SD/-Leucina liquido.

No dia seguinte, as iscas e presas dos genes de interesse com 0S seus
respectivos controles foram centrifugadas a 1000 x g por 5 minutos, o

sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas com 1 mL de &gua
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destilada estéril. Em seguida, os cruzamentos foram realizados de acordo com
a necessidade. Aliquotas de 5 pL de tais cruzamentos foram plaqueados em
trés meios diferentes, SD/QDO acrescido de 40 pg/mL de X-a-Gal e 200 ng/mL
de Aurobasidina A, SD/QDO acrescido de 40 pg/mL de X-a-gal e SD/DDO sem
suplementacdo alguma. Os cruzamentos foram incubados a 30 °C por até 48
horas e fotodocumentados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise in silico das sequéncias dos Velvets de C. neoformans

utilizando o banco genémico disponivel

As sequéncias genbmica e proteica de VELB de C. neoformans, foram
obtidas utilizando a ferramenta BLASTp através das sequéncias de Velvets ja
conhecidas de A. nidulans. Todas as sequencias de velvets de C. neoformans
estao disponiveis no banco de dados Broad Institute
(http://Iwww.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/M
ultiHome.html), e foram utilizadas para comparagcdo com outros membros da
familia Velvet de alguns fungos selecionados. A determinacdo de regides e
dominios conservados foi realizada por alinhamento das sequéncias obtidas
por meio da ferramenta CLUSTALW (www.ebi.ac.uk/clustalw/) e checadas no

BLAST (Pfam) (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) para determinacéo

de dominios e regides conservadas.

O gene VELB de C. neoformans (CNAG_00564) apresenta 3,2 kb e
contém 6 introns. A proteina codificada € composta de 560 aminoacidos. O
DNA complementar (cDNA) possui um tamanho de 1,6kb. Foi realizado
alinhamento com as sequéncias dos dominios Velvet identificadas no banco

gendmico de C. neoformans, conforme demonstrado na Figura 8.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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Figura 8: Alinhamento das sequéncias dos dominios Velvet encontrados em
C.neoformans (VeA, CNAG_02387; VelC, CNAG_02697; VosA, CNAG_07989; VelB,
CNAG_00564) em C. neoformans.
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VELC RRPLGPAPIVRLRAVECRSVEDDTGVIEEEVDAGTLDAVN === ==—=======———=—— 145
VOSA LHVIDDGKTRFLTGTPVSSLYHLKDLDNSDAAFFVFPDLGVRKEGRYKLKLTLFEIVDQE 240
VEA APVKTPLGADATTGEVIQTPEKLRLLDGRMAVLCIFAKISVRVPGIFRLKFTLFETTEHG 174
VELB DRTTPGWTYQDTFASSPRIAG--------— THPSIARRVRTPTRPSTAPSLRPPAWSVDV 242
CNAG 05697 o mmmmm oo
CNAG 04086 ~  —======—mmmmmmmmm e GIHVKTVILRKGADSQGIDHDQVGE 198
VELC e IVCAADLCAPTTTQHSAIEETN 167
VOSA VYYCTTMFTSTFSVYSAKKEPGMSKATDLSVSFAEQGLKIRVRKDPROPARATASSSGKS 300
VEA IVELAQTVSEPFEVFSPKLEFKG-—----—— MHESTPLTRELAAQGLKVKLRTDTTVGRQS 226
VELB SORPLYDEALPPISALAEDIRDPSGRSSFPDPHSNMORPTSSSSLRSRPHTSYSTDLSTA 302
CNAG 05697 ----- YDELP-—---————————————— FLVCHLSLETPNGQD------- AATVTSPDTE 90
CNAG 04086 IGPPPPEAYIVLRPHRVPGIVNLDGKVSGVGVGGGMGTTKGKGKYGKSIGTGVSRKGKVD 258
VELC EAKLLPESEHRPYGEHDTSLVNFAGVTSSEQASSGPSTPARKARDQAVTSEVDPTSLGDA 227
VOSA KRKSDAHESEEETPAQGQSKRTRGLSMGY PGHEQRFHPPPSEHHYYPYPPNYPPPPSGYY 360
VEA VRRRRASANPTIPSTPTFIKEDVPAPMNT PPASSPHFTLPTKSRLLPSLSAQAPSHSL.SAQ 286
VELB P--TDYSFGRPTTTSSTASWHLSADSEYKGFALESQAAERSKPGHRPKSNDSKVPMLSAE 360
CNAG 05697 P mVSMLY G == = = 97
CNAG 04086 VGWDDGVPGDIPTFEQWSYELEVLOSPTRGRALGLNPLSRGFPSLSAPLIVQLIVRDGSG 318
VELC PLAADVVREEKAAKKWKROKSSGEVSSGSATETERARRSGAGHGAAVPERNLYGNLHVGG 287
VOSA PPSGHPMPPPPPPSAYDPYRSHMSRSGSPHPYHPSYPPYSAPGYPPPPSSYYHVNSGRPS 420
VEA APSHSLSAQAPSHQEVPSSSSKVARRTVSDS PRNLVWRHAAYETVRPHATENRVSGPGER 346
VELB TQTTSPGSFLPASFSDRFTLHDSPQLPHSYHNCHYRSNVASVKDWDSLHI PDLDTMKETR 420
CNAG 05697 ———===—————————mme TLIATP—— === === === = ——m e 103
CNAG 04086 GIIPADNSALSRRLVEVVMMVDLVSADGKQSRGVVRVCAAGSGGEVGKVGGEEDGVESSY 378
VELC VKVPDLEGKMGVWFLFTDLCVRQEGSYSLRFRCYDITAVEEGGLPVAQLAECRSQPFRIY 347
VOSA THPESGPSRHRHSLPPPGYVLGSRLIPSPSSLGHHAYPIPPGMGYPPYPMHSESYDRAGM 480

VEA PFTDDGSPISPNPVDWRVSAPSSDLSAFSLSRLHRVDPFRPPSVPNDTTSSASPQSYTPS 406
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VELB YVAPASAASTLVLVGKRHT PCNKLKDEHG-~--RLGLFFFATD--LGVRTEGRFCLRMKIM 475
CNAG 05697 ——————————mmmmmmmo o AEMDDQTG---AQGVYFVEPD--VSVRHVGRFRLKALLM 137
CNAG 04086 HLRNFLGGTFRLSSTFSQSRGKEKKRGEGRGKEKKNFFTFSE--MVVRTPGEYALMVRLL 436
VELC SPROTPILPKLTELAEHFAKLGFKLNTRKNDRAAQSPLPPPP--STAPPSAHAAVLTMGS 405
VOSA PWPQDHRPILPLPPHPESVMGRPGSRGTGHRS THPSSLROGG--SPLASPGRFQYAQS-- 536
VEA SYSSTQLSSTQSLPTTPPPMTSSHSSIQSTLPTPRRSLGIDDGVPILPLPSSFNSPGHAE 466
VELB DLSLFSRAPNPGDSTPVLAETTSQPTEVYSAKRFPGVIPTTKLTRLFAAQGTKLAVRESH 535
CNAG 05697 RITGG--———----~ PAVHVSVTRTFEIVHTKDY - TAPPVTALTKHFDSQRIVRFGLPRY 186
CNAG 04086 DIAGPPHLGTSIGVTRSLAEVLTKPFTVFHSSKFPGSIPVTELSVEFARQGERNLGORKV 496
VELC RPQPCPIQPLDPSSHMSPSSSTSNSEKAMRSTSTGQCTSFMTDNTSKTSNSLGGSGESSA 465
VOSA -PDMGSYRPSSSAGTGDGRDGRERERERELHRRSPVILPPLTRSPALTPOSLPPTTDPRD 595
VEA FVPPSVNQVLNPLRRSSTSSGPGLPEGHGSGAPSQSAAGPLTSRNRYLSASTPGPSSLRR 526
VELB KQKHRNKESVDMDVQDEIEEDEGGQ———----—-~~ 560
CNAG 05697 Qmmm 187
CNAG_04086 RDATAGSSEEDDG=============———— = 509
VELC KGASTAQTGQSFQVTSVSSEENNGTGTGD---—--- 494
VOSA SRESQNESRASVGEGSGSRPSSSGKNKMGLGNLLG 630
VEA PSPLTLPPLRPPPQEERSYERR-——=======—=-= 548

Fonte: Elaborado pelo autor.

Avaliando a similaridade entre as proteinas Velvet de C.neoformans, e
utilizando-se dos dados obtidos no alinhamento, montou-se um cladograma

com a analise filogenética das proteinas (Figura 9).

Figura 9: Cladograma para comparacado dos dominios Velvet de proteinas VeA, VelB,
VelC, VosA e dois dominios recentemente encontrados (CNAG_05697 e
CNAG_04086) de C. neoformans.

VELB
CNAG_05697
CNAG_04086
VELC

VOSA

VEA

Fonte: Producé&o do autor.

Em seguida, foi realizado um alinhamento entre as sequéncias proteicas
de VelB de C.neoformans e de outros fungos patogénicos para avaliar a

similaridade entre as sequéncias (Figura 10).
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Figura 10: Alinhamento multiplo comparativo da sequéncia protéica de VelB com as
de diferentes fungos patogénicos (% de identidade com a sequéncia de C.
neoformans). F.g.= Fusarium graminearum (18%); F.o.= Fusarium oryzae (18%); M.o.=
Magnaporte oryzae (21%); B.c.= Botrytis cinerea (22%); A.f. = Aspergillus fumigatus
(25%); A.n.= Aspergillus nidulans (22%); H.c.=Histoplasma capsulatum (25,7%);
U.m.=Ustilago maydis (18%); L.b. = Laccaria bicolor (23%); C.n_JEC21= Cryptococcus
neoformans JEC21 (85%); C.g. = Cryptococcus gattii (77%). Destacados encontram-
se 0s dois dominios Velvet da proteina VelB de C. neoformans H99 sorotipo A.
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TAPTDYSFGRPTTTSSTASWHLSADSEYKGFALESQAAERSKPGHRPKSNDSKVPMLSAE
TAPTDYSFGRPTTTSSTGSWHLSADSEYKGFALENQAAEGSKPGPGAKSNDPNVPISSAE
TAPTDYSIGRPTTTSSTTSWHLPLNSEYKGYGSQAAEDSETDPGGGP --DDSKVPTSSAE

——————————————————————————————————————————— M--—-—-——=-—-——-—-—---AV
SSSYGPPQOYYPRHSGYSAEPSAPPPGAPFRNGYGQODONALTRM-———-=-—--—————-—-— AV
GYTYASPTDMHPHQLGSQVGPYGPRIFN-GAPDMGMHQRMALQG-—-=-=-—————=—-—-—— TH
YOVAPQQSNYYYPQPSQSIPSHNNQDPYPSRPFTPQDLGIGRIP---—-——==——=—-——— IS
YYGGNAQLAYQYG-TNPQASYYPPYYAGGOMPPAG----MSPAQ---———==——=—-——— QP
YYGGSTQLQYONAYPNPQAQYYQPMYGGMAQP——-——-——— OMPAA-—-—-—-———————-——— QP
QYPQGGPDPYYPGLPAASTYYPPGTPTQALGP-—-——-——— QSALG-=-=-———————-—-—-—— PH
RSSTHPQHASESTGAAALPLSSSSMNPYDRSPHASSSIQFGGGG-—————-——————— NF
SEATSPHSQADHAAYESSTYHHSAYHPAPTHSQMAPGTCSSQHV ——=——=—==————— ST

TQTTSPGSFLPASFSDRFTLHDSPQLPHSYHNCHYRSNVASVKDWDSLHIPDLDTMKETR
TOQATSPESFLPGSFTDRFTONDSPRVPYSYHNSHYRSDVAPGKERDSFHSPDLDTMKETR
TQTS-PRPFLPGYFTERFSLYDSPRLPNSYHNPHYPPNVALIKDWDSLHSPDLNTKKEIP

VGTQPOGMFTRNLIGSLAASAFRLNDTDKKAGIWEVLODLSVRTEGTFRLRESEVNVGGA
VGGQPOGMFTRNLIGSLAASAFRLEDTEGQSGIWEVLODLSVRTEGTFRLRESFVNVGRP
QGAPPQGMFTRNLIGSLSASAFRLNDPQEKIGIWFVLODLSVRTEGIFRLREFSYVNVGAP
QTNPPQGMFTRNLIGSLSASAFRLTDPDDRIGIWEVLODLSVRTEGDFRLRESEFVNVGVP
VPAGPGGMFTRNLIGSLSASAFRLTDPDNKIGVWEILODLSVRTEGTFRLKMSEVNVGTQ
VITPGPGGMEFTRNLIGCLSASAYRLYDTEDKIGVWEVLODLSVRTEGIFRLKEFSEVNVGKS
ISSASTGMFTRNLIGSLSASAFRLTDPDDKIGVWEVLODLSVRTEGSFRLKMNFVNVGTQ
AQQOSQAESYTRNLVGAAVASASVLKDEQDKWCTFEFVFQDISVRTEGVYRIKLMEFVNLEVS
VPPPPRHTYTRTLVGPLSANACRLLDEHRKPGIFFLFQDLSVRTEGTFRLRMRLMNVGAP
YVAPASAASTLVLVGKRHTPCNKLKDEHGRLGLFFFATDLGVRTEGRFCLRMKIMDLSLFE
CFAPASVASTLVLVGKRHTPCNKLKDEHGRLGLFFFATDLGVRTEGRFCLRMKIMDLSLE
CIAPASAASTLVLVGKRHTPCNKLKDEHGQLGLFFFATDLGVRTEGRFCLRMKIMDLSLFE

* *:* H . * ok . H :*. *:_***** H EREI
GGG-———————— LPTHVNQGRAPILASCYSQDEFSVYSAKKEFPGVCESTPLSKTFALQGIK
GG-————————— OGTNVNQGRAPILSSCYSESFHVYSAKKEFPGVCESTPLSKKEFANQGIK
TRTPNGGP--ANQTSILNTGKAPILASCFSDAFQVYSAKKFPGVCESTPLSKCFAGQGIK
SAPQNN----ANSSCSVNTGKAPVLASCFSEVFKVYSAKKFPGVVESTPLSKCFATQGIK
SGDSTNN-—-----— TPVINHGSAPVLASVESEPFQVESAKKFPGVIESTQLSKCFALQGIK
VSDLPQSD----IAEVINKGTAPILASTEFSEPFQVEFSAKKFPGVIESTPLSKVFANQGIK
SQAQDQSPGGTPSSPVINVGSAPVLASAFSEVFQVYSAKKEFPGVIESTPLSKCFAFQGIK
GR-—-———==——————- VGTGVADALAETYTDAFTVYSPRRFPGMLDPTPLSRKLASQGIK
PAPEVG--—-—-—-—-— AARVHNDVSPVLAQTFTEQFTVYSAKRFPGVPDTTALSIALGNQGQK
SIRAPNPED====m==o==== STPVLAETTSQPIEVYSAKRFPGVIPTTKLTRLFAAQGIK
LRPPNPGD---=-====———— STPILAETISQPIEVYSAKRFPGVIPTTKLTRLFAAQGIK
LRAPNPGD--—-——===--——— SVPILAETVSQPIEVYSAKREFPGVIPTTKLTRLFAAQGIK
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IPIRKDTNIK--—=———-- GEGDEEMMYDQN-——---
IPIRKDANIK--—-—-—-—--— GEGDEEMYDQN-————--—
IPIRKAEGGG-—=————— KNNDDDDDY ——-———-—
IPIRKDGKDGPGKGGKDGSRGDDDDDY - ———————
IPIRKDGVKGPRGRGGDGDDDADDYE - ————----—
IPIRKDGVKGQGSRGRHSDEDDGLDNEY ————----—
IPIRKDGVKGPRGGQSHGSKGOQDGEGEDWENEG—-
IPVRNDKKKQRRRNDEGGDGMGDYDGASGGDEDDE
LPLASDGLSEALVEESSRVQQASETQWFRV-———--—
HO99 LAVRESHKQKHRNKESVDMDVQDEIEEDEGGQ---
JEC21 LAVRESHKQKHRSKENVDMDVQDEIEEDEDGQ---
LAVRESHKQKYRNKESLDMDVQDGIDEDEDGQ—-—--

coQracmEPrPwWwmY
Q33023 0Q3m0O0O00W

Fonte: Produzido pelo autor.

O alinhamento multiplo das sequéncias proteicas de diferentes fungos
revelou uma alta conservacéo na regido C-terminal (segundo dominio velvet),
no entanto ressalta-se que em todas as sequéncias foram encontrados os dois
dominios VELVET, caracteristico desta familia. Vale ressaltar que os genes
que codificam tais proteinas ndo sao identificados no genoma humano, sendo
exclusivos de fungos.

A partir dos dados obtidos no alinhamento de sequéncias gerou-se um
cladograma que mostrou maior conservacdo das proteinas Velvets de C.
neoformans com outros membros de basidiomicetos como C. gatii e Ustilago
maydis, quando comparados aos demais fungos, ascomicetos. Em geral a
maioria das proteinas Velvet é conservada principalmente em basidiomicetos e
ascomicetos (Bayram e Braus, 2011; Karakkat et al., 2013). O cladograma esta

descrito na Figura 11.

Figura 11: Cladograma da proteina VelB em diversos outros fungos, ascomicetos e
basidiomicetos (em vermelho) que demonstra alta conserva¢ao dentre elas.
A.n 0,15064
H.c 0.19286
‘ B.c 0.25452

F.o 0.1676

‘ M.o 0.22350

Um B.36501
L.b 0.38501

—: C.n_MH39 005852
Con_JEC2l 0.06047

€.g 0.1055

Fonte: Produzido pelo autor.
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Como uma segunda andlise, foram buscadas na sequéncia de C.
neoformans, caracteristicas e dominios previamente identificados por Bayram
e Braus, 2012 nas sequéncias protéicas de A. nidulans. Utilizando-se o
software Pfam foi possivel identificar a presengca do dominio Velvet na
sequéncia testada. O sinal de localizacdo nuclear (NSL) foi identificado
através do software NLS Predictor na sequéncia testada. A Figura 12 mostra
os dominios da proteina VelB em C.neoformans.

Figura 12: Predicdo estrutural da proteina VelB de C. neoformans. NLS = sinal de localizagédo
nuclear bipartido; PEST = regido rica em prolina, 4cido glutdmico, serina e treonina. O dominio
NLS est4 localizado na posicdo 20 do gene e o dominio PEST, entre 0os aminoacidos 154 e
179.

o 100 200 300 400 500 €00
] ]
! :

Velvet domain 560 aa

Fonte: Produzida pelo autor.

Foram realizadas predicbes com softwares especificos fornecendo
informagcbes sobre a presenca de dominio PEST, localizado entre os
aminoacidos 154 e 179. Diferentemente do encontrado em A.nidulans, onde
nao foi descoberto nenhum dominio, nem NLS nem NES, em C. neoformans foi
encontrado NLS (Sinal de Localizacdo Nuclear), localizado na posi¢céo 20 e o
PEST, ja citado. Em A.nidulans, VelB precisa de VeA para que ocorra uma
importacdo nuclear eficiente (Bayram et al., 2008). Surpreendentemente, VelB
em A.nidulans, é o Unico membro da familia que carrega dois dominios Velvet
localizados nas porcbes N e C terminal. Homologos de VelB de outros
membros ascomicetos e basidiomicetos também incluem dois dominios Velvet,
0 que sugere um ancestral comum de VelB antes da separacdo dos dois
grupos durante o processo de evolucdo. Isso pode ter acontecido apds algum
rearranjo do genoma, resultando em uma recombinacdo de dois genes do
dominio Velvet ancestral ou talvez uma duplicacdo de éxon correspondente
dentro de um gene original com um unico dominio Velvet (Bayram e Braus,
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2011). Como nos demais fungos, observa-se que em C. neoformans a
presenca de dois dominios velvets também foi identificada.

3.2. Avaliacdo da funcéo génica de VELB por meio de delecéo
génica em C. neoformans

3.2.1. Obtencéo dos mutantes velB

Como explicado na secdo de materiais e métodos para que a
construcdo do cassete de delecdo fosse possivel, foram realizadas duas
etapas da reacdo de PCR (Figura 13a). Para a primeira etapa, foi realizada a
amplificagdo dos fragmentos 1 + 2, que corresponde a regido flanqueadora 5’
de VELB, e 7 + 8, que correspondem a regido flanqueadora 3’ de VELB. Os
fragmentos 3 + 4 que correspondem a regiao 5’ do marcador seletivo HPH ou
NAT e 5 + 6 que corresponde a regido 3’ de HPH ou NAT também foram
amplificados. Os tamanhos esperados foram: 1 + 2: 948 pb; 7 + 8: 818 pb, 3 +
4 hph: 1235 pb; 5 + 6 hph: 1295 pb; 3 + 4 nat: 639 pb; 5 + 6 nat: 1333 pb.

Para a segunda etapa, cujo objetivo foi fusionar os fragmentos 1 + 2 com
3+4e5+6com7 + 8 em duas reagbes de amplificagcdo (Figura 13b)
distintas, foi feita uma PCR de sobreposicao para obtencao dos fragmentos 1 +
4 (1 + 4 — equivalente a regiao flanqueadora 5’ de VELB fusionada a regido 5’
do marcador seletivo) e 5 + 8 (5 + 8 — equivalente a regido flanqueadora 3’ de
VELB fusionada a regidao 3’ do marcador seletivo). Para o fragmento 1 + 4
fusionado com HPH, o tamanho esperado foi de 2,2 Kb. Para o fragmento 5 + 8
fusionado com HPH, o tamanho esperado foi de 2,1 Kb. Em contrapartida, para
o fragmento 1 + 4 fusionado com NAT, o tamanho esperado foi de 1,6 Kb e
para o fragmento 5 + 8 fusionado com NAT, o tamanho esperado foide 2,2 Kb.

Figura 13: Construgcdo do cassete de delecdo VELB:HPH e VELB:NAT através de PCR
Double Joint. A) Primeira etapa do PCR Double Joint. Os fragmentos representam: A) 1+2
VELB - regiso 5' VELB (948pb), B) 7+8 VELB — regido 3' VELB (818pb), C) 3+4 HPH (1235pb),
D) 5+6 HPH (1295pb), E) 3+4 NAT (639pb) e F) 5+6 NAT (1333pb) e B) Gel confirmatério dos
produtos obtidos na segunda etapa do PCR DJ. As bandas G e H representam a fusdo 5’
VELB+HPH - 1+4 (2,1Kb) e 3 VELB+HPH - 5+8 (2,2Kb), respectivamente, enquanto que as
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bandas | e J representam a fusdo 5° VELB+NAT- 1+4 (1,5Kb) e 3’ VELB+NAT - 5+8 (2,1Kb),

respectivamente . Foi utilizado o marcador molecular DNA Ladder Plus 1Kb (Fermentas).

3

HPH: 1.2kb — -
948pb NAT: 639pb  HPH:1.2kb
NAT: 1,1kb

MM A B8 MMC D E F

A= 5'VELB 1+2 (948pb)
B= 3'VELB 7+8 (818pb)

240 — C= 5'HPH 3+4 (1,2kb)
1,560 — D= 3'HPH 546 (1,2 kb)
ko — E= 5'NAT 3+4 (639pb)
F= 3'NAT 5+6 (1,1kb)
B
MMG H 1| J 2.2kb
G = S'VELB+HPH - 1+4 (2,1Kb)
b BN a ‘ - H=3'VELB+HPH - 548 (2.2Kb)
1,5kb| ——= —
1kb |~ F &8 I= 5'VELB+NAT- 1 +4 (1,5Kb)

J=3' VELB+NAT - 5+8 (2,1Kb)

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

ApOs a transformacéo por biobalistica, os transformantes que cresceram
em meio YPD acrescido com a droga de sua respectiva marca de selecao,
foram escolhidos aleatoriamente e seu DNA foi extraido conforme o protocolo
descrito anteriormente. Tais mutantes foram inoculados em meio YPD liquido
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para extracdo de DNA genbmico e posterior confirmacdo dos mutantes por
PCR. Confirmou-se a delecao de VELB por PCR comum. Para a confirmacéo
dos possiveis mutantes por PCR foram desenhados iniciadores que se anelam
fora do locus do gene VELB (LF189 e LF190) a fim de confirmar se a marca de
selecdo substituiu a ORF do gene VELB. Foi amplificado somente a regiao 5’
do lécus com os iniciadores LF189 e 4. NSL_HPH (2,3 Kb), para os mutantes
VELB::HPH. Para os mutantes VELB:NAT, foram utilizados os iniciadores
LF189 e 4. NSL_NAT (1,7Kb) (Figura 14a). Somente foi feita a amplificacdo da
regido 3’ dos mutantes que confirmaram a 5’. Apés a amplificag@o, os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8%. Para a confirmacéo
da regiao 3’de VELB dos possiveis mutantes VELB::HPH, foram utilizados os
primers 5. NSR_HPH e LF190 (2,3 kb) e para os possiveis mutantes
VELB::NAT foram utilizados os iniciadores 5. NSR_NAT e LF190 (2,3 Kb).
Apbs a amplificacdo, os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8%, observou-se a confirmagao dos 16 mutantes que confirmaram a
regiao 5’ de VELB (Figura 14b). Ao todo, foram confirmados 8 mutantes do tipo
sexual a: (2.12. velBaA, 2.26. velBaA ; 1.13. velBaA; 1.26. velBaA; 1.37.
velBaA; 1.46. velBaA; 2.02. velBaA; 2.20 velBaA) e 11 mutantes do tipo
sexual a: 1.01. velBaA; 1.09. velBaA; 1. 15. velBaA; 1.30. velBaA; 2.24.
velBaA; 1.22. velBaA; 2.01. velBaA; 2.04. velBaA; 2.08. velBaA; 2.17. velBaA;
2. 37. velBaA) dos quais sdo necessarios um mutante de cada marca de
selecdo confirmados por Southern Blot para que os ensaios fenotipicos se

iniciem.

Figura 14: PCR confirmatério da delecdo do gene VELB em C. neoformans, amplificacédo
regido 5 de VELB. A. Eletroforese em gel de agarose referente a andlise das regides 5 de
VELB e HPH —tipo sexuala e 5’ de VELB e NAT —tipo sexual a. MM. Marcador; 1. KN99a; 2.
KN99q; 3. 1.26.velBaA; 4. 1.44.velBaA; 5. 2.12.velBaA; 6. 2.07.velBaA; 7. 1.01.velBaA; 8.
1.09.velBaA; 9. 1.30.velBaA; 10. 2.24.velBaA; 11. 2.46.velBaA. Em negrito os 08 mutantes
positivos para a regidao 5’ VELB (Gel representativo de todas as amostras analisadas). B. PCR

confirmatério da dele¢do do gene VELB em C. neoformans, amplificagéo regidao 3' de VELB.
Eletroforese em gel de agarose referente a analise das regides 3’ de VELB e HPH — tipo sexual
a : M. Marcador; 1. Controle KN99a negativo; 2. Controle KN99a negativo 3. KN99a (controle
positivo com oligonucleotideos que amplificam a ORF); 4.KN99a (controle positivo com
oligonucleotideos que amplificam a ORF); 5. 2.12.velBaA; 6. 2.26.velBaA e 3’ de VELB e NAT
— tipo sexual A: 7. 1.01l.velBa; 8. 1.09.velBaA; 9. 1.30.velBaap; 10. 2.20.velBaA; 11.
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2.46.velBaA. Em negrito os 06 mutantes positivos para a regido 3' VELB. (Gel representativo

de todas as amostras analisadas).

s, e 8 SELVAGEM

S oo
9 2’ GENE ALVO::Marca de sele¢do
— - o

e e

< 10

A 5" primers 9+4 8 3": primers 5+10
MMt 2 345678 91011 UM 7

Regido 5" Regido 3"

1 e2: KN99a e KN99a; 1e2: KN99a e KN99a;
3-6. mutantes hph (2,3kb) 3-6: mutantes hph (2,3kb)
7-11: mutantes nat (1,7kb) 7-11: mutantes nat (2,3kb)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apos a PCR confirmatoria, os mutantes foram submetidos ao Southern
Blot e digestdao das amostras com a enzima EcoRV foi realizada. O perfil de
restricdo esta representado na Figura 15a e pode-se observar que dos
mutantes com a marca NAT — Figura 15b - pocos de 1 a 4, apenas 0 mutante
1.30.velBaA, localizado no poco 1, foi confirmado, observando-se o tamanho do
fragmento esperado apds a hibridizacdo da sonda (3,5kb). Ja os mutantes com
a marca de selecdo HPH — pocos 8 a 14, pode-se confirmar avaliando o
tamanho do fragmento — 3Kb, que os mutantes 08. velBaA,; 1.13. velBaA; 1.44.
velBaA e 1.26. velBaA nos pocos de 8, 9, 10 e 14 eram positivos para delecao
de VELB. Diante deste resultado, os mutantes confirmados para delecdo de
VELB, com padrdes confirmados séo: 1.30.velBaA, 08. velBaA; 1.13. velBaA e
1.26. velBaA. Para os testes fenotipicos foram escolhidos os mutantes
1.30.velBaA e 13. velBaA.
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Figura 15. Confirmacdo por Southern Blot da delecdo de VELB nos mutantes
confirmados por PCR — digestdo com EcoRV. 10 ug de DNA total foram digeridos com
a enzima EcoRV para os mutantes resistentes a Higromicina B e a Nourseotricina. Em
seguida, o DNA digerido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1 %,
transferidos para membrana de nylon e hibridizados com a sonda de VELB (fragmento
5 de VELB) Perfil de restricdo para EcoRV do l6cus de VELB com a marca de
selecdo NAT: selvagem, apresentara fragmentos de 5,3Kb e o mutante, fragmento de
3,5kb. Perfil de restricdo para EcoRV do l6cus de VELB com a marca de selecdo
HPH: selvagem, apresentara fragmentos de 5,3kb e o mutante fragmentos de 3,0kb. A
foto mostra o resultado do Southern blot apds hibridizacdo com sonda de VELB para
os mutantes 1. 30. velBaA,; 2. 01. velBaA, 3. 24. velBaA, 4. 37. velBaA, 5. KN99a; 6.
Sonda; 7. Marcador; 8. 08.velBaA; 9. 13. velBaA; 10. 44. velBaA; 11. 46. velBaA; 12.
12. velBaA;13. 20. velBaA; 14. 26. velBaA; 15. KN99a. A sonda hibridiza a 948pb. Os

mutantes confirmados estdo destacados em negrito.



8820 9778 12196 13034

A
10001 12016

8%20 9778 12196 13334

' VELB::HPH 2332pb '

88:.0 9738 12}95 13334
(VELBLNAT 1816pb |
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6775 12171
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; VELB::HPH 2332pb !

. 3046 -
WS U3 (50 1)) pe—
6775 sglm\ﬂ

Fonte: Produzido pelo autor.
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3.2.2. Obtencao de linhagens reconstituidas dos mutantes de VELB

Apds o processo de delecdo do gene, € necessario que seja realizada
reconstituicdo do l6cus deletado.. Esse passo é relevante para validar os testes
fenotipicos e confirmar que os defeitos observados no mutante sédo decorrentes
da auséncia do gene. As técnicas de preparo de amostras e transformacao por
biobalistica foram as mesmas utilizadas na obtencdo dos mutantes. Neste
caso, foi introduzida no fungo: a sequéncia do gene de interesse (VELB)
juntamente com um plasmideo (pJAF), que contém a marca de resisténcia a
neomicina através de uma co-transformacdo por biobalistica. Os
transformantes resistentes a Neomicina e que perderam a marca de HPH
foram selecionados para analise molecular. Os PCRs confirmatorios foram
realizados em 13 possiveis reconstituidos do tipo sexual MATa, onde todos
foram confirmados (Figura 16). Destes, 03 linhagens foram escolhidas para
teste fenotipico de acasalamento e apenas uma apresentou a reconstituicdo de
fato do fendtipo. Assim, a linhagem confirmada foi 02R.velBaA, pelo método de
PCR e pela avaliagdo do fenoétipo. Nao foi realizado Southern blot para

confirmacgédo da reintegracdo no locus.

Figura 16: Confirmacdo da reconstituicdo do lécus de VELB em C. neoformans por
PCR. Eletroforese de gel de agarose 0,8% em TBE 0,5 X dos produtos de PCR
obtidos por meio da amplificagdo das regides 5 (Andar superior) e 3'(Andar inferior) do
l6cus de VELB do tipo sexual a. M. marcador; 1. velBaA (controle negativo); 2. KN99a
(controle positivo); 3-15. Possiveis reconstituidos. No andar de cima estdo os
fragmentos referentes a regido 5 (oligonucleotideos LF189 + LF186) e abaixo os
fragmentos da regido 3 (LF190 + LF191), com tamanhos de 2,5 e 2,0kb,

respectivamente.
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s, 11 SELVAGEM
——_
GENE ALVO —

T 10
5
S, -> GENE ALVO::Marca de selegdo
[ Marca de seleglo |
43 10

S5'VELB: primers 9+12

3'VELB: primers 10+11

Fonte: Produzido pelo autor.

A fim de demonstrar a estabilidade das marcas de selecdo de cada cepa
e comprovar que foram obtidos os reconstituidos de VELB, as cepas selvagem,
mutante e reconstituida de cada tipo sexual, foram plagueadas em meio YPD
contendo a droga que corresponde a sua marca de selecdo e incubadas a 30
°C por até 72 horas. A figura 17 mostra o resultado ap6s o periodo de

incubacéo.
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Figura 17: Crescimento das cepas selvagem, mutante e reconstituida em YPD e em
YPD acrescido com as respectivas drogas: Higromicina B (200 pg/mL), Nourseotricina
(200 pg/mL) e Neomicina (100 pg/mL). As placas foram incubadas a 30°C por 48h.

YPD Higromicina

velBaa | KN99A

velBaA:: KN99a
velBa

velBaa

Fonte: Produzido pelo autor.

3.2.3. Andlise fenotipicain vitro dos mutantes velB

Os mutantes confirmados por PCR e Southem Blot foram submetidos
aos principais testes fenotipicos e de viruléncia com a finalidade de elucidar o
papel de VELB em C. neoformans. Foram avaliados quanto a capacidade de
crescimento a altas temperaturas, capacidade de produzir capsula, sintetizar

melanina, fosfolipase e urease.

A. Capacidade de crescimento a 37°C e 39°C

A capacidade de crescimento a 37 °C € caracteristica fundamental para
garantir a sobrevivéncia de um patdogeno durante a infeccdo em um
hospedeiro, visto que essa é a temperatura corporal normal do hospedeiro. As

cepas selvagem, mutante e reconstituido foram avaliadas quanto a sua
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capacidade de crescimento a 30 e 37 °C. Foram testados também a uma
temperatura mais alta (39°C), para checar sua viabilidade nestas temperaturas.

A Figura 18 mostra os resultados de crescimento das cepas.

Figura 18: Avaliagdo da capacidade de crescimento a altas temperaturas. Foram
feitas diluicBes seriadas das cepas a serem analisadas e, em seguida, cada placa foi
incubada a uma temperatura diferente. No primeiro teste, a 30°C, houve crescimento
de todas as cepas, em igual proporcédo. A 37°C ocorreu uma pequena diminuicdo no
crescimento, porém nao houve diferenca de crescimento entre a selvagens (KN99) e

mutantes. A 39°C as cepas n&o conseguiram crescer, exceto na diluicdo de 10"

302C 37eC 399C

KNS9a ""O .".r'b;'”gég

velBaA

ve!BaA::VELBa (

Fonte: Produzido pelo autor.

Nenhuma alteragdo foi observada no padrdo de crescimento ou no
tempo de crescimento dos mutantes velBaA e velBaA em relacdo as cepas
selvagens e reconstituida. Apesar da temperatura 6tima de crescimento de C.
neoformans ser 30 °C, a capacidade de crescimento a 37 °C é essencial para a
sobrevivéncia do patégeno no hospedeiro. Dessa forma, os mutantes velBaA e
velBaA ndo possuem alteracdo de crescimento nesta temperatura. Até o
momento, nao foi reportada nenhuma evidéncia que a auséncia de VELB em

outros fungos possa afetar seu crescimento em altas temperaturas.

B. Resisténcia a luz Ultravioleta

Sabe-se que os fungos sensoreiam a luz ultravioleta através de
fotorreceptores. Recentemente, ldnurm e Heitman, 2005, identificaram em C.
neoformans genes que codificam dois fotorreceptores BWC1 e BWC2,

responsaveis pelo sensoreamento de luz. Os mutantes analisados além de
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apresentarem defeitos no processo de acasalamento e na viruléncia
demonstraram hipersensibilidade a luz ultravioleta. Posteriormente, Verna e
Idnurm, 2013, identificaram que o complexo BWC1/BWC2 regula UVE1, uma
endonuclease responsavel por responder ao estresse e danos causados pela
luz UV para protecédo do genoma mitocondrial.

Diante destes dados, decidiu-se por avaliar se os genes Velvets estdo
envolvidos nesta resposta a luz UV e se tem alguma relagdo com estes
fotorreceptores. Dessa forma, avaliou-se entdo a capacidade de
desenvolvimento das cepas (selvagem, mutante e reconstituido) apoés
exposicéo a diferentes doses de radiac&o ultravioleta (10 a 50 mJ/cm?) (Figura

19).

Figura 19: Teste de avaliacdo da capacidade de crescimento ap0s exposicdo a
diferentes doses de radiacdo UV, comparando-a com a placa controle que nao
recebeu nenhuma radiacdo. Analisou-se as cepas selvagens (KN99a e KN99a),
mutantes (velBaA e velBaA) e reconstituida (velBaA::VELBa) de C.neoformans. As

placas foram incubadas por um periodo de 48-72°C em estufa a 30°C.

controle 10ml/cm? 20ml/cm?

kN9%a [ b 4
veltad [
velBaA::VELBa

KN9Sa
velBaA

KNSSa

velBaA
vefBal::VELBa §5

KN99a (il _
velBas t.'-

30ml/cm? 40mlfcm? 50mlfcm?

Fonte: Producéo do autor.
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Nota-se a partir da figura acima, uma relevante diminuicdo de
crescimento em todas as linhagens analisadas a medida que a radiacdo €&
aumentada (a partir de 30mJ/cm? a diferenca é ainda mais perceptivel). Porém,
ndo se notou diferengca entre as linhagens selvagem (KN99a e KN99a),
mutantes (velBAa e velBAa) e reconstituido (VelBaA::VELBa). Assim, estes
resultados sugerem que VELB ndo participa do sensoriamento de luz UV

através do complexo protéico BWC.

C. Estresse osmaotico

O efeito do estresse osmoético sobre as linhagens selvagens e mutantes
foi avaliado com auxilio do estressor NaCl em altas concentracdes (1,5M). A
incubacédo das linhagens na presenca deste estressor osmoético ndo evidenciou
qualquer defeito de crescimento que pudesse ser atribuido ao gene VELB estar

relacionado a alteracdo da permmeabilidade da membrana plasmatica, em
relagdo as linhagens selvagem, mutante e reconstituido.

Figura 20: Teste de sensibilidade ao estresse osmaotico. Analise de sensibilidade a
cloreto de sddio 1,5 M das cepas selvagem (KN99a), mutante (velBaA) e reconstituida
(velBaA::VELBa) de C. neoformans a 30 e 37 °C incubadas por um periodo de 48-72
h.

YPD controle 30°C 37eC

KN9Sa

velBaA

velboA::VELBa

Fonte: Produzido pelo autor.

Nao houve alteracdo de crescimento das colonias mutantes com relagéo
as linhagens selvagem e reconstituida, indicando que nao houve qualquer
desestabilizacdo da fluidez e permeabilidade da membrana celular por
influéncia do sal utilizado. A perda da tolerancia ao estresse osmoético esta
relacionada principalmente a alteracbes em componentes da membrana como
manitol e ergosterol. Chatuverdi et al., 1996 comprovaram que mutantes de C.
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neoformans que possuem uma produgcao reduzida de manitol (Cnmip) néo

resistem a incubacdo em altas concentracdes de NaCl.

D. Estresse oxidativo

Avaliou-se o efeito do estresse oxidativo sobre as linhagens selvagem,
mutante e reconstituido com auxilio do peroxido de hidrogénio em duas
concentragbes. A incubacdo das cepas em diferentes temperaturas na
presenca de perdoxido de hidrogénio ndo provocou qualquer alteragdo ou
retardo do crescimento de células mutantes em relacdo ao selvagem e
reconstituido. As alteracdes de gradiente, promovidas pelo acréscimo de
peréxido de hidrogénio ao meio YPD, ndo foram suficientes para provocar
gualguer perturbacdo na capacidade homeostatica dos mutantes velBA de C.
neoformans, descartando, assim, qualquer participacdo do gene VELB na

manutenc¢ao da integridade celular em condigdes de estresse oxidativo.

Figura 21: Teste de sensibilidade ao estresse oxidativo através da analise de
sensibilidade a peréxido de hidrogénio em duas concentracdes (1mM e 5mM). Avaliou-
se 0 crescimento das cepas selvagem (KN99a), mutante (velBaA) e reconstituida
(velBaA::VELBa) de C. neoformans a 30 °C e 37 °C incubadas por um periodo de 48-
72 h.

KN9%a

velBaA
velbod::VELBa

KN9Sa

velBaA

velboA::VELBa

YPD controle 1mM S5mM

Fonte: Produzido pelo autor.
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E. Avaliacdo da Integridade da parede celular

Foram utilizados meios indicadores de defeitos na estrutura da parede
celular para a analise das cepas selvagem, reconstituida e mutante. Os
seguintes estressores foram testados: Congo Red a duas concentracdes (0,5 e
1,0%), SDS e cafeina. Avaliou-se, a partir destes, a participacdo de VELB na

manutencgao e integridade da parede celular.

Figura 22: Teste de sensibilidade ao estresse de parede através da andlise de
sensibilidade ao Congo Red em duas concentracfes (0,5 e 1,0%). Avaliou-se o
crescimento das cepas selvagem (KN99a), mutante (velBaA) e reconstituida
(velBaA::VELBa) de C. neoformans a 30 °C e 37 °C incubadas por um periodo de 48-
72 h.

30°C

KN9%a

velBaA

velbod::VELBo

KN99a

velBaA

velbod::VELBa

YPD controle 0,5% 1,0%

Fonte: Produzido pelo autor.

O Congo Red liga-se a (3-1,4-glucana da parede celular afetando sua
integridade (Liu et al., 2011). Os resultados mostraram que nao houve
nenhuma alteragdo significativa de crescimento das cepas testadas nesta

condicao.
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O segundo teste realizado para detectar defeitos na parede foi com o
estressor Dodecil Sulfato de Sédio, mais conhecido pela sigla SDS. O SDS
promove a lise celular, rompendo a parede e a membrana plasmatica e,
consequentemente lisando a célula. Expondo as cepas a essa substancia,
pode-se avaliar sua interferéncia no seu crescimento. A Figura 23 mostra o
resultado do teste, que foi exposto as duas temperaturas propostas (30 e
37°C).

Figura 23: Teste de sensibilidade ao estresse de parede através da andlise de sensibilidade ao
SDS. Avaliou-se o crescimento das cepas selvagem (KN99a), mutante (velBaA) e reconstituida
(velBaA::VELBa) de C. neoformans a 30 °C e 37 °C incubadas por um periodo de 48-72 h.

YPD controle

30°C

KN99%a

velBoA

velboA::VELBa

KN9Sa

velBaA

velboA::VELBa

YPD controle 37°C

Fonte: Produzido pelo autor.

Como observado na figura 23, houve uma pequena diferengca no
crescimento entre mutante e selvagem/reconstituido. O mutante velBaA néo
apresentou diferenca de crescimento quando comparado ao selvagem e
reconstituido.. Contrariamente ao resultado do teste em C.neoformans, em
estudos anteriores realizados com Beauveria bassiana observou-se que 0s
mutantes velB apresentaram sensibilidade aos agentes perturbadores de
parede celular, Congo Red e SDS. Isso acontecia porque eles apresentavam
reducbes significativas de manitol intracelular e trealose e a parede celular
enfraquecia-se nestes mutantes (Chen et al., 2014).
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A cafeina também é utilizada como estressor de parede celular em
testes que avaliam a integridade da mesma. A Figura 24 mostra o resultado do
teste realizado com as cepas selvagem, mutante e reconstituida nas

temperaturas de 30 e 37°C.

Figura 24: Teste de sensibilidade ao estresse de parede através da andlise de
sensibilidade a cafeina, em duas concentracbes (0,5 e 1,0%). Avaliou-se o
crescimento das cepas selvagem (KN99a), mutante (velBaA) e reconstituida
(velBaA::VELBa) de C. neoformans a 30 e 37 °C incubadas por um periodo de 48-72
h.

ENYYa

velBaA

velbiA::VELBa

KNYYa

velBoA

velboA::VELBO

YPD controle 0,5% 1,0%

Fonte: Produzido pelo autor.

O defeito de crescimento fungico na presenca de cafeina sugere
possiveis defeitos na via de sintese da parede celular (Siafakas et al., 2007).
Como observado na foto do teste (Figura 24), a 37°C e a uma concentracao
maior de cafeina, ndo houve alteragcdo do crescimento do fungo no meio em
relacdo nas concentracOes e temperaturas testadas entre a cepa mutante com
relacdo as selvagem e reconstituida.

F. Fatores de viruléncia

F.1. Sintese de melanina
Uma das principais caracteristicas de C. neoformans € sua habilidade de

sintetizar melanina na presenca de compostos fendlicos. Uma mutacdo em
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gualguer dos componentes ou enzimas da via de tirosinase (responsavel pela
producéo de melanina) pode acarretar em defeito na producdo de melanina e,

em JUltima instancia, diminuicdo da viruléncia do fungo que perde sua
resisténcia e protecdo a fagocitose (Casadevall et al., 2000). A Figura 25

abaixo mostra a producdo de melanina nas trés cepas analisadas.

Figura 25: Avaliagcdo da capacidade de produzir melanina em Niger Seed e no meio L-
DOPA. As cepas foram incubadas a uma temperatura de 30°C e concentracéo de 10’

células. A coloracdo marrom € indicativa da producéo da melanina.

kMGG velSgd  velBodn
VELB o

KMN9Sa  velBad velBad:

VELBar

Fonte: Produzido pelo autor.

Através desse experimento observou-se que mesmo apos a delecdo do
gene (velBaA), ndo houve diferenca na producéo de melanina se comparado as
cepas selvagem e reconstituida, e portanto, sugere-se que nao ha participacéo
de VelB na biossintese de melanina de C. neoformans.

F.2. Producéo de capsula

Importante fator de viruléncia, a capsula polissacaridica € a superficie de
contato entre C. neoformans e o hospedeiro. Qualquer alteracdo em sua
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composicdo, conformacdo ou regulacdo pode modificar essas interacOes e
alterar significativamente a capacidade de viruléncia do fungo. Todas as cepas
testadas foram capazes de produzir capsula na condicéo testada, no entanto
nao foi avaliado o seu tamanho e sua composicao. O gene em estudo (VELB)
parecer ndo interferir na sintese da capsula polissacaridica em C. neoformans.

Figura 26: Analise da producdo de capsula polissacaridica em C. neoformans.
Utilizou-se o0 meio DEMEM + MOPS, incubadas a 37°C por 72h. Tinta nanquin foi
utilizada para observacado de capsula das cepas selvagem KN99a, mutante velBaA e
reconstituido velBaA::VELBa. As células foram avaliadas em microscopio Optico. Barra:
10um.

KNSS« velBad velBad:VELBa

Fonte: Produzido pelo autor.

F.3. Producéo de Urease

A capacidade de produzir urease foi analisada nas cepas selvagens e
mutantes pelo plagueamento em meio Christiansen’s Urea Agar. A urease é
um fator de viruléncia relacionado a capacidade de C. neoformans transpassar
a barreira hematoencefalica (Singh et al., 2013). Embora a atividade de urease
nao seja necessaria para o desenvolvimento do fungo, os padrées de difuséo
fungica nos tecidos apds a inoculagéo intravenosa do mutante nulo diferem
daqueles da linhagem selvagem (Olszewski et al., 2004).

A Figura 27 mostra o experimento realizado com as cepas selvagem,

mutante e reconstituido no meio de Christiansen’s Urea Agar.

Figura 27: Andlise da producdo de urease em cepas selvagem KN99a, mutante

velBaA e reconstituido velBaA::VELBa de C. neoformans a 30 °C. As cepas foram
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incubadas em meio Christiansen’s Urea Agar a 30 °C por 48-72 h. A cor rosa da

colbnia indica producéo de urease.

KM99x  velBod ve|Bod::
VELBD

Fonte: Produzido pelo autor.

Esse meio de cultura avalia a capacidade dos microrganismos de utilizar
uréia como fonte de nitrogénio. Agueles que a utilizam sdo capazes de
sintetizar urease, metabolizando a uréia em NH3; e aumentando o pH do meio a
medida em que é produzida, alterando a cor do meio para rosa ou vermelho. A
coloracdo rosea das colbnias comprovou a capacidade de todas as cepas
produzirem urease. A perda do gene VELB n&o parece influenciar a produgao
de urease. Como C.neoformans necessita da urease para transpassar a
barreira hematoencefalica e se alojar no SNC causando meningite e
meningoencefalite, e o gene VELB né&o influencia na producéo desta enzima,

sua perda nao altera a viruléncia do fungo nesse quesito.
F.4. Producéo de Fosfolipase

A capacidade de producao de fosfolipase das cepas selvagem KN99a,
mutante velBA e reconstituido velBaA::VELBa de C. neoformans foi testada
através de incubacdo em meio de emulsdo de gema de ovo. A Figura 28
mostra o0 crescimento das cepas estudadas em meio de emulsdo de gema de
ovo para que seja observado a producdo de halos de degradacdo de
fosfolipideos.

Figura 28: Analise da produgao de fosfolipase em cepas selvagem KN99a, mutante
velBA e reconstituido velB::VELBa de C. neoformans a 30 °C. As cepas foram
incubadas em meio de emulsdo de gema de ovo a 30 °C por 48-72 h para observac¢ao

da formacao de halos de atividade enzimatica.
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KN9Oa velBaA velBaa: VELBa

Fonte: Producé&o do autor.

Nao foi possivel identificar qualquer alteracdo do mutante VELB em
relacédo a cepa selvagem e até mesmo a cepa reconstituida. A funcdo de VELB
em C. neoformans parece ndo estar relacionada a producdo e secrecéo de

fosfolipase ou a viruléncia dependente de fosfolipase.
G. Acasalamento: Teste de Fuséao

Em fungos, o acasalamento sempre envolve duas células de tipo sexual
oposto que secretam feromdnios com o objetivo de induzir a fuséo celular e,
consequentemente, fusdo nuclear e meiose, para gerar progénie recombinante
(Feretzaki e Heitman, 2013). Em experimentos realizados por nosso grupo de
pesquisa, avaliou-se a capacidade de fusdo de todos os mutantes dos genes
Velvet de C. neoformans estudados no grupo (Figura 29).

Figura 29: Ensaio de fusdo de mutantes Velvet. Teste de fusdo com o0s cruzamentos
bilaterais de selvagens KN99a e mutantes de VELB incubados em meio MS na
auséncia de luz. Apdés 24 horas de co-cultivo uma aliquota de 200 pL de cada
cruzamento foi plagueada em meio YPD acrescido com 200 pg/mL de Higromicina B e
Nurseotricina. As placas foram documentadas apés 5 dias de crescimento a 30 °C. 1)
Esquema da etapa de fusdo celular. 2) Cruzamentos de todos mutantes Velvets
estudados no grupo e controle (a) KN99a x KN99a — controle negativo; (b) vosAa x
vosAda, (c) veAa x veAa; (d) velCa x velCa; (e) velBa x velBa. 3) Cruzamento para
confirmar resultado de auséncia de fusdo do mutante de VELB (a) KN99a x KN99a —
controle negativo; (b) velBa x velBa. Em vermelho estdo as placas onde foram
realizados os testes com mutantes de VELB.
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Fonte: Produzido pelo autor.

Apds analise das placas de YPD contendo os antibidticos Hygromicina B
e Nourseotricina, observou-se que os mutantes das proteinas Velvets VosA e

VelB apresentaram defeito no processo de fusao celular pois ndo apareceram

colénias nas placas contendo os antibidticos onde foram plagueados os
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cruzamentos dos mutantes de VELB e VOSA. A auséncia de fusdo nos
cruzamentos pode indicar problemas de sensoriamento ou na via de feromonio
desses mutantes. Sabe-se que os ferombnios do acasalamento sdo essenciais
para o reconhecimento inicial e para as etapas de fusédo célula-célula (Shen et
al., 2002). Repetiram-se os testes com o gene estudado no trabalho (VELB)
com o intuito de confirmar o resultado (Figura 28.2).

ApOs realizacdo do segundo teste, confirmou-se que os mutantes de
VELB apresentam defeitos na fusao celular, etapa fundamental para o

processo de acasalamento.

H. Acasalamento: producéao de filamentos

Na natureza, C. neoformans ocorre predominantemente na forma
hapléide enquanto realiza reproducdo sexuada em resposta a limitacdo
nutricional ou a sinais ambientais especificos. Foi avaliada a capacidade das
leveduras haploides de realizarem acasalamento em diferentes meios de
cultura, inclusive em meios que mimetizam condi¢c6es precarias de nitrogénio e
gue se sabe pela literatura estimulam o acasalamento. Foi observado a
auséncia de filamentos caracteristicos de acasalamento nos cruzamentos
bilaterais dos mutantes de VELB (velBaA vs. velBaA) em condices favoraveis
(escuro) (Figura 30), que nao foram detectados nem ao final do experimento
gue corresponde ao 10° dia de observacédo. Observa-se um ligeiro atraso no
aparecimento de hifas nos cruzamentos entre os selvagens e 0s mutantes de
VELB, (velBA vs. KN99), no entanto no final de 10 dias é possivel detectar os
filamentos, indicando que é necessaria pelo menos uma cépia de VELB intacta
para que o acasalamento ocorra. Este resultado sugere que VELB seja um
regulador positivo de acasalamento em C. neoformans, tendo em vista que sua

auséncia no genoma promove o bloqueio da producéo de filamentos.

Figura 30: Acasalamento acompanhado diariamente realizado em meio Filament e
SLAD na auséncia de luz (escuro) a temperatura ambiente. O aparecimento de
filamentos caracteristicos de acasalamento, entre mutantes de VELB nao foi detectado
entre as linhagens mutantes, apenas entre as linhagens selvagens e nos cruzamentos

entre selvagens e mutantes. As fotos foram tiradas em microscépio Optico com a
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objetiva 4X — Escala foto original: 250 pm/cm a partir do 7°dia de incubacdo. Os

retangulos em vermelho mostram os cruzamentos entre mutantes de VELB.

Filament
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Fonte: Produzido pelo autor.

O transformante reconstituido 02R.velBaA:VELBa recuperou a

capacidade de realizar acasalamento e produzir hifas, inclusive quando
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submetidos a cruzamentos com cepas mutantes. O gene VELB foi reintegrado
ao genoma do mutante velBA (Figura 31).

Figura 31: Teste de acasalamento da cepa reconstituida de VELB. Painel
ilustrativo dos cruzamentos velBaA vs. O02R.velBaA:VELBa e KN99a vs.
02R.velBaA::VELBa em meio agar Filament e SLAD ao longo de 14 dias de incubagéao
no escuro, a temperatura ambiente. Zoom microscopio 4 X — Escala foto original: 250
pm/cm.

velBa vs. velBaA::velBa

KN99a vs. velBaA::velBa

SLAD

velBa vs. velBaA::velBa

KN99a vs. velBaA::velBa

Fonte: Produzido pelo autor.

I. Ensaio de fagocitose por macréfagos J774

As cepas selvagem, mutante e reconstituida foram avaliadas quanto a
sua capacidade de sobrevivéncia apés fagocitose por macréfagos J774.
Estudos anteriores de outros Velvets em C.neoformans mostraram que a
auséncia de VEA ou VELC néo atenua a viruléncia do fungo (Santos, T.C,
2014) A auséncia do gene VOSA também ndo atenua a viruléncia de
C.neoformans (Peconick,LDF, 2013). Os ensaios foram realizados em uma

proporcao de macrofagos : leveduras de 1:5.

Figura 32: Ensaio de sobrevivéncia de C. neoformans apds fagocitose por macréfagos
peritoniais. Teste in vitro utilizando macréfagos peritoniais J774.A1 e as cepas

selvagem (KN99a), mutante (VelBaA) e reconstituida (velBaA::VelBa) de C.



95

neoformans. Experimentos foram realizados em ftriplicata biolégica e duplicata
experimental, com as trés cepas distintas (selvagem, mutante e reconstituida. O
gréfico representa as células fungicas que sobreviveram apés lise doas macréfagos
através das Unidades Formadoras de Colénia (UFC), obtidas por plagueamento em

meio YPD. A incubacao se deu a 30° C por 48h.

Sobrevivéncia em Macrofagos
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Fonte: Produzido pelo autor.

A partir da analise dos resultados do teste de viruléncia foi possivel
afirmar que ndo ha diferenca significativa entre as taxas de sobrevivéncia das
cepas avaliadas (p<0,05) de acordo com teste estatistico Oneway ANOVA
seguido de teste de Tukey. A auséncia de VelB n&o altera a capacidade de

sobrevivéncia de C. neoformans apoés fagocitose por macrofagos J774.

J. Analise da interacdo entre as proteinas Velvets de C. neoformans—
Duplo-Hibrido

Em A. nidulans as interacOes e a formacdo de complexos entre as
proteinas Velvets ja sdo amplamentente estudadas. A fim de verificar a
interacdo dos Velvets de C. neoformans, foram construidas cepas das iscas e
presas contendo os genes velvets fusionados ao dominio de ativacao (AD) ou
dominio de ligacdo (BD) de GAL4. Para que isso fosse possivel, foram
amplificados cada um dos cDNAs dos velvets de C. neoformans para posterior

clonagem no plasmideo da isca (pGBKT7) e da presa (pGADT7).
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Figura 33: Isolamento dos insertos dos velvets de C. neoformans. (A) Amplificacdo
dos cDNAs das iscas de VEA, VELB e VELC. (B) Amplificacdo do cDNA da isca de
VOSA. (C) Amplificagcdo do cDNA da presa de VEA. (D) Amplificagdo dos cDNAs das
presas de VELB e VELC.. Os tamanhos esperados foram 1,6 Kb para VEA, 1,7 Kb por
VELB; 1,5 Kb para VELC e 1,9 Kb para VOSA.

M: Marcador
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A2:VELB isca B1:VOSAisca
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0,5 kb
C D

VEER Y BvY VI: Marcador
D1: VELB presa
D2: VELB presa

M 1 M: Marcador
C1l: VEA presa

3,0 kb

3,0 kb
1,0kb

0,5 kb

1,0 kb

Fonte: Produzido pelo autor.

Para a replicacdo dos plasmideos com os insertos de interesse, foi
realizada a transformagédo de E. coli competentes Stellar™ (Clontech) por
choque térmico, conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, as células
transformadas foram plagueadas em meio LB Agar acrescido da droga a qual o

plasmideo conferia resisténcia (Canamicina para pGBKT7 e Ampicilina para
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pPpGADT7) e incubadas a 37 °C por 16 horas. Decorridas as 16 horas, foram
escolhidas coldnias aleatérias e as mesmas foram inoculadas em meio LB
liquido para posterior extragdo do DNA plasmidial que fora extraido com o
auxilio do kit lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) conforme as
instrucbes do fabricante. Apés a extracdo, 5 pL de cada DNA plasmidial foi
submetido a eletoforese em gel de agarose 0,8% e quantificado para posterior
transformacao das células de S. cereviseae.

Figura 34: Eletroforese dos plasmideos intactos apos realizacdo da miniprep. (A)
Plasmideos pGBKT7 e pGADT7 clonados os insertos de VEA de C. neoformans. (B)
Plasmideos pGBKT7 e pGADT7 clonados os insertos de VELB e pGADT7 clonado
com VELC de C. neoformans. (C) Plasmideo pGBKT7 clonado com VELC de C.

neoformans.

A B
EE e M: Marcador
M123456 7891011  M: Marcador BBt B1: pGADT7
Al: pGBKT7 M123 456 7891011121314 BZ:VELBisca 1
: AL EA :
-‘=""m."lg‘ ﬁ;ﬁﬁ:zz; i "t" L .. .4 | B3:VEBisca2
¥ dessavi : g iR 1 : B4: VELBisca 3
- iu ..'.“‘ A4:VEAisca3 g..‘i' JV UL 1) BS: VELB ;22:4
' < AS:VEAiscad 30k & '
o4 . - B6: VELB presal
5 A6:VEAisca5 -
B . B7:VELB presa 2
v A7:VEAisca6 bond
1,0kb - - B8: VELB presa 3
~ A8:VEApresal 10kb | e .
- = B9: VELB presa 4
05kb = A9: VEA presa 2 = B10: -
. 05kb e '
- ﬁi(l)x:: presai - B11: VELC presa 1
“ -VEApresa & B12: VELC presa 2

B13: VELC presa 3
B14: VELC presa 4

M: Marcador
C1: pGBKT7
C2: VELCiscal

10,0 kb

3,0kb

Fonte: Producéo do autor.

Foi realizada a confirmacgao da clonagem do inserto em seus respectivos
vetores por meio de PCR de dois passos, utlizando 0s mesmos
oligonucleotideos necessarios para o isolamento do cDNA dos genes-alvo. Os
fragmentos foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose
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0,8%, os quais deviam possuir os tamanhos de 1,6 Kb para VEA; 1,7 Kb para
VELB; 1,5 Kb para VELC e 1,9 Kb para VOSA.

Figura 35: PCR de confirmacao de insercdo dos insertos nos plasmideos. (A) PCR
dos insertos (iscas e presas) de VEA. (B) PCR dos insertos (iscas e presas) de VELB
e presas de VELC.

M12 3456 7891011

M: Marcador 123456789 1011121314 EEYEVAenie

A1: VEA gendmico A B1: VELB gendmico
A2:VEAiscal B2:VELBisca 1
A3:VEAisca2 B3:VELBisca 2
A4:VEAisca 3 B4: VELBisca 3

A5: VEAisca4 BS: VELBisca 4
A6: VEAisca 5 B6: VELB presa 1
A7:VEAisca6 B7: VELB presa 2
A8: VEA presa 1 B8: VELB presa 3
A9: VEA presa 2 B9: VELB presa 4
A10: VEA presa 3 B10: VELC genémico
Al1:VEApresad B11: VELCpresal
B12: VELC presa 2
B13:VELCpresa3
B12: VELC presa 4

Fonte: Producé&o do autor.

Devido a auséncia de fragmentos clonados nos plasmideos da presa de
VELC escolhidas anteriormente, foi realizada a PCR do sistema de
recombinacdo utilizando os oligonucleotideos usados para o isolamento do
cDNA de VELC e concomitantemente foi realizada PCR de colonia das
bactérias transformantes que ndo haviam sido escolhidas anteriormente com a
enzima PyroStat™ Fast PCR (Fermentas Life Science). O amplicon foi
confirmado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8% no qual teria de

ter um tamanho de 1,5kb.
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Figura 36: PCR do sistema de recombina¢cédo e PCR de colénia das presas de VELC.
(A) PCR do sistema de coldnia da presa de VELC. (B) PCR de colbnias transformadas

com o sistema de recombinagéo da presa de VELC.

M:123456:78 9101112 M: Marcador

B1: VELC genémico
B2: VELC cDNA
B3:VELCpresal
B4: VELC presa 2
B5: VELC presa 3
B6: VELC presa 4
B7:VELC presa 6
B8: VELC presa 7
B9: VELC presa 8
B10: VELC presa 9
B11: VELC presa 10
B12: VELC presa 11
B13: VELC presa 12
B12: VELC presa 13

M: Marcador
Al: VELC
gendémico

A2: VELC cDNA
A3: Sistema de
recombinacao

3,0kb

1,0kb

Fonte: Produzido pelo autor.

Além da primeira confirmacdo da clonagem por PCR utilizando os
fragmentos do isolamento do cDNA, foi realizada uma segunda confirmacéo
com a enzima Phusion (Thermo Scientific) a fim de verificar se os insertos
haviam entrado corretamente no plasmideo. Para tal, foi utlizado o
oligonucleotideo T7 com o oligonucleotideo reverso utilizado para o isolamento
do cDNA de seu respectivo Velvet. Foi feita confirmacdo por eletroforese em
gel de agarose (0,8%) para que se obtivessem os seguintes fragmentos: VEA
(1,7kb), VOSA (2kb) e VELB e VELC, 1,9kb.

Figura 37: Confirmacdo da clonagem por meio de PCR com oligonucleotideo T7. (A)
Amplificacédo dos insertos de VEA presa e isca. (B) Amplificacdo dos insertos de VELB
isca e presa. (C) Amplificacdo dos insertos de VELC isca e presa. (D) Amplificacéo
dos insertos da isca de VOSA. Os tamanhos esperados foram de aproximamente 1, 7
Kb para VEA, 1,8 Kb para VELB, 1,6 Kb para VELC e 2 Kb para VOSA.



A

M 10273 4550607287910

3,0kb

1,0kb

3,0kb

1,0kb

0,5 kb

M: Marcador
Al:VEAiscal
A2:VEAisca2
A3:VEAisca3
A4:VEAisca 4
AS:VEAiscal
A6: VEAisca 2
A7:VEApresal
A8: VEA presa 2
A9: VEA presa 3
A10: VEA presa 4

M: Marcador
C1: VELBisca 4
C2: VELB presa 9

Fonte: Produzido pelo autor.

3,0kb

1,0 kb

0,5 kb

R T B I A1 VI: Marcador
B1:VELBisca 1
B2: VELB isca 2
B3:VELBisca 3
B4:VELBisca 4
B5: VELB presa 1
B6: VELB presa 2
B7: VELB presa 3
B8: VELB presa 4

3,0kb

1,0kb

0,5 kb
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Ainda ndo foram realizadas as outras etapas do duplo-hibrido, visto que

os plasmideos estdo em etapa de sequenciamento para que sejam

confirmados antes de dar continuidade as outras etapas do experimento. Até o

término, ndo se pode concluir sobre a interagdo das proteinas Velvet em

C.neoformans.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados dos experimentos realizados para analise funcional de
VELB em C. neoformans demonstraram que a perda deste gene nao prejudica
a produgdo dos principais fatores de viruléncia deste fungo tais como seu
crescimento a 37°C (temperatura corporal do hospedeiro), sintese de melanina,
producédo de urease e fosfolipase e producdo da capsula, considerado por
muitos como o principal fator de viruléncia de C.neoformans. Foi testada a
capacidade do mutante velB de sobreviver apos fagocitose por macréfagos em
ensaios in vitro e nao foi mostrada nenhuma diferenca significativa de
crescimento comparada a cepa selvagem.

A perda de VELB também ndo afeta a sensibilidade do fungo as
condicbes estressoras osmoéticas e de parede, conforme demonstrado em
diversos testes realizados.

Em contrapartida, a dele¢cdo de VELB provoca um bloqueio da produgéo
de hifas provenientes de cruzamento entre os mutantes velBA de tipos sexuais
opostos em relacdo ao cruzamento entre 0s selvagens, indicando que o gene
VELB é essencial para o desenvolvimento sexuado de C.neoformans. Além
disto, observou-se pelo ensaio de fusdo que o cruzamento dos mutantes de
VELB néo produz fuséo entre as células de tipos sexuais opostos etapa crucial
para o acasalemanto neste fungo. Estes resultados demonstram que VELB é
um regulador positivo de acasalamento em C. neoformans.

Visto que em diferentes fungos, incluindo A. nidulans, foram observadas
formagcbes de complexos entre as proteinas Velvets, estdo em andamento
experimentos de duplo hibrido para avaliar a interacéo entre estas proteinas de
C. neoformans. As etapas de obtencdo dos cDNAs, clonagem nos vetores isca
e presa, transformacéo nas linhagens de S. cerevisiae ja foram realizadas, no
entanto, estdo sendo realizados os sequenciamentos dos plasmideos para dar
continuidade aos experimentos que consistem nos testes de acasalamento
para avaliar as possiveis interacbes das proteinas Velvets de C. neoformans.
Até o presente momento ainda ndo se sabe quais outros genes podem estar
sendo regulados por VelB ou quais sdo suas proteinas interactantes.

Estudos anteriores ja demonstraram e deixaram claros os papéis de
VELB e sua regulacdo durante a conidiogénese em ascomicetos. Em A.

nidulans, VelB é um regulador multifuncional de desenvolvimento e
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desempenham um papel crucial durante todo o ciclo de vida do fungo (Ni e Yu,
2007) . A interacdo entre VelB e suas proteinas parceiras (VelB, VeA ou VosA)
desempenham diferentes papéis no controle do desenvolvimento de fungos e
esporogénese.. Em C.neoformans, podemos observar com os testes realizados
durante esse trabalho e em trabalhos anteriores, como descrito por Peconick,
LDF 2013 que tanto VelB quanto VOsSA apresentam-se essenciais para o
processo de fusao celular e aparecimento de hifas no acasalamento e portanto
podem ser considerados reguladores positivos de desenvolvimento sexual
desempenhando um papel crucial no ciclo de vida do fungo.

Apds a conclusdo dos experimentos de duplo-hibrido, sera possivel
entender como estas proteinas Velvets se interrelacionam em C. neoformans.
Até o momento, podemos presumir que VelB ndo afeta os fatores de viruléncia
de C.neoformans, mas esta diretamente envolvido com o processo de
acasalamento do fungo em questdo. Ainda ndo haviam sido feitos estudos com
proteinas Velvet em C.neoformans e com certeza o estudo servira de base

para futuras investigacdes no assunto.
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