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Every mother thinks her child is an oak,
but the world never lacks for cabbages.

Robertson Davies, World of Wonders



Resumo

Fatores de transcricdo da familia Gtil/Pac2 ocorrem exclusivamente em
fungos e foram cooptados pela evolugcdo para desempenhar papéis reguladores
distintos de acordo com a espécie, papéis esses que vao do controle da transicéo
micélio-levedura e viruléncia em fungos termodimérficos, a regulacdo do
acasalamento em Candida e do metabolismo secundéario em patdgenos de plantas.
Como essas sao funcbes-chaves para patogénese, levantamos a hipétese de que o
homélogo em Cryptococcus neoformans poderia também controlar a viruléncia, no
caso em questdo de um importante patégeno fungico de humanos, que causa uma
doenca que vitima centenas de milhares de pessoas todo ano. O mutante para o
gene que caracterizamos retém a capacidade de secretar diversas substancias
associadas a viruléncia — melanina, urease e fosfolipase — mas é hipocapsular e tem
um defeito de citocinese e de crescimento a 37 °C. E avirulento em camundongos e
hipovirulento em Galleria a 30 °C, o que indica que a temperatura do hospedeiro ndo
€ a Unica razao para o fenétipo observado. Além disso, a andlise de RNA-Seq mostra
gue na auséncia da proteina correspondente, a expressao da maioria das ORFs
codantes do locus MAT ¢ parcial ou completamente reprimida a 37 °C num meio de
cultura de células. Entretanto, o mutante ndo apresenta um defeito na iniciacdo do
acasalamento. Estes resultados ddo suporte a idéia de que acasalamento e a
resposta a estresses ambientais sdo mecanismos que evoluiram paralelamente, e é
0 primeiro relato de um fator de transcricdo que controla o locus MAT de um
patdgeno fungico num contexto independente do acasalamento. A proteina foi,

portanto, nomeada MAT locus controller 1 (“controladora do locus MAT 17, Mic1).



Abstract

Gtil/Pac2 transcription factors occur exclusively in fungi and have been co-
opted during evolution to perform distinct regulatory roles according to species,
ranging from yeast-to-mycelium transition and virulence in dimorphic fungi, to mating
in Candida and secondary metabolism in plant pathogens. As these roles are
important in causing disease, we hypothesized that the Cryptococcus neoformans
homologue could also control virulence in this important fungal pathogen, which
causes a disease that kills hundreds of thousands of people each year. The mutant
for this gene retains the ability to secrete several substances associated with
virulence — melanin, urease and phospholipase — but is hypocapsular and has a
cytokinesis and a growth defect at 37 °C. It is avirulent in mice and hypovirulent in
Galleria at 30 °C, which indicates that host temperature is not the only reason.
Furthermore, RNA-Seq analysis shows that in the absence of the protein, the
expression of most protein-coding ORFs of the MAT locus is partial or completely
repressed at 37 °C in a cell culture medium. However, the mutant does not have a
defect in mating initiation. These results support the idea that mating and the
response to environmental stress are co-evolved mechanisms, and is the first report
of a transcription factor that controls the MAT locus of a fungal pathogen in a mating-

unrelated context. The protein has thus been named MAT locus controller 1 (Micl).



Introducao
O género Cryptococcus e a criptococose

Dentre os patdégenos humanos, os fungos causadores de infec¢des
sistémicas merecem especial atencdo. Como eucariotos, eles imp&em dificuldades
a terapéutica, uma vez que muitos de seus mecanismos moleculares que poderiam
servir de alvo para agentes quimioterapicos sdo compartilhados com as células do
hospedeiro; ndo por outro motivo, muitos dos antifingicos existentes possuem
efeitos colaterais significativos®. Outros tém acéo restrita a algumas espécies, e a
eficacia global dessa classe de medicamentos no controle de micoses sistémicas é
insatisfatdria?.

Além disso, e ao contrario dos demais patdégenos eucaridticos — tais como
helmintos e protistas —, a maioria dos fungos possui ciclo de vida completo sem a
necessidade de um hospedeiro animal, e as doencas correspondentes nao
apresentam transmissibilidade inter-individual (as exce¢fes mais notaveis sao
Candida albicans e Pneumocystis jirovecii, que ndo possuem formas ambientais
conhecidas). Micoses sistémicas provocadas por fungos ambientais séo, via de
regra, contraidas pela inalacdo de propagulos ambientais (esporos, fragmentos de
hifas e leveduras ressecadas) e 0 sucesso da infeccdo depende, na maioria dos
casos, do estado imunitario do hospedeiro humano.

Portanto, as micoses sistémicas podem ser divididas em oportunistas e
primarias. O primeiro grupo, que corresponde a maioria dos casos, tem importancia
crescente em funcdo do aumento da populacdo de pacientes imunossuprimidos,
com particular destaque para os portadores de HIV2. Especialmente vulneraveis sdo
os portadores de imunossupressao terapéutica de longo prazo: além de pacientes

oncolégicos em regime quimioterapico, transplantados e acometidos de doencas



autoimunes, ambos os quais sdo mantidos sob imunomodulagdo constante para
evitar a recidiva dos sintomas3.

Quatro patégenos provocam a maioria das infeccdes oportunistas: P. jirovecii,
C. albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans. O primeiro € um
ascomiceto comensal obrigatério, especifico de seres humanos, cuja mortalidade se
da por pneumonia®*. O segundo é um ascomiceto integrante da microbiota da maioria
dos seres humanos cuja mortalidade se da por sepse e infeccado renal;
morfologicamente, é um fungo pleiomérfico que forma um biofilme invasor
responsavel pela patogénese, e cujas formas de micélio e levedura respondem por
aspectos da doenca®. O terceiro é um ascomiceto ambiental, cujo crescimento
vegetativo é exclusivamente filamentoso e que provoca mortalidade por pneumonia®.

C. neoformans, por sua vez, € um basidiomiceto. Ele e a espécie-irma C.
gattii sdo os Unicos representantes do filo Basidiomycota que infectam humanos
regularmente. Criptococos sao leveduras de vida livre, encapsuladas, normalmente
isoladas de matéria vegetal (uma associacdo classica, no caso C. gattii, € com
eucaliptos) ou de excretas de aves (pombos em especial)’. Estima-se que a quase
totalidade de populagdo humana entra em contato com leveduras dessecadas e
esporos de Cryptococcus regularmente, e anticorpos contra componentes desses
fungos sdo detectaveis em até 100% da populacdo adulta, dependendo do estudo®.

Enquanto ascomicetos tipicamente provocam infecgdes pulmonares (fungos
termo-dimorficos) ou multi-viscerais (Candida), e os dois basidiomicetos se
distinguem dos demais fungos patogénicos por seu pronunciado neurotropismo: a
criptococose é uma forma agressiva de meningoencefalite, cuja mortalidade, mesmo
na vigéncia de tratamento, pode chegar a 70%°. Anualmente, estima-se que mais
de 600.000 pessoas morram da doenca no mundo®, e os sobreviventes ndo raro
apresentam sequelas neurologicas importantes. A criptococose € condicao
definidora de AIDS — assim como tuberculose, toxoplasmose e outras — e a
populacéo de aidéticos na Africa subsaariana responde pela maioria dos casos®.
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Finalmente, além da infec¢do oportunista, provocada por C. neoformans, uma
preocupacdo epidemioldgica emergente € o aumento do numero de casos de
infeccdo priméaria, provocada principalmente por C. gatti. Uma forma
particularmente agressiva de criptococose gattii se iniciou a partir da cidade de
Vancouver (Columbia Britanica, Canada), de onde tem se espalhado para o
noroeste da costa do Pacifico®.

O diagndstico de criptococose se da por deteccao direta do fungo em liquor
pelo teste da tinta nanquim, que evidencia a cdpsula do fungo, ou por cultura direta
a partir de amostras de tecido; o fungo também pode ser detectado como uma
levedura em brotamento por meio de observacgdo histopatolégicall. O tratamento-
padrdo da criptococose!! é feito por uma fase de inducdo de duas semanas com
anfotericina B (forma de deoxicolato a 0,7-1 mg/kg/dia; ou formulagéo lipossomal a
3-6 mg/kg/dia) mais outro antifingico, que pode ser a flucitosina (100 mg/kg/dia) ou
o fluconazol (800-1200 mg/dia), seguida de uma fase de consolidagdo usando
apenas o fluconazol por oito semanas a 400 mg/kg/dia, e uma fase de manutengao
com fluconazol a 200 mg/kg/dia durante até um ano.

A resposta imunitaria do hospedeiro humano ao criptococo é tanto essencial
para o controle da infecgdo como parte do mecanismo de disseminacao dele pelo
organismo, como componente do dano tecidual e da letalidade provocada pela
doenca'?. Embora os componentes humorais inato (complemento) e adaptativo
(anticorpos) da resposta tenham papel na supressao do patégeno, a resposta celular
€ a maior responsavel. A fagocitose por macréfagos seguida de eliminagéo do fungo
€ o principal mecanismo, mas 0 macréfago também é responsavel pela
disseminacao do criptococo para sitios distantes do ponto de entrada pulmonar, tais
como o sistema nervoso central'?, Além disso, um das causas de letalidade pelo
criptococo em pacientes imunossuprimidos é a sindrome inflamatéria de
reconstituicdo imunitaria (IRIS)!?, uma forma exacerbada de resposta que pode
causar danos teciduais extensos e provocar morte do paciente, e particularmente

5



comum quando se inicia terapia anti-retroviral em pacientes de criptococose sem
que esta tenha sido controlada.

Além da meningoencefalite, a pneumonia é componente significativo da
letalidade por Cryptococcus, especialmente em aidéticos'?, por C. neoformans, e em
imunocompetentes, por C. gattii. Embora a maioria dos achados de criptococose
pulmonar sejam nodulos granulomatosos solitarios e assintomaticos, o quadro
agudo pode rapidamente evoluir para sindrome de desconforto respiratorio e exigir
intervencdo terapéutica. O criptococo pode atingir outros 6rgaos, tais como pele,
préstata, globo ocular e ossos!?.

Uma das hipoteses vigentes sobre a evolugdo dos criptococos patogénicos
postula que C. gattii surgiu na regido da bacia amazénica e de la se espalhou
globalmente, adaptando-se, em contraste com a maioria dos fungos dimérficos, a
zonas temperadas®®. Quanto a C. neoformans, dados recentes sugerem uma
disperséo a partir da Africa subsaariana?®.

C. neoformans e C. gattii englobam, na verdade, pelo menos nove espécies
filogeneticamente distinguiveis'®. Para todos os efeitos praticos, as duas espécies
patogénicas de Cryptococcus sdo equivalentes no tocante as formas de crescimento
e aos fatores de viruléncia, de modo que, doravante, tratar-se-a apenas de C.

neoformans.

Atributos de viruléncia de C. neoformans

O principal agente causador da criptococose € uma levedura que se reproduz
por mitose seguida de brotamento. Existem duas sorovariantes, C. neoformans var.
grubii e C. neoformans var. neoformans. As células sdo encontradas, in vitro,
isoladas ou em pares de mée e filha, ou ainda em aglomerados pequenos. Como a
maioria dos fungos, possuem parede celular composta de beta-glucana e quitina,

mas séo ainda envolvidas por uma capsula polissacaridica?®.



Além da capacidade de crescer a 37 °C, essa capsula é um dos fatores
fundamentais para que o criptococo estabeleca infecgdo no hospedeiro humano.
Sempre presente em baixos niveis, a capsula é fortemente induzida in vivo, ou
mediante determinadas condi¢cbes in vitro, e sua espessura pode exceder

significativamente o didmetro do corpo celular (figura 1).

Figura 1. Células de C. neoformans cepa H99 cultivadas em meio minimo liquido por
24 horas e ressuspendidas em Percoll® (1:1 em &gua). Microscopia de contraste de
interferéncia diferencial. Observe a capsula como uma regido de relevo ao redor do
corpo celular. Barra, 5 pm.

A capsula é composta principalmente de glucuronoxilomanana (GXM) e,
em menor proporcdo, de glucuronoxilomanogalactana (GXMGal), além de
manoproteinas!’. Sabe-se que ela é responsavel por proteger a levedura da
fagocitose na auséncia de anticorpos opsonizantes, permitir sua reproducdo no
interior de macrofagos e exercer efeitos imunomoduladores vantajosos para o
fungo'’. Observagbes in vivo e in vitro determinaram que polissacarideos
capsulares sado secretados no meio de cultura e encontrados na corrente sanguinea
de pacientes e animais infectados!’. Esses componentes capsulares secretados
também possuem funcéo imunomoduladora, e em estudos de mutantes de céapsula,
a dosagem da GXM secretada é levada em consideracdo como indicativa de perda
ou defeito de viruléncia®®.

Outro fator importante de viruléncia é a capacidade de melanizacéo do

criptococo. Mesmo em comparacao com outras espécies do género Cryptococcus,

as espécies patogénicas produzem o pigmento em grande quantidade e ele



desempenha funcdes antioxidantes, antifagociticas e imunomoduladoras?®. Cepas
amelanociticas séo avirulentas e o pigmento é essencial para o sucesso da infeccdo
no sistema nervoso central. A melanina, por suas caracteristicas fisico-quimicas,
também ¢é capaz de sequestrar grande variedade de substancias, inclusive
antifingicos e peptideos antimicrobianos, conferindo maior resisténcia da levedura
a sua presenca’®.

Outros fatores de viruléncia em C. neoformans possuem papéis mais
especificos. A fosfolipase B1 (PIbl) é necesséria para a invasdo do tecido pulmonar
e contribui para a sobrevivéncia no interior do macréfago?’, enquanto a urease é
necessaria para que a levedura atravesse a barreira hemato-encefélica e colonize
o0 sistema nervoso central?!,

A forma leveduriforme e de expansdo clonal de C. neoformans é
predominante, mas ndo Unica: o fungo possui ciclo sexual conhecido e a forma
teleomorfica € conhecida como Filobasidiella neoformans?2. Conforme a
nomenclatura usual em fungos, 0s parceiros sexuais se denominam ae a. A fusao
de parceiros resulta no crescimento filamentoso (hifa dicariética). A porcao terminal
do filamento se desenvolve no formato de basidio, onde ocorre a fusdo de nucleos,
meiose e a formacédo de cadeias de basididésporos. Ambas as formas sdo capazes
de provocar infeccdo, mas a forma a € tida como mais agressiva e mais propensa
a invadir o sistema nervoso central, embora ndo esteja claro se isso se trata de um
artefato de notificacdo epidemioldgica, ou do fato de que, em co-infecgéo, a forma
a apresenta menor neurotropismo?324,

Além da reproducao sexuada, C. neoformans apresenta uma forma de
ciclo parassexual®?, a frutificacdo monocariética, em que ocorre a fusédo de células
do mesmo tipo sexual, seguida da formacdo de uma hifa monocariética (nucleo
dipl6ide), que desenvolve um basidio e sofre meiose, gerando basidiésporos da
mesma forma que o ciclo sexual. Morfologicamente, a hifa monocariética difere da
dicariética pelas juncdes, que ndo sdo comunicantes entre os compartimentos
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septados no caso da primeira. As duas formas filamentosas séo ilustradas na figura
225

Acasalamento

Basidio e
4 O o
Fusic fé o Esporulagac
FuSav ‘< P 2 . =
nuclear Meiose 0 5
— 4 x .
| -] ] S B
B — 2 & y J
" L o A
e P ) \Q 7 0
NHastospor ] o“ ' “0'
lastésporc g 9 o'oY
haplode
LA / 1
A %
o [~ J/ -
. - - e 2% . 8 : Basidi6sporos
Lerminagaoc e 8 Jispersao
o o
Diploidizacao T\ y
P Basidio s qo °4° °¢°
Niseachais - ® #
fonocarion '_f,o\ @ ’&O

m:i‘o‘f o®

Blast6SpOrs ——— /
———— Esporulacao
dipléide B Meiose ['ﬂ |
o o
'._‘

=

edura "il loide
Frutificagdo monocariética

Figura 2. Acasalamento (metade superior) e frutificacdo monocarittica (metade inferior)
em C. neoformans. Observe a formacao de blastdsporos hapléides e dipléides ao longo
dos filamentos; estas formas também podem ser responsaveis pela preservagao
ambiental do fungo. A dispersdo se da pelos basidiosporos em ambos 0s casos.
Detalhes no texto. Adaptada da referéncia 25.

O ciclo ambiental do criptococo é completo e ndo ha transmissao inter-
individual do patégeno. Isso suscita a questéo: que vantagens adaptativas os fatores de
viruléncia trazem para um fungo de vida livre? A pergunta, que se aplica também aos
demais fungos oportunistas ambientais, estd mais perto de ser elucidada em
Cryptococcus. De acordo com a hip6tese do fagdcito ambiental, enunciada por
Casadevall e colaboradores?®, a infeccdo de mamiferos seria um acidente evolucionario
resultante da adaptacdo do criptococo a predadores naturais, tais como amebas e
helmintos. Com efeito, C. neoformans possui modelos de infeccdo na ameba

Acanthamoeba castellanii, no verme Caenorhabditis elegans?’, na forma larval do

lepidéptero Galleria mellonella?®, entre outros, e resultados recentes indicam que a



resposta adaptativa do fungo a A. castellanii € bastante semelhante & que se verifica

apods ingestdo por macréfagos pulmonares?. O ciclo de vida de C. neoformans,

incluindo o contato acidental com humanos, esta ilustrado a figura 32°.
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Sinalizacdo morfogénica e adaptativa em C. neoformans

A transicdo do ambiente de vida livre para o hospedeiro mamifero impoe
multiplos desafios para o criptococo: num curto espaco de tempo, a levedura tem
de se adaptar a uma temperatura mais alta, a uma disponibilidade de
micronutrientes distinta daquela encontrada em vida livre e a uma série de
estresses provocados pelas defesas inatas e adaptativas do hospedeiro, tais como
a fagocitose, a producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, a producdo
de peptideos antimicrobianos e a acidificagcdo do fagossomo. Como visto acima, 0s
chamados fatores de viruléncia correspondem a modificagbes metabdlicas e
morfolégicas do fungo para fazer frente ao novo ambiente e permitir a colonizagdo
do hospedeiro. Dentre elas, as mais importantes sdo a termotolerancia e a producéo
de capsula e melanina. Portanto, para o entendimento da infeccdo foi imperativo
entender como o criptococo usa 0s sinais externos para coordenar a reprogramacao
transcricional que resulta na expressao desses fatores?®,

Dentre as vias de sinalizagéo implicadas na viruléncia de C. neoformans, a
mais bem estudada pertence a categoria de vias de proteins G heterotriméricas.
Encabecgada pela proteina Ga Gpa1, essa via tem o AMP ciclico (cCAMP) como
segundo mensageiro e, através de uma proteina cinase A (Pkal), resulta na
inducdo da capsula e na melanizacéo®. Multiplos fatores de transcricdo respondem
a via, dos quais Nrgl (“regulador negativo de genes reprimidos por glicose”, nome
originario do homélogo de S. cerevisiae) foi estudado em detalhed..

Em seguida, obteve-se bom entendimento da via da proteina G monomérica
Rasl. Esta via responde pela termotolerancia de C. neoformans através da
repolarizacdo do citoesqueleto de actina®?: mutantes rasl sofrem despolarizacéo
permanente dos microfilamentos e parada do brotamento a 37 °C, e por isso séo
avirulentos em modelo mamifero. Além disso, esses mutantes sofrem com outros

tipos de estresse que podem ser encontrados no hospedeiro, sendo pouco
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tolerantes a estresse salino e hipdxia. Efetores de Rasl incluem o fator de
permutacdo de nucleotideos de guanina Cdc24, a proteina Cdc42 e a cinase
Ste20%*.

Outras vias de sinalizagcdo sdo importantes para a adaptacdo de C.
neoformans a diversas formas de estresse. Duas delas séo vias de cinases ativadas
por mitégeno (MAPK). Uma delas®? é iniciada por receptores do tipo bicomponente,
em que uma histidina cinase hibrida (Tcol e/ou Tco2) capta um sinal de estresse —
hipdxia, pressdo osmotica ou espécies reativas de oxigénio — e fosforila uma
proteina acopladora (em C. neoformans, a principal candidata € Ypdl). Esta
transfere o sinal para uma cascata de fosforilacdo encabecgada pela MAPKKK Ssk1,
e resulta na fosforilagdo de Hogl. Hog1 fosforilada, por si s6, inibe a producédo de
capsula e a melanizacéo (porém, as demais vias de sinalizagdo podem se contrapor
a esse estimulo), mas induz resisténcia ao estresse oxidativo, osmético, hipoxico e
a antifingicos?.

A outra via de MAP cinases capta sinais principalmente térmicos, de estresse
de parede e de radicais de nitrogénio®: o receptor é desconhecido, mas a cascata
€ coordenada pela proteina kinase C (Pkc1l), que fosforila a MAPKKK Bck1, ao cabo,
a MAPK Mpk1, que por sua vez permite o crescimento em altas temperaturas e na
presenca de estresse nitrosativo ou de agentes perturbadores de parede como o
Vermelho Congo (CR) e o Calcofltor Branco (CFW).

Uma terceira via é a das respostas mediadas por calcio (Ca2+), cujos niveis
intracelulares se elevam em resposta a alta temperatura e estresse de parede. As
proteinas que captam e transmitem o sinal sao, respectivamente, a calmodulina e
a calcineurina. Esta ultima é uma fosfatase que precisa da primeira para ser ativada.
A partir de uma cascata de componentes ainda pouco conhecidos, a via da
calcineurina ativa a expresséao de proteinas de sintese de parede como a beta 1,3-

glucana sintase Fks13* e é necessaria para o crescimento a 37 °C®.
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Mais recentemente, elucidou-se a via Rim em C. neoformans, que é
responsavel pela resposta do fungo ao pH alcalino®®, e que ilustra, pela significativa
diferenca em relacdo a via Rim de Saccharomyces cerevisiae, que mesmo
estimulos fisico-quimicos fundamentais como a mudanca de pH séo captados de
forma diferente dentro de um mesmo reino. Enquanto que em S. cerevisiae a via
Rim exige atividade de proteina G, em C. neoformans ela depende de um receptor

ndo conservado filogeneticamente (Rral) e passa por um conjunto distinto de

proteinas carreadoras de sinal®.

Avancos recentes no estudo de fatores de transcricao em C. neoformans

Fatores de transcricdo (FTs) formam a interface entre as vias de sinalizagédo
e 0 genoma de um organismo. Cascatas de sinalizagdo tendem a ser bem
conservadas dentro de um mesmo reino, mas a co-optacao evolutiva de diferentes
fatores de transcrigdo permite que uma mesma via comande fendbmenos distintos
de uma espécie a outra pela mobilizacéo de FTs diferentes. Em vista disto, o estudo
de determinada via de sinalizagdo celular em dado organismo ha que ser
acompanhado de uma investigacdo dos FTs modulados por ela, para que se atinja
uma sintese entre estimulo, regulagdo génica e fendtipo, como ocorreu em C.
neoformans recentemente para as vias de regulacao da capsula e da resposta ao
pH#3¢. Da mesma forma, homdlogos de um determinado fator de transcricdo em
diferentes espécies podem modular a expressao de partes diferentes do genoma
de cada uma, a depender da ocorréncia de sitios de ligacao para aquele fator.
Portanto, o estudo de um fator de transcricdo associado a determinado fenétipo de
interesse permite ndo apenas identificar as vias de sinalizacédo associadas a ele®,
como também os genes efetores responsaveis pelo dito fenétipo®’.

N&o por outro motivo, também em fungos patogénicos mapear os modulos
reguladores — ou seja, 0 conjunto de genes a eles responsivos — de FTs, assim

como classificar os FTs de acordo com seu papel na expressdo de fenotipos
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associados a viruléncia, € conhecimento indispensavel para a identificacdo dos
mecanismos exatos pelos quais cada patdgeno coloniza seu hospedeiro.

O interesse clinico de C. neoformans, aliado a facilidade de manipula-lo
geneticamente, permitiu que, ao longo de anos, se acumulassem informacgdes a
respeito dos FTs implicados em mecanismos de viruléncia e adaptacdo do fungo
ao hospedeiro®®%. Esses esforcos culminaram na publicacdo recente de estudos
de delecao génica em larga escala que geraram cepas hocaute para a maioria dos
fatores de transcricdo de C. neoformans.

O maior desses estudos, por Yong Sun-Bahn e colaboradores*, gerou 322
mutantes independentes de 155 fatores de transcricdo da cepa prototipica H99 (C.
neoformans variedade grubii, tipo sexual a). Os pesquisadores varreram esses
mutantes quanto a expressao de 32 fenétipos de interesse, e foram capazes de
construir redes de correlacao de Pearson que indicavam fenétipos co-regulados. O
grupo também foi capaz de identificar 19 FTs essenciais para a viabilidade do fungo.

Um banco de dados para consulta foi gerado (http://tf.cryptococcus.orqg).

O outro estudo em larga escala, conduzido por Tamara Doering e Michael
Brent'8, combinou algoritmos preditivos de funcdo e mutantes de mdltiplos fatores
de transcricdo para mapear extensamente a rede reguladora da formacgdo de
capsula em C. neoformans. Os pesquisadores n&o apenas triplicaram o nimero de
FTs reconhecidamente implicados na regulacéo da sintese de cdpsula, como os
hierarquizaram quanto a importancia e temporalidade no processo. Além disso, eles
demonstraram que seu método de analise permite, a partir do entendimento das
relagbes entre FTs e determinado fendtipo, identificar genes efetores cujo papel
fenotipico era até entdo desconhecido, o que aumenta os candidatos a novos alvos
terapéuticos?®.

Combinados, os dois estudos tornam C. neoformans o patdgeno fangico com
maior quantidade de informacé&o sobre FTs disponivel*°. Contudo, nenhum deles foi
exaustivo: o primeiro usou assinaturas estruturais de familias de FTs bem
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conhecidas para selecionar os candidatos a delecdo*; o segundo usou uma
abordagem iterativa para ampliar o numero de FTs implicados no fendtipo de
interesse a partir de um conjunto de mutantes de genes previamente descritos na
literatura®. Em outras palavras, apesar de seu grande poder preditivo, o viés de
origem introduzido pelo uso de mutantes ja conhecidos significa que FTs
pertencentes a redes de regulacéo dissociadas daquelas comandadas pelos FTs

pré-selecionados para andlise podem nao ser revelados pelo estudo.

A familia Gtil/Pac2 de fatores de transcricao

Dentre os fatores de transcrigdo proprios de fungos (ou seja, sem homaélogos
em metazoarios), uma familia se destaca por seu papel morfogénico: trata-se da
familia Gtil/Pac2 de fatores nao-responsivos ao cCAMP. Os genes que ddo nome a
ela, Gtil e Pac2, foram identificados e caracterizados na levedura de fissao,
Schizosaccharomyces pombe. O primeiro deles a ser descoberto foi Pac2
(acrénimo inglés para “complementacao de Pat1”), ha vinte anos, e foi encontrado
numa busca por supressores da proteina cinase Patl, que regula a reproducgéo
sexuada de S. pombe*'. A caracterizagdo do mutante pac2 mostrou que a proteina
controla a expresséo do fator de transcricdo Stell, ligado ao acasalamento, por
uma via de sinalizacdo independente de cAMP. O segundo, Gti1 (“indutor de
transporte de gluconato”), foi descoberto como um regulador da captagdo de
gluconato mediante privacéo de glicose e, novamente, sua atividade n&o apenas é
independente de cAMP como a via que coordena Gtil é antagdnica a via adenilato
ciclase-PKA*,

Esses dois fatores eram uma curiosidade da biologia da levedura de fissdo
até 2006, quando varios grupos relataram independentemente a descoberta do
fator Worl (“regulador de branco ou opaco”) em C. albicans como sendo
responsavel pela transicdo entre os fenétipos de colénia branca e opaca nesse

patégeno**=*5, Esses fendtipos, cujo mecanismo de alternancia era até entdo pouco
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compreendido, determinam ndo apenas a aparéncia das células e coldnias, mas a
propensao delas ao acasalamento, as preferéncias metabdlicas e a afinidade por
diferentes compartimentos do organismo hospedeiro. Em S.cerevisiae, 0 homologo
de Gti1, Mit1 (“expressdo de Muc1 independentemente de Tec1”), € responsavel
pelo crescimento na forma de pseudo-hifa invasora®.

Nos anos que se seguiram, outros membros da familia foram identificados.
De interesse como patdogeno humano, Histoplasma capsulatum tem a transi¢éo
dimorfica de micélio (& temperatura ambiente) para levedura (a 37 °C), essencial
para estabelecimento da infecgéo, coordenada pela ativacéo do fator de transcrigdo
Ryp1 (“requerido para crescimento como levedura”), um homdlogo de Gtil. O
mutante rypl é avirulento; estudos de microarranjo constaram que mais de 1.300
genes tém regulagéo perdida mediante a dele¢&o do fator, e cerca de 700 possuem
a proteina Ryp1 conjugada a seus promotores3’#7,

Em patogenos de planta, os homoélogos de Pac2 e Gtil também foram
parcialmente caracterizados. Em Magnaporthe oryzae, o agente causador da
brusone do arroz, as proteinas MoPac2 e MoGtil tém papéis complementares, mas
distintos, na patogénese, na producéo de hidrofobinas extracelulares e na formacao
de conidios*®: MoGtil tem localizagédo nuclear confirmada e age ainda na invasédo
dos tecidos da planta e na formacao de apressorios. J& em Fusarium oxysporum,
nome dado a um taxon compreendendo multiplos patégenos de plantas e
metazoarios, o homélogo de Gti1, chamado de Sge1 (“expressdo do gene SIX”),
afeta a conidiagdo e o desenvolvimento de doenga no tomateiro, enquanto que o
homélogo de Pac2, FoPac2, tem apenas uma funcdo modesta na patogenicidade?.
Também j& foi estudado o homélogo de Rypl em Botrytis cinerea, o fungo
responsavel pela podriddo cinzenta em diversos vegetais. A proteina, Regl
(“regulador 1”), também é necessaria para a conidiagao e patogenicidade (mas nao
na invasao dos tecidos), além de conferir resisténcia ao estresse oxidativo por
peroxido de hidrogénio e ser essencial para a producdo de toxinas pelo
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metabolismo secundéario®. No mesmo estudo, 0s autores demonstraram,
analisando as sequéncias de diversos fungos, que ndo apenas a maioria deles
(Neurospora crassa é a excec¢do) possui dois membros da familia, como um dos
membros pertence ao clado filogenético de Gtil e o outro, ao de Pac2°.

Um resumo das fungdes conhecidas de fatores da familia Gtil/Pac2 nos
diversos ascomicetos pode ser visto a tabela 1.

Tabela 1. Funcbes conhecidas dos genes da familia Gtil/Pac2 em ascomicetos. Os
campos marcados com (?) denotam func¢des nao investigadas.

Gtil Pac2
S. pombe Captacéo de gluconato Acasalamento 41,42
S. cerevisiae Pseudo-hifa ? 46
C. albicans Transi¢do branca-opaca ? 43-45
M. oryzae Conidiacdo, patogénese 48
B. cinerea Conidiacao, patogénese, ? 50
metabolismo secundario
F. oxysporum Conidiacdo, patogénese ? 49
H. capsulatum Transi¢cao micélio- ? 37
levedura

Esse resumo deixa claro que essas fun¢des, embora diversas, apresentam
um viés a favor de mudancas morfogénicas. Porém, é preciso ressaltar que essas
mudangas, no tocante aos fenotipos observados, sdo muito diferentes entre os
organismos estudados: ndo ha morfologia comum entre a pseudo-hifa de S.
cerevisiae e a levedura de H. capsulatum ou os conidios de F. oxysporum, por
exemplo. Isso significa que os genes da familia Gitl/Pac2, cuja presenca em todo
o filo Ascomycota sugere que estavam presentes no ancestral comum de ha 500
milhdes de anos, foram cooptados evolutivamente para coordenar os mais variados
processos.

Em vista disso, entender como esses fatores funcionam ganham importancia,
uma vez que os membros da familia ttm em comum o comando de unidades
regulatdrias vastas, contando centenas de genes, nos organismos em que seu
papel foi estudado mais a fundo. Nessa linha de investigacdo, os grupos de

pesquisadores trabalhando em C. albicans®® e H. capsulatum*’ conseguiram
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identificar ndo apenas o sitio de ligagéo, respectivamente, de Worl (TTRRSTTT) e

de Rypl (TTWRRSTT); como o primeiro grupo identificou um novo dominio de

ligacdo ao DNA que indica que os homologos de Gtil e Pac2 integram uma

superfamilia de fatores de transcri¢cdo distinta das 37 superfamilias descritas até

hoje. Esse dominio, sempre na por¢cdo N-terminal das proteinas, é composto de

duas regibes globulares, chamadas WOPRa e WOPRb (Worl, Pac2, Rypl). A

figura 4 ilustra, em escala, a estrutura das proteinas de diversos fungos.

Ca W0r1 El J— ——————————————————————
KI XP453689 C—={
Sc YELOO71I
Sc YHR177C—H
Sp Gt C T — ————————
HC Ryp'] [ Fromm—] ——
Fo Sgef |
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Ca Pth2 sl e——

Sp Pac2l |y I
Hc Pac2 C—=
Fo 12728.2—=
Af A1163 =
Um 06496. 1 =i r—

Wor1

785

5-101 196-325

Figura 4. Estrutura, baseada em Worl, de proteinas da familia Gtil/Pac2 de diversos
fungos. Ca, C. albicans; Kl, Kluyveromyces lactis; Sc, S. cerevisiae; Sp, S. pombe; Hc,
H. capsulatum; Fo, F. oxysporum; Af, Aspergillus fumigatus; Um, Ustilago maydis,o
Gnico basidiomiceto da lista. Os numeros representam posi¢ces de residuos de
aminoacidos na proteina Worl. Adaptada da referéncia 51.

Na figura acima, nota-se a primeira inclusdo de homologos de uma espécie

de basidiomiceto, U. maydis. Isso confirma que os genes ja existiam antes da

ramificacdo do sub-reino Dikarya, e possivelmente em todo o reino Fungi. Com
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efeito, uma das proteinas de U. maydis ja teve sua funcdo caracterizada; foi
nomeada Pac2 e é essencial para o acasalamento daquela espécie®.

Se apenas recentemente o0s dominios funcionais dessas proteinas
comecaram a ser elucidados, pouco se sabe sobre suas interacdes, seja com co-
efetores, seja com proteinas a montante que lhes transmitam sinalizacao disparada
por estimulos externos.

No primeiro caso, os maiores avancos se deram em H. capsulatum, em que
recentemente se analisou em detalhe a interacdo funcional de Rypl com as
proteinas da familia Velvet Ryp2 e Ryp3, e com o fator de transcricao da familia
Zn(1)2Cys6 Ryp4*’. Cada uma dessas proteinas é necessaria para que ocorra o
crescimento em forma de levedura e, embora cada uma delas possua um proprio
regulon, ha grande sobreposi¢éo entre eles. No caso de Rypl, Ryp2 e Ryp3, os
autores ja elaboraram um modelo funcional para as interacdes entre eles, que se
encontra delineado a figura 5. No entanto, interages fisicas diretas de Rypl com
as demais proteinas ndo puderam ser investigadas porque, no contexto da técnica
usada (hiperexpressdo das proteinas em S. cerevisiae para estudos de duplo-
hibrido), Ryp1 revelou-se toxica para a levedura hospedeira, uma observagéo que
ja fora feita em F. oxysporum?/+49,

No segundo caso, ha poucas informagfes: em M. oryzae, MoGtil parece
precisar da MAPK MoMpk1 para ser enderecada ao nucleo, embora néo tenha sido
identificada uma interacéo direta entre as proteinas*®; em F. oxysporum, descobriu-
se que um sitio de fosforilagdo por kinases da familia da PKA, conservado em
homdélogos de outros ascomicetos, é necessario para a funcédo de Sgel, conforme
ilustrado a figura 6*°. JA em B. cinerea, os niveis de expressdo de Regl séo
reduzidos na presenca de mutacbes nas MAP kinases Sakl e Bmp3, que sdo
ortélogas de Hogl e da cinase Slt2 que responde pela integridade de parede celular

em S. cerevisiae®. Em H. capsulatum, o fato de que a transicdo dimoérfica depende
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37°C Figura 5. Interacbes diretas (setas solidas)
confirmadas por estudos de
imunoprecipitacdo de cromatina seguida de
microarranjo (ChlP-chip); e indiretas (setas
hachuradas) confirmadas por estudos de
expressdo global em mutantes entre
asproteinas Ryp de H. capsulatum mediante
exposicdo a temperatura do hospedeiro
humano. Numerados [, Il e lll, os modelos
postulados de interacdo dos fatores Rypl,
Ryp2 e Ryp3 com seus respectivos sitios de
ligagdo no DNA. As interagbes séo
parcialmente baseadas em estudos de duplo-
hibrido e ChIP. O sitio A foi descrito no texto
no contexto da ligacdo de Rypl ao DNA; o
sitio B é para a ligagéo de Ryp2 e Ryp3. YPS

I g ” |E € acronimo para genes especificos da fase de

| YPS

da kinase bicomponente Drk1°3 levou os estudiosos de Rypl a postular que esta

seria recipiente dos sinais gerados por aquela®’.

61 « Y 120

EnASGIRRWTD S ISWSPSRI LGN YHL¥REBERPHPPGE GRNGKSTTQSGGITKSR
lN_GVT-ILINF.V.REIDlPF;;;;§=§$KKGNRRPTSTG——RPGE
EosEEIRRNEDG I SHSPSR OB R FEVE CERIRRN LT DEDEKKKRERKENPDDEYDHNVNE
EvOSEIRRNTIDGTANSPSRY I ENFEVEROHECEKNSVSDRERSSKSRSDSDEEEVSAFTVS

Figura 6. Um potencial sitio de fosforilagdo nos homologos de Gtil em alguns
ascomicetos, tendo por base a proteina Sgel de F. oxysporum. O asterisco indica uma
arginina conservada cuja mutacao eliminou a funcionalidade de Sgel; a cabeca de seta,
a treonina presumivelmente alvo da fosforilacdo. As caixas sé@o sinais de localizacdo
nuclear preditos por bioinformatica. A numeracao € de Sgel. Adaptada da referéncia 49.

Sgel 1-120
Rypl 1-120
Worl 1-120
Gtil 1-120

Dada a importancia de proteinas da familia — em especial dos homdlogos de
Gtil — em ascomicetos em geral, e a constatacéo de que eles também existem em
pelo menos um basidiomiceto (U. maydis), apresenta-se a questdo: ha homadlogos
desses genes no basidiomiceto de importancia clinica C. neoformans e, caso haja,
eles desempenham func¢des importantes para a morfogénese e/ou estabelecimento

de infecgcdo em metazoarios?
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Com efeito, C. neoformans possui um FT da familia Gtil/Pac2 parcialmente
descrito. Numa varredura de mutantes de criptococo em busca de genes cuja
delecao resultasse em perda da capacidade de colonizacdo pulmonar em modelo
de infeccdo murina, Hiten Madhani e colaboradores descobriram um gene, que eles
denominaram LIV3 (“infectividade pulmonar”), e cuja perda resultava no fenoétipo
procurado®. Posteriormente, 0 mesmo grupo anunciou que a proteina Liv3 estaria
implicada num mecanismo de sensoriamento de quérum até entdo ndo descrito
para C. neoformans®.

Sabendo da importancia de FTs dessa familia na viruléncia e morfogénese
de outros fungos, decidiu-se caracterizar o gene com homologia a Gtil de C.
neoformans. O homologo de Gtil nessa espécie foi identificado e, apos

caracterizacdo, nomeado Mic1 (“controlador do locus MAT 17).

Justificativa

Conforme descrito acima, ha uma chance grande de que fatores Gtil/Pac2
sejam a desembocadura de uma via de sinalizag&o nova, ou pouco estudada, em C.
neoformans e outros fungos. Portanto, do ponto de vista pratico, a unidade
reguladora de Micl a jusante pode revelar genes importantes para o
estabelecimento da infec¢do, incluindo proteinas candidatas a novas estratégias
terapéuticas, de que carecemos fortemente dada a limitada gama de antifiingicos

existentes e seu desempenho francamente insatisfatorio.

Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o papel do homodlogo de Gtil
em C. neoformans na regulagdo morfogénica e na viruléncia desse patégeno.

Os objetivos especificos foram:
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i. Identificar, no genoma da cepa H99, ORFs de proteinas da familia
Gtil/Pac2.

ii. Criar cepas mutantes e reconstituidas para a ORF cuja proteina
apresente maior similaridade com proteinas do ramo da familia a que
pertence Pac2.

iii. Caracterizar o fenétipo das cepas mutantes e definir se a proteina esta
envolvida em processos de interesse, tais como acasalamento e
viruléncia

iv. Usar dados de transcriptoma para definir genes regulados pela proteina

e correlacionar os achados com dados de fenétipo.

Metodologia
Consideracdes gerais

Todos os oligonucleotidios, devidamente identificados quanto a funcéo, tém
suas seqliéncias mostradas na tabela | do apéndice; a terminologia usada para
iniciadores de PCR ¢ a sigla LF (Larissa Fernandes) seguida de um namero de trés
digitos. No mesmo apéndice, encontram-se as composi¢cdes dos meios e solugdes
complexas usados, a excecao daqueles adquiridos prontos dos fabricantes de
sistemas de biologia molecular, para os quais se refere o leitor aos respectivos
manuais. Estoques de DNA s&o a -20 °C e de RNA, a -80 °C. As solugfes simples
(um soluto apenas) sédo aquosas exceto mengao em contrario e ndo estao descritas
no apéndice e, sim, no texto. As centrifugacdes sdo a temperatura ambiente salvo
menc¢ao em contrario e tanto elas como as ressuspensdes sao sempre em tubos de
polipropileno adequados ao tamanho da amostra. Todas as centrifugacoes de C.
neoformans sdo a temperatura ambiente, por cinco minutos, a 1000 g salvo mencgéao
em contrario. A agua sempre € deionizada em grau analitico. Ressuspensdes sdo

sempre por repipetagem. Todas as eletroforeses de DNA, salvo mencdo em
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contrario, sdo em gel de agarose a 1% (m/v), tamp&o TBE 0,5X, corado com
brometo de etidio a 0,5 pg/mL; o campo elétrico aplicado € de cinco volts por
centimetro. Nos experimentos com RNA, materiais cerdmicos e vitreos foram
tornados livres de ribonuclease (RNAse) por incubacdo a 180 °C por uma noite;
tubos e reagentes liquidos ja foram fornecidos pelo fabricante livres de RNAse;
solucdes aquosas e material de eletroforese, pela incubagéo prévia na presenca de
dietil-pirocarbonato (DEPC) a concentracdo de 0,1 % (v/v) por uma hora; a agua foi
produzida pela unidade de filtracdo deionizante (Human Power I+ Water Purification
System, Barnstead Corporation) ja livre de RNAse, e foi coletada em tubo
igualmente livre. Endonucleases de restri¢cdo, seus respectivos tampdes de reacéo
em solugdes estoques concentradas dez vezes (NEBn 10X) e a albumina sérica
bovina concentrada cem vezes (BSA 100X) usada com algumas delas foram
fornecidos pela empresa New England Biolabs. Excetuando menc¢éo em contrario,
solugbes estocadas ou adquiridas em forma concentrada (nX) tém sempre

concentracdo de uso 1X.

Cepas de micro-organismos e protocolos de cultura vegetativa

E. coli: para as clonagens por choque térmico, usou-se a cepa HSTO0S8,
fornecida ja competente pelo fabricante (Clontech). As culturas para extracdo de
plasmidios foram feitas em meio de lisogenia (meio L), a 37 °C, por 16 horas sob
agitagcdo de 250 rpm.

C. neoformans: as cepas selvagens usadas foram H99, KN99a e KN99q,
gentilmente fornecidas pelo professor Andrew Alspaugh da Universidade Duke,
Estados Unidos. O meio de cultura para crescimento vegetativo foi o YPD a 30 °C,
liquido, por 24 horas. Culturas em meio sélido foram feitas em YPD, & mesma
temperatura. Colbénias de uma placa de estoque foram usadas por até duas
semanas, sem repiques, e depois descartadas em favor de culturas frescas a partir

de tubos de criopreservacéo.
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Macrofagos

Para os experimentos de fagocitose e sucesso de macréfagos em restringir
a proliferacao intracelular de C. neoformans, foi usada a linhagem celular peritoneal
murina J774.Al. As células foram mantidas no meio 1640 do Instituto Memorial do
Parque Roswell (RPMI 1640) suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10%
(v/v), a 37 °C em camara de incubacdo abastecida de CO2 a 5%. Células eram
repicadas quando a confluéncia atingia 90%, e descartadas antes da décima

passagem apés o descongelamento.

Lepidopteros

Para os experimentos de infeccdo em modelo animal alternativo, obtiveram-
se larvas de Ultimo instar da mariposa da cera, G. mellonella, junto a Dra. Patricia

de Andrade Nicola (Universidade de Brasilia, campus de Ceilandia).

Transformacdo de C. neoformans por biobalistica

Em todos os casos, geraram-se culturas de C. neoformans da seguinte
maneira®: uma col6nia jovem e grande (5 mm ou mais) da cepa a ser transformada
foi inoculada em 100 mL de YPD liquido, e o conjunto foi incubado por 24 horas a
30 °C 150-200 rpm em frascos de 250 mL. O sistema foi dividido em aliquotas de
50 mL em tubos de polipropileno estéreis com tampa, e as células foram
precipitadas por centrifugacdo num rotor basculante. O meio de cultura foi
descartado e o contetdo de cada tubo, ressuspendido em 50 mL de NaCl estéril a
0,9% (salina) ou agua. O material foi centrifugado novamente nas mesmas
condicbes e os precipitados foram ressuspendidos em um volume de salina
suficiente para permitir a distribuicAo no numero necessario de placas de
transformacé&o (duas ou trés para cada 100ml de cultura original). A suspenséao de
leveduras foi entdo reunida num mesmo tubo e dividida igualmente em placas de

transformacao, (YPD é&gar suplementado com sorbitol a 1M), feitas na mesma
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semana, com didmetro de 90 mm e 30-35 mL de agar por placa). A suspenséo foi
espalhada na superficie de cada placa e as placas foram deixadas abertas no fluxo
laminar estéril por no minimo 2 horas.

O DNA para transformagéo consistia de 1-2 ug de DNA do cassete de
delecao (resisténcia a higromicina pelo gene HPH, higromicina fosfotransferase,
oriundo do vetor pPZP-Hyg2%%), ou de quantidades de cassete de reconstituicdo e
do plasmidio pJAF1® (resisténcia ao G418 pelo gene neomicina fosfotransferase,
NEO) na proporgédo molar de 3:1. As suspensdes de DNA em 4gua tiveram seu
volume ajustado para menos de cinco microlitros por secagem a vacuo (SPD2010
P1 Vacuum concentrator, Thermo Fisher Scientific, sem aguecimento) e foram
mantidas em tubos polipropileno de 1,5 mL. Paralelamente, particulas de tungsténio
M10 (0,7um, Biorad) previamente esterilizadas foram pré-preparadas para
acomodar o DNA: inicialmente, os aglomerados de particulas em suspensao foram
desfeitos por incubacdo em banho sonicador (sete minutos), e depois a suspenséo
foi tornada homogénea por agitacdo em vortice mecéanico a velocidade maxima por
dois minutos. Em seguida, 50 uLde particulas foram adicionados a solucao de DNA,
imediatamente seguidos, nesta ordem, por 20 uL de solugdo de espermidina a 100
mM descongelada apenas uma vez e 50 yL de CaCl2 a 2,5 M. A suspensao
resultante foi homogeneizada por agitagdo em vortice mecéanico a baixa velocidade
por dez minutos, no minimo.

As suspensbGes de particulas conjugadas com DNA foram entdo
centrifugadas a velocidade maxima em centrifuga de microtubos por dez segundos.
A solucéo foi removida cuidadosamente e as particulas foram lavadas, em fluxo
laminar, pela adicdo de 150 pL de etanol absoluto seguida de homogeneizacéo pelo
impacto multiplo do tubo contra uma superficie irregular. A suspensao foi entdo
centrifugada novamente nas mesmas condi¢des, o etanol foi removido, e duas

novas lavagens com etanol idénticas a primeira foram feitas, a Ultima seguida de
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ressuspensao num volume de etanol absoluto suficiente para até seis aliquotas de
guatro microlitros, de acordo com o nimero de transformacdes necessarias.

As aliquotas foram entdo distribuidas em membranas carreadoras inseridas
em discos carreadores para biobalistica, segundo as instru¢des do fabricante (Bio-
Rad). Os discos carreadores preparados com as particulas contendo DNA foram
secados em recipiente com silica-gel por pelo menos meia hora e, em seguida, a
transformacéo das placas de levedura seguiu as instru¢des do fabricante. Apés a
transformacéo, cada placa foi incubada por 48 horas a 30 °C e entédo o tapete de
leveduras foi removido com mudltiplas lavagens em agua estéril e transferido para
placas de 150 mm contendo YPD agar acrescido do antifungico do cassete de
resisténcia usado (higromicina para delecdo, neomicina para reconstituicdes,
ambas a 200 pg/mL), na proporgdo de uma placa para cada placa de transformacao.
Aguardou-se entdo o surgimento de colbnias resistentes num espaco de quatro a
sete dias. As colbnias foram entéo transferidas para placas contendo omesmo agar
seletivo, com vagas numeradas para classificacdo dos transformantes, e nessa
etapa foram feitos controles negativos e positivos com cepas parentais ou
transformadas com o mesmo gene de resisténcia para confirmar a eficacia da
selecdo. As coldnias da placa de classificacdo foram usadas para a extracdo de

DNA genbémico.

Extracdao de DNA gendmico de C. neoformans

Protocolo de pequena escala® — em cada caso, uma cultura de 24 horas de C.
neoformans em YPD liquido foi gerada pela semeadura de uma colénia pequena (1
mm ou menos, ou um fragmento de colénia) num volume de cinco mililitros em um
tubo de polipropileno estéril com tampa e o sistema foi incubado a 30 °C sob
agitacdo de 150-200 rpm. O meio de cultura foi removido das células por
centrifugacao, elas foram ressuspensas em 1,5 mL agua estéril e a suspensao foi

transferida para tubos de polipropileno de 2 mL. A agua foi removida por
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centrifugacao e ao precipitado de células adicionaram-se aproximadamente 250 pL
de pérolas de vidro tratadas com 4cido (Sigma-Aldrich, didmetro médio de 0,45 mm),
500 pL de fenol:cloroférmio:isopentanol 25:24:1 (BioAgency) e 500 yL de tampéo
TENTS. Os sistemas foram agitados a velocidade maxima em vortice mecanico por
dez minutos para romper as células, a que se seguiu centrifugacdo a 17.000 g a
temperatura ambiente por dez minutos. A fase aquosa foi cuidadosamente
transferida por pipetagem (ponteiras de 200 uL) para um novo tubo de 2 mL e a ela
se acrescentaram 50 pL de acetato de sédio trés molar e um mililitro de etanol
absoluto. Agitou-se o sistema vigorosamente para homogeneiza-lo e procedeu-se
a precipitagcdo do DNA gendmico por centrifugagéo a 17.000 g por quinze minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado pela
aplicacdo de 200 pL de etanol 70%, seguida de agitagdo e nova centrifugacao
semelhante a anterior, mas por apenas cinco minutos. O etanol foi descartado por
pipetagem e o precipitado, secado por cinco minutos sob fluxo laminar antes de ser
ressuspendido em 100 uL de &gua contendo RNAse A (um microlitro, Roche
Applied Science). A amostra foi incubada a 37 °C por uma hora para solubilizar
completamente o DNA e eliminar qualquer contaminante de RNA, e entdo estocada.
Este DNA é apropriado para PCR e, por vezes, para hibridagdo em membrana, a
depender da qualidade eletroforética e do rendimento.

Protocolo de larga escala® — em cada caso uma cultura de 100 mL de criptococo
em YPD nas mesmas condi¢cdes usadas para biobalistica. O meio de cultura foi
removido das células por centrifugacéo. O precipitado celular foi afrouxado por
impacto até que se distribuisse 0 mais amplamente possivel no fundo do tubo, que
foi entdo congelado a -80 °C por uma hora dentro de um frasco de liofilizacdo. O
conjunto entaofoi liofilizado por pelo menos oito horas, e entdo cuidadosamente
aberto em cabine de biosseguranca para evitar a dispersdo do fungo
liofilizado.Acrescentaram-se a massa seca de fungos de trés a cinco mililitros de
esferas de vidro de trés milimetros de diametro, tratados com &cido. O tubo foi
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fechado e o sistema, agitado vigorosamente em vortice mecénico até que o fungo
se reduzisse a um po fino. Adicionaram-se, entdo, dez mililitros de tampao CTAB.
Misturou-se gentilmente o tubo por inverséo até que a suspensao tivesse aspecto
uniforme e viscoso. O tubo foi entdo incubado por uma hora a 65 °C e resfriado sob
agua corrente. Adicionou-se entdo igual volume de cloroférmio e misturou-se o
sistema gentilmente por inversdo por um minuto. O tubo foi entdo centrifugado a
10.000 g por dez minutos. A fase aquosa foi transferida para um tubo novo e
acrescida de igual volume de isopropanol. Misturou-se gentilmente e repetiu-se a
centrifugacao anterior. Descartou-se o sobrenadante e se enxaguou brevemente o
precipitado de DNA com etanol a 70%. Ressuspendeu-se o0 material em 500 yL de
TE contendo dois microlitros de RNAse A (Roche Applied Science) e incubou-se o
sistema por uma hora a 37 °C para dissolver o precipitado e eliminar tragos de RNA
contaminante. Verificou-se a integridade do DNA por eletroforese e sua
concentracdo, por espectrofotometria. A solucéo foi aliquotada e estocada. Este
procedimento rotineiramente gera centenas de microgramas de DNA de alta

gualidade e grau de pureza, apropriado para qualquer tipo de experimento.

Sistemas comerciais de baixa complexidade

Nos seguintes casos, protocolos de fornecedores foram seguidos a risca sem
modificagbes e, como se trata de sistemas e procedimentos elementares, eles ndo
seréo descritos em detalhe e o leitor é referido para os respectivos manuais.

Extracdo de DNA plasmidial: bactérias transformadas foram extraidas pelo
sistema illustra® PlasmidPrep Mini Spin (GE Life Sciences) e eluidos em agua
para estocagem.

Extracdo de bandas de DNA a partir de géis de agarose ou reagfes enziméaticas:
bandas recortadas a partir de géis foram purificadas pelo sistema illustra® GFX
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Life Sciences) e eluidas em agua para

estocagem.
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Producdo dos cassetes de delecdo e reconstituicao do gene MLC1 por PCR

Os numeros associados aos amplicons de dele¢do correspondem ao
esquema geral apresentado no artigo que introduziu a técnica de PCR de
sobreposicdo para nocaute génico em C. neoformans®.

Usou-se o seguinte esquema de amplificacao:

i. No caso do cassete de delecdo MLC1::HPH, 20 ng do fragmento 4/6

(=700 pb) e proporgdes equimolares dos fragmentos 2/5 (=2,3 kpb) e 1/3
(=800 pb).

ii. No caso do cassete de reconstituicdo, 20 ng de DNA genémico de H99.

iii. 1,5 unidade de FideliTag® DNA Polimerase (Thermo Fisher Scientific).

iv. Iniciadores LF001 e LF006 a 0,2 uM cada.

v. MgCl; a2 mM

vi. Reacdo de 50 pL por tubo, quatro tubos ao todo.

vii. Programa:

— 95 °C por um minuto
— 95 °C por 30 segundos
— 56 °C por 30 segundos + 45 vezes
— 72 °C por dois minutos
— 72 °C por dez minutos
— Preservagéo a quatro graus
No caso do cassete de reconstituicdo, o tempo de extensdo usado foi de

guatro minutos.

Confirmacao de delecdo ou reconstituicao do locus MLC1 por hibridacdo em
membrana de DNA
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Para testar, em cepas cujo status do locus MLC1 foi confirmado por PCR, se

ele se encontra mesmo integro e sem rearranjos mais sutis que escapem ao

primeiro método, usou-se o método de Southern de imobilizacdo de DNA em

membrana seguido de hibridacdo com sonda. O sistema usado foi o de marcacdo

de sonda com digoxigenina seguida de sua detec¢cdo com anticorpo. Os reagentes

nao descritos no apéndice e os protocolos sado do fornecedor, com modificagbes

descritas abaixo (Roche Applied Science).

Enzimas de restri¢cdo para tratar o DNA genomico: Ncol e Pvull, usadas na

proporgéo de duas unidades por micrograma de DNA.

Quantidade de DNA digerido: vinte microgramas, para usar dez em cada

poco do gel para transferéncia.

Método de marcacgédo da sonda por PCR:

i. Sonda: amplicon da regido 5 do locus MLC1, gerado com o sistema

abaixo:

Um microlitro de uma diluicdo 1:500 do DNA genbémico de H99
(estoque)

Iniciadores LF001 e LF018 a 0,2 uM cada

1,5 unidade de FideliTaq DNA polimerase (Thermo Fisher Scientific)
Um microlitro de solug&o de dNTPs do sistema DIG (Roche)

Um microlitro de solucéo contendo DIG-UTP (Roche)

Tampao e agua para vinte microlitros

ii. Programa de PCR:

Um minuto a 95 °C

— 30 segundos a 95 °C

— 30 segundos a 56 °C r 45 vezes
— Umminutoa 72 °C

— Cinco minutos a 72 °C
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— Preservar a quatro graus

Confirmacédo da marcacdo da sonda por eletroforese: a figura 7

Figura 7. Sonda MLC1 para hibridagdo em membrana, marcada
com digoxigenina por PCR. Foram aplicados cinco microlitros —
no primeiro poc¢o, de um controle negativo gerado na auséncia
de DIG-UTP, e em que se vé a banda esperada de 1.023 pb; no
segundo, da sonda propriamente dita. Confirma-se o pequeno
retardo eletroforético provocado pelos grupos DIG incorporados.
A sonda é apropriada para a hibridacdo. O marcador séo 500 ng
do 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). A seta
indica a banda de 1 kb.

Transferéncia do DNA separado por eletroforese para a membrana: o gel de
agarose contendo as amostras digeridas, o marcador de peso molecular e a
sonda (controle positivo) foi submetido a eletroforese a 2 V/icm até que o
corante inferior (azul de bromofenol) do tampé&o de aplicacdo das amostras
tivesse migrado pelo menos dois centimetros. O gel foi entédo fotografado na
presenca de uma régua e processado para transferéncia por meio da
imersdo nas seguintes soluc¢des: dez minutos em solugédo depurinadora (HCI
a 125 mM), trinta minutos em solucéo desnaturadora e mais trinta em solucéo
neutralizadora. Montou-se o sistema pelo método de transferéncia capilar
ascendente, tendo 0 SSC 20X como solugéo de transferéncia. A membrana
usada foi de poliamida alifatica positivamente carregada (HyBond® N+, Ge

Life Sciences).
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Pré-processamento da membrana: o sistema de transferéncia foi
desmontado, a membrana foi fixada em camara de UV usando o ciclo
otimizado do aparelho (Stratalinker, Agilent), acondicionada em garrafas de
vidro cilindricas e, em seguida, pré-hibridada por meia hora a 50 °C em
tampao de hibridacdo num forno giratério.
Preparo da sonda: a quantidade de sonda necessaria (determinada pelo
volume de tampao de hibridacéo, de acordo com o0 manual do fornecedor) foi
fervida por dez minutos em um tubo de polipropileno e rapidamente colocada
no gelo para impedir a reassociacao das fitas de DNA.
Processamento da membrana: a sonda foi acrescentada ao tampédo de
hibridagdo e incubada com a membrana por uma noite a 50 °C.
Lavagens, incubag&@o com anticorpo, geracao do sinal e revelagdo: conforme
0o manual, apenas com a modificacdo de que todas foram feitas a
temperatura ambiente.A deteccdo foi feita em (Hyperfim ECL, GE
Healthcare) por dez minutos, e a revelagéo foi feita com solucdes reveladora
e fixadora fornecidas pela Kodak Corporation.
Em um caso de delecéo (vide resultados) usou-se um sistema de hibridacéo
em membrana diferente (AlkPhos®, GE Healthcare), seguindo-se as instrucdes do

fornecedor.

Fendtipos de crescimento in vitro que derivam da expressao de fatores de
viruléncia ou de resisténcia a estresse de C. neoformans

Para testar quaisquer dos atributos de patogenicidade do fungo, as cepas a
serem analisadas foram primeiro semeadas a partir de colbénias jovens em meio
YPD, e incubadas nas mesmas condicbes do protocolo de extracdo de DNA
gendmico em pequena escala. O meio de cultura foi removido por centrifugacéo e
o precipitado de leveduras foi ressuspenso em um mililitro de salina antes de ser

transferido para um tubo de polipropileno estéril de 1,5 mL. A salina foi removida

32



por centrifugacdo e as células, ressuspensas em nova aliquota de salina. A
densidade celular foi estimada por contagem em hematocitdmetro e prepararam-se
seis diluicdes seriadas com fator de dez, sendo a primeiro a concentracéo de 10’
células por mililitro, em salina. Cada ponto de aplicagéo correspondeu a 10 pL da
diluicdo correspondente (ou cinco, no caso do meio contendo SDS). Nos testes
gualitativos, em que se aplica apenas uma quantidade conhecida de fungo a placa
de fendtipo, usou-se a diluicdo mais conveniente, conforme descrito nos casos
especificos abaixo.

Estresse de parede: usou-se Vermelho Congo a 1% em YPD a 37 °C.

Estresse osmotico: usaram-se NaCl e KCI, separadamente, cada um a 1,5

Mem YPD a 30 °C.

Estresse oxidativo: usou-se H>O, milimolar em YPD a 30 °C.

As medicdes de estresse foram todas por diluicdo seriada.

Producado de melanina: usou-se meio agar/L-DOPA a 30 °C.

Producéo de urease: usou-se agar de uréia de Christensen a 30 °C.

Producao de fosfolipase B1: usou-se agar/gema de ovo a 30 °C.

As provas de produc¢édo foram por aplicacéo de aliquota fungica Unica.

Producao de capsula e formacgéo de grumos: um milhdo de células fingicas

foram ressuspendidas em um mililitro de Sabouraud &cido diluido em

MOPS®!, e incubadas sem agitacdo a 37 °C no escuro, por até sete dias.

Para verificar se os grumos eram provocados por atracao eletrostatica entre

as células, ou se por defeito de citocinese, uma aliquota de 50 microlitros das

culturas foi sonicada (Q700 sonicator, QSonica Inc., equipado com um

pedestal de sonicacdo, a amplitude maxima, em intervalos de vinte

segundos), apds o que foram observadas a microscopia de campo claro.

Curvas de crescimento fungico
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Para avaliar a capacidade de crescimento em meio liquido, cada cepa foi
diluida em meio de cultura a concentracéo inicial de 10* células/mL e aliquotas de
100 ul da suspenséo resultante foram aplicadas em triplicata numa placa de cultura
de 96 pocos. Esta foi entdo submetida a incubacgdo sob agitagdo (500 rpm, dupla
orbital) em um leitor motorizado de placas (modelo EON, Biotek Inc.). A densidade
Optica da cultura foi medida a cada 30 minutos. Os meios usados foram YPD e o

meio COz-independente® (CIM) e as temperaturas, 30 °C ou 37 °C.

Acasalamento

Foram preparadas placas Petri descartaveis de 90 mm de didmetro com meio
sélido sintético com glicose e baixa concentracdo de amoénio (dgar SLAD).
Leveduras de tipos sexuaisopostos foram obtidas de culturas jovens em YPD (como
para os testes de fenotipo do item 2.10) e misturadas em agua na proporgéo 1:1,
mil leveduras de cada, num volume final de dez microlitros. Esse volume foi entao
aplicado na superficie do agar. Para que ndo houvesse diferencas locais de
umidade, os diversos acasalamentos foram aplicados de forma equidistante do
centro da placa. Cada acasalamento foi feito em trés placas independentes. As
placas aplicadas foram deixadas no gabinete de biosseguranca até que toda a agua
evaporasse e entdo estocadas a temperatura ambiente no escuro por trés semanas.
Fotos da colbnia e dosfilamentos dipl6ides foram tiradas, respectivamente, por lupa

estereoscopica e microscopio de luz de campo claro diariamente.

Ensaio de atividade fungicida de macréfagos em cultura®?

Primeiro dia:

i. A partir de uma cultura saudavel de macrofagos J774.A1 (ndo
confluentes, nimero de passagem inferior a dez), descolaram-se as
células da garrafa com rodo estéril ou solugdo de descolamento (Sigma-

Aldrich, Cell Stripping Solution; cobriram-se as células com uma lamina
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Vi.

Vii.

fina de liquido e incubar a 37 °C por 30-40 minutos antes de serem
descoladas com um jato de liquido pela pipeta) e centrifugou-se a
suspensao de células a 200 g por cinco minutos a temperatura ambiente.
Descartou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se os macréfagos em
um mililitro de meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Thermo
Fisher Scientific) suplementado por SFB a 10%.

Diluiu-se uma aliquota de macréfagos 1:10 em PBS contendo azul de
tripano (estoque: 10X). Contaram-se as células néo-coradas
imediatamente num hematocitdmetro.

Ajustou-se a concentracdo dos macroéfagos para 2,5 x 10° células/mL
com DMEM+SFB10% contendo ampicilina a 50 pug/mL (estoque: 50
mg/mL, 1000X) e estreptomicina a 100 yg/mL (estoque: 500 mg/mL,
5000X). Preparou-se volume suficiente de suspensédo para o numero de
pocos que se pretende usar, com uma sobra para incluir o erro de
pipetagem.

Numa placa de 96 pocos (estéril, fundo chato, com tampa, tratada para
cultura de tecidos), aplicaram-se 100 yL por poco. Preferiu-se usar os
pocos centrais, para minimizar variagbes de volume por evaporacéo
durante o experimento. Fizeram-se trés replicatas para cada condicéo e
cepa, mais trés pogos de controle negativo (que n&do receberamo
criptococos). Fez-se uma segunda placa idéntica a primeira para a
medicao do indice fagocitico.

Incubou-se a placa por uma noite a 37 °C e CO; a 5%.

Inocularam-se tubos de meio de cultura de criptococo com as cepas de
interesse e eles foram postos para incubar nas condi¢cdes de interesse

(para um experimento simples, YPD a 30 °C por uma noite).

Segundo dia:
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viii.

Xi.

Xil.

Xiii.

Inspecionou-se a placa de cultura. As células estavam vivas,
espalhadas, ndo confluentes, e sem grumos. Espacos vazios eram
visiveis, mas ndo predominantes.

Centrifugou-se a cultura fungica (1000 g, cinco minutos, temperatura
ambiente), descartou-se o0 sobrenadante e ressuspenderam-se as
células em um mililitro de salina tamponada com fosfato (PBS). As
células fungicas foram transferidas para tubos de microcentrifuga.
Repetiu-se a centrifugacdo, descartou-se o0 sobrenadante e
ressuspenderam-se as células novamente em igual volume de PBS.
Preparou-se uma diluicdo 1:40 a 1:100 das leveduras e estimou-se a
densidade celular num hematocitdmetro. Nessa etapa, pode-se usa
floxina B para contar apenas as viaveis.

Diluiram-se os criptococos para uma concentracdo de 2,5 x 10°
células/mL em meio DMEM+SFB10% contendo antibidticos e o
anticorpo anti-GXM 18B7% (fornecido por A. Casadevall) a uma
concentracdo de 10 ug/mL (estoque: 1,9 mg/mL,190X). Misturou-se
bem (vortice ou repipetagem) e usou-se a suspensao
imediatamenteNota: pode-se fazer uma solu¢cdo contendo DMEM
suplementado e o anticorpo, e usa-la para diluir o fungo, mas lembre-se
de fazer um excesso que permita trocar o meio dos controles negativos.
Encostando a ponteira inclinada no canto de cada poco, retirou-se o
meio velho das culturas de macréfagos. Aspirou-se 0 meio com
suavidade para ndo incomodar o tapete de células.

Aplicou-se 100 pL da suspenséo de fungos opsonizados em DMEM em
cada poco contendo células. Isso corresponde a aplicar 2,5 x 10° células
por poco, ou aproximadamente cinco leveduras por macréfago, uma
concentracao que foi bem-sucedida em nossas méos. Isso foi feito para
as duas placas.

36



XiV.

XV.

XVi.

XVii.

XViil.

XiX.

XX.

Centrifugou-se as placas de células a 200 g por cinco minutos a
temperatura ambiente para forcar o contato do fungo com os
macrofagos.

Incubou-se o sistema na estufa de cultura de células por entre uma e
duas horas.

Retirou-se, com os mesmos cuidados do passo (xii), 0 meio contendo
fungos néo fagocitados das duas placas. Aplicou-se PBS naquela que
foi usada para indice fagocitico (100 pL por pogo bastam) e estafoi posta
a parte.

Adicionou-se DMEM/SFB 10% fresco aos pogos da outra placa.
Retornou-se a placa com DMEM para a estufa de incubagéo e deixou-
se mais uma noite.

Adicionou-se solucgéo fixadora a placa de indice fagocitico de acordo
com o protocolo correspondente (se metanol gelado, por exemplo,
deixar meia hora no refrigerador a quatro graus) e em seguida,
prosseguiu-se com a coloracdo de Giemsa.

Prepararam-se placas tripartites de meio YPD sélido. Cada particdo
correspondeu a uma replicata experimental de cada condicéo testada

no experimento [vide passo (V)].

Terceiro dia e além:

XXi.

XXii.

Inspecionou-se a placa para ver se ndo havia contaminagao ou outro
problema e, com os cuidados do passo (xii), removeu-se 0 meio de
cultura das células, que foi transferidopara um tubo de microcentrifuga
estéril (um tubo para cada replicata).

Lisaram-se os macréfagos aplicando 100 pL de uma solucdo de SDS
0,1% em agua. Pipetou-se para cima e para baixo com vigor algumas
vezes e recolheu-se a suspensdo no mesmo tubo de microcentrifuga.
Misturou-se bem (vOrtex) o contetdo de cada tubo.
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XXiil.

XXiV.

Diluiu-se a suspenséo de lisado contendo leveduras para semear na
placa. Os resultados mais consistentes foram obtidos diluindo-se 100
vezes em duas séries de 100 uyL/900 pL de salina estéril, e aplicando-
se 100 L da ultima diluicdo por particdo de placa de YPD. Guardou-se
o restante das diluicdes na geladeira até o dia seguinte.

Entre o quarto e o quinto dia, observaram-se as placas de fungos
fagocitados, contaram-se as colénias de cada replicata e calculou-se a
taxa de sobrevivéncia das cepas no interior dos macréfagos. Nas placas
de indice fagocitico, este foi calculado fotografando-se campos
aleatérios, contando-se todas as células, todos os fungos fagocitados,
dividindo-se o primeiro numero pelo segundo e combinando-se 0s
campos de uma mesma amostra para obter uma mediana equivalente

a pelo menos 50 células de macrofago.

Ensaio de viruléncia fungica em G. mellonella?®

Obteve-se uma cultura fangica jovem de criptococo da mesma forma
gue para macrofagos, lavou-se do mesmo jeito com PBS e
ressuspendeu-se para uma concentracdo final de 10° leveduras por
mililitro em PBS contendo ampicilina a 400 pg/mL.

Separaram-se as larvas em placas de Petri limpas, de vidro, com 90 mm
de didametro, sem alimento ou agua, em grupos de, no minimo, 16
individuos.

Limpou-se cada larva com um papel absorvente embebido em etanol e
injetaram-se, na altura da ultima pré-pata e com uma seringa Hamilton,
dez microlitros da suspenséo de fungos. Secou-se o ponto de injecao
com um papel absorvente e devolveu-se a larva para a placa Petri.
Incubaram-se as larvas no escuro a 37 °C. Diariamente, contaram-se

as larvas vivas, mortas e empupadas e anotaram-se 0s nUmeros.
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Ensaio de viruléncia em camundongo

Todos o0s experimentos com camundongos foram pré-aprovados pelos
Comités de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade de Brasilia
(protocolo 52657/2011) e da Universidade Catdlica de Brasilia (protocolo numero
18/14).

Para os estudos de viruléncia em modelo murino de criptococose, usou-se a
linhagem BALB/C, dez animais por grupo. Os animais foram anestesiados e
receberam uma injecdo intratraqueal de PBS contendo 2 x 10° leveduras, sendo
feito ainda um controle apenas com PBS. Em seguida, a inciséo cervical foi fechada
com adesivo veterinario e os animais foram mantidos em gaiolas com alimentacéo

BN

e agua ad libitum. Diariamente, foram pesados e avaliados quanto a atividade
espontanea e estimulada, bem como a presenca de sinais neurolégicos e
mudangas na aparéncia. A cada individuo foi, entdo, atribuido um escore de
morbidade pela doenca, segundo os seguintes critérios®+°;
a. Perda de peso: igual ou menor que 10%, zero ponto; de 10% a 20%, um
ponto; maior que 20% e até 25%, dois pontos; superior a 25%, trés pontos.
b. Comportamento: normal, zero ponto; redu¢cédo espontanea de atividade,
um ponto; resposta reduzida a estimulos externos, dois pontos; letargia
e isolamento do grupo, trés pontos.
c. Pelagem: normal, zero ponto; arrepiada, um ponto.
d. Sinais neurolégicos: macrocefalia, dois pontos; paralisia de membros
inferiores, trés pontos.

Animais foram considerados moribundos e sacrificados quando atingiram

escore combinado de quatro.

39



Avaliacdo da carga fungica pulmonar e cerebral

Animais infectados (quatro ou cinco por grupo) do mesmo modo que no
experimento de sobrevivéncia foram mantidos por sete dias e ent&o sacrificados. O
cérebro e o pulméao direito foram extraidos separadamente, pesados, acrescidos de
PBS e macerados. A suspenséo de cada 6rgao foi entdo diluida serialmente (dez
vezes por ponto) e diluicdes apropriadas foram aplicadas em placas de &4gar YPD
em triplicata. As placas foram incubadas a 30 °C até o aparecimento de col6nias,
gue foram entdo contadas e usadas para estimar a carga fungica, em unidades

formadoras de colénia por grama de tecido (UFC/Q).

Histopatoldgico pulmonar

Os pulmbes esquerdos dos animais sacrificados no experimento anterior
foram inflados com solucéo de paraformaldeido 1% (m/v) em PBS usando uma
seringa de insulina, e entdo acondicionados em estojos de emblocamento, e entdo
enviados para processamentocom coloragdo de hematoxilina e eosina em cortes
histol6gicos pelo professor Floréncio Figueiredo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia. Os cortes histolégicos foram entdo comparados a

microscopia de luz.

Medicdo de capsula

O fungo foi semeado em meio DMEM/MOPS s6lido® e as placas foram
incubadas a 37 °C na presenca de CO, a 5% por 48 horas. Fra¢des da colbnia
foram entdo ressuspendidas em uma solucéo de Percoll® 50% e observadas a
microscopia de contraste de interferéncia diferencial num microscépio Axio Z1
Observer (Carl Zeiss GmbH) equipado com uma camera CCD refrigerada (modelo
MRm, Carl Zeiss), sob uma objetiva de 40X (EC Plan Neofluar 0,75 Ph2; Carl Zeiss).
As fotos foram analisadas no software Zen 2 (Carl Zeiss) e a espessura das
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capsulas de pelo menos 50 células foi medida para comparacdo entre as cepas.
Em alguns experimentos, a capsula foi detectada para documentacao micrografica
pela adicdo de tinta nanquim a suspensao de células, seguida de microscopia de

campo claro.

Detec¢dao de GXM capsular

Células cultivadas em meio indutor de cdpsula (Sabouraud acido diluido em
MOPS®Y) por 24 horas a 37 °C foram precipitadas por centrifugacéo e ressuspensas
em PBS contendo o anticorpo 2D10%, uma IgM monoclonal anti-GXM, a
concentracao de 10 pg/mL. A suspensao foi incubada por meia hora a quatro graus,
e entdo as células foram lavadas trés vezes, intercaladas por centrifugacdo, em
PBS antes de se adicionar o anticorpo secundario, uma IgG policlonal anti-igM
murina, conjugada ao fluorocromo Alexa Fluor® 488 (Thermo FisherScientific),a
uma concentracdo de um micrograma por mililitro. Seguiu-se nova incubacdo de
meia hora a quatro graus e nova lavagem com PBS. As células foram observadas
a microscopia de campo claro e fluorescéncia no mesmo microscopio descrito
acima. A objetiva usada foi de 63X para 6leo de imersédo (Plan-Apochromatic

1.4/DIC; Carl Zeiss).

Dosagem de GXM secretada por ELISA®’

Leveduras foram semeadas em 50 mL de meio minimo (MM) a densidade
inicial de 10° células/mL. Os frascos conicos de cultura foram entdo incubados a
37 °C e 150 rpm por 120 horas. Aliquotas da cultura foram colhidas a cada 24 horas,
as células foram removidas por centrifugacao e o sobrenadante foi processado para
ELISA de acordo com a referéncia. As opsoninas foram 2D10 para captura e a IgG

monoclonal 18B7% para deteccéo.

Extracdo de RNA total de C. neoformans e seqienciamento de RNA
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Para determinar se ha diferencas de quantidade de transcritos entre a cepa
parental H99 e o mutante micl, foi necessario primeiro escolher a condicdo em que
essas diferencas seriam avaliadas. Optou-se por CIM a 37 °C por quatro horas:
como se vera na sec¢édo de resultados, nessa condi¢do a maior parte dos fenétipos
in vitro do mutante se manifesta, e por este motivo ela foi escolhida.

As amostras foram geradas da seguinte maneira: a partir de culturas de 12
horas em YPD (50 mL), o fungo foi centrifugado e ressuspenso em PBS no gelo. A
densidade de leveduras na suspenséao foi contada em hematocitdmetro e semeada
em frascos cbnicos de 250 mL contendo 50 mL de CIM pré-aquecido, a uma
densidade de 9 x 106 células/mL. Os frascos foram entédo submetidos a agitacéo de
150 rpm pelo periodo de tempo determinado. As culturas foram entdo colocadas
em banho de gelo e 4gua e resfriadas por cinco minutos, e a seguir o fungo foi
precipitado por centrifugacdo a quatro graus. O meio de cultura foi removido e as
leveduras foram congeladas instantaneamente pela imersdo em banho de gelo
seco e etanol. A massa flngica foi entdo liofilizada por duas horas. Foram
adicionadas pérolas de vidro (0,45 cm de diametro) as amostras e estas foram
entdo agitadas a velocidade maxima em vértice mecanico até se converterem em
pé fino. Nesse momento, adicionaram-se 600 pl do tampédo RLT do sistema
RNEasy® de extracdo de RNA de Planta (QIAgen Inc) e o restante da extracéo
seguiu as instru¢des do fabricante.

O RNA total foi quantificado por espectrofotometria e teve sua integridade
pré-avaliada por eletroforese antes de ser enviado (cinco microgramas por amostra)
para sequenciamento pela técnica de fluorocromos terminais (lllumina Inc) no
Centro de Biologia Computacional e Genémica da Universidade Duke (EUA), onde
ele foi avaliado por passagem em bioanalisador capilar (Agilent Bioanalyser; todas
as amostras tiveram ndamero de integridade de RNA — RIN — acima de 7,7) e teve
0s RNAs mensageiros purificados por extracdo de RNA poli-A+ (KAPA Stranded
MRNA-Seq Kit, Kapa Biosystems).
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O sequenciamento propriamente dito foi feito numa maquina HiSeq 2000
(lumina Inc), e o protocolo escolhido foi de 50 bases em extremidade Unica. O

experimento foi feito em duplicata.

Bioinformatica

Os dados brutos de seqiiéncia foram processados pela suite de programas
TopHat2/Cufflinks/CuffDiff%®%® usando parametros padrdes. O genoma e o transcrip-
toma de referéncia sdo provenientes do bando de dados do Instituto Broad de MIT
e Harvard. A andlise de ontologia génica foi feita pelo programa Blast2GO™ e os
arquivos FASTQ com os dados originais foram depositados no Arquivo de Leituras

de Sequéncia (SRA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/) sob o namero de

acesso SRP067741.

PCR em tempo real

Tanto para validar transcritos diferenciais do RNA-Seq, como para dosagem
de transcritos de interesse em outros experimentos, dois microgramas do RNA em
guestao foram submetidos a transcricdo reversa pelo sistema High Capacity
segundo instru¢des do fornecedor. A PCR em tempo real foi feita com o sistema
Fast SYBR Green Master Mix num termociclador modelo 7500 Fast. O aparelho e
0os reagentes foram fornecidos pela Thermo Fisher Scientific. O transcrito
normalizador foi do gene ACT1 (cadeia leve da beta-actina), e o controle é a cepa

parental nas mesmas condigdes.

Citolocalizagdao da proteina Micl

Para determinar se a proteina Micl € nuclear, foi construida uma quimera
Mlc1-GFP. Para isso, a sequéncia codante de MLC1, gerada por RT-PCR a partir
de cDNA do fungo, foi clonada no plasmidio pCN50, que contém o gene da proteina
fluorescente verde™. A RT-PCR foi feita nas seguintes condicdes:
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i. Dois microlitros de cDNA (item 2.23);
ii. Iniciadores LF353 e LF354 a 0,5 uM cada;
iii. dNTPs a 200 pM;
iv. 1,25 unidades de One Taq Hot Start® DNA Polimerase (New England
Biolabs)
v. Volume final de 50 pl contendo tampéo para a enzima, fornecido pelo
fabricante.
vi. Programa de PCR:
i. 30sa94°C
ii. 15sa94°C
ii. 30sab8°C Cinco vezes
iv.  Dois minutos a 68 °C

V. 15sa94 °C

40 vezes
Vi, Dois minutos a 68 °C
Vii. Cinco minutos a 68 °C
viii.  Preservar a quatro graus

O amplicon foi purificado e clonado por recombinagdo no vetor usando o
sistema In-Fusion HD EcoDry Cloning Plus (TaKaRa Clontech) de acordo com
recomendacdes do fabricante. O sistema foi transformado e o plasmidio
recombinante foi purificado para transformac&o por biobalistica na cepa micl.

Para observacdo da quimera, células da cepa micl::MLC1-GFP foram
tratadas com o corante nuclear Hoechst 33342 (NucBlue® Live Reagent, Thermo
Fisher Scientific) antes da microscopia, que foi feita no instrumento citado
anteriormente. Para documentacéo da fluorescéncia, foram usados os filtros 38 HE

para a GFP e 49 DAPI para o Hoechst.

Solucdes complexas

Meio minimo
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29.4 mM KH2PO,4
10 mM MgSO,
13 mM glicina

3 UM tiamina

15 mM dextrose

Agar SLAD

0.17% base nitrogenada de levedura sem aminoéacidos (YNB)
50 pM (NH4)2SO4
20 g/L dextrose

20 g/L agar

Agar DMEM-MOPS

13,5 g/L DMEM
44 mM NaHCO:s
50 mM MOPS
18 g/L agar

pH 7

Sabouraud/MOPS

4 g/L dextrose
1 g/L peptona
50 mM MOPS

pH 5,6

20 g/L peptona

10 g/L extrato de levedura
20 g/L dextrose

pH 5,6

Para meio sélido, 20 g/L agar
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Agar L-DOPA

29.4 mM KH2PO4
10 mM MgSOs4
13 mM glicina

15 mM dextrose
3 UM tiamina

2 mM L-DOPA

15 g/Lagar

Agar de uréia de Cristensen

0.2% peptona

86 mM NacCl

14.7 mM KH2PO4

333 mM uréia

45 uM vermelho de fenol

pH 6.9

Agar de gema de ovo

8% (v/v) de gema de ovo
0.8% peptona

1.6% dextrose

0.84 M NacCl

42 mM CacCl;

16 g/L agar

Tampéo TENTS

10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA
100 mM NacCl

2% (v/v) Triton X-100
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— 10g/L SDS

~ pH75

Tampéo CTAB
— 100 mM Tris-Cl (pH 8.0)
— 20 mM EDTA (pH 8.0)
- 1.4 M NaCl
— 2% (p/v) CTAB (cetyltrimethyl ammonium bromide)

— 1% PVP 40,000 (polyvinyl pyrrolidone)

Resultados

Estrutura do gene MLC1

Para identificar homdlogos de FTs da familia Gtil/Pac2 em C. neoformans
além de Liv3°®8, usou-se a sequiéncia do membro do clado de Gtil em H. capsulatum,
Rypl, como termo de busca numa varredura do banco de dados do genoma da
cepa H99 no Instituto Broad pelo algoritmo BlastP. Os dois Unicos retornos foram
uma ORF nédo-anotada, CNAG_01983 (valor de E, 5,6 x 10, identidade de 42%,
similaridade de 57% na regido de alinhamento de 247 residuos) e Liv3 (valor de E,
1,9 x 101, identidade de 34%, similaridade de 53% na regido de alinhamento de
114 residuos). O melhor retorno da CNAG_01983 no teste de reciprocidade contra
0 banco de dados de H. capsulatum foi Rypl. Em S. pombe, a CNAG_01983 e Liv3
sdo os melhores alinhamentos, respectivamente, de Gtil e Pac2, conforme descrito
no trabalho de F. oxysporum®.

A CNAG_01983, que posteriormente foi nomeada de MLC1, foi inicialmente
submetida a uma busca pelas regibes WOPRa e WOPRb usando a ferramenta de
andlise de sequéncia protéica ELM"?, que fora usada com sucesso para a definicdo

dessas regides no FT Worl em C. albicans®l. Assim como em Wor1, dois dominios
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globulares foram identificados na por¢do N-terminal, e o primeiro deles (WOPRa,;
residuos de 17 a 95) contém a treonina conservada (Thr’t) dos membros da familia
Gtil/Pac2 que é sabidamente fosforilada em F. oxysporum?. A proteina Micl
possui 626 residuos de aminoacidos e a por¢cdo C-terminal, ao contrario da N-
terminal, ndo é conservada, o0 que também esta de acordo com o observado na
literatura®. A regido N-terminal permite a classificacdo da proteina como
pertencente a familia Gtil/Pac2 pela ferramenta de analise de dominios

conservados InterproScan (http://ebi.ac.uk). Tentou-se realizar um alinhamento

multiplo de sequéncias com outras proteinas da familia, mas o grau de conservacéao
fora da regido N-terminal é muito baixo e alguns membros da familia ndo acusam
regibes WOPR a varredura pelo servidor ELM. No entanto, mesmo que se use
apenas a regido mais conservada (WOPRa) de uma proteina de outro fungo (como
por exemplo, Worl de C. albicans) como termo de busca, o BlastP retorna apenas
Micl e Liv3 em C. neoformans, indicando fortemente que, como em outros fungos,
apenas duas proteinas desta familia existem neste basidiomiceto.
A estrutura da proteina Micl se encontra a figura 8.

X

1—

WOPRa WOPRD 626

Figura 8. Esquema, em escala, da proteina Mic1 de C. neoformans. O asterisco indica
a treonina-71. WOPRa, residuos 17-95; WOPRDb, 168-248

Delecdo e reconstituicao do gene MLC1

O gene MLC1 foi deletado em trés cepas, todas com a marca de resisténcia
a higromicina: H99, KN99a e KN99aq, estas ultimas sendo tradicionalmente usadas
para estudos de acasalamento. Em todos os casos a delecédo foi bem-sucedida
conforme constante a figura 9. A cepa derivada de H99, a partir daqui, € chamada
micl, enquanto que os mutantes baseados nas cepas férteis de referéncia foram
chamados micla e mic1a. A cepa micl::MLC1 foi gerada a partir de micl, e a
eficacia da reconstituicao foi igualmente confirmada a mesma figura.
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Fendtipos negativos do mutante mlcl

A cepa mutante, em meio YPD sodlido, ndo apresentou diferencas
morfolégicas em relagédo a cepa parental H99, seja a 30 °C ou a 37 °C. Tampouco
apresentou diferencas de melanizacao, secrecdo de urease ou fosfolipase, déficit
de crescimento na presenca de estressores osmoticos, oxidantes ou de parede,

conforme constante a figura 10.
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H99 mlcl mlc1:MLCT

Figura 9. (pagina anterior) (A) Mapa do locus MLC1 de C. neoformans (ndo esta em
escala), indicados os sitios de restricdo de Ncol e Pvull, e do cassete de delecao
contendo a marca de resisténcia a higromicina (HPH). Estéo indicados os tamanhos
esperados das bandas hibridadas a sonda (barra negra) nas cepas parental e mutante.
(B) Hibridag&o da sonda em membrana de candidatos a mutante micl (parental, H99;
oito candidatos) e micla (parental, KN99a; um candidato), cujo DNA foi digerido com
Ncol. (C) Mesmas amostras de B, porém digeridas com Pvull. B e C, sistema DIG. (D)
Esquema do locus como em A, porém para a sonda AlkPhos®, e os tamanhos de banda
correspondentes, usados para o mutante mic1a. (E e F) Hibridagdo em membrana do
DNA gendmico de dois candidatos a mutante mic1a (parental, KN99a) digerido com
Ncol (E) e Pvull (F) a sonda AlkPhos®. Apenas as cepas controle e os candidatos
escolhidos para estudo estdo nomeados no mapa. (G) Confirmagéo da reconstituicao
do gene MLCL1 por restauracdo da presencao do transcrito correspondente a PCR em
tempo real.
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Estresse oxidativo Temperatura Estresse osmotico

25 pyM menadiona,
60h, 30 °C YPD, 36h, 37 °C YPD, 36h, 30 °C 1 M NacCl, 36h, 30 °C 1 M KClI, 36h, 30 °C

Estresse de parede Fatores de viruléncia

Urease, 48h, 30 °C

Fosfolipase, 72h, 30 °C
CR 1%, 72h, 37 °C . . H9
Hoo L NS

mic1A

Melanina, 48h, 30 °C

mic1A mic1:MLC1

mic1::MLC1 @

MLC1-GFP

Figura 10: Fendtipos negativos do mutante micl. CR, Vermelho Congo.
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Producdo de capsula e secrecao de GXM no mutante micl

A primeira observacdo de um defeito na producdo de capsula foi em
mutantes micla e mic1a, derivados das cepas férteis (KN99a e KN99a), que foram

0s primeiros a serem feitos, incubados em meio Sab/MOPS (figura 11).

KN99a micla KN99a micia

Figura 10. Auséncia de cépsula em mutantes micl. Sete dias de incubacdo em
Sab/MOPS a 37 °C. Observam-se nestas micrografias os grumos, que foram
investigados em outros experimentos. A capsula aparece, nas cepas parentais
KN99a e KN99a, como halos ao redor dos corpos celulares. Fileira superior, células
em meio de cultura; fileira inferior, constraste com tinta nanquim.

No caso do mutante derivado de H99, em meio soélido indutor de céapsula
(DMEM/MOPS), notou-se que a cepa micl falhava em gerar uma coldnia mucéide,
gue € indicativa de alto contetdo de GXM, e indicativa da presenca de uma capsula
espessa. Para investigar a observacao qualitativa e quantitativamente, mediu-se a
capsula de leveduras das cepas mutante, selvagem e reconstituida, além de
detectar a GXM de superficie e quantificar a secretada. Os resultados, a figura 12,
indicam que a cepa mlcl mantém apenas uma capsula basal, que falha em se tornar
mais espessa mediante inducdo; e o mutante também apresenta defeito na
secrecdo de GXM, conforme constante a mesma figura. A perda de espessamento
de cépsula, medida pela razdo entre o volume capsular e o da célula, foi de
aproximadamente 75% para a cepa mutante. No caso da GXM secretada, notou-se

gue apos uma etapa de inducéo inicial (primeiras 48 horas) em que o mutante foi
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indistinguivel das cepas selvagem e reconstituida, a segunda fase da secrecdo,
responsavel pela maior parte do acimulo de GXM no meio de cultura, foi abolida

na cepa micl.

Defeito de crescimento no mutante micl

Durante os experimentos anteriores, notou-se que a densidade celular das
culturas de micl a 37 °C sempre parecia menor do que a das cepas controles. Por
isso, geraram-se curvas de crescimento em CIM e YPD, a 30 °C e a 37 °C.

Conforme mostrado a figura 13, micl apresenta crescimento retardado,
atingindo fase estacionaria em densidades menores do que as cepas selvagem e

reconstituida.

Defeito de citocinese no mutante m/cl

J& se observara que o mutante gerava grumos em meio Sabouraud/MOPS.
O mesmo fenbmeno ocorreu nas curvas de sobrevivéncia, especialmente na
condi¢éo CIM 37° C, que apresentou grandes barras de dispersdo nos pontos mais
tardios para a cepa micl (figura 13). Esses grumos séo consequéncia da formacéo
de aglomerados celulares que tornam a suspensdo de leveduras opticamente
heterogénea. A microscopia de luz, a figura 14 mostra que esses aglomerados
podem conter centenas de células e incluem leveduras com morfologia anémala,
algumas com aparéncia de pseudo-hifa ou crescimento polar e largos vacuolos.
Essa morfologia foi documentada a video-microscopia (dados ndo mostrados), que
indica tratar-se de um defeito de citocinese, visto que as células de um aglomerado
sdo todas descendentes de uma mesma célula-mde. Isso é confirmado a
sonicagdo: os grumos ndo se desfazem, mesmo a exposi¢coes de intensidade

suficiente para destruir as células (figura 14C).
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Déficit de viruléncia do mutante micl

Em vista da frequéncia com que proteinas da familia Gtil/Pac2,
especialmente aquelas filogeneticamente alinhados com Gtil, estdo implicadas na
viruléncia das espécies correspondentes, foi analisado o papel de Micl na viruléncia
de C. neoformans in vitro e in vivo.

Em macrofagos da linhagem J774A.1 (figura 15), a cepa micl apresentou
significativa queda de viabilidade em comparacdo com as cepas H99 e micl::MLC1.
Essa diferenca nao foi devida a déficit na fagocitose do mutante, uma vez que em
todos os experimentos o indice fagocitico, aqui definido como a percentagem de
macréfagos contendo criptococo em relagdo ao numero total de células, foi de 50%
em todas as condigdes.

Em modelo murino, a cepa mutante foi avirulenta, e no modelo de infecgéo
em invertebrado (G. mellonella), micl foi avirulenta a 37 °C e hipovirulenta a 30 °C
(figura 16). As medianas de mortalidade para as cepas selvagem e reconstituida
foram de seis dias para Galleria a 30 °C, sete dias para Galleria a 37 °C e 21-22

dias em camundongo.
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Figura 12. (A) Em meio DMEM-MOPS de indugéo de cédpsula, a cepa micl apresenta-
se ressecada em comparagcdo ao aspecto mucoide de H99 e micl:MLC1. (B)
Deteccéo de GXM na superficie de células de C. neoformans por imunofluorescéncia.
Os grumos s&o um artefato do anticorpo 2D10, uma IgM. (C) A microscopia de
contraste de interferéncia diferencial na presenca de Percoll®, a capsula do mutante,
observavel como um halo de relevo ao redor das células, € nitidamente reduzida com
relacdo as cepas parental e reconstituida. (D) A reducdo da capsula, conforme
indicada pela comparacao das razdes de volume de cépsula por volume do corpo
celular. O asterisco indica diferenca significativa ao teste de Tukey (p<0,0001). Os
valores sdo medianas e as barras sdo IC95%. (E) Curva temporal da dosagem por
ELISA da GXM secretada por células das trés cepas em meio minimo ao longo de
120 horas. O asterisco indica que a diferenca foi estatisticamente significativa ao teste
de comparac6es multiplas de Dunnett (p<0,05). Os pontos sao médias e as barras
séo desvios padroes.
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Figura 13. Curvas de crescimento, medido em termos de densidade Optica a 600 nm,
das cepas H99, micl e micl::MLC1 em CIM e YPD, a 30 °C e 37 °C, ao longo de 84
horas. Os pontos sdo médias de trés replicatas experimentais e as barras séo 1C95%.
Vermelho, H99; azul, micl; verde, micl::MLC1.

Em modelo murino, avaliou-se a carga fangica no cérebro e no pulméao dos
animais infectados, e o mutante foi completamente eliminado dos pulm&es de
camundongos infectados. Porém, notou-se que ele persistia, assintomaticamente,
no cérebro dos animais infectados por mais tempo, conforme mostra a figura 17:
nos pulmdes, a carga flngica das cepas selvagem e reconstituida apresentou
mediana na faixa de 3-5 10° células por grama de tecido; no cérebro, a carga
mediana foi da ordem de 2 x 10* células para ambas as cepas, e de 7 x 10° para a
cepa micl (essa diferenca ndo atingiu significancia estatistica em vista da grande
dispersdo dos valores entre os animais). Além disto, observou-se que os animais

infectados com o mutante retinham fungo no cérebro 100 dias apos a infecgéo (3,5

x 10° UFC/g), sem demonstrar sintomas. Isso indica que o fungo chega a aumentar
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sua densidade no cérebro com relacdo ao periodo inicial de infeccdo, mas apds

seis meses, constatou-se eliminagcdo também do cérebro.

Figura 14. (A) Aparéncia a olho
nu de culturas de células das
cepas selvagem, mutante micl
e reconstituida em meio
Sabouraud-MOPS por cinco
dias. (B) Aparéncia
microscopica das células de (A).
No painel inferior, o mutante
micl aparece em menor
magnificacdo para ilustrar o
tamanho dos aglomerados
celulares. A setas vermelhas
séo as estruturas de
crescimento polar/pseudo-hifa.
Os painéis superiores sdo em
DIC e o inferior € em campo
claro. (C) DIC de varios tempos
de sonicacdo de células micl
crescidas em Sabouraud-MOPS
por cinco dias. Em nenhum
momento 0S  grumos  se

AAncfaZArm

60s
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Figura 15. Ensaio de sobrevivéncia no interior de macréfagos J774A.1 (experimento
representativo de trés). O eixo Y indica o nimero de UFC como percentagem da
replicata com maior valor para a cepa H99 (100%). O asterisco indica significancia
estatistica pelo teste de Tukey (p<0,0001).
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Figura 16. Curvas de sobrevivéncia em G. mellonella e camundongo. A letra (a) indica
aviruléncia (grupo estatisticamente indistinguivel do grupo de PBS) e (b) indica
hipoviruléncia (estatisticamente distinto tanto do grupo de PBS como do grupo de H99
e micl::MLC1) pelo teste de ranqueamento logaritmico.
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Cerebro Figura 17. Dosagem de carga
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Citolocalizagdao da proteina Mlcl

Construiu-se uma quimera Mic1-GFP para confirmar se a proteina teria,
como se espera de um fator de transcri¢cdo, topologia nuclear. Esta foi confirmada
por microscopia de fluorescéncia conforme mostra a figura 18, em que o corante
Hoechst 33342 foi usado como marcador nuclear, e em que se viu que 0s sinais de
GFP e Hoechst se encontram sobrepostos. Também foi possivel constatar que a

topologia nuclear da quimera Mic1-GFP ocorre na maioria das células.
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@ Hoechst

Figura 18. Microscopia de fluorescéncia mostrando a colocalizagdo do sinal de
fluorescéncia da quimera Mic1-GFP e o fluoréforo Hoechst 33342, que emite sinal
mediante ligacdo ao DNA. Nos painéis superiores, a barra branca corresponde a cinco
micrometros. No painel inferior, observa-se que a maioria das células da cepa
micl::MLC1-GFP apresenta o sinal de fluorescéncia com topologia nuclear. As células
foram obtidas de cultura vegetativa em YPD a 30 °C por uma noite.

Analise do transcriptoma do mutante micl

Como Micl pertence a uma familia de fatores de transcricdo, avaliaram-se
mudancas na expressdo génica da cepa mutante numa condicdo em que 0S
fenotipos verificados in vitro se manifestam, CIM, 37 °C por quatro horas, que foi
usada para obtencdo do RNA para sequenciamento.

Um total de 350 ORFs, segundo a anotacdo do genoma da cepa parental

H99 no Instituto Broad, foi diferencial entre ela e a cepa mlcl na condicao escolhida.
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Delas, 195 foram induzidas e 155, reprimidas, listadas a tabela Il do apéndice. Pela
classificacdo de ontologia génica, algumas categorias foram enriquecidas,
conforme visivel a figura 20. As ORFs pertencentes a categorias para as quais
houve enriquecimento de transcritos diferenciais — indicando significancia fisiologica
do achado — estéo listadas na tabela 2.

Tabela 2. Categorias de GO para as quais houve enriguecimento. Elas correspondem

aos ramos terminais dos grafos da figura 20, e foram obtidas pelo programa Blast2GO.
Ha redundancia entre elas porgue alguns transcritos pertencem a mais de uma categoria.

Categoria de GO ID Nome Regulacao
CNAG_07463 separase reprimido
CNAG_06814 proteina hipotética reprimido
CNAG_07408 STE/STE20/PAKA proteina cinase reprimido
CNAG_07411 Histona demetilase JARID1 reprimido
CNAG_01454 fator de transcricao STE12 reprimido
CNAG_01333 Haspin proteina cinase reprimido
CNAG_02345 polycomb proteina EED reprimido
CNAG_02337 uracil fosforibosyltransferase reprimido
CNAG_02095 ciclina reprimido
CNAG_02051 membro da familia de cinesinas 20/23 reprimido

Nucleo CNAG_03453 membro da familia de cinesinas 11 reprimido

(GO 0005634)

CNAG_03539 proteina hipotética reprimido
CNAG_07756 Cdc reprimido
CNAG_04148 NEK proteina cinase reprimido
CNAG_04836 Proteina nuclear reprimido
CNAG_01572 tirosina fosfatase reprimido
CNAG_06188 proteina hipotética reprimido
CNAG_00505 proteina hipotética induzido
CNAG_02986 ADP-ribose pyrofosfatase induzido
CNAG_02877 proteina hipotética induzido
CNAG_00883 Fator de transcricao Zn2Cys6 induzido
CNAG_04312 manose-6-fosfato isomerase induzido
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(GO 0007010)

CNAG_04879 Enzima desramificadora do glicogénio induzido
CNAG_06098 glucosamina-6-fosfato deaminase induzido
subunidade 3 do complexo da
CNAG_00681 condensina reprimido
Proteina associada a microtubulos da
CNAG_03993 familia RP/EB reprimido
CNAG_01333 Haspin proteina cinase reprimido
CNAG_02051 membro da familia de cinesinas 20/23 reprimido
CNAG_05752 membro da familia de cinesinas C1 reprimido
Divisdo nuclear
mitdtica CNAG_05853 proteina hipotética reprimido
(GO 0007067) CNAG_03184 BUB proteina cinase reprimido
CNAG_03453 membro da familia de cinesinas 11 reprimido
CNAG_07756 Cdc reprimido
CNAG_04148 NEK proteina cinase reprimido
CNAG_01907 PLK/PLK1 proteina cinase reprimido
CNAG_06335 Proteina centromérica E reprimido
CNAG_07463 separase reprimido
Proteina associada a microtubulos da
CNAG_03993 familia RP/EB reprimido
CNAG_06971 proteina hipotética reprimido
CNAG_07408 STE/STE20/PAKA proteina cinase reprimido
CNAG_01389 proteina hipotética reprimido
CNAG_01333 Haspin proteina cinase reprimido
Citoesqueleto
(GO 0005856) CNAG_02194 AGC/NDR proteina cinase reprimido
CNAG_02095 Ciclina reprimido
CNAG_02051 membro da familia de cinesinas 20/23 reprimido
CNAG_05752 membro da familia de cinesinas C1 reprimido
CNAG_03539 proteina hipotética reprimido
CNAG_06335 Proteina centromérica E reprimido
CNAG_00682 cinesina induzido
Organiza¢do do CNAG_00110 proteina hipotética reprimido
Citoesqueleto CNAG_07463 separase reprimido
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Proteina associada a microtubulos da

CNAG_03993 familia RP/EB reprimido
CNAG_07408 STE/STE20/PAKA proteina cinase reprimido
CNAG_06980 STE/STE11 proteina cinase reprimido
CNAG_02194 AGC/NDR proteina cinase reprimido
CNAG_05752 membro da familia de cinesinas C1 reprimido
CNAG_03453 membro da familia de cinesinas 11 reprimido
CNAG_04148 NEK proteina cinase reprimido
CNAG_01907 PLK/PLK1 proteina cinase reprimido
CNAG_06335 Proteina centromérica E reprimido

As mudancas mais drasticas no padrao de expressao se deram em genes
do locus MATa. Dentre as 26 ORFs anotadas automaticamente, 16 foram
reprimidas quase que completamente na cepa micl ao RNA-Seq. Quinze delas
correspondiam a ORFs que um estudo anterior descobriu serem induzidas em
criptococos fagocitados por macréfagos em cultura™. Das onze ORFs néo
diferenciais, quatro (CNAGs 01456, 06805, 06807 e 06810) ndo possuem
correspondente em quaisquer outras cepas seqiienciadas de C. neoformans e
parecem ser artefatos de anotacdo automatizada ou sequéncias parciais geradas
por eventos de transposicdo génica. Isso indica que 16 de 22, ou 72% das ORFs
sabidamente codificadoras de proteinas do locus MATa sao reguladas por Micl, a
maioria (15/16=94%) também induzidas no interior de macréfagos. A figura 19
ilustra o resultado.
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Figura 19. Estrutura do locus MATa de C. neoformans (retdngulo). As ORFs em
vermelho tiveram seus transcritos reprimidos no mutante micl. As duas ORFs
imediatamente a montante do locus também foram reprimidas. Dentro do locus, as
ORFs em vermelho também foram induzidas em H99 fagocitado por macrofagos em
cultura (referéncia 63). A ORF RPO41a (listrada) foi induzida no macréfago, mas nao
reprimida no mutante micl. Nao esta em escala.
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Figura 20. (duas paginas anteriores) Grafos de ontologia génica, gerados pelo
programa Blast2GO, contendo as categorias para as quais houve enriquecimento de
transcritos diferenciais no mutante micl em CIM a 37 °C por quatro horas. Branco
indica auséncia de enriquecimento e, quanto mais baixo o valor de P do calculo de
enriguecimento, mais intensa a coloracdo magenta da categoria. As categorias mais
terminais estdo contidas nas mais proximais. Usou-se uma taxa de descoberta falsa
(FDR) de 5% como limiar. As ORFs das categorias terminais estao listadas no
apéndice.

A figura 21 ilustra a validacdo, por PCR em tempo real, dos dados de RNA-
Seq, pela confirmacdo de que 14 transcritos (de um total de 18 selecionados
arbitrariamente), incluindo dez do locus MATa, duas reprimidas e duas induzidas,
mostraram padrfes de regulacdo semelhantes aqueles observados na analise de

transcriptoma por RNA-Seq.
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Figura 21. Validac&o, por PCR em tempo real, das taxas de expressdo de transcritos
indicados como diferenciais ao RNA-Seq. Os histogramas representam as quantidades
de transcritos na cepa micl relativas a cepa H99. As barras sdo 1C95%.
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Em seguida, verificou-se se transcritos do locus MATa estao suprimidos em
outras condicdes de cultura. A figura 22, confirma-se que sim, em todas as

condicOes testadas 0s genes se encontram varias ordens de magnitude reprimidos.
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Figura 22. Confirmagdo por PCR em tempo real de que transcritos selecionados do
locus MATa se encontram reprimidos em todas as condi¢des de cultura testadas. Note
que a escala é logaritmica. A representacdo da quantidade de transcrito se deu como
na figura 18.

O mutante mlc1 ndo apresenta um defeito de acasalamento

Em vista dos resultados acima, que mostram que as ORFs mais diferenciais
da cepa mutante se encontram no locus MAT, avaliou-se se os mutantes feitos a
partir dos das cepas férteis KN99a e KN99a (micla e mic1a) apresentavam defeito

de acasalamento, conforme ilustrado a figura 23. O acasalamento entre cepas
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mutantes ocorre de forma temporal e morfologicamente indistinguivel do

acasalamento entre as cepas parentais.

mic1a x mic1a _ KN99a x micla mlc1a x KN99a KN99a x KN99a

Figura 23. Ensaio qualitativo de acasalamento. Fileira superior: todos os cruzamentos
comecaram a formar filamentos sexuais caracteristicos do acasalamento apés 72 horas
em meio SLAD. Fileira média: aos vinte dias, o progresso da filamentacédo era
equivalente em todos os acasalamentos. Fileira inferior: aos 26 dias, o aspecto das
colénias em filamentag&o era igualmente similar.

Discussao

A perda do gene MLC1, o membro do ramo Gtil da familia Gtil/Pac2 em C.
neoformans, resulta numa série de fendtipos concernentes a viruléncia e adaptacéo
do patégeno ao hospedeiro, a saber: falha em induzir espessamento da capsula em
resposta a estimulos externos; defeito de crescimento e citocinese a 37 °C ou em
meio CO-independente; déficit de sobrevivéncia no interior de macréfagos;
aviruléncia em modelo murino de infecc¢ao; hipoviruléncia em modelo invertebrado
a 30 °C, e aviruléncia a 37 °C. Além disso, a perda de MLC1 resultou na expressao
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diferencial de centenas de genes, com particular destaque para a quase completa
supressao da maioria das ORFs codantes do locus MAT. A despeito do altimo
achado, contudo, mutantes mlcl acasalam normalmente.

A cdpsula de criptococo € a assinatura morfolégica desse género de fungos,
e um fator de viruléncia de extrema importancial’. Exatamente por esse motivo,
muito da pesquisa sobre o ciclo de vida e infec¢do desses patdégenos tém sido com
o fim de elucidar os mecanismos de sintese e montagem dela.

Recentemente, esses esfor¢cos culminaram no primeiro relato do uso de
biologia dos sistemas para dissecar a fundo a via de regulacdo da sintese de
capsula em C. neoformans!®. Os autores do estudo foram ndo apenas capazes de
revalidar para a técnica que desenvolveram os fatores de transcricdo previamente
descritos como implicados no controle da capsula, como descobriram varios outros.
Além disso, eles foram capazes de hierarquizar os diferentes reguladores e
determinar seu papel temporal na inducao de cépsula. Trata-se do estudo mais
abrangente sobre a regulagdo deste importante fator de viruléncia.

Entretanto, o gene MLC1 ndo foi encontrado por eles. Isso € particularmente
intrigante porque um dos genes revalidados’™ é justamente um integrante do locus
MATa, o gene STE12a, que este trabalho demonstrou ser drasticamente suprimido
na auséncia da proteina Micl. O fator Stel2a, segundo os autores do estudo?®,
seria um regulador de uma etapa intermediaria da complexa malha de regulacéo
gue culmina na inducao de capsula.

Como a secrecdo de GXM é severamente reduzida no mutante, que é capaz
de sintetizar uma capsula basal, esses dados indicam que a perda de Micl talvez
ndo afete a via de sintese da cdpsula (e, de fato, os transcritos correspondentes a
enzimas da via de sintese dos aguUcares ativados que sdo precursores dos
polissacarideos capsulares!® ndo apresentam expressao diferencial nas condi¢ées
analisadas neste trabalho), e sim a secrecdo de componentes capsulares. Vias de
secrecdo ndo-alternativas foram implicadas no processo de indugéo de capsula’™.
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Porém, se houvesse um defeito global na secre¢do vesicular no mutante micl,
outros fatores de viruléncia secretados em vesiculas, tais como melanina e
urease’®’’, também seriam afetados. O mutante se melaniza e produz halos de
urease e fosfolipase normalmente, o que indica que, caso o problema esteja na
secrecao de vesiculas, ele provavelmente afeta apenas as vesiculas implicadas na
secrecdo de componentes capsulares, o que esta de acordo com a observagéo
prévia de que ha varias subpopulacdes de vesiculas”’.

O experimento de video-microscopia mostra que, em CIM a 37 °C, o mutante
micl apresenta defeito de citocinese. Um defeito semelhante, porém menos
pronunciado, foi demonstrado para o mutante ste20a’® a 39 °C. O mutante mlcl
apresenta expressao diferencial de varios genes ontologicamente classificados
como parte dos mecanismos de ciclo celular, organizac¢éo do citoesqueleto e divisédo
celular, tais como cinesinas’ e uma NEK cinase®, que podem explicar o fenétipo
observado. O fenétipo ndo se manifesta em YPD a 30 °C, e € muito menos
pronunciado em YPD a 37 °C, o que indica que Micl ndo é apenas um sensor de
temperatura. Com efeito, ndo houve enriquecimento de categorias de resposta ao
estresse térmico, e ndo se encontraram genes de chaperonas entre os diferenciais.

Os fendtipos de cépsula e viruléncia do mutante micl séo verificados em
condi¢cBes de cultura a 37 °C e em camundongo, respectivamente. Isso sugeriria
gue a proteina Micl seria um sensor térmico e, embora a possibilidade de que ela
também responda a estimulos térmicos ndo possa ser descartada, 0s experimentos
de crescimento ndo indicam ser esse o0 caso, visto que o mutante apresenta retardo
também em CIM a 30 °C.

Além disso, as curvas de crescimento indicam que o mutante atinge a fase
estaciondria em densidades celulares mais baixas do que a cepa selvagem.
Embora os dados ndo permitam determinar por que isso acontece, é possivel que
0 mutante tenha problemas na adaptacdo a niveis mais baixos de nutrientes
conforme o meio é consumido.
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Vale notar, ainda, que no modelo de G. mellonella, o mutante retém alguma
viruléncia quando a lagarta infectada € mantida a 30 °C, o que indica que o defeito
de adaptacdo ao estresse térmico é parcialmente responsavel pela perda de
viruléncia no modelo murino e da lagarta a 37 °C.

A decisdo de nomear a CNAG_01983 de Controlador do locus MAT 1
fundamenta-se no fato de que mutantes de genes desse locus, ja descritos na
literatura, em conjunto respondem pela quase totalidade dos fenétipos que foram
descritas neste trabalho. Além do defeito de citocinese do mutante ste20a, 0s
seguintes fenotipos ja foram relatados:

i. Hipocapsularidade: no mutante ste12a’;

ii. Déficit de crescimento a temperatura mais alta: no mutante ste20a’®, mas

apenas a 39 °C;

iii. Hipoviruléncia: em ste20a’® e rum1a“, e no caso deste Ultimo, os autores

também constataram queda na coloniza¢ao pulmonar.

Vale ainda notar que os fenétipos de micl sdo mais pronunciados do que 0s
dos mutantes de genes do locus MAT separadamente — 0 que é de se esperar se
eles séo regulados por Micl. Embora a persisténcia da cepa micl no cérebro nao
tenha sido relatada para os mutantes acima citados, ela também nao foi testada
pelos autores daqueles estudos. No mais, ela pode ser explicada por uma queda
na taxa de producédo de capsula combinada com crescimento mais lento do fungo?®.

Em suma, é valido postular que, embora a perda de Micl resulte em
mudangas no padréo transcricional para além do locus MAT, as variagcbes de
fendtipos resultantes derivam primariamente da repressao dos genes do dito locus.

Acasalamento e viruléncia sdo fenbmenos evolutivamente distintos, porém
gue apresentam convergéncia em determinados contextos.

Os efeitos do acasalamento sobre a viruléncia sdo ambiguos. Por um lado,
0 acasalamento proporciona a patdgenos a chance de adquirir, por recombinagéo
durante a meiose, tracos fenotipicos favoraveis a colonizacao do hospedeiro, ou a
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resisténcia a agentes antimicrobianos®. Por outro, uma vez que um patégeno
possua um conjunto de atributos de viruléncia e caracteristicas metabdlicas bem
adequadas ao hospedeiro, recombinacdo e meiose podem perturbar esse equilibrio
pela introducao de tragos genotipicos desfavoraveis. Nesse caso, a reproducdo
clonal favorece a preservagéo dos tracos evolutivamente vantajosos®.

No caso de fungos, Nielsen e Heitman® postulam que esses organismos
precisam conciliar as vantagens da reproducéo sexuada — aumento de variabilidade
e adaptabilidade a ambientes diversos, assim como a producédo de formas de
disseminacdo ambiental, tais como esporos — com as vantagens da reproducgao
clonal — preservacao de um genétipo adaptado a um ambiente pouco variavel como
o interior de um hospedeiro, livre de interferéncias produzidas por processos de
recombinagdo que introduzam alelos menos favoraveis. Os autores notam que
espécies predominantemente patogénicas tendem a clonalidade, enquanto que
espécies predominantemente de vida livre tendem a exibir acasalamento com maior
freqiiéncia®.

Por outro lado, os sinais que indicam o contato com o hospedeiro sédo
gualitativamente semelhantes aqueles que indicam condi¢cdes ambientais hostis
(mudanca de temperatura e disponibilidade de nutrientes, por exemplo). No primeiro
caso, 0 patdgeno responde com uma reprogramacdo metabdlica, e por vezes
morfogénica, que permite a infec¢do. No segundo, o organismo responde iniciando
0 acasalamento, que resulta em formas de disperséo (esporos) que permitem que
o fungo escape daquele local para germinar em outro cujas condigdes sejam mais
favoraveis®.

N&o é surpresa, portanto, que o locus MAT, em C. neoformans e outros
fungos® esteja implicado ndo apenas em acasalamento como em viruléncia. Porém,
0 mutante micl inicia o acasalamento normalmente, mesmo que em condi¢cfes de
crescimento vegetativo em diversos meios, 0os genes do locus MAT estejam
reprimidos a ponto de o mutante apresentar fenotipos equivalentes ao de cepas
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nocautes para genes do locus. Varios dos mutantes de genes do locus MAT
descritos na literatura, tais como SX/1a®, STE11a®®, STE12a™ e STE20a’®, néo
sdo sequer capazes de gerar os filamentos dipléides associados ao acasalamento.

Assim, a proteina MIcl é necesséria para que o locus MAT desempenhe
suas funcdes na viruléncia, mas ndo no acasalamento. O papel do locus MAT se
revela como sendo estritamente regulado: os mesmos genes desempenham
funcdes reguladoras (os genes STE compdem uma cascata de regulacdo e SX/1a,
STE12a e RUM1a séo fatores de transcricdo) com desfechos distintos — a
expressao de fatores de viruléncia ou o acasalamento — de acordo com o contexto,
e 0 ramo da viruléncia esta sob o comando de Mic1.

Conforme dito a introducéo, proteinas da familia Gtil/Pac2 apresentam alto
grau de especializagdo, de modo que espécies fungicas proximas podem té-las no
comando de processos fisiologicos distintos. O fungo mais proximo de C.
neoformans que possui um fator da familia caracterizado é U. maydis®?, um
basidiomiceto cuja Pac2 tem papel regulador no acasalamento — justamente um
processo que Micl néo influencia (nem, tampouco, ao que se sabe, Liv3%5%). Sendo
assim, ndo surpreende que 0s processos comandados por Micl — citocinese e
crescimento sob condi¢cdes de estresse e sintese de capsula — ndo guardem
similaridade, além do fato de serem processos morfogénicos — com os fenétipos
regulados por esses fatores de transcricdo nos demais fungos em que foram
estudados, visto que sdo todos ascomicetos. Por outro lado, ainda que Micl ndo
influencie o acasalamento, o fato de que pelo menos dois outros fatores da familia
o fazem*43-% sugere que também eles, e possivelmente outros, tenham influéncia
sobre os loci MAT de suas respectivas espécies, embora essa possibilidade careca

de investigacéo.
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ConclusOes e perspectivas

Ao estudar um gene da familia Gtil/Pac2 em C. neoformans, nosso grupo
descobriu uma conexao entre o locus MAT e a viruléncia que é independente das
funcdes desse locus na reproducéo sexuada do fungo.

Isso abre uma promissora avenida de investigacdo, pois as chances séo
elevadas de que genes regulados por Micl estejam direta e especificamente
implicados na expresséo de fatores de viruléncia.

Em suma, o presente trabalho identificou e caracterizou o segundo membro
da familia Gtil/Pac2 em C. neoformans, e verificou que a proteina correspondente,
Micl, é um fator de transcricdo necessario para o espessamento da capsula em
resposta a estimulos externos, a citocinese em condi¢des de estresse e a viruléncia
do fungo. Micl é necessario para a expressao da maior parte dos genes do locus
MAT, mesmo em condi¢Bes de crescimento vegetativo, embora n&o seja necessario
para o acasalamento do fungo, o que sugere fortemente que a proteina regula a
adaptacéo do criptococo ao hospedeiro via locus MAT.

Com base nas observacdes deste trabalho, os seguintes passos se
encontram em desenvolvimento:

i. Investigar os sitios de ligacdo de Micl, seja por ChIP-Seq ou pela
abordagem iterativa de predicdo de sitios com base em dados de
transcriptoma desenvolvida por Michael Brent e colaboradores®;

ii. Determinar o papel de Micl1 no ciclo celular de criptococo, em vista dos
defeitos de crescimento e citocinese observados;

iii. Investigar o papel de Micl na secreg¢do de componentes capsulares e na
via de secrec¢do ndo-convencional como um todo;

iv. Descobrir a via, ou vias, de sinalizacao que influenciam Mic1;

v. ldentificar interactantes diretos de Mic1;
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vi. Investigar a possibilidade de que Mic1l module o estado de compactacéo

da cromatina;

vii. Investigar se Mic1 ndo influencia etapas mais tardias do ciclo sexuado de

C. neoformans;

viii. Investigar se Micl ndo é importante para a resisténcia de C. neoformans

a predadores ambientais, tais como amebas.

Os achados do presente projeto indicam que o modulo regulador de Micl

inclui proteinas envolvidas em processos-chaves para a viruléncia (sintese de

capsula, sobrevivéncia e reproducéo a 37 °C), de modo que os genes regulados

por este fator de transcricdo podem incluir alvos para futuras estratégias

terapéuticas. Do ponto de vista de nosso entendimento sobre a biologia dos fungos,

Micl representa uma importante pe¢a na evolugéo do locus MAT como um sensor

de estresses ambientais e regulador da reproducdo sexuada e da adaptacdo ao

hospedeiro. O papel aqui descoberto foi uma surpresa, e ndo ha motivos para crer

gue tenha sido a ultima que este fascinante fator de transcricdo nos reserva.

Apéndice
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