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RESUMO

Calvete, C L. O papel das permeases de aminoacidos Aap6 e Aap8 sobre a
sobrevivéncia, a viruléncia e a filamentagdo em Cryptococcus neoformans., 2018. 112 f.
Dissertacdo (Mestado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2018.

A Criptococose, causada pelo fungo Cryptococcus neoformans, € uma doenca
sistémica, potencialmente fatal em pacientes com o sistema imune debilitado e a
progressdo da mesma pode causar Meningite criptocécica. Estima-se que ela acarrete
globalmente 15% dos Obitos relacionadas a AIDS, devido a falhas terapéuticas,
surgimento de resisténcia, inconstancia no tratamento e restricdo nas opcbes de
antifingicos. As vias de biossintese e/ou de assimilacdo de alguns aminoéacidos
representam uma portunidade de validacdo de alvos moleculares para prospeccao de
novos antifungicos. Estudos prévios identificaram 10 permeases de aminoacidos (AAP1
a AAP8, MUP1 e MUP3) em C. neoformans. AAP4 e AAPS5 foram consideradas
principais e redundantes, e uma dupla delecdo (aap44/aap54) causou sensibilidade
térmica e ao estresse oxidativo e avirulento em modelo animal. Permeases Aapl e
Aap2 possuem 80,9% de identidade na sequencia de aminoacidos, ndo sao
essenciais individualmente, porém podem ser redundantes. As permeases Aap6 e
Aap8 nao foram estudadas, portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das
delecdes simples das pemeases AAP6 e AAP8 e da dupla delecdo AAP1/AAP2 sobre a
captacdo de aminoacidos, fatores de viruléncia, sobrevivéncia em diversas condi¢cdes
nutricionais, infeccdo em modelo animal, suceptibilidade a farmacos, e a capacidade de
acasalamento. A dupla delecdo das permeases AAP1/AAP2 repercutiu na
capacidade de crescimento de alguns L-aminoé&cidos principalmente a 37 °C, alterou
o tamanho da cépsula polissacaridica, causou hipoviruléncia em modelo animal de
invertebrados e foi mais susceptivel a AmB do que o tipo selvagem. As permeases
AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 podem ser consideradas permeases globais de

aminoacidos.

Palavras-chave:. Cryptococcus neoformans. Permeases de aminoacidos. Antifungicos.



ABSTRACT

Calvete, C L. The role of Aap6 and Aap8 amino acid permeases on survival, virulente
and filamentation in Cryptococcus neoformans, 2018. 112 f. Dissertation (Masters thesis
in Biotecnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2018.

Cryptococcosis, caused by Cryptococcus neoformans yeast, is a systemic and
potentially fatal disease for weakened immune system patients. The progression of the
disease involves the invasion of the central nervous system causing
Meningoencephalitis. It is estimated that this disease causes, globally, 15% of AIDS-
related deaths, what is justified by therapeutic failures caused by pathogen resistance to
drugs, inconstancy in the treatment and few antifungal options. The study of
biosynthesis and/or assimilation of some amino acids represents a good opportunity for
the validation of molecular targets to prospect new selective toxicity antifungals. C.
neoformans has ten 10 amino acids permeases of APC family (Aapl to Aap8, Mupl
and Mup3) and six of these permeases were studied already. Aap4 and Aap5 were
considered major and redundant, and the aap4A/aap54 mutant was responsable for
thermal sensitivity and oxidative stress and hypovirulent in animal model. The Aapl
and Aap2 amino acid permeases are not essential individually but they have 80.9%
identity of amino acid sequence, suggesting they could be redundant. The Aap6 and
Aap8 have not been studied so far. We investigated four amino acids permeases of C.
neoformans to identify their substrate specificity, role in the growth, filamentation and
virulence. Our data point out that the mutant aaplA/aap2A has reduced growth (37° C)
in some L-amino acids, capsule reduced size, hypovirulence in animal model of
invertebrates and it was more sentive to AmB than wild type. The data corroborate the
Aap4 and Aap5 permeases are dominant in the process of amino acids uptake, and the
Aap6, Aap8 and Aapl/Aap2 were considered global amino acid permeases.

Keyword: Cryptococcus neoformans. Amino acid permease. Antifungal.
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1 INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans é um basidiomiceto leveduriforme e cosmopolita com
capacidade de infectar tanto o ser humano como os animais. A doenca causada por
esse patdgeno é conhecida como Criptococose, uma doenga sistémica (subaguda ou
cronica) e potencialmente fatal em pacientes com o sistema imune debilitado. A
progressdo da doenca acarreta a invasao do Sistema Nervoso Central, causando a
Meningite criptococica (PERFECT; CASADEVALL, 2002; VELEZ; ESCANDON, 2016;
AGUIAR et al., 2017; RHODES et al., 2017).

Anteriormente a pandemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) a
Criptococose era considerada uma doenga muito pouco comum, mas apos 0 Sseu
surgimento os numeros de casos da doenca cresceram significativamente (KWON-
CHUNG, 2014; AGUIAR et al., 2017; PK; MU., 2017).

Um levantamento de dados realizado por Rajasingham et al (2017) estimou o
namero de pessoas soropositivas para C. neoformans (pesquisa do antigeno
Criptocécico) e as mortes relacionadas a doenca (entre 1989 e 2016) em pacientes
ambulatoriais infectados pelo HIV em 29 paises. Em 1 ano os paises de baixa renda
apresentaram mortalidade de 70 % em pacientes que passaram por tratamento (anti-
retroviral e/ou anfotericina B), e para pacientes que nao recebem cuidado a
porcentagem é de 100%. Para paises de renda média o 6bito foi de 40% e 60% para
pacientes em tratamento e sem tratamento, respectivamente. Na Europa oriental e
Russia foi estimado 6bito em 30% dos pacientes em tratamento e 45% em pacientes
sem tratamento e na América do Norte as mortes relacionadas a doenca sao de 20 e 30
% para os pacientes tratados e nédo tratados, respectivamente. De maneira geral
estima-se que a meningite criptocécica acarrete globalmente 15% dos 6&bitos
relacionados a AIDS, sendo a segunda maior causa de morte, atras apenas da
tuberculose (RAJASINGHAM et al., 2017).

N&do s6 os pacientes portadores de HIV estdo em risco de desenvolver a

criptococose, pacientes transplantados e em terapias imunossupressoras sao bons



17

candidatos também. Pesquisas apontam que entre 2-3% dos receptores de Orgaos
sélidos desenvolvem infecgéo criptococica nos EUA (MOURAD; PERFECT, 2018).

Um levantamento estatistico de transplantes realizados entre 2007 e 2017 no
Brasil disponibilizado pela Associacéo Brasileira de Transplantes (Figura 1) mostra que
de maneira geral a cada ano que passa o0 numero de transplantes realizados no Brasil

esta aumentando e, provavelmente, tende a refletir nos dados de criptococose no pais.

Figura 1. Numero absoluto de transplantes disponibilizado pelo Registro Brasileiro de
Transplantes  (RBT): NUmero anual de transplantes de 2007 até marco/2017
(http://www.abto.org.br/abtov03/default.aspx?mn=476&c=0&s=157).
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Existem hoje diversas estratégias para classificar o grau de risco do paciente
através de ferramentas de diagnostico (como histopatologia de tecidos infectados,
técnicas de cultura, PCR, MOLDI-TOF, ressonéncia magnética, sequenciamento
génico, biomarcadores especificos, etc) os quais auxiliam no direcionamento do método

terapéutico e profilatico mais adequado (PERFECT, 2017).


http://www.abto.org.br/abtov03/default.aspx?mn=476&c=0&s=157
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As recomendacgbOes e orientacbes disponibilizadas pela Organizacéo
Mundial de Saude (http://www.who.int/en/) sobre a melhor abordagem no tratamento da
meningite criptococica, para portadores de HIV, estabelece que se deva administrar os
compostos deoxicolato de anfotericina B em sinergismo com flucitosina (5FC) seguido
de fluconazol (Fl), podendo variar entre 1 e 2 semanas de tratamento. Para
consolidagédo e manutencéo terapéutica deve-se administrar fluconazol como profilaxia

secundaria apos 8 semanas do tratamento inicial (WHO, 2018).

Esses compostos possuem diferentes formas de acéo: A anfotericina B (AmB)
atua ligando-se ao ergosterol aumentando a permeabilidade da membrana celular
causando a fuga dos constituintes, a lise celular e consequentemente a morte. O
fluconazol age na inibicdo da enzima citocromo P450 envolvida na sintese do
ergosterol. E a 5-flucitosina interrompe a sintese de DNA, divisdo nuclear e altera a
sintese de proteinas (KAVANAGH, 2005a; ANDES, 2013; PERFECT, 2017).

Embora estes medicamentos sejam clinicamente Uteis, nos Ultimos anos eles
mostraram algumas limita¢des, como a toxicidade e o aumento de resisténcia. Para um
manejo bem-sucedido, no que se refere as IFI's, faz-se necesséria a continua expansao
e 0 uso pertinente de drogas antimicéticas novas e classicas. Portanto, novos
antifingicos séo necessarios (SMITH et al., 2015; PERFECT, 2017; MOURAD;
PERFECT, 2018).

1.1 Classificacao, ciclo infeccioso e aspectos gerais do patdégeno

A classificacdo do agente causal da cryptocococse baseia-se em dois
“‘complexos”: o Complexo Cryptococcus neoformans tem distribuicdo geogréfica global,
€ responsavel por afetar pacientes com imunossupressao profunda como os portadores
de HIV-AIDS em estagio avancado, individuos com defeitos de células T, pacientes com
doencas pulmonares, hepaticas e renais cronicas, assim como, pacientes que recebem
terapia imunossupressora para transplante de o6rgdaos (MUKAREMERA; NIELSEN,
2017).


http://www.who.int/en/
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O segundo Complexo, Cryptococcus gattii, afeta pacientes imunocompetentes e
sua maior concentracdo € em &reas tropicais e subtropicais. Entretanto, existem
registros na literatura de casos de criptococose causada por C.gattii no oeste do
Canada e no noroeste do Pacifico dos Estados Unidos, sugerindo que o fungo pode ter
expandido seu nicho ecolégico devido as modificagdes climaticas, fato este ainda néo
confirmado (KIDD et al., 2004; MACDOUGALL et al.,, 2007; MEYER et al., 2009;
AGUIAR et al., 2017; ACHESON et al., 2018).

Neste trabalho focaremos na espécie C. neoformans (variedade grubbii
linhagem H99), um patdgeno oportunista humano e animal, geralmente isolado do
ambiente a partir de excrementos de pombos, cascas de arvore e madeira em
decomposicdo (KWON-CHUNG, 2014; SPRINGER; MOHAN; HEITMAN, 2017). As
cepas da variedade grubii sdo geralmente mais virulentas e, globalmente, causam a
maior parte das doencas criptococdcicas, sendo responsaveis por mais de 99% das
infeccbes em pacientes com AIDS (JANBON et al., 2014).

O contato do patdégeno com o hospedeiro ocorre na maioria das vezes por
inalacdo de propagulos ou esporos e, de modo menos frequente, por ingestdo ou
contato com a pele. Na natureza, as células de levedura de Cryptococcus sp. possuem
tamanho entre 1 e 3 um, o que facilita sua inalacdo e passagem através de pequenos
brénquios. C. neoformans inicia a infeccdo nos pulmdes, no entanto, o principal fator de
mortalidade é a invasdo do SNC e progressdo para meningite fungica (NEGRONI,
2012; KWON-CHUNG et al., 2014; DENHAM; BROWN, 2018).

A combinagéo de fatores de viruléncia do microrganismo e a suscetibilidade
imunoldgica do hospedeiro € um dos principais determinantes da instalacao da doenca.
Em um hospedeiro saudavel o proprio sistema imune é capaz de eliminar a maioria das
células de C. neoformans que foram inaladas (KWON-CHUNG et al., 2014), porém, nos
estudos de Garcia—Hermoso (1999) aborda-se a hipotese de que os individuos podem
abrigar organismos dormentes por até 13 anos antes da infeccdo ser ativada (GARCIA-
HERMOSO; JANBON, 1999).
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Em pacientes com o sistema imune debilitado as manifestagfes clinicas variam
desde uma infecgdo assintomatica no qual as leveduras permanecem latentes e viaveis
até o momento oportuno para se multiplicar e disseminar pelo corpo (KWON-CHUNG et
al., 2014); ou como uma infec¢cdo aguda pulmonar (localizada) até a infeccéo sistémica
(crénica) com a colonizagdo em diversos 6rgdos, como pele, 0ssos, glandula prostatica,
trato urinério, nédulos linfaticos e finalmente o cérebro, para o qual o patbgeno possui
tropismo (Figura 2) (CASADEVALL; PERFECT, 1998; LIN et al., 2009; LIU; YANG; SHI,
2009; NEGRONI, 2012; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; KWON-CHUNG,
2014).

Figura 2. Ciclo infeccioso de C. neoformans. A levedura habita a casca de arvores, solo, excretas de
aves (um ambiente acido e rico em nitrogénio). A imagem ilustra a instalacdo da infeccdo no hospedeiro
humano através da inalacdo de esporos e/ou células de leveduras. Dentro dos pulmdes os fungos
inalados se depositam nos alvéolos, podendo ser eliminados, ficar latentes ou iniciarem uma infecgéo

com migracao para o SNC e iniciar a meningite criptocococica. (Fonte: elaborada pelo autor).

Excretasde aves e cascas de drvores

Invasdo do SNC

C. neoformans é especialmente adaptado para a sobrevivéncia no hospedeiro,
ja que apo6s poucas horas de infeccdo em modelo animal (como demonstrado em
experimentos com murinos e peixes-zebra) as células de levedura podem ser vistas no
interior de fagdcitos e permaneceram viaveis (VECCHIARELLI et al., 1994; DENHAM,;
BROWN, 2018). Ademais, C. neoformans parece ser imunologicamente inerte, isto €,
capaz de minimizar a resposta pro-inflamatéria ao entrar no hospedeiro humano,

resultando em um mascaramento imunologico (MAY et al., 2016).
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Os determinantes genéticos da patogenicidade e da viruléncia sdo resultados
diretos das interacBes e forcas seletivas que C. neoformans encontra no ambiente
(SPRINGER; MOHAN; HEITMAN, 2017). Essa habilidade que o patégeno “adquiriu”
(hipotese de evolucdo de caracteristicas em resposta a pressdes seletivas ambientais)
(MAY et al.,, 2016) de adentrar, sobreviver no hospedeiro e causar a infeccdo é
decorrente de um conjunto de fatores de viruléncia. Esses fatores incluem todos os
mecanismos que o permitem multiplicar, infectar e permanecer no hospedeiro de forma
eficiente; fatores que o habilitam a resistir aos incessantes ataques do sistema imune
do hospedeiro e a fatores que eventualmente possam danificar suas células
(STEENBERGEN et al., 2003; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; AGUIAR et al.,
2017).

O primeiro fator de viruléncia destacado aqui é a producdo de céapsula
polissacaridica. O fungo faz um esforco biossintético significativo na construcdo de uma
capsula com um raio que pode ter varias vezes o tamanho de seu corpo celular. Ela
consiste principalmente de dois polissacarideos, + 90% de glucoronoxilomanana
(GXM), £+ 9% de galactoxilomanana (GXMGal) e de pequenas quantidades de
manoproteinas. A cipsula esta intimamente associada a parede celular e desempenha
varios papéis diferentes durante a patogénese; possui propriedades antifagociticas que
prejudicam o reconhecimento dos epitopos presentes na superficie da parede celular
pelos receptores fagociticos, dificultando a fagocitose, a ativacdo do sistema
complemento e a resisténcia ao estresse oxidativo (KOZEL; HERMERATH, 1984;
LEVITZ; DUPONT,; SMAIL, 1994; LIU et al., 2008; ZARAGOZA et al., 2009; KUMAR et
al., 2011; MCQUISTON; LUBERTO; DEL POETA, 2011; COELHO; BOCCA,
CASADEVALL, 2014; DENHAM et al., 2018).

Experimentos mostraram que as células fangicas acapsuladas de C.
neoformans sdo rapidamente fagocitadas, ao contrario das células que ndo foram
fagocitadas (ap6s 24 horas de inoculagdo) por possuirem um volume capsular maior.
Além disso, a capsula é de extrema necessidade para a sobrevivéncia de C.
neoformans no interior dos fagoécitos ja que células acapsulares ndo conseguem se
replicar (DENHAM; BROWN, 2018).
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Outro artificio utilizado pela levedura é a producdo da enzima lacase. C.
neoformans possui dois genes responsaveis por produzir esta enzima (LAC1 e LAC2) e
ambas catalisam a sintese de melanina. Este pigmento € um importante fator de
viruléncia pois colabora para a protecdo do fungo contra danos oxidativos causados por
fagocitos e radiacdes ionizantes, e ainda pode proteger o patdégeno contra a acao de
agentes antifungicos (KWON-CHUNG; RHODES, 1986; IKEDA et al., 2003). No meio
ambiente a melanina também é Util sendo capaz de absorver a luz UV da radiacéo
solar. A enzima lacase tem atividade de ferroxidase, contribuindo para aumentar a
disponibilidade de ferro no interior do fagossoma, o qual € carente de nutrientes
(WILLIAMSON, 1994; ERB-DOWNWARD et al., 2008; COELHO; BOCCA,
CASADEVALL, 2014; ALMEIDA; WOLF; ARTURO CASADEVALL, 2015).

Outra forma de protecdo de C. neoformans € pela atividade da enzima
fosfolipase B (Plb), produzida pelo gene PLB1, durante a infeccdo (COX et al., 2001,
SANTANGELO et al., 2004). A Plb é responséavel por iniciar e facilitar a adesao do
fungo nas células epiteliais do pulméo, iniciando a infec¢do. Auxilia também na
disseminacdo para os vasos linfaticos pulmonares, sangue e outros 6rgdos, mas nao
para o SNC. Também ajuda na lise celular, permitindo que a levedura escape do
fagossomo no momento oportuno (GANENDREN et al., 2004; SANTANGELO et al.,
2004; CHRISMAN et al., 2011; DENHAM; BROWN, 2018)

A ureia é um metabdlito encontrado em alta concentracdo na corrente sanguinea
(LEE et al., 2013) e outra ferramenta utilizada por C. neoformans € a enzima urease,
que catalisa a hidrélise de uréia em amobnia, carbamato e CO,. A amébnia é a fonte de
nitrogénio mais prontamente assimilada e preferencialmente utilizada pela maioria dos
fungos para economia energética (SINGH et al., 2013; FEDER et al., 2015). O papel
desempenhado pela urease na invasdao do SNC continua enigmatico, porém, ha
hipoteses de que a amobnia (que € toxica para as células de mamiferos) seja liberada
localmente na barreira hematoencefalica como produto da urease e possa enfraquecer

a parede do vaso endotelial, facilitando a entrada de fungos (MAY et al., 2016).

Por dltimo, a termotolerancia, a habilidade de crescimento a temperatura

corporal humana de 37 °C é considerada o fator de viruléncia mais importante para o
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patégeno, ja que alguns organismos, filogeneticamente proximos, possuem fatores de
viruléncia como a cépsula e a lacase, mas ndo sdo agentes patogénicos por serem
incapazes de sobreviver na temperatura dos mamiferos. Dessa forma a termotolerancia
€ uma caracteristica comum para os patdogenos (ROBERT; CASADEVALL, 2009;
COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

1.2 C. neoformans e seu ciclo de vida

Um dos aspectos que mais contribui para o uso de C. neoformans como modelo
biologico de estudo € o seu ciclo de vida: trata-se de uma levedura hapléide na maior
parte do tempo, unicelular, de facil manipulacdo e que se reproduz assexuadamente
por brotamento (KOZUBOWSKI; HEITMAN, 2012; SUN et al., 2014; GYAWALI et al.,
2017). Entretanto, C. neoformans é heterotalico (possui dois tipos sexuais a e a) sendo
ambos os tipos patogénicos, embora a maioria dos isolados clinicos seja MATa (FU;
MORRIS; WICKES, 2013). E capaz de realizar uma transicdo dimorfica (habilidade de
crescer tanto na forma leveduriforme quanto na forma filamentosa) e essa alteracéo
fenotipica pode ser visualizada durante o mating (acasalamento) ou a frutificacdo
haploéide (reproducao unissexual) (NI et al., 2011; GYAWALI et al., 2017).

No acasalamento ocorre a fuséo citoplasmatica das células contendo os tipos
sexuais a e a. Ha formacao de hifas dicariéticas com grampos de conexdo fusionados
(indicado com seta na Figura 3A). No apice da hifa forma-se o basidio, local onde
ocorre a fusdo dos ndcleos. Através de meiose seguida por diversas mitoses ha
formacao dos esporos hapléides de dois tipos sexuais (basidiésporos) sobre o basidio.
Esses esporos dardo origem as leveduras que se dividem por brotamento. A outra
opcao no acasalamento é similar a anteriormente descrita, porém a unido dos nucleos
ocorre logo no inicio do ciclo formando o monocério (ao invés de dicario) e nesse
processo 0s grampos de conexdo nao se fundem na hifa posterior como indicado na
seta (Figura 3B) (LIN et al., 2009; KRONSTAD et al., 2011; WANG; LIN, 2011,
KOZUBOWSKI; HEITMAN, 2012; SUN et al., 2014; GYAWALI et al., 2017).
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Figura 3. Ciclo de vida bissexual de C. neoformans. Cruzamento entre tipos sexuais opostos a-a com
formacado do basidio, seguido da elaboracdo de basidiésporos por meiose e mitoses. Os esporos dao

origem as leveduras que se dividem por brotamento (Fonte: modificado de WANG; LIN, 2011).
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A frutificacdo hapldide ocorre somente entre tipos sexuais iguais (Figura 4). O
tipo sexual a ou a é capaz de se unir com uma célula do mesmo tipo ou se
autopoliploidizar. Nas duas opcdes ocorre a filamentacédo até a formacéo do basidio e,
através de meiose e mitoses, formam-se os basididsporos de um unico tipo sexual (LIN;
HULL; HEITMAN, 2005; LIN et al., 2009; KRONSTAD et al., 2011; WANG; LIN, 2011;
KOZUBOWSKI; HEITMAN, 2012; FU; MORRIS; WICKES, 2013).

Figura 4. Ciclo de vida unissexual de C. neoformans. Conjugac¢éo entre células do mesmo tipo a-a
com formacéo de basidiésporos por meiose e mitoses. Os esporos dédo origem as leveduras que se

dividem por brotamento. Os grampos de conecc¢do nao se fxam na hifa posterior (WANG; LIN, 2011).
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A reproducao sexual permite que os organismos usem a recombinacdo de
alelos para purificar o genoma de mutagfes deletérias além de contribuir para a

geracao de diversidade (FU et al., 2016).
1.3Modelo bioldgico de estudo

A medida que os casos de HIV-AIDS e, consequentemente, a Criptococose
aumentou, foi notério a necessidade de ampliar o conhecimento e desenvolver
estratégias de diagnostico para uma compreensdao mais profunda no que tange
combater essa doenca. Ao longo do tempo diversos pesquisadores e profissionais da
area foram capazes de aprimorar técnicas e criar ferramentas sofisticadas de analise

que auxiliam na compreensao da biologia deste patégeno (KWON-CHUNG, 2014).

Hoje, com o avanco cientifico e tecnoldgico, C. neoformans pode ser
considerado um modelo para os estudos de biologia molecular, patogénese, biologia
celular e genética de leveduras patogénicas. Além de possuir Varios genomas
sequenciados, também detém um sistema de transformacdo estavel por biolistica,
método esse que favorece a construcdo de linhagens geneticamente modificadas e
permite avaliar o impacto de delecdes génicas na sobrevida e viruléncia desta levedura
(COX et al.,, 2000; FELDMESSER; TUCKER; CASADEVALL, 2001; SEIDER et al.,
2010; VOELZ; MAY, 2010; SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).

Ademais, C. neoformans conta com um modelo celular (macréfago) e animal
(larvas, camundongo e coelho) de infec¢do, 0s quais sdo bastante eficientes para as
avaliacbes dos aspectos biologicos da interacdo patdgeno-hospedeiro, viruléncia,
sobrevivéncia e patogénese (COX et al, 2000; FELDMESSER; TUCKER;
CASADEVALL, 2001; SEIDER et al.,, 2010; VOELZ; MAY, 2010; KRONSTAD et al.,
2011).

Dentre esses modelos, a forma larval de Galleria mellonella tem sido
amplamente utilizada como modelo alternativo de estudo para avaliar a viruléncia de
patdogenos fuangicos e bacterianos, além de investigar a eficacia de drogas
antimicrobianas. A justificativa para o0 aumento desse tipo de estudo baseia-se na

correlacdo de dados obtidos em estudos com murinos. Pesquisas comprovam que G.
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mellonella possue um sistema imune celular e humoral inato que se assemelha a
resposta imune inata de vertebrados. A resposta imune celular é mediada por
hemocitos que apresentam fortes semelhancas estruturais e funcionais com fagocitos
de mamiferos. Hemacitos foram capazes de fagocitar células bacterianas e fungicas e a
cinética da fagocitose e morte microbiana mostrou-se similar tanto nos hemacitos dos
insetos quanto nos neutrofilos humanos (BERGIN et al., 2005; MAURER et al., 2015).
Além disso, existem inumeras vantagens da utlizacdo de G. mellonella sobre os
modelos de mamiferos, tais como: baixo custo, facil manipulacdo e o potencial para
realizar estudos em larga escala. Ainda, o uso deste inseto vai ao encontro das
tendéncias mundiais no que diz respeito a ética e bem-estar animal (MYLONAKIS et al.,
2005; ROSSI et al., 2016).

Muitos dos conhecimentos adquiridos nestes estudos podem ser transferidos
para outros patdgenos eucariotos. A disponibilidade destes modelos biolégicos de
infeccdo permitiu que as bases genéticas da interacdo patégeno-hospedeiro fossem
elucidadas em grandes detalhes (FELDMESSER; TUCKER; CASADEVALL, 2001;
SEIDER et al., 2010; VOELZ, MAY, 2010; KOZUBOWSKI; HEITMAN, 2012;
KRONSTAD et al., 2012).

Apesar de todos 0s progressos quanto aos aspectos basicos da biologia deste
patbgeno as formas de tratamentos ainda deixam muito a desejar e, de modo
consequente, ha uma grande demanda por novos antifungicos (OSTROSKY-
ZEICHNER et al., 2010; MEHRA et al.,, 2012; ANDES, 2013; MOURAD; PERFECT,
2018).

O surgimento de resisténcia e a baixa toxicidade seletiva de farmacos
continuam a ser um grande problema na aplicacdo clinica e descoberta de terapias
para a criptococose. Fungos, assim como células de mamiferos, sdo eucariotos e suas
semelhancas (como estrutura celular e metabolismo) limitam seus alvos moleculares
para prospeccao de novos farmacos, afetando a disponibilidade de terapias modernas
para o tratamento dessa doenca (KAVANAGH, 2005a; ANDES, 2013; MOURAD;
PERFECT, 2018).



27

Sabendo da importancia que o0s aspectos nutricionais desempenham na
patogenicidade, instalacdo da doenca e na resposta imune do hospedeiro, é evidente
que ja existam estudos direcionados nessas areas com o intuito de encontrar novos
alvos moleculares para a prospeccdo de farmacos, e as vias de biossintese de
aminoacidos sdo exemplos desse tipo de pesquisa (YANG et al., 2002; PASCON, 2004;
FERNANDES et al., 2015; OLIVE; SASSETTI, 2016; WATKINS; KING; JOHNSTON,
2017).

As vias de biossintese de aminoacidos sao 6timas oportunidades de validacao
de alvos para novos farmacos antifingicos, principalmente porque nove destas sao
inexistentes em mamiferos mas estdo presentes nos microrganismos (histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), o que
aumenta a toxicidade seletiva dos farmacos que poderdo ser desenvolvidos contra
estes alvos (YANG et al.,, 2002; PASCON, 2004; KINGSBURY; MCCUSKER, 2009,
2010a, 2010b; FERNANDES et al., 2015).

Os aminoacidos sdo essenciais para a sobrevivéncia do patdgeno, portanto, se
uma das vias de biossintese for interrompida e/ou a capacidade assimilacdo através da
membrana for blogueada, a persisténcia do mesmo no hospedeiro pode diminuir
significativamente, aumentando a chance de sucesso terapéutico (YANG et al., 2002;
PASCON, 2004; FERNANDES et al., 2015).

Alguns possiveis alvos para novos farmacos ja foram estudados previamente,
como as vias de biossintese da lisina, isoleucina, valina, metionina, treonina e triptofano
(YANG et al., 2002; KINGSBURY, 2004; KINGSBURY et al., 2004; PASCON, 2004;
KINGSBURY; MCCUSKER, 2009, 2010a, 2010b; FERNANDES et al., 2015).

Kingsbury et al. (2004) relataram que mutacdes nos genes da via de
biossintese da lisina levam a diminuigdo do crescimento e a atenuagao da viruléncia em
modelo animal. Da mesma forma, bloqueios na via de biossintese da metionina
geraram deficiéncias na expressao de fatores de viruléncia. Testes com modelo animal
apontaram que as interrupcdes nesta via de sintese causam aviruléncia em
camundongos (YANG et al., 2002; KINGSBURY et al., 2004; PASCON, 2004).
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Semelhantemente como demonstrado sobre a essencialidade da via de sintese
de treonina (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010a), Fernandes et al. (2015) comprovaram
que o bloqueio na via de biossintese de triptofano € também essencial para C.
neoformans. No entanto, através de estudos utilizando a tecnologia de RNA interferente
foi possivel mostrar que a captagdo do aminoacido triptofano pode ser aumentada na
auséncia da fonte preferencial (ambnia) em meio de cultivo as baixas temperaturas,

levando a um leve aumento no crescimento (FERNANDES et al., 2015).

Fernandes et al. (2015) levantou a hipotese de que a captacdo de aminoacidos
por meio de permeases pode ser um mecanismo pouco eficiente em C. neoformans
devido a existéncia de poucos genes codificadores de permeases. Uma comparacao in
silico entre 24 permeases de membrana e 7 permeases vacuolares de S. cerevisiae e 0
genoma de C. neoformans (H99 sorotipo A) apontou que esta levedura codifica
somente 10 permeases de aminoacidos pertencentes a familia das APCs, identificadas
com Aapl a Aap8, Mupl e Mup3 (Figura 5), dados estes que podem indicar que
realmente C. neoformans tem poucas permeases de aminoacidos e, assim, tem
dificuldades para satisfazer a auxotrofia a certos aminoacidos (FERNANDES et al.,
2015).

Figura 5. Representacdo esquematica de C. neoformans com as 10 permeases de aminoacidos da

familia APC identificados por Fernandes et al . (2015). * permeases ndo expressas conforme

demonstrado por Fernanders et al.(2015) (créditos da imagem: Amanda Teixeira de Melo).

Aap3*

Aap4d

Aap5

Aap6 Aap7*
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Ademais, Fernandes et al. (2015) realizaram uma analise de expressao génica
em diferentes fontes nutricionais e mostraram que das dez permeases identificadas,
duas ndo sao expressas na condicdo experimental usada (AAP3 e AAP7); as demais
permeases mostraram padréo distinto de expresséo de acordo com a fonte preferencial
de nitrogénio, a presencga de aminoacidos no meio de cultura e a privagao de nitrogénio
(FERNANDES et al., 2015).

1.4Transporte através da membrana e as permeases de aminoacidos

O transporte através da membrana em geral, com excecdo da difusdo simples,
€ realizado através das proteinas carreadoras. Essas proteinas séo divididas em
“proteinas transportadoras” e “proteinas de canal”’, sendo essas responsaveis por
transferir solutos especificos, ou uma classe deles, para dentro ou fora da célula
(ALBERTS BRUCE et al., 2004).

Esse transporte pode ocorrer sem gasto de energia através de um gradiente
eletroquimico (transporte passivo) ou pelo transporte ativo que requer um aporte
energético mediado por transportadores que captam energia para bombear o soluto
contra o seu gradiente eletroquimico (Figura 6) (ALBERTS BRUCE et al., 2004).

Figura 6. Transporte passivo e ativo de solutos através da membrana celular (ALBERTS BRUCE et
al., 2004).
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Essas proteinas de transporte possuem um ou mais sitios de ligacéo

especificos ao seu substrato, que apos sua ligacdo ird desencadear alteracdes
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conformacionais na proteina transportadora permitindo que seu ligante passe para
outro lado da membrana (ALBERTS BRUCE et al., 2004).

As permeases de aminoacidos em geral utilizam o mecanismo de transporte
passivo para movimentar seu substrato, e esse transporte pode ser de diferentes tipos
de amino&cidos ou seletivo (aminoacidos especificos). Conforme ilustrado na Figura 7
a entrada do aminoacido pode estar acoplada a saida ou a entrada de outra molécula
(chamado antiporte e simporte, respectivamente) ou o aminoacido pode ser
simplesmente transportado através da membrana (chamado uniporte) (ALBERTS
BRUCE et al., 2004; WIPF et al., 2012).

Figura 7. Proteinas transportadoras de membrana atuando como uniporte, simporte e antiporte
(ALBERTS BRUCE et al., 2004).
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Existem diversas superfamilias de proteinas que atuam no transporte de
aminoacidos em bactérias, fungos, protozoarios, plantas e animais. Uma comparacao
dos transportadores de leveduras, plantas e humanos (Saccharomyces cerevisiae,
Arabidopsis thaliana e Homo sapiens, respectivamente) mostrou que eles se
enquadram em 5 superfamilias diferentes. Essa andlise forneceu evidéncias da
existéncia de uma multiplicidade de transportadores que diferem em relacdo a
localizacdo, mecanismos de transporte e distribuicdo tecidual, além de auxiliar na

caracterizagao funcional de transportadores ainda néo classificados (WIPF et al., 2002).

Em leveduras o transporte de aminoacidos ocorre ha membrana plasmatica, na
membrana vacuolar e, em menor frequéncia, na membrana mitocondrial. Essas

proteinas transportadoras podem conter até 14 segmentos transmembrana e
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pertencem a trés superfamilias diferentes: APC (Amino&cido Poliamina-Colina), MFS
(Superfamilia Facilitadora principal) e AAPT Il (Transportadora de Amino&cidos e
Poliaminas I) (POPOV-CELEKETIC et al., 2016).

Como citado anteriormente, para S. cerevisiae a captacdo de aminoacidos
através da membrana plasmética é mediada por 24 transportadores pertencentes a
superfamilia  APC. Esses transportadores podem ser altamente especificos,
transportando apenas 1 tipo de aminodacido, ou ter uma ampla gama de substratos,
podendo transportar varios aminoacidos diferentes para a redistribuicdo e homeostase
das concentracdes intracelulares (ANDRE, 1995; SOPHIANOPOULOU; DIALLINAS,
1995; WIPF et al., 2012; GOURNAS et al., 2015; POPOV-CELEKETIC et al., 2016).
Homoélogos de transportadores APC também sdo encontrados em animais e plantas.
Uma analise filogenética mostrou uma subdivisdo de grupos no qual a maioria das
permeases de S. cerevisiae assemelha-se as permeases de plantas e poucas delas

assemelham-se a permeases de humanos (WIPF et al., 2012).

Em C. neoformans esse transporte de aminoacidos é realizado pela
superfamilia APC e sao frequentemente referidos como permeases de aminoacidos
(AAPs) (FERNANDES et al., 2015; POPOV-CELEKETIC et al., 2016). O transporte de
aminoécidos mediado por membros dessa familia localiza-se principalmente na
membrana plasmatica e utilizam o sistema de co-transporte de sédio e hidrogénio
através do método simporte ou antiporte com funcdes de absorcédo e nutricdo. Essas
proteinas possuem 12 dominios transmembranas, porém em alguns casos é possivel
encontrar até 14 dominios (SOPHIANOPOULOU; DIALLINAS, 1995; WIPF et al., 2012;
POPOV-CELEKETIC et al., 2016).

1.5Regulacéo e captacdo de aminoacidos por permeases APC em C. neoformans

A expressao de genes codificadores de permeases de aminoacidos € regulada
por um sistema da repressdo catabolica por nitrogénio (NCR), no qual a presenca de
amoénia (que é a fonte preferencial de nitrogénio) reprime a expressao de genes
associados a assimilacdo de fontes secundarias de nitrogénio, como por exemplo, 0s

aminoacidos. Dessa forma, esses genes somente serdo expressos na auséncia da
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fonte preferencial (SOPHIANOPOULOU; DIALLINAS, 1995; RUSSEL LEE et al., 2011).
Dando continuidade ao trabalho de Fernandes et al (2015) no que refere-se as
permeases de amino&cidos de C. neoformans, Martho et al . (2016) estudaram 5 das 8
AAP’s (AAP2, AAP4, AAP5, MUP1 e MUP3) cujo padrdo de expressao pode ser
identificado por qPCR. Este estudo, feito através de dele¢&o génica individual mostrou
que, diferentemente das permeases de S. cerevisiae, todas elas sdo permeases
globais, isto €, ndo tem preferéncia por transportar aminoacidos especificos (MARTHO
et al., 2016).

O estudo comprovou também que as permeases Aap4 e Aap5 sdo dominantes
e redundantes, sendo que o duplo mutante € incapaz de crescer em aminoacidos como
fonte Unica de nitrogénio, € sensivel ao estresse oxidativo, tem forte
termossensibilidade, é avirulento em modelo animal (murino Balb/c e Galleria
mellonella) e hipersensivel ao fluconazol. Além, esse estudo também ratificou que as

permeases sdo alvo de um inibidor fangico, o eugenol (MARTHO et al., 2016).

O eugenol é o principal componente fendlico biologicamente ativo dos 6leos
essenciais de cravo (Syzygium aromaticum), uma planta aromatica cultivada em paises
asiaticos e africanos. A estrutura molecular do eugenol é muito semelhante aquela dos
precursores de aminoacidos aromaticos (Figura 8) e, devido a esta semelhanca
estrutural, sugere-se que o eugenol pode interagir com os sitios ativos de transporte
das permeases da membrana, podendo alterar sua permeabilidade ou causar
alteracdes conformacionais que perturbam a membrana citoplasmatica da levedura

levando a liberagdo de componentes intracelulares (DARVISHI et al., 2013).

Figura 8. A estrutura do composto eugenol é semelhante aos aminoacidos aromaticos. Ele é

sintetizado nas plantas através da via fenilpropandide da fenilalanina (DARVISHI et al., 2013).
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Das permeases identificadas por Fernandes et al . (2015), as permeases Aapl
e Aap2 mostram ser bastante semelhantes quanto & sequéncia de aminoé&cidos (80,9%
identidade), mas até o presente ndo se sabe se sdo redundantes e essenciais como
Aap4 e Aap5 descritas por MARTHO et al., 2016.

Foram construidos mutantes contendo delecdes das permeases Aap6 (aap64)
e Aap8 (aap84) individualmente, no entanto, estes estudos n&o foram concluidos e,
portanto, também nédo se sabe se atuam como permeases globais ou no transporte de
aminoacidos especificos. Outro aspecto relevante, mas ainda ndo explorado, é o
impacto que a delecédo destas permeases tem sobre a capacidade de filamentagcéo que

ocorre durante o acasalamento em C. neoformans.

Em vista disso, ainda s&do necessarios varios estudos para completar o
entendimento do sistema de transporte de aminoacidos que C. neoformans utiliza.
Estes estudos sdo importantes porque as permeases estao localizadas na membrana
celular, o que as torna um atraente alvo para o desenvolvimento de inibidores, uma vez
qgue inibidores ndo precisariam adentrar a célula para exercer seu papel inibitério.
Portanto, é de grande interesse avaliar o papel que as outras permeases ainda nao
estudadas tém sobre o transporte de aminoacidos e sobre a viruléncia de C.

neoformans.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o papel das delecdes simples das pemeases Aap6 e Aap8 assim como

a dupla delecao das permeases Aapl e Aap2 sobre a captacdo de aminoacidos, sobre

os fatores de viruléncia, sobre a capacidade de sobrevivéncia de C. neoformans em

diversas condi¢cBes nutricionais e também verificar se essas dele¢cbes afetam o

acasalamento.

2.1

Objetivos especificos

Criar a dupla delecéo dos genes codificadores das permeases AAP1 e AAP2
(aaplA/aap24) e confirmar a modificacdo genética por PCR e Southern Blot;
Reconfirmar as delecdes dos genes AAP6 (aap6A) e AAP8 (aap8A4) por
PCR;

Verificar o impacto das mutacdes (aapb4, aap8A e aap1A/aap2A) tem sobre
a assimilacdo de L- aminoacidos individualmente;

Verificar o impacto que as mutacdes (aapbA, aap8A e aap1A/aap24) tém
sobre a viruléncia de C. neoformans in vivo usando o modelo animal de
infeccdo de lagarta (Galleria mellonella);

Verificar o impacto que as mutacdes (aapb4, aap8A e aap1A/aap24) tém
sobre os antifungicos utilizados atualmente (Anfotericina B e Fluconazol) e
também o inibidor fungico eugenol;

Verificar o impacto das mutacoes (aap64, aap8A e aaplA/aap2A) sobre os
fatores de viruléncia (producdo de capsula polissacaridica, melanina,
fosfolipase B e urease) e em situacdes de estresse (nutricional, oxidativo,
alcalino, osmético, salino e de parede celular);

E verificar o impacto que as mutagfes (aapbA4, aap8A e aap1A/aap2A) tem

na capacidade de acasalamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

Descricdo de todos os insumos, técnicas e microrganismos utilizados nesta

pesquisa.
3.1 Materiais

Detalhamento de condicdes gerais de esterilizagdo, meios de cultura,
microrganismos, oligonucleotideos, solugcbes, antibidéticos empregados neste

experimento.

3.1.1 CondigOes gerais de esterilizagdo, solidificacdo dos meios de cultivo e

crescimento dos microrganismos.

Todas as solucdes e meios de cultura utilizados neste trabalho, passiveis de
autoclavagem passaram por este tipo de esterilizacdo a 121 °C, 1 ATM durante 15
minutos. As esterilizagdes por filtracdo foram feitas em filtros de porosidade de 0,22 ym
em frascos previamente estéreis. A esterilidade dos materiais e procedimentos foi
mantida por meio da manipulacédo em fluxo laminar. Os meios soélidos foram acrescidos
de 20 g/L de Agar bacteriolégicos (BD, Difco) e para meios liquidos foi retirado o

mesmo da solucao.

A temperatura de cultivo foi de 25 °C, 30 °C ou/e a 37 °C, dependendo do

delineamento experimental.
3.1.2 Linhagens de microrganismos

Todos os microrganismos utilizados neste trabalho foram listados na tabela do
Anexo A com as devidas caracteristicas. Todas as linhagens de C. neoformans usadas

pertencem ao sorotipo A (C. neoformans var. grubii H99).
3.1.3 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram adquiridos da “Integrated

DNA Technologies” na escala de 25 nmol. A solugdo estoque foi preparada com agua
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MilliQ estéril na concentracdo de 100 uM, sendo que a concentracdo de trabalho foi
ajustada para 10 yM. As sequéncias dos oligonucleotideos foram descritas na tabela do

Anexo B.

3.1.4 Meios e solucgbes

3.14.1 YPD
1% Extrato de levedura (Difco) 10g/L
2% Peptona (Difco) 20g/L
1M HCI 5mL/L
10% Solucao estoque de 20% de D- glicose (Synth) 100mL/L
Agua MilliQ g.s.p 900mL/L

O preparo do meio foi feito de acordo com Amberg et al . (2005). O meio de cultura foi

esterilizado por autoclavagem.

3.1.4.2 YPD suplementado com NacCl
1M NaCl (Synth) 58,44 g/L
0,75 M NaCl (Synth) 43,83 g/L

O meio YPD foi preparado de acordo com o item 3.1.4.1, acrescido de 0,75 M ou 1 M
de NaCl de acordo com a metodologia de Zaragoza (2000) e esterilizado por
autoclavagem (ZARAGOZA; GANCEDO, 2000).

3.1.4.3 YPD suplementado com KCI
1M KCI (Vetec) 74,56 g/L
0,75 M KCI (Vetec) 55,92 g/L

O preparo do meio YPD foi feito conforme o item 3.1.4.1 e acrescido de 0,75 M ou 1 M
de KCI e autoclavado (ZARAGOZA; GANCEDO, 2000).
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3.144 YPD suplementado com H,0,

O preparo do meio YPD foi conforme o item 3.1.4.1 e autoclavado. Apés a esterilizacéo
a temperatura do meio foi equilibrada para 50 °C e o0 mesmo foi acrescido de H;0O,

(Vetec) estéril nas concentracdes de 1 mM ou 2,5 mM (LI et al., 2016).
3.1.4.5 YPD suplementado com NaNO,

O preparo do meio YPD foi de acordo com o item 3.1.4.1 e ap0s a autoclavagem foi

adicionado NaNO; estéril nas concentracdes de 1 mM ou 2,5 mM (LI et al., 2016).
3.1.4.6 YPD suplementado com Congo Red 0,5 %
0,5% Vermelho de congo (Vetec) 0,5g/L

Apbs o preparo do YPD de acordo com o item 3.1.4.1 adicionou-se 0,5 % de vermelho
de congo e seguiu-se com a esterilizacdo por autoclavagem (ZARAGOZA; GANCEDO,
2000).

3.14.7 YPD suplementado com SDS 0,03%
0,03% SDS (Estoquel0 %) 3 puL/mL

Apo6s o preparo do YPD de acordo com o item 3.1.4.1 adicionou-se 0,03% de SDS

conforme a metodologia de (AN et al., 2014) e seguidamente o meio foi autoclavado.
3.1.4.8 YNB 10X
YNB c/ aminoécido c/ sulfato de aménia (Sigma) 6,75 g /100 mL

A solucdo do meio sintético YNB foi preparada na concentracdo de 10X e esterilizada
por filtracdo. Serd usada a nomenclatura SD (Synthetic dextrose) para se referir ao
YNB.

3.1.4.9 YNB s/ sulfato de amonia e s/ aminoacido 10X

YNB s/ aminoacido s/ sulfato de amonia (Sigma) 6,75 g/ 100 mL
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A solucdo do meio sintético YNB foi preparada na concentracdo de 10X e esterilizada

por filtragao.
3.1.4.10 YNB c/ sulfato de aménia e s/ aminoacido 10X
YNB c/ sulfato de aménia s/ aminoacido (Sigma) 6,759/100mL

A solucdo do meio sintético YNB c/ sulfato foi preparada na concentracdo de 10X e

esterilizada por filtrago.

3.1.4.11 YNB c/ sulfato ¢/ aminoacidos (YNB+N+AA)

YNB c/ sulfato de amonia e ¢/ aminoacido (estoque 100 mL/L
10X).

10% D-glicose (estoque de 20 %) (Synth). 100 mL/L
Agua MilliQ g.s.p 800 mL/L

A solucdo estoque 10X foi diluida para 1X, adicionou-se a glicose previamente

esterilizada por autoclavagem e completou-se o volume com agua MilliQ estéril.

3.1.4.12 YNB s/ sulfato ¢/ aminoacidos (YNB-N+AA)

10X YNB 100 mL/L
10X Solucéo de aminoacidos 100 mL/L
Solucéo estoque de 20% de D-glicose (Synth) 100 mL/L
Agua MilliQ g.s.p 700 mL/L

A solucdo estoque 10X foi diluida para 1X, adicionou-se a glicose previamente
esterilizada por autoclavagem, a solucédo de aminoacidos e completou-se o volume com

agua MilliQ estéril.
3.1.4.13 YNB s/ sulfato s/ aminoacidos (YNB-N-AA)

10X YNB s/ sulfato de aménia e s/ aminoacido 100 mL/L
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Solucéo estoque de 20 % de D-glicose (Synth) 100 mL/L
Agua MilliQ g.s.p 800 mL/L

A solucdo estoque 10X foi diluida para 1X, adicionou-se a glicose previamente

esterilizada por autoclavagem e completou-se o volume com agua MilliQ estéril.

3.1.4.14 YNB c/ sulfato s/ amino&cidos (YNB+N-AA)

10X YNB c/ sulfato de amoénia e s/ aminoacido 100 mL/L
Solucéo estoque de 20% de D-glicose (Synth) 100 mL/L
Agua MilliQ g.s.p 800 mL/L

A solucdo estoque 10X foi diluida para 1X, adicionou-se a glicose previamente

esterilizada por autoclavagem e completou-se o volume com agua MilliQ estéril.

3.1.4.15 YNB com acréscimo de NacCl

NaCl 1 M (Synth) 58,44 g/L

NaCl 0,75 M (Synth) 43,83 g/L

Ao meio descrito no item 3.1.4.11 adicionou-se 0,75 M ou 1 M de NacCl.
3.1.4.16 YNB com adicéo de KCI

KCI 1 M (Vetec) 74,56 g/L

KCI 0,75 M (Vetec) 55,92 g/L

Ao meio descrito no item 3.1.4.11 adicionou-se 0,75 M ou 1 M de KCI.

3.1.4.17 YNB com adi¢éo de H,0,

Ao meio descrito no item 3.1.4.11 adicionou-se H,0, (Vetec) estéril nas concentracdes
de 1 mMou 2,5 mM (LI et al., 2016).
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3.1.4.18 YNB com adi¢cédo de NaNO,

Ao meio descrito no item 3.1.4.11 equilibrado na temperatura de 50 °C adicionou-se

NaNO, (Vetec) estéril nas concentracdes de 1 mM ou 2,5 mM (LI et al., 2016).

3.1.4.19 Agar para filamentacao

YNB S/ Aminoacido S/ Sulfato de aménia (Sigma) 6,75 g/L
Agar (BD) 40 g/L
Dextrose (20%) 25 mL
Agua MilliQ g.s.p 975 mL

Todos os componentes foram autoclavados por 40 minutos com excecdo da dextrose.
Apos a autoclavagem a fonte de carbono (dextrose 20%) foi adicionada na

concentracéo final de 0,5 %.

3.1.4.20 Agar gema

Sabouraud Dextrose Agar (Himedia) 65 g/L
NaCl 1M (Synth) 68, 44 g/L
CaCl; 1M (Synth) 2,5mL
Egg yolk Emulsion (Himedia) 80 mL
Agua MilliQ g.s.p 9,17 L

A gema de ovo estéril foi adicionada ap6s a solucéo autoclavada e equilibrada a 55 °C.
3.1.4.21 Agar Niger Seed

Semente de Niger (Guizotia abyssinica) 7,5% 75 g/L
Dextrose (Synth) 1% 10 g/L

Agar (BD) 2% 20 g/L
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Agua MilliQ g.s.p 1L

As sementes de Niger previamente maceradas foram autoclavadas por 15 minutos em
350 mL de agua MilliQ e filtradas com auxilio de gaze ou papel de filtro. Em seguida,
foram adicionados o0s outros componentes, o volume completado para 1 L e
autoclavado por 40 minutos.

3.1.4.22 Christensen’s urea Agar

Peptona (Difco) 1lg/L
Dextrose (Synth) 1g/L
NaCl 1M (Synth) 5¢g/L
Fosfato de potassio monobasico (Synth) 2 g/L
Ureia (Sigma) 20 g/L
Vermelho de fenol (Synth) 0,012 g/L
Agar (BD) 20g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

O &gar foi adicionado a 900 mL de agua MilliQ e autoclavado. Os outros componentes
foram diluidos em 100mL de agua MilliQ e esterilizado por filtracdo e adicionados ao
agar previamente equilibrado na temperatura de 55°C. O meio foi vertido em tubos de
ensaio estéreis (13x100mm) e inclinados até a solidificacao.

3.1.4.23 Solucéo de Dextrose 20 %
Dextrose D-glicose (Synth) 200 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi autoclavada e mantida a 4°C.
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3.1.4.24 Solugdo de HCI 1 M

HCI (Synth) 83 mL
Agua MilliQ g.s.p 917 mL
A solucéo foi preparada e mantida a temperatura ambiente.

3.1.4.25 Solugdo de aminoacidos 10X

Histidina (Sigma) 0,1 g/L
Metionina (Sigma) 0,2 g/L
Triptofano (Sigma) 0,2 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi esterilizada por filtracdo e armazenada a 4°C

3.1.5 Antibidticos
Descri¢cdo dos antibioticos utilizados nesta pesquisa.
3.1.5.1 Solugéo de Higromicina
Higromicina 50 mg/mL
O antibiotico Higromicina foi adquirido da Thermo Fisher Scientific e vem previamente
diluido, tendo sido adicionado ao meio YPD liquido ou sélido na concentracdo final de
200 pg/mL no meio equilibrado a temperatura de 55 °C
3.1.5.2 Solucéo estoque de G418 (Gentamicina)
G418 (Thermo Fisher Scientific) 200 mg/mL

A solucéo estoque foi preparada em agua MilliQ, esterilizada por filtracdo e estocada a -

20 °C. Concentracéo final de uso foi de 200 pug/mL.
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3.1.6 Eletroforese
Descricdo das solucgdes utilizadas nesta técnica.

3.1.6.1 Solucéo estoque de brometo de etideo (10 mg/mL)
Brometo de etideo (Sigma) 19
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

A solucédo de Brometo de etideo foi preparada e mantida a 4°C na auséncia de luz.

3.1.6.2 Gel de agarose 0,8%

Agarose (Sigma) 8g/L
Tampéo TAE 1X 1L
Brometo de etideo 175 pg/uL

A agarose foi dissolvida no TAE (1X) por aquecimento. Adicionou-se brometo de etideo

guando a solucao atingiu 50°C e verteu-se no molde de gel.

3.1.6.3 Solucéo estoque de tampéo de corrida para eletroforese (50 X)

Triz Base 2M 242 g/L
Acido acético glacial 2M 57,1 mL/L
EDTA 0,5M pH 8,0 50mM 0,1 mL/L
Agua MilliQ 1L

A solucéo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente.

3.1.6.4 Tampao de amostra para eletroforese (6 X)

Azul de bromofenol (Synth) 0,25 %
Glicerol (Synth) 30 %
Xileno Cianol (Sigma) 0,25 %

A solucéo estoque foi preparada em agua MilliQ estéril e armazenada a 4°C.



3.1.7 Extracao de DNA

Descri¢do das solucdes utilizadas nesta técnica.

3.1.7.1 Tampao de extracao

Triton X-100 (Sigma) 10 %

SDS (Synth) 10 %

NaCl (Synth) 2 M

Tris (Sigma) pH 8,0

EDTA (Synth)

Agua MilliQ g.s.p.

Solucdo foi autoclavada e mantida a temperatura ambiente

3.1.7.2 Tris-EDTA (TE)

Tris (Sigma) pH 8,0

EDTA (Synth)

Solucéo foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente.

3.1.8 Southern Blot

Descricao das solucdes utilizadas nesta técnica.

3.1.8.1 Solucéo de desnaturacéo

NaOH 10 M (Synth)
NaCl 5 M (Synth )
Agua MilliQ g.s.p.

3.1.8.2 Solucéo de neutralizacéo

NaCl5 M

2%

1%

100 mM

10 mM

1mM

100 mL

10 mM

1mM

50 mL/L

300 mL/L

650 mL

300 mL/L



Tris base 1 M (Sigma)

Agua MilliQ g.s.p.

3.1.8.3 Solucéo estoque SSC 20 X

NaCl 5 M (Synth)
Citrato de sodio (Synth)

Agua MilliQ g.s.p.
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668 mL

32mL

300 mL/L
88,29

800 mL

O pH foi ajustado para 7.0 e a solucdo foi autoclavada. Para obter a solucdo 2X

concentrada, 100mL da solucéo 20X foi diluida em 900mL de agua MilliQ.

3.1.84 Solucéo de lavagem 1
SSC 20X

20% SDS
Agua MilliQ g.s.p

3.1.8.5 Solugéo de lavagem 2

SSC 20X
20% SDS

Agua MilliQ g.s.p

3.2 Métodos

5mL

2,5mL

447,5 mL

2,5mL

2,5mL

495 mL

Descricao de todas as metodologias que foram empregadas nesta pesquisa.

3.2.1 Crescimento de microrganismos em cultura liguida

As culturas foram realizadas a partir de col6nias isoladas de cada uma das

linhagens de interesse, inoculadas em tubos de ensaios contendo 5 mL do meio de

cultura apropriado, incubadas sob agitacdo de 150 r.p.m. em shaker orbital. A
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temperatura e o tempo de crescimento variaram de 30 a 37 °C e de 16, 24 e até 48 h,

de acordo com o delineamento experimental realizado.

3.2.2 Construgao de cassetes de delecao por “Double joint”.

O duplo mutante aapl::Hyg"/aap2::Neo® foi feito pela transformacdo da
linhagem CNUO037, a qual contém a delecdo do gene AAP2 (MARTHO et al., 2016),
com a construcao de delecédo para AAP1, construida pelo aluno de iniciacdo cientifica
Joao Miguel Nunes e gentilmente cedida para este trabalho. A metodologia empregada
para construcdo do cassete de delecdo aapl::Hyg® foi descrita na literatura (KIM et al.,
2009). Na estratégia descrita por este autor, a sequéncia codificadora do gene de
interesse foi substituida por um marcador seletivo que é um gene de resisténcia a
antibiético. A sequéncia deste marcador é flanqueada pelas sequencias do promotor e
do terminador do gene de interesse, 0 que vai dirigir a integracdo homologa do cassete
de delecdo no momento da integracdo. A construcéo foi feita por fusdo de produtos de
PCR segundo o protocolo as bandas de tamanho esperado foram purificadas com o kit

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) como constam nas especificagdes do fabricante.

3.2.3 Transformacao de C. neoformans por técnica de biolistica

De acordo com o protocolo de (TOFFALETTI et al., 1993), a linhagem CNU037
(aap2A::Neo®) de C. neoformans foi cultivada em 50 mL de meio YPD, com agitacdo de
150 rpm, a 30°C por um periodo de 16 a 20 horas. As células foram centrifugadas a
4000 rpm por 10 minutos, em seguida lavadas com agua estéril e ressuspendidas em
500uL de agua destilada esterilizada. Com auxilio de uma alga de Drigalski estéril esta
suspensao foi espalhada em duas placas contendo meio YPD e 1M de sorbitol.
Posteriormente, 1ug de DNA foi adicionado a 50uL de particulas de ouro (0,6 um)
previamente preparadas e suspendidas em etanol absoluto ou 50% de glicerol em um
eppendorf estéril. A suspensao foi homogeneizada em vortex Gene-2 (Scientific
Industries) durante 5 segundos, acrescida de 50uL de CaCl, (2,5 M) e novamente
agitou-se em vortex por 5 segundos, acrescentou-se 20uL de espermidina (1 M) e o
material foi homogeneizado em vortex e incubado por 10 minutos a temperatura

ambiente. Apdés o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 10
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segundos em microcentrifuga (13.000 rpm) e o sobrenadante removido. Adicionou-se
140 pL de etanol 70% para lavagem das particulas recobertas pelo DNA e novamente
centrifugados para remocao do sobrenadante. Repetiu-se a lavagem com 140 uL etanol
(absoluto), centrifugou-se e descartou-se 0 sobrenadante. As particulas foram
ressuspendidas em 20 uyL de etanol 100%. Este volume foi transferido para dois
macrocarreadores (previamente esterilizados com etanol 100%) dividindo em duas
aliquotas de 10ul. Para prosseguir com o disparo os discos foram inseridos nos
suportes metalicos previamente flambados. O disco de ruptura utilizado foi de 1350 psi
de pressdo, as particulas foram aceleradas a uma distancia de 60 mm do alvo, no
vacuo com a protecao de tela metalica previamente flambada. Apés 24h de incubacéo a
30°C as células foram removidas com auxilio de uma espatula estéril em 10mL de agua
MilliQ estéril. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm,
ressuspendidas em 500uL de agua MilliQ estéril e inoculado em placa de selecéo
contendo Higromicina, sendo incubadas pelo periodo de 7 dias a 30 °C.

3.2.4 Extracdo de gDNA de C. neoformans (HOFFMAN; WINSTON, 1987)

As linhagens foram crescidas em meio YPD e as células coletadas por
centrifugacdo (10 minutos a 4000 rpm). O pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de
tampéo de extracdo e transferidas para tubos de rosca estéreis contendo pérolas de
vidro (0,5mm) e 0,5mL de fenol-cloroférmio. As células ficaram sob agitacdo durante 10
minutos com o auxilio do vortex, seguido de centrifugacao por 4 minutos a 8000 rpm. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo estéril e acrescentou-se 50 uL de NaAC
3 M e 1 mL de etanol 100% para precipitar o DNA. Esta suspenséo foi centrifugada por
20 minutos a 4°C (13000 rpm), descartou-se todo o sobrenadante e foi acrescentado
0,5 mL de etanol 70% para lavar o precipitado. Novamente foi centrifugado por 5
minutos (13000 rpm) e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 50 pL de TE contendo
10 pg/mL de RNase A e o material foi incubado a 37 °C por 30 minutos. Apds a

incubacéo, todas as amostras foram quantificadas e armazenadas a -20 °C.
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3.2.5 Reacao de PCR

Para reacdo de PCR (volume final de 50 pL) foram adicionados lunidade de
ExTaqg (Takara), 5 puL de ExTaq buffer 10X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI e 1,5 mM
MgCl,), 4uL de 2,5 mM dNTP’s (concentragao final de 0,2 mM), 0,2 uM de cada
oligonucleotidio, 50ng/uL de material gendémico e o volume foi completado para 50uL
com agua MilliQ estéril. As amplificacdes foram realizadas no termociclador (BioRad ou
Applied Biosystems) nas condi¢gdes de 1 ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos,
sendo a desnaturacéo 94 °C por 30 segundos, a condicdo de anelamento foi de acordo
com a temperatura de “melting” dos oligonucleotideos por 30 segundos, 72°C por
tempo dependente do tamanho do amplicom (1 minuto para cada 1000pb), seguido da
extensdo por 7 minutos a 72 °C.

3.2.6 Eletroforese

Apés a amplificacdo, adicionou-se 3L de LB loading buffer (LB) e as amostras
foram aplicadas no gel de agarose 0,8% contendo brometo de etideo. O resultado da
eletroforese foi visualizado sob luz ultravioleta com auxilio de um transiluminador, com
filtro de cor laranja, sendo que os registros foram feitos em fotodocumentador LPix

(Loccus).

3.2.7 Reacdo de PCR diagndstico

Para o PCR diagnostico de mutacdes de C. neoformans utilizou-se colbnias
transformantes das placas de selecdo apdés a transformacdo por Biolistica. Essas
placas continham YPD acrescido de G418 e/ou YEPD contendo Higromicina. Com o
auxilio de uma ponteira transferiu-se uma pequena quantidade de células de uma
colbnia isolada de uma das placas para um tubo de PCR contendo 10 pL de agua MilliQ
estéril. O tubo contendo as células foi aquecido a 95 °C durante 10 minutos para lise

celular. Seguiu-se com a etapa de amplificacao e eletroforese descrita anteriormente.

3.2.8 Southern blot para confirmacéo de delecdo génica

Um total de 15ug de DNA genbémico do selvagem e dos mutantes foi digerido

com 10 U da enzima de restricdo apropriada. As digestbes foram feitas conforme a
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indicacao do fabricante da enzima de restricdo e as reagdes foram incubadas entre 16 e
24 horas a 37 °C. Todo o volume da reacdo de digestdo acrescido de 3uL de 6 X
Loading buffer foi aplicado em gel de agarose 0,8 % contendo brometo de etideo. A
migracdo eletroforética foi feita a 100 V durante 3 a 4 horas (ou até que o azul de
bromofenol chegasse ao final do gel). O gel foi marcado (um corte em uma das
extremidades superiores) para orientacdo e também registrado com auxilio de uma
régua fluorescente (ao lado do marcador de peso molecular), colocando o numero
“zero” da régua na mesma diregao do poc¢o. Apds, ocorreu a depurinagao do gel por 2
vezes de 15 minutos com HCI 0,25 M. A desnaturacdo durou 1 hora com auxilio da
solucéo de desnaturacdo sob agitacdo. As mesmas condi¢cdes foram aplicadas com a
solucéo de neutralizacéo. A transferéncia do DNA para a membrana de nylon (Hybond)

foi feita com solugédo 2X SSC durante 16 -18 horas.

Para a sintese das sondas foi utilizado o kit da Roche PCR DIG probe synthesis
kit seguindo as especificacbes do fabricante e usando oligonucleotideos especificos

responsaveis por amplificar uma regido de interesse.

A membrana foi lavada com solucdo de 2X SSC e colocada para secar ao ar
livre. Apds, a membrana foi depositada em uma garrafa de vidro propria para
hibridizacdo contendo 5 mL de solucao de hibridizacdo (Roche) para pré-hidridizar por
30 minutos a 50°C, sob rotagdo 10rpm. Em paralelo, a sonda foi desnaturada a 100°C
por 5 minutos e rapidamente transferida para o gelo. Adicionou-se a sonda a garrafa de
hibridizacdo na proporcéo de 0,5uL/mL de solucéo de hibridizac&o. Prosseguiu-se com

hibridizacdo por um periodo de 16 a 24 horas.

Apos a hibridizacdo, a membrana foi removida da garrafa e lavada por duas
vezes durante 5 minutos com a solucdo de lavagem 1 (item 3.1.8.4). Descartou-se a
solugéo e lavou-se novamente a membrana com a solugao de lavagem 2 previamente

aguecida a 50°C por duas vezes (cada lavagem por 15 minutos), item 3.1.8.5.

Novamente a membrana foi lavada usando a solucdo DIG Washing buffer 1X
concentrado durante 5 minutos, seguiu-se com a incubag&o durante 30 minutos com a

solucdo de bloqueio 1X. Apdés, incubou-se novamente a membrana em solugdo de
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anticorpo durante 30 minutos, em seguida foram feitas duas lavagens com DIG
Washing buffer 1X por 15 minutos. A membrana foi equilibrada por 5 minutos em
solucdo de revelacdo 1X e inserida em saco plastico do tipo ziploc. Adicionou-se a
solucéo de revelagdo CPD-Star ready for use (Roche), e foi incubada por 5 minutos no
escuro. A revelacdo do feita em fotodocumentador com quimiluminescéncia Alliance
LD4 (Uvitec Cambrige).

3.2.9 Ensaio de assimilacéo de L-aminoacidos

As linhagens de interesse foram cultivadas de acordo com item 3.1.4.1, as
células coletadas por centrifugacéo e lavadas com PBS (1 X) por 3 vezes e diluidas em
PBS 1X para a concentracdo de 2x10° UFC/mL, no volume total de 3mL. As amostras
foram incubas a 30 °C sob agitacdo (150 rpm) durante duas horas para esgotar as
reservas internas de nutrientes. Apés, as amostras foram diluidas para a concentracao
de 2x10* cel/mL e 10 pL desta suspensdo foi inoculada em placa de 96 pocos
previamente preparada contendo 90 pL de meio sintético sem sulfato de aménia (YNB -
N) acrescido de 10 mM de um Unico aminoacido como fonte de nitrogénio. Para este
ensaio foram usados 17 aminoacidos (kit de L-aminoacidos SIGMA). Apss o preparo, as
placas foram protegidas da luz para evitar a fotodegradacdo de alguns aminoéacidos e
incubadas nas temperaturas de 30 e 37 °C. O controle positivo do ensaio foi 0 meio
YNB +N-AA e o controle negativo o0 meio YNB-N-AA. Todos os aminoacidos foram

testados em triplicatas técnicas e bioldgica.

Apos o periodo final de incubacdo o crescimento foi avaliado por turbidimetria
em espectrofotdbmetro de placa no comprimento de onda de 600 nm. A andlise
estatistica foi realizada conforme o item 3.2.21.

3.2.10 Ensaio de viruléncia in vivo

Os ensaios utilizando o modelo animal de invertebrados de Galleria mellonella
foram conduzidos de acordo com o protocolo de (MYLONAKIS et al., 2005). As coldnias
isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio rico e incubadas com agitacao orbital a 150
rom por 16-18h. Posteriormente, as suspensdes foram coletadas por centrifugacao,

lavadas duas vezes em PBS estéril e ajustadas para 1x10° célula / mL em PBS
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suplementado com ampicilina (20 mg / kg de peso corporal). Grupos de 16 lagartas com
peso médio de 200mg foram inoculados com 10uL da suspensédo com o auxilio de uma
seringa Hamilton na regido da ultima pro-pata. As lagartas foram separadas em placas
de Petri de vidro e incubadas a 30 °C e 37 °C durante 8 dias. Diariamente as lagartas
foram monitoradas observando- se 0s movimentos espontaneos ou provocados com
pinca previamente esterilizada. O experimento foi concluido quando as larvas

morreram, ou formaram casulos.

3.2.11 Diluicéao seriada

As linhagens de interesse foram cultivadas conforme descrito no item 3.2.1.
Posteriormente as células foram coletadas por centrifugacdo (4000rpm /10 minutos),
lavadas e ressuspendidas em 1mL de &agua milliQ estéril. A padronizacdo da
concentracdo das células para 2x10° 2x10°2x10%2x10% e 2x10? cel/mL foi possivel

com auxilio da camara de Neubauer e diluicdes seriadas.

3.2.12 Avalicao do crescimento

A avaliacdo do crescimento foi realizada pela inoculagdo de 5uL de cada
diluicdo seriada nas placas contendo o meio de interesse e incubadas a 30 e 37 °C por
48h. A avaliacdo do experimento (visualmente) foi de acordo com o crescimento das
linhagens analisadas comparada ao controle do ensaio (linhagem selvagem H99). O
registro do experimento foi feito com auxilio do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec
Cambrige) no prazo final de cada teste. A metodologia empregada foi conforme
(ZARAGOZA; GANCEDO, 2000).

3.2.13 Ensaio de producédo de urease

Uma colbnia isolada de cada linhagem de interesse foi inoculada em meio
Christensen’s urea Agar (item 3.1.4.22) com auxilio de alga estéril perfurando o meio
até a base do tubo e estriando a superficie do mesmo. A incubagéo foi feita a 30 °C por
16-48h. Para controles do ensaio foi utilizado a linhagem selvagem (H99) como controle

positivo e a Saccharomyces cerevisiae (BY4742) como negativo. O resultado positivo
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para a urease altera a coloragdo do meio de amarelo para vermelho (ou rosa) enquanto

no controle negativo ndo ocorre alteracao, permanecendo a cor amarela.

3.2.14 Ensaio de producédo de melanina

Conforme (PALIWAL; RANDHAWA, 1978), todas as linhagens mutantes e
controles foram cultivadas em YPD liquido por 16-24 h e crescimento. Esta suspenséo
foi lavada 3 vezes com agua e realizado contagem celular seguida de diluicdo até 2x10°
células por mL. Inoculou-se 5 pL na placa de agar niger seed, (item3.1.4.21 3.1.4.21) e
incubou-se a 30 °C por cinco dias. Para controle positivo e negativo foram usadas as
linhagens de C. neoformans H99 (selvagem) e H86 (mutante deficiente para laccase),
respectivamente. O resultado positivo para producdo de melanina é a observacdo do
pigmento marrom na colbnia, enquanto a coloracdo amarela clara corresponde a néo

producdo de melanina.

3.2.15 Ensaio para avaliacdo de producéao de fosfolipase

Os ensaios de fosfolipase foram feitos a partir de meio de cultura descrito por
(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982) e com modifica¢des publicadas em (DE ASSIS
GONTIJO et al., 2017), conforme descrito no item 3.1.4.20. As linhagens (nha
concentracdo celular de 2x10°) foram inoculadas nas placas de 4gar gema e incubadas
a 30°C no periodo maximo de cinco dias. A mensuracao dos halos de precipitacdo e
colbnia foi usada para calcular a proporcao entre coldnia e halo de precipitacdo (Pz=

%) de acordo com o protocolo. A Pz é o didametro da col6nia (dc) dividido pelo diametro

da colénia somado ao halo de precipitacdo (dpc). As medidas foram realizadas
utilizando régua milimétrica. Os dados foram tratados estatisticamente segundo ANOVA
(GRAPHPAD PRISM 7).

3.2.16 Ensaio para avaliacdo da producgéo de capsula polissacaridica

O cultivo das linhagens foi feito em meio YPD por 18-24 h. As células foram
coletadas por centrifugacao (400 rpm por 5 minutos) e lavadas 2 vezes com PBS (1X),
e ressuspendido em meio CO, Independente 1X (GIBCO). As suspensdes de células
foram diluidas até a DOggonm (Espectrofotdmetro Bel Photonics) no volume final de 3mL,
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incubou-se as culturas a 30° e 37°C sob agitacao (150 rpm). Foram recolhidas aliquotas
de 5uL de cada cultura, nas diferentes temperaturas, nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
aos quais foram adicionados 3pL de Nanquim da india (REMEL — BACTIDROP™). As
capsulas foram visualizadas através de microscopia de campo escuro entre lamina e
laminula. O equipamento usado foi um microscépio Olympus BX51. Para calcular o
volume da capsula, o diametro de toda a célula e o corpo celular foram medidos com o
programa ImageJ e o volume da capsula foi definido como a diferenca entre o volume
da célula inteira (célula de levedura + capsula) e o volume do corpo da célula. Para o
calculo do volume capsular utilizou-se protocolo de acordo com (ZARAGOZA,
CASADEVALL, 2004). Cem células foram medidas para cada determinagcdo. Os dados
foram tratados estatisticamente segundo ANOVA (GRAPHPAD PRISM 7).

3.2.17 Ensaio para avaliacdo de resisténcia ao estresse salino, osmético, alcalino,
oxidativo e nitrosativo.

As diluicbes das amostras de interesse foram preparadas conforme descrito no
item 3.1.4.1. Para avaliagdo do estresse salino (NaCl) e osmotico (KCI) em placas YNB
utilizou-se os meios descritos no item e 3.1.4.15 e 3.1.4.16, respectivamente3.1.4.16.
Para a mesma avaliacdo em YEPD utilizou-se os meios descritos nos itens 3.1.4.2 e

3.1.4.3, respectivamente.

Para os testes de resisténcia ao estresse alcalino, as linhagens foram
inoculadas em placas de YPD (item 3.1.4.1) ou YNB (item 3.1.4.11) onde o pH de

ambos os meios de cultura fora ajustado para 6.0, 7.0 ou 8.0.

Nos meios para avaliacdo do estresse oxidativo (H,O2) e nitrosativo (NaNO.),
em placas YNB utilizou-se os meios descritos no item 3.1.4.17 e 3.1.4.18,
respectivamente. Para a mesma avaliacdo em YEPD utilizou-se os meios descritos nos
itens 3.1.4.4 e 3.1.4.5. Em todos os casos as placas foram incubadas a 30° e 37 °C por
48h.

Os meétodos de crescimento, inoculacéo (diluicdo) e avaliacdo foram conforme

descrito nos itens 3.2.1, 3.2.10 e 3.2.12 respectivamente. Apés o tempo de incubacéo,
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registraram-se os resultados com auxilio do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec
Cambrige).

3.2.18 Concentracdao inibitéria minima — MIC

Para avaliar a concentracao inibitéria minima (MIC) do antifungico Anfotericina
B foi usada a metodologia da fita E-test de acordo com o protocolo e especificacdo do
fabricante (Biomérieux, http://www.biomerieux-sua.com). Coldnias isoladas das
linhagens mutantes e H99 foram obtidas a partir de culturas previamente crescidas em
meio YPD solido por 48-72h e adicionadas individualmente em 1 mL de solucdo salina
(NaCl 0,85%). As suspensdes foram padronizadas utilizando a escala 1 de McFarland.
Posteriormente, as culturas foram inoculadas individualmente em meio RPMI acrescido
de MOPS com auxilio de swab estéril. Passado 15 minutos para secagem das placas,
as fitas de E-test contendo fluconazol ou anfotericina B foram posicionadas sobre a
cultura. As culturas foram incubadas a 30° e 37°C por 72h e os resultados foram

interpretados conforme as instrugdes do fabricante.

Para o antifungico FLuconazol e o composto Eugenol foram utilizados diluicdo
seriada em placas de 96 pocos. Primeiramente conduziu com a realizacdo da
suspensao celular utilizando 5 colonias em 5 mL de salina 0,85% (suspenséao 1)
compativel a escala 0,5 de McFarland. Para a solucdo Il utilizou-se 0,1 mL da
suspensao | em 9,9 mL de salina. Para a solucéo Il foi realizado diluicdo 1:20 usando a
suspensao Il em meio RPMI. Para a diluicdo da droga foi realizado estoque da solugéo
com 400 puL de RPMI para 1 mg da droga. Para realizacédo do teste foi adicionar 20 pl
da solucdo estoque da droga no poco 1 e nos pocos 2 a 8 adicionado 10ul de meio
RPMI. Apés, prosseguiu-se com diluicdo seriada, utilizando 10ul do poco 1 e
introduzindo no poco 2, homogeneizando e retirando 10uL para 3, e assim
sucessivamente. Foi descartado 10 yL apés o pocgo 7. Por fim foi adicionado 90 uL da
suspensao Il em todos os pocos. O teste foi realizado a 30 e 37 °C por 48h para

posterior analise de crescimento em leitor de placa utilizando ODgponm.


http://www.biomerieux-sua.com/

55

3.2.19 Ensaio para avaliacao de viabilidade da parede e membrana celular

Conforme descrito por AN et al.,(2014), as linhagens mutantes e selvagem
foram inoculadas em meio YPD suplementado com 0,5% Congo Red e 0,03% SDS
conforme descrito nos itens 3.1.4.6 €3.1.4.7 3.1.4.7 (respectivamente), para avaliacdo
da integridade da parede celular e membrana plasmatica. Os métodos de crescimento,
inoculacao (diluicdo) e avaliacdo foram conforme descrito nos itens 3.2.1, 3.2.10 e
3.2.12 respectivamente. Apos o tempo de incubacao, registraram-se os resultados com

auxilio do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec Cambrige).

3.2.20 Avaliacao da capacidade de acasalamento e frutificacdo haploide

A capacidade das leveduras de realizar acasalamento e a filamentagéo
haploide foi avaliada em meio Agar filamento (CASADEVALL; PERFECT, 1998). As
linhagens com delecdo das permeases Aapl, Aap2, Aap4, Aap6, Aap8, Aapl/Aap2,
Mupl, Mup3, Mupl/Mup3, H99, KN99a e KN99a foram cultivadas e preparadas

conforme descrito no item 3.2.1.

O co-cultivo foi feito misturando os tipos sexuais opostos (mutante a + KN99a)
na concentracdo final de 2x10° células/mL. Foram feitos “spots” de 5 pL no meio de
cultivo. Para a avaliacao da filamentacéo haploide, foram feitas suspensdes individuais
de cada linhagem. As placas foram incubadas em temperatura ambiente na auséncia
de luz por 43 dias e observadas periodicamente com auxilio de uma lupa (Optimus TM-
30) e o registro final foi feito com o auxilio do microscépio (Olympus BX51) com

aumento de 10x.

3.2.21 Testes estatisticos

Os experimentos envolvendo medi¢cdes foram feitos em triplicata técnica e
biolégica. Todos os testes estatisticos foram feitos com o software Prism 7.0
(GraphPad). Os dados foram analisados por 1 way/ 2 way ANOVA com o teste de
Tukey para comparar todos os tratamentos entre si. Em todos os testes foi considerado
*p <0,03, * p <0,002, ** p <0,0002 e ****p < 0,0001.
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3.2.22 Bioinformaética

A busca de similaridade entre sequéncias biolégicas (para C. neoformans, S.
cerevisiae e H. Sapiens) foi realizada no site do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), atraves da plataforma online Blastp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) que utiliza bancos de dados de
sequéncias proteicas e calcula a significancia estatistica.

Para andlise e classificacdo de dominios e assinaturas de proteinas foi utilizado
o0 banco de dados online do MotifScan (https://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) e

InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).


https://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan
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4 RESULTADOS

Os dados publicados de Fernandes et al., (2015) e Martho et al., (2016)
mostraram que as permeases de aminoacidos ndo apenas sao reguladas no nivel
transcricional pela condi¢do nutricional, como também mostraram que duas permeases,
Aap4 e Aapb, sao imprescindiveis para a captacdo de aminoacidos e a sobrevivéncia
de C. neoformans in vivo e in vitro. As outras permeases estudadas (Aap2, Mupl,

Mup3) foram consideradas acessorias.

4.1Confirmacao e caracterizacdo genotipica dos mutantes simples aap6A, aap8A
e duplo mutante aaplA/aap2A

As permeases Aap6 e Aap8 ndo foram estudadas, porém o Laboratério de
Interacdes Microbianas dispunha de linhagens mutantes para estas duas permeases
individualmente, as quais foram construidas e confirmadas por Southern blot pela aluna

de iniciacdo cientifica Camila de Oliveira Ferreira.

As linhagens denominadas CNU092 ou CNUO093 referem-se a aap6A e
CNU099 ou CNU100 referem-se a aap84, todas foram retiradas do crioestoque e
submetidas ao PCR diagnéstico para confirmar a delecdo dos respectivos genes. A
Figura 9 ilustra as bandas referentes a confirmacéo das delecdes e o controle negativo
(CN, sem banda), confirmando o genétipo das linhagens. Os primers usados nestas
reacdoes de amplificacdo estdo descritos no Anexo B e 0s mapas representativos dos

loci, bem como as estratégias de delecéo dos estdo no Anexo D e E.
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Figura 9. PCR diagndéstico para confirmacédo da delecdo dos genes Aap6 (CNU092 e 093) e Aap8
(CNUO099 e 100). Ambas possuem um amplicon confirmatério de 1kb. CN refere-se ao controle negativo.

O controle positivo foi realizado, mas néo ilustrado.

AAP6 AAP8

CNU092  CNU093 CNU099 CNU100

PM 1 2

3 1 2 3 CN ¢ 2 3 1 2 3 CN

2500

O efeito da delecdo da permease Aapl sobre os fatores de viruléncia foi
estudado pelo aluno de iniciacdo cientifica Jodo Miguel Nunes e ndo apresentou
fendtipos que diferenciasse esta linhagem mutante do selvagem H99. No entanto, ha
uma semelhanca considerdvel na sequéncia de aminoacidos (80,9%) entre as
permeases Aapl e Aap2 (Anexo C), sugerindo que estas possam ser redundantes,
como é o caso de Aap4 e Aap5. Portanto, foi do escopo deste trabalho, além de realizar
a analise fenotipica dos mutantes aap6A e aap84, também criar e analisar um duplo
mutante das permeases Aapl e Aap2 (aaplA/aap24).

A construcdo do duplo mutante partiu da linhagem CNUO037 (aap2A::Neo®), a
qual foi descrita por Martho et al . (2016). Esta linhagem serviu como receptora da
construcdo de delecdo aap1A::Hyg" que foi introduzida por biolistica (Tofalletti et al .,
1983). O DNA recombinante contendo a construcdo de delecdo da regido codificadora
do gene AAP1 foi gentilmente cedido pelo aluno Jodo Miguel Nunes e a sua obtencédo
foi pelo método descrito por Kim et al., (2009)) e encontra-se esquematizado no Anexo
F.

Vinte e seis transformantes foram selecionados em meio rico contendo
higromicina, os quais foram testados por PCR diagnostico quanto a integracéo
homologa do cassete de delecdo no locus AAP1. Destes, 6 acusaram a presenca da
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banda que sugere a integracdo homéloga do cassete de delecdo aap1A::Hyg" (Figura
10A). Todos os 6 transformantes foram testados por PCR diagndstico para detectar a
presenca da banda que confirma delecdo da permease AAP2, que é a mutagdo
residente da linhagem CNU037 (aap2A::Neo®) que foi usada como receptora. Trés
transformantes mostraram a banda que sugere a integragdo homéloga do cassete de

delecéo aap2A::Neo® como ilustrado na Figura 10B.

Figura 10. PCR para confirmacao da dupla delecdo das permeases 1 e 2. A) Foram testados 26

transformantes, e destes, 6 amplificaram o fragmento diagnéstico de 1Kb da delecéo da permease 1 (15,

21, 22, 23, 25 e 26). B). Esses transformantes positivos foram submetidos & amplificagdo com primer

especificos para confirmacgéo da delecdo de AAP2 (aap2A 15, 22 e 23). H99 foi utilizado como controle
21 22 23 24 25 26 H99

positivo em todos os casos.
2500
2500
- 100
—> 1000

Uma vez feitas todas estas confirmagdes, os transformantes numeros 15, 22 e

23 foram submetidos a técnica de Southern Blot para confirmacéo final. A analise in
silico mostrou que a digestdo do DNA gendmico com EcoRI do tipo selvagem H99 e dos
mutantes deve mostrar uma diferenga no tamanho das bandas de 11,9 para 7,7 Kb no
caso do locus AAP1 (Figura 11A) e de 2,9 para 3,8 Kb para o locus AAP2 (Figura
11B), para o selvagem e mutantes, respectivamente. A posicdo das duas sondas

(probe) pode ser vista na mesma imagem indicadas com barra vermelha e azul.
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Figura 11. Estratégia de Southern Blot para confirmacéo das mutacdes aapl::Hyg /aap2::Neo®. A)
Mapa de restricdo da enzima EcoRI para o locus AAP1. B) Mapa de restricdo da enzima EcoRI para o
locus AAP2. Kb: kilobase.

A) EcoRiy 11,9 Kb o ECORI
WT
Pro!
aapl::Hyg" ﬁ Hys —
S S
EcoRI 7,7Kb EcoRl
ECOR.'- 2,9 Kb _ EcoRl

B) wr

Prol

aapZ;;NeoR ﬁ Neo I _
. o~

EcoRl 3,8Kb EcoRl

A Figura 12 mostra a imagem do Southern blot apds a revelacdo, onde é
possivel detectar os tamanhos das bandas esperadas através da comparacdo com o
marcador de peso molecular da migracao eletroforética do gel de agarose, confirmando
assim a composicdo genotipica dos duplos mutantes, os quais foram designados pelos
codigos: CNU114, CNU116 e CNU118.

Figura 12. O painel esquerdo mostra o gel de agarose com os DNAs do selvagem (H99) e dos
mutantes (15, 22 e 23) digeridos com EcoRIl, o marcador de peso molecular é 1 Kb Ladder
(Fermentas). O painel da direita mostra o Southern blot apés a revelagéo, onde € possivel ver a bandas

correspondentes aos loci selvagens (11,9 e 2,9 kb) e as bandas dos mutantes de 7,7 e 3,8 Kb.

H99 15 22 23 1kb H99 15 22 23
11,9kb ]
10000 y 7,7kb

800D | e
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As linhagens mutantes simples aap6A, aap8A e os duplos mutantes
aap1A/aap2A certificados por PCR diagnostico e Southern Blot foram entdo usadas

para avaliacOes fenotipicas, as quais serdo descritas a seguir.

4.2Comparacao das permeases Aap6, Aap8, Aapl e Aap2 com S. cerevisiae e H.

sapiens

Primeiramente antes de iniciar a avaliacdo e classificagdo das permeases de
aminoacidos Aap6, Aap8, Aapl e Aap2 € de extrema importancia analisar a homologia
dessas permeases de C. neoformans com as permeases de humanos, ja que a idéia
primordial €, além de caracterizar essas permeases, também torna-las candidatas de

futuros alvos moleculares para prospeccao de inibidores.

Através da plataforma Blastp, disponivel no site do NCBI, utilizou-se as
sequéncias de aminoacidos das permeases Aapl, Aap2, Aap6 e Aap8 para localizar
homologos em H. sapiens, além de confirmar os dados de similaridade com S.
cerevisiae de Fernandes et al., (2015) e Wipf et al., (2002). Na consulta foi visto que a
maior similaridade de sequencia com H. sapiens refe-se a permeases Aapl com 39%
de identidade, porém a taxa de cobertura € de apenas 15%, como detalhado na Tabela

1, juntamente com as outras analises.

Proteinas de S. cerevisiae H. sapiens
C.
Name . Query Name . Query
. Accession Ident. . Accession Ident.
neoformans protein Cover protein Cover
Aapl NP
XP 012%%0220 1 Gapl 012965.3 43% 87% KIAA 1613 BAB13439.1 39% 15%
- 012?)’;22990 . peLr}lr:z:se o1 4':'; L A% 96% KIAA1613  BAB13439.1  32% 26%
A2D6 NP Unnamed
XP 0120519659 1 Agp2p 009690.1 39% 90% protein BAB71021.1 24% 29%
- ) ' product
AapS NP Amino acid/
Xp 0120516814 1 Hnmp1l 0114381 25% 64% metabolite SIM 32844.1 23% 63%
- ' ' permease

Tabela 1. Homologos de permeases de C. neoformans com S. cerevisiae e H. sapiens.
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Mesmo com os dados mostrando uma baixa similaridade entre as permeases de
C. neoformans e H. sapiens, foi realizado uma pesquisa dos dominios e assinaturas de
cada uma dessas proteinas através do banco de dados online do MotifScan e InterPro.
A analise in silico mostrou que todas as proteinas de C. neoformans, S. cerevisiae e H.
sapiens complartiiham de um dominio conservado e codificam proteinas de membrana
com assinatura de permease de aminoacidos (Amino acid/polyamine transporter | family
/ IPR002293 / AA/rel_permeasel). Conforme esperado e ilustrado no Anexo G existe
uma maior relagdo das permeases de C. neoformans com as permeases de S.
cerevisiae. Também é possivel constatar que C. neoformans e H. sapiens possuem
niveis de similaridade e cobertura menores, sugerindo que estas permeases podem ser

suficientemente diferentes para serem alvos seletivos de drogas.
4.3Assimilacdo de L — aminoéacidos

Segundo dados de Martho et al . (2016), as permeases Aap2, Aap4, Aapb,
Mupl e Mup3 de C. neoformans foram classificadas como transportadores globais de
aminoéacidos, indicando que essas permeases possuem a capacidade de assimilar
varios aminoacidos do ambiente, em situac6es onde a fonte preferencial de nitrogénio
(amobnia) esta ausente. Esse sistema de regulacdo génica € conhecido como repressao
catabdlica por nitrogénio e garante que as vias secundarias de degradacao de fontes de
nitrogénio nao sejam expressas enquanto as fontes de principais estao disponiveis, isto
€, na presenca de amodnia (RUSSEL LEE et al.,, 2011; FERNANDES et al.,, 2015;
WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).

Diante dessa organizacdo metabdlica € viavel esgotar todas as fontes de
nitrogénio existente como reserva do fungo e induzi-lo a assimilar os amino&cidos
fornecidos no meio de cultura. Através dessa técnica é possivel analisar o impacto que
as delecdes das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 causam na absorcao de
aminoacidos quando comparado com crescimento da linhagem selvagem H99. Ao
contrapor esses resultados, frente a uma uUnica fonte de nitrogénio (neste caso,
aminodcidos individualmente), é possivel avaliar, indiretamente, se uma permease tem

preferéncia pelo transporte de um determinado aminoécido.
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Para realizagdo do experimento o selvagem e 0s mutantes em questao tiveram
as suas reservas internas de nitrogénio esgotadas pela incubagcdo das células ja
diluidas (2x10* em PBS (1X) a 30 °C durante 2 horas com agitacdo. Apés este periodo,
as linhagens foram entdo incubadas em meio minimo contendo um Unico aminoacido
como fonte de nitrogénio e o crescimento dos mutantes avaliado em relagdo ao
selvagem. Para este ensaio foram usados 17 aminoacidos, sendo que a L- tirosina foi
excluida, devido a sua baixa solubilidade, assim como L- alanina e L- cisteina, por ndo
suportaram o crescimento nem mesmo do tipo selvagem em 30 ° C ou 37 ° C. Os
tratamentos considerados como controle positivo e negativo do ensaio foram 0s meios
YNB +N-AA e YNB-N-AA, respectivamente. Todos os aminoacidos foram testados em

triplicatas técnicas e bioldgicas.

Primeiramente, conduziu-se o ensaio de assimilacdo de aminoacidos para a
linhagem H99, com o objetivo de determinar o padrdo de crescimento do selvagem nas

temperaturas de 30° e 37° C (Figura 15 A e B, respectivamente).

Figura 13. Padrdo de crescimento da linhagem selvagem em aminoacidos como fonte
anica de nitrogénio. Porcentagem de crescimento da linhagem selvagem (H99) frente a 17
diferentes L- aminoacidos como fonte Unica de nitrogénio em comparacgéo a fonte preferencial
de nitrogénio (amdnia) que representa 100% de crescimento. A concentracéo celular foi 2x10*
células/ mL, e o meio minimo (YNB-N) acrescido de um Unico aminoacido a 30° C (A) e 37° C
(B) por 48 horas. As diferengas significativas de variagdo de crescimento entre a assimilagédo
individual de aminoacidos e a fonte preferencial (amdnia) estao disponiveis. Significancia de P:
*p<0,03, *p<0,002, **p <0,0002 e ****p<0,0001.
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A capacidade de crescimento das linhagens mutantes também foi avaliada
perante a fonte preferencial de nitrogénio (aménia) e comparada a linhagem selvagem
uytilizando-se testes estatisticos. Ndo foram observadas diferencas significativas entre

mutantes e a linhagem selvagem na mesma condicé&o.

Para de fato avaliar a capacidade de assimilacdo de aminoacidos para cada
uma das linhagens mutantes, todas foram crescidas em meio liqguido YNB na auséncia
de sulfato de amobnia e na presenca de aminoacidos individuais a 30 °C por 48h. Apés o
periodo final de incubacdo o crescimento foi avaliado por turbidimetria em
espectrofotdmetro de placa na ODgoo nm. TOdOS 0S testes estatisticos foram feitos com o
software Prism 7.0 (GraphPad). Os dados foram analisados por 1way / 2way ANOVA

com o teste de Tukey para comparar os tratamentos entre si.

Martho et al. (2016) demonstraram, atraves desta mesma técnica que um
mutante aap2A a 30 °C obteve crescimento reduzido quando utilizou os aminoacidos
arginina, lisina e isoleucina como Uunicas fontes de nitrogénio (14%, 40% e 28%

comparado ao selvagem, respectivamente).

Os dados obtidos em triplicatas técnicas e biolégicas de assimilacdo de
aminoacidos a 30 °C (Tabela 2) do duplo mutante (aap14A/aap2A) vao de encontro aos
resultados obtidos por Martho et al (2016), apontando uma diminuicdo de crescimento

frente ao aminoacido basico arginina como Unica fonte de nitrogénio. Ademais, a dupla
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mutacdo apontou alteracdo no crescimento a 30° C quando 0 mesmo esteve na
presenca do aminoacido glutamina como fonte Unica de nitrogénio, indicando que a

combinacéo da dupla delecédo pode afetar também a absorcéo deste aminoacido.

Para as delec¢bes individuais de AAP6 (aap6A) e AAP8 (aap8A) nao foram
observadas reducdes significativas de crescimento (em comparacao ao selvagem) para
todos os aminoacidos analisados.

aap6A aap8A aaplA/2A - CNU114 aaplA/2A - CNU116
AA Média  Signif. Média Signif. Média Signif. Média Signif.
GLY 93% NS 93% NS 7% NS 83% NS
. LEU 89% NS 112% NS 105% NS 113% NS
ALIFATICOS
VAL 84% NS 85% NS 81% NS 80% NS
ILE 97% NS 89% NS 82% NS 95% NS
oH SER 111% NS 97% NS 125% NS 113% NS
TREO 73% NS 108% NS 93% NS 91% NS
SULFUROSO MET 123% NS 113% NS 110% NS 113% NS
) ASP  82% NS 104% NS 88% NS 81% NS
ACIDOS
GLU 78% NS 108% NS 74% NS 88% NS
GLN 84% NS 88% NS 64% ** 65% *
AMINA
ASN 115% NS 105% NS 80% NS 98% NS
ARG 94% NS 100% NS 42% xRk 40% Khkk
BASICOS LYS 108% Ns 102% NS 89% NS 71% NS
HIS 83% NS 116% NS 86% NS 82% NS
i PHE 102% NS 100% NS 86% NS 94% NS
AROMATICO
TRP  98% NS 147% Fhx 157% *hxkk 115% NS
IMINO PRO 111% NS 97% NS 79% NS 95% NS

Tabela 2. Assimilacdo de aminoé&cidos individuais a 30 °C. Percentual de crescimento das linhagens
mutantes de permease em relagdo ao tipo selvagem H99 (que contém 100% de crescimento), em um
Unico aminoacido como fonte de nitrogénio a 30 °C. Foi realizado andlise estatistica e a significancia
considerada foi: p < 0,05 *, 0,01**, 0,001*** e 0,0001*** por ANOVA. NS: N&o significativo. Signif:
SignificAncia. AA: Aminoacidos

Da mesma forma, foi testada a capacidade de assimilagdo de aminoacidos para

cada uma das linhagens mutantes e selvagem a 37° C, e os dados (disponivel na

Tabela 3) mostraram algumas alteragdes de crescimento estatisticamente significativas.
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A delecédo individual da permease AAP6 (aap6A) causou diferenca significativa
de crescimento a 37° C quando comparada a linhagem selvagem na mesma condicao,
frente ao aminoacido histidina. A delecédo individual da permease AAPS8 (aap8A4) causou
uma diferenca significativa de crescimento a 37° C quando comparada a linhagem
selvagem nos amino&cidos treonina, metionina, triptofano e acido glutdmico causaram
uma reducdo crescimento quando estas foram as Unicas fontes disponiveis e

individuais de nitrogénio.

Nas linhagens CNU114 e CNU115 que contém a dupla delecdo das permeases
AAP1 e AAP2 (aap1A/aap2A) foi possivel observar que houve uma diferenca
significativa de crescimento do fungo em quase todos os aminoécidos individuais que

foram testados.

aap6A aap8aA aaplA/2A - cnulld aaplA/2A - cnull6
AA  Média Signif. Média Signif. Média Signif. Média Signif.
GLY 111% NS 84% NS 61% Fkkk 66% *kk
) LEU 91% NS 86% NS 68% L 60% Fkkk
ALIFATICOS
VAL  99% NS 86% NS 36% *kkk 35% *kkk
ILE 112% NS 111% NS 69% *% 71% *%
SER  96% NS 82% NS 24% Fkkk 34% Fkkk
OH
THR  83% NS 580p  Kk**k 88% NS 88% NS
SULFUROSO MET  82% NS 66% - *** 88% NS 99% NS
) ASP  118% NS  125% * 68% *ok 71% *ok
ACIDOS
GLU 107% NS 71% *% 102% NS 92% NS
AMINA GLN 101% NS  111% NS 58% *kkk 55% *kkk
ASN  100% NS 92% NS 85% NS 86% NS
ARG 121% NS 80% NS 74% * 75% *
BASICOS LYS 106% NS 80% NS 107% NS 106% NS
HIS 129% *% 89% NS 70% *% 72% *%
i PHE 109% NS  116% NS 42% *hkk 38% *hkk
AROMATICO
TRP  100% NS 459  *EE*X 119% NS 115% NS
IMINO PRO  95% NS 99% NS 90% NS 92% NS

Tabela 3. Percentual de crescimento das linhagens mutantes de permease em relacdo ao tipo
selvagem H99 (que contém 100% de crescimento), em um Unico aminoacido como fonte de
nitrogénio a 37° C. Foi realizado analise estatistica e a significancia considerada foi: p < 0,05 *, 0,01**,
0,001*** e 0,0001**** por ANOVA. NS: Nao significativo. Signif.: Significancia. AA: Aminoacidos.
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4.4Infeccdo em modelo animal de lagarta (Galleria mellonella)

A forma larval de Galleria mellonella vem sendo utilizada na pesquisa como
modelos alternativos de estudo para avaliar a viruléncia de patdgenos em geral, ja que
0s estudos mostraram uma semelhanca entre o sistema imune celular e humoral inato
de insetos e vertebrados (BERGIN et al., 2005; MAURER et al., 2015). Como nossos
resultados mostraram que as permeases AAP1 e AAP2 sdo necessarias para assimilar
varios L-aminoacidos a 37 °C, fomos motivados a testar as dele¢fes individuais (aap6A
e aap8A) e também os duplos mutantes (aaplA/aap2A) no modelo animal invertebrado
Galleria mellonella.

As larvas de G. mellonella infectadas com o tipo selvagem ou mutantes foram
incubadas a 37 °C por 8 dias (conforme item 3.2.10) e durante este periodo as mortes
foram registradas diariamente. O controle experimental positivo foi a linhagem H99 e
para controle negativo foi utilizado PBS estéril. As larvas que foram inoculadas com os
duplos mutantes (aap714/aap24) e o mutante individual (aap84) a 37 °C, morreram no
quinto dia apés a inoculacdo enquanto que as larvas contendo a linhagem controle H99

foram extintas no dia quatro conforme ilustrado na Figura 16.

Figura 14. Infeccdo em modelo animal de invertebrados Galleria mellonella. As larvas foram
inoculadas com o tipo selvagem (H99), mutantes individuais (aap64 e aap84) ou mutantes duplos
(aap14/aap24) e incubadas a 37 °C por 8 dias. Mutantes aap8A e aap1A/Aap2A se mostraram
hipovirulentos quando comparados a linhagem selvagem com diferenca significativa (**** e ***
respectivamente).
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Através de testes estatisticos foi possivel verificar que as linhagens contendo
dupla mutacdo aap74/aap2A (CNU114 e 116) e a delecdo individual aap8A foram
consideradas como tendo viruléncia atenuada quando comparadas com a linhagem
controle H99 (p<0,0001). Para o mutante (aap64) a 37° C, nédo foi encontrada diferenca
em comparagdo com o tipo selvagem, sugerindo que nao sSao essenciais para a

viruléncia.

4.5Avaliacdo da Concentracéo Inibitéria Minima - MIC

A mortalidade atribuida as infecgcbes flngicas permanece muito alta
(RAJASINGHAM et al., 2017). Os seres humanos e os fungos sao muito semelhantes
por serem ambos eucariotos e isso leva a uma limitacdo de alvos moleculares que
geram um enorme desafio na prospeccdo de novos farmacos que sejam capazes de
interferir em aspectos essenciais do metabolismo fangico e elimina-lo. Uma combinacgéo
de novos alvos moleculares que possam atuar em sinergismo com agentes antifungicos
usados na clinica tradicionalmente pode ser um Otimo caminho para aumentar a
poténcia, eficacia, e até mesmo, auxiliar na reducéo do surgimento da resisténcia aos
medicamentos (KAVANAGH, 2005b; PERFECT, 2017).

Dando continuidade na avaliagdo do impacto que a delecdo de algumas
permeases de aminoacidos poderia ter em C. neoformans, foram realizados testes de
sensibilidade com antifungicos existentes no mercado nas linhagens mutantes usadas
neste trabalho. A anfotericina B (AmB) é considerada padrdo-ouro para a terapia da
criptococose; e AmB ou fluconazol (FL), com ou sem sinergismo com a 5-flucitosina,
sdo as principais opcdes terapéuticas indicadas pela OMS para o tratamento da
criptococose (TRYPHON K. MAZU et al., 2015; PERFECT, 2017).

Também ja foi publicado que as permeases sdo o alvo de um metabolito
secundario da planta eugenol, mostrando-se ser um inibidor antifingico que possui

como alvo as permeases de aminoacidos (MARTHO et al., 2016).

Baseando-se nessa idéia, buscamos avaliar a resisténcia de C. neoformans

contendo as delecbes dos genes (aap64d, aap8A e aapiAlaap24) frente aos
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antifangicos utilizados atualmente nos tratamentos das IFI’'s e comparar esses
resultados com a linhagem controle (H99). Também foi avaliado o crescimento das

linhagens mutantes e selvagem frente ao inibidor eugenol.

4.5.1 Fluconazol (FL)

Para realizacdo do experimento com FL foi utilizada a metodologia descrita no

item 3.2.18, por meio de diluicdo seriada nas temperaturas de 30° e 37°C por 72h.

Como pode ser observada na Tabela 4 a sensibilidade da linhagem selvagem
(H99) frente ao fluconazol a 30 °C foi de 12,5 pg/uL. Entretanto, a concentracédo de 6,2
pg/pl do farmaco foi o suficiente para inibir o crescimento do mutante individual aap6A.
Para os mutantes aap84 e aaplA/aap2A ndo houve variacdo de inibicdo de
crescimento quando comparado a linhagem selvagem.

A 37 °C foi observado resultados semelhantes de 12.5 ug/uL para as linhagens
H99 e aap8A. Para os mutantes contendo a delecéo individual aap6A e a dupla delecéo
aaplA/aap2A foram necessarios 6,2 pg/uL de fluconazol para inibir 100% do
crescimento, portanto, estes resultados sugerem que essas mutacdes de permeases

tornam o fungo mais sensivel a acdo do farmaco fluconazol.

Linhagens FLUCONAZOL
30°C 37°C
H99 12,5 pg/ulL 12,5 ng/ul
aap6A cnu092 6,2 ng/pL 6,2 pg/uL
aap8A cnu099 12,5 pg/ull 12,5 pg/ul
aaplA /aap2A cnul 16 12,5 pg/ull 6,2 ng/ulL

Tabela 4. Avaliacdo da Concetracdo Inibitéria Minima de Fluconazol. Resultado do teste de
sensibilidade dos mutantes (aaplA /aap24, aap6A e app84) e selvagem H99 frente ao antifiingico
Fluconazol pelo método de diluicdo seriada, nas temperaturas 30° e 37°C por 72 horas. O valor
corresponde a concetracdo necessaria do farmaco para inibir 100% do crescimento.

4.5.2 Anfotericina B (AmB)

O resultado do teste de sensibilidade dos mutantes e selvagem na presenca do
antifangico AmB (descrita no item 3.2.18 através de fitas e-test) pode ser visto na

Tabela 5. Em geral, a sensibilidade das linhagems selvagem (H99) e mutantes frente
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ao farmaco AmB foram de 0,125 pg/ml a 30 e 37 °C, com excecdo apenas das
linhagens contendo a dupla delecdo aap714/ap2A que apresentaram 100% de inibicdo
quando utilizado o antifungico na concentracdo de 0,094 pg/ml. Portanto, estes
resultados sugerem que a delecdo das permeases AAP1/AAP2 tornam o fungo mais
sensivel & acdo da anfotericina B a 37° C. As imagens das placas estédo disponiveis no
Anexo H.

Linhagens ANFOTERICINA
30°C 37°C
H99 0,125 pg/mL 0,125 pg/mL
aap6A cnu092 0,125 pg/mL 0,125 pg/mL
aap8A cnu099 0,125 pg/mL 0,125 pg/mL
aaplA /aap2A cnul 16 0,125 pg/mL 0,094 pg/mL

Tabela 5. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aaplA /aap24, aap6A4 e app84) e
selvagem H99 frente ao antifUngico Anforecinina B, pelo método de fita E-test, nas temperaturas
30° e 37°C por 72 horas. O valor corresponde a concentracado necessaria do farmaco para inibir 100%
do crescimento.

4.5.3 Eugenol

A sensibilidade dos mutantes e selvagem na presenca do composto Eugenol
(descrita no item 3.2.18 por meio de diluicdo seriada) pode ser visto na Tabela 6. Em
geral, a sensibilidade das linhagems selvagem (H99) e mutantes frente ao composto
foram de 0,2 pg/ul a 30 e 37 °C, com excecédo apenas da linhagem contendo a delecao
individual da permease AAP6 que apresentara 100% de inibicAo quando utilizada a
concentracdo 0,1 pg/pl a 37° C, portanto, estes resultados sugerem que a delecéo
dessas permeases praticamente ndo afetam o crescimento quando 0s mesmos estao

em contato com o Eugenol.

Linhagens EUGENOL EM YEPD
30°C 37°C
H99 0,2 pg/uL 0,2 ng/uL
aap6A cnu092 0,2 pg/uL 0,1 pg/uL
aap8A cnu099 0,2 ng/uL 0,2 ng/uL
aaplA /aap2A cnul16 0,2 pg/uL 0,2 pg/uL

Tabela 6. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aaplA /aap24, aap64 e app84) e
selvagem H99 frente ao composto Eugenol, pelo método de diluicdo seriada, com meio de cultura
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YEPD e nas temperaturas 30° e 37°C por 72 horas. O valor corresponde a concentracdo necessaria do
composto para inibir 100% do crescimento.

A sensibilidade dos mutantes e selvagem também foi testadai utilizando o
composto Eugenol com meio de cultura minimo YNB e os resultados podem ser vistos
na Tabela 7. Assim como o teste anterior, a sensibilidade das linhagems selvagem
(H99) e mutantes frente ao composto foi de 0,2 pg/ul a 30 e 37 °C, variando apenas na
linhagem aap6A e aaplA /aap2A que apresentaram inibicdo completa de crescimento
quando utilizada a concentracdo 0,1 pg/pl a 37° C, portanto, estes resultados também
sugerem que a delecdo dessas permeases praticamente ndo afeta o crescimento

quando os mesmos estdo em contato com o Eugenol.

Linhagens EUGENOL EM YNB
30°C 37°C
H99 0,2 pg/pL 0,2 pg/pL
aap6A cnu092 0,2 pg/ul 0,1 pg/ul
aap8A cnu099 0,2 pg/ul 0,2 pg/ul
aaplA /aap2A cnull16 0,2 pg/uL 0,1 pg/uL

Tabela 7. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aaplA /aap24, aap6A4 e app84) e
selvagem H99 frente ao composto Eugenol, pelo método de diluicdo seriada, com meio de cultura
YNB, nas temperaturas 30° e 37°C por 72 h. O valor corresponde a concentracdo necesséria do
composto para inibir 100% do crescimento.

4.6 Impacto das delecdes na expressao dos fatores de viruléncia

C. neoformans é um patdégeno oportunista adaptado para a sobrevivéncia no
hospedeiro humano e possui diversos fatores de viruléncia que favorecem esta
interacdo. Fatores de viruléncia incluem todos 0s mecanismos que permitem que o
fungo, eficientemente, possa se multiplicar e sobreviver no interior do hospedeiro,
resistindo aos incessantes ataques do sistema imune e eventualmente causando
doenca (GUERRERO; FRIES, 2008; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

4.6.1 Producdo de capsula

Um fator essencial para a viruléncia de C. neoformans € a producdo de uma

capsula polissacaridica que pode mudar drasticamente de tamanho em resposta a
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condi¢cdes ambientais, podendo chegar ao dobro do diametro de sua célula (DENHAM
et al., 2018).

A capsula esta intimamente associada a parede celular propiciando protecao
que inclue diminuicdo da resposta imune do hospedeiro através da reducdo das
citocinas inflamatérias e complemento, além de propriedades antifagociticas que
prejudicam o reconhecimento dos epitopos presentes na superficie da parede celular
pelos receptores fagociticos. Assim, a capsula auxilia evitando a fagocitose e a digestao
no fagossomas aumentando as chances de sobrevivéncia de C. neoformans in vivo
(KOZEL; HERMERATH, 1984; LEVITZ; DUPONT; SMAIL, 1994; LIU et al., 2008; ZARAGOZA
et al., 2009; KUMAR et al., 2011; MCQUISTON; LUBERTO; DEL POETA, 2011; O'MEARA,;
ANDREW ALSPAUGH, 2012; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; DENHAM et al., 2018).

Portanto, foi avaliado o impacto que a delecdo das permeases AAP1/AAP2,
AAP6 e AAP8 tem sobre a biossintese de capsula (descrito no item 3.2.16) nas

temperaturas de 30 e 37 °C durante o periodo de 24, 48 e 72 h.

Néao foi possivel visualizar diferenca de volume capsular entre as linhagens
selvagem e mutantes na temperatura de 30 °C, entretanto, a 37 °C as linhagens
mutantes (aaplA/aap24) mostraram uma diminuicdo de volume capsular em todos os
tempos testados (24, 48 e 72 horas) quando comparados a linhagem selvagem H99
(Figura 17).

Figura 15. Avaliacdo da producdo de capsula a 37 °C. Avaliagdo do impacto que a delecdo das

permeases AAP1/AAP2 tem sobre a biossintese de capsula em meio de cultura independente de CO, por
24, 48 e 72 horas. H99 foi utilizado como controle positivo produtor de cipsula.
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4.6.2 Producao de melanina

A melanina proporciona diversos beneficios como a atividade antioxidante e a
rigidez da parede celular que protege o microrganismo em ambientes hostis,
favorecendo sua propagacédo (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).

Diante disso, foi avaliado o impacto da delecdo das permeases AAP1/AAP2
(aap14/aap24), AAP6 (aap6A) e AAP8 (aap8A) quanto a biossintese de melanina
(descrito no item 3.2.143.2.14) em meio de cultura agar Niger Seed, na temperatura de
30°C, durante o periodo de 5 dias. A linhagem selvagem H99 foi utilizada como controle
positivo (produtor de melanina) e a linhagem H86, também de C. neoformans e com
deficiéncia na enzima laccase, foi utilizada como controle negativo (ndo produtor de

melanina). Para cada in6culo utilizou-se a concentracéo celular de 2x10° cel/mL.

Durante os 5 dias de experimento foi possivel perceber que as linhagens
mutantes aap6bA, aap8A e aap1Alaap2A comportaram-se exatamente como a linhagem
selvagem H99 para a producdo de melanina, indicando que a delecdo dos genes
codificadores destas permeases néo influenciam na producdo da mesma, como

ilustrado na Figura 18.

Figura 16. Avaliacdo da producdo de melanina em meio de cultura agar Niger Seed a 30°C por 5
dias. Cada inéculo com concentracdo de 2x10° células/ mL. C. neoformans H99 foi utilizado como
controle positivo produtor de melanina e a linhagem H86 (com deficiéncia na enzima responsavel pela
producéo de melanina — Lacase) foi utilizada como controle negativo pela ndo producdo de melanina.

aap6A aap8A aapll/aap2A H99 H86

CNU092 CNU093 CNU099 CNU101 CNU114 CNU116 CNu118

4.6.3 Producao de fosfolipase B

A producéo de fosfolipase contribui para a adeséo do fungo as células epiteliais
de pulmdo humano no inicio da infecgdo, € responsavel pela disseminacdo através do

sangue e esta envolvida na sobrevivéncia e replicacdo de Criptoccoccus em
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macréfagos, por promover a lise da membrana do fagossomo, permitindo ao fungo ter
acesso aos nutrientes (GANENDREN et al., 2004; CHRISMAN et al., 2011).

Como um importante fator de viruléncia, a producao de fosfolipase foi testada
nos mutantes aap6A, aap8A e aapi1Alaap2A, os quais produziram um halo de
precipitacdo ao redor da coldnia igual a linhagem selvagem H99 positiva para a
producdo de fosfolipase B, indicando que a delecdo dos genes codificadores destas
permeases nao influenciam na producdo da mesma (Figura 19-A). A linhagem ape4A
foi usada como controle negativo para a producéo de fosfolipase. Para confirmagéo
desses dados foram aplicados testes estatisticos resultando em valor ndo significativo,

guando comparado ao H99, e o valor de pZ pode ser visto na (Figura 19-B).

Figura 17. Avaliacdo da atividade da fosfolipase B em meio de cultura agar Gema durante 5 dias a
30°C. A) Cada inéculo foi inoculado na concentracgéo celular de 2x10° células/ mL. C. neoformans H99 foi
utilizado como controle positivo para producéo de fosfolipase B e a linhagem C. neoformans ape4A (com
deficiéncia na atividade da fosfolipase B) foi utilizada como controle negativo pela auséncia de halo de
precipitagdo. B) A atividade enzimatica baseou-se no calculo de pZ, onde Pz = 1,0 significa auséncia de
atividade enzimética; 0,64 < Pz < 1,0 significa presenca de atividade enzimatica e Pz < 0,64 significa
atividade enzimatica fortemente positiva.
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4.6.4 Producao de urease

A urease auxilia na desintoxicacdo e alcalinizacdo do ambiente circundante
facilitando a aquisicao de nitrogénio (SINGH et al., 2013). Para avaliar se a dele¢ao das
permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 é capaz de influenciar na producdo de urease,
foi utilizado o meio de cultura agar urea Christensen’s com a metodologia descrita no
item 3.2.13. Nesse teste a producdo de urease é reconhecida por colorimetria, pois a
mesma degrada a ureia formando amonia, que alcaliniza o meio de cultura alterando
sua cor de amarelo para vermelho (ou rosa). Para controle do experimento foi utilizado
a linhagem selvagem H99 produtora de urease (controle positivo) e Sacharomyces

cerevisiae linhagem BY4742 como ndo produtora de urease (controle negativo).

Neste experimento foi constatado que as mutacbes aap6A, aap8A e
aap1A/aap2A ndo causaram alteracao na producao de urease, comportando-se como a
linhagem selvagem (H99). Como esperado, o meio de cultura permaneceu na coloracao

amarela para S. cerevisiae linhagem BY4742, controle negativo (Figura 20).

Figura 18. Teste para avaliacdo da producdo de urease com meio de cultura agar urea
Christensen’s a 30 °C por 5 dias. A coloragdo vermelho (rosa) representa positivo para produtor de
urease e amarelo ndo produtor de urease, C. neoformans H99 e S. cerevisiae linhagem BY4742,
respectivamente. As linhagens mutantes produzem urease tanto quanto a linhagem H99 e no mesmo
periodo.
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4.6.5 Avaliar o crescimento em diferentes condi¢cdes nutricionais

Dentre diversos fatores de viruléncia utilizados por esta levedura, a capacidade
de se adaptar a temperatura fisioldgica torna-o patogénico. Apoés iniciar uma infeccéo
em seres humanos a disponibilidade de nutrientes muda significativamente e para um

estabelecimento bem-sucedido nesses nichos torna-se imprescindivel a capacidade de
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metabolizar os nutrientes disponiveis, incluindo fontes de nitrogénio, carbono e
nutrientes essenciais como ferro (LEE et al., 2013; COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014).

Foi avaliado o impacto causado pelas delecbes das permeases (aap6b4, aap8A e
aaplA/aap24) aos fatores de viruléncia do microrganismo frente a diferentes fontes
nutricionais como o meio rico YEPD e variacdes do meio pobre YNB com ou sem
nitrogénio e aminoacidos (descritos nos itens 3.1.4.1, 3.1.4.11, 3.1.4.12, 3.1.4.13 e
3.1.4.14). A avaliacao do crescimento foi feita por inoculacdo de diluicbes seriadas em
diferentes condicdes e as leituras dos resultados foram feitas em 24 e 48 horas. Como
mostra a Figura 21, ndo foi possivel observar diferencas de crescimento entre as
linhagens mutantes e o selvagem em ambas as temperaturas, indicando que estas
permeases nao sao essenciais para a sobrevivéncia nas condicdes nutricionais

testadas.

Figura 19. Avaliacéo do crescimento da linhagem selvagem e mutantes em diferentes condicfes
nutricionais e temperaturas, através de diluicdo seriada. A imagem ilustra o crescimento de todas as
linhagens (identificadas ao lado direito) nos meios de cultura (identificados na parte superior) como YEPD
(rico), YNB+N+AA (com amodnia e aminoécidos), YNB+N-AA (sé com amédnia), YNB-N+AA (s6 com
aminoacidos) e YNB-N-AA (sem fonte de nitrogénio). Diluicdo celular seriada, da esquerda para direita,
nas concentracdes de 2x10°, 2x10°, 2x10*, 2x10° e 2x10°.

A) 30°C

YEPD YNB +N+AA YNB +N-AA YNB -N+AA YNB -N-AA

) Selvagem H99

aap6A (CNU 092)

aap64 (CNU 093)

aap84 (CNU 099)

aap8A (CNU 101)
Selvagem H99

M aaplA/aap2A (CNU 114)
aaplA/aap2A (CNU 116)

8 aaplA/aap2A (CNU 118)




77

B) 37°C
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Os mesmos testes de avaliagdo do crescimento por diluicbes seriadas em
diferentes condi¢des nutricionais foram realizados utilizando as linhagens mutantes e o
selvagem com esgotamento de reservas de nutrientes por 2 horas em PBS. Os
resultados obtidos foram muito similares aos ilustrados na figura 12, ndo sendo possivel

observar diferencas de crescimento entre as linhagens mutantes e o selvagem.

4.6.6 Avaliagdo de resisténcia ao estresse

Os ensaios de Martho et al (2016) apontaram que a dupla delecdo das
permeases de aminoacidos aap4A/aapbA é essencial para o crescimento de C.
neoformans em meio sintético, para a resposta ao estresse térmico e oxidativo; além de
causar aviruléncia em modelo animal de invertebrados, vertebrados e
hipersensibilidade ao fluconazol. Seguindo a mesma linha, todas as linhagens mutantes
foram submetidas a tipos variados de estresses, simulando as diversas situacdes

encontradas pelo microrganismo quando o0 mesmo invade o organismo humano.

4.6.6.1 Estresse oxidativo

As linhagens mutantes e o controle (H99) foram crescidos conforme descrito
nos itens 3.2.1 e 3.2.12 e inoculados em meios de cultura agar YEPD, YNB+N+AA e
YNB -N+AA acrescido de 1 e 2,5 mM de H,0, nas temperatura de 30 e 37° C por 24 e
48 horas. Nao foi possivel identificar variacdes fenotipicas entre as linhagens mutantes

e selvagem nas condi¢cbes de estresse com H,O, a 30 e 37 °C, concluindo que a
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delecdo dessas permeases nao afeta a resisténcia ao estresse oxidativo nesta
condicéo (Figura 22).

Figura 20. Avaliacdo do crescimento da linhagem selvagem e mutantes sob estresse oxidativo
(ImM de H,0,) a 30 e 37 °C, por diluicdo seriada. A) Delecdo das permeases AAP6 e AAP8. B) Dupla
delecao das permeases AAP1/AAP2. A analise com 2,5mM de H,0,também ndo mostrou diferenga entre
as linhagens (dados ndo mostrados). Diluicdo celular seriada, da esquerda para direita, nas
concentracdes de 2x10°, 2x10°, 2x10%, 2x10° e 2x10°.
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4.6.6.2 Estresse alcalino

As linhagens mutantes e o controle (H99) foram inoculadas em meios de cultura
YEPD e YNB+N+AA nos pH's 6, 7 e 8 por método de diluicdo seriada nas temperatura

de 30 e 37° C. A avaliacdo do experimento ocorreu em 24 e 48 horas.

N&o foi possivel visualizar variacfes fenotipicas entre as linhagens selvagem e
mutantes (aapb6A e aap8A) nas condicdes de estresse a 30 e 37° C nos pH's 6 ,7 e 8
(Figura 23-A); e da mesma forma ocorre com as linhagens contendo a dupla mutacao
aap1A/aap2A (Figura 23-B). Concluindo que a delecdo dessas permeases nao afeta a

resisténcia de C. neoformans a estes estresses.

Figura 21. Avaliacdo do efeito da dele¢cdo das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 em YEPD e
YNB+N+AA nos pH’s 6, 7 e 8, a 30 e 37°C, por diluigcdo seriada. A) Spots das linhagens mutantes
aap6A e aap8A e B) Spots das linhagens mutantes aap14/aap2A. Diluicdo celular seriada, da esquerda
para direita, nas concentracdes de 2x10°, 2x10°, 2x10%, 2x10° e 2x10°,
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4.6.6.3 Estresse osmotico e salino

As linhagens mutantes e o controle (H99) foram inoculadas em meios de cultura
YEPD e YNB+N+AA, acrescido de 0,75 e 1 mM de NaCl e KCI, por método de diluicdo

seriada nas temperaturas de 30 e 37° C. A avaliacdo do experimento ocorreu em 24 e
48 horas.

Nos diferentes meios e temperaturas nao foi possivel identificar variacdes
fenotipicas entre todas as linhagens mutantes (quando comparadas a linhagem
selvagem) na condicéo de estresse osmotico e salino a 30 e 37° C, sugerindo que as
delecdes dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 néo influenciam no crescimento de C.

neoformans, nas condigdes experimentais utilizadas (Figura 24 A e B).

Figura 22 . Avaliacdo do efeito da delecdo das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 sobre a
resisténcia ao estresse osmotico (KCI) e salino (NaCl) a 30 (A) e 37° C (B). As imagens ilustram o
crescimento das diferentes linhagens em meio YEPD e YNB+N+AA nas temperaturas de 30 e 37° e
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comparadas com 0s mesmos meios com adicdo de 0,75 e 1 mM de KCl e NaCl. Dilui¢cdo celular seriada,
da esquerda para direita, nas concentracdes de 2x10°, 2x10°, 2x10*, 2x10° e 2x10°.
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4.6.6.4 Resisténcia ao estresse de parede celular

O Congo red atua interferindo na montagem da parede celular ligando-se a
cadeias de quitina nascentes e inibindo sua sintese (RONCERO; DURAN, 1985). Neste
experimento foi analisado se a falta dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 afetam a

manutencao da parede celular.

Para analise experimental foi utilizado o meio de cultura YEPD, YEPD acrescido
de 0,5% de Congo red (item 3.1.4.6). As placas foram incubadas por 24 e 48 horas nas
temperaturas 30 e 37 °C. Através desta analise foi possivel concluir que a auséncia dos
genes que codificam as permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 n&o causaram impacto
no crescimento em comparacao a linhagem selvagem de C. neoformans H99 a 30 e 37°
C (Figura 25 A e B, respectivamente) quando submetidos ao estresse de parede
celular.

Figura 23. Avaliacao do efeito da delecdo dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 sobre a resisténcia

ao estresse de parede com 0,5% de congo red. A)30° C e B) 37° C. Diluicdo celular seriada, da
esquerda para direita, nas concentraces de 2x10°, 2x10°, 2x10°%, 2x10° e 2x10%
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Os mesmos testes de avaliagdo do crescimento por diluicbes seriadas em
resisténcia ao estresse de parede com 0,5% de congo red foram realizados utilizando
as linhagens mutantes e selvagem em meio de cultura pobre suplementado apenas
com nitrogénio e aminoacidos (YNB+N+AA) a 30 °C. Os resultados obtidos foram muito
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similares aos ilustrados na figura 16A, ndo sendo possivel observar diferencas de
crescimento entre as linhagens contendo as delegbes do genes que codificam as
permeases AAP1AAP2 e o selvagem H99 (dados ndo mostrados).

4.7 Impacto das dele¢gdes sobre o acasalamento

Por mais que a producéo de hifas ndo seja encontrada em infec¢cées humanas
(provavelmente por ser antigénico e estimular uma eliminacdo rapida pelo hospedeiro)
ela € de extrema importancia pois essa op¢do de mudanca de fendtipo propicia ao
microrganismo maiores oportunidades de cruzamento, além de aumentar a sua
capacidade de detectar nutrientes distantes em situacdes de privacdo nutricional
(LENGELER et al.,, 2002; NIELSEN et al.,, 2003; LI et al.,, 2012; FU et al., 2016;
WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).

Com o objetivo de avaliar se as delecdes individuais e a dupla delecéo
poderiam gerar alteracdo no acasalamento e na producdo de hifas, foram feitos
cruzamentos entre as linhagens mutantes do tipo a (aap64, aap8A e aap1A/aap2A)
com a linhagem selvagem KN99a em meio de cultura pobre em nutrientes, temperatura
ambiente (x 25 °C) e auséncia de luminosidade (item 3.2.20). Como controle
experimental foi realizado o cruzamento entre as linhagens selvagens Kn99a x Kn99a e
Kn99a x H99.

A avaliacao a olho nu, com o uso de lupa e microscépio ocorreu semanalmente
e o registro fotogréfico foi feito no 6°, 11° e 34° dia. Durante o periodo de analise foi
possivel observar que todos os cruzamentos realizados apresentaram formacao de
hifas em toda a borda da colénia e em grandes quantidades. A linhagem contendo a
dupla delecdo (aapi1A/aap24) apresentou uma leve aceleracdo de crescimento na
primeira avaliagdo (sexto dia) quando comparado aos cruzamentos entre as linhagens
controle, entretanto no 11° dia o crescimento de todas as linhagens aparentemente se
igualam (Figura 26). Estes dados sugerem que as mutacdes avaliadas ndo impactaram

no acasalamento.
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Figura 24. Acasalamento bisexual entre células MATa e MATa para avaliar a formagdo de hifas.
Cultivo em meio Filament agar (pobre em nutrientes e agua), entre linhagem selvagem Kn99a com
linhagens mutantes do tipo a (aap64, aap8A e aap1A/aap2A). Para controle do experimento foi utilizado
0 cruzamento entre linhagens selvagem Kn99a X Kn99a e Kn99a X H99. Dia 6 e 11 sdo imagems
microscopicas com aumento de 400x. O “halo” branco ao redor das coldnias no dia 34 sdo as formagdes
de hifas visualizadas a olho nu.
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Durante o acasalamento ocorre a fuséo citoplasmatica das células contendo os
tipos sexuais a e a, e somente nesta unido de sexos oposto que ocorre a formacao de
hifas dicaridticas com grampos de conexdo fusionados. Portanto, para confirmacao



85

dessa unido foram feitas laminas, as quais foram visualizadas em microscopio Optico
(aumento de 1000x) para observar os grampos de conecc¢ao fusionados conforme
(Figura 27).

Figura 25. Grampos de conexdo fusionados (ver seta) das hifas, indicando que ocorreu a uniéo
entre dois tipos sexuais opostos. Imagens de microscopia com aumento de 1000x.

Controle Linhagens mutantes
H99 a aapll/aap24 a aapl4/aap24 a
X (CNU114) (CNU116)
Kn99 A X
. Kn99 A
A "

Em paralelo, foi avaliado se a delecdo de outras permeases de aminoacidos
(aap1A, aap2A, aap4A, muplA, mup3A e muplA/mup3A4), produzidas por Martho el al.
(2016) e pelo estudante de iniciacdo cientifica Jodo Miguel Alves Nunes (2017),
também poderiam influenciar no acasalamento, jA que estes dados ndo haviam sido
obtidos até entdo. Da mesma forma que os dados gerados para as delecdes de AAPG,
AAP8 e AAP1/AAP2, a delecdo dessas outras permeases nao influenciaram na
formacdo de hifas e no acasalamento quando comparadas com a linhagem selvagem

(dados n&o mostrados).



86

5 DISCUSSAO

A compreensdo dos mecanismos que proporcionam a patogenicidade e
viruléncia de C. neoformans é uma area de pesquisa cada vez mais necessaria e
importante em razédo do crescente numero de casos de criptococose em todo o0 mundo,
e também porque esta levedura € um modelo biolégico para estudo de patogénese e
viruléncia. Uma visdo mais profunda de como esse patdgeno sintetiza, adquire ou
recicla nutrientes dentro do hospedeiro nos permitirA compreender e encontrar uma
opcéao de controle do seu crescimento e disseminacdo, bem como estes conhecimentos
poderdo ser aplicados para outros patégenos (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010a;
MUNSHI et al., 2015; WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017). Estudos sobre as vias de
sintese e aquisicdo de aminoacidos tém relacionado estes processos celulares a
viruléncia, mostrando que a falha nos mecanismos de biossintese e captacdo de
aminoacidos muitas vezes pode ser até letal para C. neoformans (YANG et al., 2002;
PASCON, 2004; FERNANDES et al., 2015; MARTHO et al., 2016; OLIVE; SASSETTI,
2016; WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).

Os aminoacidos fornecem a matéria prima para muitos processos celulares
importantes, o principal deles é a sintese protéica, portanto, ndo é surpreendente que
varias familias de transportadores tenham evoluido para facilitar a aquisicdo dessas
substancias do meio ambiente para o compartimento intracelular (SAIER, JR, 2000;
WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017).

As proteinas de membrana pertencentes a superfamilia APC transportam
aminoécidos e aminas através das membranas e desempenham um papel importante
na regulacdo dos processos celulares em situacdes de privagao nutricional (KAUR et
al., 2014), sistema esse regulado por repressao catabodlica. Na auséncia de nitrogénio
essas permeases sdo requeridas para captacdo de aminodacidos, sendo assim um 6timo
alvo para sintese de novas terapias contra o patégeno C. neoformans. Como
desmonstrado por Chang et al., (2015) véarios L- aminoacidos sado boas fontes de
nitrogénio para C. neoformans e isto esta em concordancia com os resultados deste

trabalho.
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A disponibilidade das sequéncias completa do genoma de fungos e seres
humanos tornou possivel uma visdo dos transportadores entre estes reinos, e
evidenciam uma infinidade de transportadores que diferem em localizacdo, mecanismos
de transporte e distribuicdo de tecido (WIPF et al., 2002). Através desse mecanismo foi
possivel averiguar, como ja esperado, maior homologia das permeases de aminoacidos
de C. neoformans (Aapl, Aap2, Aap6 e Aap8) com S. cerevisiae. Foi constatado que C.
neoformans, S. cerevisiae e H. sapiens compartiham um dominio conservado e
codificam proteinas de membrana com assinatura de permease de aminoacidos,
entretanto essas proteinas de transporte de C. neoformans e H. sapiens possuem
baixos niveis de similaridade, sugerindo que estas permeases podem ser

suficientemente diferentes para serem alvos seletivos de drogas.

Através dessas observacdes foi possivel identificar que a permease AAP8 é
requerida para o transporte dos aminoacidos treonina, metionina e glutamina em
situacdo de estresse térmico, como mostraram as analises de assimilacdo de

aminoacidos nos mutantes.

Os dados da assimilacdo de aminoacidos do duplo mutante (aap14/aap24) vao
de encontro aos resultados obtidos em Martho et al. (2016), mostrando uma reducao de
crescimento frente ao aminoacido basico arginina como Unica fonte de nitrogénio. Além,
a dupla delecédo apontou queda no crescimento dessas linhagens quando utilizado o
aminoéacido glutamina a 30° C como fonte de nitrogénio, sinalizando que a combinacéo

da dupla delecao pode afetar também a absorcéo deste aminoacido.

Ademais, 0 aumento na temperatura (37° C) confirma os dados publicados por
Martho e colaboradores, pois mostram a reducdo de crescimentos em aminodacidos
basicos assim como nos grupos amina, alifaticos, acidos, aromaticos e levantam fortes
suspeitas de redundancia de permeases ja que as dele¢des individuais das permeases
1 (aap1A) e permease 2 (aap24) demonstram valores de crescimento menos
impactantes quando comparado a dupla delecdo (aap1A/aap24), sugerindo que uma
permease auxilia na auséncia da outra, porém, na auséncia das 2 permeases 0

crescimento é reduzido em uma gama de aminoacidos como fonte de nitrogénio.
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Os resultados reafirmam a hipotese de que as permeases globais Aap4 e Aap5
sdo dominantes no transporte global de aminoacidos por permeases em C. neoformans
(MARTHO et al.,, 2016). Além, as permeases Aap6, Aap8 e Aapl/Aap2 podem ser
consideradas permeases globais de aminoacidos justamente por terem potencial de
crescimento em amplo espectro de aminoécidos individuais e estruturalmente diferentes
como Unica fonte de nitrogénio, mesmo que o crescimento deste tenha sido reduzido

em relacdo ao selvagem.

De posse da informacao de que a delecdo das permeases AAP8 e AAP1/AAP2
afetam o crescimento em aminoacidos individuais, foi interessante avaliar, assim como
nos estudos de Maurer, et al. (2015), o potencial de viruléncia de C. neoformans em
modelo de estudo animal, na auséncia dessas permeases. A larva de G. mellonella é
uma ferramenta eficaz para detectar a interagcdo patdogeno- hospedeiro e esse
experimento sugeriu que estas permeases de aminoacidos podem ser importantes para
a viruléncia do patégeno (MAURER et al., 2015; MARTHO et al., 2016).

As células fangicas com céapsula reduzida (ou acapsuladas) sdo rapidamente
fagocitadas e destruidas pelo hospedeiro levando ao insucesso da infec¢cdo (DENHAM,;
BROWN, 2018). A atenuacgédo da viruléncia dos mutantes aaplA/aap2A em modelo
animal de G. Mellonella pode estar relacionada a diminuicdo de capsula nestes
mutantes. Entretando, a linhagem contendo a delecdo da permease AAP8 ndo mostrou
reducdo de capsula, mas foi hipovirulenta em modelo animal, indicando que a
hipoviruléncia, neste caso, ndo esta relacionada somente com a quantidade de capsula
produzida, mas provavelmente pela diminuicdo de aminoacidos disponiveis como fonte

de nitrogénio.

No que se relaciona a avaliagdo do crescimento em diferentes condi¢cdes
nutricionais por diluicdo seriada (em placa - agar) néo foi possivel observar diferencas
de crescimento as linhagens mutantes e o selvagem. Indicando que estas permeases
nNao sdo essenciais para a sobrevivéncia nas diferentes condigdes nutricionais testadas,
diferente do caso da dupla delecédo das permeases AAP4/AAP5 de Martho (2016).

Porém, para a avaliacdo de crescimento em placa (YNB-N+AA) os aminoé&cidos
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utilizados s&o L-triptofano, L- metionina e L-histidina e estdo todos juntos em uma
concentracdo de 10mM. Por mais que esses aminoacidos ndo sejam as fontes de
nitrogénio preferencias de crescimento na linhagem selvagem, eles foram suficientes
para suplementar o crescimento das linhagens mutantes (aap14/aap2A) em ambas as
temperaturas (30 e 37 °C) na assimilagdo de amino&cidos, e consequentemente no
crescimento em placa.

Neste projeto tentamos realizar o teste de frutificacdo haploide (um processo
estritamente mitético e assexual) com as linhagens mutantes e selvagem, utilizando
meio de cultura filament agar e temperatura de 30 °C, porém ndo obtivemos exito nem
mesmo com as linhagens controle. A frutificagdo e o acasalamento sdo ambos
estimulados por condicbes ambientais similares (privacdo de nitrogénio, dessecacéao,
auséncia de luz e feroménios), e ambos envolvem o crescimento de hifas, producéo de
basidios e esporos (LIN; HULL; HEITMAN, 2005). No estudo de Fu, Morris & Wickes
(2013) foi utilizado o meio de cultura filament agar (0 mesmo utilizado em nossos
experimentos), porém foi aplicado uma condi¢cdo de pré cultura de células em YEPD,
“37 °C” por 24 horas, e posteriormente plaqueadas em meio especifico. As células
desse estudo resultaram em rapido crescimento e producao de hifas. As condi¢cdes da
cultura, ou mais precisamente, o estagio do ciclo celular parece ser uma explicacao
plausivel para a ndo producdo de hifas em nossos experimentos. Fu, Morris & Wickes
(2013) apontaram que o mecanismo real na producéo de hifas foi a parada G2 do ciclo
celular, e justamente o0s estressores responsaveis pela parada neste ciclo sdo a
deplecédo de oxigénio, fase de crescimento estacionaria e a temperatura alta (37 °C)
(FU; MORRIS; WICKES, 2013).
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6 CONCLUSAO

O proposito deste trabalho foi avaliar o desempenho de C. neoformans na
auséncia de algumas permeases de aminoacidos (AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2) em
diversas situagdes que simulavam o ambiente hostil encontrado por ele no hospedeiro.
Com esses experimentos foi possivel verificar que C. neoformans e H. sapiens
compartilham de um dominio conservado e codificam proteinas de membrana com
assinatura de permease de aminodcidos, entretanto podem ser suficientemente
diferentes para serem alvos seletivos de drogas. O aumento na temperatura (37° C)
mostrou uma reducdo de crescimento do fungo na maioria dos aminoacidos testados
para mutantes aap1A/aap24, assim como a diminui¢do do volume capsular, reducao da
concentracdo de fluconazol e hipoviruléncia em modelo animal de invertebrados. As
permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 podem ser consideradas permeases globais de
aminoécidos por terem potencial de crescimento em um amplo espectro de

aminodcidos individuais e estruturalmente diferentes como Unica fonte de nitrogénio.
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ANEXOS

A. Lista de microrganismos utilizados neste trabalho.

GENOTIPO CARACTERISTICAS ORIGEM
Duke University
H99 MATalpha Selvagem Medical Center
Duke University
Kn99a MATalpha Selvagem Medical Center
Duke University
Kn99a MATa Selvagem Medical Center
N ;
CNU92/093 AAapb6 ::NeoR Delegéo do gene responsavel por codificar a permease 6 Tce _da_ aluna C_amlla
Oliveira Ferreira
CNU099/100 AAaps:HygR Delecéo do gene responsavel por codificar a permease 6 Tce _da'aluna C?‘m"a
Oliveira Ferreira
CNU114/116/118 AAap1/Aap2::NeoR Delec¢do dos genes responsaveis por codificar as Construido neste
permeases 1 e 2 trabalho
. *k -1
CNU103 AAap1:HygR Delegéo do gene responsavel por codificar a permease 1 Ic _do aluno Jodo
Miguel Nunes
CNU037 AAap2:NeoR Delecéo do gene responsavel por codificar a permease 2 Martho et al ., 2016
CNUO038 AAap4:NeoR Delec¢édo do gene responsavel por codificar a permease 4 Martho et al ., 2016
CNU050 Aaap5::NeoR Delecéo do gene responsavel por codificar a permease 5
CNU069 AMup1::NeoR Delegdo do gene respon?;]a\l\jgllpor codificar a permease Martho et al ., 2016
CNUO59 AMup3::HygR Delec¢éo do gene responsr,r?l\jglspor codificar a permease Martho et al ., 2016
CNUO78 AMup1':.:NeoR Delegédo dos genes responsaveis por codificar as Martho et al ., 2016
/Mup3::HygR permeases mup 1 e 3
AAped Delecdo do gene responsavel por codificar Aspetil
MCV101 p aminopeptidase — baixa producao de fosfolipase B Gontijo et al ., 2017
H99 H86 Deficiéncia na producao da enzima lacase para sintese de
melanina
S BY 4742 N&o produtora de urease GR****
acaromices
cerevisiae

*Trabalho de conclusdo de curso; **Iniciacdo cientifica Genetic Research; ***American Type Culture Collection;

****Genetic Research Company.;
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B. Oligonucleotideos utilizados no trabalho.
Oligonucleotideos utilizados na delecdo das permeases Aapl, Aap2, Aap6, Aap8 e
Aapl/Aap2.

Primers Sequéncias (5’ - 3’) Alvo
PRCP329 GCAGTTCTCACCATCAGGTG BE- F Aapl
PRCP330 CTCCAGCTCACATCCTCGCACTTTGCTGTTATGCGCGCTT BE —R Aap1l
PRCP331 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Promotor de ac — F Aap1l

Promotor de actina—R
PRCP211 CCCGAACATCGCCTCGCTC

Aapl

PRCP212 ATCCCCATGTGTATCACTGGC Hyg — F Aap1l
PRCP333 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCGGTGGTTTGATGAAGCTTTG Trp—R Aapl
PRCP332 CAAAGCTTCATCAAACCACCGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC BD — F Aapl
PRCP334 GGGTTGAACCTGTACTTTTTG BD — R Aapl
PRCP329 GCAGTTCTCACCATCAGGTG Aapl-BE - F
PRCP330 CTCCAGCTCACATCCTCGCACTTTGCTGTTATGCGCGCTT Aapl-M1 -F
PRCP331 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Aapl-M1-R
PRCP211 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Aapl-M1-F
PRCP212 CCCGAACATCGCCTCGCTC Aapl-M2-F
PRCP332 ATCCCCATGTGTATCACTGGC Aapl-M2-R
PRCP333 CAAAGCTTCATCAAACCACCGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC Aapl-BD-F
PRCP334 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCGGTGGTTTGATGAAGCTTTG Aapl-BD-R
PRCP335 GGGTTGAACCTGTACTTTTTG confirmatoério
PRCP315 GATGGAGGAATCCAGATACG BE —aap6
PRCP317 CTCCAGCTCACATCCTCGCACTTCTCTCAGCTGTTATGTATG BE —aap6
PRCP316 CATACATAACAGCTGAGAGAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG ME —aap6
PRCP214 TCGCTTGGTGGTCGAATGGG ME —aap6
PRCP213 ACGACGGGCGTTCCTTGCG MD — aap6
PRCP319 CCACCGCCCGTATTTCAATCTCAGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC MD — aap6
PRCP318 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCTGAGATTGAAATACGGGCGGTGG BD —aap6
PRCP320 CGTCGATAGTTAGATAAAGC BD —aap6
PRCP323 TCGTCGTTGTTCTTATCGG BE —aap8
PRCP325 CTCCAGCTCACATCCTCGCAGGCCAAGATGGTAAAAAATTGGG BE — aap8
PRCP324 CCCAATTTTTTACCATCTTGGCCTGCGAGGATGTGAGCTGGAG ME — aap8
PRCP211 CCCGAACATCGCCTCGCTC ME —aap8
PRCP212 ATCCCCATGTGTATCACTGGC MD — aap8
PRCP327 GATTCGAACATCCACTTGACTTGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC MD — aap8
PRCP326 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCAAGTCAAGTGGATGTTCGAATC BD —aap8

PRCP328 TCCGGTGGTGCATAGTCCAG BD —aap8
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C. Alinhamento entre permeases AAP1 e AAP2.
Alinhamento de aminoéacidos (Clustel W) com identidade em 80,9% entre as
permeases AAP1 e AAP2.

Majority M EX EXOOGOOGOOOOGGONGH PH OO GOV THA MK EKGER EGH GH MM GEGTYHRX L KAQRHME M ALGGA| GTG

10 20 a0 40 a0 60 70 a0
aapl = - - KDKSI SGGSQAGAMTP| NGKSIHNEVLFTIPAL GEKGEF EESHGNPGEGTYHRSL KQRHMSMI ALGGA]I GTH 77
aap? SjSAl EKEGS] RGRTSQEVY SAGY DEKKSGDIEY DTV TARHAEKGS Eld HLIGEGTYHROL KORHMAM ALGGA| GTH 80
Majority LFWGSGEALAXGGPY G GY X MR MUY AL GEMAX LY PVAGAFTHYAXREVDPXLGE AXGHNY WY SYAXTI PTEX

a0 100 110 120 130 140 140 160
aapt LFYGEGEALATIGGRY GF L GY GLMYY|ShMY AL GEMASLY PVIRGAF THY ARRFVDPIL GEATIH MyW SYAI T PTE] 157
aap? LFYGSGEALASGGPY VAL GY]l SV A MY AL GEMASL Y PVISIGAF THY ASEFVDPISLGF ALIGF WY W Sy ANITT PTEY 180

hajority WAAKT VI SYWOKTTMNEAKY T TV ORI KX NFRGARAY GEAEFWF XS KEXTI VGLI | LGl VLMCGGGPNHDKI GF RYWR

170 180 140 200 M0 220 230 240
aapt AAT] VI SYWOSTT I TVCFMEN | Al MFLGARAY GEAEFWWF|C) | VT WGLE | LG YLMCGGGEP NHOW] GF Ry 237
aap? ARSI SYWOITTT [ e N ME[AGA RAY GEAEFYWFISE I WGL | LG VLMCGGEGEP MHOP] GF RYWWH 240
Majority HPGPEAQI TI XNGHGVHPGRWGAF LAFWNYFYVOAAFSFI GTEI | ATTLGEAENPRKTVPRAI KXVFFRELFFYWHGHEF X

250 260 270 280 2490 300 310 320
aapl DFGPFAQI TIE VIVP GRWGOF LAFWHNYFVOAAFSFI GTEI | ATTLGEAENPRETVPRAL KQWFF Rl LF F nr
aap? MEGPFAG T NNGDGY] PGRWGAF LAFWWVEY OAAFSFI GTEI | ATTLGEAENPREKTYPRAI KRWVFFRLLFFYWFIE E 3z0
Majority SYLVPYTEPMLLNGSGTAAASPEY] AL XMAGI KALPSI VNAVLLI XAWSAGNSDLYAXSRTLYALALERGXPRXARRCTK

330 340 350 360 370 280 3490 400
aapt EYLVPYTEPMLLNGSGTAAASPEY] AL NMAGT KALPS! WRNAVLLI ABRWSAGNSDLYARERTLYALALERGILPRI FRRECTK] 3497
aap? BYLVPYTEPMLLNGSGTAAASPEY] Al EMAGI KALPS!I VHNAVLLISEWSAGNSDLYAISERTLYALALERGMPHF LRECT K] 400
Majority RGLP WY HETHLF GRHRHNT GGEAAEXAF WY NLEA] TG I TWEAA T LLSYLRFYY GLKKQGKSRODF PYRAPX QPXL

410 420 430 440 450 460 470 480
aapl RGLP1 WEWTY FEAFANLMNT GGEAAEERFMAM Y MLSAI TG I TWiAA| LLSYLRFYY GLKKQGH ERDDF PY RAPLEGP 477
aap? RGLP1 WEVIT TGLF GF LSHMMNT GGEAAERBFDIWL Y MLEA] TG T TWiE LLSYLRFYY GLKKQGLERDDFE PY RAFF 2P 480
Majority SYHGFI FFTLXHXFXGFTYE LY GNWOTSSF HAKY ] THPI FAXCW WY KKTKI WPLXXI DF XX GRRELDELEALDAEX

4490 500 510 520 530 540 540 g60
aapl IGFI FFTLYTMFISIGF TYF LKGNWOTSSFF [T PIFACKEY G KKTKI VPLEH DFTTGRRELDELEALDAEK 457
aap? GEI FFTL| | LEMNGETYF LEGMNWOTSSF | TILPTF AW Gl KIKT K WP LIAE) DFHSGERELDELEALDAER 460
Majority FIXETKYQKI | 81 LF

570
aapt FETKY @Kl | 51 LF a72
aapl ETKYQKI | SILF ars

Decaration 'Decaration #1° Box residues that match the Caonsensus exactly.

1
{ ddp
;
220 aap

20 15 10 ] 0
Amina Acid Substitution per 100 residues



D. Estratégia de delecdo AAP6 e AAPS.

Hindlll 2.5kb Hind1ll Hindlll
| |
I 1
WT %
Probe L o~ .
aap6::Neo F ' Neo
Hindlll | | Hindlll
3.5kb
2
EcoRI | 12,4kb | EcoRl
Probe

aap8::HYG *

|
EcoRT
0 5.4kb EcoR] EcoRI

105



106

E. Dados das permeases AAP6 e AAPS8 para delecao individual.

A) Gel de Agarose 0.8% com brometo de Etideo mostrando os fragmentos gerados
por PCR para as construgcbes de delecdo das permeases AAP6 e AAPS8. B)
Produtos da fusdo dos bracos com os marcadores seletivos por PCR das
construcdes de delecdo das permeases Aap6 e Aap8. C) Confirmacdo da delecao
de AAP6 e AAP8 por Southern Blot.

A) B)
aap6 aap8
BE MD BE MD
- - + o+
BE M1 M2 BD BE M1 M ME BD ME BD
aap6 N aap8 Kb: 1.8 13 21 15

1000 pb —
750 pb
500 pb —

3000 pb —»
2000 pb —»
1000 pb —

aapb

C)

23Kb |8
94Kb |
65Kb B :
44Kb |

23Kb |
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F. Dados das permeases AAP1 para delecé&o individual.

A) Gel de Agarose 0.8% com brometo de Etideo mostrando os fragmentos gerados
por PCR para as construcdes de delecdo das permeases AAP1. B) Produtos da
fusdo dos bracos com os marcadores seletivos por PCR das construcfes de delecdo
das permeases Aapl. C) Confirmacgéo da delecao de por Southern Blot.

A) B)
aapl

BE M1 M2 BD * F1 FZ

C)
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G. Alinhamento de permeases de C. neoformans, S. cerevisiae e H. sapiens

S. cerevisiae (designado com Saccharomyces) e H. sapiens (designado como
Homo) mostrando as regifes conservadas e também uma idéia da estrutura proteica
de cada umas das proteinas identificadas. (Protter - visualize proteoforms Omasits
et al., Bioinformatics. 2013 Nov 21).

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

AAPT
Saccharomyces
Homo

AAPT
Saccharomyces
Homo

AAPL
Saccharomyces
Homo

Aapl
C. neoformans

1
1
1

52
&l
14

189
113
73

150
188
131

210
218
178

270
278
228

329
338
273

387
387
321

445
445
351

581
586
351

---------GEGTYHRSLKQRHMSMIALGGAIGTEL FNGSGSALATGGPYGFHLGYVFMG
EAEKVAIITAQTPLKHHLKNRHLQMIAIGGAIGTELLNGSGTALRTGGRAS LLI_NGSTG

LMVYSMMVALGEMASLYRY - AGAF THYAARFVDPALGFATGINYWYSYAITIPTEIVA--

THMIYAMVMA LGEL~VIFPI SGGFTTYATRFIJES GYANN FNYHL"WLVULPLEIUS——

-ASILSGVCYAEFGVRVEKTTGSAYTYS YV TVGEFVAFF IGWNLILEYLIGTAAGASALS
. ® . * T -

.k Eo - - *

—————— ATIVISYWDSTTN------------A-AVYITVCFVSITARNFLGARAYGEAEF
—————— ACI UIFHGTDPK-——————-————YRDGFVALFNLAIVIINMFG KGYGEAEF
SMFDSLA[H I;RHMADSVGTLNGLGKGEESYPDLLALLIAVIVTIIVALG ENSIGF--

E

WFCSVKIVTIVGLITLGIVLMCGGGPNHDAZGFRYIWRDPGPFAQITIENGAGVYPGRIWGQ

VRSFIKVITMVGFIILGIILNCGGGPTGGYEGGKYIWHDPGAFAGDTPG -~ ------ -~ AK
----NNVLIVLILAVNUFIMI----AGLFFIIGKYHAEGQFL ------------ PHGLIS-

= LEE .

FLAFWNVFVQAAFSEIGTEIIATTLGEAENBRKTVEBRATKQVEFRILFFMVMGTFVISVL
FKGVCEVFVTAAFSEAGSELVGLAASESVERRKSVRKAAKQVEWNRITLFYMILSLLMIGLL
--GVLOGAATCFYARIGFDITATTGEEAKNBNT SIP?ﬁITASLUICLTﬂYUSVS ILTLH

DaE E .. T T £

MPYTEPNLLNGSG- TAAASPEVIATNNAGIKALPSIMNAVLLI AAWSAGNSDLYAASRTL
MPYNDKSLIGASSYDAAASPFVIATK THEIKGLPSVANYVILI AVLSVGNEZATYACSRTH
MPYYTIDT--------- ESPLHEHFVAHGFYHAKFVUAIGSVAGLTVSLLGSLFPMPR T

EEEs Bk

YBLAL ERQLPRIFRRCTKR-GLBIWCVTMTALFGA-FAYLNTGGEAAEEAFNWEYNLSAT
VALAEQRFLPEIFSYVDRK-GRELVGIAMTSAFGL - IAFVAAS -KKEGEVENWEHLALSGL
YMFMGDGLLF1FLAHVSSYTETPUVACIVSGFLHALLALLVS -------- LRDEIEMMST

e B =, E . eE .

TGIITWWAT LLSYLRFYYGLKKQGTSRODFPYRAPLQPYLSWLGFIFFTLVTMFSGF--T
S5LFTWGGICICHIRF RKALAAQGRGLDELSFKSPTGVLGS YWGLFMVIIMFI - AQFYVA
GTLLAYTLYSNCVLLLRYQP - - === === o= mmm oo mmmmmmmmmm e mmmmmm o m

VFL-KGNWDTSSFFATYITIPIFACCWIGHWKVYVEKT - -KIVPLEHIDFTTGRRELDELE-
VFPVGDSPSAEGFFEAYLSFPLVYMYMYIGHK IYKRNWKLFIPAEKMDIDTGRREVDLDLL

KQE

Gapl Kiaal613
H. sapiens

S. cerevisiae

SER3ELS

r!!l _ ‘
- =

51

13

183
117
72

149
159
132

289
289
169

269
269
227

328
329
278

386
386
338

444
445
358

Sea
5@5
358

Seg
se8
358



AAPZ
Saccharomyces
Haomo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

AAPZ
saccharomyces
Homo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

AAP2
Saccharomyces
Homo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

AAPZ
Saccharomyces
Haomo

AAPZ
Saccharomyces
Homo

Aap2
C. neoformans

Ry

42
51

181
12@
1)

137
156
117

197

162

257

212

317
330
264

375
387
322

435
447
351

494
585
351

------------------- THLGEGTVHRQLKQRHMAMIALGGAT
LTRLQVVSHETDINEDEEEAHYEDKHVKRALKQRHIGMIALGGTT

LFVGSESALASE
LFVGISTPLENA

GPVGSLIAYAFMGTIVYFVTQS LGEMATFIBVI -S5ITVESKRFLSPAFGVS MYWFR
----VIVS IAAVASILSGVCY FGVR KTTGSAYTYSYVTVGEFVFFF MLILE

WANTIPTEVVAAS-------- TTT ---------------- TYETVCLVLT
WAITYAVEVSVIG--------QVEEYMTDKV-- -~~~ -~------ P IFLVII
YLIGTAAGA SHLSSHFDSLANH sn DSVGTLNGLGK.GEESYPDL ALLTAV---IV

GPVEVWLOYEFMASMYY AMMVALGEMAALYBVS - CAF THYASRFVDPS LGFALGENYWYS
F

WFEINFWGARAYGEAEFWFSSI TIVGLIILGIVLMCOGGGPNHDP NPGPFAQ
TLMNFFPVEVYGEFEFWVASVEMLATMGY LIYALIIVCEG-SHQGP, F NPGAKGP
TIIVALGVENSIGFM------ LNVLNLAVNVFIMI L————FF NG A —————

ITINNGDGVIPGRWGQFEAFWNVFVQAAFSFIGTEIIATHL R KRVFF
GIISsSD----- KSEGRFEGWVSSLINAAF ELVGI NEVVE
——————— QF LPHGWSG ———QGﬂATCFYAFI FDIIHT NTS TﬁSLV

RLLFF¥VFGIFIISV EPNLLMNGSGT. FVIAIE IKALPSIVNAVLLISA
RIVLFMIMSLFFIGL SRLSASSAVIASSRFVISIQ TYALPDIFNAVVLITY
ICLT SVSVILT IDT-------- E LMEMFVA F KFVVATGSVAGL

WSAGNSDLYASS LERQMPRFLRRCTKR-GLBIWCVVITGLEG-FLSYMNTGGE
VSAANSIVYVGSRYLYS LARTGNAPKOFGYVTRO-GVEYLGVVCTAALG- LEAFLVVN-N
TVSLLGSLEPHPRVIY LLFRFLAHVESYTETBVVACTVSGFLAALLALLVSL --
P . Ed P . s F e
AAEKAF LSAITGIITWWAILLSYLRFYYGLKKQGLSRDDFPYRAPFQBYWLSIWYGF
NANTAFNWLINTSTLAGLCAWLFISLAHIRFMQALKHRGT SRODLPFKAK LMBYGAYYAL
------ RDUTEMMSTGTLLAYTLVSVCVLLLRY - -~ - - === === == —— QB - - - -
* aa aw P . P

IFFTLIILFNGFTWVFLEGNWDTSSFVAAYITLPIFAVCWIGWK LVKKTK-IVPLAEIDFH
FFVTVIIFIQGFQAFCP - -FEVSEFFTSYISLILLAVVFIGOQIYYKCRFIWKLEDIDID

SGRRELDEL---
SDRREIEAIIWE

Lypl Kiaal613
S. cerevisiae H. sapiens

intra

109

41
&0

laa
119
59

136
155
116

196
214
18l

256

211

316

263

374
386
321

434
446
358

493
a4
35a

5@z
5le
358



AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPS
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

AAPE
Saccharomyces
Homo

C. neoformans

[Ey—

51
61
32

1838
118
92

165
175
151

213
238
195

273
290
254

330
350
383

390
41a
356

458
459
392

--------- GDIMRARVLDSVNHRKLNARQIQLSSTIAG ALBUATGSGVT -SGPVAL
HEDRGSSIDDDSRTYLLYFTETRRKLENRHVQLIAISEVIGTALFMAIGKAL YRGGPASL
------------------------- WWGTS- - - FLLINTEGAG PKGVLA-YSCHNY

. . EE . .

BT

LIGFVFRS---TVWYSIAQCQLEIVSLERLDGSFIRLAGRMVDPALGTMVGYNHFEAQTS
LLAFALRWC---VPILCITVSTAEMVCF SEPFLRLATKCVDDSLAVMASHWNFWE LECY
GVELC GCATLAMTSTLCSAEISISERCEGAQYY FLKRYFGSTVAFLNLWTSLELGSGE

. E . e ETS .. ee . S

QIPFEIVSVN--TITHYWRDDYSAGIPLAVQWVL -YLLISICAVKYYGEME SFKIX

FMIFEATWIN--TLVSYWGYSESPAILISVSLLL-YLAINWVYRADLFGEAE LGEWL
VVAGDALLLAEYSIQPFFPSCSVPKLPKKCLALAMLWINGILTSRG-VKE LASSY

=

IGLILYTFIN----- M NPLKDRFGFRYWKNPGP------~ WAGDSSSTRLESFIN
LGLETETFIM----- MLEGHNPEHDRYGFRNYGESPFKIYFPDGNDVGKSSGYFOGELA
R
£

KMSILSFIS VVFLIRGKKENVERFQ---------------- MAFDAELPDISHLIQ
= wa i - - . . - .

AVNTAGECTIGEPEYISM Tl KTWVBRAFKTIMARLVVFFIGGALCVGILVPYMNDP
CLIQASETIABGEYISM Kl KVLBEAFKOQVEVRLTFLELGSCLCVGIVCSPHDP
5 LK
= LEEE | owx

*

ATFQG YS@GACFTL TTIRKCIFTALPLMTVWVYLLVNISYLTVLTPRE-
. * can LE P ‘s . . .
TLVTG---DETYAGGSPYVESMNRLQIPVLPS LLECIVSGGNAYTE SLHAL
DLTAAINEARPGAGSSPYV MHMLKIRILPDIVNIALITAAFSAGNAYTYCS LETR
----------- ILSSDAVA RAFPSEAWEMPFAISESLFSNLLISIFKSSRPIYLA

E ' * * oo EE

EE

ALDGEK, VMLRRLNKEG LANIWVVMLLSCLAYLALGSTSAKN LNWILNFCORAATHMLNG
AL DGYAPKIFTRCNRHGVBTY! SLVWALVSLLQLNSNSAVVLNWLINL TWASQLINE
=Q FT -

porE * ® =

QLPLLENTLNSHS LLLMTLGSLAIILTS--LIDLINYIFF - -MG---SLW
L i e E® .. P e -

VULCIVYLFFRRAYHVQD-DSLPKLPFRSWGQRYTATTIGLYSC SAMIL IQGYTVFFPK LY
SILLMI-GILRRRYQEPNL----5-------IBYKVFLSFPLATIVE--D----------

= Ed

CVMAFTYVRFYSAMRAQNIDRKDF LPWSkL%I?rumALFm.CLiIJLQGvSVFLKGNH
DVATFIFNYGITALAGAIGLFFK-TYQR- - TPFHKSKDVDLHSDLDFFD
NTQDFLESYLMVFINIGIYVGEYEF IWKRGKDHFKNPHEIDFSKELTEL -

Agp?2 Unnamed protein product
BAB71021.1
H. sapiens

S. cerevisiae

110

5a
1]
31

1a7
117
91

le4
174
1@

212
229
134

272
289
253

329
349
382

389
489
355

449
468
391

495
516
391
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AAPE 1 - LOQGTIFAVSGTYNYGGPAMILVAWPISGVLTYFMTLTLS 46
Saccharomyces 1 SLWSTLGVGFGL T------ SMVAGTS PMMIVYGITIVALISICIGTSLG 54
Homo 1 -RFSNFA------ LSGGINSFAQATSS GAG\AGIGHIVGCHVSGFFALAHA 53
ALPE a7 H.I"'lFS SHKAARGGIGGERGWANMY SGRVMGEHYGNLLLYTWEL lag
saccharomyces 55 S LKLAPPEYKR - - FAAYMCGSFAYABSVFTSASTTLS 112
Homo 54 SILG —————— NRFTGIAI'LT;—-.'.\ILNLL LITVLG\AINIGT FF F la7
AAPE 1a7 ISL--SLDYQKRNWHNCLLELGILIIVGLIGST QSHCFWLCSG-AFGESMWLVLCIT 163
saccharomyces 113 YALT-HPEFIPKRWHIFMCEELLHLELMEFN - -CYGKSLPTIISSSSLYISLLSFFTITIT 169
Homo 1a3 FEGAFGLTGTPGEIVGFV IW——LQALLN——HF IKLTAMLTD--ASG FLILATTAVL 181
AAPE 164 LLA-TNAT---KHDPGEMEKQFYNTT ------ GUSSKPYWYILGHQYTSI -AS 212
saccharomyces 17 vV SHGK - - -FNDAKF TEMMET------ GWKNGGIAFIVGLINPAWSFSCL CA 228
Homo 162 I LMFAPAIDITRLIT SGDAGGGVFPQSDSI"‘IGYLFLLCLLLWYTITG 221
- =
AAPE 212 MAEETOQNPSR TTSMIGTYVLGYISIVLLLLSESPG TVKSHSFAFGYIL-TK 271
Saccharomyces 221 MAFEVEKPERVIPIAIMGTMAIGFNTSECYMIAMFFSIQDL LSSTTGAPILDIYNQA 28e
Homo 222 TSEETLEAAHS! IVSS LNSSLIGWMLCAIV PDL AKQG'.\IGVFFATMD- -A 279
LE . . .
ALPE 272 AISKPGATTVWCCLMVWYLMLOY LQAS FVEA EM| FSSI-IRKTNYHRRPV- 329
saccharomyces 281 LGNKSGAIFLGCLILFTSFGCV, LCWSF DN LERL-WSQWNPHTGVP- 338
Homo 288 ILPSWLKTLLYLAILIAQFLCG T\I’TSA MLFAF GSASLAIC\-'SF"I".\IRTPV EEE]
AAPE 338 FAVHLVWVI---LCLPRFACLTLASESTLYSVLAVTACTLSYNGY ISLYLVSRVNLQTE 386
Saccharomyces 339 LNAHLMSC---AWITLIGLLYLASSTAFQSLITGCIAFLLLSY WICLLAKKRNIAHG 395
Homo 348 MAII.-.ITM\."LEIIWFLAQFISIGGTNI\"TI\.I’\I’NSTLVFLFLSF IVLGI""II"'I.AFGT EKLP 399
ALPE 387 GR= LRRI.\ISK--F'UP.IVGLLYH.LALIVTQTF KASTHMSHSPVIIA- 426
saccharomyces 396 --PFHL-GKFGF--FSNIVLLGWTWFSWVWFFSF KDNMMYVCMVIVG 443
Homo 488 NPG LGAGLFKLFCILSVIGI“'I'«"IIF YIAT PND YIT LGFIVLT 449

Aap8 Hnmlp Amino acid / Metabolite permease
C. neoformans S. cerevisiae H. sapiens
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ao

big

aapl A/ aap2 A
chullé

a0 necessaria para ini
chu 114

aapl A/ aap2 A

AMPHOTERICIN B
cnu 099

aap8A

aap6 A
cnu 092

Teste de sensibilidade das linhagens mutantes e selvagem frente ao antifingico. A
H99

formacao da zona de inibicdo corresponde a concentrag
do crescimento das linhagens testadas.

H. E-test de Anfotericina B.
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