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RESUMO 

Calvete, C L. O papel das permeases de aminoácidos Aap6 e Aap8 sobre a 
sobrevivência, a virulência e a filamentação em Cryptococcus neoformans., 2018. 112 f. 
Dissertação (Mestado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2018.  

 

A Criptococose, causada pelo fungo Cryptococcus neoformans, é uma doença 

sistêmica, potencialmente fatal em pacientes com o sistema imune debilitado e a 

progressão da mesma pode causar Meningite criptocócica. Estima-se que ela acarrete 

globalmente 15% dos óbitos relacionadas à AIDS, devido a falhas terapêuticas, 

surgimento de resistência, inconstância no tratamento e restrição nas opções de 

antifúngicos. As vias de biossíntese e/ou de assimilação de alguns aminoácidos 

representam uma portunidade de validação de alvos moleculares para prospecção de 

novos antifúngicos. Estudos prévios identificaram 10 permeases de aminoácidos (AAP1 

a AAP8, MUP1 e MUP3) em C. neoformans. AAP4 e AAP5 foram consideradas 

principais e redundantes, e uma dupla deleção (aap4Δ/aap5Δ) causou sensibilidade 

térmica e ao estresse oxidativo e avirulento em modelo animal. Permeases Aap1 e 

Aap2 possuem 80,9% de identidade na sequencia de aminoácidos, não são 

essenciais individualmente, porém podem ser redundantes. As permeases Aap6 e 

Aap8 não foram estudadas, portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das 

deleções simples das pemeases AAP6 e AAP8 e da dupla deleção AAP1/AAP2 sobre a 

captação de aminoácidos, fatores de virulência, sobrevivência em diversas condições 

nutricionais, infecção em modelo animal, suceptibilidade a fármacos, e a capacidade de 

acasalamento. A dupla deleção das permeases AAP1/AAP2 repercutiu na 

capacidade de crescimento de alguns L-aminoácidos principalmente a 37 ºC, alterou 

o tamanho da cápsula polissacarídica, causou hipovirulência em modelo animal de 

invertebrados e foi mais susceptível à AmB do que o tipo selvagem. As permeases 

AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 podem ser consideradas permeases globais de 

aminoácidos. 

 

Palavras-chave:. Cryptococcus neoformans. Permeases de aminoácidos. Antifúngicos. 

 



 

 

 

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 Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
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 (Aap1 to Aap8, Mup1 

and Mup3) and six of these permeases were studied already. Aap4 and Aap5 were 

considered major and redundant, and the aap4Δ/aap5Δ mutant was responsable for 

thermal sensitivity and oxidative stress and hypovirulent in animal model. The Aap1 

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 aap1Δ/aap2Δ 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 Aap1/Aap2 were considered global amino acid permeases. 

 

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

Cryptococcus neoformans é um basidiomiceto leveduriforme e cosmopolita com 

capacidade de infectar tanto o ser humano como os animais. A doença causada por 

esse patógeno é conhecida como Criptococose, uma doença sistêmica (subaguda ou 

crônica) e potencialmente fatal em pacientes com o sistema imune debilitado. A 

progressão da doença acarreta a invasão do Sistema Nervoso Central, causando a 

Meningite criptocócica (PERFECT; CASADEVALL, 2002; VÉLEZ; ESCANDÓN, 2016; 

AGUIAR et al., 2017; RHODES et al., 2017). 

Anteriormente à pandemia da Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS) a 

Criptococose era considerada uma doença muito pouco comum, mas após o seu 

surgimento os números de casos da doença cresceram significativamente (KWON-

CHUNG, 2014; AGUIAR et al., 2017; PK; MU., 2017). 

Um levantamento de dados realizado por Rajasingham et al (2017) estimou o 

número de pessoas soropositivas para C. neoformans (pesquisa do antígeno 

Criptocócico) e as mortes relacionadas a doença (entre 1989 e 2016) em pacientes 

ambulatoriais infectados pelo HIV em 29 países. Em 1 ano os países de baixa renda 

apresentaram mortalidade de 70 % em pacientes que passaram por tratamento (anti-

retroviral e/ou anfotericina B), e para pacientes que não recebem cuidado a 

porcentagem é de 100%. Para países de renda média o óbito foi de 40% e 60% para 

pacientes em tratamento e sem tratamento, respectivamente. Na Europa oriental e 

Rússia foi estimado óbito em 30% dos pacientes em tratamento e 45% em pacientes 

sem tratamento e na América do Norte as mortes relacionadas à doença são de 20 e 30 

% para os pacientes tratados e não tratados, respectivamente. De maneira geral 

estima-se que a meningite criptocócica acarrete globalmente 15% dos óbitos 

relacionados à AIDS, sendo a segunda maior causa de morte, atrás apenas da 

tuberculose (RAJASINGHAM et al., 2017). 

Não só os pacientes portadores de HIV estão em risco de desenvolver a 

criptococose, pacientes transplantados e em terapias imunossupressoras são bons 
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candidatos também. Pesquisas apontam que entre 2-3% dos receptores de órgãos 

sólidos desenvolvem infecção criptocócica nos EUA (MOURAD; PERFECT, 2018).  

Um levantamento estatístico de transplantes realizados entre 2007 e 2017 no 

Brasil disponibilizado pela Associação Brasileira de Transplantes (Figura 1) mostra que 

de maneira geral a cada ano que passa o número de transplantes realizados no Brasil 

está aumentando e, provavelmente, tende a refletir nos dados de criptococose no país. 

Figura 1. Número absoluto de transplantes disponibilizado pelo Registro Brasileiro de 

Transplantes (RBT): Número anual de transplantes de 2007 até março/2017 

(http://www.abto.org.br/abtov03/default.aspx?mn=476&c=0&s=157). 

 

Existem hoje diversas estratégias para classificar o grau de risco do paciente 

através de ferramentas de diagnóstico (como histopatologia de tecidos infectados, 

técnicas de cultura, PCR, MOLDI-TOF, ressonância magnética, sequenciamento 

gênico, biomarcadores específicos, etc) os quais auxiliam no direcionamento do método 

terapêutico e profilático mais adequado (PERFECT, 2017). 

http://www.abto.org.br/abtov03/default.aspx?mn=476&c=0&s=157
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 As recomendações e orientações disponibilizadas pela Organização 

Mundial de Saúde (http://www.who.int/en/) sobre a melhor abordagem no tratamento da 

meningite criptocócica, 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 

consolidação e manutenção terapêutica deve-se administrar fluconazol como profilaxia 

secundária após 8 semanas do tratamento inicial (WHO, 2018). 

Esses compostos possuem diferentes formas de ação: 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 inibição da enzima citocromo P450 envolvida na síntese do 

ergosterol. E a 5-flucitosina interrompe a síntese de DNA, divisão nuclear e altera a 

síntese de proteínas (KAVANAGH, 2005a; ANDES, 2013; PERFECT, 2017). 

Embora estes medicamentos sejam clinicamente úteis, nos últimos anos eles 

mostraram algumas limitações, como a toxicidade e o aumento de resistência. Para um 

manejo bem-sucedido, no que se refere as IFI’s, faz-se necessária a contínua expansão 

e o uso pertinente de drogas antimicóticas novas e clássicas. Portanto, novos 

antifúngicos são necessários (SMITH et al., 2015; PERFECT, 2017; MOURAD; 

PERFECT, 2018). 

1.1 Classificação, ciclo infeccioso e aspectos gerais do patógeno 

A classificação do agente causal da cryptocococse baseia-se em dois 

“complexos”: o Complexo Cryptococcus neoformans tem distribuição geográfica global, 

é responsável por afetar pacientes com imunossupressão profunda como os portadores 

de HIV-AIDS em estágio avançado, indivíduos com defeitos de células T, pacientes com 

doenças pulmonares, hepáticas e renais crônicas, assim como, pacientes que recebem 

terapia imunossupressora para transplante de órgãos (MUKAREMERA; NIELSEN, 

2017).  

http://www.who.int/en/
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O segundo Complexo, Cryptococcus gattii, afeta pacientes imunocompetentes e 

sua maior concentração é em áreas tropicais e subtropicais. Entretanto, existem 

registros na literatura de casos de criptococose causada por C.gattii no oeste do 

Canadá e no noroeste do Pacífico dos Estados Unidos, sugerindo que o fungo pode ter 

expandido seu nicho ecológico devido às modificações climáticas, fato este ainda não 

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 patógeno oportunista humano e animal, geralmente isolado do 

ambiente a partir de excrementos de pombos, cascas de árvore e madeira em 

decomposição (KWON-CHUNG, 2014; SPRINGER; MOHAN; HEITMAN, 2017). As 

cepas da variedade grubii são geralmente mais virulentas e, globalmente, causam a 

maior parte das doenças criptococócicas, sendo responsáveis por mais de 99% das 

infecções em pacientes com AIDS (JANBON et al., 2014). 

O contato do patógeno com o hospedeiro ocorre na maioria das vezes por 

inalação de propágulos ou esporos e, de modo menos frequente, por ingestão ou 

contato com a pele. Na natureza, as células de levedura de Cryptococcus sp. possuem 

tamanho entre 1 e 3 μm, o que facilita sua inalação e passagem através de pequenos 

brônquios. C. neoformans inicia a infecção nos pulmões, no entanto, o principal fator de 

mortalidade é a invasão do SNC e progressão para meningite fúngica (NEGRONI, 

2012; KWON-CHUNG et al., 2014; DENHAM; BROWN, 2018). 

A combinação de fatores de virulência do microrganismo e a suscetibilidade 

imunológica do hospedeiro é um dos principais determinantes da instalação da doença. 

Em um hospedeiro saudável o próprio 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 hipótese de que os indivíduos podem 

abrigar organismos dormentes por até 13 anos antes da infecção ser ativada (GARCIA-

HERMOSO; JANBON, 1999).  
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Em pacientes com o sistema imune debilitado as manifestações clínicas variam 

desde uma infecção assintomática no qual as leveduras permanecem latentes e viáveis 

até o momento oportuno para se multiplicar e disseminar pelo corpo (KWON-CHUNG et 

al., 2014); ou como uma infecção aguda pulmonar (localizada) até a infecção sistêmica 

(crônica) com a colonização em diversos órgãos, como pele, ossos, glândula prostática, 

trato urinário, nódulos linfáticos e finalmente o cérebro, para o qual o patógeno 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 árvores, solo, excretas de 

aves (um ambiente ácido e rico em nitrogênio). A imagem ilustra a instalação da infecção no hospedeiro 

humano através da inalação de esporos e/ou células de leveduras. Dentro dos pulmões os fungos 

inalados se depositam nos alvéolos, podendo ser eliminados, ficar latentes ou iniciarem uma infecção 

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

 

C. neoformans é especialmente adaptado para a sobrevivência no hospedeiro, 

já que após poucas horas de infecção em modelo animal (como demonstrado em 

experimentos com murinos e peixes-zebra) as células de levedura podem ser vistas no 

interior de fagócitos e permaneceram viáveis (VECCHIARELLI et al., 1994; DENHAM; 

BROWN, 2018). Ademais, C. neoformans parece ser imunologicamente inerte, isto é, 

capaz de minimizar a resposta pró-inflamatória ao entrar no hospedeiro humano, 

resultando em um mascaramento imunológico (MAY et al., 2016). 
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Os determinantes genéticos da patogenicidade e da virulência são resultados 

diretos das interações e forças seletivas que C. neoformans encontra no ambiente 

(SPRINGER; MOHAN; HEITMAN, 2017). Essa habilidade que o patógeno “adquiriu” 

(hipótese de evolução de características em resposta a pressões seletivas ambientais) 

(MAY et al., 2016) de adentrar, sobreviver no hospedeiro e causar a infecção é 

decorrente de um conjunto de fatores de virulência. 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 virulência destacado aqui é a produção de cápsula 

polissacarídica. O fungo faz um esforço biossintético significativo na construção de uma 

cápsula com um raio que pode ter várias vezes o tamanho de seu corpo celular. Ela 

consiste principalmente de dois polissacarídeos, ± 90% de glucoronoxilomanana 

(GXM), ± 9% de galactoxilomanana (GXMGal) e de pequenas quantidades de 

manoproteínas. A cápsula está intimamente associada à parede celular e desempenha 

vários papéis diferentes durante a patogênese; possui propriedades antifagocíticas que 

prejudicam o reconhecimento dos epítopos presentes na superfície da parede celular 

pelos receptores fagocíticos, dificultando a fagocitose, a ativação do sistema 

complemento e a resistência 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 fúngicas acapsuladas de C. 

neoformans são rapidamente fagocitadas, ao contrário das células que não foram 

fagocitadas (após 24 horas de inoculação) por possuírem um volume capsular maior. 

Além disso, a cápsula é de extrema necessidade para a sobrevivência de C. 

neoformans no interior dos fagócitos já que células acapsulares não conseguem se 

replicar (DENHAM; BROWN, 2018).  
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Outro artifício utilizado pela levedura é a produção da enzima lacase. C. 

neoformans possui dois genes responsáveis por produzir esta enzima (LAC1 e LAC2) e 

ambas catalisam a síntese de melanina. Este pigmento é um importante fator de 

virulência pois colabora para a proteção do fungo contra danos oxidativos causados por 

fagócitos e radiações ionizantes, e ainda pode proteger o patógeno contra a ação de 

agentes antifúngicos (KWON-CHUNG; RHODES, 1986; IKEDA et al., 2003). No meio 

ambiente a melanina também é útil sendo capaz de absorver a luz UV da radiação 

solar. A enzima lacase tem atividade de ferroxidase, contribuindo para aumentar a 

disponibilidade de ferro no interior do fagossoma, o qual é carente de nutrientes 

(WILLIAMSON, 1994; ERB-DOWNWARD et al., 2008; COELHO; BOCCA; 

CASADEVALL, 2014; ALMEIDA; WOLF; ARTURO CASADEVALL, 2015). 

Outra forma de proteção de C. neoformans é pela atividade da enzima 

fosfolipase B (Plb), produzida pelo gene PLB1, durante a infecção (COX et al., 2001; 

SANTANGELO et al., 2004). A Plb é responsável por iniciar e facilitar a adesão do 

fungo nas células epiteliais do pulmão, iniciando a infecção. Auxilia também na 

disseminação para os vasos linfáticos pulmonares, sangue e outros órgãos, mas não 

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 metabólito encontrado em alta concentração na corrente sanguínea 

(LEE et al., 2013) e outra ferramenta utilizada por C. neoformans é a enzima urease, 

que catalisa a hidrólise de uréia em amônia, carbamato e CO2. A amônia é a fonte de 

nitrogênio 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 invasão do SNC continua enigmático, porém, há 

hipóteses de que a amônia (que é tóxica para as células de mamíferos) seja liberada 

localmente na barreira hematoencefálica como produto da urease e possa enfraquecer 

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

Por último, a termotolerância, a habilidade de crescimento a temperatura 

corporal humana de 37 ºC é considerada o fator de virulência mais importante para o 
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patógeno, já que alguns organismos, filogeneticamente próximos, possuem fatores de 

virulência como a cápsula e a lacase, mas não são agentes patogênicos por serem 

incapazes de sobreviver na temperatura dos mamíferos. Dessa forma a termotolerância 

é uma característica comum para os patógenos (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 

biológico de estudo é o seu ciclo de vida: trata-se de uma levedura haplóide na maior 

parte do tempo, unicelular, de fácil manipulação e que se reproduz assexuadamente 

por brotamento (KOZUBOWSKI; HEITMAN, 2012; SUN et al., 2014; GYAWALI et al., 

2017). Entretanto, C. neoformans é heterotálico (possui dois tipos sexuais a e α) sendo 

ambos os tipos patogênicos, embora a maioria dos isolados clínicos seja MATα (FU; 

MORRIS; WICKES, 2013). É capaz de realizar uma transição dimórfica (habilidade de 

crescer tanto na forma leveduriforme quanto na forma filamentosa) e essa alteração 

fenotípica pode ser visualizada durante o mating (acasalamento) ou a frutificação 

haplóide (reprodução unissexual) (NI et al., 2011; GYAWALI et al., 2017).  

No acasalamento ocorre a fusão citoplasmática das células contendo os tipos 

sexuais a e α. Há formação de hifas dicarióticas com grampos de conexão fusionados 

(indicado com seta na Figura 3A). No ápice da hifa forma-se o basídio, local onde 

ocorre a fusão dos núcleos. Através de meiose seguida por diversas mitoses há 

formação dos esporos haplóides de dois tipos sexuais (basidiósporos) sobre o basídio. 

Esses esporos darão origem às leveduras que se dividem por brotamento. A outra 

opção no acasalamento é similar a anteriormente descrita, porém a união dos núcleos 

ocorre logo no início do ciclo formando o monocário (ao invés de dicário) e nesse 

processo os grampos de conexão não 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-α com 

formação do basídio, seguido da elaboração de basidiósporos por meiose e mitoses. Os esporos dão 

origem às leveduras que se dividem por brotamento (Fonte: modificado de WANG; LIN, 2011). 

 

A frutificação haplóide ocorre somente entre tipos sexuais iguais (Figura 4). O 

tipo sexual a ou α é capaz de se unir com uma célula do mesmo tipo ou se 

autopoliploidizar. Nas duas opções ocorre a filamentação até a formação do basídio e, 

através de meiose e mitoses, formam-se os basidiósporos de um único 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. Conjugação entre células do mesmo tipo α-α 

com formação de basidiósporos por meiose e mitoses. Os esporos dão origem às leveduras que se 

dividem por brotamento. Os grampos de conecção não se fxam na hifa posterior (WANG; LIN, 2011). 
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A reprodução sexual permite que os organismos usem a recombinação de 

alelos para purificar o genoma de mutações deletérias além de contribuir para a 

geração de diversidade (FU et al., 2016). 

1.3 Modelo biológico de estudo 

À medida que os casos de HIV-AIDS e, consequentemente, a Criptococose 

aumentou, foi notório a necessidade de ampliar o conhecimento e desenvolver 

estratégias de diagnóstico para uma compreensão mais profunda no que tange 

combater essa doença. Ao longo do tempo diversos pesquisadores e profissionais da 

área foram capazes de aprimorar técnicas e criar ferramentas sofisticadas de análise 

que auxiliam na compreensão da biologia deste patógeno (KWON-CHUNG, 2014). 

Hoje, com o avanço científico e tecnológico, C. neoformans pode ser 

considerado um modelo para os estudos de biologia molecular, patogênese, biologia 

celular e genética de leveduras patogênicas. Além de possuir vários genomas 

sequenciados, também detém um sistema de transformação estável por biolística, 

método esse que favorece a construção de linhagens geneticamente modificadas e 

permite avaliar o impacto de deleções gênicas na sobrevida e virulência 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 (macrófago) e animal 

(larvas, camundongo e coelho) de infecção, os quais são bastante eficientes para as 

avaliações dos aspectos biológicos da interação patógeno-hospedeiro, virulência, 

sobrevivência e patogênese (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 virulência de 

patógenos fúngicos e bacterianos, além de investigar a eficácia de drogas 

antimicrobianas. A justificativa para o aumento desse tipo de estudo baseia-se na 

correlação 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 à 

resposta imune inata de vertebrados. A resposta imune celular é mediada por 

hemócitos que apresentam fortes semelhanças estruturais e funcionais com fagócitos 

de mamíferos. Hemócitos foram capazes de fagocitar células bacterianas e fúngicas e a 

cinética da fagocitose e morte microbiana mostrou-se similar tanto nos hemócitos dos 

insetos quanto nos neutrófilos humanos (BERGIN et al., 2005; MAURER et al., 2015). 

Além disso, existem inúmeras vantagens da utlização de G. mellonella sobre os 

modelos de mamíferos, tais como: baixo custo, fácil manipulação e o potencial para 

realizar estudos em larga escala. Ainda, o uso deste inseto vai ao encontro das 

tendências mundiais no que diz respeito à ética e bem-estar animal (MYLONAKIS et al., 

2005; ROSSI et al., 2016). 

Muitos dos conhecimentos adquiridos nestes estudos podem ser transferidos 

para outros patógenos eucariotos. A disponibilidade destes modelos biológicos de 

infecção permitiu que as bases genéticas da interação patógeno-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 os progressos quanto aos aspectos básicos da biologia deste 

patógeno as formas de tratamentos ainda deixam muito a desejar e, de modo 

consequente, há uma grande demanda por novos antifúngicos (OSTROSKY-

ZEICHNER et al., 2010; MEHRA et al., 2012; ANDES, 2013; MOURAD; PERFECT, 

2018). 

O surgimento de resistência e a baixa toxicidade seletiva de fármacos 

continuam a ser um grande problema na aplicação clínica e descoberta de terapias 

para a criptococose. Fungos, assim como células de mamíferos, são eucariotos e suas 

semelhanças (como estrutura celular e metabolismo) limitam seus alvos moleculares 

para prospecção de novos fármacos, afetando a disponibilidade de terapias modernas 

para o tratamento dessa doença (KAVANAGH, 2005a; ANDES, 2013; MOURAD; 

PERFECT, 2018). 
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Sabendo da importância que os aspectos nutricionais desempenham na 

patogenicidade, instalação da doença e na resposta imune do hospedeiro, é evidente 

que já existam estudos direcionados nessas áreas com o intuito de encontrar novos 

alvos moleculares para a prospecção de fármacos, e as vias de biossíntese de 

aminoácidos são 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 biossíntese de aminoácidos são ótimas oportunidades de validação 

de alvos para novos fármacos antifúngicos, principalmente porque nove destas são 

inexistentes em mamíferos mas estão presentes nos microrganismos (histidina, 

isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina), o que 

aumenta a toxicidade seletiva dos fármacos que poderão ser desenvolvidos contra 

estes alvos (YANG et al., 2002; PASCON, 2004; KINGSBURY; MCCUSKER, 2009, 

2010a, 2010b; FERNANDES et al., 2015). 

Os aminoácidos são essenciais para a sobrevivência do patógeno, portanto, se 

uma das vias de biossíntese for interrompida e/ou a capacidade assimilação através da 

membrana for bloqueada, a persistência do mesmo no hospedeiro pode diminuir 

significativamente, aumentando a chance de sucesso terapêutico (YANG et al., 2002; 

PASCON, 2004; FERNANDES et al., 2015). 

Alguns possíveis alvos para novos fármacos já foram estudados previamente, 

como as vias de biossíntese 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 mutações nos genes da via de 

biossíntese da lisina levam à diminuição do crescimento e a atenuação da virulência em 

modelo animal. Da mesma forma, bloqueios na via de biossíntese da metionina 

geraram deficiências na expressão de fatores de virulência. Testes com modelo animal 

apontaram que as interrupções nesta via de síntese causam avirulência 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 síntese 

de treonina (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010a), Fernandes et al. (2015) comprovaram 

que o bloqueio na via de biossíntese de triptofano é também essencial para C. 

neoformans. No entanto, através de estudos utilizando a tecnologia de RNA interferente 

foi possível mostrar que a captação do aminoácido triptofano pode ser aumentada na 

ausência da fonte preferencial (amônia) em meio de cultivo às baixas temperaturas, 

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

Fernandes et al. (2015) levantou a hipótese de que a captação de aminoácidos 

por meio de permeases pode ser um mecanismo pouco eficiente em C. neoformans 

devido à existência de poucos genes codificadores de permeases. Uma comparação in 

silico entre 24 permeases de membrana e 7 permeases vacuolares de S. cerevisiae e o 

genoma de C. neoformans (H99 sorotipo A) apontou que esta levedura codifica 

somente 10 permeases de aminoácidos pertencentes à família das APCs, identificadas 

com Aap1 à Aap8, Mup1 e Mup3 (Figura 5), dados estes que podem indicar que 

realmente C. neoformans tem poucas permeases de aminoácidos e, assim, tem 

dificuldades para satisfazer a auxotrofia à certos aminoácidos (FERNANDES et al., 

2015). 

Figura 5. Representação esquemática de C. neoformans com as 10 permeases de aminoácidos da 

família APC identificados por Fernandes et al . (2015). * permeases não expressas conforme 

demonstrado por Fernanders et al.(2015) (créditos da imagem: Amanda Teixeira de Melo). 
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Ademais, Fernandes et al. (2015) realizaram uma análise de expressão gênica 

em diferentes fontes nutricionais e mostraram que das dez permeases identificadas, 

duas não são expressas na condição experimental usada (AAP3 e AAP7); as demais 

permeases mostraram padrão distinto de expressão de acordo com a fonte preferencial 

de nitrogênio, a presença de aminoácidos no meio de cultura e a privação de nitrogênio 

(FERNANDES et al., 2015). 

1.4 Transporte através da membrana e as permeases de aminoácidos  

O transporte através da membrana em geral, com exceção da difusão simples, 

é realizado através das proteínas carreadoras. Essas proteínas são divididas em 

“proteínas transportadoras” e “proteínas de canal”, sendo essas responsáveis por 

transferir solutos específicos, 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 

eletroquímico (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 eletroquímico (Figura 6) (ALBERTS BRUCE et al., 2004). 

 

Figura 6. Transporte passivo e ativo de solutos através da membrana celular (ALBERTS BRUCE et 

al., 2004). 

 
 

Essas proteínas de transporte possuem um ou mais sítios de ligação 

específicos ao seu substrato, que após sua ligação irá desencadear alterações 
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conformacionais na proteína transportadora permitindo que seu ligante passe para 

outro lado da membrana (ALBERTS BRUCE et al., 2004). 

As permeases de aminoácidos em geral utilizam o mecanismo de transporte 

passivo para movimentar seu substrato, e esse transporte pode ser de diferentes tipos 

de aminoácidos ou seletivo (aminoácidos específicos). Conforme ilustrado na Figura 7 

a entrada do aminoácido pode estar acoplada à saída ou a entrada de outra molécula 

(chamado antiporte e simporte, respectivamente) ou o aminoácido pode ser 

simplesmente transportado através da membrana (chamado uniporte) (ALBERTS 

BRUCE et al., 2004; WIPF et al., 2012). 

 

Figura 7. Proteínas transportadoras de membrana atuando como uniporte, simporte e antiporte 

(ALBERTS BRUCE et al., 2004). 

 

Existem diversas superfamílias de proteínas que atuam no transporte de 

aminoácidos em bactérias, fungos, protozoários, plantas e animais. Uma comparação 

dos transportadores de leveduras, plantas e humanos (Saccharomyces cerevisiae, 

Arabidopsis thaliana e Homo sapiens, respectivamente) mostrou que eles se 

enquadram em 5 superfamílias diferentes. Essa análise forneceu evidências da 

existência de uma multiplicidade de transportadores que diferem em relação à 

localização, mecanismos de transporte e distribuição tecidual, além de auxiliar na 

caracterização funcional de transportadores ainda não classificados (WIPF et al., 2002).  

Em leveduras o transporte de aminoácidos ocorre na membrana plasmática, na 

membrana vacuolar e, em menor frequência, na membrana mitocondrial. Essas 

proteínas transportadoras podem conter até 14 segmentos transmembrana e 
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pertencem a três superfamílias diferentes: APC (Aminoácido Poliamina-Colina), MFS 

(Superfamília Facilitadora principal) e AAPT II (Transportadora de Aminoácidos e 

Poliaminas II) (POPOV-ČELEKETIĆ et al., 2016). 

Como citado anteriormente, para S. cerevisiae a captação de aminoácidos 

através da membrana plasmática é mediada por 24 transportadores pertencentes à 

superfamília APC. Esses transportadores podem ser altamente específicos, 

transportando apenas 1 tipo de aminoácido, ou ter uma ampla gama de substratos, 

podendo transportar vários aminoácidos diferentes para a redistribuição e homeostase 

das concentrações intracelulares (ANDRÉ, 1995; SOPHIANOPOULOU; DIALLINAS, 

1995; WIPF et al., 2012; GOURNAS et al., 2015; POPOV-ČELEKETIĆ et al., 2016). 

Homólogos de transportadores APC também são encontrados em animais e plantas. 

Uma análise filogenética mostrou uma subdivisão 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 aminoácidos é realizado pela 

superfamília APC e são frequentemente referidos como permeases de aminoácidos 

(AAPs) (FERNANDES et al., 2015; POPOV-ČELEKETIĆ et al., 2016). O transporte de 

aminoácidos mediado por membros dessa família localiza-se principalmente na 

membrana plasmática e utilizam o sistema de co-transporte de sódio e hidrogênio 

através do método simporte ou antiporte com funções de absorção e nutrição. Essas 

proteínas possuem 12 domínios transmembranas, porém em alguns casos é possível 

encontrar até 14 domínios (SOPHIANOPOULOU; DIALLINAS, 1995; WIPF et al., 2012; 

POPOV-ČELEKETIĆ et al., 2016). 

 

1.5 Regulação e captação de aminoácidos por permeases APC em C. neoformans 

A expressão de genes codificadores de permeases de aminoácidos é regulada 

por um sistema da repressão catabólica por nitrogênio (NCR), no qual a presença de 

amônia (que é a fonte preferencial de nitrogênio) reprime a expressão de genes 

associados à assimilação de fontes secundárias de nitrogênio, como por exemplo, os 

aminoácidos. Dessa forma, esses genes somente serão expressos na ausência 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 aminoácidos de C. neoformans, Martho et al . (2016) estudaram 5 das 8 

AAP’s (AAP2, AAP4, AAP5, MUP1 e MUP3) cujo padrão de expressão pode ser 

identificado por qPCR. Este estudo, feito através de deleção gênica individual mostrou 

que, diferentemente das permeases de S. cerevisiae, todas elas são permeases 

globais, isto é, não tem preferência por transportar aminoácidos específicos (MARTHO 

et al., 2016). 

O estudo comprovou também que as permeases Aap4 e Aap5 são dominantes 

e redundantes, sendo que o duplo mutante é incapaz de crescer em aminoácidos como 

fonte única de nitrogênio, é sensível ao estresse oxidativo, tem forte 

termossensibilidade, é avirulento em modelo animal (murino Balb/c e Galleria 

mellonella) e hipersensível ao fluconazol. Além, esse estudo também ratificou que as 

permeases são alvo de um inibidor fúngico, o eugenol (MARTHO et al., 2016). 

O eugenol é o principal componente fenólico biologicamente ativo dos óleos 

essenciais de cravo (Syzygium aromaticum), uma planta aromática cultivada em países 

asiáticos e africanos. A estrutura molecular do eugenol é muito semelhante aquela dos 

precursores de aminoácidos aromáticos (Figura 8) e, devido a esta semelhança 

estrutural, sugere-se que o eugenol pode interagir com os sítios ativos de transporte 

das permeases da membrana, podendo alterar sua permeabilidade ou causar 

alterações conformacionais que perturbam a membrana citoplasmática da levedura 

levando à liberação de componentes intracelulares (DARVISHI et al., 2013). 

 

Figura 8. A estrutura do composto eugenol é semelhante aos aminoácidos aromáticos. Ele é 

sintetizado nas plantas através da via fenilpropanóide da fenilalanina (DARVISHI et al., 2013). 
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Das permeases identificadas por Fernandes et al . (2015), as permeases Aap1 

e Aap2 mostram ser bastante semelhantes quanto à sequência de aminoácidos (80,9% 

identidade), mas até o presente não se sabe se são redundantes e essenciais como 

Aap4 e Aap5 descritas por MARTHO et al., 2016.  

Foram construídos mutantes contendo deleções das permeases Aap6 (aap6Δ) 

e Aap8 (aap8Δ) individualmente, no entanto, estes estudos não foram concluídos e, 

portanto, também não se sabe se atuam como permeases globais ou no transporte de 

aminoácidos específicos. Outro aspecto relevante, mas ainda não explorado, é o 

impacto que a deleção destas permeases tem sobre a capacidade de filamentação que 

ocorre durante o acasalamento em C. neoformans.  

Em vista disso, ainda são necessários vários estudos para completar o 

entendimento do sistema de transporte de aminoácidos que C. neoformans utiliza. 

Estes estudos são importantes porque as permeases estão localizadas na membrana 

celular, o que as torna um atraente alvo para o desenvolvimento de inibidores, uma vez 

que inibidores não precisariam adentrar a célula para exercer seu papel inibitório. 

Portanto, é de grande interesse avaliar o papel que as outras permeases ainda não 

estudadas têm sobre o transporte de aminoácidos e sobre a virulência de C. 

neoformans. 
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2 OBJETIVOS 

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

a dupla deleção das permeases Aap1 e Aap2 sobre a captação de aminoácidos, sobre 

os fatores de virulência, sobre a capacidade de sobrevivência de C. neoformans em 

diversas condições nutricionais e também verificar se essas deleções afetam o 

acasalamento.  

 

2.1 Objetivos específicos 

 Criar a dupla deleção dos genes codificadores das permeases AAP1 e AAP2 

(aap1Δ/aap2Δ) e confirmar a modificação genética por PCR e Southern Blot; 

 Reconfirmar as deleções dos genes AAP6 (aap6Δ) e AAP8 (aap8Δ) por 

PCR; 

 Verificar o impacto das mutações (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) tem sobre 

a assimilação de L- aminoácidos individualmente; 

 Verificar o impacto que as mutações (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) têm 

sobre a virulência de C. neoformans in vivo usando o modelo animal de 

infecção de lagarta (Galleria mellonella);  

 Verificar o impacto que as mutações (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) têm 

sobre os antifúngicos utilizados atualmente (Anfotericina B e Fluconazol) e 

também o inibidor fúngico eugenol; 

 Verificar o impacto das mutações (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) sobre os 

fatores de virulência (produção de cápsula polissacarídica, melanina, 

fosfolipase B e urease) e em situações de estresse (nutricional, oxidativo, 

alcalino, osmótico, salino e de parede celular); 

  E verificar o impacto que as mutações (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) tem 

na capacidade de acasalamento. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Descrição de todos os insumos, técnicas e microrganismos utilizados nesta 

pesquisa. 

3.1 Materiais 

Detalhamento de condições gerais de esterilização, meios de cultura, 

microrganismos, oligonucleotídeos, soluções, antibióticos empregados neste 

experimento. 

3.1.1 Condições gerais de esterilização, solidificação dos meios de cultivo e 

crescimento dos microrganismos. 

Todas as soluções e meios de cultura utilizados neste trabalho, passíveis de 

autoclavagem passaram por este tipo de esterilização a 121 ºC, 1 ATM durante 15 

minutos. As esterilizações por filtração foram feitas em filtros de porosidade de 0,22 μm 

em frascos previamente estéreis. A esterilidade dos materiais e procedimentos foi 

mantida por meio da manipulação em fluxo laminar. Os meios sólidos foram acrescidos 

de 20 g/L de Agar bacteriológicos (BD, Difco) e para meios líquidos foi retirado o 

mesmo da solução. 

A temperatura de cultivo foi de 25 °C, 30 ºC ou/e a 37 ºC, 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 características. Todas as linhagens de C. neoformans usadas 

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

3.1.3  Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram adquiridos da “Integrated 

DNA Technologies” na escala de 25 nmol. A solução estoque foi preparada com água 
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MilliQ estéril na concentração de 100 μM, sendo que a concentração de trabalho foi 

ajustada para 10 μM. As sequências dos oligonucleotídeos foram descritas na tabela do 

Anexo B. 

 

3.1.4 Meios e soluções 

3.1.4.1 YPD 

1% Extrato de levedura (Difco)                                                                                       10g/L 

2% Peptona (Difco) 20g/L 

1M HCl                                                                                                               5mL/L 

10% Solução estoque de 20% de D- glicose (Synth)                                                100mL/L   

Água MilliQ q.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 NaCl 

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 KCl 

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

0,75 M KCl (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 KCl e autoclavado (ZARAGOZA; GANCEDO, 2000). 
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3.1.4.4 YPD suplementado com H2O2 

O preparo do meio YPD foi conforme o item 3.1.4.1 e autoclavado. Após a esterilização 

a temperatura do meio foi equilibrada para 50 °C e o mesmo foi acrescido de H2O2 

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

3.1.4.5 YPD suplementado com NaNO2 

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

adicionado NaNO2 estéril nas concentrações 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) 0,5 g/L 

Após 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 esterilização por autoclavagem (ZARAGOZA; GANCEDO, 

2000).  

3.1.4.7 YPD suplementado com SDS 0,03% 

0,03% SDS (Estoque10 %) 3 µL/mL 

Após 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/ aminoácido c/ sulfato de amônia (Sigma) 6,75 g /100 mL 

A solução do meio sintético YNB foi preparada na concentração de 10X e esterilizada 

por filtração. Será usada a nomenclatura SD (Synthetic dextrose) para se referir ao 

YNB.  

3.1.4.9 YNB s/ sulfato de amônia e s/ aminoácido 10X  

YNB s/ aminoácido s/ sulfato de amônia (Sigma) 6,75 g / 100 mL 
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A solução do meio sintético YNB foi preparada na concentração de 10X e esterilizada 

por filtração.  

3.1.4.10 YNB c/ sulfato de amônia e s/ aminoácido 10X 

YNB c/ sulfato de amônia s/ aminoácido (Sigma) 6,75g/100mL 

A solução do meio sintético YNB c/ sulfato foi preparada na concentração de 10X e 

esterilizada por filtração.  

3.1.4.11 YNB c/ sulfato c/ aminoácidos (YNB+N+AA) 

YNB c/ sulfato de amônia e c/ aminoácido (estoque 

10X).                                                  

100 mL/L 

10% D-glicose (estoque de 20 %) (Synth).                                           100 mL/L  

Água MilliQ q.s.p 800 mL/L   

A solução estoque 10X foi diluída para 1X, adicionou-se a glicose previamente 

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

3.1.4.12 YNB s/ sulfato c/ aminoácidos (YNB-N+AA) 

10X YNB                                                        100 mL/L 

10X Solução de aminoácidos                                                                            100 mL/L 

Solução estoque de 20% de D-glicose (Synth)                                             100 mL/L  

Água MilliQ q.s.p 700 mL/L   

A solução estoque 10X foi diluída para 1X, adicionou-se a glicose previamente 

esterilizada por autoclavagem, a solução de aminoácidos e completou-se o volume com 

água MilliQ estéril.  

3.1.4.13 YNB s/ sulfato s/ aminoácidos (YNB-N-AA) 

10X YNB s/ sulfato de amônia e s/ aminoácido                                                      100 mL/L 
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Solução estoque de 20 % de D-glicose (Synth)                                             100 mL/L  

Água MilliQ q.s.p 800 mL/L   

A solução estoque 10X foi diluída para 1X, adicionou-se a glicose previamente 

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

3.1.4.14 YNB c/ sulfato s/ aminoácidos (YNB+N-AA) 

10X YNB c/ sulfato de amônia e s/ aminoácido                                                      100 mL/L 

Solução estoque de 20% de D-glicose (Synth)                                             100 mL/L  

Água MilliQ q.s.p 800 mL/L   

A solução estoque 10X foi diluída para 1X, adicionou-se a glicose previamente 

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

3.1.4.15 YNB com acréscimo de NaCl 

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 NaCl.  

3.1.4.16 YNB com adição de KCl 

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

KCl 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 KCl. 

3.1.4.17 YNB com adição de H2O2 

Ao meio descrito no item 3.1.4.11 adicionou-se H2O2 (Vetec) estéril nas concentrações 

de 1 mM ou 2,5 mM (LI et al., 2016). 
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3.1.4.18 YNB com adição de NaNO2 

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

NaNO2 (Vetec) estéril nas concentrações de 1 mM ou 2,5 mM (LI et al., 2016). 

3.1.4.19 Ágar para filamentação 

YNB S/ Aminoácido S/ Sulfato de amônia (Sigma) 6,75 g/L 

Agar (BD) 40 g/L 

Dextrose (20%)  25 mL 

Água MilliQ q.s.p 975 mL 

Todos os componentes foram autoclavados por 40 minutos com exceção da dextrose. 

Após a autoclavagem a fonte de carbono (dextrose 20%) foi adicionada na 

concentração final de 0,5 %. 

3.1.4.20 Ágar gema 

Sabouraud Dextrose Agar (Himedia) 65 g/L 

NaCl 1M (Synth) 68, 44 g/L 

CaCl2 1M (Synth ) 2, 5 mL 

Egg yolk Emulsion (Himedia) 80 mL 

Água MilliQ q.s.p 9,17 L 

A gema de ovo estéril foi adicionada após a solução autoclavada e equilibrada a 55 °C. 

3.1.4.21 Agar Níger 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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Água MilliQ q.s.p  1 L 

As sementes de Niger previamente maceradas foram autoclavadas por 15 minutos em 

350 mL de água MilliQ e filtradas com auxílio de gaze ou papel de filtro. Em seguida, 

foram adicionados os outros componentes, o volume completado para 1 L e 

autoclavado por 40 minutos. 

3.1.4.22 Christensen’s urea Agar 

Peptona (Difco)  1g/L 

Dextrose (Synth)      1g/L 

NaCl 1M (Synth)  5 g/L 

Fosfato de potássio monobásico (Synth)      2 g/L 

Ureia (Sigma)  20 g/L 

Vermelho de fenol (Synth) 0,012 g/L 

Agar (BD) 20g/L 

Água MilliQ q.s.p 1L 

O ágar foi adicionado à 900 mL de água MilliQ e autoclavado. Os outros componentes 

foram diluídos em 100mL de água MilliQ e esterilizado por filtração e adicionados ao 

ágar previamente equilibrado na temperatura de 55°C. O meio foi vertido em tubos de 

ensaio estéreis (13x100mm) e inclinados até a solidificação. 

3.1.4.23  Solução de Dextrose 20 % 

Dextrose D-glicose (Synth) 200 g/L 

Água MilliQ q.s.p 1 L 

A solução foi autoclavada e mantida a 4°C. 
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3.1.4.24 Solução de HCl 1 M 

HCl (Synth) 83 mL 

Água MilliQ q.s.p 917 mL 

A solução foi preparada e mantida a temperatura ambiente. 

3.1.4.25 Solução de aminoácidos 10X 

Histidina (Sigma) 0,1 g/L 

Metionina (Sigma) 0,2 g/L 

Triptofano (Sigma) 0,2 g/L 

Água MilliQ q.s.p 1 L 

A solução foi esterilizada por filtração e armazenada a 4°C 

 

3.1.5 Antibióticos  

Descrição dos antibióticos utilizados nesta pesquisa. 

3.1.5.1 Solução de Higromicina 

Higromicina  50 mg/mL 

O antibiótico Higromicina foi adquirido da Thermo Fisher Scientific e vem previamente 

diluído, tendo sido adicionado ao meio YPD líquido ou sólido na concentração final de 

200 μg/mL no meio equilibrado à temperatura de 55 ºC 

3.1.5.2 Solução estoque de G418 (Gentamicina) 

G418 (Thermo Fisher Scientific) 200 mg/mL 

A solução estoque foi preparada em água MilliQ, esterilizada por filtração e estocada à -

20 °C. Concentração final de uso foi de 200 μg/mL. 
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3.1.6  Eletroforese  

Descrição das soluções utilizadas nesta técnica. 

3.1.6.1 Solução estoque de brometo de etídeo (10 mg/mL) 

Brometo de etídeo (Sigma)  1 g 

Água MilliQ q.s.p 100 mL 

A solução de Brometo de etídeo foi preparada e mantida a 4ºC na ausência de luz. 

3.1.6.2 Gel de agarose 0,8% 

Agarose (Sigma)    8g/L 

Tampão TAE 1X   1L 

Brometo de etídeo 175 μg/μL 

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

quando a solução atingiu 50ºC e verteu-se no molde de gel. 

3.1.6.3 Solução estoque de tampão de corrida para eletroforese (50 X) 

Triz Base 2M 242 g/L 

Ácido acético glacial 2M 57,1 mL/L 

EDTA 0,5 M pH 8,0 50mM  0,1 mL/L 

Água MilliQ 1 L 

A solução foi autoclavada e mantida à temperatura ambiente.  

3.1.6.4 Tampão de amostra para eletroforese (6 X) 

Azul de bromofenol (Synth)     0,25 % 

Glicerol (Synth )     30 % 

Xileno Cianol (Sigma)     0,25 % 

A solução estoque foi preparada em água MilliQ estéril e armazenada a 4ºC. 
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3.1.7  Extração de DNA 

 Descrição das soluções utilizadas nesta técnica. 

3.1.7.1 Tampão de extração  

Triton X-100 (Sigma) 10 % 2 % 

SDS (Synth) 10 %  1 % 

NaCl (Synth) 2 M  100 mM 

Tris (Sigma) pH 8,0  10 mM 

EDTA (Synth) 1 mM 

Água MilliQ q.s.p.  100 mL 

Solução foi autoclavada e mantida à temperatura ambiente 

3.1.7.2 Tris-EDTA (TE) 

Tris (Sigma) pH 8,0  10 mM 

EDTA (Synth) 1mM 

Solução foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente. 

3.1.8 Southern Blot 

Descrição das soluções utilizadas nesta técnica. 

3.1.8.1 Solução de desnaturação 

NaOH 10 M (Synth)  50 mL/L 

NaCl 5 M (Synth )  300 mL/L 

Água MilliQ q.s.p. 650 mL 

3.1.8.2 Solução de neutralização 

NaCl 5 M 300 mL/L 
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Tris base 1 M (Sigma)  668 mL 

Água MilliQ q.s.p. 32 mL 

3.1.8.3 Solução estoque SSC 20 X  

NaCl 5 M (Synth)  300 mL/L 

Citrato de sódio (Synth) 88,2 g 

Água MilliQ q.s.p. 800 mL 

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

concentrada, 100mL da solução 20X foi diluída em 900mL de água MilliQ. 

3.1.8.4 Solução de lavagem 1 

SSC 20X                                                                                                                 5 mL 

20% SDS                                                                                                                2,5 mL 

Água MilliQ q.s.p 447,5 mL 

3.1.8.5 Solução de lavagem 2 

SSC 20X                                                                                                                 2,5 mL 

20% SDS                                                                                                                2,5 mL 

Água MilliQ q.s.p 495 mL 

 

3.2 Métodos 

Descrição de todas as metodologias que foram empregadas nesta pesquisa. 

3.2.1 Crescimento de microrganismos em cultura líquida 

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

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

cultura apropriado, incubadas sob agitação 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 Construção de cassetes de deleção por “Double joint”. 

O duplo mutante aap1::HygR/aap2::NeoR foi feito pela transformação da 

linhagem CNU037, a qual contém a deleção do gene AAP2 (MARTHO et al., 2016), 

com a construção de deleção para AAP1, construída pelo aluno de iniciação científica 

João Miguel Nunes e gentilmente cedida para este trabalho. A metodologia empregada 

para construção do cassete de deleção aap1::HygR foi descrita na literatura (KIM et al., 

2009). Na estratégia descrita por este autor, a sequência codificadora do gene de 

interesse foi substituída por um marcador seletivo que é um gene de resistência à 

antibiótico. A sequência deste marcador é flanqueada pelas sequencias do promotor e 

do terminador do gene de interesse, o que vai dirigir a integração homóloga do cassete 

de deleção no momento da integração. A construção foi feita por fusão 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 especificações do fabricante.  

3.2.3 Transformação de C. neoformans por técnica de biolística 

De acordo com o protocolo de (TOFFALETTI et al., 1993), a linhagem CNU037 

(aap2Δ::NeoR) de C. neoformans foi cultivada em 50 mL de meio YPD, com agitação de 

150 rpm, a 30ºC por um período de 16 a 20 horas. As células foram centrifugadas a 

4000 rpm por 10 minutos, em seguida lavadas com água estéril e ressuspendidas em 

500μL de água destilada esterilizada. Com auxílio de uma alça de Drigalski estéril esta 

suspensão foi espalhada em duas placas contendo meio YPD e 1M de sorbitol. 

Posteriormente, 1μg de DNA foi adicionado à 50μL de partículas de ouro (0,6 μm) 

previamente preparadas e suspendidas em etanol absoluto ou 50% de glicerol em um 

eppendorf estéril. A suspensão foi homogeneizada em vortex Gene-2 (Scientific 

Industries) durante 5 segundos, acrescida de 50μL de CaCl2 (2,5 M) e novamente 

agitou-se em vortex por 5 segundos, acrescentou-se 20μL de espermidina (1 M) e o 

material foi homogeneizado em vortex e incubado por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Após o tempo de incubação, as amostras foram centrifugadas por 10 
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segundos em microcentrífuga (13.000 rpm) e o sobrenadante removido. Adicionou-se 

140 μL de etanol 70% para lavagem das partículas recobertas pelo DNA e novamente 

centrifugados para remoção do sobrenadante. Repetiu-se a lavagem com 140 μL etanol 

(absoluto), centrifugou-se e descartou-se o sobrenadante. As partículas foram 

ressuspendidas em 20 μL de etanol 100%. Este volume foi transferido para dois 

macrocarreadores (previamente esterilizados com etanol 100%) dividindo em duas 

alíquotas de 10μl. Para prosseguir com o disparo os discos foram inseridos nos 

suportes metálicos previamente flambados. O disco de ruptura utilizado foi de 1350 psi 

de pressão, as partículas foram aceleradas a uma distância de 60 mm do alvo, no 

vácuo com a proteção de tela metálica previamente flambada. Após 24h de incubação a 

30°C as células foram removidas com auxílio de uma espátula estéril em 10mL de água 

MilliQ estéril. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm, 

ressuspendidas em 500µL de água MilliQ estéril e inoculado em placa de seleção 

contendo Higromicina, sendo incubadas pelo período de 7 dias a 30 °C. 

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

As linhagens foram crescidas em meio YPD e as células coletadas por 

centrifugação (10 minutos a 4000 rpm). O pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de 

tampão de extração e transferidas para tubos de rosca estéreis contendo pérolas de 

vidro (0,5mm) e 0,5mL de fenol-clorofórmio. As células ficaram sob agitação durante 10 

minutos com o auxílio do vórtex, seguido de centrifugação por 4 minutos a 8000 rpm. A 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo estéril e acrescentou-se 50 µL de NaAC 

3 M e 1 mL de etanol 100% para precipitar o DNA. Esta suspensão 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 µL de TE contendo 

10 µg/mL de RNase A e o material foi incubado a 37 °C por 30 minutos. Após a 

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

Para reação de PCR (volume final de 50 µL) foram adicionados 1unidade de 

ExTaq (Takara), 5 µL de ExTaq buffer 10X (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl e 1,5 mM 

MgCl2), 4µL de 2,5 mM dNTP’s (concentração final de 0,2 mM), 0,2 µM de cada 

oligonucleotídio, 50ng/µL de material genômico e o volume foi completado para 50µL 

com água MilliQ estéril. As amplificações foram realizadas no termociclador (BioRad ou 

Applied Biosystems) nas condições de 1 ciclo inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos, 

sendo a desnaturação 94 °C por 30 segundos, a condição de anelamento foi de acordo 

com a temperatura de “melting” dos oligonucleotídeos por 30 segundos, 72°C por 

tempo dependente do tamanho do amplicom (1 minuto para cada 1000pb), seguido da 

extensão por 7 minutos a 72 °C. 

3.2.6 Eletroforese 

Após a amplificação, adicionou-se 3µL de LB loading buffer (LB) e as amostras 

foram aplicadas no gel de agarose 0,8% contendo brometo de etídeo. O resultado da 

eletroforese foi visualizado sob luz ultravioleta com auxílio de um transiluminador, com 

filtro de cor laranja, sendo que os registros foram feitos em fotodocumentador LPix 

(Loccus). 

3.2.7 Reação de PCR diagnóstico 

Para o PCR diagnóstico de mutações de C. neoformans utilizou-se colônias 

transformantes das placas de seleção após a transformação por Biolística. Essas 

placas continham YPD acrescido de G418 e/ou YEPD contendo Higromicina. Com o 

auxílio de uma ponteira transferiu-se uma pequena quantidade de células de uma 

colônia isolada de uma das placas para um tubo de PCR contendo 10 µL de água MilliQ 

estéril. O tubo contendo as células foi aquecido a 95 °C durante 10 minutos para lise 

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

3.2.8 Southern blot para confirmação de deleção gênica 

Um total de 15µg de DNA genômico do selvagem e dos mutantes foi digerido 

com 10 U da enzima de restrição apropriada. As digestões foram feitas conforme a 
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indicação do fabricante da enzima de restrição e as reações foram incubadas entre 16 e 

24 horas à 37 ºC. Todo o volume da reação de digestão acrescido de 3µL de 6 X 

Loading buffer foi aplicado em gel de agarose 0,8 % contendo brometo de etídeo. A 

migração eletroforética foi feita à 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 orientação e também registrado com auxílio de uma 

régua fluorescente (ao lado do marcador de peso molecular), colocando o número 

“zero” da régua na mesma direção do poço. Após, ocorreu a depurinação do gel por 2 

vezes de 15 minutos com HCl 0,25 M. A desnaturação durou 1 hora com auxílio da 

solução de desnaturação sob agitação. As mesmas condições foram aplicadas com a 

solução de neutralização. A transferência do DNA para a membrana de nylon (Hybond) 

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

Para a síntese das sondas foi utilizado o kit da Roche PCR DIG probe synthesis 

kit seguindo as especificações do fabricante e usando oligonucleotídeos específicos 

responsáveis por amplificar uma região de interesse.  

A membrana foi lavada com solução de 2X SSC e colocada para secar ao ar 

livre. Após, a membrana foi depositada em uma garrafa de vidro própria para 

hibridização contendo 5 mL de solução de hibridização (Roche) para pré-hidridizar por 

30 minutos a 50°C, sob rotação 10rpm. Em paralelo, a sonda foi desnaturada a 100°C 

por 5 minutos e rapidamente transferida para o gelo. Adicionou-se a sonda à garrafa de 

hibridização na proporção de 0,5µL/mL de solução de hibridização. Prosseguiu-se com 

hibridização por um período de 16 a 24 horas. 

Após a hibridização, a membrana foi removida da garrafa e lavada por duas 

vezes durante 5 minutos com a solução de lavagem 1 (item 3.1.8.4). Descartou-se a 

solução e lavou-se novamente a membrana com a solução de lavagem 2 previamente 

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

Novamente a membrana foi lavada usando a solução DIG Washing buffer 1X 

concentrado durante 5 minutos, seguiu-se com a incubação durante 30 minutos com a 

solução de bloqueio 1X. Após, incubou-se novamente a membrana em solução 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 

solução de revelação 1X e inserida em saco plástico do tipo ziploc. Adicionou-se a 

solução de revelação CPD-Star ready for use (Roche), e foi incubada por 5 minutos no 

escuro. A revelação do feita em fotodocumentador com quimiluminescência Alliance 

LD4 (Uvitec Cambrige). 

3.2.9 Ensaio de assimilação de L-aminoácidos 

As linhagens de interesse foram cultivadas de acordo com item 3.1.4.1, as 

células coletadas por centrifugação e lavadas com PBS (1 X) por 3 vezes e diluídas em 

PBS 1X para a concentração de 2x106 UFC/mL, no volume total de 3mL. As amostras 

foram incubas à 30 °C sob agitação (150 rpm) durante duas horas para esgotar as 

reservas internas de nutrientes. Após, as amostras foram diluídas para a concentração 

de 2x104 cel/mL e 10 µL desta suspensão foi inoculada em placa de 96 poços 

previamente preparada contendo 90 µL de meio sintético sem sulfato de amônia (YNB -

N) acrescido de 10 mM de um único aminoácido como fonte de nitrogênio. Para este 

ensaio foram usados 17 aminoácidos (kit de L-aminoácidos SIGMA). Após o preparo, as 

placas foram protegidas da luz para evitar a fotodegradação de alguns aminoácidos e 

incubadas nas temperaturas de 30 e 37 °C. O controle positivo do ensaio foi o meio 

YNB +N-AA e o controle negativo o meio YNB-N-AA. Todos os aminoácidos foram 

testados em triplicatas técnicas e biológica. 

Após o período final de incubação o crescimento foi avaliado por turbidimetria 

em espectrofotômetro de placa no comprimento de onda de 600 nm. A análise 

estatística foi realizada conforme o item 3.2.21. 

3.2.10  Ensaio de virulência 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 colônias 

isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio rico e incubadas com agitação orbital a 150 

rpm por 16-18h. Posteriormente, as suspensões foram coletadas por centrifugação, 

lavadas duas vezes em PBS estéril e ajustadas para 1x106 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 10μL da suspensão com o auxílio de uma 

seringa Hamilton na região da última 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 os movimentos espontâneos ou provocados com 

pinça previamente esterilizada. O experimento foi concluído quando as larvas 

morreram, ou formaram casulos. 

3.2.11 Diluição seriada  

As linhagens de interesse foram cultivadas conforme descrito no item 3.2.1. 

Posteriormente as células foram coletadas por centrifugação (4000rpm /10 minutos), 

lavadas e ressuspendidas em 1mL de água milliQ estéril. A padronização da 

concentração das células para 2x106, 2x105,2x104,2x103 e 2x102 cel/mL foi possível 

com auxílio da câmara de Neubauer e diluições seriadas.  

3.2.12 Avalição do crescimento 

A avaliação do crescimento foi realizada pela inoculação de 5µL de cada 

diluição seriada nas placas contendo o meio de interesse e incubadas a 30 e 37 °C por 

48h. A avaliação 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 auxílio 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 produção de urease 

Uma colônia isolada de cada linhagem de interesse foi inoculada em meio 

Christensen’s urea Agar (item 3.1.4.22) com auxílio de alça estéril perfurando o meio 

até a base do tubo e estriando a superfície do mesmo. A incubação foi feita a 30 °C por 

16-48h. Para controles do ensaio foi utilizado à 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 coloração do meio de amarelo para vermelho (ou rosa) enquanto 

no controle negativo não ocorre alteração, permanecendo a cor amarela.  

3.2.14 Ensaio de produção de melanina 

Conforme (PALIWAL; RANDHAWA, 1978), todas as linhagens mutantes e 

controles foram cultivadas em YPD líquido por 16-24 h e crescimento. Esta suspensão 

foi lavada 3 vezes com água e realizado contagem celular seguida de diluição até 2x106 

células por mL. Inoculou-se 5 µL 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 produção de melanina é a observação do 

pigmento marrom na colônia, enquanto a coloração amarela clara corresponde a não 

produção de melanina. 

3.2.15 Ensaio para avaliação de produção de fosfolipase  

Os ensaios de fosfolipase foram feitos a partir de meio de cultura descrito por 

(PRICE; WILKINSON; GENTRY, 1982) e com modificações publicadas em (DE ASSIS 

GONTIJO et al., 2017), conforme descrito no item 3.1.4.20. As linhagens (na 

concentração celular de 2x106) foram inoculadas nas placas de ágar gema e incubadas 

a 30°C no período máximo de cinco dias. A mensuração dos halos de precipitação e 

colônia foi usada para calcular a proporção entre colônia e halo de precipitação (Pz= 

𝑑𝑐

𝑑𝑝𝑐
) de acordo com o protocolo. A Pz é o diâmetro da colônia (dc) dividido pelo diâmetro 

da colônia somado ao halo de precipitação (dpc). As medidas foram realizadas 

utilizando régua milimétrica. Os dados foram tratados estatisticamente segundo ANOVA 

(GRAPHPAD PRISM 7). 

3.2.16 Ensaio para avaliação da produção de cápsula polissacarídica  

O cultivo das linhagens foi feito em meio YPD por 18-24 h. As células foram 

coletadas por centrifugação (400 rpm por 5 minutos) e lavadas 2 vezes com PBS (1X), 

e ressuspendido em meio CO2 Independente 1X (GIBCO). As suspensões de células 

foram diluídas até a DO600nm (Espectrofotômetro Bel Photonics) no volume final de 3mL, 
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incubou-se as culturas a 30° e 37°C sob agitação (150 rpm). Foram recolhidas alíquotas 

de 5µL de cada cultura, nas diferentes temperaturas, nos tempos de 24, 48 e 72 horas, 

aos quais foram adicionados 3µL de Nanquim da Índia (REMEL – BACTIDROPTM). As 

cápsulas foram visualizadas através de microscopia de campo escuro entre lâmina e 

lamínula. O equipamento usado foi um microscópio Olympus BX51. Para calcular o 

volume da cápsula, o diâmetro de toda a célula e o corpo celular foram medidos com o 

programa ImageJ e o volume da cápsula foi definido como a diferença entre o volume 

da célula inteira (célula de levedura + cápsula) e o volume do corpo da célula. Para o 

cálculo do volume capsular utilizou-se protocolo de acordo com (ZARAGOZA; 

CASADEVALL, 2004). Cem células foram medidas para cada determinação. Os dados 

foram tratados estatisticamente segundo ANOVA (GRAPHPAD PRISM 7).   

3.2.17 Ensaio para avaliação de resistência ao estresse salino, osmótico, alcalino, 

oxidativo e nitrosativo. 

As diluições das amostras de interesse foram preparadas conforme descrito no 

item 3.1.4.1. Para avaliação do estresse salino (NaCl) e osmótico (KCl) 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 avaliação em YEPD utilizou-se os meios descritos nos itens 3.1.4.2 e 

3.1.4.3, respectivamente. 

Para os testes de resistência 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 avaliação do estresse oxidativo (H2O2) e nitrosativo (NaNO2), 

em placas YNB utilizou-se os meios descritos no item 3.1.4.17 e 3.1.4.18, 

respectivamente. Para a mesma avaliação 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 métodos de crescimento, inoculação (diluição) e avaliação foram conforme 

descrito nos itens 3.2.1, 3.2.10 e 3.2.12 respectivamente. Após o tempo de incubação, 
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registraram-se os resultados com auxílio do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec 

Cambrige). 

3.2.18 Concentração inibitória mínima – MIC  

Para avaliar a concentração inibitória mínima (MIC) do antifúngico Anfotericina 

B foi usada a metodologia da fita E-test de acordo com o protocolo e especificação do 

fabricante (Biomérieux, http://www.biomerieux-sua.com). Colônias isoladas das 

linhagens mutantes e H99 foram obtidas a partir de culturas previamente crescidas em 

meio YPD sólido por 48-72h e adicionadas individualmente em 1 mL de solução salina 

(NaCl 0,85%). As suspensões foram padronizadas utilizando a escala 1 de McFarland. 

Posteriormente, as culturas foram inoculadas individualmente em meio RPMI acrescido 

de MOPS com auxílio 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 instruções do fabricante.  

Para o antifúngico FLuconazol e o composto Eugenol foram utilizados diluição 

seriada em placas de 96 poços. Primeiramente conduziu com a realização da 

suspensão celular utilizando 5 colonias em 5 mL de salina 0,85% (suspensão I) 

compatível a escala 0,5 de McFarland. Para a solução II utilizou-se 0,1 mL da 

suspensão I em 9,9 mL de salina. Para a solução III foi realizado diluição 1:20 usando a 

suspensão II em meio RPMI. Para a diluição da droga foi realizado estoque da solução 

com 400 µL de RPMI para 1 mg da droga. Para realização do teste foi adicionar 20 µl 

da solução estoque da droga no poço 1 e nos poços 2 a 8 adicionado 10µl de meio 

RPMI. Após, prosseguiu-se com diluição seriada, utilizando 10µl do poço 1 e 

introduzindo no poço 2, homogeneizando e retirando 10µL para 3, e assim 

sucessivamente. Foi descartado 10 µL após o poço 7. Por fim foi adicionado 90 µL da 

suspensão III em todos os poços. O teste foi realizado a 30 e 37 ºC por 48h para 

posterior análise de crescimento em leitor de placa utilizando OD600nm. 

http://www.biomerieux-sua.com/
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3.2.19 Ensaio para avaliação 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 e3.1.4.7 3.1.4.7 (respectivamente), para avaliação 

da integridade da parede celular e membrana plasmática. Os métodos de crescimento, 

inoculação (diluição) e avaliação foram conforme descrito nos itens 3.2.1, 3.2.10 e 

3.2.12 respectivamente. Após o tempo de incubação, registraram-se os resultados com 

auxílio do fotodocumentador Alliance LD4 (Uvitec Cambrige). 

3.2.20 Avaliação da capacidade de acasalamento e frutificação haploide 

A capacidade das leveduras de realizar acasalamento e a filamentação 

haploide foi avaliada em meio Agar filamento (CASADEVALL; PERFECT, 1998). As 

linhagens com deleção das permeases Aap1, Aap2, Aap4, Aap6, Aap8, Aap1/Aap2, 

Mup1, Mup3, Mup1/Mup3, H99, KN99α e KN99a foram cultivadas e preparadas 

conforme descrito no item 3.2.1.  

O co-cultivo foi feito misturando os tipos sexuais opostos (mutante α + KN99a) 

na concentração final de 2x106 células/mL. Foram feitos “spots” de 5 µL no meio de 

cultivo. Para a avaliação da filamentação haploide, foram feitas suspensões individuais 

de cada linhagem. As placas foram incubadas em temperatura ambiente na ausência 

de luz por 43 dias e observadas periodicamente com auxílio de uma lupa (Optimus TM-

30) e o registro final foi feito com o auxílio do microscópio (Olympus BX51) com 

aumento de 10x. 

3.2.21 Testes estatísticos 

Os experimentos envolvendo medições foram feitos em triplicata técnica e 

biológica. Todos os testes estatísticos 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 Bioinformática 

A busca de similaridade entre seqüências biológicas (para C. neoformans, S. 

cerevisiae e H. Sapiens) foi realizada no site do NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), através da plataforma online Blastp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) que utiliza bancos de dados de 

seqüências proteicas e calcula a significância estatística.  

 Para análise e classificação de domínios e assinaturas de proteínas foi utilizado 

o 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 aminoácidos não apenas são reguladas no nível 

transcricional pela condição nutricional, como também mostraram que duas permeases, 

Aap4 e Aap5, são imprescindíveis para a captação de aminoácidos e a sobrevivência 

de C. neoformans in vivo e in vitro. As outras permeases estudadas (Aap2, Mup1, 

Mup3) foram consideradas acessórias.  

 

 

4.1 Confirmação e caracterização genotípica dos mutantes simples aap6Δ, aap8Δ 

e duplo mutante aap1Δ/aap2Δ   

 

As permeases Aap6 e Aap8 não foram estudadas, porém o Laboratório de 

Interações Microbianas dispunha de linhagens mutantes para estas duas permeases 

individualmente, as quais foram construídas e confirmadas por Southern blot pela aluna 

de iniciação científica Camila de Oliveira Ferreira.  

As linhagens denominadas CNU092 ou CNU093 referem-se a aap6Δ e 

CNU099 ou CNU100 referem-se a aap8Δ, todas foram retiradas do crioestoque e 

submetidas ao PCR diagnóstico para confirmar a deleção dos respectivos genes. A 

Figura 9 ilustra as bandas referentes à confirmação das deleções e o controle negativo 

(CN, sem banda), confirmando o genótipo das linhagens. Os primers usados nestas 

reações de amplificação estão descritos no Anexo B e os mapas representativos dos 

loci, bem como as estratégias de deleção dos estão no Anexo D e E. 
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Figura 9. PCR diagnóstico para confirmação da deleção dos genes Aap6 (CNU092 e 093) e Aap8 

(CNU099 e 100). Ambas possuem um amplicon confirmatório de 1kb. CN refere-se ao controle negativo. 

O controle positivo foi realizado, mas não ilustrado. 

 

O efeito da deleção da permease Aap1 sobre os fatores de virulência foi 

estudado pelo aluno de iniciação científica João Miguel Nunes e não apresentou 

fenótipos que diferenciasse esta linhagem mutante do selvagem H99. No entanto, há 

uma semelhança considerável na sequência de aminoácidos (80,9%) entre as 

permeases Aap1 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 análise fenotípica dos mutantes aap6Δ e aap8Δ, também criar e analisar um duplo 

mutante das permeases Aap1 e Aap2 (aap1Δ/aap2Δ). 

A construção do duplo mutante partiu da linhagem CNU037 (aap2Δ::NeoR), a 

qual foi descrita por Martho et al . (2016). Esta linhagem serviu como receptora da 

construção de deleção aap1Δ::HygR que foi introduzida por biolística (Tofalletti et al ., 

1983). O DNA recombinante contendo a construção de deleção da região codificadora 

do gene AAP1 foi gentilmente cedido pelo aluno João Miguel Nunes e a sua obtenção 

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 diagnóstico quanto à integração 

homóloga do cassete de deleção no locus AAP1. Destes, 6 acusaram a presença da 
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banda que sugere a integração homóloga do cassete de deleção aap1Δ::HygR (Figura 

10A). Todos os 6 transformantes foram testados por PCR diagnóstico para detectar a 

presença da banda que confirma deleção da permease AAP2, que é a mutação 

residente da linhagem CNU037 (aap2Δ::NeoR) que foi usada como receptora. Três 

transformantes mostraram a banda que sugere a integração homóloga do cassete de 

deleção aap2Δ::NeoR como ilustrado na Figura 10B. 

 
Figura 10. PCR para confirmação da dupla deleção das permeases 1 e 2. A) Foram testados 26 
transformantes, e destes, 6 amplificaram o fragmento diagnóstico de 1Kb da deleção da permease 1 (15, 
21, 22, 23, 25 e 26). B). Esses transformantes positivos foram submetidos à amplificação com primer 
específicos para confirmação da deleção de AAP2 (aap2Δ 15, 22 e 23). H99 foi utilizado como controle 

positivo em todos os casos. 

 

 

Uma vez feitas todas estas confirmações, os transformantes números 15, 22 e 

23 foram submetidos à técnica de Southern Blot para confirmação final. A análise in 

silico mostrou que a digestão do DNA genômico com EcoRI do tipo selvagem H99 e dos 

mutantes deve mostrar uma diferença 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 posição 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 confirmação das mutações aap1::Hyg
R
/aap2::Neo

R
. A) 

Mapa de restrição da enzima EcoRI para o locus AAP1. B) Mapa de restrição da enzima EcoRI para o 

locus AAP2. Kb: kilobase. 

 

 

A Figura 12 mostra a imagem do Southern blot após a revelação, onde é 

possível detectar os tamanhos das bandas esperadas através da comparação com o 

marcador de peso molecular da migração eletroforética do gel de agarose, confirmando 

assim a composição genotípica dos duplos mutantes, os quais foram designados pelos 

códigos: 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 EcoRI, o marcador de peso molecular é 1 Kb Ladder 

(Fermentas). O painel da direita mostra o Southern blot após a revelação, onde é possível 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. 
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As linhagens mutantes simples aap6Δ, aap8Δ e os duplos mutantes 

aap1Δ/aap2Δ certificados por PCR diagnóstico e Southern Blot foram então usadas 

para avaliações fenotípicas, as quais serão descritas a seguir.  

4.2 Comparação das permeases Aap6, Aap8, Aap1 e Aap2 com S. cerevisiae e H. 

sapiens 

Primeiramente antes de iniciar a avaliação e classificação das permeases de 

aminoácidos Aap6, Aap8, Aap1 e Aap2 é de extrema importância analisar a homologia 

dessas permeases de C. neoformans com as permeases de humanos, já que a idéia 

primordial é, além de caracterizar essas permeases, também torná-las candidatas de 

futuros alvos moleculares para prospecção de inibidores.  

Através da plataforma Blastp, disponível no site do NCBI, utilizou-se as 

sequências de aminoácidos das permeases Aap1, Aap2, Aap6 e Aap8 para localizar 

homólogos 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 Aap1 com 39% 

de identidade, porém a taxa de cobertura é de apenas 15%, como detalhado na Tabela 

1, juntamente com as outras análises. 

 

Proteínas de 
C. 

neoformans 

S. cerevisiae H. sapiens 

Name 
protein 

Accession Ident. 
Query 
Cover 

Name 
protein 

Accession Ident. 
Query 
Cover 

Aap1 

XP_012050220.1 
Gap1 

NP  
012965.3 

43% 87% KIAA 1613 BAB13439.1 39% 15% 

Aap2 

XP_012052990.1 

Lysine 
permease 

NP 
014131.1 

40% 96% KIAA 1613 BAB13439.1 32% 26% 

Aap6 

XP_012049659.1 
Agp2p 

NP 
009690.1 

39% 90% 

Unnamed 
protein 
product 

BAB71021.1 24% 29% 

Aap8 

XP_012046814.1 
Hnmp1 

NP 
011438.1 

25% 64% 

Amino acid/ 
metabolite 
permease 

SJM 32844.1 23% 63% 

Tabela 1. Homólogos 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 domínios e assinaturas de 

cada uma dessas proteínas através do banco de dados online do MotifScan e InterPro. 

A análise in silico mostrou que todas as proteínas de C. neoformans, S. cerevisiae e H. 

sapiens complartilham de um domínio conservado e codificam proteínas de membrana 

com assinatura de permease de aminoácidos (Amino acid/polyamine transporter I family 

/ IPR002293 / AA/rel_permease1). Conforme esperado e ilustrado no Anexo G existe 

uma maior relação das permeases de C. neoformans com as permeases de S. 

cerevisiae. Também é possível constatar que C. neoformans e H. sapiens possuem 

níveis de similaridade e cobertura menores, sugerindo que estas permeases podem ser 

suficientemente diferentes para serem alvos seletivos de drogas. 

4.3 Assimilação de L – aminoácidos 

Segundo dados de Martho et al . (2016), as permeases Aap2, Aap4, Aap5, 

Mup1 e Mup3 de C. neoformans foram classificadas como transportadores globais de 

aminoácidos, indicando que essas permeases possuem a capacidade de assimilar 

vários aminoácidos do ambiente, em situações onde a fonte preferencial de nitrogênio 

(amônia) está ausente. Esse sistema de regulação gênica é conhecido como repressão 

catabólica por nitrogênio e garante que as vias secundárias de degradação de fontes de 

nitrogênio não sejam expressas enquanto as fontes de principais estão disponíveis, isto 

é, na presença de amônia (RUSSEL LEE et al., 2011; FERNANDES et al., 2015; 

WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017). 

Diante dessa organização metabólica é viável esgotar todas as fontes de 

nitrogênio existente como reserva do fungo e induzí-lo a assimilar os aminoácidos 

fornecidos no meio de cultura. Através dessa técnica é possível analisar o impacto que 

as deleções das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 causam na absorção de 

aminoácidos quando comparado com crescimento da linhagem selvagem H99. Ao 

contrapor esses resultados, frente a uma única fonte de nitrogênio (neste caso, 

aminoácidos individualmente), é possivel avaliar, indiretamente, se uma permease tem 

preferência pelo transporte de um determinado aminoácido. 
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Para realização do experimento o selvagem e os mutantes em questão tiveram 

as suas reservas internas de nitrogênio esgotadas pela incubação das células já 

diluídas (2x104) em PBS (1X) a 30 ºC durante 2 horas com agitação. Após este período, 

as linhagens foram então incubadas em meio mínimo contendo um único aminoácido 

como fonte de nitrogênio e o crescimento dos mutantes avaliado em relação ao 

selvagem. Para este ensaio foram usados 17 aminoácidos, sendo que a L- tirosina foi 

excluída, devido à sua baixa solubilidade, assim como L- alanina e L- cisteína, por não 

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 os meios 

YNB +N-AA e YNB-N-AA, respectivamente. Todos os aminoácidos foram testados em 

triplicatas técnicas e biológicas. 

Primeiramente, conduziu-se o ensaio de assimilação de aminoácidos para a 

linhagem H99, com o objetivo de determinar o padrão de crescimento do selvagem nas 

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

 

Figura 13. Padrão de crescimento da linhagem selvagem em aminoácidos como fonte 
única de nitrogênio. Porcentagem de crescimento da linhagem selvagem (H99) frente a 17 
diferentes L- aminoácidos como fonte única de nitrogênio em comparação à fonte preferencial 
de nitrogênio (amônia) que representa 100% de crescimento. A concentração celular foi 2x104 
células/ mL, e o meio mínimo (YNB-N) acrescido de um único aminoácido a 30° C (A) e 37° C 
(B) por 48 horas. As diferenças significativas de variação de crescimento entre a assimilação 
individual de aminoácidos e a fonte preferencial (amônia) estão disponíveis. Significância 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 nitrogênio (amônia) e comparada à linhagem selvagem 

uytilizando-se testes estatísticos. Não foram observadas diferenças significativas entre 

mutantes e a linhagem selvagem na mesma condição. 

Para de fato avaliar a capacidade de assimilação de aminoácidos para cada 

uma das linhagens mutantes, todas foram crescidas em meio líquido YNB na ausência 

de sulfato de amônia e na presença de aminoácidos individuais a 30 ºC por 48h. Após o 

período final de incubação o crescimento foi avaliado por turbidimetria em 

espectrofotômetro de placa na OD600 nm. Todos os testes estatísticos 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, através desta mesma técnica que um 

mutante aap2Δ a 30 ºC obteve crescimento reduzido quando utilizou os aminoácidos 

arginina, lisina e isoleucina como únicas fontes de nitrogênio (14%, 40% e 28% 

comparado ao selvagem, respectivamente). 

 Os dados obtidos em triplicatas técnicas e biológicas de assimilação de 

aminoácidos a 30 ºC (Tabela 2) do duplo mutante (aap1Δ/aap2Δ) vão de encontro aos 

resultados obtidos por Martho et al (2016), apontando uma diminuição de crescimento 

frente ao aminoácido básico arginina como única fonte de nitrogênio. Ademais, a dupla 
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mutação apontou alteração no crescimento a 30º C quando o mesmo esteve na 

presença do aminoácido glutamina como fonte única de nitrogênio, indicando que a 

combinação da dupla deleção pode afetar também a absorção deste aminoácido.  

Para as deleções individuais de AAP6 (aap6Δ) e AAP8 (aap8Δ) não foram 

observadas reduções significativas de crescimento (em comparação ao selvagem) para 

todos os aminoácidos analisados.  

 

    aap6Δ aap8Δ aap1Δ/2Δ - CNU114 aap1Δ/2Δ - CNU116 

  AA Média Signif. Média Signif. Média Signif. Média Signif. 

ALIFÁTICOS 

GLY 93% NS 93% NS 77% NS 83% NS 

LEU 89% NS 112% NS 105% NS 113% NS 

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 

ÁCIDOS 
ASP 82% NS 104% NS 88% NS 81% NS 

GLU  78% NS 108% NS 74% NS 88% NS 

AMINA 
GLN 84% NS 88% NS 64% ** 65% * 

ASN 115% NS 105% NS 80% NS 98% NS 

BÁSICOS 

ARG 94% NS 100% NS 42% **** 40% **** 

LYS 108% NS 102% NS 89% NS 71% NS 

HIS 83% NS 116% NS 86% NS 82% NS 

AROMÁTICO 
PHE 102% NS 100% NS 86% NS 94% NS 

TRP 98% NS 147% *** 157% **** 115% NS 

IMINO PRO 111% NS 97% NS 79% NS 95% NS 

Tabela 2. Assimilação de aminoácidos individuais a 30 ºC. Percentual de crescimento das linhagens 
mutantes de permease em relação ao tipo selvagem H99 (que contém 100% de crescimento), em um 
único aminoácido como fonte de nitrogênio a 30 °C. Foi realizado análise estatística e a significância 
considerada foi: p ≤ 0,05 *, 0,01**, 0,001*** e 0,0001**** por ANOVA. NS: Não significativo. Signif: 
Significância. AA: Aminoácidos 

Da mesma forma, foi testada a capacidade de assimilação de aminoácidos para 

cada uma das linhagens mutantes e selvagem a 37º C, e os dados (disponível na 

Tabela 3) mostraram algumas alterações de crescimento estatisticamente significativas. 
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A deleção individual da permease AAP6 (aap6Δ) causou diferença significativa 

de crescimento a 37º C quando comparada a linhagem selvagem na mesma condição, 

frente ao aminoácido histidina. A deleção individual da permease AAP8 (aap8Δ) causou 

uma diferença significativa de crescimento a 37º C quando comparada a linhagem 

selvagem nos aminoácidos treonina, metionina, triptofano e ácido glutâmico causaram 

uma redução crescimento quando estas foram as únicas fontes disponíveis e 

individuais de nitrogênio.  

Nas linhagens CNU114 e CNU115 que contém a dupla deleção das permeases 

AAP1 e AAP2 (aap1Δ/aap2Δ) foi possível observar que houve uma diferença 

significativa de crescimento do fungo em quase todos os aminoácidos individuais que 

foram testados.  

 

  
aap6Δ aap8Δ aap1Δ/2Δ - cnu114 aap1Δ/2Δ - cnu116 

  AA Média Signif. Média Signif. Média Signif. Média Signif. 

ALIFÁTICOS 

GLY 111% NS 84% NS 61% **** 66% *** 
LEU 91% NS 86% NS 68% ** 60% **** 
VAL 99% NS 86% NS 36% **** 35% **** 
ILE 112% NS 111% NS 69% ** 71% ** 

OH 
SER  96% NS 82% NS 24% **** 34% **** 
THR 83% NS 58% **** 88% NS 88% NS 

SULFUROSO MET 82% NS 66% *** 88% NS 99% NS 

ÁCIDOS 
ASP 118% NS 125% * 68% ** 71% ** 
GLU  107% NS 71% ** 102% NS 92% NS 

AMINA 
GLN 101% NS 111% NS 58% **** 55% **** 

ASN 100% NS 92% NS 85% NS 86% NS 

BÁSICOS 

ARG 121% NS 80% NS 74% * 75% * 

LYS 106% NS 80% NS 107% NS 106% NS 

HIS 129% ** 89% NS 70% ** 72% ** 

AROMÁTICO 
PHE 109% NS 116% NS 42% **** 38% **** 
TRP 100% NS 45% **** 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 relação ao tipo 
selvagem H99 (que contém 100% de crescimento), em um único aminoácido como fonte de 
nitrogênio a 37° C. Foi realizado análise estatística e a significância considerada foi: p ≤ 0,05 *, 0,01**, 
0,001*** e 0,0001**** por ANOVA. NS: Não significativo. Signif.: Significância. AA: Aminoácidos. 



67 

 

 

4.4 Infecção 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 virulência de patógenos em geral, já que 

os estudos mostraram uma semelhança 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 são necessárias para assimilar 

vários L-aminoácidos à 37 °C, fomos motivados a testar as deleções individuais (aap6Δ 

e aap8Δ) e também os duplos mutantes (aap1Δ/aap2Δ) 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 ítem 3.2.10) e durante este período 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 (aap1Δ/aap2Δ) e o mutante individual (aap8Δ) a 37 °C, morreram no 

quinto dia após a inoculação enquanto que as larvas contendo a linhagem controle H99 

foram extintas no dia quatro conforme ilustrado na Figura 16. 

 
Figura 14. Infecção em modelo animal de invertebrados Galleria mellonella. As larvas foram 
inoculadas com o tipo selvagem (H99), mutantes individuais (aap6Δ e aap8Δ) ou mutantes duplos 
(aap1Δ/aap2Δ) e incubadas a 37 °C por 8 dias. Mutantes aap8Δ e aap1Δ/Aap2Δ se mostraram 
hipovirulentos quando comparados a linhagem selvagem com diferença significativa (**** e ***, 
respectivamente). 
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Através de testes estatísticos foi possível verificar que as linhagens contendo 

dupla mutação aap1Δ/aap2Δ (CNU114 e 116) e a deleção individual aap8Δ foram 

consideradas como tendo virulência atenuada quando comparadas com a linhagem 

controle H99 (p<0,0001). Para o mutante (aap6Δ) a 37º C, não foi encontrada diferença 

em comparação com o tipo selvagem, sugerindo que não são essenciais para a 

virulência. 

 
4.5 Avaliação da Concentração Inibitória Mínima - MIC 

A mortalidade atribuída às infecções fúngicas permanece muito alta 

(RAJASINGHAM et al., 2017). Os seres humanos e os fungos são muito semelhantes 

por serem ambos eucariotos e isso leva a uma limitação de alvos moleculares que 

geram um enorme desafio na prospecção de novos fármacos que sejam capazes de 

interferir em aspectos essenciais do metabolismo fúngico e eliminá-lo. Uma combinação 

de novos alvos moleculares que possam atuar em sinergismo com agentes antifúngicos 

usados na clínica tradicionalmente pode ser um ótimo caminho para aumentar a 

potência, eficácia, e até mesmo, auxiliar na redução do surgimento da resistência aos 

medicamentos (KAVANAGH, 2005b; PERFECT, 2017).  

Dando continuidade na avaliação do impacto que a deleção de algumas 

permeases de aminoácidos poderia ter em C. neoformans, foram realizados testes de 

sensibilidade com antifúngicos existentes no mercado nas linhagens mutantes usadas 

neste trabalho. A anfotericina B (AmB) é considerada padrão-ouro para a terapia da 

criptococose; e AmB ou fluconazol (FL), com ou sem sinergismo com a 5-flucitosina, 

são as principais opções terapêuticas indicadas pela OMS para o tratamento da 

criptococose (TRYPHON K. MAZU et al., 2015; PERFECT, 2017). 

Também já foi publicado que as permeases são o alvo de um metabolito 

secundário da planta eugenol, mostrando-se ser um inibidor antifúngico que possui 

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

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

contendo as deleções dos genes (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) frente aos 
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antifúngicos 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 realização do experimento com FL foi utilizada a metodologia descrita no 

ítem 3.2.18, por meio de diluição 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 µg/µL. Entretanto, a concentração de 6,2 

µg/µL do fármaco foi o suficiente para inibir o crescimento do mutante individual aap6Δ. 

Para os mutantes aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ não houve variação de inibição de 

crescimento quando comparado a linhagem selvagem. 

A 37 °C foi observado resultados semelhantes de 12.5 µg/µL para as linhagens 

H99 e aap8Δ. Para os mutantes contendo a deleção individual aap6Δ e a dupla deleção 

aap1Δ/aap2Δ foram necessários 6,2 µg/µL de fluconazol para inibir 100% do 

crescimento, portanto, estes resultados sugerem que essas mutações de permeases 

tornam o fungo mais sensível à ação do fármaco fluconazol.  

 

Linhagens 
FLUCONAZOL  

30°C 37°C 

H99 12,5 µg/µL 12,5 µg/µL 

aap6Δ cnu092 6,2 µg/µL 6,2 µg/µL 

aap8Δ cnu099 12,5 µg/µL 12,5 µg/µL 

aap1Δ /aap2Δ cnu116 12,5 µg/µL 6,2 µg/µL 

 

 
Tabela 4. Avaliação da Concetração Inibitória Mínima de Fluconazol. Resultado do teste de 
sensibilidade dos mutantes (aap1Δ /aap2Δ, aap6Δ e app8Δ) e selvagem H99 frente ao antifúngico 
Fluconazol pelo método de diluição seriada, nas temperaturas 30° e 37°C por 72 horas. O valor 
corresponde a concetração necessária do fármaco para inibir 100% do crescimento. 

4.5.2 Anfotericina B (AmB) 

O resultado do teste de sensibilidade dos mutantes e selvagem na presença do 

antifúngico AmB (descrita no ítem 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 fármaco AmB foram de 0,125 µg/ml a 30 e 37 °C, com exceção apenas das 

linhagens contendo a dupla deleção aap1Δ/ap2Δ que apresentaram 100% de inibição 

quando utilizado o antifúngico na concentração de 0,094  µg/ml. Portanto, estes 

resultados sugerem que a deleção das permeases AAP1/AAP2 tornam o fungo mais 

sensível à ação da anfotericina B a 37º C. As imagens das placas estão disponíveis no 

Anexo H. 

 

Linhagens 
ANFOTERICINA  

30°C 37°C 

H99 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 

aap6Δ cnu092 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 

aap8Δ cnu099 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 

aap1Δ /aap2Δ cnu116 0,125 µg/mL 0,094 µg/mL 

   

Tabela 5. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aap1Δ /aap2Δ, aap6Δ e app8Δ) e 
selvagem H99 frente ao antifúngico Anforecinina B, pelo método de fita E-test, nas temperaturas 
30° e 37°C por 72 horas. O valor corresponde a concentração necessária do fármaco para inibir 100% 
do crescimento. 

4.5.3 Eugenol 

A sensibilidade dos mutantes e selvagem na presença do composto Eugenol 

(descrita no ítem 3.2.18 por meio de diluição seriada) pode ser visto na Tabela 6. Em 

geral, a sensibilidade das linhagems selvagem (H99) e mutantes frente ao composto 

foram de 0,2 µg/µl a 30 e 37 °C, com exceção apenas da linhagem contendo a deleção 

individual da permease AAP6 que apresentara 100% de inibição quando utilizada a 

concentração 0,1 µg/µl a 37º C, portanto, estes resultados sugerem que a deleção 

dessas permeases praticamente não afetam o crescimento quando os mesmos estão 

em contato com o Eugenol.  

Linhagens 
EUGENOL EM YEPD  

30°C 37°C 

H99 0,2 µg/µL 0,2 µg/µL 

aap6Δ cnu092 0,2 µg/µL 0,1 µg/µL 

aap8Δ cnu099 0,2 µg/µL 0,2 µg/µL 

aap1Δ /aap2Δ cnu116 0,2 µg/µL 0,2 µg/µL 

   
Tabela 6. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aap1Δ /aap2Δ, aap6Δ e app8Δ) e 
selvagem H99 frente ao composto Eugenol, pelo método de diluição seriada, com meio de cultura 
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YEPD e nas temperaturas 30° e 37°C por 72 horas. O valor corresponde a concentração necessária do 
composto para inibir 100% do crescimento.  

A sensibilidade dos mutantes e selvagem também foi testadai utilizando o 

composto Eugenol com meio de cultura mínimo 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 µg/µl a 30 e 37 °C, variando apenas na 

linhagem aap6Δ e aap1Δ /aap2Δ que apresentaram inibição completa de crescimento 

quando utilizada a concentração 0,1 µg/µl a 37º C, portanto, estes resultados também 

sugerem que a deleção dessas permeases praticamente não afeta o crescimento 

quando os mesmos estão em contato com o Eugenol. 

 

Linhagens 
EUGENOL EM YNB  

30°C 37°C 

H99 0,2 µg/µL 0,2 µg/µL 

aap6Δ cnu092 0,2 µg/µL 0,1 µg/µL 

aap8Δ cnu099 0,2 µg/µL 0,2 µg/µL 

aap1Δ /aap2Δ cnu116 0,2 µg/µL 0,1 µg/µL 

 
Tabela 7. Resultado do teste de sensibilidade dos mutantes (aap1Δ /aap2Δ, aap6Δ e app8Δ) e 
selvagem H99 frente ao composto Eugenol, pelo método de diluição seriada, com meio de cultura 
YNB, nas temperaturas 30° e 37°C por 72 h.  O valor corresponde a concentração necessária do 

composto para inibir 100% do crescimento.   

 

4.6  Impacto das deleções na expressão dos fatores de virulência 

C. neoformans é um patógeno oportunista adaptado para a sobrevivência no 

hospedeiro humano e possui diversos fatores de virulência que favorecem esta 

interação. Fatores de virulência incluem todos os 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 

doença (GUERRERO; FRIES, 2008; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014).  

4.6.1 Produção de cápsula 

Um fator essencial para a virulência de C. neoformans é a produção de uma 

cápsula polissacarídica que pode mudar drasticamente de tamanho em resposta a 
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condições ambientais, podendo chegar ao dobro do diâmetro de sua célula (DENHAM 

et al., 2018). 

A cápsula está intimamente associada à parede celular propiciando proteção 

que inclue diminuição da resposta imune do hospedeiro através da redução das 

citocinas inflamatórias e complemento, além de propriedades antifagocíticas que 

prejudicam o reconhecimento dos epítopos presentes na superfície da parede celular 

pelos receptores fagocíticos. Assim, a cápsula auxilia evitando a fagocitose e a digestão 

no fagossomas aumentando as chances de sobrevivência 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 deleção das permeases AAP1/AAP2, 

AAP6 e AAP8 tem sobre a biossíntese de cápsula (descrito no item 3.2.16) nas 

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

Não foi possível visualizar diferença de volume capsular entre as linhagens 

selvagem e mutantes na temperatura de 30 ºC, entretanto, a 37 ºC as linhagens 

mutantes (aap1Δ/aap2Δ) mostraram uma diminuição de volume cápsular em todos os 

tempos testados (24, 48 e 72 horas) quando comparados a linhagem selvagem H99  

(Figura 17).  

 

Figura 15. Avaliação da produção de cápsula a 37 ºC. Avaliação do impacto que a deleção das 
permeases AAP1/AAP2 tem sobre a biossíntese de cápsula em meio de cultura independente de CO2 por 
24, 48 e 72 horas. H99 foi utilizado como controle positivo produtor de cápsula. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5444613/figure/pone.0177461.g002/
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4.6.2 Produção de melanina  

A melanina proporciona diversos benefícios como a atividade antioxidante e a 

rigidez da parede celular que protege o microrganismo em ambientes hostis, 

favorecendo sua propagação (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). 

Diante disso, foi avaliado o impacto da deleção das permeases AAP1/AAP2 

(aap1Δ/aap2Δ), AAP6 (aap6Δ) e AAP8 (aap8Δ) quanto a biossíntese de melanina 

(descrito no item 3.2.143.2.14) em meio de cultura agar Niger Seed, na temperatura de 

30°C, durante o período 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 

deficiência na enzima laccase, foi utilizada como controle negativo (não produtor de 

melanina). Para cada inóculo utilizou-se a concentração celular de 2x106 cel/mL. 

Durante os 5 dias de experimento foi possível perceber que as linhagens 

mutantes aap6Δ, aap8Δ e  aap1Δ/aap2Δ comportaram-se exatamente como a linhagem 

selvagem H99 para a produção de melanina, indicando que a deleção dos genes 

codificadores destas permeases não influenciam na produção da mesma, como 

ilustrado na Figura 18. 

 

Figura 16. Avaliação da produção de melanina em meio de cultura agar Niger Seed à 30°C por 5 
dias. Cada inóculo com concentração de 2x10

6
 células/ mL. C. neoformans H99 foi utilizado como 

controle positivo produtor de melanina e a linhagem H86 (com deficiência na enzima responsável pela 
produção de melanina – Lacase) foi utilizada como controle negativo pela não produção de melanina.  

 

4.6.3 Produção de fosfolipase B 

A produção de fosfolipase contribui para a adesão do fungo às células epiteliais 

de pulmão humano no início da infecção, é responsável pela disseminação através do 

sangue e está envolvida na sobrevivência e replicação de Criptoccoccus em 
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macrófagos, 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 virulência, a produção de fosfolipase foi testada 

nos mutantes aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ, os quais produziram um halo de 

precipitação ao redor da colônia igual a linhagem selvagem H99 positiva para a 

produção de fosfolipase B, indicando que a deleção dos genes codificadores destas 

permeases não influenciam na produção da mesma (Figura 19-A). A linhagem ape4 

foi usada como controle negativo para a produção de fosfolipase. Para confirmação 

desses dados foram aplicados testes estatísticos resultando em valor não significativo, 

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

 

Figura 17. Avaliação da atividade da fosfolipase B em meio de cultura agar Gema durante 5 dias a 
30°C. A) Cada inóculo foi inoculado na concentração celular de 2x10

6
 células/ mL. C. neoformans H99 foi 

utilizado como controle positivo para produção de fosfolipase B e a linhagem C. neoformans ape4Δ (com 
deficiência na atividade da fosfolipase B) foi utilizada como controle negativo pela ausência de halo de 
precipitação. B) A atividade enzimática baseou-se no cálculo de pZ, onde Pz = 1,0 significa ausência de 
atividade enzimática; 0,64 < Pz < 1,0 significa presença de  atividade enzimática e Pz < 0,64 significa 
atividade enzimática fortemente positiva.  
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4.6.4 Produção de urease 

A urease auxilia na desintoxicação e alcalinização do ambiente circundante 

facilitando a aquisição de nitrogênio (SINGH et al., 2013). Para avaliar se a deleção das 

permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 é capaz de influenciar na produção de urease, 

foi utilizado o meio de cultura agar urea Christensen’s com a metodologia descrita no 

item 3.2.13. Nesse teste a produção de urease é reconhecida por colorimetria, pois a 

mesma degrada a ureia formando amônia, 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 não produtora de urease (controle negativo). 

Neste experimento foi constatado que as mutações aap6Δ, aap8Δ e 

aap1Δ/aap2Δ não causaram alteração na produção de urease, comportando-se como a 

linhagem selvagem (H99). Como esperado, o meio de cultura permaneceu na coloração 

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

 

Figura 18. Teste para avaliação da produção de urease com meio de cultura agar urea 
Christensen’s a 30 ºC por 5 dias. A coloração vermelho (rosa) representa positivo para produtor de 
urease e amarelo não 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 
período. 

 

4.6.5 Avaliar o crescimento em diferentes condições nutricionais  

Dentre diversos fatores de virulência utilizados por esta levedura, a capacidade 

de se adaptar à temperatura fisiológica torna-o patogênico. Após iniciar uma infecção 

em seres humanos a disponibilidade de nutrientes muda significativamente e para um 

estabelecimento bem-sucedido nesses nichos torna-se imprescindível a capacidade de 
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metabolizar os nutrientes disponíveis, incluindo fontes de nitrogênio, carbono e 

nutrientes essenciais como ferro (LEE et al., 2013; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 

2014). 

Foi avaliado o impacto causado pelas deleções das permeases (aap6Δ, aap8Δ e 

aap1Δ/aap2Δ) aos fatores de virulência do microrganismo frente a diferentes fontes 

nutricionais como o meio rico YEPD e variações do meio pobre YNB com ou sem 

nitrogênio e aminoácidos (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 avaliação do crescimento foi feita por inoculação de diluições seriadas em 

diferentes condições e as leituras dos resultados foram feitas em 24 e 48 horas. Como 

mostra a Figura 21, não foi possível observar diferenças de crescimento entre as 

linhagens mutantes e o selvagem em ambas as temperaturas, indicando que estas 

permeases não são essenciais para a sobrevivência nas condições nutricionais 

testadas. 

 

Figura 19. Avaliação do crescimento da linhagem selvagem e mutantes em diferentes condições 
nutricionais e temperaturas, através de diluição 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 amônia e aminoácidos), YNB+N-AA (só com amônia), YNB-N+AA (só com 
aminoácidos) e YNB-N-AA (sem fonte de nitrogênio). Diluição celular seriada, da esquerda para direita, 
nas concentrações de 2x10

6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
 e 2x10

2
.  
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Os mesmos testes de avaliação do crescimento por diluições seriadas em 

diferentes condições 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, não sendo possível 

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

4.6.6 Avaliação de resistência ao estresse 

Os ensaios de Martho et al (2016) apontaram que a dupla deleção das 

permeases de aminoácidos aap4Δ/aap5Δ é essencial para o crescimento de C. 

neoformans em meio sintético, para a resposta ao estresse térmico e oxidativo; além de 

causar avirulência 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 situações 

encontradas pelo microrganismo quando o 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 H2O2 nas temperatura de 30 e 37º C por 24 e 

48 horas. Não foi possível identificar variações fenotípicas entre as linhagens mutantes 

e  selvagem nas condições de estresse com H2O2 à 30 e 37 ºC, concluindo que a 
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deleção dessas permeases não afeta a resistência ao estresse oxidativo nesta 

condição (Figura 22). 

 

Figura 20. Avaliação do crescimento da linhagem selvagem e mutantes sob estresse oxidativo 
(1mM de H2O2) a 30 e 37 ºC, por diluição seriada. A) Deleção das permeases AAP6 e AAP8. B) Dupla 
deleção das permeases AAP1/AAP2. A análise com 2,5mM de H2O2 também não mostrou diferença entre 
as linhagens (dados não mostrados). Diluição celular seriada, da esquerda para direita, nas 
concentrações de 2x10

6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
 e 2x10

2
. 
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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 diluição seriada nas temperatura 

de 30 e 37º C. A avaliação do experimento ocorreu em 24 e 48 horas. 

Não foi possível visualizar variações fenotípicas entre as linhagens selvagem e 

mutantes (aap6Δ e aap8Δ) nas condições de estresse a 30 e 37º C nos pH’s 6 ,7 e 8 

(Figura 23-A); e da mesma forma ocorre com as linhagens contendo a dupla mutação 

aap1Δ/aap2Δ (Figura 23-B). Concluindo que a deleção dessas permeases não afeta a 

resistência de C. neoformans à estes estresses.  

 

Figura 21. Avaliação do efeito da deleção das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 em YEPD e 
YNB+N+AA nos pH’s 6, 7 e 8, a 30 e 37ºC, por diluição seriada. A) Spots das linhagens mutantes 
aap6Δ e aap8Δ e B) Spots das linhagens mutantes aap1Δ/aap2Δ.  Diluição celular seriada, da esquerda 

para direita, nas concentrações de 2x10
6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
 e 2x10

2
. 
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4.6.6.3 Estresse osmótico 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 KCl, por método de diluição 

seriada nas temperaturas de 30 e 37º C. A avaliação do experimento ocorreu em 24 e 

48 horas. 

Nos diferentes meios e temperaturas não foi possível identificar variações 

fenotípicas entre todas as linhagens mutantes (quando comparadas à linhagem 

selvagem) na condição de estresse osmótico e salino a 30 e 37º C, sugerindo que as 

deleções dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 não influenciam no crescimento de C. 

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

 

Figura 22 . Avaliação do efeito da deleção das permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 sobre a 
resistência ao estresse osmótico (KCl) e salino (NaCl) a 30 (A) e 37º 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 os mesmos meios com adição de 0,75 e 1 mM de KCl e NaCl.  Diluição celular seriada, 
da esquerda para direita, nas concentrações de 2x10

6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
 e 2x10

2
. 
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4.6.6.4 Resistência 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 síntese (RONCERO; DURAN, 1985). Neste 

experimento foi analisado se a falta dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 afetam a 

manutenção da parede celular.  

Para análise 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 ºC. Através desta análise foi possível concluir que a ausência dos 

genes que codificam as permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 não causaram impacto 

no crescimento em comparação a linhagem selvagem de C. neoformans H99 a 30 e 37º 

C (Figura 25 A e B, respectivamente) quando submetidos ao estresse de parede 

celular. 

 

Figura 23. Avaliação do efeito da deleção dos genes AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 sobre a resistência 
ao estresse de parede com 0,5% de congo red. A)30º C e B) 37º C. Diluição celular seriada, da 
esquerda para direita, nas concentrações de 2x10

6
, 2x10

5
, 2x10

4
, 2x10

3
 e 2x10

2
. 

 

Os mesmos testes de avaliação do crescimento por diluições seriadas em 

resistência 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 nitrogênio e aminoácidos (YNB+N+AA) a 30 ºC. Os resultados obtidos foram muito 
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similares aos ilustrados na figura 16A, não sendo possível observar diferenças de 

crescimento entre as linhagens contendo as deleções do genes que codificam as 

permeases AAP1AAP2 e o selvagem H99 (dados não mostrados). 

4.7  Impacto das deleções sobre o acasalamento  

Por mais que a produção de hifas não seja encontrada em infecções humanas 

(provavelmente por ser antigênico e estimular uma eliminação rápida pelo hospedeiro) 

ela é de extrema importância pois essa opção de mudança de fenótipo propicia ao 

microrganismo maiores oportunidades de cruzamento, além de aumentar a sua 

capacidade de detectar nutrientes distantes em situações de privação 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 deleções individuais e a dupla deleção 

poderiam gerar alteração no acasalamento e na produção de hifas, foram feitos 

cruzamentos entre as linhagens mutantes do tipo α (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ) 

com a linhagem selvagem KN99a em meio de cultura pobre em nutrientes, temperatura 

ambiente (± 25 ºC) e ausência de luminosidade (item 3.2.20). Como controle 

experimental foi realizado o cruzamento entre as linhagens selvagens Kn99a x Kn99α e 

Kn99a x H99.  

A avaliação a olho nu, com o uso de lupa e microscópio ocorreu semanalmente 

e o registro fotográfico foi feito no 6º, 11º e 34º dia. Durante o período de análise foi 

possível observar que todos os cruzamentos realizados apresentaram formação de 

hifas em toda a borda da colônia e em grandes quantidades. A linhagem contendo a 

dupla deleção (aap1Δ/aap2Δ) apresentou uma leve aceleração de crescimento na 

primeira avaliação (sexto dia) quando comparado aos cruzamentos entre as linhagens 

controle, entretanto no 11º dia o crescimento de todas as linhagens aparentemente se 

igualam (Figura 26). Estes dados sugerem que as mutações avaliadas não impactaram 

no acasalamento.  
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Figura 24. Acasalamento bisexual entre células MATa e MATα para avaliar a formação de hifas. 
Cultivo em meio Filament agar (pobre em nutrientes e água), entre linhagem selvagem Kn99a com 
linhagens mutantes do tipo α (aap6Δ, aap8Δ e aap1Δ/aap2Δ). Para controle do experimento foi utilizado 
o cruzamento entre linhagens selvagem Kn99a X Kn99α e Kn99a X H99. Dia 6 e 11 são imagems 
microscópicas com aumento de 400x. O “halo” branco ao redor das colônias no dia 34 são as formações 
de hifas visualizadas a olho nu. 

 

 

Durante o acasalamento ocorre a fusão citoplasmática das células contendo os 

tipos sexuais a e α, e somente nesta união de sexos oposto que ocorre a formação de 

hifas dicarióticas com grampos de conexão fusionados. Portanto, para confirmação 
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dessa união foram feitas lâminas, as quais foram visualizadas em microscópio óptico 

(aumento de 1000x) para observar os grampos de conecção fusionados conforme 

(Figura 27). 

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

 

Em paralelo, foi avaliado se a deleção de outras permeases de aminoácidos 

(aap1Δ, aap2Δ, aap4Δ, mup1Δ, mup3Δ e mup1Δ/mup3Δ), produzidas por Martho el al. 

(2016) e pelo estudante de iniciação científica João Miguel Alves Nunes (2017), 

também poderiam influenciar no acasalamento, já que estes dados não haviam sido 

obtidos até então. Da mesma forma que os dados gerados para as deleções de AAP6, 

AAP8 e AAP1/AAP2, a deleção dessas outras permeases não influenciaram na 

formação de hifas e no acasalamento quando comparadas com a linhagem selvagem 

(dados não mostrados). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A compreensão dos mecanismos que proporcionam a patogenicidade e 

virulência de C. neoformans é uma área de pesquisa cada vez mais necessária e 

importante em razão do crescente número de casos de criptococose em todo o mundo, 

e também porque esta levedura é um modelo biológico para estudo de patogênese e 

virulência. Uma visão mais profunda de como esse patógeno sintetiza, adquire ou 

recicla nutrientes dentro do hospedeiro nos permitirá compreender e encontrar uma 

opção de controle do seu crescimento e disseminação, bem como estes conhecimentos 

poderão ser aplicados para outros patógenos (KINGSBURY; MCCUSKER, 2010a; 

MUNSHI et al., 2015; WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017). Estudos sobre as vias de 

síntese e aquisição de aminoácidos têm relacionado estes processos celulares à 

virulência, mostrando que a falha nos mecanismos de biossíntese e captação de 

aminoácidos 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 aminoácidos fornecem a matéria prima para muitos processos celulares 

importantes, o principal deles é a síntese protéica, portanto, não é surpreendente que 

várias famílias de transportadores tenham evoluído para facilitar a aquisição dessas 

substâncias do meio ambiente para o compartimento intracelular (SAIER, JR, 2000; 

WATKINS; KING; JOHNSTON, 2017). 

As proteínas de membrana pertencentes à superfamília APC transportam 

aminoácidos e aminas através das membranas e desempenham um papel importante 

na regulação dos processos celulares em situações de privação nutricional (KAUR et 

al., 2014), sistema esse regulado por repressão catabólica. Na ausência de nitrogênio 

essas permeases são requeridas para captação de aminoácidos, sendo assim um ótimo 

alvo para síntese de novas terapias contra o patógeno C. neoformans. Como 

desmonstrado por Chang et al., (2015) vários L- aminoácidos são boas fontes de 

nitrogênio para C. neoformans e isto está em concordância com os resultados deste 

trabalho.  
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A disponibilidade das sequências completa do genoma de fungos e seres 

humanos tornou possível uma visão dos transportadores entre estes reinos, e 

evidenciam uma infinidade de transportadores que diferem em localização, mecanismos 

de transporte e distribuição de tecido (WIPF et al., 2002). Através desse mecanismo foi 

possível averiguar, como já esperado, maior homologia das permeases de aminoácidos 

de C. neoformans (Aap1, Aap2, Aap6 e Aap8) com S. cerevisiae. Foi constatado que C. 

neoformans, S. cerevisiae e H. sapiens compartilham um domínio conservado e 

codificam proteínas de membrana com assinatura de permease de aminoácidos, 

entretanto essas proteínas de transporte de C. neoformans e H. sapiens possuem 

baixos níveis de similaridade, sugerindo que estas permeases podem ser 

suficientemente diferentes para serem alvos seletivos de drogas. 

Através dessas observações foi possível identificar que a permease AAP8 é 

requerida para o transporte dos aminoácidos treonina, metionina e glutamina em 

situação de estresse térmico, como mostraram as análises de assimilação de 

aminoácidos nos mutantes. 

Os dados da assimilação de aminoácidos do duplo mutante (aap1Δ/aap2Δ) vão 

de encontro aos resultados obtidos em Martho et al. (2016), mostrando uma redução de 

crescimento frente ao aminoácido básico arginina como única fonte de nitrogênio. Além, 

a dupla deleção apontou queda no crescimento dessas linhagens quando utilizado o 

aminoácido glutamina a 30º C como fonte de nitrogênio, sinalizando que a combinação 

da dupla deleção pode afetar também a absorção deste aminoácido. 

Ademais, o aumento na temperatura (37º C) confirma os dados publicados por 

Martho e colaboradores, pois mostram a redução de crescimentos em aminoácidos 

básicos assim como nos grupos amina, alifáticos, ácidos, aromáticos e levantam fortes 

suspeitas de redundância de permeases já que as deleções individuais das permeases 

1 (aap1Δ) e permease 2 (aap2Δ) demonstram valores de crescimento menos 

impactantes quando comparado a dupla deleção (aap1Δ/aap2Δ), sugerindo que uma 

permease auxilia na ausência da outra, porém, na ausência das 2 permeases o 

crescimento é reduzido em uma gama de aminoácidos como fonte de nitrogênio. 
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Os resultados reafirmam a hipótese de que as permeases globais Aap4 e Aap5 

são dominantes no transporte global de aminoácidos por permeases em C. neoformans 

(MARTHO et al., 2016). Além, as permeases Aap6, Aap8 e Aap1/Aap2 podem ser 

consideradas permeases globais de aminoácidos justamente por terem potencial de 

crescimento em amplo espectro de aminoácidos individuais e estruturalmente diferentes 

como única fonte de nitrogênio, mesmo que o crescimento deste tenha sido reduzido 

em relação ao selvagem. 

De posse da informação de que a deleção das permeases AAP8 e AAP1/AAP2 

afetam o crescimento em aminoácidos individuais, foi interessante avaliar, assim como 

nos estudos de Maurer, et al. (2015), o potencial de virulência de C. neoformans em 

modelo de estudo animal, na ausência dessas permeases. A larva de G. mellonella é 

uma ferramenta eficaz para detectar a interação patógeno- hospedeiro e esse 

experimento sugeriu que estas permeases de aminoácidos podem ser importantes para 

a virulência do patógeno (MAURER et al., 2015; MARTHO et al., 2016). 

As células fúngicas com cápsula reduzida (ou acapsuladas) são rapidamente 

fagocitadas e destruídas pelo hospedeiro  levando ao insucesso da infecção (DENHAM; 

BROWN, 2018). A atenuação da virulência dos mutantes aap1/aap2 em modelo 

animal de G. Mellonella pode estar relacionada à diminuição de cápsula nestes 

mutantes. Entretando, a linhagem contendo a deleção da permease AAP8 não mostrou 

redução de cápsula, mas foi hipovirulenta em modelo animal, indicando que a 

hipovirulência, neste caso, não está relacionada somente com a quantidade de cápsula 

produzida, mas provavelmente pela diminuição de aminoácidos disponíveis como fonte 

de nitrogênio. 

No que se relaciona a avaliação do crescimento em diferentes condições 

nutricionais por diluição seriada (em placa - agar) não foi possível observar diferenças 

de crescimento as linhagens mutantes e o selvagem. Indicando que estas permeases 

não são essenciais para a sobrevivência nas diferentes condições nutricionais testadas, 

diferente do caso da dupla deleção das permeases AAP4/AAP5 de Martho (2016). 

Porém, para a avaliação de crescimento em placa (YNB-N+AA) os aminoácidos 
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utilizados são L-triptofano, L- metionina e L-histidina e estão todos juntos em uma 

concentração de 10mM. Por mais que esses aminoácidos não sejam as fontes de 

nitrogênio preferencias de crescimento na linhagem selvagem, eles foram suficientes 

para suplementar o crescimento das linhagens mutantes (aap1Δ/aap2Δ) em ambas as 

temperaturas (30 e 37 ºC) na assimilação de aminoácidos, e consequentemente no 

crescimento em placa.  

Neste projeto tentamos realizar o teste de frutificação haplóide (um processo 

estritamente mitótico e assexual) com as linhagens mutantes e selvagem, utilizando 

meio de cultura filament agar e temperatura de 30 ºC, porém não obtivemos exito nem 

mesmo com as linhagens controle. A frutificação e o acasalamento são ambos 

estimulados por condições ambientais similares (privação de nitrogênio, dessecação, 

ausência de luz e feromônios), e ambos envolvem o crescimento de hifas, produção de 

basídios e esporos (LIN; HULL; HEITMAN, 2005). No estudo de Fu, Morris & Wickes 

(2013) foi utilizado o meio de cultura filament agar (o mesmo utilizado em nossos 

experimentos), porém foi aplicado uma condição de pré cultura de células em YEPD, 

“37 ºC” por 24 horas, e posteriormente plaqueadas em meio específico. As células 

desse estudo resultaram em rápido crescimento e produção de hifas. As condições da 

cultura, ou mais precisamente, o estágio do ciclo celular parece ser uma explicação 

plausível para a não produção de hifas em nossos experimentos. Fu, Morris & Wickes 

(2013) apontaram que o mecanismo real na produção de hifas foi a parada G2 do ciclo 

celular, e justamente os estressores responsáveis pela parada neste ciclo são a 

depleção de oxigênio, fase de crescimento estacionária e a temperatura alta (37 ºC) 

(FU; MORRIS; WICKES, 2013). 
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6 CONCLUSÃO 

 O propósito deste trabalho foi avaliar o desempenho de C. neoformans na 

ausência de algumas permeases de aminoácidos (AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2) em 

diversas situações que simulavam o ambiente hostil encontrado por ele no hospedeiro. 

Com esses experimentos foi possível verificar que C. neoformans e H. sapiens 

compartilham de um domínio conservado e codificam proteínas de membrana com 

assinatura de permease de aminoácidos, entretanto podem ser suficientemente 

diferentes para serem alvos seletivos de drogas. O aumento na temperatura (37º C) 

mostrou uma redução de crescimento do fungo na maioria dos aminoácidos testados 

para mutantes aap1Δ/aap2Δ, assim como a diminuição do volume capsular, redução da 

concentração de fluconazol e hipovirulência em modelo animal de invertebrados. As 

permeases AAP6, AAP8 e AAP1/AAP2 podem ser consideradas permeases globais de 

aminoácidos por terem potencial de crescimento em um amplo espectro de 

aminoácidos individuais e estruturalmente diferentes como única fonte de nitrogênio. 
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ANEXOS 

A. Lista de microrganismos utilizados neste trabalho. 

    

 
 
 
 
 

GENÓTIPO CARACTERÍSTICAS ORIGEM 

H99 MATalpha Selvagem 
Duke University 
Medical Center 

Kn99α MATalpha Selvagem 
Duke University 
Medical Center 

Kn99a MATa Selvagem 
Duke University 
Medical Center 

CNU92/093 ΔAap6 ::NeoR Deleção do gene responsável por codificar a permease 6 
TCC* da aluna Camila 

Oliveira Ferreira 

CNU099/100 
ΔAap8::HygR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 6 

TCC da aluna Camila 
Oliveira Ferreira 

CNU114/116/118 
ΔAap1/Aap2::NeoR 

 
Deleção dos genes responsáveis por codificar as 

permeases 1 e 2 
Construído neste 

trabalho 

CNU103 
ΔAap1::HygR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 1 

IC** do aluno João 
Miguel Nunes 

CNU037 
ΔAap2::NeoR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 2 Martho et al ., 2016 

CNU038 
ΔAap4::NeoR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 4 Martho et al ., 2016 

CNU050 
Δaap5::NeoR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 5  

CNU069 
ΔMup1::NeoR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 

mup1 
Martho et al ., 2016 

CNU059 
ΔMup3::HygR 

 
Deleção do gene responsável por codificar a permease 

mup3 
Martho et al ., 2016 

CNU078 
ΔMup1::NeoR 
/Mup3::HygR 

Deleção dos genes responsáveis por codificar as 
permeases mup 1 e 3 

Martho et al ., 2016 

MCV101 
ΔApe4 

 

Deleção do gene responsável por codificar Aspetil 
aminopeptidase – baixa produção de fosfolipase B 

 
Gontijo et al ., 2017 

H99 H86 
Deficiência na produção da enzima lacase para síntese de 

melanina 
 

 
BY 4742 

Sacaromices 
cerevisiae 

 Não produtora de urease GR**** 

 
 

*Trabalho de conclusão de curso; **Iniciação científica Genetic Research; ***American Type Culture Collection; 

****Genetic Research Company.; 
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B. Oligonucleotídeos utilizados no trabalho. 
Oligonucleotídeos utilizados na deleção das permeases Aap1, Aap2, Aap6, Aap8 e 

Aap1/Aap2. 
 

Primers Sequências (5’ - 3’) Alvo 

PRCP329 GCAGTTCTCACCATCAGGTG BE- F Aap1 

PRCP330 CTCCAGCTCACATCCTCGCACTTTGCTGTTATGCGCGCTT BE –R Aap1 

PRCP331 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Promotor de ac – F Aap1 

PRCP211 CCCGAACATCGCCTCGCTC 
Promotor de actina – R 

Aap1 

PRCP212 ATCCCCATGTGTATCACTGGC Hyg – F Aap1 

PRCP333 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCGGTGGTTTGATGAAGCTTTG Trp – R Aap1 

PRCP332 CAAAGCTTCATCAAACCACCGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC BD – F Aap1 

PRCP334 GGGTTGAACCTGTACTTTTTG BD – R Aap1 

PRCP329 GCAGTTCTCACCATCAGGTG Aap1-BE - F 

PRCP330 CTCCAGCTCACATCCTCGCACTTTGCTGTTATGCGCGCTT Aap1-M1 -F 

PRCP331 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Aap1 – M1 - R 

PRCP211 AAGCGCGCATAACAGCAAAGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG Aap1 – M1 - F 

PRCP212 CCCGAACATCGCCTCGCTC Aap1 – M2 – F 

PRCP332 ATCCCCATGTGTATCACTGGC Aap1 – M2 – R 

PRCP333 CAAAGCTTCATCAAACCACCGAAGAGATGTAGAAACTAGCTTCC Aap1 – BD - F 

PRCP334 GGAAGCTAGTTTCTACATCTCTTCGGTGGTTTGATGAAGCTTTG Aap1 – BD - R 

PRCP335 GGGTTGAACCTGTACTTTTTG confirmatório 

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 



104 

 

 

C. Alinhamento entre permeases AAP1 e AAP2. 
Alinhamento de aminoácidos (Clustel W) com identidade em 80,9% entre as 

permeases AAP1 e AAP2. 
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D. Estratégia de deleção AAP6 e AAP8. 
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E. Dados das permeases AAP6 e AAP8 para deleção individual.  

A) Gel de Agarose 0.8% com brometo de Etídeo mostrando os fragmentos gerados 
por PCR para as construções de deleção das permeases AAP6 e AAP8. B) 
Produtos da fusão dos braços com os marcadores seletivos por PCR das 
construções de deleção das permeases Aap6 e Aap8. C) Confirmação da deleção 
de AAP6 e AAP8 por Southern Blot. 
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F. Dados das permeases AAP1 para deleção individual. 

A) Gel de Agarose 0.8% com brometo de Etídeo mostrando os fragmentos gerados 
por PCR para as construções de deleção das permeases AAP1. B) Produtos da 
fusão dos braços com os marcadores seletivos por PCR das construções de deleção 
das permeases Aap1. C) Confirmação da deleção de por Southern Blot. 
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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 regiões conservadas e também uma idéia da estrutura proteica 
de cada umas das proteínas identificadas. (Protter - visualize proteoforms   Omasits 
et al., Bioinformatics. 2013 Nov 21). 
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H. E-test de Anfotericina B. 

Teste de sensibilidade das linhagens mutantes e selvagem frente ao antifúngico. A 
formação da zona de inibição corresponde à concentração necessária para inibição 
do crescimento das linhagens testadas.  

 

 

 

 


