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Resumo 
A incidência de infecções por fungos oportunistas na população de pacientes imunocomprometidos tem aumentado nos últimos anos, e estas são, principalmente, causadas por Candida albicans. Este patógeno oportunista pode crescer em diferentes formas, variando de levedura, pseudohifa e hifa e essa transição morfológica está associada com a virulência. Na transição de levedura para hifa, genes hifa-específicos são expressos e muitos deles codificam proteínas que possuem uma molécula de GPI (glicosilfosfatilinositol), mas a maioria (66%) das proteínas preditas ancoradas por GPI (PGAs), ainda possuem função desconhecida. Portanto, o objetivo deste trabalho, foi iniciar a caracterização funcional dos genes PGA13 e PGA58 através de análises in silico, da expressão diferencial dos RNAm sob condições ambientais diversas, e nos mutantes nulos TUP1 e EFG1, e a obtenção e caracterização fenotípica dos mutantes de PGA13: homozigoto nulo e de superexpressão. 

Os estudos realizados in silico indicam que PGA13 e PGA58 são reguladas pelos fatores transcricionais Efg1, Tec1 e Nrg1 e que possuem sítios potenciais de glicosilação. A análise transcricional desses genes mostra que ambos são regulados por Tup1 e que respondem aos estímulos NaCl (Cloreto de sódio), H2O2 (Peróxido de hidrogênio), etanol, cafeína, HCl (Ácido Clorídrico) e às condições hipo e hiperosmótica. Os mutantes nulos e de superexpressão de PGA13 e PGA58 foram obtidos e as linhagens que perderam o gene PGA13 tiveram um padrão de crescimento da colônia diferente da linhagem CAI-4 e foram mais sensíveis aos compostos SDS, Higromicina B e pH ácido, enquanto o mutante que superexpressava foi mais resistente. Estes resultados sugerem que Pga13 deve ter papel importante na parede celular, visto que a falta dela ocasionou maior sensibilidade a compostos que agridem a parede celular.   

Abstract
The incidence of opportunistic fungal infections in immunocompromised patients has increased in the last years. Candida albicans is the most commonly isolate in immunocompromised patients. C. albicans may grow in distinct morphologies: yeast, pseudohyphal and true hyphal. The switch between yeast and filamentous forms is strongly associated with virulence. During the transition, hyphal-specific genes are expressed and many of these genes encode glycophosphatidylinositol (GPI)- anchored proteins. The majority (66%) of predited GPI proteins has unknown functions. The purpose of this work was to functionally characterize the novel PGA13 and PGA58 genes. To accomplish this task, we have made in silico promoter analysis, mRNA differential expression analysis under some environmental conditions. We have also verified whether those genes are regulated by Tup1 and Efg1 transcriptional regulators. We have knocked out PGA13 and have done phenotypic analysis of the resulting PGA13 null mutant strain and a Pga13 overexpressing strain. 

The in silico promoter analysis indicates that PGA13 and PGA58 may be regulated by the transcriptional factors Efg1, Tec1 and Nrg1. PGA13 and PGA58 aminoacid sequence analysis revealed that they have potential glycosylation sites. The transcriptional analysis has shown that both genes are regulated by the morphogenesis negative regulator Tup1. PGA13 and PGA58 genes have  differential expression in response to salt, hydrogen peroxide, ethanol, caffein, and acid stresses, and also to hypo and hyperosmotic shocks. The phenotypic analysis shows that the pga13/pga13 mutant was more sensitive to SDS, Hygromycin B and acid pH in a plate dilution sensitivity test. Interestingly, the overexpressing mutant strain was more resistant to the same compounds. Taken together these results suggest that PGA13 may have an important role in the cell wall since its absence leads to higher sensitivity to compounds that affect this organelle.
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1. Introdução

1.1. Candida e Candidíase
Candida albicans é um fungo polimórfico capaz de crescer em várias condições fisiológicas (Nather e Munro, 2008). Análises microscópicas de tecidos infectados com C. albicans revelam o crescimento das células fúngicas em diferentes morfologias. Estas incluem as leveduras, pseudohifas (cadeia de células alongadas) e hifa verdadeira (Figura 1). Além disso, C. albicans pode ser induzida a formar estruturas parecidas com esporos (clamidosporos) (Brown, 1999). 

A morfogênese tem sido um foco de pesquisas em C. albicans porque a virulência está associada com a capacidade de transição entre as morfologias de levedura e hifa (Berman e Sudbery, 2002).
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Figura 1. Morfologias de C. albicans. As células de levedura têm a forma arredondada, pseudohifa assemelha-se as leveduras, mas possui uma forma mais alongada (elipsóide) e as hifas verdadeiras são alongadas com os lados paralelos (Hazan et al., 2002). A marcação em verde mostra as septinas e a azul mostra o núcleo no momento da divisão celular. Figura adaptada de Berman e Sudbery, 2002.

Este fungo está presente em nossos tratos gastrintestinal e geniturinário e em menor extensão, em nossa pele. Quando o sistema imune está debilitado (por exemplo, em decorrência de quimioterapia do câncer, infecções por HIV e neonatais) ou quando a flora de competição é eliminada (por exemplo, depois de tratamento com antibióticos), C. albicans coloniza e invade o tecido do hospedeiro. Ainda que pacientes HIV freqüentemente sofram por recorrência de candidíase oral e algumas vezes morram pelo avanço da colonização orofaríngea, infecções do tecido de mucosas (tais como sapinho e vaginite), geralmente, não ameaçam a vida. De qualquer maneira, se o organismo ganhar acesso a corrente sanguínea por invasão do tecido do hospedeiro, ou por contaminação através de cateteres, a infecção pode progredir para o crescimento em massa do fungo nos rins, coração e cérebro (Berman e Sudbery, 2002). 
C. albicans pode causar candidíase sanguínea disseminada ou orofaríngea. Durante a candidíase sanguínea os organismos são levados pelo sangue e devem aderir e penetrar no revestimento de células endoteliais dos vasos sanguíneos para invadir os tecidos profundos dos órgãos alvos. Estes órgãos alvos incluem os rins, fígado, baço, coração, cérebro e olhos. Na candidíase orofaríngea, C. albicans não somente adere às células epiteliais da mucosa oral, mas também invade essas células (Kamai et al., 2001).

Uma característica crucial deste microrganismo é a sua capacidade de sobreviver no hospedeiro e infectar diversos e distintos sítios anatômicos. Este fungo tem numerosos mecanismos elaborados para adaptar a uma diversidade de nichos e reside em indivíduos saudáveis sem causar doença aparente, como um patógeno oportunista (Calderone e Fonzi, 2001). 

A incidência de infecções por fungos oportunistas na população de pacientes imunocomprometidos tem aumentado, significativamente, nas últimas duas décadas. Espécies de Candida são responsáveis pela maioria das infecções fúngicas, e estas são, principalmente, causadas por Candida albicans (Trick, 2002).

Candidíase é a quarta mais comum infecção hospitalar nos Estados Unidos (Beck-Sague e Jarvis, 2003). Aproximadamente 30% da mortalidade resultam de candidíase sistêmica em indivíduos suscetíveis (Wenzel e Pfaller, 1991). Estudos mais recentes mostram que esta taxa de mortalidade é superior a 35% (Edmond et al., 1999).

Apesar da terapia antifúngica, a morbidade e mortalidade são inaceitavelmente altas (Alonso-Valle et al., 2003). Conseqüentemente, novas estratégias profiláticas e terapêuticas são necessárias. A identificação de genes de virulência é um passo importante para criar novas estratégias de tratamento ou prevenção de infecções causadas por Candida (Fu et al., 2008).

Fatores de virulência em C. albicans incluem proteínas que medeiam aderência e invasão ao tecido do hospedeiro (Sheppard et al., 2004), mudanças morfológicas de levedura para hifa (Mitchell, 1998), secreção de enzimas líticas (Sanglard et al., 1997), supressão da resposta do sistema imunológico (Romani et al., 2003) e manutenção da integridade da parede celular (Zaragoza et al., 2002). 
1.2. Parede Celular  
As células de C. albicans estão em íntimo contato com as células do hospedeiro (Kapteyn et al., 2000; Ruiz –Herrera et al., 2006) e a parede celular  representa o primeiro passo no qual o organismo interage com as mesmas (Brown, 2002). Ela é altamente dinâmica, respondendo ao ambiente, fase de crescimento e estresse; e é também remodelada nas transições morfológicas ou por agentes que comprometem a sua integridade (Kapteyn et al., 2000; Ruiz-Herrera et al., 2006).  



A parede celular de C. albicans é composta por polímeros complexos de glucose (β1,3-glucana e β1,6-glucana), cadeias de N-acetilglucosamina (quitina) e manoproteínas. As β-glucanas são os principais constituintes, compondo 50–60% do peso da parede celular. As manoproteínas representam 30–40% da parede celular e determinam as propriedades da superfície celular (Chaffin et al., 1998).


A parede celular deste fungo, quando vista por microscopia eletrônica de transmissão, aparece em camadas. A camada mais interna é constituída por quitina e polissacarídeos e a camada mais externa por manoproteínas (Nather e Munro, 2008; Tokunaga et al., 1986) (figura 2). 


 Nos fungos, a parede celular é essencial para manter o balanço osmótico celular, para criar e manter a forma da célula durante a morfogênese e prover proteção contra os estresses ambientais (Klis et al., 2002). Em adição, nos fungos patogênicos, a parede celular e especialmente suas proteínas têm uma função chave na relação entre as células fúngicas e as células do hospedeiro, contribuindo para adesão ao tecido e para modular a resposta imune do mesmo (Ruiz-Herrera et al.,2006). 

[image: image1.jpg]



Figura 2. Microscopia eletrônica de transmissão da parede celular de C. albicans. Seta vermelha mostra a camada mais externa composta por proteínas de parede celular e a seta branca identifica a camada rica em quitina e β-glucanas. Figura adaptada de Nather e Munro, 2008. 


Estudos moleculares têm sido realizados para dissecar as funções da parede celular de C. albicans na aderência, na aquisição de nutrientes, na adaptação ao ambiente e nos programas morfogenético (Navarro-Garcia et al., 2001). Tais estudos têm mostrado a extensa plasticidade da parede celular em termos de expressão gênica e protéica (De Groot et al., 2004).


Alterações no proteoma da parede celular podem introduzir variações na superfície de C. albicans, e tais mudanças podem aumentar a habilidade do fungo de escapar do sistema imunológico e colonizar diferentes sítios do corpo hospedeiro (Nather e Munro, 2008). 


1.3 Proteínas-GPI

Dois tipos de proteínas, que são covalentemente ligadas à parede celular, têm sido identificados, e são denominadas CWP (cell wall protein) ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) e Pir-CWPs. As GPI-CWPs estão ligadas a β1,3-glucana através da β1,6-glucana e as Pir-CWPs estão diretamente ligadas a β1,3-glucana (Kapteyn et al., 1999) (Figura 3).

A âncora de GPI consiste em um grupo lipídico (que serve como a âncora na membrana), mioinositol, um grupo N-acetilglucosamina, três grupos manose e um grupo fosfoetanolamina (no qual se conecta a proteína) (Tiede et al., 1999) (Figura 4). A âncora de GPI é essencial para a viabilidade das leveduras, pois deleções de algumas proteínas envolvidas na biossíntese de GPI mostraram-se letais para a levedura (Einsenhaber et al., 2003; Tiede et al., 1999). 

[image: image2.emf]
Figura 3. Modelo da arquitetura da parede celular de C. albicans, mostrando como as GPI-CWPs e Pir-CWPs estão incorporadas nesta estrutura. Figura retirada de Kapteyn et al., 2000.
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Figura 4. Estrutura da âncora de GPI. A estrutura encontrada em células eucarióticas está representada em preto. Os grupos adicionais mostrados em cinza ilustram as cadeias laterais da âncora de GPI em Saccharomyces cerevisiae (cadeias laterais são específicas de cada espécie). EtN, etanolamina; Ins, inositol; P, fósforo. Figura adaptada de Richard e Plaine, 2007.  
As proteínas de parede celular ancoradas por GPI (CWPs-GPI) têm uma estrutura comum que consiste em uma sequência sinal N-terminal, um domínio conservado, uma região variável rica em Ser/Thr, e uma âncora de GPI C-terminal (Figura 5). 

Proteínas que são destinadas a parede celular possuem um peptídeo sinal N-terminal que possibilita o transporte para o retículo endoplasmático (RE) e subseqüente transporte vesicular para a membrana plasmática. No RE a maioria das CWPs é modificada pela adição de âncora de GPI que as direcionam à membrana plasmática. Finalmente, nas proteínas ancoradas por GPI destinadas a parede celular, a âncora de GPI é modificada e a proteína é ligada a β1,6-glucana (Figura 5). Pouco se conhece deste mecanismo e da sua regulação e se este passo pode controlar quais proteínas são transferidas para parede celular e quais permanecem na membrana plasmática (Nather e Munro, 2008).  

[image: image4.emf]
Figura 5. (a) Estrutura dos domínios de uma típica proteína-GPI e (b) a porção restante da âncora de GPI que liga a proteína à parede celular. Figura retirada de Nather e Munro, 2008. 

O seqüenciamento do genoma de C. albicans, possibilitou a identificação de todas as possíveis proteínas-GPI. Richard e Plaine (2007) em estudos recentes identificaram 115 proteínas-GPI divididas em quatro classes: Proteínas-GPI com funções desconhecidas (correspondem a 76 genes, ou 66% dos genes), Proteínas-GPI com funções relacionadas com remodelamento ou biogênese da parede celular (15 genes, ou 13%), Proteínas-GPI com funções de adesão e interação célula-célula (13 genes, ou 11%), e Proteínas-GPI com diversas propriedades enzimáticas, tais como atividade superóxido dismutase, atividade aspartil protease, etc (11 genes, ou 10%) (Figura 6)
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Figura 6. Divisão das funções dentro do grupo de proteínas ancoradas por GPI (Pga). Este gráfico mostra que 66% das Pgas ainda não possuem função definida. Figura adaptada de Richard e Plaine, 2007. 

As GPI-CWPs desempenham funções chave na montagem da parede celular e na adesão às superfícies do hospedeiro. Conseqüentemente, estas proteínas têm a capacidade de contribuir diretamente para a virulência de C. albicans (Nather e Munro, 2008).

Algumas proteínas-GPI têm sido identificadas como fatores de virulência em C. albicans (Fu et al., 2008). Destas 115 proteínas-GPI, mutantes nulos para 15 genes foram construídos e tiveram a virulência testada. Três exibiram virulência normal e 12 tiveram virulência reduzida quando comparada a linhagem parental (Richard e Plaine, 2007). 

As proteínas codificadas por estes genes foram subdivididas em 4 grupos: a) Proteínas que participam da biossíntese e remodelamento da parede celular: Phr1 e Phr2 (glicanosiltransferase), Ecm33 e Utr2 (1,3-1,4 β-glucanase) e Cht1 (quitinase); b) Proteínas que participam de específicas funções enzimáticas: Sap9 e Sap10 (aspartil proteinase);  c) Proteínas de adaptação oxidativa: Sod5 e Sod6 (superóxido dismutase); e d) Proteínas de adesão: proteínas da família Als e Hwp1. Estas parecem atuar da mesma forma nas interações celulares de C. albicans, papel muito importante para a colonização e para a inicialização e manutenção da infecção (Richard e Plaine, 2007). 
1.4. Vias de sinalização que regulam proteínas-GPI

Existem evidências fortes de que a biogênese e a manutenção da parede celular são reguladas por uma rede de sinalização onde as vias se interagem entre elas. As melhores caracterizadas são a via da proteína quinase C (PKC) e a via de alta osmolaridade por glicerol (HOG) (Munro et al., 2007).

A via de sinalização Ca2+/calcineurina tem uma função importante na manutenção e na integridade celular através da regulação de genes da parede celular (Cyert, 2003). Em C. albicans essa via é um importante regulador da síntese de quitina (Munro et al., 2007) e controla a expressão dos genes da família CHR. 

Análises de DNA “microarray” têm elucidado o envolvimento da via da proteína quinase A (PKA) no controle da síntese da parede celular em C. albicans (Sohn et al.,2003). Esta via PKA regula o fator transcricional Efg1, que por sua fez regula a expressão do gene de adesina da parede celular Als1p (Fu et al., 2002). 

Deste modo, diversos fatores transcricionais específicos mostraram envolvimento na regulação da expressão de genes de proteínas-GPI sob várias condições ambientais (Nather e Munro, 2008) (Figura 7). 

Os fatores transcricionais Tec1 e Efg1 são conhecidos reguladores positivos da filamentação em C. albicans. Eles participam da regulação de genes de virulência durante a fase filamentosa. Efg1, Tec1 e Bcr1 são essenciais para ativar a expressão de ALS3, um gene de adesina expresso especificamente durante o desenvolvimento de hifa (Argimón et al., 2007).

A regulação negativa do desenvolvimento filamentoso depende do repressor transcricional Tup1 (Braun e Johnson, 1997). A inativação de TUP1 gera um crescimento filamentoso constitutivo e a desrepressão de genes hifa-específicos. Outros repressores de genes hifa-específicos são Nrg1 e Rfg1, que são proteínas ligantes de DNA que recrutam o fator trascricional Tup1 (Kadosh e Johnson, 2001). 
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Figura 7. Vias de sinalização. Condições ambientais sinalizam para fatores transcricionais atuarem na regulação da transição morfológica de levedura para hifa, e conseqüentemente, na expressão de genes hifa-específicos, como HWP1. 
Apesar das vias de sinalização em resposta ao estresse e da transição dimórfica se interagirem em alguns momentos, como por exemplo, na regulação de genes de virulência, elas respondem de forma diferente aos diversos sinais externos. 

De acordo com as informações já expostas, ainda devem ser elucidados os mecanismos pelo quais as vias de transdução de sinais contribuem para a patogênese, pois produtos de genes de superfície celular (tais como proteínas de parede celular de hifa) podem servir de alvo para novas drogas antifúngicas, interferindo nas interações entre patógeno e hospedeiro. 


Sendo assim, estudos de caracterização de novas proteínas preditas GPI (Pgas) serão realizados, pois de acordo com a figura 6, 66% dessas PGAs ainda têm função desconhecida (Richard e Plaine,  2007). 

Estudos desenvolvidos em nosso laboratório identificaram quatro Pgas (Pga13, Pga18, Pga55 e Pga58), que respondiam ao estímulo da temperatura de 37oC adicionado de soro (indução de tubo germinativo). Destas quatro Pgas, duas foram escolhidas (Pga13 e Pga58) para desenvolvimento deste trabalho, por apresentarem maiores níveis de expressão diferencial durante a indução da fase filamentosa. Porém, a Pga13 tem seu nível de expressão mais elevado após 5 horas de filamentação e a Pga58 logo na primeira hora.  
2. Objetivo 

Os objetivos deste trabalho foram:  
1) Analises “in silico” para verificar possíveis sítios de ligação para os fatores transcricionais Efg1, Tec1, Nrg1 e Rfg1 nos promotores dos genes PGA13 e PGA58 e identificar sítios potenciais de glicosilação nas sequências de aminoácidos codificadas por estes genes.

2) Determinação do perfil de expressão dos genes PGA13 e PGA58 em diferentes condições de estresse e nos mutantes nulos TUP1 e EFG1.
3) Obtenção de linhagens mutantes homozigotas nulas para os genes PGA13 e PGA58.
4) Obtenção de linhagens de superexpressão dos genes PGA13 e PGA58.

5) Avaliações fenotípicas de susceptibilidade aos diferentes compostos perturbadores da parede celular, filamentação, morfologia, crescimento e invasão das linhagens de C. albicans obtidas.
3. Material e Métodos
3.1. Linhagens
As linhagens parentais de C. albicans utilizadas para a obtenção dos diferentes mutantes (Tabela 1) foram as SC5314 (Hilenski, 1986) e CAI-4 (Fonzi e Irwin, 1993). As cepas foram rotineiramente cultivadas em meio YPD (10g extrato de levedura, 20g peptona, 20g glicose por litro) a 30◦C. Para o cultivo em placas, foi adicionado ao meio ágar a 1,5%. 

Tabela 1. Linhagens de C. albicans e seus respectivos genótipos. 
	Linhagens de C. albicans
	Genótipos

	Parentais
	

	SC5314
	Isolado clínico (Hilenski, 1986)

	CAI4 
	SC5314 Δura3::imm434/ Δura3::imm434 (Fonzi e Irwin, 1993)

	Mutantes
	

	YFF1 
	CAI-4  PGA13/pga13Δ

	YFF4
	CAI-4  pga13Δ/pga13Δ*

	YFF5
	CAI-4  pga13Δ/pga13Δ*

	YFF6
	CAI-4  pga13Δ/pga13Δ*

	YFF21
	CAI-4  pga13Δ/ PGA13

	YFF18
	CAI-4  PGA13/ PGA13 + pAU34/13

	YFF25
	SC5314  PGA58/pga58Δ

	YFF27
	SC5314  pga58Δ/pga58Δ

	YFF36
	CAI-4  PGA58/PGA58 + pAU34/58

	BCa2-10
	tup1∆/tup1∆ (Braun e Johnson, 1997)

	Can35
	ura3∆/ura3∆ efg1∆::hisG/efg1∆::hisG (Stoldt, 1997)


* Linhagens mutantes independentes com o mesmo genótipo.
3.2. Análises “in silico” das PGA13 e PGA58

As seqüências das ORFs PGA13, PGA58 e de suas regiões promotoras foram retiradas do banco de dados a partir do Assembly 20 de C. albicans no site Candida Genome Database (http://www.candidagenome.org/). 

3.2.1. Análise das regiões promotoras 


A região considerada promotora foi a seqüência upstream de cada PGA, que estava posterior ao gene adjacente, ou seja, uma região intergênica predita não codificadora (Figura 8). Os tamanhos dessas regiões foram 2434pb e 2328pb para PGA13 e PGA58, respectivamente. 
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Figura 8. Esquema das regiões promotoras das PGAs

3.2.2. Análise de sítios potenciais de N- e O-glicosilação



A análise das seqüências de aminoácidos (http://www.candidagenome.org/) destas PGAs foi realizada para verificação de sítios potencias de N- e O-glicosilação, como foi identificado em genes IFF (codificam proteínas GPI) de C. albicans (Bates et al., 2007). Os programas utilizados para este estudo foram encontrados nos sites: www.cbs.dtu.dk./services/NetNGlyc e www.cbs.dtu.dk./ services/NetOGlyc.
3.3. Reação em cadeia pela polimerase (PCR) 
A PCR foi realizada em volume final de 100μl. A cada tubo foram adicionados 2μl dos respectivos oligonucleotídeos (25μM/μl) e 0,5μg de DNA genômico. Ao DNA genômico e oligonucleotídeos (Tabela 2) foi adicionada uma mistura contendo os demais componentes da reação de maneira que cada 100μl de reação contivesse: 2,5 unidades de Taq Polimerase (Invitrogen), 10μl de tampão 10X (Tris-SO4 600mM pH 8,9, persulfato de amônia 180mM), 2μl de MgSO4 (50mM), 2μl de dNTPs (10mM cada um) e água MilliQ estéril para volume final de 100μl. As amostras permaneceram a 94oC, por 2 minutos para desnaturação do DNA molde e ativação da polimerase. Posteriormente, as amostras foram submetidas a diferentes quantidades de ciclos: 94oC por 30 segundos; anelamento em diferentes temperaturas; extensão a 68oC por 3 minutos. Após os ciclos, as amostras seguiram para o passo de extensão final de 5 minutos a 68oC. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose neutro a 1%.

3.4. Clonagem dos produtos de PCR com o kit TOPO TA Cloning® (invitrogen) 
Após confirmação da amplificação do fragmento de interesse, 1μl do produto desta PCR recém amplificado foi misturado a 1,25μl água MilliQ estéril, 0,25μl da solução salina fornecida pelo kit e 0,5μl da mistura TOPO Vector (que compreende o vetor PCR 2.1 TOPO em solução tamponada com a enzima topoisomerase I – quantidades e componentes exatos não são fornecidos pelo fabricante). Esta mistura foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, para posterior transformação de bactérias componentes. Todas as clonagens realizadas no vetor TOPO foram seqüenciadas paras verificação da ausência de mutações (Tabela 2). 
3.5. Transformação bacteriana 

3.5.1. Preparo de células eletrocompetente 


Uma colônia da cepa de E. coli DH10β foi crescida em 5ml de meio TY (triptona 20g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 5g/L pH 7,0) a 37oC, durante a noite, sob agitação. No dia seguinte, o volume de 1,2ml desta cultura foi diluída em 300ml de meio TY fresco e crescida a 37oC a 180rpm por 3 horas. A cultura bacteriana foi então resfriada em gelo por 15 minutos e centrifugada a 5000rpm durante 5 minutos a 0oC. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 50ml de água MilliQ estéril gelada. As células foram novamente centrifugadas a 5.000rpm durante 5 minutos a 0oC, seguidas de duas lavagens com 30ml de água MilliQ estéril gelada e mais duas com 25ml de glicerol 10% estéril gelado. As células foram então ressuspensas em 1ml de glicerol 10%, separadas em alíquotas de 50μL cada, e congeladas a -80oC.

3.5.2. Transformação por eletroporação 

As diferentes reações de ligação realizadas em TOPO e nos diferentes plasmídeos utilizados neste trabalho, foram adicionados em 50μL de células eletrocompetentes E. coli DH10β e a mistura foi então incubada em gelo durante 30 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma cubeta de eletroporação de 0,1mm e submetidas a um choque elétrico (Capacitância 25μFD, resistência 200Ω, voltagem 1,25V). Após o choque, em cada tubo foram adicionados 1ml de meio SOC (Triptona a 2%, extrato de levedura a 0,05%, NaCl a 0,06%, KCl a 0,02%, glicose a 0,02M e MgCl2 0,01M) e as bactérias incubadas a 37oC e 180rpm, por 1 hora, para recuperação. Após o período de recuperação das bactérias, a cultura líquida foi plaqueada em meio LB ágar contendo o antibiótico de seleção. 

As placas (utilizadas nas transformações bacterianas com ligações em TOPO) foram previamente preparadas com X-GAL (120mg/mL de meio) e IPTG (40mg/mL de meio). Desta forma, foi possível a seleção entre colônias azuis (plasmídeos vazios) e brancas (plasmídeos com inserto). As bactérias transformadas com o vetor vazio apresentam a expressão da β-galactosidase, por indução do promotor por IPTG. Assim, a enzima produzida irá degradar o substrato presente no meio, o XGAL, resultando em precipitado azul. Já, no caso do inserto presente no vetor, o gene da β-galactosidase fica interrompido, a enzima não é expressa e o substrato, por sua vez, não é degradado, permanecendo as colônias de coloração branca.

3.6. Purificação de fragmentos de DNAs utilizando o kit QIAEX II 

Após o fracionamento da amostra por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, o fragmento de DNA de interesse foi recortado do gel com o auxilio de uma lâmina de metal, sobre transiluminador de UV. Para cada volume de gel, no caso de fragmentos de 100pb a 4kb, adicionou-se 3 volumes do tampão QX1 e 10μl da resina Qiaex II. A mistura foi incubada a 50oC durante 15 minutos, agitando-se a amostra a cada 2 minutos para ressuspender a resina, neste passo a agarose foi solubilizada e o DNA se ligou à resina. Em seguida, realizou-se a centrifugação durante 60 segundos, a 12.000g, a temperatura ambiente. Depois de removido o sobrenadante, o pellet de resina foi ressuspenso em 500μl de tampão QX1 para remoção da agarose residual, centrifugando-se nas mesmas condições anteriores. Em seguida, o pellet de resina foi ressuspenso em 500μl de tampão PE para remoção dos sais residuais dos passos anteriores, centrifugando-se nas mesmas condições. Por fim, o pellet de resina foi lavado com tampão PE e seco a temperatura ambiente por 15 minutos. Para eluição do DNA, o pellet foi ressuspenso em 25μl de água MilliQ estéril, e incubado à temperatura ambiente durante 5 minutos, seguido de centrifugação nas mesmas condições. Uma alíquota do DNA purificado foi analisada em gel de agarose neutro a 0,8%.

3.7. Sequenciamento em Seqüenciador Automático ABI 

Esse método foi usado para seqüenciamento do DNA plasmidial. Cada reação de seqüenciamento continha 2μl de Big Dye provido pelo kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reation (Applied Biosystems), 400ng do DNA plasmidial e 10pmoles dos oligonucleot;ideos M13 Foward (F), M13 Reverse (R) (Invitrogen) ou oligonucleotídeos internos específicos. As amostras foram previamente desnaturadas por 1 segundo a 95oC, e submetidas a 20–26 ciclos de reações, que compreendiam: desnaturação por 10 segundos a 95oC, anelamento do oligonucleotídeo em período de 5 segundos a 50oC e replicação por 4 minutos a 60oC em termocilador PCR System 9.700 (Perkin Elmer). O produto das reações foi precipitado, adicionando-se 5μl de acetato de potássio 3M (pH 5,2) e 100μl de etanol absoluto, e então incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O precipitado recuperado por centrifugação foi lavado em etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O precipitado seco foi ressuspenso em tampão de aplicação e aplicado no seqüenciador automático ABI (Applied Biosystems).

 
Os cromatogramas obtidos foram analisados através do programa Sequence Scanner V1. As seqüências obtidas foram analisadas através de BLASTn e BLASTx utilizando-se os bancos do NCBI e Candida DB.

3.8. Extração de ácidos nucléicos 
3.8.1. Extração de DNA plasmidial - kit Perfectprep Plasmid Mini (Eppendorf)

Uma colônia isolada de DH10β transformada por eletroporação foi colocada em 5ml de meio LB acrescido do antibiótico de selação, incubado durante 18 horas a 37oC sob agitação de 180rpm. Após o crescimento, as bactérias foram coletadas e foi seguido o protocolo segundo o fabricante. A massa aproximada de plasmídeo foi estimada através da análise por eletroforese em gel de agarose neutro a 0,8% e quantificada por espectrofotometria.

3.8.2. Extração de DNA genômico
As diferentes linhagens de C. albicans foram crescidas em meio YPD, YPD + 200μg/ml de Nourseotricina ou SC-ura (dependendo do meio no qual foram selecionadas), por 18 horas a 30oC sob agitação. Essas culturas foram centrifugadas a 5.000g para recuperação das células. Estas foram lavada duas vezes em 1ml de TE 1X (Tris-HCl 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0) com centrifugação de 5.000g por 5 minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas no líquido residual. Foi então adicionado 200μl de Solução de Lise (Triton X-100 a 2%, SDS a 1%, NaCl a 100mM, Tris-Cl pH 8,0 a 10mM e EDTA a 1mM), 200μl de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1) e 300μl de glass beads (Sigma). Em seguida, foram agitadas vigorosamente no vortex por 2 minutos e centrifugadas por 5 minutos a 12.000g. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e foi realizada duas extrações com fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1). O DNA foi precipitado utilizando-se dois volumes de etanol 100%. Centrifugou-se a 14.000g por 15 minutos e em seguida lavou-se o pellet com etanol 70%. O pellet secou a temperatura ambiente e, posteriormente, foi ressuspenso cuidadosamente em 50μl de TE 1X.

3.8.3. Extração RNA total 
Para extração do RNA total, as diferentes culturas de células de C. albicans crescidas em condições variadas, foram lavadas em 1ml de TE 1X (Tris-Cl 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0 em água MilliQ tratada com DEPC) por centrifugação  de 5.000g por 5 minutos a 4oC, sendo o sobrenadante descartado. À amostra lavada, adicionou-se 750μl de TRIZOL (Invitrogen) e igual volume de glass beads (Sigma) em relação ao volume do pellet. As amostras foram agitadas vigorosamente no vortex por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado mais 750μl de TRIZOL (Invitrogen), incubando-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se 400μl de clorofórmio, agitou-se novamente no vortex por 15 segundos e incubou-se por 3 minutos a temperatura ambiente com vortex a cada 1 minuto. Centrifugou-se a 12.000g por 5 minutos a 4oC, e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo. O RNA foi precipitado com 750μl de isopropanol 100%, incubando-se por 1 hora a -80oC. Centrifugou-se a 14.000g por 30 minutos a 4oC, lavando-se, em seguida, o pellet com etanol 75%. O pellet secou a temperatura ambiente e, posteriormente, foi ressuspenso em água DEPC.
3.9. Eletroforese em gel de agarose 

3.9.1. Gel de agarose neutro
O gel de agarose foi preparado fundindo-se agarose em tampão TAE (Tris-acetato 40mM e EDTA 1mM pH 8,0). O gel foi derramado em placa horizontal previamente vedada, permanecendo assim até a solidificação da agarose, quando então, foi transferido para cuba de eletroforese horizontal contando o mesmo tampão TAE. A cada amostra a ser aplicada no gel, adicionou-se tampão de aplicação 6X (30% de glicerol, 0,25% de azul de bromofenol). A corrida foi realizada a 80V/cm2 por 40 minutos. Após a corrida, o gel foi corado por 10 minutos com 20mg de brometo de etídeo por mililitro de água MilliQ, e diferenciado em água antes da visualização, que foi realizada em luz U.V. de 360nm. A imagem foi capturada através de um sistema digital de aquisição e análise de imagens Kodak Digital Science 120 (Kodak).
3.9.2. Gel de agarose desnaturante 
A agarose foi fundida em água previamente tratada com DEPC 1%. Posteriormente, foram adicionados tampão MOPS 10X (0,2M MOPs, 50mM NaOAc pH 7,0, EDTA 10mM ph 8,0) e formaldeído para concentração final de 6,5%. O gel 1% foi derramado e deixado solidificar em placa horizontal vedada e previamente tratada com DPEC 1%, sendo posteriormente transferido para a cuba de eletroforese. Cerca de 20μg de RNA total das diferentes amostras foram ressuspensas em tampão de amostra (tampão MOPS 1X, formamida deionizada gelada 50%, formaldeído para concentração final de 6,5%), desnaturados a 65oC por 10 minutos e centrifugados a 12.000g por 5 segundos. Em seguida, adicionou-se o tampão de aplicação da amostra 6X (azul de bromofenol a 0,25%, Ficoll 400 a 20%) e brometo de etídeo (0,8μg). A corrida foi realizada em cuba de eletroforese horizontal na presença de tampão MOPS 1X, sob amperagem constante de 50mA, com voltagem inferior a 80V/cm2 por 4 horas. Após a eletroforese o gel foi fotografado em sistema de documentação e análise de imagens Kodak Digital Science 120 (Kodak). Todos os materiais empregados e soluções usadas no preparo das amostras de RNA foram previamente esterelizados e tratados com DPEC para evitar degradação do RNA.
3.10. Transferência para membrana de Nylon 

3.10.1. Transferência de DNA (SOUTHERN BLOT)

Após eletroforese, o gel de agarose neutro foi tratado com solução Depurizante (HCl a 0,25N) por 3 minutos com agitação moderada e lavado com água MilliQ. Em seguida, foi tratado com solução Desnaturante (NaCl a 1,5M, NaOH a 0,5M) por 2 vezes de 10 minutos cada, com agitação moderada, seguida de lavagem em água MilliQ. Na seqüência, foi tratado com solução Neutralizante (NaCl a 1,5M, Tris-Cl a 0,5M pH 7,2) por 3 vezes de 7 minutos cada, com agitação moderada, seguida de lavagem com água MilliQ. O gel tratado foi incubado por 30 minutos em solução de SSC 20X (NaCl 3M, Citrato de Sódio 0,3M), com agitação moderada. Em seguida, foi montado o sistema para transferência das moléculas fracionadas para membrana de nylon Zeta Probe (Bio-Rad). O sistema de transferência foi construído da seguinte forma: Dentro de um pirex com SSC 10X foi colocado um suporte e, sobre este, uma placa de vidro, sobre a qual foram colocados quatro papéis 3MM embebidos em SSC 20X – primeiro um papel do tamanho do gel, em seguida, dois papéis maiores, conectados ao reservatório de SSC 10X por uma das extremidades, sendo a outra extremidade posta sobre o primeiro papel, e, sobre esses três papéis, um quarto papel 3MM do tamanho do gel. O gel invertido foi colocado sobre a pilha de papéis e sobre ele foi colocada a membrana de nylon. Por fim, foram colocados mais dois papéis 3MM, do tamanho do gel, sobre a membrana. 

Sobre o sistema foi colocada uma pilha de papel absorvente e um peso de aproximadamente 500g. O tempo para a transferência foi de 24 horas, depois do qual, foi feita a desmontagem do sistema e a marcação, na membrana, das posições dos poços presentes no gel. A membrana embrulhada em papéis de filtro foi secada por 2 horas a 80oC e, posteriormente, exposta à luz U.V. a 1.200J/s em aparelho de crosslinking CL-1000 Ultrviolet Crosslinker (Ultra-Violet Products), para fixação do DNA à membrana.

3.10.2. Transferência de RNA total (NORTHERN BLOT)

Após a eletroforese, o gel de agarose desnaturante foi incubado por 30 minutos em solução de SSC 20X (NaCl 3M, Citrato de Sódio 0,3M), com agitação moderada, e, na seqüência, foi montado o sistema para transferência das moléculas fracionadas para a membrana de nylon Zeta Probe (Bio-Rad), cuja montagem e desmontagem segue o mesmo esquema descrito para a transferência de DNA, descrita no tópico anterior.

3.11. Sondas radioativas 

As sondas radioativas foram obtidas utilizando-se o kit Ready To GO DNA Labelling Beads – dCTP (GE), onde a bead fornecida, contendo: os sais do tampão, os nucleotídeos (dATP, dGTP, dTTP), a enzima Klenow Fragment e oligodesoxirribonucleotídeos randômicos, foi ressuspensa em 25μL de água MilliQ. A esta solução foram adicionados 100ng do DNA desnaturado e dCTP[α-32P](50μCi), completando-se um volume final de 50μL. A reação foi incubada a 37oC durante uma hora. Após o término da incubação da sonda, foi adicionado 2,5μL de DNA de esperma de salmão (10mg/ml) desnaturado e STE para um volume final de 100μL. As amostras foram submetidas a purificação por coluna de Sephadex G-50, previamente equilibradas com STE. A radiação emitida de cada amostra foi quantificada em cintilador líquido (Beckman) e calculada a atividade específica e o volume a ser utilizado nas reações de hibridação.
3.12. Hibridação 


A pré-hibridação das membranas foi realizada em garrafas de hibridação contendo 50ml de SSC 6X em temperatura ambiente seguida de solução de Church's & Gilbert (albumina bovina a 1%; EDTA 1mM, pH 8,0; Na2HPO4 – 12H2O 0,25mM; H3PO4 a 0,2%; SDS 0,24mM – 5ml em garrafas pequenas e 12ml em garrafas grandes), incubadas a 65oC por uma hora em agitação moderada em forno de hibridação Robbins Scientific modelo 400.

Para a hibridação a sonda radioativa foi colocada a 95oC por 2 minutos, seguida de 2 minutos em gelo para desnaturação, e posteriormente foi adicionada à solução de Church's & Gilbert, na proporção de 1.000.000 cpm (counts per minute) por ml de solução. A reação foi incubada em forno de hibridação 16-20 horas a 65oC.

3.13. Lavagem e exposição das membranas 

Realizada a hibridação, a sonda foi desprezada em lixo próprio para material radioativo, e a cada garrafa foram adicionados 50ml de soluções SSC 2X e SDS 0,2%, por 5 minutos a temperatura ambiente. Após o descarte, foram realizadas mais duas lavagens com as soluções SSC 1X e SDS 0,2% por 30 minutos a 65oC e uma lavagem com soluções de SSC 2X e SDS 0,2%, por 10 minutos a 65oC. Após as lavagens, as membranas foram embaladas, seladas e expostas em tela de sensibilização em cassetes do sistema PhosphorImager  por aproximadamente 7 dias. Posteriormente as imagens foram analisadas utilizando-se programa Image Quant (Molecular Dynamics).
3.14. Ensaios de Northern blotting 

3.14.1. Análises de expressão das PGA13 e PGA58 por Northen blot em diferentes condições de estresse
Para estas análises foram realizados experimentos de choques osmótico e ambiental de acordo com a metodologia de Vinces e colaboradores (2006), onde as células de C. albicans SC5314 cresceram a temperatura de 30oC até uma densidade óptica de DO600 de 1,0 em YPD. Neste meio foram adicionados, os compostos nas seguintes concentrações: 300mM de NaCl, 5mM de H2O2, etanol 7,5%, cafeína 10mM e HCl pH2,8. As células foram expostas aos choques por 20 minutos antes de serem recolhidas. Para o teste de choque osmótico, as células foram crescidas em YPD contendo sorbitol 1M a 30oC, até atingir a DO600 de 1,0. Em 10ml desta cultura foi acrescentado 40ml de água para o choque hiposmótico e 2,5M de sorbitol para o choque hiperosmótico. As células foram recolhidas após 20 minutos de choque e tiveram seus RNAs extraídos. O ensaio de Northen blot, para análise da expressão das ORFs PGA13 e PGA58, foi realizado utilizando-se sondas específicas para cada gene marcadas com P32.
3.14.2. Análises de expressão das PGA13 e PGA58 nos mutantes efg1∆/efg1∆ e tup1∆/tup1∆ de C. albicans 

As linhagens de C. albicans CAI-4, efg1∆/efg1∆ e tup1∆/tup1∆ foram crescidas em meio YPD a temperatura de 30oC. Após 5 horas de crescimento, as células foram recolhidas para extração dos RNAs. O ensaio de Northen blot foi realizado utilizando-se as sondas específicas para cada gene marcadas com P32.
3.15. Southern blotting
O DNA genômico, das cepas CAI-4, YFF1, YFF4, YFF5 e YFF6, foi digerido com a enzima de restrição PstI (New England Biolabs) (Figura 25), utilizando 20 unidades de cada enzima para digerir 10μg de DNA genômico. A digestão foi realizada segundo recomendação do fabricante, no volume final de 100μL, durante duas horas a 37ºC. A digestão foi interrompida por extração fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1). Ao sobrenadante foi adicionado igual volume de isopropanol 100% para precipitação do DNA digerido. O DNA foi lavado em etanol 75% e seco a temperatura ambiente por 15 minutos. O DNA digerido foi então ressuspenso em 20μL de TE 1X, para posterior aplicação em gel de agarose neutro a 1%. A sonda radioativa utilizada para este ensaio foi o fragmento 5’PGA13 (320pb) amplificado e marcado com P32.

3.16. Construção dos vetores de integração para superexpressão das Pga13 e Pga58 no lócus de ACT1

Os genes das Pgas foram amplificados, utilizando-se os iniciadores diretos e reversos mostrados na Tabela 3, e clonadas em TOPO TA Cloning® (invitrogen) para posterior subclonagem no vetor pAU34 (Uhl, 2001). Para a construção dos vetores pAU34/13 e pAU34/58 as PGA13 e PGA58 foram retiradas de TOPO, com as enzimas de restrição BamHI-EcoRV e BamHI-XhoI, respectivamente (Figura 9). Após a purificação dos fragmentos liberados de TOPO, estes foram ligados no vetor pAU34 para transformação de DH10β. Estes vetores foram purificados e digeridos com a enzima BsrGI para transformação de C. albicans. 
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Figura 9. Esquema da construção dos vetores de superexpressão em C. albicans. A e B, mostram as enzimas de restrição utilizadas para inserção dos genes PGA13 e PGA58 em frente ao promotor ACT1 do plasmídeo de expressão pAU34 (Uhl, 2001), respectivamente. A - pAU34/13 e B - pAU34/58. 

3.17. Construção dos cassetes nocaute das PGAs
Um fragmento de 320pb, anterior ao códon ATG iniciador do gene PGA13 de C. albicans (5’PGA13), foi amplificado do DNA genômico de SC5314 com um par de iniciadores contendo os sítios de restrição das enzimas KpnI e XhoI nas respectivas extremidades (Tabela 2). Outro fragmento de 300pb, posterior ao códon de parada da tradução (3’PGA13), foi amplificado com outro par de iniciadores contendo os sítios de restrição das enzimas NotI e SacI nas respectivas extremidades. Estes fragmentos anterior e posterior a ORF (open reading frame) PGA13 foram clonados em TOPO TA para subclonagem em ambos os lados do URA3 flipper para gerar o cassete de eliminação da PGA13 - URA3 Flipper PGA13 (Figura10A).

Para a deleção da PGA58, os fragmentos anterior (5’PGA58) e posterior (3’PGA58) amplificados são de 987pb e 400pb, respectivamente, e contêm os mesmos sítios de restrição utilizados para construção de URA3 Flipper PGA13. O cassete de eliminação da PGA58 foi construído com SAT1 Flipper, dando origem ao SAT1 Flipper PGA58 (Figura 10B).

3.18. Cassetes URA3 Flipper PGA13 e SAT1 Flipper PGA58
Para a obtenção de mutantes nulos homozigotos dos genes PGA, utilizaremos a metodologia do URA3 flipper e SAT1 flipper desenvolvida por Reuss e colaboradores (2004). Como C. albicans é um organismo diplóide, a técnica se baseia no uso de um cassete contendo o gene da Flip recombinase e de suas sequências de reconhecimento FRT para remoção do cassete após o primeiro nocaute. Isto possibilita o uso do mesmo cassete para eliminar o segundo alelo. Este cassete também contém o gene URA3 para seleção das colônias em meio sem uridina ou o gene de resistência a nourseotricina. Para a excisão do casssete URA3 flipper PGA13 nos mutantes heterozigotos, as colônias selecionadas foram crescidas a 30oC por 24 horas no meio YCB – BSA (24g de Yeast Carbon Base, 4g de BSA, 1g de uridina e 2g de extrato de levedura por litro) e em seguida foram plaqueados em meio CSM (7g de Yeast Nitrogen Base, 2g de glicose, 0,8 de Synthetic Complete Drop Out Mix –ura e 0,01g de uridina por litro). Para a excisão do casssete SAT1 flipper PGA58 nos mutantes heterozigotos, as colônias selecionadas foram crescidas a 30oC por 24 horas no meio YPM (10g extrato de levedura, 20g peptona, 20g maltose por litro) e em seguida foram plaqueados em meio YDP + 10μg/ml de Nourseotricina (10g extrato de levedura, 20g peptona, 20g glicose e 10mg Nourseotricina por litro). 
3.19. Cassete SAT1 Flipper PB13 para reintegração do gene PGA13. 
Um fragmento de 1932pb formado por 561pb, anterior ao códon ATG iniciador do gene PGA13 mais 1371pb do gene PGA13 (5’PGA13+PGA13), foi amplificado do DNA genômico de SC5314 com um par de iniciadores mostrados na Tabela 3. Outro fragmento de 300pb, posterior ao códon de parada da tradução (3’PGA13), foi amplificado com outro par de iniciadores contendo os sítios de restrição das enzimas NotI e SacI nas respectivas extremidades. Estes fragmentos foram clonados em TOPO TA para subclonagem em ambos os lados do SAT1 flipper para gerar o cassete de reintegração da PGA13 - SAT1 flipper PB13 (Figura11).
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Figura 10. Diagrama esquemático da estratégia URA3 Flipper PGA13 e SAT1 Flipper PGA58 para eliminar as PGA13 e PGA58, respectivamente. (A) O cassete URA3 Flipper PGA13 contém um gene URA3 para seleção em meio sem uridina (SC-ura). Um gene FLP, sob o promotor SAP2p e dois sítios de recombinação FRT (caixa preta sólida). (B) O cassete SAT1 Flipper PGA58 contém um gene SAT1 para seleção em meio contendo Nourseotricina (YPD + 200μg/ml Nourseotricina). Um gene FLP, sob o promotor MAL2p e dois sítios de recombinação FRT (caixa preta sólida). Nas extremidades destes cassetes, estão as regiões que flanqueiam os respectivos genes.
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Figura 11. Diagrama esquemático da estratégia SAT1 Flipper Pb13 para reintegração do gene PGA13. O cassete SAT1 Flipper Pb13 contém um gene SAT1 para seleção em meio contendo Nourseotricina (YPD + 200μg/ml Nourseotricina). Um gene FLP, sob o promotor MAL2p e dois sítios de recombinação FRT (caixa preta sólida). Na extremidade anterior está o gene PGA13 (1371pb) com parte de sua região promotora (561pb) e na outra extremidade a região terminadora de PGA13 (300pb).
3.20. Transformação de C. albicans 
Culturas previamente cultivadas por 16 horas foram diluídas para OD600nm 0,2 em 50ml de meio YPD e cultivadas por aproximadamente 5 horas a 30◦C até uma OD600nm de 1,6 a 2,2. As células foram centrifugadas a 4000 rpm e lavadas com 50ml água MilliQ estéril e ressuspensas em 10ml de tampão LATE (100mM acetato de lítio pH7,5, 10mM Tris-HCl pH 7,5 e 1mM EDTA). As células foram incubadas a 30oC por 1 hora a 150 rpm. Dado o período de 1 hora, foram adicionados 250μl de DTT 1M e as células permaneceram a 30oC por 30minutos a 150 rpm. Na seqüência, foram adicionados 40ml de água MilliQ estéril e as células foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos a temperatuda ambiente. Depois de descartado o sobrenadante, essas células foram lavadas novamente com 25ml de água MilliQ estéril gelada (4oC). Terminada as lavagens com água, essas células foram lavadas uma vez com 5ml de sorbitol 1M gelado (4oC). E finalmente, após a centrifugação (4000 rpm por 5 minutos a 4oC), as células foram ressuspensas em 500ml de sorbitol gelado e 40μl  destas foram distribuídas nas cubetas 0,2cm.

Nesta suspensão de células de leveduras foi misturado 1μg de DNA das construções URA3 Flipper PGA13 ou SAT1 flipper PGA58 para eliminação de PGA e vetor de expressão pAU34/13 ou pAU34/58. As células foram submetidas a um choque elétrico de 1,8kv  (25μF e 200 ohms), rapidamente ressuspensas em 1ml de sorbitol 1M, transferidas para tubos de 1,5ml, centrifugadas (13000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente) para descartar o sobrenadante e ressuspensas em 1ml de YPD para recuperação das células por 4 horas a 30oC sob agitação de 150rpm. Antes da semeadura das células nas placas de meio seletivo, estas células foram lavadas com 1ml de tampão TE 1X (10mM Tris-HCl pH 7,5 e 1mM EDTA) e centrifugadas (4000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente). As células foram ressuspensas em 200μl de TE e semeadas em placas SC-ura (7g de Yeast Nitrogen Base, 17g de Bacto ágar, 0,8g de Synthetic Complete Drop Out Mix–ura e 20g de glicose por litro) ou YPD + 200μg de Nourseotricina e cultivadas a 30◦C. As colônias foram coletadas após dois dias de crescimento. 

3.21. Curva de crescimento


As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF4, YFF18 e YFF21 foram crescidas em YPD a 30oC por 20 horas sob agitação. Dado esse período de tempo, essas culturas tiveram suas OD600nm medidas e diluídas para 0,1 em 50ml de YPD. Esses novos inóculos diluídos foram colocados a 30oC a 150 rpm. A partir daí, alíquotas de 1ml eram tiradas de hora em hora nas primeiras 8 horas e depois nas horas 24, 36 e 48. Essas alíquotas foram medidas a OD600nm e seus valores foram comparados. 
3.22. Análise da morfologia e da parede celular


As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF4 e YFF18 foram crescidas em YPD a 30oC por 20 horas sob agitação. Dado esse período de tempo, essas culturas tiveram suas OD600nm medidas e diluídas para 0,2 em 5ml de YPD. Para cada linhagem foram feitos dois inóculos, um para incubação a 30oC (levedura) e outro a 37oC com adição de soro (hifa).  Após 4 horas de crescimento, essas culturas foram fixadas adicionando-se 640μl de formaldeído 87% ao meio. Essas foram incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente. Após o passo de fixação, essas células foram marcadas com 1μl de Calcofluor White (10mg/ml). Depois de 20 minutos de marcação, as células foram lavadas 2 vezes com TE 1X (10mM Tris-HCl pH 7,5 e 1mM EDTA). Para visualização da morfologia celular, essas células foram ressuspensas em meio de montagem e distribuídas nas lâminas (10 μl) e vistas em microscópio de fluorescência. 

3.23. Análise da invasão e filamentação

As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF1, YFF4, YFF18, YFF21, BCa2-10 e Can35 foram crescidas em YPD a 30oC por 20 horas sob agitação. Dado esse período de tempo, essas culturas tiveram suas OD600nm medidas e diluídas para 0,1. Desta diluição, 5μl  foram aplicados no meio Ágar soro  (20g de Ágar bacteriológico e 100ml de soro fetal bovino por litro) para o teste de invasão e no meio Spider (10g base nitrogenada de levedura, 10g manitol, 2g K2PO4, 1g uridina, 13,5g de Agar bacteriológico por litro de água) para verificar a filamentação. As placas foram incubadas a 37oC por 5 dias.  

3.24. Análise de Suscetibilidade a diferentes compostos. 
As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF4, YFF18 e YFF21 foram crescidas em YPD a 30oC por 20 horas sob agitação. Dado esse período de tempo, essas culturas tiveram suas OD600nm medidas e diluídas para 0,1 (100), 0,01 (10-1), 0,001 (10-2) e 0,0001 (10-3). Destas diluições, 5μl foram aplicados nas placas de YPD contendo os seguintes compostos: Calcofluor White (40 e 50μg/ml), Congo Red (50 e 70μg/ml), Higromicina B (150 e 200μg/ml), SDS (0,05 e 0,1%), NaCl (300mM), H2O2 (10mM), Azul de Metileno (0,01%) e pHs (2,8 e 8,5). As placas foram mantidas a 30◦C e 37◦C por 24 horas. 

4. Resultados 
4.1. Efg1, Tec1 e Nrg1 são possíveis fatores transcricionais de PGA13 e PGA58
Para avaliar quais os possíveis fatores transcricionais envolvidos na regulação da transcrição destes genes, foram realizados estudos de bioinformática, utilizando as seqüências promotoras das ORFs PGA13 e PGA58 (Figura 8) retiradas do banco de dados www.candidagenome.org/. Foram observados possíveis sítios de ligação para os fatores transcrionais Efg1p (CANNTG), Tec1p (CATTCY) e Nrg1p (MVCCCT), mas não foi identificado nenhum sítio para Rfg1p (YYYATTGTTCTC) (Figuras 12 e 13). De acordo com estes resultados, as PGA13 e PGA58, podem ser reguladas pelos fatores transcricionais Efg1p, Tec1p e Nrg1p. 

4.2. As Pga13 e Pga58 podem ser N- e O-glicosiladas


Nas análises realizadas para verificar os sítios potenciais de glicosilação foram utilizadas as sequências de aminoácidos das PGAs através dos programas disponíveis nos sites www.cbs.dtu.dk./services/NetNGlyc e www.cbs.dtu.dk./ services/NetOGlyc. A figura 14 mostra os pontos de N-glicosilação nas ORFs PGA13 e PGA58, mas de acordo com o limiar de confiabilidade (Threshold = 0,5) do site é possível que somente a proteína codificada pela ORF PGA13 seja N-glicosilada. O aminoácido em vermelho mostra o elevado sítio potencial de N-glicosilação (Threshold > 0,5) e os aminácidos em azul baixos potenciais (Threshold < 0,5). 


Os sítios potenciais de O-glicosilação são mostrados na figura 15. 65,2% e 79,6% desses sítios potenciais encontrados nas Pga13 e Pga58, respectivamente, estão acima do limite de confiabilidade (Threshold > 0,5). Este resultado sugere que estas proteínas são O-glicosiladas, mas devido às elevadas quatidades de serina e treonina verificadas em ambas sequências de aminoácidos (PGA13 e PGA58 possuem 36% e 20,5%, respectivamente), este resultado já era esperado. 

PGA13
ATGAAGGGAAATCTCCAACTAATTTACATGTATACCAAAATCAGTACAACACTATGAAAGGTTGAAGAAGTAATTGCCTTAATGATTGTAGAACTTAGAATGTAGTGAGAACAAACGCGTAAAACCTTGAACGGTAGGAGTCTTGCGATGTGTAAAAAATCATTTGATCACATCATAAGCACCCGAACAAATACCTACCTCCATAGTGTTTCAGAAAAGGGGGATATTGTGATAAACTTTCGAGACACAGGGGGTTTAAAACTAATCTAAAGATCTTGATGATGTCAGTGTCAACGACGATGAAGATGAAATTGTTTCAAACGATCAATTTCTACGTATTAGGAAGGCCAAAAAATCAATAACGGGAGAGAATGTGTTTGTTGCAATTTGTTCTTTTTGCATCTAGAACCTGTTTTTAGTCTTATACACAAAAGTCGGTGTTCTTTCTATATTGGGTGAAATTATATTTTGCAGACAGGAAGAATCAAGAGTGTTGCTCTTACCTCCTGAGCTTTCCAGGTTTGTTGTTGTCACACCACTCAGTTTTCCTATTGCATGAATTTCTATTTCAAATTATGAAGTCGTAGTTTTTTCATATAACCACCAAAAAGTTGAGGCGTTGATGATAGCAAACATATCTAACCAAGGTCGGAATCAAACTTGGACTGCAGCAAATACTAGTATAGCCGAGCCGATCCATATAGAAATGAAATCAGAAACTGAAAATTTCAAAGTCCGCGAGTTAACAATAAACGATTACTGTATGGGATGGTAAACAAAAGTGAATATCCGAGCTTCACCTTGATACGAAGCTCATAACTACACACAACCCAATAAACAAAATCCATCTTTGTCCATTGTGCACATTTAGTGGGCAATACCTATTGTTCAAACGTTCAAAAAAAAAAGAACTTCGTAGTTGATAAAAGAAACAGAATAGAATTGCGTCTACAATTCCAAATGGACCATGTTTGACCATTGCTTTTGCTTTGCCTCTCTGCATGTAATAATTGACTTGGCTTAGGTGTTGCTTTCGACGGGGGGGGTGGGGACATGTTTGTTAAAATTTCAAGTCCACTGATTATTATTACACCCCATTTTCTTTTTTTTTTTTTGGTAGGAAAGAGGGTGCGTCCGGTTGCACATTGCAATGGACCCGTATCATACATCAAGAATTTTATCTATTGATCGACAGGTGGGCTGGCTGACTGGGCTGGGCTGGCTTAATGGTGTTGTAAATTGATCAAGAGACTATTGAATGTCTACTTGAGTGGTTATTGATATTTTCAACTATGTTTGTAGTGTGATTTTGAAAGCCAAGAATGGCACAAAAAAAATATTGTGCTATTTTTTTTCATCTTTGAAAGGGATAACCCAACCACTAGTGAACACACACATACACAATATCAAGGGCAGAATACAAAACGGACTCAAAATACAAACAAGGAGATATTATTTGTGATTTCATTTTGTTTTTGTAGTATCTAAACATTCTCATCTCTCCTATCTACGGGTCGATCCCCCCCCTTAGATCACCAACTACTACTGTTTTCATTTAATGCTACAGTGGTTATATTAGTTATTTTTAGCAATAGTTGTTGCTTTTTTATTTTTATCCCAAAGGGCAATTCCAATAGTAGGTGTGTGTGTGTACTACATAGCATTTTTTGTTTTGTCGTACCCATTACTGACCAGTAAAGATACACCCTCATTACTTTACTCAATCAGGTAATTCAATAAACTGCTGGAAGGTCCCCTCTTATCTTCTATCAGTAGTTACAAAATGTTTTGAATCTTGTTACGATCTTCCCTACAGATTTTGTCTTTTGCCAGCCCAACATTCCCATATGAAAATAAAGAACTGACCAAATCATTTGAAGAGTGTAACAGGTAAGAAAATCATAATGGAAATACACAAAATCAAATTTCACCCTTTTTGCTTTTGTTTCTCTTTGTGTTTTTTTTTCTCAATTGATTTAAGCTGCAAATCCCATAACAATAATACCCGCGCCACGTTATTGACAATCAAAATCAATATTAATTAATCAATTAATTAATTGATGCAGTTGTTCTTGTTGTTCTTGTTTGATGGAAAAGAAAAGAACCCTTTTTGTAACTATTCCGATTTCTCAGATAACCAAACGCCAATCAGAATATTATTATTAGTGACAAACAGAAATCTTTTTCCGTGACAAGAATGATTGAGTGCTTTTTGATATGACAATCACCAGCTCCTCCTTGTTTCCATCCCTCCCTCACTCCCCTTAAAACTAATCATTGCTTTTTTTATTATACATTTTCTATTTTTAAATGCTCTGTTTGATAGTTCTTCAATTGTGATAGGAAAAAAAAAGTATAAATAGATCCATGGTTTTCCAATATTTTGCATTCACTGTAGACTAGGTTTATAACACACCATCATAATCATTCGCTATG
Figura 12. Identificação dos possíveis sítios de ligação dos fatores transcricionais Efg1p (amarelo), Tec1p (azul) e Nrg1p (verde) na região intergênica considerada promotor da PGA13.
PGA58
GACAGAACTATAATTTGGCGGTACTAACTTAGATTTGATATCTAGTAAAAGTGTCCATAAATGTATGTATATGTATAAACAGTTACTAATTGAGTTTTAATATTTATTTTATTTGATTATTTTTTTTATTTATGACGTTATGAAAAGTATTTAGTGTTAGTTTTTGTTTAGTATGCTTGGAAATATTATAATTGATTAAAACTAGCTATCTAATGTTTTAGTAGACTGGTAAGCCCGATTCATTCATTCTTGTCTTCAAGAGAATTTGTAATAAAGGAATAATTTTCTAGGATCCAATACCGACTACCTATTGTTACCTCCCAAATATTCAAGTATGCTAGAATCGAAAGTAACCACAAATATTGTGGCAACATCGACAGTGGCAGTGTGGCGATGACGGTACCTCTCGTAGTGCTTACTATCAGTGAACTACACGAAATCTTTCAAACGTTTGTTGTGGTTGTGGTTATGTGTGATTTCGTCTAACACCACTACCATAACTTGAAATTAGAAACACGGTTAAATTACAAACCAGTATTTAAAAAACAATAATAAACAATAAACATCATGTGTCTTCAATATTGTGTCGATCTTTTGTAGGGGCTTGTCTTTATTTTTAAATTCTATTATTTTTCAATTCTTTAGTTTTCTGGTCGGTACCTGAAAATTATTAGGAATTTCTTTATTGTGATCTCTTGGGGATGGCTAAAAGTTACTAAATCAAACAGAATGACATAAAATACAATACTGGTTTGTCGATCAGAATCACTGCCCAGTTTTTAGTTGATTCTTAATTTTCTATTGTTATTTCATTTCATATGCAAAAGGTTTATTTCTACAAACTTTTCTATTGGCATATTGCTAATGATCATGGTGACAGTGGTGGTGATGATAATGGTTGTAGACGTTTCTCTCACGCACAGTGGAAGAAAAAAAAATTAAAGGGGGAGGATGGGTGGGGGGACCAGCTGCAGCCCTAGTTAAAATCATTTTAAGTGGCGACGCGTTAAAATTAGCAAATGAACTAGAACTGAAACATTTTACCGTCAATAAGACAAGAGAGTGTTTACCAATATATACATTTGAAGGAAAAAGAAAGGCGTACATTCCCGCCCCTATTGAATACAGAGAATGATACAACAAAAATGATATTACTCAAAGCAATGTGAATGTGTTTACATGTTTCACGAATTATAGTTTTGAAGAATTGGAGCCACCATTTTGTCGACAAAAAGAAACAGGACGAGTCCAATGCTTCGGACCTCCTCATCTTTCTGTCCCCACAAATAAGAGGAAGGCTTAATCTCACTTTAATTATCAAAGCCACCCATTATCATTCAAGCAGATGTAATTCATTTGCTTGTTTGAAAAGACTCAATTATTAGAATACAACGATAATAATTGTATTCTTCTGAAACATATTCACTGAATTTTATTAATATGTTTAACGGTGACAACAATTCCATTTGATCAGTTTCATTTCCGGAATATATTTTCCATCAACAAACAAATATTTTCACACTATTATTATTAAATGACGGCAATCTTTGACTATACTAAACAGCAACACAGAATAATTCTAGAACAGCTTTACCCATTTCAGCTTTGTCTAATTATACACAATATCCCACCCATCCATCCATCCACCAATAAAAACATCATATATTGAAAAAAAAAGCTGTTCGTGTAATTGACACAAAAAATAGAAAAAGGAATTAACATGCCATGTATGCAAATATGCGTAGTTCCTCATTTTTGGGGCTGATTTAAATTTTGCATTCTAAGGTGACACGATTGTTGAAATTCTTTATAGTTGATTTACTAATTTATAATTTGTGGTGTTAGTAGTAGTTGTTGTTGGCGTCGGCTCCATATACATTTTAGACTAATACAAAACCCAGTTACACAAAAATAAGAGAATAATAGGTAAATAAACAAATTAAAAACTGAAAAACGCAATGCAATATCGTCTTTTCACGTCATGGTACAAGTTGTCACCACTGAATTTCTTTTCATACTTTTGTGGAAGTTGAACTACAACTTTAACAAATAAAACATAGAAAACAGGTTTACCATTTAATTATGCAATTGAACAATTCCAGATTGATTTATTTTGATGAAATAATTGCTGTTGTTACACTTCCTTCAAAAGTGTCGAGTAGTTGCACCCAAACCAACTATAAATTAAACCCAATCTTCCCCCTAAATTCATATCTTTATTTCTTTTGTTCTTACTAATATTAAAAGTTTTAGTACCATATTATCACTTTTAAAGTATCAAATACCAACTACCCGTCTTTCGCTTTAACTACAATTATTTAAATTACAAATG
Figura 13. Identificação dos possíveis sítios de ligação dos fatores transcricionais Efg1p (amarelo), Tec1p (azul) e Nrg1p (verde) na região intergênica considerada promotor da PGA58.
PGA13

MRSPSLAVAATTVLGLFSSSALAYYGNTTTVALTTTEFVTTCPYPTTFTVSTCTNDVCQPTVVTVTEETTITIPGTVVCP    80

VVLTPSGSASASASAGASSEEEGSVVTTQVTVTDFTTYCPYPTTLTITKCENNECHPTTIPVETATTVTVTGEVICPTTT   160

STSPKESSSEAASSEVITTQVTVTDYTTYCPLPTTIVVSTCDEEKCHPTTIEVSTPTTVVVPGTVVCPTTSVATPSQSEV   240

ATKPTTINSVVTTGVTTTDYTTYCPSPTTIVVSTCDEEKCHPTTIEVSTPTTVVVPGTVVHPSTSATIITTTAEQPPASP   320

EVSTIESVVTTPATLTGYTTYCPEPTTIVLTTCSDDQCKPHTVSATGGETVSIPATIVVPSSHTTQVEITVSSASVPASE   400

KPTTPVTVAAVSSSPAVSTETPSLVTPAISIAGAAAVNVVPTTAFGLFAIILASIF

PGA58

MQFSTLVSLAAVIVSTNAAALLTQTVESSTVVTITSCGPEHTNCPASSPATPAPAPSASAPAPPAPEQPEPSAPAPAPSA    80

PAPEQPEQPATPATPAAPATPATPAAPEPSAPAPEQPASPAAPAPAPSAPAPAPEQPEQPAAPTTKEAESTPAPAPSAPA   160

PPAPEQPESAPAPAPSAPAPEQPESSPAPAPSAPASVPEQPASSVSNSTGPSSVPTFEGAAAKQYITGSVAVIAAALLAL   240

Figura 14. Seqüências de aminoácidos das PGA13 e PGA58 mostrando os possíveis sítios de N-glicosilação identificados pelo programa disponível no site www.cbs.dtu.dk./services/NetNGlyc. Em azul, aminoácidos com baixos potenciais (Threshold < 0,5) e em vermelho alto potencial (Threshold > 0,5) de N-glicosilação.
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Figura 15. Gráficos das regiões com potencial de O-glicosilação das PGA13 e PGA58 obtidos através do programa disponível no site www.cbs.dtu.dk./services/NetOGlyc. A linha vermelha identifica o limite de confiabilidade dos resultados e as linhas azuis mostram as possíveis posições de O-glicosilação. 
4.3. Tup1p regula negativamente a expressão das PGA13 e PGA58
Os ensaios de Northern blot, com os mutantes nulos para TUP1 e EFG1, foram realizados para verificar se estes dois fatores transcricionais regulam a expressão das PGA13 e PGA58. Os resultados indicam que ambas PGAs são reguladas negativamente pelo fator transcricional Tup1p, pois apresentaram um aumento no número de transcritos de PGA13 e PGA58 na linhagem tup1∆/tup1∆. Este resultado, analisado juntamente com os resultados de bioinformática, sugere que Tup1p regule negativamente através dos sítios reconhecimento de Nrg1p. Pois estudos desenvolvidos por Kadosh e Johnson (2001) indicam a atividade regulatória de Tup1p através da formação de complexo com Nrg1p ou Rfg1(proteínas ligantes de DNA). Para mutantes efg1/efg1, as PGA13 e PGA58 não apresentaram nenhuma alteração significativa na expressão (Figura 16).
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Figura 16. Análises de Northern blot da expressão das PGA13 e PGA58 em mutantes efg1Δ/efg1Δ and tup1Δ/tup1Δ de Candida albicans. Células de C. albicans foram crescidas em meio líquido YPD a 30°C e após 5 horas tiveram seus RNAs extraídos. 
4.4. A expressão das PGAs foi alterada sob algumas condições de estresse

Visto que muitas proteínas-GPI participam das funções de síntese e remodelamento da parede celular, principalmente, sob condições de stresse celular, outros ensaios de Northern blot foram realizados para verificar os níveis da expressão das PGA13 e PGA58 em diferentes condições de estresse. A expressão das ORFs PGA13 e PGA58 foi diminuída quando estas foram submetidas aos estresses de H2O2, etanol, cafeína e HCl. A PGA58 teve um ligeiro aumento (33%) em sua expressão sob o estresse salino (NaCl 300mM), sendo que a expressão de PGA13 foi diminuída nesta mesma condição (Figura 17). 

Os choques hiperosmótico e hiposmótico, para as células de C. albicans, ocasionaram a diminuição da expressão das duas ORFs, sendo que a PGA58 teve um decréscimo menor que o verificado para a PGA13 (Figura 18).
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Figura 17. Análise por Northern blot da expressão dos genes PGA13 e PGA58 em diferentes condições de estresse. As células de C. albicans foram crescidas em YPD a 30°C até a fase logarítimica e então expostas por 20 min sob os estímulos de estresse. As condições de estresse utilizadas foram: NaCl (0,3M), H2O2 (5mM), Etanol (7,5%), Cafeína (10mM) e HCl (pH 2,8). 
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Figura 18. Análise por Northern blot da expressão dos genes PGA13 e PGA58 quando submetidas ao estresse osmótico. As células de C. albicans foram crescidas em YPD sorbitol 1M a 30°C até a fase logarítmica, e então, expostas por 20 minutos sob os estresses hiposmótico (sorbitol 0,2 M) e hiperosmótico (sorbitol 2,5M).
4.5. Construção dos vetores de integração para superexpressão das Pga13 e Pga58 no lócus de ACT1
O estudo do efeito fenotípico do excesso ou a falta do produto gênico são maneiras possíveis de entender a função de um gene em um organismo, portanto, foram construídos os vetores de inserção para a superexpressão das Pga13 e Pga58 nas células de C. albicans (Tabela 3).

Os genes das Pgas clonados em TOPO foram subclonados no vetor pAU34 como mostra a figura 10. Este vetor promove a integração de ORFs no lócus de ACT1 de C. albicans. Desta maneira, o nível desses transcritos são aumentados na célula, a partir da expressão sob o controle de um promotor forte ACT1p.
As figuras 19 e 20 mostram os passos da construção dos vetores pAU34/13 e pAU34/58, respectivamente. De acordo com os marcadores moleculares M1, M2 e M3, foi possível identificar os tamanhos corretos das ORFs liberadas de TOPO por enzimas de restrição, assim como, verificar a correta ligação da PGA13 (1371pb) e PGA58 (723pb) em pAU34 (5691pb). 

Estes vetores foram usados para transformação da linhagem CAI-4, dando origem as linhagens YFF18 e YFF36 (Tabela 2). A integração correta destas ORFs no lócus de ACT1 foi verificada por PCR. Os iniciadores ACT1p F, com anelamento mais externo a região do promotor ACT1, e PGA13 R amplificaram o fragmento de 2000pb, como esperado (dado não mostrado). 
Tabela 3. Vetores construídos para superexpressão das PGA13 e PGA58
	Vetor construído
	Vetor utilizado
	ORF clonada

	pAU34/13
	            pAU34
	PGA13

	pAU34/58
	            pAU34
	PGA58
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Figura 19. Passos da construção do vetor de expressão pAU34-13 mostrados através de eletroforese em gel de agarose neutro 0,8% das digestões realizadas. M1- DNAλ/HindIII, M2- θ/HaeIII, M3- 5000pb (Fermentas), 1- pAU34/EcoRV-BamHI (vetor linearizado), 2- TOPO+PGA13/ EcoRV-BamHI (inserto), 3- pAU34 purificado, 4- PGA13 purificado e 5- pAU34-13/EcoRV-BamHI (plasmídeo recombinante).
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Figura 20. Passos da construção do vetor de expressão pAU34-58 mostrados através de eletroforese em gel de agarose neutro 0,8% das digestões realizadas. M1- DNAλ/HindIII, M2- θ/HaeIII, 1- pAU34/XhoI-BamHI (vetor linearizado), 2- TOPO+PGA58/XhoI-BamHI (inserto), 3- pAU34 purificado, 4- PGA58 purificado e 5- pAU34-58/XhoI-BamHI (plasmídeo recombinante).
4.6. Construção dos cassettes nocaute das PGA13 e PGA58 

Para obtenção dos mutantes nulos dos genes PGA13 e PGA58 foram construídos os cassettes nocaute URA3 Flipper PGA13 e SAT1 Flipper PGA58, respectivamente (Figura 10). Esta técnica consiste no uso de um cassete contendo o gene da Flip recombinase e de suas sequências de reconhecimento FRT para remoção do cassete após o primeiro nocaute. Isto possibilita o uso do mesmo cassette para eliminar o segundo alelo. Os fragmentos 5’PGA13 (320pb), 3’PGA13 (300pb), 5’PGA58 (987pb) e 3’PGA58 (400pb) foram amplificados usando os iniciadores descritos na tabela 3, clonados em TOPO TA para posterior subclonagem nos plasmídeos pSFU1 e pSFS2 (Tabela 4, Figuras 21e 22). 

Tabela 4. Vetores construídos para deleção das PGA13 e PGA58 em C. albicans 
	Plasmídeo 
	Cassete contido
	Cassete construído 
	Gene alvo

	pSFU1
	URA3 Flipper
	URA3 Flipper PGA13
	PGA13

	pSFS2
	SAT1 Flipper
	SAT1 Flipper PGA58
	PGA58
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Figura 21. Construção do cassette URA3 Flipper PGA13 mostrada através de digestão em gel de agarose neutro 0,8% corado com brometo de etídio. M1- DNAλ/HindIII, M2- θ/HaeIII, 1- TOPO+5’PGA13 (320pb)/KpnI-XhoI, 2- TOPO+3’PGA13 (300pb)/NotI-SacI, 3- pSFU1 (7100pb)/ KpnI-XhoI, 4- pSFU1+5’PGA13/KpnI-XhoI, 5- pSFU1+5’PGA13+3’PGA13/ NotI-SacI e 6- pSFU1+5’PGA13+3’PGA13/KpnI-SacI (liberação do cassette URA3 Flipper PGA13 – 4800pb).
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Figura 22. Construção do cassette SAT1 Flipper PGA58 mostrada através de digestão em gel de agarose neutro 0,8% corado com brometo de etídio. M1- DNAλ/HindIII, M2- θ/HaeIII, 1- TOPO+5’PGA58 (987pb)/KpnI-XhoI, 2- TOPO+3’PGA58 (400pb)/NotI-SacI, 3- pSFS2 (7070pb)/KpnI-XhoI, 4- pSFS2+3’PGA58/NotI-SacI, 5- pSFS2+3’PGA58+5’PGA58/ NotI-SacI e 6- pSFS2+3’PGA58+5’PGA13/KpnI-SacI (liberação do cassette SAT1 Flipper PGA58 – 5600pb).
4.7. Construção do cassette de reintegração da PGA13

Para obtenção dos mutantes restituídos do gene PGA13 foi construído o cassette SAT1 Flipper PB13, (Figura 11). Os fragmentos 5’PGA13 + PGA13 (1932pb) e 3’PGA13 (300pb) foram amplificados usando os iniciadores descritos na tabela 3, clonados em TOPO TA para posterior subclonagem no plasmídeo pSFS2 (Figura 23). 
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Figura 23. Construção do cassete SAT1 Flipper PB13 mostrada através de digestão em gel de agarose neutro 0,8% corado com brometo de etídio. M1- DNAλ/HindIII, M2- θ/HaeIII, 1- pSFS2 + 3’PGA13 (7400pb)/KpnI-XhoI, 2- TOPO+5’PGA13+PGA13 (2000pb)/KpnI-XhoI, 3- pSFS2+3’PGA13 (7400pb) +5’PGA13+PGA13 (2000pb)/KpnI-XhoI, 4- pSFS2+3’PGA13+5’PGA13+PGA13 KpnI-SacI (liberação do cassete URA3 Flipper PGA13 – 6100pb).

4.8. Obtenção e confirmação dos mutantes nulos homozigotos de PGA13 e PGA58

O cassete URA3 Flipper PGA13 foi utilizado para a transformação da linhagem CAI4 (ura-) e o cassete SAT1 Flipper PGA58 para a transformação de SC5314 (ura+). A confirmação dos mutantes nulos para PGA13 foi verificada através de PCR e Southern blotting.

A figura 24 mostra, através de PCR de DNA genômico, a amplificação do gene PGA13 (2171pb) a partir de 500pb anterior ao códon ATG até 300pb posterior ao códon de parada da tradução. A amplificação do fragmento de 800pb, referente à eliminação da PGA13, que contém apenas as porções de 500pb anterior e 300pb posterior ao gene, e a amplificação do fragmento de 5000pb, referente à substituição do alelo selvagem pelo cassete. 
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Figura 24. PCR de confirmação dos mutantes YFF1 e YFF4. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose neutro 0,8% e mostrou a amplificação (1) do gene PGA13 na linhagem CAI-4; (2) gene PGA13 e fragmento de 800pb na linhagem YFF1 (PGA13/pga13∆); (3) fragmentos de 800pb e 5100pb na linhagem YFF4 (pga13∆/ pga13∆). M1- DNAλ/HindIII e M2- θ/HaeIII.

Após PCR, foi realizado o Southern blot utilizando-se a enzima de restrição PstI para a digestão dos DNAs genômicos das linhagens CAI-4, YFF1, YFF4, YFF5 e YFF6. Os tamanhos dos fragmentos esperado estão esquematizados na figura 25 e foram confirmados na figura 26. A sonda usada foi o fragmento 5’PGA13 marcado com P32.

Figura 25. Mapa de restrição para confirmação dos mutantes obtidos para PGA13, através de Southern blotting. As setas identificadas como PstI mostram as regiões de restrição desta enzima e delimitam a região que será marcada pela sonda radioativa 5’PGA13. 
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Figura 26. Southern blot para confirmação dos mutantes heterozigotos e homozigotos para PGA13. 1- CAI4 (PGA13/PGA13), 2- YFF1 (PGA13/pga13∆), 3- YFF4 (pga13∆/pga13∆), 4- YFF5 (pga13∆/pga13∆), 5- YFF6 (pga13∆/pga13∆) e 6- plasmídeo pSFU1 que contém o cassete URA3 Flipper PGA13 (7.600pb)

Com a obtenção e verificação dos mutantes nulo YFF4 (pga13∆/pga13∆) e de superexpressão YFF18 (PGA13/ PGA13 + pAU34/13), seguiu-se para as análises dos fenótipos de morfologia, crescimento, filamentação, invasão e suscetibilidade. 
4.9. A parede celular e a morfologia dos mutantes não foram afetadas pela superexpressão ou eliminação de PGA13
Para os estudos da morfologia e da parede celular, as linhagens CAI-4, YFF4 e YFF18 foram crescidas em meio YPD por 5 horas, fixadas com de formaldeído, coradas com Calcofluor White e examinadas em microscópio de fluorescência. Todas as linhagens observadas apresentaram os mesmos fenótipos de morfologia e da parede celular da linhagem selvagem (Figura 27). Portanto, esse resultado mostrou que a PGA13 não interfere nestas características celulares.


Figura 27. Imagens de microscopia de fluorescência e de contraste de fase das morfologias de levedura e hifa e da parede celular (Calcofluor White) das linhagens CAI-4, YFF4 (pga13∆/pga13∆) e YFF18(PGA13/ PGA13 + pAU34/13). 
4.10. Análise da curva de crescimento das cepas YFF4 e YFF18, deduzido a partir das medidas de OD

O crescimento das linhagens CAI-4, YFF4, YFF21 e YFF18 foi medido de hora em hora durante 8 horas e nas 24, 36 e 48 horas após o inóculo inicial (OD600nm 0,2) em meio rico YPD. A figura 28 mostra a pequena diferença de crescimento entre as linhagens na temperatura de 30oC. O crescimento maior foi visto na linhagem YFF18 (PGA13/PGA13 + pAU34/PGA13) e o menor na YFF4 (pga13∆/pga13∆). A YFF21 (pga13∆/PGA13) teve um dos genes recuperado e apresentou um crescimento próximo ao da CAI-4. 
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Figura 28. Gráfico da curva de crescimento das linhagens CAI-4, YFF4 (pga13∆/pga13∆), YFF18 (PGA13/ PGA13+pAU34/13) e YFF21 (pga13∆/PGA13). As quatro cepas foram crescidas em YPD a 30oC por 48 horas. 
4.11. Linhagens mutantes apresentaram fenótipos de sensibilidade diferente da linhagem parental CAI-4
No teste de susceptibilidade, as linhagens CAI-4, YFF4, YFF18 e YFF21 foram semeadas em placas de YPD contendo os seguintes compostos: Calcofluor White (40 e 50μg/ml), Congo Red (50 e 70μg/ml), Higromicina B (150 e 200μg/ml), SDS (0,05 e 0,1%), NaCl (300mM), H2O2 (10mM), Azul de Metileno (0,01%) e pHs (2,8 e 8,5). 

As linhagens mutantes YFF4 (pga13∆/pga13∆) e YFF18 (PGA13/ PGA13 + pAU34/13) apresentaram fenótipos de maior sensibilidade e maior resistência, respectivamente, a Higromicina B (200 μg/ml), SDS (0,1%) e pH ácido (2,8). A YFF18 ainda apresentou maior resistência ao Congo Red (50μg/ml) e H2O2 (10mM) (Figura 29). 

 Este ensaio também foi realizado com a linhagem heterozigota YFF1 e esta apresentou o mesmo fenótipo de YFF21 (dado não mostrado). Portanto, a sensibilidade vista em YFF21 é devida a falta de um único alelo. 

[image: image17]
Figura 29. Ensaio de Susceptibilidade à diferentes compostos. As linhagens CAI-4, YFF4, YFF18 e YFF21 foram crescidas por 16 horas, diluídas para OD600nm 0,1 (100), 0,01 (10-1), 0,001 (10-2) e 0,0001 (10-3) e semeadas em YPD contendo os compostos nas seguintes concentrações: Higromicina B (200 μg/ml), SDS (0,1%), Congo Red (50μg/ml), H2O2 (10mM) e pH ácido (2,8) a 37oC por 24horas.

4.12. Morfologia das colônias das linhagens mutantes 
As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF4, YFF18, YFF21, BCa2-10 e Can35 foram semeadas no meio Spider e incubadas a 37oC por 5 dias.  Embora, as células de YFF4, analisadas isoladamente, não tenham apresentado nenhum fenótipo diferenciado, suas colônias cresceram de forma alterada ao padrão de crescimento da colônia CAI-4 (Dado não mostrado), ou seja, elas não apresentaram o aspecto rugoso característico que indica a filamentação das colônias.
4.13. A colônia da linhagem YFF18 mostrou-se mais invasiva

As linhagens de C. albicans CAI-4, YFF4, YFF18, YFF21, BCa2-10 e Can35 foram semeadas no meio ágar soro e incubadas a 37oC por 5 dias. As colônias foram cortadas e fotografadas para análise da profundidade da invasão. A colônia da linhagem YFF18 (PGA13/ PGA13 + pAU34/13) foi mais invasiva que as demais linhagens testadas (Figura 30). 

 
Figura 30. Ensaio de invasão. As linhagens CAI-4, YFF4 (pga13∆/pga13∆), YFF18 (PGA13/ PGA13+pAU34/13), YFF21 (pga13∆/PGA13), BCa2-10 (efg1∆/efg1∆) e Can35 (tup1∆/tup1∆) foram crescidas por 16 horas em YPD a 30oC, diluída para OD600nm 0,1 e semeadas em meio ágar soro a 37oC por 5 dias . 
5. Discussão 

Candida albicans passa por transições reversíveis entre as formas de levedura, pseudohifa e hifa. Essas transições são importantes para a virulência deste fungo (Brown, 1999). Esta diferenciação morfológica é acompanhada por mudanças na expressão de genes, que contribuem para virulência (Whiteway e Oberholzer, 2004). 

Na forma filamentosa de C. albicans são expressos os genes hifa-específicos, sendo que muitos destes codificam proteínas-GPI. Sabe-se que nos fungos, as proteínas GPI estão incorporadas covalentemente à parede celular ou ligadas à membrana plasmática (Sundstrom, 2002). 

Recente estudo mostrou que 66% das possíveis proteínas ancoradas por GPI (Pga) em C. albicans ainda têm função desconhecida (Richard e Plaine, 2007). Portanto, vários estudos com diferentes genes PGAs têm sido iniciados com o intuito de entender a função e a importância destes genes. 

Sendo assim, realizamos outras análises in silico com as seqüências de nucleotídeos e aminoácidos das PGA13 e PGA58 e verificamos sítios de ligação para Efg1, Tec1 e Nrg1 nas seqüências promotoras das duas ORFs, assim como identificamos diferentes sítios potenciais de glicosilação. 


Argimòn e colaboradores (2007) realizaram análises “in silico” do promotor de ALS3 e os dados obtidos foram validados por ensaios laboratoriais posteriores. Eles verificaram, in silico, sítios de ligação para os fatores transcricionais Efg1, Tec1 e Nrg1. Em outro estudo desenvolvido por Eckert e colaboradores (2006) foi identificado um possível sítio de ligação para Tec1 no promotor da PGA4. Ensaios experimentais posteriores mostraram que este gene apresentou níveis mais elevados da expressão deste gene, em C. albicans selvagem, quando estas foram crescidas na presença de soro. Este aumento da expressão não foi verificado na linhagem mutante tec1/tec1. De acordo com estes resultados, as PGA13 e PGA58, possivelmente, são reguladas pelos fatores transcricionais Efg1, Tec1 e Nrg1. 


Os estudos de potencial de glicosilação sugerem que os produtos das ORFs PGA13 e PGA58 são O-glicosiladas, pois nos casos em que a região central rica em Ser/Thr tem sido analisada, todos os resíduos de Ser e Thr são O-glicosilados (Gatti et al., 1994). Entretanto, estes estudos precisam ser validados por ensaios laboratoriais. 


O ensaio de Northern blot com os mutantes nulos de TUP1 mostrou maior transcrição de PGA13 e PGA58, sugerindo que estes genes sejam regulados negativamente por Tup1 através dos sítios reconhecimento de Nrg1p, o que é condizente com os resultados obtidos nas análises de bioinformática. Já os mutantes nulos de EFG1 não apresentaram nenhuma alteração na expressão de PGA13 e PGA58, portanto acreditamos que este fator transcricional não atue na regulação destes genes, apesar da identificação de elementos de possível ligação de Efg1 verificado pela análise in silico. 

Em todas as condições de estresse, as quais as células de C. albicans foram submetidas, houve a diminuição dos transcritos das PGA13 e PGA58. Apenas a condição de estresse salino elevou o nível transcricional da PGA58. O aumento dessa expressão apóia-se na idéia de que C. albicans encontra condições hiperosmóticas e com altas concentrações de sais em certos nichos do hospedeiro. Um destes locais pode ser a pele, a qual possui baixa umidade e alta concentração de sal. 

Estes resultados levam a uma reflexão de que estes genes estão sob a regulação de fatores transcricionais envolvidos nas transições morfológicas, que é de extrema importância para a virulência do fungo, assim como respondem a diversos sinais do ambiente, portanto devem desenvolver funções importantes para células de C. albicans.


Sendo assim, para avaliar melhor a função destes genes, foram utilizadas técnicas de biologia molecular já existentes para o estudo da função gênica em C. albicans. Cassetes nocautes para os genes PGA13 e PGA58 e vetores de inserção para a superexpressão dos mesmos foram construídos. Estes genes foram eliminados usando os cassetes URA3 Flipper e SAT1 Flipper (Reuss et al., 2004) e superexpressos através da integração dos genes no locus da Actina (Ulh, 2001). Obtidos os mutantes nulos e de superexpressão, decidiu-se prosseguir os ensaios com a PGA13.


Novas construções foram realizadas com o cassete SAT1 Flipper para restituição do alelo selvagem PGA13 ao mutante nulo. Esta recuperação de genótipo selvagem é importante para verificar se realmente é a falta do gene a responsável por alguma alteração de fenótipo apresentada pelo mutante.


O ensaio realizado para análise da morfologia dos mutantes nulo e de superexpressão mostrou que o gene PGA13 não altera a morfologia das células e nem impede a transição morfológica, mas estudos por microscopia eletrônica devem ser feitos para verificar a estrutura da parede celular, já que o produto deste gene é predito ser ancorado a Parede celular ou a membrana plasmática.


Os ensaios conduzidos para verificação do crescimento dos mutantes em relação ao selvagem mostraram uma pequena diferença entre eles. Talvez este gene tenha participação de forma sutil no crescimento celular, através de atividades na superfície celular, seja por remodelamento ou síntese da parede celular, como se espera, ou talvez por outro motivo ainda não verificado. 


As colônias crescidas em meio de indução à filamentação mostraram um padrão da forma de crescimento bastante diferente e o mutante revertente não recuperou o fenótipo da linhagem parental, mas a linhagem heterozigota mostrou o mesmo resultado, o que implica em uma haploinsuficiência. Mas o mutante duplo revertente deve ser obtido. Este resultado de haploinsuficiência também foi visto nos testes de suscetibilidade a diferentes compostos que perturbam a parede celular, ou que, de alguma forma afetam a integridade da parede celular (figura 29). 


Os mutantes nulos de PGA13 apresentaram maior suscetibilidade aos compostos SDS 0,1%, Higromicina B (200μg/ml) e ao pH ácido (2,8) e os mutantes de superexpressão mostraram maior resistência a essas condições. Estes reultados sugerem que a função da Pga13 está relacionada com parede celular, visto que a sua falta proporcionou menor resistência a compostos que interferem nesta organela. Existem resultados recentes que mostram que Pga13 é regulada pela proteína quinase Sko1 quando a célula é submetida ao tratamento por caspofungina, e que, mutantes nulos de PGA13 mostraram-se hipersensíveis a esta droga (Rauceo et al., 2008). 


O teste de invasão realizado mostrou que o gene PGA13 também tem uma importante função na invasão, pois a linhagem mutante que superexpressa este gene teve maior penetração no ágar soro (Figura 28). Este resultado sugere que este gene pode estar envolvido no na patogênese de C. albicans, pois a capacidade de invasão é uma característica importante no processo de restabelecimento da doença. 


Reiterando os fatos expostos, podemos sugerir que os genes PGA13 e PGA58 respondem a condições ambientais que mimetizam algumas condições do hospedeiro, e que a Pga13 deve ter papel importante na parede celular, visto que a falta dela ocasionou maior sensibilidade a compostos que agridem a parede celular. Mas outras análises como a adesão a células epiteliais e virulência ainda devem ser realizadas para maior conhecimento de sua função.
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