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RESUMO

FELIZARDO, G. Avaliacdo da delecdo do gene PEP4 em Cryptococcus
neoformans: estudos sobre os impactos nos fatores de viruléncia. 2021. 114 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncia Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2021.

7

A criptococose € uma micose sistémica de grande importancia clinica que afeta
principalmente pacientes imunodeficientes. Atualmente, duas espécies distintas se
destacam como patdgenos em humanos, isto €, Cryptococcus neoformans e C. gattii.
No Brasil, a espécie C. neoformans € a mais prevalente e esta presente em todas as
regibes geogréficas, sendo responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade
entre os imunodeficientes. O tratamento da criptococose € limitado a poucos farmacos
e alguma resisténcia a eles foi relatada. Portanto, pesquisas devem ser realizadas
para ampliar o conhecimento a respeito da biologia dessa levedura, visando
caracteristicas que possam ser novos alvos de antifiingicos. Assim, este estudo visa
ampliar o conhecimento sobre o processo de autofagia em C. neoformans. A autofagia
€ um processo de degradacdo e reciclagem intracelular conservado entre 0s
eucariotos, indispensavel na homeostase celular. Varias proteinas participam deste
processo e neste trabalho exploramos o papel da proteina Pep4 que é codificada pelo
gene PEP4. Em S. cerevisiae, esta proteina € necessaria nos estagios finais da
autofagia, atuando na maturacdo e ativagdo de hidrolases vacuolares. Além disso,
esta aspartil protease vacuolar € de grande importancia para a sobrevivéncia celular
em condicdes de privacdo nutricional e estresse. PEP4 nunca foi estudado em C.
neoformans, deste modo, este trabalho teve como objetivo caracterizar o impacto da
delecdo do gene PEP4 em C. neoformans analisando sua funcdo na composicao e
modulacédo dos fatores de viruléncia do fungo. Os resultados mostraram que com
excecdo ao aumento na producdo de capsula polissacaridica, a delecdo do gene
PEP4 ndo impactou na expressdo dos fatores de viruléncia, no crescimento da
levedura frente a diferentes condicbes de estresses e na sensibilidade aos
antifingicos. Ainda, os resultados mostraram que a expressao do gene PEP4 é
modulada pela combinacdo da mudanca na fonte de carbono, estresse térmico e
nitrosativo. A auséncia da proteina Pep4 resulta na atenuacdo da viruléncia do

mutante pep4 no modelo animal Galleria mellonella e diminui¢do da carga fungica em



macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c. Concluimos que a
proteina Pep4 de C. neoformans é importante na adaptacdo e sobrevivéncia de
células de levedura a condicOes estressantes, bem como na interagcdo patdgeno-

hospedeiro.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Autofagia. PEP4. Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

FELIZARDO, G. Evaluation of PEP4 gene deletion in Cryptococcus neoformans:
studies on the impacts on virulence factors. 2021. 114 f. Masters thesis
(Biotecnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, 2021.

Cryptococcosis is a systemic mycosis of great clinical importance that mainly affects
immunodeficient patients. Currently, two distinct species stand out as pathogens in
humans, Cryptococcus neoformans and C. gattii. In Brazil, C. neoformans is the most
prevalent species and is present in all geographical regions, being responsible for high
morbidity and mortality rates among immunodeficient patients. The treatment of
cryptococcosis is limited to a few antifungal drugs and some resistance to them has
been reported. Therefore, research must be carried out to expand knowledge about
the biology of this yeast, aiming at characteristics that may be new targets for
antifungals. Thus, this study aims to expand knowledge about the autophagy process
in C. neoformans. Autophagy is an intracellular degradation and recycling process
conserved among eukaryotes, indispensable in cellular homeostasis. Several proteins
participate in this process and in this work we explore the role of the Pep4 protein that
is encoded by the PEP4 gene. In S. cerevisiae, Pep4 is required in the final stages of
autophagy, acting in the maturation and activation of vacuolar hydrolases. Moreover,
this vacuolar aspartyl protease is of great importance for cell survival under conditions
of nutritional deprivation and stress. PEP4 has never been studied in C. neoformans,
thus, this work aimed to characterize the impact of PEP4 gene deletion in C.
neoformans by analyzing its function in the composition and modulation of virulence
factors of the fungus. The results showed that, except for the increase in the production
of polysaccharide capsule, the deletion of the PEP4 gene did not impact the expression
of virulence factors, the growth of yeast under different stress conditions and the
sensitivity to antifungal agents. Furthermore, the results showed that the expression of
the PEP4 gene is modulated by the combination of change in carbon source, thermal
and nitrosative stress. Absence of the Pep4 protein results in attenuated virulence of
the pep4 mutant in the Galleria mellonella animal model and decreased fungal burden
in bone marrow-derived macrophages from BALB/c mice. We conclude that the Pep4
protein of C. neoformans is important in the adaptation and survival of yeast cells to

stressful conditions as well as in pathogen-host interaction.



Keywords: Cryptococcus neoformans. Autophagy. PEP4. Virulence factors.
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1 INTRODUCAO

A frequéncia de infeccBes fungicas invasivas e oportunistas aumentaram
significativamente nas Ultimas duas décadas. Embora a incidéncia destas infeccbes
seja muito menor que as infec¢des superficiais, as invasivas estao associadas a altas
taxas de mortalidade atingindo cerca de um milhdo e meio de individuos todos os
anos. Mais de 90% das mortes relatadas estdo relacionadas aos géneros
Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis. Este aumento se deve ao uso
expressivo de terapias imunossupressoras, pacientes submetidos a transplantes de
orgdos, pacientes HIV/AIDS, com doencas neoplasicas e o uso crescente de
dispositivos invasivos, como cateteres venosos centrais (PFALLER; PAPPAS;
WINGARD, 2006; BROWN et al., 2012; ENOCH et al., 2017). Com o advento da
epidemia de AIDS nos anos 80, estudos sobre a criptococose se intensificaram
(PAPPALARDO; MELHEM, 2003).

A criptococose € uma doenca infecciosa invasiva de distribuicdo mundial
causada pelas leveduras encapsuladas dos complexos Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, sendo a espécie C. neoformans (sorotipo A) responsavel por
causar aproximadamente 95% das infeccbes (MAZIARZ; PERFECT, 2016). A
meningite criptococica que €& a forma mais comum da doenga em
imunocomprometidos, resulta em 15% da mortalidade relacionada a AIDS
globalmente (RAJASINGHAM et al., 2017). Estima-se que na Africa Subsaariana
ocorrem anualmente 720.000 casos de meningite criptocOcica e na América Latina
54.400, tendo o terceiro maior niumero de casos globalmente (PARK et al., 2009;
VIDAL et al., 2013; RAJASINGHAM et al., 2015).

O tratamento da criptococose é limitado a anfotericina B, flucitosina (5-FC) e
fluconazol. Além da alta toxicidade, ja foram reportados casos de resisténcia aos
antifangicos (KATHIRAVAN et al., 2012; LOYSE et al., 2013). Portanto, novas
abordagens terapéuticas precisam ser empregadas no tratamento da criptococose.
Para solucionar este problema estudos tém sido direcionados para a inibicdo dos
fatores de viruléncia (COELHO; CASADEVALL, 2016), assim sendo, o estudo da via
de autofagia pode auxiliar na busca de novos alvos antifungicos. Diversos estudos

apontam que a autofagia € uma das ferramentas que C. neoformans utiliza para
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resistir a condicdes adversas e aos estresses ambientais tornando a sua colonizagéo
no hospedeiro bem-sucedida (QUASCHLING et al., 2020). O Laboratério de
Interacbes Microbianas (LIMic) da Universidade Federal de Sado Paulo — UNIFESP
tem se dedicado a encontrar caracteristicas genéticas e fisiolégicas que possam afetar
os fatores de viruléncia de C. neoformans que contribuem para a infeccéo e
sobrevivéncia no hospedeiro. Utilizando uma estratégia de mutagénese por insercéo
aleatéria induzida por Agrobacterium tumefaciens, foi realizada uma pesquisa de
mutantes com crescimento defeituoso a 37°C. Entre os varios mutantes
termossensiveis, 0 ape4 que é codificado pelo gene APE4 foi escolhido para ser
caracterizado (GONTIJO et al., 2017). Esta aspartil aminopeptidase na levedura S.
cerevisiae esta relacionada a via Cvt (cytoplasm to vacuole targeting), uma via da
autofagia seletiva (YUGA et al., 2011). ROBERTO et al. (2020) observaram que além
das proteinas Atg4 e Atg8 exercerem importantes papeis na via da autofagia, assim
como 0 ocorre em S. cerevisiae, estas proteinas também desempenham papeis em
eventos ndo autofagicos em C. neoformans.

Neste estudo investigamos o papel da proteina Pep4 no processo de autofagia
em C. neoformans, bem como na expressao dos fatores de viruléncia, na biologia e

patogénese do fungo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Criptococose e seu agente etioldgico

A criptococose é uma infecgdo fangica sistémica que acomete principalmente
individuos imunodeficientes, que incluem os pacientes HIV/AIDS, receptores de
transplante, pacientes submetidos a terapia imunossupressora e tratamentos
quimioterapicos (LI; MODY, 2010; PAPPAS, 2013). E estimado que ocorram 960.000
novos casos de meningite criptocécica anualmente, resultando em mais de 620.000
mortes mundialmente (PARK et al.,, 2009). A doenca € causada pela levedura
encapsulada pertencente ao género Cryptococcus que abrange mais de 30 espécies
distribuidas ubiqguamente no ambiente. Dois complexos distintos se destacam como
patégenos da doenca em humanos, C. neoformans e C. gattii, na qual C. neoformans
causa a doengca em hospedeiros imunocomprometidos e C. gatti em
imunocompetentes (PAPPAS, 2013; MAZIARZ; PERFECT, 2016; KWON-CHUNG et
al., 2017). O patologista Otto Busse e o cirurgiao Abraham Buschke descreveram o
agente etioldgico da criptococose pela primeira vez em 1894, a partir do isolamento
do fungo de um caso de leséo na tibia, sendo denominado como Saccharomyces-like.
Posteriormente o fungo foi isolado a partir do suco de péssego por Francesco
Sanfelice e devido a sua forma Unica de colénia, 0 homeou como Saccharomyces
neoformans (MITCHELL; PERFECT, 1995; MORETTI et al., 2008; SRIKANTA;
SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014). Somente em 1901 o organismo foi
renomeado como Cryptococcus neoformans, quando o micologista suico Jean-Paul
Vuillemin verificou que o fungo ndo produzia ascésporos, que € uma caracteristica
encontrada no género Saccharomyces (SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING,
2014).

Entre os anos de 1949 e 1950 o pesquisador Edward Evans e colaboradores
através de testes de aglutinacdo identificaram trés sorotipos das espécies de
Cryptococcus, sendo eles A, B e C baseando-se em diferengas antigénicas no
polissacarideo capsular. Apds 21 anos, um grupo pertencente ao Instituto Nacional de
Saude, Bethesda, ao investigarem 106 isolados de C. neoformans por meio de
estudos de aglutinacdo e absor¢do com soro anticriptococico descobriram um quarto
sorotipo, o D (WILSON; BENNETT; BAILEY, 1968). Por muito tempo o complexo C.

neoformans compreendeu duas variedades, sendo elas: var. neoformans (sorotipos
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A, D e o hibrido AD) e var. gattii (sorotipos B e C), mas com base em andlises
moleculares, C. neoformans var. gattii foi reconhecido como uma espécie distinta,
Cryptococcus gattii (sorotipo B e C), e a espécie C. neoformans foi reclassificada em
duas variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) e C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D). Além do mais, as duas espécies foram divididas em
diferentes tipos moleculares, C. neoformans sendo designado como VNI-VNIV e C.
gattii VGI-VGIV (Tabela 1) (LIN; HEITMAN, 2006; BARNETT, 2010; LI; MODY, 2010;
SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014).

Tabela 1. Classificacao atual das espécies de Cryptococcus

Sorotipo Espécies e Variedades Tipos moleculares
A C. neoformans var. grubii VN I, VN II
B C. gattii VG I, VG I, VG lll, VG IV
C C. gattii VG I, VG II, VG I, VG IV
D C. neoformans var. neoformans VN IV
AD C. neoformans VN IlI

Fonte: Adaptado de Maziarz e Perfect, 2016.

Recentemente HAGEN et al. (2015) com base em analises filogenéticas pela
técnica MSLT (Multilocus Sequence Type) de 115 linhagens, sugeriram uma nova
divisdo resultando em 7 espécies, sendo a divisdo da espécie C. neoformans em duas
espécies e C. gattii em cinco espécies. Entretanto, esta nova proposta nao foi bem
aceita pela comunidade cientifica por se tratar de um numero insuficiente de isolados
estudados, baixa representacdo do genoma e pela complexidade das designacdes de
espécies (KWON-CHUNG et al.,, 2017). Até o presente momento a classificacdo

apresentada na Tabela 1 é a mais aceita.

Além de ser distribuido mundialmente, o nicho ecolégico de C. neoformans
inclui arvores, solo e excretas de pombos (BARNETT, 2010), em contrapartida, o
habitat de C. gattii € comumente associado a arvores de eucalipto em regides de
climas tropicais e subtropicais. Mas recentemente, C. gattii se expandiu para a ilha de
Vancouver e a regido noroeste do Pacifico dos Estados Unidos que apresentam
climas temperados (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; MAZIARZ; PERFECT,
2016).
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A partir da epidemia da AIDS em meados dos anos 80, estudos sobre a
criptococose se intensificaram ao redor do mundo devido a elevacdo das taxas de
morbidade e mortalidade no grupo de pacientes imunodeficientes, onde a espécie C.
neoformans se destacou nas ultimas décadas (PAPPALARDO; MELHEM, 2003). No
Brasil, a criptococose causada pela espécie C. neoformans é a mais prevalente e esta
presente em todas as regifes geograficas. Além disso, o tipo molecular predominante
no pais € o gendtipo VNI, sendo responsavel por 64% das infeccdes (TRILLES et al.,
2008). C. neoformans é um patdgeno oportunista, haploide, de estrutura esférica com
5-10 pum de diametro que se reproduz por brotamento (STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003).

Em geral, a contaminag&o ocorre através da inalacdo de pequenos propagulos
(blastoconidios e basididsporos) infectantes dispersos no meio ambiente que, por sua
vez, se instalam nos alvéolos pulmonares do hospedeiro, onde entram em contato
com os macréfagos alveolares que consequentemente recrutam outras células do
sistema imune através da producdo de citocinas e quimiocinas. Este recrutamento
estimula um padrdo de resposta Thl resultando em um processo inflamatorio
granulomatoso (OLSZEWSKI; ZHANG; HUFFNAGLE, 2010). Ao se depositarem nos
pulmbes o0s propagulos permanecem em estado latente e os individuos
imunocompetentes sdo clinicamente assintomaticos. No entanto, em individuos
imunocomprometidos, o fungo é capaz de se disseminar via hematogénica e atingir
outros orgaos, podendo também comprometer o sistema nervoso central (SNC) e
estabelecer a forma mais comum da doenca, a meningoencefalite, sendo ela a causa
mais comum de morte por criptococose (Figura 1) (STEENBERGEN; CASADEVALL,
2003; MORETTI et al, 2008; TRILLES et al., 2008; COELHO; BOCCA,
CASADEVALL, 2014; KWON-CHUNG et al., 2017). Embora a meningoencefalite seja
a forma clinica mais comum da criptococose, a doenca pode se apresentar como
pulmonar aguda ou cronica, cutanea com uma variedade de lesdes de pele, afetar a
prostata, ossos/articulagdes e pode ocasionar também a perda parcial ou total da
visdo (TRILLES et al., 2008; NEGRONI, 2012; MAZIARZ; PERFECT, 2016).
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Figura 1. Ciclo da meningoencefalite criptocécica.
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Os propagulos infetantes transportados pelo ar séo inalados pelo hospedeiro e se instalam nos alvéolos
pulmonares podendo ultrapassar a barreira hematoencefalica e migrarem para o sistema nervoso
central (SNC) causando a meningoencefalite (Fonte: Adaptado de Kwon-Chung et al., 2014).

O diagnéstico da criptococose pode ser através da observagao por microscopia
das células das leveduras encapsuladas que sdo comumente coradas com tinta da
China, em estudos histopatoldgicos (coloracdo de Mucicarmim de Mayer e Fontana-
Masson), pela presenca do antigeno capsular no sobrenadante de diversos fluidos,
incluindo soro e LCR (liquido cefalorraquidiano) em ensaios imunolégicos, tais como,
aglutinacdo de latex e ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (GAZZONI;
PEGAS; SEVERO, 2008; MORETTI et al., 2008; NEGRONI, 2012). Recentemente
desenvolveram o Ensaio de Fluxo Lateral para antigeno criptocdcico (LFA CrAg), que
€ um grande aliado no contexto de recursos limitados. Este imunoensaio detecta o
antigeno capsular polissacaridico criptocécico (CrAg) em fluidos corporais que
incluem soro, plasma, sangue total ou LCR para o diagnostico da criptococose. Além
de ndo ser necessario o preparo de amostra, € mais sensivel do que os testes de
aglutinacéo de latex mais antigos para os quatro sorotipos de Cryptococcus e requer
pouca ou nenhuma infraestrutura laboratorial (JARVIS et al., 2011; PERCIVAL,;
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THORKILDSON; KOZEL, 2011; KOZEL; BAUMAN, 2012; VIDAL; BOULWARE,
2015).

2.2 Fatores de viruléncia

Diversos fungos patogénicos humanos como, por exemplo, C. neoformans
utilizam estratégias sofisticadas para invadir, sobreviver, se multiplicar no hospedeiro
e causar a doenga. A adaptacédo a condicOes adversas e resisténcia ao mecanismo
de defesa do sistema imune se deve pela combinacdo de uma série de fatores de
viruléncia e suscetibilidade do hospedeiro (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999;
CASADEVALL; STEENBERGEN; NOSANCHUK, 2003; STEENBERGEN;
CASADEVALL, 2003). C. neoformans apresenta multiplos fatores de viruléncia, em
gue se destaca a producao de capsula polissacaridica. Entre outros fatores essenciais
para a sobrevivéncia e coloniza¢ao do fungo no hospedeiro incluem a capacidade de
crescer a 37°C, a producdo de melanina, urease e fosfolipase B (PERFECT;
CASADEVALL, 2002; CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

A capacidade de crescer a temperatura corporal do hospedeiro é um requisito
de grande importancia para a viruléncia. Este atributo é fundamental para os
patdgenos fungicos humanos invasivos. Dentre as mais de 30 espécies pertencentes
ao género Cryptococcus, apenas C. neoformans e C. gattii sdo termotolerantes, ainda,
algumas das demais espécies apesar de produzirem capsula e melanizacao ndo sao
capazes de crescerem a 37°C, evidenciando o quanto a termotolerancia propicia a
patogenicidade (PETTER et al.,, 2001; STEEN et al., 2002; PERFECT, 2006).
Alspaugh et al. (2000) verificaram que a proteina Ras1 de C. neoformans desempenha
um papel como regulador central para diversas vias de sinalizacdo, impactando no
crescimento a alta temperatura e na patogenicidade deste fungo. Mutantes rasl séo
incapazes de crescer a 37°C, se acasalarem e, consequentemente, sdo avirulentos

em modelo animal.

A capsula polissacaridica € o principal fator de viruléncia de C. neoformans, a
gual protege da dessecacgédo ambiental e de predadores naturais como nematoides e
amebas. A capsula promove resisténcia a fagocitose, modulacdo imunoldgica e

evasdo do sistema imune, contribuindo para que a levedura sobreviva dentro do
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hospedeiro e estabeleca a doenca (STEENBERGEN; CASADEVALL, 2003;
ZARAGOZA et al, 2010; CHRISMAN et al., 2011). A capsula & composta
principalmente por dois polissacarideos fazendo com que sua estrutura seja altamente
hidrofilica, sendo eles, glucuronoxilomanana (GXM) que corresponde a mais de 90%
da massa de polissacarideos da capsula e galactoxilomanana (GalXM), além do mais,
a capsula é composta por manoproteinas (MP) em baixas quantidades (MAXSON et
al., 2007; ZARAGOZA et al., 2009). Por ser antifagocitica, a capsula interfere na
ativacdo das células dendridicas, maturacdo e processamento de antigenos,
prejudicando o desempenho das células T (SYME et al., 2002; VECCHIARELLI et al.,
2003; DEL POETA, 2004). A GalXM, por exemplo, induz apoptose em células T em
humanos (PERICOLINI et al., 2006) e GXM inibe diretamente a proliferacéo de células
T (YAUCH; LAM; LEVITZ, 2006). Apesar destes mecanismos de escape imunolégico,
as manoproteinas (MP) que s@o os principais antigenos das células T estimulam
respostas protetoras a imunidade do hospedeiro (HUANG et al., 2002). Fica evidente
0 quanto os componentes capsulares sdo determinantes na patogénese de C.
neoformans, o que motivou diversas pesquisas para a sua utilizacdo em vacinas e em

tratamentos com anticorpos monoclonais (ZARAGOZA, 2009).

A associacdo da melanizacdo com viruléncia ndo é apenas restrita a C.
neoformans, em diversos microrganismos como bactérias, helmintos e outros fungos
também ocorre (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). A sintese de melanina é
catalisada pela enzima lacase na presenca de determinados compostos, como orto-
difenol e 3,4-dihidroxifenilalanina (L-dopa) (WILLIAMSON; WAKAMATSU; ITO, 1998;
ZHU et al., 2001). Trata-se de um pigmento hidrofébico de alto peso molecular que é
formado a partir da polimerizacdo oxidativa de compostos fendlicos e/ou inddlicos,
estes pigmentos em sua grande maioria sdo pretos ou marrons (CASADEVALL;
ROSAS; NOSANCHUK, 2000). A capacidade de C. neoformans produzir melanina foi
descoberta em 1962 por Staib, ao constatar que as coldnias do fungo eram castanhas
guando crescido em meio de cultura contendo sementes de Guizotia abyssinica
popularmente conhecida como niger (STAIB, 1962). Devido as propriedades
antioxidantes, a melanina protege C. neoformans contra o estresse oxidativo dos
fagocitos (SABIITI; MAY, 2012). Diversos estudos in vitro demonstraram que as

células melanizadas de C. neoformans apresentam uma menor susceptibilidade a
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oxidantes do que as ndo melanizadas (WANG; CASADEVALL, 1994; EMERY et al.,
1995; WANG; AISEN; CASADEVALL, 1995). As células melanizadas também séo
resistentes as radiacdes UV, temperaturas extremas (CASADEVALL; ROSAS;
NOSANCHUK, 2000), sdo menos susceptiveis a morte por peptideos microbicidas
(DOERING et al., 1999), ingestao por macréfagos (WANG; AISEN; CASADEVALL,
1995) e morte por macréfagos alveolares (LIU; TEWARI; WILLIAMSON, 1999),
sugerindo que a sintese de melanina pode aumentar a viruléncia e proteger o fungo

contra as defesas do sistema imune do hospedeiro.

No hospedeiro, C. neoformans secreta a enzima fosfolipase B (PLB1) que
desempenha um importante papel na viruléncia (CHEN et al., 2000). A atividade desta
enzima pode provocar a desestabilizacdo da membrana e lise na célula do hospedeiro
(GHANNOUM, 2000). Diversos estudos demonstraram que a fosfolipase mantém a
integridade da parede celular, fornece nutrientes que podem ser utilizados como
fontes de carbono pelo fungo durante o processo de infeccdo, aumenta a
sobrevivéncia de C. neoformans nos fagdcitos, inibe a resposta imune protetora no
pulmdo, promovendo uma infeccdo pulmonar intersticial e contribui para a
disseminacdo nos linfonodos pulmonares e o cérebro (COX et al., 2001; NOVERR et
al.,, 2003; SIAFAKAS et al.,, 2007; WRIGHT et al., 2007; SABIITI; MAY, 2012,
ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015).

A urease € uma metaloenzima que catalisa a hidrélise da ureia em amonia
(ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015). Nos hospedeiros a ureia esta presente em
pequenas concentracdes, tem a capacidade de atravessar as membranas celulares,
e distribuida de maneira uniforme no tecido adiposo subcutaneo, sistema nervoso
central (SNC) e no soro sanguineo (RONNE-ENGSTROM et al., 2001; SINGH et al.,
2013). Osterholzer et al. (2009) demonstraram que a urease promove a polarizagao
do sistema imunoldgico para uma resposta Th2 contra C. neoformans, embora a
resposta seja intensa, ndo é protetora e, consequentemente, had um quadro de
infeccdo persistente, sendo ineficaz na eliminacdo do fungo. Em C. neoformans o
gene UREL é responsavel por codificar a urease. Segundo COX et al. (2000), os
camundongos infectados com mutantes urel vivem mais que os infectados com a
cepa do tipo selvagem H99 e um outro estudo demonstrou que o crescimento do fungo

apos inoculacao direta no cérebro ndo é dependente da urease, entretanto, apos
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inoculacao intravenosa, os padrdes de disseminac¢ao no cérebro, baco e outros 6rgaos
indicou que esta enzima contribui para a invasdo do sistema nervoso central (SNC),
melhorando o sequestro de leveduras nos leitos de microcapilares (como no cérebro)
durante a disseminacé&o hematogénica, facilitando assim a invasao de C. neoformans
do sangue para o cérebro (OLSZEWSKI et al., 2004).

2.3 Tratamento

J& se passou meio século desde a introducéo da anfotericina B e o arsenal
terapéutico contra a criptococose ainda continua limitado (COELHO; CASADEVALL,
2016). Houve uma reducédo na incidéncia de doencas fungicas com a insercdo da
terapia antirretroviral para pacientes infectados por HIV, entretanto, hd& um nimero
crescente de receptores de transplante, pacientes recebendo medicamentos
imunossupressores e novas terapias antineoplasicas, colaborando com o surgimento
de uma populacdo de risco com alta predisposicdo para a infeccdo criptocécica
(MOURAD; PERFECT, 2018). As opc¢des atuais para o tratamento da criptococose
sédo limitadas ao grupo dos polienos (anfotericina B desoxicolato e anfotericina B
lipossomal), azois (fluconazol, itraconazol, voriconazol, ravuconazol e posaconazol) e
derivados de pirimidina (5-flucitosina) (COELHO; CASADEVALL, 2016).

A anfotericina B é um metabdlito secundario de Streptomyces nodosus
descoberto em 1956 que desde entdo, tem sido o principal agente terapéutico da
criptococose. Os polienos ligam-se ao ergosterol, causando poros e alteracao
diretamente na permeabilidade da membrana celular. A utilizagdo da anfotericina B
em combinag&o com flucitosina que é um analogo de pirimidina, tornou-se comum no
inicio dos anos 80. A flucitosina induz a uma interrupcdo da sintese de acidos
nucleicos blogueando a divisdo celular e a sintese proteica. Os azois bloqueiam a
sintese do ergosterol, um componente importante presente nas membranas
citoplasmaticas fangicas. O fluconazol é utilizado nas etapas de consolidacdo e
manutencdo (PERFECT et al., 2010; KATHIRAVAN et al., 2012; KWON-CHUNG et
al.,, 2014). O tratamento € dividido em trés etapas: inducdo, consolidacdo e
manutencdo. Na terapia de inducdo é recomendada anfotericina B (incluindo os
derivados lipossomais) juntamente com fluocitosina (5-FC) por 2 semanas. O
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monitoramento do paciente é fundamental nesta fase devido aos efeitos adversos
associados a anfotericina B que incluem, toxicidade infusional, nefrotoxicidade e baixo
potassio no sangue. Apos as 2 semanas da etapa de inducdo, o tratamento segue
com a etapa de consolidacdo, em que o fluconazol é utilizado por 8 semanas. O
fluconazol também é indicado para a fase final da terapia, a etapa de manutencéo,
por 6 a 12 meses em pacientes nao infectados por HIV e pelo menos 12 meses em
pacientes infectados por HIV (PERFECT et al., 2010; MOURAD; PERFECT, 2018).

Nos ultimos anos tém sido descritas cepas de C. neoformans que
desenvolveram resisténcia aos antifingicos empregados no tratamento da
criptococose. O termo resisténcia € utilizado para descrever um microrganismo que
mesmo recebendo as concentragcdes maximas de um determinado farmaco no local
da infeccdo, continua causando a doenca. Os fatores que estdo envolvidos no
desenvolvimento da resisténcia incluem, o local da infecgéo, a resposta do sistema
imune do hospedeiro, a viruléncia da cepa, farmacocinética do farmaco e a
concentracdo inibitéria minima (CIM) do microrganismo aos farmacos empregados
(PERFECT; COX, 1999; COELHO; CASADEVALL, 2016).

S&o raras as cepas naturalmente resistentes a anfotericina B mesmo que
possam adquirir a resisténcia durante o tratamento clinico, mas a flucitosina (5-FC),
por exemplo, comumente apresenta resisténcia, impedindo que este farmaco seja
utilizado como monoterapia. Em relagéo aos azois, a maioria dos isolados inclui uma
subpopulagdo intrinsecamente resistente a estes farmacos (SIONOV; CHANG;
KWON-CHUNG, 2013; COELHO; CASADEVALL, 2016). Um obstaculo na descoberta
de antifungicos é a identificacdo de alvos presentes nos fungos que possam ser
especificamente envolvidos por moléculas que ndo sejam toxicas ao hospedeiro.
Sendo assim, pesquisas precisam ser realizadas objetivando o desenvolvimento de
novos tratamentos que acarretem na deficiéncia do crescimento, multiplicacdo e
sobrevivéncia do fungo no hospedeiro humano. Recentemente Gontijo et al. (2017)
caracterizou o gene APE4 de C. neoformans, o qual em S. cerevisiae codifica uma
aspartil aminopeptidase que esté envolvida no processo de autofagia e na via de Cvt
(Cytoplasm to vacuole targeting). A mutagcao deste gene resultou em uma linhagem
de C. neoformans incapaz de crescer a 37°C, apresentou defeito na expressao de

fatores de viruléncia, sensibilidade ao fluconazol e foi avirulenta em modelo animal.
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Portanto, a via da autofagia pode ser uma grande ferramenta que pode ser aplicada

na busca por novos alvos com potencial terapéutico.

2.4 Autofagia e Cvt

A autofagia € um processo intracelular conservado entre 0s eucariotos que é
responsavel pela degradacéo de componentes citosoélicos e organelas em resposta a
privacdo de nutrientes. A ativacdo desta via desempenha um importante papel em
eventos biologicos como: homeostase celular, diferenciagdo, desenvolvimento, morte
celular programada e envelhecimento. Defeitos no processo de autofagia podem levar
a inviabilidade celular e esta associado a doencas graves, como distUrbios
neurodegenerativos e canceres (LEVINE; KLIONSKY, 2004; SHINTANI; KLIONSKY,
2004; LYNCH-DAY; KLIONSKY, 2010).

O mecanismo de autofagia € um processo conservado, responsavel pela
sobrevivéncia da célula frente a condicbes adversas como privacao nutricional,
hipoxia ou mudanca da fonte de carbono e nitrogénio. Ainda que em condicdes ricas
de nutrientes, o nivel basal de autofagia € essencial para a homeostase da célula, pois
realiza fungdes de “limpeza” como a remocdo de proteinas danificadas, limita o
acumulo de organelas danificadas e proteinas dobradas que possam contribuir para
o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (JIN; KLIONSKY, 2014). Esse
sistema pode ser dividido em trés tipos: autofagia mediada por chaperona;
microautofagia e a macroautofagia (seletiva e ndo-seletiva). Resumidamente, a
autofagia mediada por chaperona permite a importacdo direta de determinadas
proteinas para o lumen lisossomal através da membrana resultando no
desenrolamento das proteinas e sua degradacao (PYO; NAH; JUNG, 2012; LYNCH-
DAY; KLIONSKY, 2010); na microautofagia o conteudo citoplasmético é destinado a
degradacdo e diretamente absorvido pelo vacuolo através de invaginacdo da
membrana lisossémica ou vacuolar (KLIONSKY, 2005); a macroautofagia € a via mais
bem caracterizada dos trés. Nela ocorre a formacdo vesiculas citosolicas de
membrana dupla que sequestram 0s componentes citoplasmaticos e os entrega ao
lisossomo ou vacuolo para degradacdo e reciclagem do conteudo transportado
(LYNCH-DAY; KLIONSKY, 2010; WEN; KLIONSKY, 2016).



36

Em leveduras, além do sistema de autofagia ha também um processo
denominado Cvt (cytoplasm to vacuole targeting), no qual utiliza alguns componentes
préprios da autofagia, sendo caracterizado como um tipo seletivo de autofagia
(TODDE; VEENHUIS; van der KLEI, 2009; LYNCH-DAY; KLIONSKY, 2010). Até o
momento esta via sO foi identificada em S. cerevisiae e Pichia pastoris (TODDE,
VEENHUIS e van der KLEI, 2009; FARRE; SUBRAMANI, 2016). As etapas envolvidas
no processo de autofagia e Cvt sdo: (1) inducao; (2) selecéo e envolvimento da carga;
(3) nucleacéo e formacéo da vesicula; (4) expansao da vesicula de dupla camada; (5)
fusdo da vesicula com o vacuolo; (6) lise vesicular no interior do limen do vacuolo e
(7) liberacdo da carga para reciclagem dos constituintes macromoleculares (Figura 2)
(KLIONSKY, 2005).

Figura 2. Representacéo do processo de autofagia e da via Cvt em leveduras.
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A via de Cvt é responsavel pelo transporte das enzimas hidroliticas:
aminopeptidase 1 (Ape1), aspartil aminopeptidase 4 (Ape4) e a-manosidase 1 (Ams1)
do citosol para o vacuolo. Estas enzimas hidroliticas sintetizadas no citosol na forma
de pro-peptideos se agrupam em oligbmeros, se associam a um grande complexo, o
gual sera envolto em uma vesicula de dupla camada mediada por Atg8 e entdo, essa
vesicula do complexo Cvt, é transportada em associacdo com as proteinas Atgl9 e
Atgll até a estrutura pré-autofagossomal (PAS) onde ocorre sua fusdo ao vacuolo

(Figura 2). No lumen vacuolar ocorre a dissociacdo desse complexo promovendo a
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reciclagem de macromoléculas para a célula (KRAFT; REGGIORI; PETER, 2009;
TODDE; VEENHUIS; van der KLEI, 2009; LYNCH-DAY; KLIONSKY, 2010; YUGA et
al., 2011).

2.5 Pep4 (Proteinase A)

Em S. cerevisiae 0o gene PEP4 codifica uma aspartil protease vacuolar,
denominada também como Proteinase A. Pep4 compartilha 46% de homologia com a
catepsina D humana (CatD), que € uma protease lisossémica. Pep4 desempenha um
importante papel nas etapas finais da autofagia, realizando a ativagcdo de diversos
zimogénios que estdo presentes no limen do vacuolo (van den HAZEL; KIELLAND-
BRANDT; WINTHER, 1996), incluindo proteinase B (PrB), carboxipeptidase (CPY) e
aminopeptidase | (Apel) (PARR et al., 2007). A mutacdo no gene PEP4 resulta em
uma reducdo de 90-95% na atividade das proteinases A e B, carboxipeptidase Y,
RNase (s) e fosfatase alcalina (JONES et al., 1982). A atividade das hidrolases Apel
e Amsl (a-manosidase 1) que sdo transportadas pela via de Cvt até o vacuolo séo
dependentes de Pep4, no qual o processamento destas hidrolases ocorre em privacéao
de glicose ou nitrogénio (LYNCH-DAY; KLIONSKY, 2010). Além de Pep4 ser
responsavel pela degradacdo de proteinas, esta protease € importante para a
diferenciacao e sobrevivéncia celular (TEICHERT et al., 1989; PEREIRA et al., 2010).

As células que apresentam deficiéncia desta protease apresentam um acumulo
de corpos autofagicos no vacuolo (TAKESHIGE et al., 1992) e, esta deficiéncia, pode
causar perda na viabilidade celular em condicbes de privacdo de nitrogénio
(TEICHERT et al.,, 1989; TSUKADA; OHSUMI, 1993). Marques et al. (2006)
demonstraram que apesar de Pep4 realizar a degradacéo de proteinas oxidadas, a
sua superexpressdo ndo é suficiente para aumentar o tempo de vida util da célula,
pois Pep4 ndo impede a acumulacdo de outras moléculas modificadas
oxidativamente, tais como, lipideos e DNA que estédo associadas com a morte celular.
Assim como ao homélogo humano, sob diferentes estresses, Pep4 pode ser liberada
do vacuolo. Em estudos anteriores foi relatado que durante a apoptose induzida por
acido acético ou estresse por peroxido de hidrogénio, a proteina Pep4 migra do

vacuolo para o citosol para mediar a degradacédo das mitocondrias e nucleoporinas
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(MASON et al., 2005; PEREIRA et al., 2010). Estes estudos sugerem que Pep4 parece
realizar atividades fora do vacuolo sob inducéo de estresse que séo independentes
da autofagia em S. cerevisiae (KERSTENS; VAN DIJCK, 2018).

2.6 Justificativa

A criptococose é uma micose sistémica de grande importancia clinica. A
doenca causada pela espécie C. neoformans, estd associada principalmente a
pacientes imunodeficientes. Trata-se de um patégeno oportunista que esta distribuido
mundialmente e € responsavel pelas altas taxas de morbidade e mortalidade neste
grupo de pacientes (PAPPAS, 2013; FAVALESSA et al.,, 2014). Sendo assim,
pesquisas precisam ser efetuadas para melhor elucidar o conhecimento desta micose.
Alguns aspectos que contribuem para o desencadeamento da viruléncia e seu impacto
na patogénese ja foram investigados, mas ainda nédo sdo suficientes. Diversos
estudos indicam que a autofagia é uma das ferramentas que C. neoformans utiliza
para resistir a condicdes adversas e estresses ambientais, fazendo com que sua
colonizagdo no hospedeiro seja bem-sucedida (PALMER; ASKEW; WILLIAMSON,
2008).

Recentemente, o sistema de autofagia tem sido estudado em diferentes
espécies de fungos. Gontijo et al. (2017) reportaram que a proteina Ape4, que faz
parte do processo de autofagia seletiva (via de Cvt) em S. cerevisiae desempenha um
importante papel na viruléncia em modelo animal em C. neoformans e através de uma
analise de bioinformética, foi constatado que dos 34 genes relacionados a autofagia
em S. cerevisiae, 21 foram encontrados em C. neoformans, incluindo o gene PEP4.
Contudo, os mecanismos envolvidos nas etapas da autofagia em Cryptococcus spp.,
ainda foram pouco explorados, portanto, mais estudos sdo necessarios para a
compreensao deste processo e de sua relagdo com a viruléncia, patogénese e a
biologia do fungo.

O gene anotado como CNAG_00581 no genoma de C. neoformans, codifica
65% de aminoacidos semelhantes a Pep4 de S. cerevisiae. Sendo assim, com a

finalidade de ampliar o conhecimento sobre o processo de autofagia em C.



39

neoformans, este estudo visa analisar o efeito da delecdo do gene PEP4, avaliando

seu papel na composicédo e modulacao dos fatores de viruléncia e biologia do fungo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o impacto da delecé&o do gene PEP4 em Cryptococcus neoformans, seu
papel no processo de autofagia, expressédo dos fatores de viruléncia e biologia do

fungo.

3.2 Objetivos especificos

I. Obter as cepas de C. neoformans mutante (pep4) e reconstituida
(pep4+PEP4), utilizando a metodologia de Double-joint;

Il. Caracterizar fenotipicamente a delecdo do gene PEP4, associando aos
fatores de viruléncia (producdo de fosfolipase, melanina, urease e capsula
polissacaridica), bem como o crescimento frente a mdultiplos estresses (térmico,
osmotico, oxidativo, nitrosativo e alcalino);

lll. Avaliar a sobrevivéncia do mutante pep4 em macréfagos derivados de
medula 6ssea de camundongos BALBI/c;

IV. Acessar a viruléncia da linhagem pep4 em modelo animal Galleria

mellonella.

3.3 Delineamento experimental

Delecdo do gene
PEP4 por Double-
joint

Confirmacgao da
delegao por PCR
diagnostico e
Southern blot

[ [ [ |

Caracterizagao
fenotipica dos

Avaliacao de Sobrevivéncia in Sobrevivéncia in

fatores de viruléncia

multiplos estresses

vitro

vivo

Fosfolipase; Melanina; Urease;
Capsula polissacaridica.

Termotolerancia; Osmotico;
Oxidativo; Nitrosativo;

Alcalino; Membrana e
Parede celular.

Sobrevivéncia do mutante
pep4 nos macrofagos
derivados de medula dssea
de camundongos BALB/c.

Analise da viruléncia do
mutante pep4 no modelo
animal G. mellonella.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CondicOes gerais de esterilizacéo

Os meios de cultura, solugdes, vidrarias foram autoclavados a 121°C e 1 atm
durante 15 minutos. As esterilizagdes por filtracao foram feitas em filtros de porosidade
de 0,22 um em frascos previamente estéreis.

Os microrganismos foram repicados em fluxo laminar nivel I, previamente
higienizado com é&lcool 70% e esterilizado por 15 minutos com luz UV. Os
microrganismos foram cultivados em temperatura e tempo indicados em cada

metodologia empregada.

4.2 Microrganismos e plasmideos
A lista de microrganismos e plasmideos utilizados neste trabalho estéo

presentes nos Apéndices A e B, respectivamente.

4.3 Oligonucleotideos

Todos os oligonucleotideos utilizados neste trabalho estéo listados no Apéndice
C. Os oligonucleotideos foram adquiridos da Integrated DNA Technologies (IDT) na
escala de 25 nmol. As solucBes estoques foram preparadas em agua MilliQ estéril na
concentracdo de 100 uM e as solucdes de uso foram ajustadas para a concentracao
de 10 uM. Ambos os oligonucleotideos de estoque e uso foram armazenados a -20°C

até o momento do uso.

4.4 Meios de cultivo e solucdes
Os meios de cultivo solidos (agar) foram vertidos em fluxo laminar nivel Il estéril,

sendo utilizados 25 mL por placa de Petri 90x15 mm ou 60 mL por placa 150x15 mm.

4.4.1YPD
Extrato de levedura (BD) 10 g/L
Peptona Bacteriologica (BD) 20 g/L
Agar (BD) 20 g/L

HCI 1 M (Dinamica) 5 mL/L
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Dextrose 20% (Synth) 20 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

O meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e logo apos foi

adicionada a solucao estéril de dextrose 20% ao meio. Quando necesséria a utilizacao

do meio liquido, excluir o agar da composi¢ao.

4.4.2 YPG
Extrato de levedura (BD) 10 g/L
Peptona Bacteriolégica (BD) 20 g/L
Agar (BD) 20 g/L
HCI 1 M (Dinamica) 5 mL/L
Galactose 20% (Sigma) 20 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

O meio de cultura foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e logo apos foi
adicionada a solucdo estéril de galactose 20% ao meio. Quando necessaria a

utilizacdo do meio liquido, excluir o agar da composicao.

4.4.3 YPD com 1 M de sorbitol
O meio YPD foi preparado de acordo com o item 4.4.1, acrescentado de 182,17
g/L de sorbitol conforme descrito por Toffaletti et al. (1993) e autoclavado por 15

minutos a 121°C.

4.4.4 YPD e SD suplementado com NacCl
NaCl 0,75 M (Synth) 43,84 g/L
NaCl 1 M (Synth) 58,44 g/L
O meio YPD foi preparado como descrito no item 4.4.1 e o SD conforme
descrito no item 4.4.14. Ao meio de cultura foram acrescentados 0,75 M ou 1 M de
NaCl de acordo com as quantidades especificadas acima (ZARAGOZA; GANCEDO,

2000). Em seguida, os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

4.4.5 YPD e SD suplementado com KCI
KCI 0,75 M (Vetec) 55,92 g/L
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KCI 1 M (Vetec) 74,56 g/L
O meio YPD foi preparado como descrito no item 4.4.1 e o SD conforme
descrito no item 4.4.14. Ao meio de cultura foram acrescentados 0,75 M ou 1 M de
KCI de acordo com as quantidades especificadas acima (ZARAGOZA; GANCEDO,
2000). Em seguida, os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.

4.4.6 YPD com SDS 0,03%

O meio YPD foi preparado conforme descrito no item 4.4.1 e ap0s ser
autoclavado a 121°C por 15 minutos, foi adicionado SDS na concentracéo final de
0,03% (AN et al., 2014).

4.4.7 YPD suplementado com H202 ou NaNO2
H202 1 mM (Vetec) 10 mL/L
NaNO2 1 mM (Vetec) 10 mL/L
O preparo do meio YPD foi conforme o item 4.4.1. Em seguida, o meio foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos, para posteriormente adicionar 1 mM de H202 0u
NaNO: a partir de uma solugéo estoque a 100 mM previamente esterilizada (LI et al.,
2016).

4.4.8 YPD suplementado com 0,5% de Congo Red
Congo Red (Vetec) 5g/L
O meio YPD foi preparado conforme o item 4.4.1. Em seguida, o meio foi
autoclavado a 121°C por 15 minutos para posteriormente ser acrescido de 0,5% de

Congo red, de acordo com Zaragoza e Gancedo (2000).

4.4.9 Agar gema

Sabouraud Dextrose Agar (Himedia) 65 g/L
NaCl 1 M (Synth) 68,44 g/L
Naz2HPO4 (Synth) 14,49
CaCl21 M (Synth) 2,5mL
Egg yolk Emulsion (Himedia) 80 mL

Agua MilliQ g.s.p 9,17 mL
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Apés autoclavar o meio de cultivo a 121°C por 15 minutos e estabilizacéo a
55°C, a gema de ovo (Egg yolk emulsion) estéril e o azul de metileno foram

adicionados.

4.4.10 Agar Niger Seed
Semente de Niger (Guizotia abyssinica) 75 g/L
Agua MilliQ g.s.p 350 mL
Primeiramente, as sementes de niger foram trituradas e adicionadas em 350
mL de agua MilliQ. A mistura foi autoclavada a 121°C por 15 minutos. Logo apés, as
sementes foram coadas com o auxilio de gaze ou papel filtro e o liquido contendo o

6leo foi coletado.

Dextrose (Synth) 10 g/L
Agar (BD) 20 g/L
Oleo de semente de Niger 75 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

Logo apds, ao oleo coletado de semente de niger foi adicionado dextrose, agar
e 0 volume completado para 1 L com agua MilliQ. Todos os componentes foram

autoclavados por 40 minutos a 121°C.

4.4.11 Christensen’s urea Agar

Peptona (Difco) 1g/L
Dextrose (Synth) 1g/L
NaCl (Synth) 59/L
Fosfato de potassio monobasico (Synth) 2 g/L
Ureia (Sigma) 20 g/L
Vermelho de fenol (Synth) 0,012 g/L
Agar (Difco) 20 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

O agar foi adicionado a 900 mL de agua MilliQ e autoclavado a 121°C por 15
minutos. Os seis primeiros componentes da tabela foram diluidos em 100 mL de 4gua
MilliQ, a solucéo foi filtrada (filtro de 0,22 uM) para esterilizacdo e adicionada ao agar

equilibrado na temperatura de 55°C. 5 mL deste meio foram vertidos em tubos de
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ensaio estéreis (13x100 mm), os quais foram inclinados até a solidificacdo e

posteriormente foram armazenados a 4°C.

4.4.12 Meio de inducgdo de cpsula

Para o experimento de indugdo de capsula foi utilizado o meio Sabouraud
Dextrose Caldo (KASVI) diluido em 1/10 no tampdo MOPS (Acido 3-[N-Morfolino]
propanosulfonico) que foi ajustado para o pH de 7.3, de acordo com o protocolo

descrito por Zaragoza e Casadevall (2004).

4.4.13 Meio RPMI 1640

Para o experimento de sobrevivéncia em macréfagos foi utilizado o RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife) e
gentamicina (40 mg/L) (Gibco).

4.4.14 YNB (Yeast nitrogen base) (10X)
YNB com aminoacidos e sulfato de amonia (Sigma) 6,75 g /100 mL
YNB sem aminoéacidos e sem sulfato de aménia (Sigma) 6,75 g /100 mL
Serd utilizada a nomenclatura SD (Synthetic dextrose) ou SG (adicdo de
galactose ao meio sintético) para se referir ao YNB. As solu¢cdes do meio sintético
YNB foram preparadas para uma solucéo estoque de 10X, esterilizadas por filtracao
e utilizadas apdés o preparo ou armazenadas a 4°C.
Neste trabalho foram utilizadas diversas combina¢gdes com o meio SD, sendo
elas na presenca ou auséncia de sulfato de amoénia (N); aminoacidos (AA) e 2% de
galactose (SG), sendo elas, SD+N+AA, SG+N+AA, SD-N-AA, SD+N-AA, SG+N-AA.

YNB (10X) 100 mL
Dextrose 20% (Synth) ou Galactose 20% (Sigma) 100 mL
Agar (Difco) 20 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L

Os componentes dextrose ou galactose, agar e agua foram autoclavados por
15 minutos a 121°C. Apos equilibrio de temperatura a 55°C, a solugdo de YNB (10X)
foi adicionada a mistura dextrose, agar e agua, obtendo a concentracao final de 1X

(100 mL/L). Na utilizacdo de meio liquido, excluir o 4gar da composicao.
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4.4.15 SD ou SG suplementado com H20:2
H202 1 mM (Vetec) 10 mL/L
O meio SD e/ou SG foi preparado conforme o item 4.4.14 e posteriormente se
adicionou 1 mM de H202 a partir de uma solugéo estoque a 100 mM previamente
esterilizada.

4.4.16 SD ou SG suplementado com NaNO:2
NaNO2 1 mM (Dinamica) 10 mL/L
O meio SD e/ou SG foi preparado conforme o item 4.4.14 e posteriormente foi
adicionado 1 mM de NaNO:2 a partir de uma solucéo estoque a 100 mM previamente

esterilizada.

4.4.17 Solugao de Dextrose 20%
Dextrose D-glicose (Synth) 200 g/L
Agua MilliQ g.s.p 1L
A solucao foi homogeneizada e autoclavada a 121°C por 15 minutos. A solugao
foi utilizada apds o preparo ou armazenada a 4°C.

4418HCI1M
HCI (Dinamica) 83 mL
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi preparada e mantida a temperatura ambiente em frasco de vidro.

4.4.19 PBS 10X

NacCl (Sigma) 804¢g
KCI (Sigma) 29
NazHPO4 (Synth) 14,4 g
KH2PO4 (Synth) 2,449
Agua MilliQ g.s.p 1L

Os componentes foram dissolvidos em agua MilliQ e o pH foi ajustado para 7,4.

A solucdo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos e mantida a temperatura ambiente.
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4.4.20 Ampicilina (50 mg/mL)
Ampicilina (AppliChem) 25¢g
Etanol 70% (diluido de etanol absoluto Merck) g.s.p. 50 mL

4.4.21 Higromicina B (50 mg/mL)
O antibiético Higromicina B (Invitrogen) foi adquirido em solugcdo pronto para

uso. A concentracao final utilizada foi de 200 pug/mL (4 pL/mL de meio).

4.4.22 Neomicina - G418 (200 mg/mL)
G418 (Life Technologies) 25¢g
Agua MilliQ g.s.p 50 mL
Apoés diluicao em agua MilliQ, a solucao foi esterilizada por filtracao (filtro de
0,22 uM) e armazenada a 20°C. A concentragao de uso utilizada foi de 200 pg/mL (1
puL/mL de meio).

4.4.23 Tampao de extracdo de DNA

Triton X-100 10% 2%
SDS 10% 1%
NaCl 2 M 100 mM
Tris pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

Solucao foi esterilizada por filtracao (filtro de 0,22 uM) e mantida a temperatura

ambiente.

4.4.24 Tris-EDTA (TE)
Tris pH 8,0 10 mM
EDTA (Synth) 1 mM
A solucdo foi autoclavada a 121°C por 15 minutos e armazenada em
temperatura ambiente.



48

4.4.25 Solugao de RNAse (10X)
RNAse (QIAGEN) 100 mg
Agua MilliQ g.s.p 10 mL
A solucéo foi homogeneizada, esterilizada por filtracéo (filtro de 0,22 pM) e,

posteriormente, armazenada a -20°C.

4.4.26 SDS 10%
SDS (Biobasic Inc) 509
Agua MilliQ g.s.p 500 mL
A solucao foi aguecida a 60°C para dissolver o SDS e o pH foi ajustado com

HCl para 7,2. A solucao foi mantida em temperatura ambiente até o momento do uso.

4.4.27 Solugbes para extracdo de proteina
4.4.27.1 Tris-HCI 1 M pH 8
Tris base (Dinamica) 121,14 g
Agua MilliQ g.s.p 1L
A mistura foi homogeneizada em 800 mL de agua MilliQ. Logo apés, o pH foi
ajustado com HCI para o valor 8,0 e o volume completado para 1 L. A solucéo foi

autoclavada a 121°C por 15 minutos e mantida em temperatura ambiente.

4.4.27.2 Tris-HCI 1M pH 7,4
Tris base (Dinamica) 121,14 g
Agua MilliQ g.s.p 1L
A mistura foi homogeneizada em 800 mL de agua MilliQ. Logo apads, o pH foi
ajustado com HCI para o valor 7,4 e o volume completado para 1 L. A solucéo foi

autoclavada a 121°C por 15 minutos e mantida em temperatura ambiente.

4.4.27.3 EDTA0,5MpH 8
EDTA (Synth) 14,61 g
Agua MilliQ g.s.p 100 mL
A mistura foi homogeneizada em 90 mL de agua MilliQ. Em seguida, o pH foi
ajustado com NaOH para 8,0 e o volume ajustado para 100 mL. A solugéo foi estocada

em temperatura ambiente.
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4.4.27.4 NaCl5 M
NaCl (Dinamica) 292,2 g
Agua MilliQ g.s.p 1L

A mistura foi homogeneizada em agua MilliQ, autoclavada a 121°C por 15

minutos e mantida em temperatura ambiente.

4.4.27.5 PMSF 100 mM
PMSF (Sigma) 0,174 g
Etanol 70% (diluido de etanol absoluto Merck) 10 mL

A mistura foi homogeneizada, aliquotada e estocada a -20°C.

4.4.27.6 NP-40 10%
NP-40 (Calbiochem) 10 mL
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

A mistura foi homogeneizada e estocada em temperatura ambiente.

4.4.27.7 Tampéao de lavagem

Tris-HCI 1 M pH 8,0 1mL
EDTAO05M 2 UL
Agua MilliQ g.s.p 10 mL

A solucao foi preparada no momento do uso, mantendo em gelo.

4.4.27.8 Tampao de lise

Tris-HCI 1 M pH 7,4 50 pL
NaCl5 M 20 uL
PMSF 100 mM 5 uL
NP-40 10% 50 uL
Ortovanadato (Sigma) 200 mM 50 pL
NaF 500 mM (Sigma) 100 pL
Inibidor de protease 100X (Thermo Scientific) 10 pL
Agua MilliQ g.s.p 715 pL

A solucéo foi preparada no momento do uso, mantendo em gelo.
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4.4.28 Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida
4.4.28.1 Acrilamida 30%

Acrilamida (Biobasic Inc) 58 ¢
Bis-acrilamida (Synth) 29
Agua MilliQ g.s.p 200 mL

A solucdo foi homogeneizada e mantida apds o preparo a 4°C em frasco
protegido da luz (envolto em papel aluminio).

4.4.28.2 Lower buffer pH 8,8

Tris base (Dinamica) 91g¢
SDS 10 % (Biobasic Inc) 20 mL
Agua MilliQ g.s.p 500 mL

Primeiramente foi dissolvido Tris base em 300 mL de 4gua, em seguida, o pH
da solucéo foi ajustado para 8,8 com HCI. Na sequéncia, foram adicionados 20 mL de

SDS 10% e o volume final da solucdo foi completado para 500 mL. A solucéo foi
mantida a 4°C.

4.4.28.3 Upper buffer pH 6,8

Tris base (Dinamica) 91g¢
SDS 10 % (Biobasic Inc) 20 mL
Agua MilliQ g.s.p 500 mL

Inicialmente foi dissolvido Tris base em 300 mL de agua, em seguida, o pH da
solucéo foi ajustado para 6,8 com HCI. Posteriormente, foram adicionados 20 mL de

SDS 10% e o volume final da solucdo foi completado para 500 mL. A solucéo foi
mantida a 4°C.

4.4.28.4 Persulfato de amdnio (APS) 10%
Persulfato de amoénio (Sigma) 19
Agua MilliQ g.s.p 10 mL

A solucéo foi preparada, aliguotada em tubos do tipo Eppendorf e mantida a -
20°C até o momento do uso.
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4.4.28.5 Tampao de corrida (10X)

Tris base (Dinamica) 30,3 ¢
Glicina (Dinamica) 144 g
SDS (Biobasic Inc) 10 g
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi dissolvida em agua MilliQ e o pH ajustado para 8,3. Em seguida,

a solucéo foi mantida em temperatura ambiente.

4.4.28.6 Tampao de amostra (2X)

Tris base pH 6,8 100 mM
SDS (Biobasic Inc) 0,2%
Glicerol (Dinamica) 20%
Ditiotreitol (DTT, LGC) 200 mM
Agua MilliQ g.s.p 10 mL

A solucdo foi dissolvida em agua MilliQ e estocada em tubos do tipo Eppendorf
a-20°C.

4.4.28.7 Solugéo corante de Coomassie blue

Coomassie blue (Merck) 25¢9
Metanol (Merck) 450 mL
Acido acético glacial (Dinamica) 100 mL
Agua MilliQ g.s.p 10 mL

A solucéo foi dissolvida em agua MilliQ e estocada em temperatura ambiente

protegida da luz.

4.4.28.8 Solucao descorante

Metanol (Merck) 450 mL
Acido acético glacial (Dinamica) 100 mL
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi preparada e mantida em temperatura ambiente até o momento do

uso.
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4.4.29 Solugdes para Western blot
4.4.29.1 Solucéo de transferéncia (10X) - Tris

Tris base (Dinamica) 30,39
Glicina (Dinamica) 144 g
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi dissolvida em agua MilliQ e o pH ajustado para 8,3. Logo apés a

solucéo foi armazenada em temperatura ambiente.

4.4.29.2 Solucao de transferéncia (1X)

Solucao de transferéncia (10X) 25 mL
Metanol (Merck) 50 mL
Agua MilliQ g.s.p 250 mL

A solugéo foi preparada somente no momento do uso.

4.4.29.3 Solucao de lavagem (10X) — TBS

Tris base (Dinamica) 24,23 g
NaCl (Dinamica) 80,06 g
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucdao foi dissolvida em agua MilliQ e o pH ajustado para 7,6. A solucéo foi

armazenada a 4°C.

4.4.29.4 Solucao de lavagem (1X) — com Tween 0,1%

Solucéao de lavagem (10X) 100 mL
Tween 20 (Dinamica) 1mL
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solucéo foi homogeneizada e armazenada por até duas semanas a 4°C.

4.4.29.5 Solucéo de bloqueio (Molico 5%)
Leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé) 259
Solucao de lavagem (1X) com Tween 0,1% 50 mL

A solucéo foi preparada somente no momento do uso.
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4.4.29.6 Albumina de soro bovino (BSA 1%)
BSA (Sigma) 19
Agua MilliQ g.s.p 100 mL
A solucdo de BSA foi dissolvida em &gua MilliQ, aliquotada em tubos do tipo
Eppendorf e armazenada a -20°C.

4.4.30 Solucdes para eletroforese em gel de agarose
4.4.30.1 Gel de agarose (0,8%)
Agarose (Sigma) 849
Tampao TAE (10X) g.s.p. 1L
A mistura foi aquecida em micro-ondas até a agarose se dissolver
completamente. Posteriormente foi adicionado o brometo de etideo (5 pg/mL) e a
solucéo foi vertida no molde de eletroforese.

4.4.30.2 Tampéao de corrida TAE (50X)

Tris base (Dinamica) 242 g
Acido acético glacial (Dinamica) 57,1 mL
EDTA 0,5M pH 8,0 0,1 mL
Agua MilliQ g.s.p 1L

A solugéo foi autoclavada e mantida em temperatura ambiente até o momento

do uso. Utilizagdo na concentragao final de 1X.

4.4.30.3 Tampao de amostra (6X)

Azul de bromofenol (Synth) 0,25¢g
Glicerol (Synth) 30 mL
Xileno cianol (Sigma) 0,259
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

A solucao foi preparada, estocada em tubos Eppendorf e mantida a 4°C.

4.4.30.4 Brometo de etideo (10 mg/mL)
Brometo de etideo (Sigma) 1lg
Agua MilliQ g.s.p 100 mL

A solucao foi homogeneizada e mantida a 4°C em frasco protegido da luz.



4.4.31 Solugdes para Southern blot
4.4.31.1 Solucao de desnaturacao
NaOH 10 M
NaCl 5 M (Dinamica)
Agua MilliQ g.s.p

4.4.31.2 Solucao de neutralizacao
NaCl 5 M (Dinamica)
Tris base 1 M (Dinamica)

Agua MilliQ g.s.p

4.4.31.3 Solucao estoque SSC 20X
NaCl 5 M (Dinamica)
NasCeHs0O7
Agua MilliQ g.s.p
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50 mL
300 mL
1L

300 mL
668 mL
1L

300 mL
88,2 g
1L

A solucéo foi homogeneizada, o pH ajustado para 7,0 e o volume completado

para 1 litro.

4.4.31.4 Solucao de lavagem (1)
SSC 20X
SDS 20% (Biobasic Inc)
Agua MilliQ g.s.p

4.4.31.5 Solucao de lavagem (2)
SSC 20X
SDS 20% (Biobasic Inc)
Agua MilliQ g.s.p

4.5 Métodos

4.5.1 Construcao de cassetes de delecao por Double-joint

5mL
2,5mL
500 mL

2,5mL
2,5mL
500 mL

A construcédo pep4::HygR foi obtida de acordo com a metodologia de Double-

joint (KIM et al., 2009). Os oligonucleotideos foram desenhados a partir da sequéncia
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homologa do gene anotado como PEP4 (CNAG_00581), acessado no banco de dados
do Broad Institute (http://www.broadinstitute.org) e foram adquiridos pela Integrated
DNA Technologies (IDT) na escala de 25 nmol. Os oligonucleotideos estao listados
no Apéndice C (Tabela 1). A estratégia proposta por Kim et al. (2009) pode ser
observada na Figura 6. Na primeira etapa foi realizada a amplificacdo por PCR das
sequéncias flanqueadoras do gene a ser deletado e das sequéncias dos marcadores
(gene de resisténcia a higromicina). Todas as amplificacfes de cada fragmento foram
feitas no volume final de 50 pL, adicionando-se também aos microtubos de 0,2 mL 1
Unidade de ExTaq (Takara), 5 pL de ExTaq buffer 20X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KClI
e 1,5 mM MgClz), 4 uL de 2,5 mM de dNTP’s (concentragao final de 0,2 mM), 0,2 uM
de cada oligonucleotidio. As amplificac6es foram realizadas no termociclador (Applied
Biosystems) nas condi¢gbes: 1 ciclo inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, seguido de anelamento (temperatura de
melting especifica de cada combinacdo de oligonucleotideos) por 30 segundos,
extensdo a 72°C (por um periodo especifico ao tamanho do fragmento — 1 min para
cada 1.000 pb) e um ciclo final a 72°C por 7 minutos. Apdés a confirmacédo dos
tamanhos das bandas de interesse por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado
com 5 pug/mL com brometo de etideo, as bandas foram purificadas utilizando kit
QIAquick Gel Extraction (QIAGEN) de acordo com as especificagdes do fabricante.
Na segunda etapa, foi feita uma reacdo de PCR para a fusdo de cada fragmento
contendo a concentracdo de 50 ng de cada molde, através da sobreposicao das
sequéncias flanqueadoras com a sequéncia de resisténcia. Apds eletroforese, 0s
produtos da fusdo foram purificados do gel e armazenados a -20°C até o momento do

uso.

4.5.2 Transformag&o por biolistica

A transformacdo por biolistica foi realizada seguindo o protocolo de Toffaletti et
al. (1993). A linhagem KN99a de C. neoformans foi cultivada em 50 mL de YPD sob
agitacao de 150 rpm a 30°C por um periodo de 12-16 horas. Em seguida, as células
foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 minutos, lavadas 1 vez e
ressuspendidas em 500 puL de agua destilada estéril. As células foram espalhadas
com o auxilio de uma alca de Drigalski na regido central da placa de Petri contendo

meio de cultura YPD suplementado com 1 M de sorbitol. Posteriormente, 50 pL de
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particulas de ouro (0,6 um) foram recobertas com 1 ug de DNA com a sequéncia do
cassete de delecdo. Utilizamos o equipamento Biolistic® PDS-1000/He Particle
Delivery System (Bio-Rad) para efetuar a transformacdo por biolistica, em que o0s
disparos foram realizados com disco de ruptura de 1.350 psi de pressédo, onde as
particulas com o DNA foram aceleradas no vacuo a uma distancia de 60 mm da placa
de YPD contendo 1 M de sorbitol. Apos os disparos, seguiu-se com a incubacéo das
placas por 24 horas a 30°C e, apoés este periodo adicionou-se 10 mL de agua destilada
nas placas para que as células fossem raspadas com o auxilio de uma espatula
previamente esterilizada. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10 minutos
a 4.000 rpm, ressuspendidas em agua destilada estéril e plagueadas em meio seletivo
(YPD suplementado com 200 pug/mL de higromicina - Invitrogen). As placas foram
incubadas a 30°C por 7 dias e as colonias que cresceram no meio seletivo foram
utilizadas para confirmacéo da delecao.

4.5.3 Extracdo de DNA gendmico

A extracdo do DNA gendmico das linhagens selvagem e transformantes foi
realizada pelo método de Smash and Grab (HOFFMAN; WINSTON, 1987). As culturas
das linhagens alvos foram crescidas por 14-16 horas em YPD sob agitagcéo (150 rpm)
a 30°C. As células foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 minutos. Em
seguida, as ceélulas foram ressuspendidas em 0,5 mL de tampdo de extracdo e
transferidas para tubos de rosca contendo pérolas de vidro (0,5 mm) e 0,5 mL de fenol-
cloroférmio, onde foram agitadas durante 10 minutos com o auxilio de um vortex.
Terminada a agitacao, centrifugou-se a suspenséo por 4 minutos a 8.000 rpm e a fase
aguosa foi transferida para um novo tubo estéril acrescido de 50 uL de NaAC3 M e 1
mL de etanol absoluto para precipitacdo do DNA. Esta suspenséo foi centrifugada a
13.000 rpm por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 0,5
mL de etanol 70% para lavar o precipitado. Centrifugou-se por 5 minutos a 13.000 rpm
e 0 sobrenadante foi descartado. Logo apdés a secagem do DNA precipitado, foi
adicionado 50 pL de TE contendo 10 pg/mL de RNAse e o material foi incubado na
temperatura ambiente por 30 minutos. A concentracdo de gDNA e sua pureza foram
estimados em aparelho Nanodrop (Thermo Fisher Scientific Inc - 2000c UV-Vis

Spectrophotometer). Na sequéncia, foi feita uma eletroforese em gel de agarose 0,8%
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e o gel foi visualizado em transluminador sob luz ultravioleta. As amostras foram

armazenadas a -20°C até o momento do uso.

4.5.4 Confirmacao da delec&o por Southern blot

A confirmacao da delegcéo por Southern blot foi realizada conforme Sambrook,
Fritsch e Maniatis (1989). Apés extracdo do gDNA pela metodologia de Smash and
Grab, 10 pg do gDNA foram digeridos por enzimas de restricdo por 12-16 horas a
37°C. Todo o volume da digestao foi aplicado em gel de agarose 0.8% a 100 V por
aproximadamente 3 horas. ApOs este periodo, foi realizada a depurinacédo do gel
lavando 2X por 15 minutos em solucdo HCI 0,25 M e, posteriormente, foi feita a
desnaturacao por 1 hora com agitacdo branda em solucédo de desnaturacdo (NaOH
10 M e NaCl 5 M). Logo apds, foi realizado o descarte da solucdo e a neutralizacédo
da membrana pela lavagem em solucéo de neutralizacdo (NaCl 5 M e Tris base 1 M)
pelo periodo de 1 hora com agitacdo. A transferéncia do DNA para a membrana de
nylon (Hybond-N RPN303N) foi realizada em solugdo 2X SSC por 16 horas. Finalizada
a transferéncia, foi adicionado a membrana 5 mL da solu¢éo de hibridizacéo e 0,5 pL
da sonda amplificada com o kit PCR DIG Probe Synthesis (Roche), seguindo as
recomendacgfes do manual do fabricante e usando os oligonucleotideos especificos.
Apbs a hibridizacdo a 50°C por 12 a 16 horas realizou-se a lavagem da membrana
utilizando o kit DIG Wash and Block Buffer Set (Roche), de acordo com as instrucdes
do fabricante. A deteccao dos padrbes de bandas das linhagens selvagem, mutantes
e reconstituida foi feita por quimioluminescéncia utilizando o kit de revelagdo CPD-
Star ready-to-use (Roche), conforme as especificacbes do manual. A deteccdo da
guimioluminescéncia foi realizada usando fotodocumentador UVITEC 2.7 (UVltec
Limited).

4.5.5 GFP-Amsl1 e transformag&o em C. neoformans

A regido codificadora do gene AMS1 de C. neoformans foi amplificada por PCR
e clonadas entre os sitios BamHI (Thermo Fischer Scientific) e Spel (Thermo Fischer
Scientific) do vetor pCN50 (O'MEARA et al., 2010), utilizando E. coli guimiocompetente
DH5a, de acordo com protocolo publicado por Jacobus e Gross (2015). Os
oligonucleotideos usados para gerar os fragmentos estdo indicados no Apéndice C

(Tabela 2). Na sequéncia, a clonagem do plasmideo contendo o gene fusionado na
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regido C-terminal da sequéncia da proteina fluorescente verde (GFP) foi confirmada
por PCR diagnéstico. Os vetores clonados foram introduzidos na linhagem selvagem
KN99a e mutante pep4 por biolistica. Em seguida, a selecdo dos transformantes foi
realizada em &gar YPD contendo 200 pg/mL de G418 (Life Technologies) para a
linhagem selvagem e 200 pg/mL de higromicina para o mutante, e posteriormente

confirmacado por PCR diagndstico.

4.5.6 Extracdo de proteina total e Western blot

Para ser realizada a preparacdo do extrato total de proteina, as células de
levedura foram cultivadas por 12-16 horas em caldo YPD a 30°C. O processamento
da proteina Ams1 foi induzido transferindo as células para YPD liquido, SD sem sulfato
de amobnia e aminodcidos e SG sem sulfato de amoénia e aminoécidos com
suplementagéao de galactose. A indugdo em meio rico (YPD) e em privag&o nutricional
foi realizada pelo periodo de 0-6 horas a 30°C em agitacdo de 150 rpm. Apés a
inducédo, as células de levedura foram coletadas por centrifugacéo e ressuspendidas
em 500 pL do tampéao de lise (50 mM Tris pH 7,4, 100 mM NacCl, 0,5 mM PMSF, 10
mM ortovanadato, 50 mM NaF, 0,5% NP-40) contendo inibidores de protease e
fosfatase (Sigma-Aldrich). Pérolas de vidro foram adicionadas a suspenséo celular e
as células foram lisadas usando o aparelho Mini-Beadbeater-16 (BioSpec). A
concentracédo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). Para a analise de Western blot, 50 pg de extrato total de proteina foram
separados por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 10% e transferidos para
membranas de nitrocelulose (Bio-Rad), usando o equipamento de transferéncia semi-
seca Trans-Blot® SD (Bio-Rad) a 15 V por 1 hora. Logo apds, as membranas foram
bloqueadas em solucéo de leite desnatado a 5% diluido em salina tamponada com
Tris (TBS) contendo 0,1% de Tween 20 (Bio-Rad). As membranas foram
posteriormente incubadas com anticorpo primario anti-GFP de camundongo (Thermo
Fisher Scientific) em uma diluicdo de 1:2.000. Na sequéncia, as membranas foram
incubadas com anticorpos secundarios IgG anti-camundongo (Cell Signaling)
conjugados com peroxidase em uma diluicdo de 1:5.000. As bandas imunorreativas
foram detectadas usando o substrato quimioluminescente SuperSignal ™ West Pico
(Thermo Fisher Scientific) e visualizadas usando o aparelho ImageQuant LAS (GE

Healthcare). Este ensaio foi repetido trés vezes de forma independente.
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4.5.7 Avaliagdo do impacto da delecdo do gene PEP4 na expressao dos fatores de

viruléncia e a multiplas condi¢cdes de estresse

4.5.7.1 Diluigao seriada

Nos ensaios para caracterizacdo fenotipica da delecdo do gene PEP4 frente
aos fatores de viruléncia e multiplas condi¢cbes de estresse as culturas de KN99q,
pep4 e pep4+PEP4 foram crescidas em 5 mL de YPD por um periodo de 12-16 horas
sob agitacdo de 150 rpm. As células foram coletadas por centrifugacdo a 4.000 rpm
por 10 minutos, lavadas por trés vezes com agua milliQ estéril e ressuspendidas em
1 mL de agua milliQ estéril. A concentracao de células foi determinada por contagem
em camara de Neubauer e os indculos foram ajustados para 2x10° cel/mL. A partir
desta concentracao inicial de 2x10° cel/mL, foram feitas as demais diluicdes seriadas,
sendo elas: 2x10°% 2x10% 2x10° e 2x10? cel/mL. Foram inoculados 5 pL de cada
diluicdo em placas contendo os meios de cultura de interesse e os ensaios foram
seguidos de acordo com as especificacdes de cada experimento. Os registros das

placas foram feitos em aparelho fotodocumentador UVITEC 2.7 (UVItec Limited).

4.5.7.2 Crescimento a 37°C

A preparacao dos inoculos e diluicGes seriadas para a realizacao deste ensaio
foi conforme descrito no item 4.5.7.1. Logo apos o preparo, foram feitos spots em
placas de YPD e SD (Synthetic Dextrose). As placas foram incubadas a 30°C e 37°C
por 48 horas. As imagens das placas foram registradas e os perfis fenotipicos

comparados.

4.5.7.3 Crescimento em privacgao nutricional

Neste ensaio as linhagens foram crescidas em meio sintético (SD) sob privacao
de sulfato de aménia e amino&cidos, mas com a adicdo de 2% de dextrose (SD-N-
AA) por 20 dias. O preparo dos inoculos e diluicdes seriadas para a realizacdo deste
ensaio foi conforme descrito no item 4.5.7.1. Logo apos o preparo, foram feitos spots

em placa de YPD, para em seguida, ser incubada a 30°C por 48 horas.
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4.5.7.4 Crescimento em diferentes pHs

Para avaliacdo da sensibilidade de crescimento em diferentes pHs, conduzimos
0 ensaio em meio YPD e em meio SD aplicando os valores de pH de 4, 6, 7 ou 8. O
preparo dos inéculos e diluicbes seriadas para a realizacdo deste ensaio foi conforme
descrito no item 4.5.7.1. Apdés pipetagem de 5 pL da suspensdo celular nos

respectivos meios, as placas foram incubadas a 30°C e 37°C por 48 horas.

4.5.7.5 Integridade da parede celular

Apés o preparo dos inéculos e diluicdes seriadas para a realizagédo deste ensaio
conforme descrito no item 4.5.7.1, spots foram feitos em placas contendo YPD
suplementado com 0,5% de vermelho congo ou 0,03% de SDS. As placas foram

incubadas na estufa por 48 horas a 30°C e 37 °C.

4.5.7.6 Estresse osmdético, oxidativo e nitrosativo

O ensaio para avaliacao do efeito do estresse osmdtico foi feito em meio YPD
e SD acrescidos de 0,75 M ou 1 M de NaCl ou KCI; estresse oxidativo nos meios YPD,
SD e SG (sintético suplementado com sulfato de ambnia, aminoacidos e 2% de
galactose) com adicao de 1 mM de H20:2; estresse nitrosativo nos meios YPD, SD e
SG (sintético suplementado com sulfato de amdnia, aminoacidos e 2% de galactose)
com adicdo de 1 mM de NaNO:. Os inoculos e diluicbes seriadas foram preparados
conforme descrito no item 4.5.7.1. ApOs realizar spots de cada diluicdo seriada nos

meios de cultivos especificos, as placas foram incubadas a 30°C e 37°C por 48 horas.

4.5.7.7 Producédo de melanina

O ensaio de producdo de melanina foi feito conforme Paliwal e Randhawa
(1978). Apo6s o preparo dos inéculos e diluigdes como descrito no item 4.5.7.1, sendo
utilizada apenas a diluicdo 2x10°8 cel/mL, a suspenséo foi inoculada em meio agar
Niger Seed, sendo posteriormente incubada a 30°C pelo periodo de 96 horas. Como
controle positivo foi utilizado a linhagem selvagem de Cryptococcus neoformans
(KN99a) e, para o negativo a linhagem mutante lacl. A interpretacdo dos resultados
foi feita mediante a analise fenotipica da pigmentagédo na coldnia, ap6s o periodo de
tempo de incubagdo. As colbnias produtoras de melanina apresentam a coloracao

marrom, enquanto que as ndo produtoras sédo brancas ou creme.
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4.5.7.8 Producao de urease

Para avaliacdo da producdo de urease as culturas selvagem e mutante foram
crescidas em placa YPD a 30°C e uma col6nia isolada foi retirada de cada cultura para
gue a inoculacao fosse feita no meio inclinado de ureia em tubos de ensaio. Os tubos
foram incubados por até 48 horas a 30°C. Como controle positivo foi utilizado a
linhagem selvagem KN99a e, como negativo a linhagem da levedura S. cerevisiae
(BY4742). Quando positivo a urease, o meio sofre a alteracdo de cor para

avermelhado e quando negativo, se mantém amarelo.

4.5.7.9 Producdao de fosfolipase

A avaliacéo da producéao de fosfolipase foi realizada conforme Price, Wilkinson
e Gentry (1982). Os in6culos e diluicbes foram preparados conforme descrito no item
4.5.7.1, sendo utilizada apenas a diluicdo 2x10° cel/mL em &gar gema, sendo
posteriormente incubadas a 30°C pelo periodo de 5 dias. O mutante ape4 foi utilizado
como controle negativo. A interpretacdo foi feita a partir das medidas dos halos de
precipitacdo com o auxilio de uma régua milimétrica para posteriormente aplicarmos

as medidas na féormula:

dc

Pz=——

dpc
Pz (Proporcao entre colbnia e halo de precipitacdo), dc (diametro da coldnia) e dcp
(diametro da col6nia + halo de precipitacdo). Pz=1 indica producdo negativa de
fosfolipase e um valor de Pz = 0,63 significa que a linhagem de teste esta liberando
grandes quantidades de fosfolipase. Os dados foram analisados no software
Graphpad Prism 7.0 considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente

significativo pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

4.5.7.10 Producéo de capsula polissacaridica

A inducdo da producéo de capsula foi realizada de acordo com Zaragoza e
Casadevall (2004) com modificacfes. As linhagens selvagem, mutante e reconstituida
foram cultivadas em 10 mL de meio Sabouraud a 30°C por 14-16 horas sob agitacéo
de 150 rpm. As células foram coletadas por centrifugacao, lavadas com PBS estéril e

incubadas em meio Sabouraud diluido 1/10 em MOPS 50 mM com pH 7,3 na
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concentracdo de de 5x108-107 células/mL. As incubacdes foram feitas a 30°C e 37°C
por 72 horas. Foram coletadas aliquotas das células nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
coradas com BactiDrop India Ink (Remel), analisadas no microscopio (Olympus
Modelo BX51TF) com auxilio do software cellSens (Olympus). As medi¢cbes foram
feitas com o software ImageJ (National Institutes of Health) e as analises estatisticas
com o software GraphPad Prism 7.0 considerando o valor de p < 0,05 como

estatisticamente significativo pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.

4.5.9 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos, machos, com idade entre 8 e 12,
da linhagem BALB/c mantidos em condi¢des livres de patdgenos (SPF, do inglés
Specific Pathogen Free). Os animais foram fornecidos pelo Biotério do Departamento
de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(USP). Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Sdo Paulo (CEUA/UNIFESP) protocolado sob o CEUA n°
3867121120.

4.5.10 Cultivo de células L929 para obtencdo do fator de crescimento para
diferenciacdo de macroéfagos derivados de medula 6ssea (BMDM)

Os ensaios com os macroéfagos derivados de medula 6ssea (BMDM, do inglés
Bone Marrow-Derived Macrophages) foram realizados no Laboratorio de Micologia
Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.

A linhagem de células L929 consiste em fibroblastos imortalizados de
camundongo, que possuem capacidade de secretar fator estimulador de colénias de
macrofagos (M-CSF, do inglés Macrophage colony-stimulating factor) em seu
sobrenadante. Dessa forma, o sobrenadante destas células foi utilizado como fonte
de M-CSF para diferenciagao de BMDM de camundongos BALB/c. Para obtengéao do
sobrenadante, as células foram ajustadas na concentracdo de 1x10%mL e foram
cultivadas em meio RPMI (Sigma-Aldrich) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB)
por 7 dias em estufa a 37°C com 5% de CO.. ApGs este periodo, o sobrenadante
contendo M-CSF foi centrifugado a 1800 rpm por 10 minutos para retirar totalmente
as células presentes nele, em seguida, foi filtrado e estocado em nitrogénio liquido até

0 momento do uso.
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4.5.11 Diferenciagdo de macrofagos derivados de medula éssea

A diferenciacdo de macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos
foi feita conforme descrito por Marim et al. 2010. Resumidamente, foram retirados os
fémures de camundongos BALB/c para em seguida serem imersos em alcool 70% por
5 minutos em placa de Petri. Os ossos foram cortados em suas extremidades, foi
injetado meio RPMI (Sigma-Aldrich) com o auxilio de uma seringa de 10 mL e uma
agulha de insulina no orificio do osso para lavagem e obtencéo das células de medula
0ssea. As células obtidas do lavado foram colocadas em tubo Falcon com mais 10 mL
de RPMI e, posteriormente, centrifugadas por 5 minutos a 1800 rpm. As células
obtidas no precipitado foram ressuspendidas em 5 mL de RPMI e, logo apéds, as
células foram contadas na camara de Neubauer e ajustadas para 2x10° por placa de
Petri contendo 10 mL de meio R20/30 (RPMI suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 30% de sobrenadante da L929 e 40 mg/L de gentamicina). As placas foram
mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO:2 por 4 dias. Apos este periodo, as células
foram suplementadas com o meio R20/30 fresco e incubadas por mais 3 dias.
Passados os 7 dias para diferenciacédo das células, os macrofagos foram coletados,
cultivados em meio R10/5 (RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, 5% de
sobrenadante da L929 e 40 mg/L de gentamicina) e incubados em estufa a 37°C com
5% de CO2. Antes de qualquer procedimento experimental, as células foram contadas
em camara de Neubauer com azul de Trypan (Gibco) para excluséo de células mortas,
ajustadas para 2,5x10° células/mL e cultivadas em placas de 24 pogos por 12 horas

para melhor adesao.

4.5.12 Determinacdo das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) da interacdo de
BMDM com leveduras de C. neoformans

As células de leveduras das linhagens selvagem, mutante e reconstituida
(KN99q, pep4 e pepd+PEP4, respectivamente) foram crescidas a 30°C por 12-16
horas sob agitacdo de 150 rpm. As células de leveduras foram lavadas trés vezes em
PBS, contadas em camara de Neubauer e ajustadas para a concentragéo de 2,5x10°
cel/mL. Em seguida, as células de leveduras foram opsonizadas com 5 pg/mL de
anticorpo monoclonal (MAb) 18B7 contra GXM por 1 hora. Em seguida, as células de
levedura opsonizadas foram adicionadas as células de macréfagos derivados da

medula 0ssea previamente diferenciadas em placas de 24 pocos (Corning Costar
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3526) de forma que cada poco tivesse 1 mL de volume final mantendo a proporc¢éo de
1:1 de macrofagos e levedura. As placas foram incubadas pelos periodos de 4 e 24
horas em estufa a 37°C com 5% de CO.. Posteriormente, as células extracelulares de
levedura foram removidas e os macrofagos foram lisados por 5-10 minutos com 1 mL
de H20 estéril gelada, para em seguida plaquear 100 uL em YPD para contagens de
UFC. As placas foram incubadas a 30°C por 48 horas. A andlise estatistica foi
realizada através do software GraphPad Prism 7.0, considerando o valor de p < 0,05
como estatisticamente significativo pelo teste de compara¢des multiplas de Tukey. Os

experimentos foram realizados em trés réplicas independentes.

4.5.13 Determinacao do indice de fagocitose a partir da interacdo de BMDM com
leveduras de C. neoformans

Os BMDM foram ajustados para a concentracdo de 2,5x10° cel/mL em placas
de 24 pocos (Corning Costar 3526) contendo laminulas circulares de 13 mm de
diametro, em seguida, as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO:
por 12 horas para melhor adesdo. Apds este periodo, 2,5x10° cel/mL das linhagens
selvagem, mutante e reconstituida foram adicionadas aos po¢os para interagirem com
os BMDM e as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO: pelos
periodos de 2 e 4 horas. Posteriormente, as laminulas foram retiradas, coradas com
o Kit hematolégico Instant-Prov (NewProv) e fixadas com Entellan (Merck) em l[aminas
para microscopia (Precision). As laminas foram analisadas em microscopio éptico e o
indice de fagocitose foi determinado conforme descrito por Zaragoza, Taborda e
Casadevall (2003).

4.5.15 Ensaio de sobrevivéncia em Galleria mellonella

Nesta andlise de sobrevivéncia in vivo foi utilizado o modelo animal Galleria
mellonella de acordo com o protocolo publicado por Mylonakis et al. (2005).
Resumidamente, as culturas das linhagens selvagem (KN99a), mutante (pep4) e
reconstituida (pep4+PEP4) foram cultivadas em YPD a 30°C por 12-16 horas sob
agitacdo a 150 rpm. As células foram coletadas por centrifugacéo, lavadas com PBS
estéril e ajustadas a concentracdo de 1x10° células/mL em PBS contendo ampicilina
(20 mg/kg de peso corporal). Com o auxilio de uma seringa Hamilton, 10 pL dessa

suspensao foram inoculadas na regido da ultima pré-pata das larvas, sendo um grupo
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de 15 lagartas com peso médio de 200 mg. O PBS foi usado como controle negativo.
As lagartas foram colocadas em placas de 24 pocos e incubadas a 37°C por 8 dias. A
sobrevivéncia das lagartas foi monitorada diariamente pela observacdo de
movimentos espontaneos ou provocados com uma pinga previamente esterilizada. O
experimento foi concluido quando as larvas morreram ou quando houve a formagéo
de casulos. Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism 7.0,
considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo pelo teste de

Gehan-Breslow-Wilcoxon.

4.5.16 Extracdo de RNA total e qPCR

A extracao do RNA da linhagem selvagem KN99a foi realizada de acordo com
0 protocolo descrito por Skowyra e Doering (2012). A cultura foi crescida em 50 mL
de YPD a 30°C por 12-16 horas, as células foram coletadas por centrifugacéo a 4.000
rpm por 5 minutos, lavadas por 3 vezes em PBS 1X e inoculadas nos meios de inducéo
descritos na Tabela 2. Em seguida, as culturas foram incubadas sob agitacdo de 150
rpm por 2 horas a 30°C ou 37°C. Apos esse periodo as células foram recuperadas por
centrifugacédo a 4°C por 10 minutos a 4.000 rpm para, posteriormente, realizar a

extragdo do RNA em Trizol (Invitrogen) seguindo as recomendacgdes do fabricante.

Tabela 2. Composicédo dos meios de inducédo utilizados para quantificacdo da

expressao de PEP4

Meio de inducéo Abreviacéo
SD com sulfato de ambnia sem aminoacidos SD+N-AA
SD com sulfato de aménia sem aminoacidos SD+N-AA +1 mM NaNO:

suplementado com 1 mM de nitrito de sédio
SG com sulfato de amoénia sem aminoacidos SG+N-AA
SG com sulfato de amobénia sem aminoacidos SG+N-AA +1 mM NaNO2

suplementado com 1 mM de nitrito de sédio

A sintese de cDNA foi feita com o kit RevertAid H minus First Strand cDNA
synthesis (Thermo Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante. A primeira
fita foi sintetizada com Oligo dT a partir de 5 pug de RNA total e transcriptase reversa.
O PCR em tempo real foi realizado com o kit Power SYBR Green master mix (Life

Technologies), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os oligonucleotideos
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utilizados estdo listados no Apéndice C (Tabela 3). As concentracdes dos
oligonucleotideos de PEP4 foram padronizadas para 300 uM (forward MAV285) e o
reverso em 600 uM (MAV286), GPDH1l (Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) MAV240 e MAV241, como descrito em Gontijo et al. (2017) foram
empregados na concentragao de 300 uM. O método de quantificacdo dos transcritos
foi comparativo (222€T). O gene normalizador interno foi o GPDH1 e o tratamento de
referéncia foi com meio de cultura YPD (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A analise de
variancia foi realizada para PCR em tempo real usando o software GraphPad Prism
7.0, considerando o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo pelo teste de

comparacao multipla de Tukey.

4.5.17 Sensibilidade aos antifingicos

Os ensaios para avaliagdo da sensibilidade aos antifungicos foram executados
no Nucleo de Micologia do Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo.

A avaliacao da sensibilidade aos antifungicos para as linhagens KN99a, pep4
e pep4+PEP4 foi realizada utilizando os farmacos anfotericina-B; fluconazol,
voriconazol, posaconazol e ravuconazol seguindo as recomendacdes propostas pelo
European Committee for Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST). As diluicdes de
cada antifungico foram preparadas em microplacas de 96 pocos contendo o meio
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) com 2% glicose e ajustado no pH 7. As culturas frescas
das linhagens foram diluidas em solucédo salina (0,9% NaCl) estéril e a turbidez
ajustada para a escala 1 de McFarland. Em seguida, 100 pL da cultura celular foi
adicionada em cada poco contendo as variadas concentracbes dos farmacos
avaliados. Pocos sem farmacos e as cepas controle Candida krusei (ATCC 6258) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019), foram incluidas como controles nos ensaios. As
microplacas foram incubadas a 35°C e a leitura da concentracdo inibitéria minima

(CIM) foi realizada apds 72 horas.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise in silico da proteina Pep4

Como descrito anteriormente, a Proteinase A de Saccharomyces cerevisiae
exerce um papel de grande relevancia nas etapas finais do processo de autofagia
contribuindo nas atividades de hidrolases vacuolares. Com base nesta informacéo e
utilizando a sequéncia do gene PEP4 (YPL154C) de S. cerevisiae disponibilizada no
SGD (http://www.yeastgenome.org) para pesquisar o banco de dados de C.
neoformans disponivel no FungiDB (http://fungidb.org), encontramos o0 gene
CNAG_00581 que codifica uma sequéncia de 438 aminoacidos com 65% de
identidade com Pep4 de S. cerevisiae. A consulta utilizando a plataforma CDD
(Conserved Domain Database) do NCBI mostrou que assim como observado em S.
cerevisiae (Figura 3A), Pep4 de C. neoformans possui entre os aminoacidos 117-436

um dominio conservado da superfamilia das proteinases asparticas (Figura 3B).

Figura 3. Analise in silico do dominio conservado da superfamilia das

proteinases asparticas da proteina Pep4.

117 436

Dominios identificados através da plataforma CDD (Conserved Domain Database) do NCBI
(MARCHLER-BAUER et al., 2011). A) Pep4 de S. cerevisiae (YPL154C); 405 aminoacidos. B) Pep4
de C. neoformans (CNAG_00581); 438 aminoacidos. llustracdo dos dominios das proteinas utilizando
o software IBS 1.0.3 (CUCKOO Workgroup).

Ampliamos nossas andlises fazendo o alinhamento multiplo de sequéncias de
aminoacidos homologas a proteina Pep4 (Mega Align/Core Lasergene Suite
DNASTAR®). Pep4 apresenta dois residuos de acido aspartico cataliticamente

essenciais no sitio ativo, que estdo conservados em todas as espécies de fungos
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avaliados (Figura 4). Esta familia de proteinases é classificada pelo MEROPS (the

Peptidase Database) como familia peptidase Al (pepsina A, cla AA).

Figura 4. Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos homélogas da

proteina Pep4.
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Alinhamento realizado com MegAlign/Core Lasergene Suite (DNASTAR®) apresentando a
conservacdo de residuos de aminoacidos entre a sequéncia da proteina Pep4 prevista para
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Saccharomyces cerevisiae (Sc) (Acc#YPL154C) e com seus ortdlogos em Cryptococcus neoformans
(CnH) (H99, Acc#CNAG_00581), C. neoformans var. neoformans (CnJ and CnB) [JEC21
(Acc#CNAO05650) e B3051 (Acc#CNBAb450)], C. gattii (CgR) [R265, (Acc#CNBG_1355)], Coprinopsis
cinerea (Cc) (Acc#CC1G_00332), Ustilago maydis (Um) (Acc#UMAG_04926), Neurospora crassa (Nc)
(Acc#NCUO02273), Aspergillus  nidulans  (An)  (Acc#AN2903), Candida albicans (Ca)
(Acc#C2_07400C_A) e Talaromyces marneffei (Tm) (Acc#PMAA_019280). Os asteriscos marcam 0s
dois residuos de &cido aspartico previstos como dominio ativo para Pep4 de S. cerevisiae. A proteina
Pep4 de C. neoformans possui um dominio previsto da Peptidase Al a partir do aminoacido dos
residuos 127 a 435 (fonte: http://prosite.expasy.org).

Através da plataforma Blastp disponivel no FungiDB (http://fungidb.org),
utiizamos a sequéncia de aminoacidos de Pep4 de S. cerevisiae para localizar
homologos em C. neoformans var. grubii H99 e Cryptococcus neoformans var. grubii
KN99. Nesta analise observamos que em ambas as linhagens hd uma maior
similaridade com o grupo de endopeptidases variando de 32% a 24% (Apéndice E).

Na sequéncia, realizamos uma analise filogenética do alinhamento multiplo de
sequéncias com homologia a Pep4 de C. neoformans com seus ortélogos em
Coprinopsis cinerea, Ustilago maydis, C. neoformans var. neoformans (JEC21 e
B3501), C. gattii (R265), Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae (S288c),
Aspergillus nidulans, Candida albicans e Talaromyces marneffei que mostrou que a
proteina Pep4 de C. neoformans tem como esperado alta similaridade com as outras
espécies de Cryptococcus, variando de 86,7% a 94,1%. Nas outras espécies de
basidiomicetos avaliados, foi encontrada uma maior similaridade com C. cinerea
(68,8%), e no grupo ascomiceto foi com T. marneffei (62%). Este resultado € ilustrado
pela arvore filogenética apresentada na Figura 5. Estes resultados indicam que a
proteina Pep4 de C. neoformans é altamente conservada entre as diferentes espécies

de fungos analisados.


http://prosite.expasy.org/
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Figura 5. Relacéo filogenética da sequéncia de aminoacidos de membros da

proteina Pep4 em diferentes espécies de fungos.
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Arvore filogenética gerada pelo MegaAlign/Core Lasergene Suite (DNASTAR®) ilustrando a distancia
evolutiva com base na comparacgéo de residuos de aminoacidos entre Cryptococcus neoformans (CnH)
(H99, Acc#CNAG_00581) e com seus ortdlogos em Coprinopsis cinerea (Cc) (Acc#CC1G_00332),
Ustilago maydis (Um) (Ac#UMAG_04926), C. neoformans var. neoformans (CnJ and CnB) [JEC21
(Acc#CNAO05650) e B3051 (Acc#CNBA5450)], C. gattii (CgR) [R265, (Acc#CNBG_1355)], Neurospora
crassa (Nc) (Acc#NCU02273), Saccharomyces cerevisiae (Sc) (Acc#YPL154C), Aspergillus nidulans
(An) (Acc#AN2903), Candida albicans (Ca) (Acc#C2_07400C_A) e Talaromyces marneffei (Tm)
(Acc#PMAA_019280).

5.2 Delecéo do gene PEP4

Para avaliarmos o impacto da delecdo do gene PEP4 no desenvolvimento e
patogénese de C. neoformans, realizamos a delecédo do gene pela técnica de Double-
joint descrita por Kim et al. (2009), onde a regido codificadora do gene foi substituida
por uma marca de resisténcia, a higromicina (HygR) (Figura 6). Resumidamente, as
regides flanqueadoras esquerda e direta do gene foram amplificadas por PCR, foi
amplificada também a sequéncia de resisténcia a higromicina em duas etapas
(marcador esquerdo e direito), contendo uma porcado de sequéncia complementar.
Logo apés, foi realizada a fusdo do bragco esquerdo + marcador esquerdo e braco
direito + marcador direito por PCR de fuséo.

Apos verificarmos se todos os fragmentos estavam de acordo com o tamanho
esperado, os fragmentos foram introduzidos por biolistica na linhagem selvagem
KN99a de acordo com Toffaletti et al. (1993).
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Figura 6. Construcao de delegcdo do gene PEP4 de C. neoformans por Double-
joint, adaptado de Kim et al. (2009).
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llustracdo esquematica para a delecdo por Double-joint do gene PEP4 (CNAG_00581), que consiste
em duas etapas de PCR. A) primeira etapa: foram amplificadas as regides flanqueadoras esquerda
(BE) e direta (BD) do gene utilizando os oligonucleotideos 1+2 e 7+8, respectivamente. Essas regides
permitiram o direcionamento especifico da regido a ser deletada. As regides esquerda e direita do
marcador de resisténcia higromicina (Hyg) foram amplificadas com os oligonucleotideos 3+4 e 5+6,
respectivamente. B) segunda etapa: busca unir os fragmentos da regido flanqueadora esquerda do
gene + marcador esquerdo, resultando em 2.171 pb, e os fragmentos da regido flanqueadora direita do
gene + marcador direito, resultando em 1.438 pb. C) terceira etapa: Os fragmentos obtidos na etapa
anterior utilizando os oligonucleotideos 1+4 e 5+8 foram fusionados e os mesmos foram introduzidos
por biolistica em C. neoformans de acordo com Toffaletti et al. (1993).

A selecao dos 79 transformantes obtidos foram no meio YPD com higromicina,
nos quais 20 foram escolhidos aleatoriamente para realizarmos o PCR diagndstico e
verificarmos se houve a integracdo da sequéncia de resisténcia a higromicina ao
genoma de C. neoformans. ApGs a extracdo do DNA gendmico utilizando o método
de Smash and Grab (HOFFMAN; WINSTON, 1987), constatamos que dos 20

transformantes selecionados apenas 6 eram positivos (Figura 7).
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Figura 7. PCR diagnéstico da delecao do gene PEPA4.
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A) Estratégia da confirmacgéo da delecdo usando a combinagdo de um oligonucletideo na orientacéo
direta, externo a construcdo (MAV386) e outro oligonucletideo interno, na orientacéo reversa (MAV162)
resultando em 1.073 pb. B) Colbnias dos transformantes selecionadas apds crescimento em meio
seletivo de 1-20; ( + )= controle positivo da reacdo de PCR; ( — ) = controle negativo. 1 kb = peso
molecular de 1 kb Ladder (Fermentas).

Em seguida, realizamos a confirmacdo da mutacdo do gene por Southern blot
dos seis transformantes positivos no PCR diagnostico. A Figura 8A mostra a estratégia
utilizada para o Southern blot. O DNA gendmico da linhagem selvagem KN99a e dos
transformantes foram digeridos com a enzima de restricdo Aval. Como esperado,
observamos uma banda de 2.261 pb para a linhagem selvagem KN99a e uma banda
de 6.940 pb para o transformante 6 (Figura 8B), indicando que a houve a substituicdo
do gene PEP4 pela marca de resisténcia a higromicina apenas no transformante 6.
Este transformante passou a ser chamado de mutante pep4.
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Figura 8. Ensaio de Southern blot para confirmacao da delecdo do gene PEPA4.
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A) Estratégia para confirmar a delec&o por Southern blot. Perfil de digestdo com Aval do DNA genémico
da linhagem selvagem (WT) com o tamanho de banda esperado de 2.261 pb e o mutante (pep4) com
o tamanho de banda de 6.940 pb. HygR = resisténcia a higromicina. B) Selvagem (KN99a) e somente
o transformante 6 apresentando o tamanho de banda esperado. Os marcadores de peso molecular
utilizados para analisar o tamanho das bandas foram A-Hindlll (Fermentas) e 1 kb Ladder (Fermentas).

A linhagem reconstituida foi obtida através da amplificacdo por PCR do gene
selvagem, que foi introduzido de volta ao mutante por biolistica (TOFFALETTI et al.
1993), co-transformado com o plasmideo pPZP-Neo (resisténcia a neomicina). A
Figura 9A mostra o PCR diagnéstico da linhagem reconstituida pep4+PEP4.
Linhagens selvagem KN99a e reconstituida pep4+PEP4 apresentando o tamanho de
banda esperado de 3.006 pb e o mutante pep4 apresentando o tamanho de 1.073 pb.
Posteriormente, realizamos a confirmacéo da reconstituicdo do gene por Southern
blot. O DNA gendmico da linhagem selvagem KN99a, mutante pep4 e reconstituida
pep4+PEP4 foram digeridos com a enzima de restricdo Aval. Conforme mostrado na
Figura 9B, para as linhagens selvagem KN99 e reconstituida pep4+PEP4 observamos

o tamanho de banda esperado de 2.261 pb e 6.940 pb para o mutante pep4.
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Figura 9. Obtencéo da linhagem reconstituida pep4+PEPA4.
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A) Estratégia da confirmacao da delecdo usando a combinacdo de um oligonucletideo na orientagéo
direta, externo a construcdo (MAV386) e outro oligonucletideo interno, na orientacéo reversa (MAV392)
resultando em 3.006 pb. B) PCR diagnéstico da reconstituicdo do gene PEP4. Selvagem (KN99a) e
linhagem reconstituida (pep4+PEP4) = 3.006 pb e mutante pep4= 1.073 pb. 1 kb = peso molecular de
1 kb Ladder (Thermo Fisher Scientific). C) Ensaio de Southern blot para confirmag&o da reconstituicao
do gene PEP4. Linhagem selvagem KN99a e reconstituida pep4+PEP4 apresentando o tamanho de
banda esperado de 2.261 pb e o mutante pep4 apresentando o tamanho de banda esperado de 6.940
pb. Os marcadores de peso molecular utilizados para analisar o tamanho das bandas foram A-HindllI
(Fermentas) e 1 kb ladder (Sinapse Inc).

5.3 Sensibilidade do mutante pep4 em condicao de privacao nutricional

Tatehashi, Watanabe e Takagi (2016), demonstraram que as células mutantes
pep4 de S. cerevisiae ndo sobrevivem apos cinco dias de exposicdo a privacao de
nitrogénio. Desta forma, decidimos avaliar a resposta a privagao nutricional para pep4
de C. neoformans. ApGs 20 dias de exposi¢cdo ao estresse nutricional, recuperamos

as células das linhagens selvagem (KN99a), mutante (pep4) e reconstituida
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(pep4+PEP4) e, em seguida, foi realizada uma diluicdo seriada. As placas foram
incubadas a 30°C por 48 horas. Apd6s o periodo de incubacdo ndo observamos
diferencas no crescimento da linhagem mutante em comparacdo a linhagem
selvagem. Nossos resultados sugerem que, diferentemente de S. cerevisiae, a
proteina Pep4 de C. neoformans ndo € requerida na sobrevivéncia da célula frente a
privacao de nitrogénio (Figura 10) e que possivelmente outros mecanismos como, por
exemplo, o proteassoma pode auxiliar na reciclagem de nutrientes garantindo a
viabilidade. A inibicdo farmacologica do proteassoma leva a inviabilidade de células
com mutac¢odes na via de autofagia como mostrado por Roberto et al. (2020).

Figura 10. Desafio de privagcdo nutricional para o mutante pep4 de C.
neoformans.

Andlise do crescimento ap6s 20 dias de incubac¢do em caldo SD-N-AA a 30°C sob agitacdo de 150
rpm. Depois do periodo de privagdo nutricional, foram realizadas diluicdes seriadas e spots em agar
YPD. A viabilidade celular foi verificada ap6s 48 horas de incubacgéo a 30°C.

5.4 Processamento da a-manosidase 1 (Ams1) por Pep4

Umekawa et al. (2016) relataram que a atividade da proteina Ams1 é elevada
em condicdo de privacdo de nitrogénio e, esta atividade € dependente do
processamento nos vacuolos de Ams1 por Pep4. Sendo assim, decidimos verificar se
esse processamento de Ams1 também ocorre pela proteina Pep4 em C. neoformans.
A linhagem ams1 foi obtida no banco de mutantes do Laboratdrio de Interacdes
Microbianas (LIMic, UNIFESP). Para executarmos essa analise, foi necessario
primeiramente obter as linhagens selvagem e mutante contendo as construcdes da
proteina Amsl fusionadas ao GFP (green fluorescent protein). A sequéncia

codificadora do gene AMS1 foi amplificada por PCR e clonada no plasmideo pCN50
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(NeoR — resisténcia a neomicina), contendo a sequéncia de GFP. Em seguida, o
plasmideo foi introduzido nas cepas selvagem KN99a e mutante pep4 por biolistica,
obtendo as linhagens KN99a+GFP-Amsl e pep4+GFP-Amsl. As células foram
selecionadas em YPD+Neo e YPD+Hyg, respectivamente, e os transformantes
confirmados por PCR diagndstico, ambos apresentando 1.036 pares de base (Figura
11).

Figura 11. PCR diagnéstico da transformacédo do plasmideo GFP-Ams1 em C.

neoformans.

MAV327/PRCP136 MAV386/MAV182
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PCR diagnostico para KN99a: linhagem selvagem (transformante K11); pep4: linhagem mutante
(transformante G3). GFP-Ams1= 1.036 pb (primers MAV327 e PCRP136); pep4= 1.073 pb (primers
MAV386 e MAV162). 1 kb = padrdo de peso molecular.

Apbs confirmagdo do PCR diagnéstico das linhagens (KN99a e pep4) contendo
a proteina de fusdo Ams1-GFP, foi realizado ensaios de Western blot para acessar se
a proteina Ams1 é processada por Pep4 em C. neoformans em diferentes condicdes
nutricionais, como em meio rico (YPD), em privagdo nitrogénio (SD-N-AA) e em
privacado nitrogénio substituindo a fonte preferencial glicose pela ndo preferencial
galactose (SG-N-AA) por um periodo de 0-6 horas (Apéndice D). Neste ensaio
verificamos que tanto na linhagem selvagem KN99a que foi utilizada como controle,
como nas linhagens selvagem e mutante expressando GFP-Ams1, ndo observamos

o tamanho de banda esperado de 155 kDa em todas as condi¢cdes nutricionais e
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periodos avaliados. Sugerindo que Pep4 de C. neoformans ndo processa a proteina

Ams1, como ocorre em S. cerevisiae.

5.5 Avaliagcdo do impacto da delecéo do gene PEP4 na expressao dos fatores de

viruléncia e a multiplas condi¢cdes de estresse

A habilidade de crescimento em temperatura fisiold6gica dos mamiferos é de
grande importancia para a viruléncia. Os isolados de C. neoformans apresentam uma
consideravel termotolerancia (PERFECT, 2006; COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014), contribuindo para a sua sobrevivéncia e desenvolvimento no hospedeiro. Desta
forma, decidimos avaliar o crescimento do mutante pep4 sob estresse térmico em
ensaio de diluicdo seriada nas condicbes de meio rico (YPD) e meio sintético
(Synthetic Dextrose) suplementado com sulfato de aménia e aminoécidos
(SD+N+AA). Como pode ser observado na Figura 12, ndo houve diferenca no

crescimento do mutante pep4, quando comparado ao selvagem KN99a.

Figura 12. Avaliacdo do crescimento a 37°C do mutante pep4.
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Ensaio realizado por diluicdo seriada em meio rico YPD e no meio definido SD+N+AA a 30°C e 37°C.
Incubacéo por 48 horas.

A producao de melanina proporciona defesa contra radicais livres do sistema
imunolégico e protecdo a radiacdo como as que provém de luz solar e reatores
nucleares, as quais C. neoformans esta sujeito no ambiente (DADACHOVA et al.,

2007; COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014). Desta forma, resolvemos testar o
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impacto da falta de Pep4 sobre este fator de viruléncia. Como podemos observar na
Figura 13A, a delecdo de PEP4 néao teve influéncia na producdo de melanina.

A urease é fundamental para promover a disseminacao fungica no tecido
cerebral (SINGH et al., 2013), linhagens deficientes para a produgao de urease tem a
viruléncia atenuada em modelo animal (COX et al., 2000). Como podemos observar
na Figura 13B, o mutante pep4 produz esta enzima assim como a linhagem selvagem,
portanto, auséncia da proteina Pep4 em C. neoformans ndo impactou na producéo de

urease.

Figura 13. Producao de melanina e urease do mutante pep4.

A) Ensaio de produc¢édo de melanina. Colbnias isoladas das linhagens foram inoculadas em meio agar
Niger seed e incubadas a 30°C por 96 horas. Foi utilizado como controle positivo a linhagem KN99a e
como controle negativo o mutante lacl. B) Avaliacdo da producao de urease. Colbnias isoladas das
linhagens foram inoculadas em meio Christensen’s urea e incubadas a 30°C por 48 horas. Controle
negativo: BY4742 (S. cerevisiae). A mudanga de coloragdo no meio de cultura de amarelo para rosa
indica a produc¢éo de urease.

A enzima fosfolipase € de grande importancia para o inicio da infeccao
pulmonar e disseminac¢éo de C. neoformans para outros tecidos (GANENDREN et al.,
2006). Linhagens com deficiéncia na producdo de fosfolipase se mostram menos
virulentas nos modelos animais de camundongo e coelho (COX et al. 2001). Para
acessar a producao de fosfolipase no mutante pep4 em comparacdo a linhagem
selvagem, empregamos a metodologia descrita por Price, Wilkinson e Gentry (1982)

baseada no halo de precipitacdo em meio agar gema. Como pode ser observado na
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Figura 14A, ndo ha diferenca da producdo de halo entre a linhagem selvagem e o
mutante pep4. Esta observacgéo é confirmada quando o valor de Pz é calculado para
as triplicadas biolégicas (KN99a= 0,29 e pep4= 0,30 e aped= 0,6). A Figura 14B
mostra que ndo houve diferenca estatistica entre as linhagens selvagem e mutante,

confirmando que a delecéo de PEP4 nao afetou na producéo de fosfolipase.

Figura 14. Analise da producéo de fosfolipase para o mutante pep4.

A)

KN99%a pepd aped

B)

08 N *kokk

0.6 e

N 0.4- o S

A) Formacéo do halo de precipitacdo apés o crescimento em agar Gema a 30°C por 5 dias. O mutante
ape4 foi utilizado como controle negativo. B) Avaliacéo foi através da formacgédo do halo de precipitacédo
conforme descrito por Price, Wilkinson e Gentry (1982), sendo: Pz = 1 indica produgdo negativa de
fosfolipase, valores > 0,63 < 1 positivo e < 0,63 producao de fosfolipase fortemente positiva.

A capsula polissacaridica € um importante atributo de C. neoformans, pois
protege contra antioxidantes, desidratacdo causada pelo ambiente e reduz as
respostas imunes do hospedeiro (O'MEARA; ALSPAUGH, 2012). Gontijo et al. (2017)
mostraram que linhagens de C. neoformans que néo produzem capsula sao incapazes
de produzir a doenca em modelo animal. Acessamos o impacto da delecdo do gene
PEP4 sobre a producao deste fator de viruléncia e, como podemos observar na Figura
15A o mutante pep4 produz significativamente menos capsula que a linhagem
selvagem nas primeiras 24 horas de indugcdo a 30°C. Entretanto, a 37°C o
comportamento do mutante pep4 muda, e podemos observar que esta linhagem
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passa a produzir significativamente mais capsula que a linhagem selvagem em 24

horas pos inducédo, mas essa diferenca deixa de existir a partir de 48 horas.

Figura 15. Producao de capsula polissacaridica do mutante pep4.
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A) O ensaio foi conduzido por 72 horas a 30°C e 37°C em Sabouraud diluido (1/10) em tamp&do MOPS
50 mM (pH 7,3). Andlise estatistica realizada usando o teste de compara¢des multiplas de Tukey: ** p
< 0,0090, **** p < 0,0001. B) A barra no primeiro painel representa 10 um e se aplica também aos
outros painéis.

Durante o processo de infeccdo, C. neoformans encontra uma série de
estresses derivados do hospedeiro (ESHER et al., 2018). Resistir e adaptar-se a
condicdes de estresse € necessdria para que haja uma colonizacdo bem-sucedida no
hospedeiro mamifero e € de extrema importancia para a sobrevivéncia (BROWN;
CAMPBELL; LODGE, 2007). Avaliamos o crescimento do mutante pep4 sob
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diferentes condicdes de estresse, tais como, alcalino, osmotico, oxidativo, nitrosativo
e avaliamos também a integridade de parede celular e membrana plasmatica.

A habilidade de crescer em pH acido propicia a sobrevivéncia de C. neoformans
nos fagossomos (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014) e sabe-se que em Pep4
de S. cerevisiae o0 pH acido torna a sua atividade proteolitica mais eficaz (SORENSEN
et al., 1994). A partir dessas informac¢des, nds analisamos o crescimento do mutante
pep4 em diferentes pHs (4, 6, 7 e 8) nos meios YPD (Figura 16A) e SD suplementado
com sulfato de aménia e aminoacidos (Figura 16B) nas temperaturas de 30°C e 37°C.
N&o foram observadas diferencas fenotipicas no crescimento do mutante pep4 nas
diferentes concentracbes de pH, condices nutricionais e temperaturas em

comparacao a linhagem selvagem.

Figura 16. Analise do crescimento em diferentes pHs (4, 6, 7 e 8) para 0 mutante
pep4.
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As linhagens foram inoculadas por diluicdo seriada nos meios YPD (A) ou SD+N+AA (B) ajustados com
0s pHs 4, 6, 7 e 8. Incubagéo por 48 horas a 30°C e 37°C.

A parede celular e membrana plasmatica de C. neoformans desempenham um
papel importante para a viabilidade celular, protecdo a estresses osmoticos e na
interacdo patdégeno-hospedeiro (ALSPAUGH, 2015; BAKER et al.,, 2007). Para

verificar se 0s agentes estressores vermelho congo e SDS comprometem as
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estruturas da parede celular e da membrana plasmatica, respectivamente do mutante
pep4, adicionou-se 0,5% de vermelho congo ou 0,03% de SDS ao meio YPD. Os
resultados mostram que estes agentes estressores nao interferiram no
desenvolvimento do mutante pep4 (Figura 17).

Figura 17. Avaliacdo da integridade da parede celular e membrana plasmética

para o mutante pep4.
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As linhagens foram inoculadas por diluicdo seriada no meio YPD com a adicéo de 0,5% de vermelho
congo para avaliacdo da parede celular e YPD acrescido de 0,03% de SDS para avaliagdo da
viabilidade da membrana plasmatica. Incubacgéo a 30°C e 37°C por 48 horas.

Foi avaliado também o efeito do estresse osmaético no mutante pep4, mas como
observado nos ensaios de integridade de parede celular e de membrana plasmatica,
nao houve também alteracdo no crescimento do mutante nas concentracfes de 0,75
M ou 1 M de NaCl ou KCI, em ambas temperaturas e condi¢des nutricionais testadas
(Figuras 18A e 18B, respectivamente).
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Figura 18. Analise do crescimento do mutante pep4 na condi¢cdo de estresse

osmobtico.

YPD YPD YPD YPD
0,75 M NaCl 1 M NaCl 0,75 M KCI

0.0¢

o 1

B) SD+N+AA SD#N+AA SD+N+AA SD+N+AA
0,75 M NaCl 1 M NaCl 0,75 M KCI

KN99a

§
[5)
@]
D
%
2408

KN99a

3
b3
o
]
&
L
Dol

pepa+PEP4 [ ] o ¢ .

A) YPD com as concentra¢fes de 0,75 M ou 1 M de NaCl ou KCI. B) SD com as concentragfes de 0,75
M ou 1 M de NaCl ou KCI. Os indculos foram feitos por diluicdo seriada. Incubagao a 30°C e 37°C por
48 horas.

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio produzidas pelas células do sistema
imune do hospedeiro contribuem para a morte de patdégenos fangicos como, A.
fumigatus, C. albicans e C. neoformans (MISSALL; LODGE; MCEWEN, 2004,
BROWN; HAYNES; QUINN, 2009). Verificamos se a delecao do gene influenciaria na
resposta ao estresse oxidativo e nitrosativo. Foram realizados ensaios por diluicdo
seriada em meio YPD (Figura 19A), meio sintético (SD) suplementado com sulfato de
amonia e aminoacidos (SD+N+AA) (Figura 19B) e meio definido substituindo a fonte
preferencial glicose pela néo preferencial galactose (SG+N+AA) (Figura 19C). Este
ensaio foi realizado nas concentracées de 1 mM de H202 ou NaNO2. Observamos que
a delecdo do gene nao prejudicou o desenvolvimento do mutante frente a estes

agentes estressores.
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Figura 19. Avaliacdo para o efeito do estresse oxidativo e nitrosativo no
desenvolvimento do mutante pep4.
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A) YPD, YPD acrescido de 1 mM de H202 0u NaNO:. B) SD+N+AA, SD+N+AA acrescido de 1 mM de
H202 ou NaNO:. C) SG+N+AA, SG+N+AA acrescido de 1 mM de H202 ou NaNO>. Os indculos foram
feitos por diluicdo seriada. Incubacgéo por 48 horas a 30°C e 37 °C.

Nos ensaios para caracterizacdo fenotipica da delecdo do gene PEP4 frente
aos fatores de viruléncia, exceto no ensaio de producao de cépsula polissacaridica,
os resultados ndo mostraram diferencas na expressao dos fatores de viruléncia do
mutante pep4 em comparacdo a linhagem selvagem KN99a. Na analise do
crescimento do mutante pep4 a multiplas condicGes de estresse, também néo vimos
diferencas em relagéo a linhagem selvagem. Dessa forma, concluimos que Pep4 ndo
€ requerida para a levedura nestas condi¢des avaliadas.
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5.6 Sobrevivénciain vivo

Investigamos a sobrevivéncia do mutante pep4 no modelo animal invertebrado
Galleria mellonella, que devido as semelhancas da resposta imune inata em relacéo
aos mamiferos, este modelo nos ultimos anos tornou-se uma excelente alternativa
para avaliacdo da patogenicidade (TREVIJANO-CONTADOR; ZARAGOZA, 2019). As
larvas foram infectadas com as linhagens selvagem, mutante e reconstituida e
utilizamos o PBS como controle negativo. O ensaio foi conduzido por 8 dias a 37°C
com monitoramento diario. A Figura 20 mostra que as larvas inoculadas com as
linhagens selvagem KN99a e mutante pep4 comegaram a morrer entre o quarto e
quinto dia, e a ultima larva morreu entre 0 sexto e oitavo dia de experimento. Houve
diferenca estatistica significativa entre as linhagens KN99a e pep4 (** p < 0,0030) e
entre pep4 e pep4+PEP4 (* p < 0,0279), demonstrando que o mutante pep4 apresenta

uma atenuac¢dao na viruléncia.

Figura 20. Sobrevivéncia do mutante pep4 in vivo.
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Grupos de 15 larvas foram infectadas com as linhagens selvagem (KN99a), mutante (pep4) e
reconstituida (pep4+PEP4). O PBS foi utilizado como controle negativo. O periodo de incubagéo foi de
8 dias a 37°C. As analises estatisticas foram realizadas através do software Graphpad Prism 7.0 pelo
teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon, considerando o valor de p <0,05 como significativo.

5.7 Interacdo de macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos

BALB/c com C. neoformans
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Os macréfagos desempenham um papel importante no sistema imunolégico do
hospedeiro contra diversos patdégenos microbianos, portanto, a interacdo dos
macrofagos alveolares com Cryptococcus neoformans € essencial para conter a
infeccdo (ALVAREZ; CASADEVALL, 2006; NICOLA; CASADEVALL, 2012). Durante
essa interacdo, os macrofagos alveolares expdem as células da levedura as tensdes
oxidativas e nitrosativas, sabendo dessas informacfes decidimos avaliar a interacéo
do mutante pep4 com os macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
BALBI/c, visto que no modelo animal G. mellonella o mutante pep4 é requerido para a
sobrevivéncia.

Interagimos os macréfagos derivados de medula éssea de camundongos
BALB/c com as linhagens de C. neoformans pelos periodos de 4 e 24 horas.
Analisamos a sobrevivéncia das células de levedura através da contagem das
unidades formadoras de colbnias (UFC) apés lise dos macréfagos. Como mostrado
na Figura 21, no periodo de 4 horas os macréfagos tiveram uma maior capacidade
fungicida. O mutante pep4 neste periodo apresenta uma menor carga fungica em
relacdo a linhagem selvagem, mas nao ha diferencas estatisticas. Entretanto, apos 24
horas de interacdo, observamos uma diferenca estatistica significativa quando

comparado o mutante pep4 com a linhagem selvagem KN99a.

Figura 21. Sobrevivéncia do mutante pep4 apdés interacdo com macrofagos

derivados de medula 6ssea.
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Macroéfagos derivados da medula 6ssea de camundongos BALB/c foram incubados com as linhagens
(KN99a), mutante (pep4) e reconstituida (pep4+PEP4) previamente opsonizadas com o anticorpo anti-
GXM em uma proporcédo de 1:1 por 4 (A) e 24 horas (B) em estufa a 37°C com 5% de CO2. Apoés a lise
dos macroéfagos, as células de levedura foram semeadas em meio YPD e incubadas a 30°C por 48
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horas. As analises estatisticas foram realizadas através do software Graphpad Prism 7.0 pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey: ** p < 0,0084 e *** p < 0,0005.

Ampliando as nossas andlises, realizamos a interacdo dos macréfagos
derivados da medula 6ssea com as leveduras de C. neoformans pelos periodos de 2
e 4 horas para determinar o indice de fagocitose. Nossos resultados ndo mostram
diferenca significativa no indice de fagocitose entre as linhagens selvagem e mutante
(Figura 22A-C). Embora o mutante pep4 tenha se mostrado mais suscetivel a morte
mediada por macréfagos no ensaio de UFC em comparagéo as outras linhagens, ndo

observamos diferencas entre elas no ensaio de fagocitose.

Figura 22. Avaliacdo do indice de fagocitose do mutante pep4.
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Macréfagos derivados da medula 6ssea de camundongos BALB/c foram incubados com as linhagens
KN99a, pep4 e pep4+PEP4 previamente opsonizadas com o anticorpo anti-GXM na propor¢éo de 1:1
em laminulas de vidro em placas de 24 pocos por 2 horas (A e B) e 4 horas (C) em estufa a 37°C com
5% de CO2. Em seguida, as laminulas de vidro foram coradas com coloragdo Giemsa, fixadas com
Entellan (Merck) e analisadas em microscopio Optico. As imagens foram capturadas com lentes
objetivas de 100 x. As setas brancas indicam as células de C. neoformans fagocitadas pelos
macrofagos. A analise estatistica foi realizada usando o teste de Kruskal-Wallis através do software

Graphpad Prism 7.0.
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5.8 Padrédo de expressao do gene PEP4

Em um trabalho anteriormente publicado pelo grupo do nosso laboratorio, foi
relatado que o padrdo de expressao do gene PEP4 é regulado pela temperatura e
pela privacdo de nitrogénio (GONTIJO et al., 2017). No presente estudo, decidimos
explorar o padrédo de expressao de PEP4 em diferentes condigbes nutricionais,
combinadas com tensdes nitrosativas (NaNO2) e alta temperatura. Primeiro,
analisamos como a temperatura influenciaria a expressédo de PEP4 quando C.
neoformans foi crescido em meio sintético (Synthetic Dextrose) suplementado apenas
com sulfato de aménia e descobrimos que a expressdo do gene aumenta
aproximadamente 1,2 vezes a 37°C (Figura 23A). Sabe-se que em resposta a
diferentes tipos de estresse, como privacdo nutricional ou mudanca na fonte de
carbono, a autofagia é regulada positivamente (JIN; KLIONSKY, 2014). A partir desta
premissa, investigamos se a mudanca na fonte de carbono preferencial por uma nao
preferencial (glicose e galactose, respectivamente) influenciaria na expressao de
PEP4. Na Figura 23B, observamos um aumento de 2 vezes na expressao de PEP4 a
37°C, sugerindo que a proteina Pep4 é necessaria quando as células de levedura
estdo crescendo quando hd uma mudancga na fonte de carbono em associacdo com
alta temperatura. Nas Figuras 23C-E também observamos que a mudanca nas
condi¢cdes nutricionais associadas a alta temperatura modula o padrao de expressao
do gene PEPA4.
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Figura 23. Avaliagao do padréo de expressao do gene PEP4 em alta temperatura

e diferentes fontes de carbono.
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A expressao do gene PEP4 em alta temperatura e diferentes fontes de carbono foi avaliada em meio
sintético dextrose (SD) suplementado com sulfato de aménia (N) a 30°C e 37°C (A); meio sintético com
galactose (SG) suplementado com sulfato de aménia (N) a 30°C e 37°C (B); SD+N a 30°C versus
SG+N a 30°C (C); SD+N a 37°C e SG+N a 37°C (D); SD+N a 30°C e SG+N a 37°C (E). As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey: (A) * p <0,0241; (B) * p <0,0116 e (D) ** p < 0,0072.

Para complementacdo dos dados anteriores, resolvemos explorar como o
estresse nitrosativo afetaria o padrao de expressédo do gene PEP4. O oOxido nitrico
(NO) é gerado quimicamente pela adicdo de nitrito de sédio a solugbes aquosas
acidas e, dependendo de sua concentracdo, o NO é fungistatico ou fungicida para C.
neoformans in vitro, desempenhando um importante papel na defesa do hospedeiro
(ALSPAUGH; GRANGER, 1991; MISSALL et al., 2006). Iniciamos nossa investigacao
acessando como a expressédo do gene seria influenciada pela exposicéo da célula de

levedura a 1 mM de NaNO:2 por 2 horas na presenca de glicose e sulfato de aménia
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nas temperaturas de 30°C e 37°C. A Figura 24A mostra que a expressao de PEP4 é
aumentada em 3 vezes a 30°C, enquanto que a 37°C vemos um aumento de 5 vezes
(Figura 24B). Quando comparamos a expressao de PEP4 em meio definido (SD) com
glicose e sulfato de amonia suplementado com 1 mM de NaNO:2 na temperatura de
30°C versus 37°C, observamos um leve aumento no padrdo de expressdo em
aproximadamente 1,6 vezes nesta Ultima temperatura (Figura 24C). Este resultado
indica que a presenca de estresse nitrosativo, por si s6, provoca a elevacdo da
expressdo de PEP4, sugerindo que a proteina Pep4 pode desempenhar um papel
importante na adaptacao celular a essa condicao estressante, embora ndo tenhamos
observado uma diferenca no padrao de crescimento entre o mutante pep4 e a
linhagem selvagem na presenca de NaNO:2 nos ensaios fenotipicos. Sabe-se que a
habilidade de C. neoformans para evadir a defesa do sistema imune inato do
hospedeiro e causar a doenga é devido a sua capacidade de responder e sobreviver
ao estresse nitrosativo (MISSALL et al., 2006).

Figura 24. O padréo de expresséo do gene PEP4 € aumentado na presenca de

estresse nitrosativo.
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O efeito do estresse nitrosativo foi avaliado em meio sintético dextrose (SD) com sulfato de aménia (N)
a 30°C e meio sintético dextrose (SD) com sulfato de aménia (N) suplementado com 1 mM de nitrito de
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sddio (NaNO2) a 30°C (A); SD+N a 37°C e SD+N suplementado com 1 mM de NaNO2 a 37°C (B);
SD+N suplementado com 1 mM de NaNO: a 30°C e SD+N suplementado com 1 mM de NaNO:z a 37°C
(C). As analises estatisticas foram realizadas pelo teste de Tukey: (A) * p < 0,0229; (B) *** p < 0,0004
e (C) ** p <0,0051.

Em seguida, nos perguntamos como a alteragéo da fonte de carbono de glicose
para galactose na presenca de 1 mM de NaNO: influenciaria a resposta da expressao
de PEP4 a 30°C e 37°C. Como podemos ver nas Figuras 25A e 25B em ambas as
temperaturas (30°C ou 37°C), a falta da fonte preferencial de carbono na presenca do
estressor nitrosativo eleva a expressao de PEP4 em aproximadamente 1,7 vezes. A
Figura 26C mostra que o padréo de expressao quando as células estdo sujeitas a uma
combinacéao de trés condi¢cdes de estresse (presenca de 1 mM de NaNO3z, auséncia
da fonte de carbono preferencial e alta temperatura) é semelhante que em SD+N 30°C

acrescido de 1 mM de NaNO:.

Figura 25. Influéncia da fonte de carbono e do estresse nitrosativo no padréo de

expressédo do gene PEPA4.
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A influéncia da fonte de carbono e do estresse nitrosativo no padréo de expresséo do gene foi avaliada
em meio sintético dextrose (SD) com sulfato de aménia (N) suplementado com 1 mM de nitrito de sédio
(NaNO3) a 30°C e meio sintético galactose (SG) com sulfato de aménia (N) suplementado com 1 mM
de nitrito de s6dio (NaNOz) a 30°C (A); SD+N suplementado com 1 mM de NaNO: a 37°C e SG+N
suplementado com 1 mM de NaNO:z a 37°C (B); SD+N suplementado com 1 mM de NaNO2 a 30°C e
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SG+N suplementado com 1 mM de NaNO:2 a 37°C (C). As analises estatisticas foram realizadas pelo
teste de Tukey: (A) * p < 0,0382; (B) * p <0,0445 e (C) * p < 0,0425.

Repetimos o0 mesmo experimento, mas desta vez o meio de incubacéo
dispunha apenas de galactose como fonte de carbono, suplementada ou ndo com 1
mM de NaNO:. A incubacéao foi por 2 horas a 30°C ou 37°C. A Figura 26A mostra que
a 30°C quando as células estédo sujeitas a 1 mM de NaNO3z, o padrédo de expressao
de PEP4 é aumentado em 2,5 vezes enquanto que na mesma condi¢ao de inducao,
mas a 37°C a expressao é de 2 vezes (Figura 26B). Quando comparamos 0 padrao
de expresséao ao cultivar a levedura sem a fonte de carbono preferencial na presenca
de 1 mM de NaNO:2 a 30°C versus 37°C, observamos um aumento de
aproximadamente 1,5 vezes (Figura 26C). Isso sugere que a combinacéo da auséncia
da glicose, presenca de NaNO: e a temperatura, modula a expressao de PEP4, o que

pode ajudar as células da levedura a responder a estas condi¢des estressantes.

Figura 26. Efeito da fonte de carbono né&o preferencial e estresse nitrosativo no

padrao de expressao do gene PEPA4.
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suplementado com 1 mM de nitrito de sédio (NaNO2) a 30°C (A); SG+N a 37°C e SG+N suplementado
com 1 mM de NaNO:2 a 37°C (B); SG+N suplementado com 1 mM de NaNO:z a 30°C e SG+N
suplementado com 1 mM de NaNO:2 a 37°C (C). As analises estatisticas foram realizadas pelo teste de
Tukey: (A) ** p < 0,0078 e (C) ** p < 0,0041.

5.9 Anadlise da sensibilidade aos antifungicos

O desenvolvimento de resisténcia aos antifiingicos usuais contra as micoses
invasivas causadas por diversas espécies fungicas tem sido cada vez mais relatado,
e esté se tornando uma crise de saude publica. As opcdes terapéuticas se limitam a
apenas trés classes de antifungicos, sendo eles os polienos, azois e analogos de
pirimidina (REVIE et al., 2018). N6s efetuamos os ensaios de sensibilidade aos
antifingicos para os seguintes farmacos: anfotericina-B; fluconazol; voriconazol,
posaconazol e ravuconazol. Os ensaios foram realizados por diluicdo em caldo,
seguindo a metodologia EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing). Conforme os valores de concentracédo inibitéria minima (CIM)
apresentados na Tabela 3, observa-se que a delecéo néo resultou em sensibilidade

ou resisténcia aos antifungicos testados.

Tabela 3. Teste de sensibilidade aos antifungicos. Concentracdo inibitéria minima
(CIM) para as linhagens selvagem (KN99a) e mutante (pep4) e reconstituida
(pep4+PEP4). Leitura dos valores inibitérios apos incubacédo das microplacas por 72

horas a 35°C, seguindo a metodologia EUCAST.

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA — CIM (mg/L)

LINHAGEM
ANFOTERICINA-B FLUCONAZOL VORICONAZOL POSACONAZOL RAVUCONAZOL

KN99a 1 0,25 0,015 0,06 0,015
pep4 1 0,25 0,03 0,06 0,03
pep4+PEP4 1 0,25 0,015 0,06 0,015
C. parapsilosis

1 0,5 0,015 0,03 0,015
(ATCC)
C. krusei

2 16 0,06 0,06 0,06

(ATCC)
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6 DISCUSSAO

A criptococose € uma infeccdo fangica invasiva que afeta individuos
imunodeficientes, causada pela levedura encapsulada Cryptococcus neoformans
(ZARAGOZA, 2019). Esta espécie tem distribuicdo global e é responséavel por causar
um alto numero de mortes principalmente no grupo de pacientes com HIV/AIDS
(FAVALESSA et al., 2014). O tratamento da criptococose € limitado a trés antifingicos
usados isoladamente ou em combinacdo: anfotericina B, fluocitosina (5-FC) e
fluconazol (WHO, 2018). Além da alta toxicidade, resisténcia aos antifungicos ja foram
reportadas (MOURAD; PERFECT, 2018; BONGOMIN et al.,, 2018). Novas
abordagens terapéuticas precisam ser empregadas como alternativas para o
tratamento da criptococose. Para solucionar esse problema, estudos tém sido
direcionados a inibicdo de fatores de viruléncia que garantem o sucesso do fungo na
colonizacdo e causar a doenca (COELHO; CASADEVALL, 2016). Ampliar o
conhecimento da biologia de C. neoformans pode trazer a luz novas informagdes que
podem, eventualmente, serem utilizadas no desenho ou busca de terapias
antifangicas.

Recentemente, o sistema de autofagia foi estudado em algumas espécies de
fungos, no entanto, os mecanismos envolvidos nas etapas de autofagia em
Cryptococcus spp. foram pouco explorados. Estudos sédo importantes para a
compreensao desse processo e sua relagdo com a viruléncia, a patogénese e a
biologia do fungo. Diversos estudos indicam que a autofagia € uma das ferramentas
gue C. neoformans utiliza para resistir a condi¢cdes adversas e estresses ambientais,
tornando sua colonizacdo no hospedeiro bem-sucedida (PALMER; ASKEW,
WILLIAMSON, 2008, HU et al., 2008). Por meio de uma andlise de bioinformética
realizada por Gontijo et al. (2017) foi constatado que dos 34 genes relacionados a
autofagia descritos em S. cerevisiae (YUGA et al., 2011), 21 foram encontrados em
C. neoformans, incluindo o gene PEP4.

O gene PEP4 de S. cerevisiae codifica uma aspartil protease vacuolar que é
membro da superfamilia das proteinases asparticas e compartilha 46% de homologia
com a catepsina D humana. Pep4 que também é conhecida como proteinase A,
contribui para o processo de autofagia atuando na maturacéo e ativacao de hidrolases

vacuolares, incluindo a proteinase B e carboxipeptidase Y (AMMERER et al., 1986;
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WOOLFORD et al., 1986; PARR et al., 2007). Estudos tém demonstrado a importancia
da proteina Pep4 na sobrevivéncia de células de S. cerevisiae em condicfes de
estresse como nutricional, oxidativo e sob tratamento com acido acético (TEICHERT
et al.,, 1989; MARQUES et al., 2006; PEREIRA et al., 2010; 2013). Além disso,
segundo Carmona-Gutiérrez et al. (2011), Pep4 possui fungbes antiapoptoticas e
antinecroticas durante o envelhecimento cronolégico. Portanto, nosso objetivo foi
avaliar o papel da proteina Pep4 em C. neoformans na via de autofagia, na expresséo
dos fatores de viruléncia e na sobrevivéncia da levedura frente a diferentes condigdes
de estresse.

Neste estudo, a andlise in silico revelou que o gene PEP4 de C. neoformans
codifica uma sequéncia de 438 aminoacidos com 65% de identidade com a de S.
cerevisiae. A plataforma CDD (Conserved Domain Database) do NCBI mostrou que,
conforme observado em S. cerevisiae, Pep4 de C. neoformans tem o dominio
conservado da superfamilia das proteinases asparticas. Esta familia é classificada
pelo MEROPS (RAWLINGS et al., 2014) como familia peptidase Al (pepsina A, cla
AA). No alinhamento de sequéncias de aminoacidos homologas a proteina Pep4,
observamos a presenca de dois residuos de acido aspartico no sitio ativo que
desempenham importantes papéis cataliticos e sdo conservados em todas as
espécies de fungos avaliados. Além disso, filogeneticamente a proteina Pep4 de C.
neoformans esta mais proxima de outras espécies de Cryptococcus do que de S.
cerevisiae.

A combinacdo dos fatores de viruléncia de C. neoformans contribui para a
sobrevivéncia da levedura no hospedeiro e no meio ambiente (ALSPAUGH, 2015). Na
avaliacdo do impacto da delecdo do gene PEP4 na expressdo dos fatores de
viruléncia, ndo observamos alterac6es fenotipicas em relacdo a termotolerancia,
producdo de melanina, fosfolipase e urease. No entanto, o mutante pep4 nas
primeiras 48 horas a 37°C produziu mais capsula do que a linhagem selvagem. Outro
ponto muito importante sobre C. neoformans € a habilidade de resistir e se adaptar a
diferentes condicdes de estresse, 0 que € extremamente importante para 0 SUCesso
da colonizacdo no hospedeiro mamifero e para a sobrevivéncia da levedura (BROWN
et al., 2007). Avaliamos o comportamento do mutante pep4 frente diferentes
condicbes de estresse, como térmico, osmotico, oxidativo, nitrosativo, alcalino,

incluindo a integridade da parede celular e da membrana plasmatica, mas nenhum
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comprometimento no crescimento das ceélulas de levedura de C. neoformans foi
observado. Esses resultados sugerem que a proteina Pep4 ndo esta envolvida na
expressdo dos fatores de viruléncia (exceto capsula polissacaridica) e com o
desenvolvimento das células de levedura sob diferentes estressores. No entanto,
observamos que a delecdo de PEP4 impacta a sobrevivéncia de C. neoformans em
modelo animal, bem como em macrofagos.

A deficiéncia de Pep4 em células de S. cerevisiae causa a perda na viabilidade
celular quando a levedura € exposta a privacdo de nitrogénio, sugerindo que esta
protease é essencial para a sobrevivéncia celular em condicbes de estresse
nutricional (TEICHERT et al., 1989). Além disso, Pep4 demonstrou ser responsavel
pelo processamento de Ams1 sob privacéo de nitrogénio, associando-se ao aumento
da atividade desta a-manosidase (UMEKAWA et al., 2016). Obtivemos a linhagem
GFP-Amsl e avaliamos se esse processamento ocorre em C. neoformans em
diferentes condi¢des nutricionais. Ndo observamos em nossa analise de Western blot
o processamento de Ams1 por Pep4. Roberto et al. (2020) reportaram que as células
dos mutantes atg4 e atg8 de C. neoformans apds 20 dias expostas a privacdo
nutricional apresentam perda da viabilidade celular, destacando a importancia destas
proteinas no desenvolvimento celular frente a privacdo de nitrogénio. Também
expusemos as células do mutante pep4 de C. neoformans a privagdo de nitrogénio
por 20 dias, pois sabemos que em S. cerevisiae, 0 mutante pep4 tem tendéncia a
perder rapidamente a viabilidade celular nesta condigdo nutricional (TATEHASHI et
al., 2016). Descobrimos que ndo houve perda na viabilidade celular na linhagem
selvagem, bem como na linhagem mutante. Sugerindo que, provavelmente ha outros
mecanismos envolvidos na reciclagem de aminoacidos durante a privacdo de
nitrogénio, que é diferente de S. cerevisiae e que em C. neoformans, Pep4,
provavelmente desempenhe um papel diferente no processo de autofagia e outros
mecanismos podem fornecerem a reciclagem de nitrogénio suficiente para sustentar
o crescimento. Conforme ja relatado por Gontijo et al. (2017), o padréo de expresséo
do gene PEP4 é regulado pela temperatura e também pela privacdo de nitrogénio.
Neste estudo, mostramos que o padrao de expressao do gene PEP4 é aumentado na
presenca de nitrito de sédio em diferentes condi¢des nutricionais, incluindo mudancas
na fonte de carbono e alta temperatura. Isso sugere que Pep4 desempenhe alguma

funcao relacionada a adaptacéo celular a esse agente estressor.
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O modelo animal invertebrado Galleria mellonella tem sido constantemente
utilizado para investigar a patogenicidade de C. neoformans (TREVIJANO-
CONTADOR; ZARAGOZA, 2019). Apos verificar que o mutante pep4 produz mais
capsula do que a linhagem selvagem a 37°C, avaliamos a sobrevivéncia da levedura
em G. mellonella, sabendo que durante a infec¢cdo a capsula polissacaridica de C.
neoformans contribui para a evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro
(ZARAGOZA, 2019), ainda, O'Meara et al. (2013) mostraram que a superproducédo de
capsula por C. neoformans leva a uma hiperviruléncia em modelo murino. Entretanto,
observamos que a ultima larva infectada com o mutante pep4 morreu no oitavo dia do
experimento, enquanto todas as larvas infectadas com a linhagem selvagem
morreram até o sexto dia, sugerindo que o mutante pep4 apresentou uma atenuacgao
na viruléncia. Portanto, isso pode sugerir que a proteina Pep4 est4, de alguma forma,
envolvida na adaptagdo das células a novas condi¢cdes ambientais durante o processo
de infeccdo, onde a tolerancia ao estresse nitrosativo pode desempenhar um papel
importante no estagio inicial da infeccédo e isso reflete na atenuacédo da viruléncia.
Investigamos também a sobrevivéncia do mutante pep4 em macréfagos derivados da
medula 0ssea de camundongos BALB/c. Na interagdo de C. neoformans com o0s
macroéfagos derivados de medula 6ssea, observamos que o mutante pep4 apresentou
uma diminuicdo significativa na carga fangica quando comparado a linhagem
selvagem apoOs 24 horas de interacdo com os macrofagos, demonstrando que o
mutante pep4 é mais suscetivel a morte mediada por macréfagos, o que pode explicar
a sua atenuacéo na viruléncia em G. mellonella.

A importancia da protease vacuolar Pep4 na via da autofagia e sobrevivéncia
celular em condi¢des de privacao nutricional e estresse esta bem estabelecida em S.
cerevisiae. Nossas analises do padrdo de expressédo do gene PEP4 indicam que a
proteina Pep4 pode desempenhar algum papel em relacdo a sobrevivéncia da
levedura sob combinacdo de condigcdes estressantes como alta temperatura,
mudanca da fonte de carbono e exposicdo ao estresse nitrosativo, que sao condi¢cdes
gue mimetizam o ambiente enfrentado por C. neoformans ao infectar o hospedeiro.
Além disso, 0 mutante pep4 mostrou uma atenuacdo na viruléncia no modelo G.
mellonella e uma diminuigdo na carga fungica ao interagir com macréfagos derivados

da medula éssea de camundongos BALB/c. Estudos demonstraram que Pep4 parece
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realizar atividades fora do vacuolo sob indugcé@o de estresse que sé&o independentes
da autofagia em S. cerevisiae (para revisao, ver KERSTENS; VAN DIJCK, 2018).
Nosso trabalho mostrou que Pep4 desempenha um papel importante em
diferentes processos bioldgicos no fungo patogénico C. neoformans que podem ir
além da autofagia e devem ser mais explorados. Nosso estudo sugere que a proteina
Pep4 de C. neoformans é importante para a adaptacdo e sobrevivéncia das células

de levedura em condi¢cdes estressantes, levando a atenuacédo da viruléncia in vivo.
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7 CONCLUSOES

Este trabalho visou estudar o impacto da delecdo do gene PEP4 no genoma de C.
neoformans associando ao processo de autofagia, aos efeitos causados na expressao
dos fatores de viruléncia e sobrevivéncia da levedura a multiplos estresses, com base

nos resultados podemos concluir que:

e A delecdo do gene PEP4 ndo impactou na expresséao dos fatores de viruléncia
(exceto capsula polissacaridica), no crescimento da levedura a mdultiplos

estresses, e na sensibilidade aos antifingicos avaliados;

e O padrdo de expressdo do gene PEP4 é aumentado na presenca do nitrito de
sodio (NaNOz) em diversas condi¢des, sugerindo que a proteina Pep4 é
importante para as células de levedura se adaptarem a condi¢des estressantes

de sobrevivéncia;

e A auséncia da proteina Pep4 atenua a viruléncia no modelo animal G.
mellonella e ocasiona uma diminuicdo significativa na carga fungica em

macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos BALB/c.
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APENDICE A - LISTA DE MICRORGANISMOS

Linhagem
KN99a

pep4

pep4+PEP4

aped
KN99a+GFP-Ams1
pep4+GFP-Amsl
lacl

BY4741

DH5a

Gendtipo Origem
MATa, sorotipo A Duke University
Medical Center

KN99a; pep4::HygR Este projeto
KN99a; pep4::PEP4 Este projeto
KN99a; ape4::NeoR LIMic
KN99a; pCN50-AMS1 Este projeto
pep4::HygR; pPCN50-AMS1 Este projeto
lac1A LIMic
MATa, his3A1l, leu2A0, Genetic research

lysAO, ura3A0

F~ ®80lacZAM15 A(lacZYA- Promega (Madison,
argF) U169 recAl endAl EUA)
hsdR17

(rK—, mK+) phoA supE44 A\- thi-

1 gyrA96 relAl



Plasmideo
pZPHYG

pZPNEO

pPCN50

pCN50-Ams1l
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APENDICE B - LISTA DE PLASMIDEOS

Aplicacéo
Sequéncia da ORF de resisténcia
a Hyg, construcdo do cassete de
delecdo do gene PEP4 em C.
neoformans

Reconstituicdo do gene PEP4

Sequéncia da ORF da proteina
fluorescente verde (GFP)

Plasmideo com a sequéncia
codificadora da proteina Amsl

fusionada ao GFP

Selecao

Higromicina

Neomicina

Neomicina

Neomicina

Origem
Cedido pelo Dr. Joseph Heitman
(Duke University)

Cedido pelo Dr. Joseph Heitman
(Duke University)
Cedido pelo Dr. Joseph Heitman
(Duke University)

Este projeto
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APENDICE C - LISTA DE OLIGONUCLEOTIDEOS

Tabela 1. Lista de oligonucleotideos utilizados para a delecdo do gene PEP4 em C. neoformans por

Double-joint.

Primer Alvo
MAV386 Diag. Fw
MAV162 Diag. Rv
MAV387 B.E. Fw
MAV388 B.E. Rv
MAV389 M.E
MAV390 M.D
MAV391 B.D. Fw
MAV392 B.D. Rv

Sequéncia (5’ - 3)
5' CAATCGAACGGCGGCGTATC 3
5" GACTCACCTTGGGCAGTGGG 3’
5' GCACGGAGGAAGCTAATTTC 3'
5' CTCCAGCTCACATCCTCGCACGGTAGAGTATAGGTGAAGA 3'
5' TCTTCACCTATACTCTACCGTGCGAGGATGTGAGCTGGAG 3'
5' GTTTCTAGAACTGCCCTGATTGAAGAGATGTAGAAACTAGC 3'
5 GCTAGTTTCTACATCTCTTCAATCAGGGCAGTTCTAGAAAC 3'
5' GAGTACTACACCACGCACTG 3

Diag. = diagnostico; B.E. = braco esquerdo; M.E. = marcador esquerdo; M.D. = marcador direito; B.D. = braco
direito; Fw = oligonucleotideo senso; Rv = oligonucleotideo anti-senso.

Tabela 2. Lista de oligonucleotideos da fusdo GFP-Ams1 no plasmideo pCN50.

Primer Alvo Sequéncia (5’ - 3’)
MAV327  pCN50-AMS1 Fw. 5" CACCCGTCAGACCATGGATG &
PRCP136 pCN50-AMS1 Rv. 5" AGCTCGCCGACCACTACCAGC 3

Fw = oligonucleotideo senso; Rv = oligonucleotideo anti-senso.

Tabela 3. Lista de oligonucleotideos para o gPCR

Primer
MAV285
MAV286
MAV240
MAV241

Alvo Sequéncia (5’ - 3')

PEP4 Fw. 5' CTCAACAAGGAGATCGGTGCT 3
PEP4 Rv. 5 CGCAGGAACACATCGCCAAC ¥
GPDH1 Fw. 5" AGTATGACTCCACACATGGTCG 3
GPDH1 Rv. 5' AGACAAACATCGGAGCATCAGC 3

Fw = oligonucleotideo senso; Rv = oligonucleotideo anti-senso.



APENDICE D - Processamento de Ams1 por Pep4 em C. neoformans.
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Linhagens selvagem (KN99a) e mutante (pep4) expressando GFP-Ams1 e selvagem KN99a (controle)
foram cultivadas em diferentes condi¢des nutricionais, YPD (A), SD-N-AA (B) e SG-N-AA (C) por 0-6
horas a 30°C. Anticorpo primario anti-GFP (1:2.000) e anticorpo secundario anti-mouse (1:2.000). 155

kDa = proteina de fusao GFP-Ams1.
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APENDICE E — Homdlogos da proteina Pep4 em C. neoformans var. grubii H99

e Cryptococcus neoformans var. grubii KN99.

C. neoformans var. grubii H99

C. neoformans var. grubii KN99

ID

CNAG_04635
CNAG_05869
CNAG_07520
CNAG_05072

ID

CKF44_04635
CKF44_05869
CKF44_07520
CKF44_05072

Ident.

32%
32%
32%
24%

ldent.

32%
32%
32%
24%

E-value

2e-38
6e-38
3e-28
le-10

E-value

9e-39
3e-38
le-28
le-10



