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“ Failures, repeated failures, are finger posts on the road to achievement. One
fails forward toward success. ”.
C. S. Lewis

“There can never be any real opposition between religion and science; for the one is
the complement of the other. Every serious and reflective person realizes, | think, that
the religious element in his nature must be recognized and cultivated if all the powers

of the human soul are to act together in perfect balance and harmony. And indeed it
was not by accident that the greatest thinkers of all ages were deeply religious souls. ”

—Max Planck, the Nobel Prize winning physicist who made the crucial scientific

contribution of founding quantum physics.
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RESUMO

Os genes de histonas desacetilases (HDAC) sdo altamente conservados
entre diferentes espécies e dirigem importantes processos epigenéticos na
manutencdo da estrutura e funcionamento do genoma. Entretanto, o papel das
HDAC na regulacdo dos tracos de viruléncia de patdgenos permanece
pobremente explorado. O fungo patogénico em humanos Cryptococcus
neoformans passa por mudancas fenotipicas que promovem persisténcia e
sobrevida dentro do hospedeiro ou em nichos ecoldgicos. Tais mudancas estdo
associadas a regulacdo diferencial da expressdo génica. Neste contexto,
inicialmente foi avaliado o efeito de dois inibidores quimicos de histona
desacetilases (HDACI), o butirato de sodio (NaBut) e a tricostatina A (TSA),
sobre as células de C. neoformans. Os resultados demonstraram que ambos
inibidores foram capazes de afetar os principais tracos de viruléncia de C.
neoformans. Em seguida, foram identificados e deletados 8 genes de HDAC de
Classe | e Classe Il em C. neoformans. A maioria dos processos previamente
associados & viruléncia em C. neoformans foi afetada pelo tratamento com
HDACI e/ou pela delecdo de genes: a capacidade de crescimento a 37 — 39 °C, a
formacdo da cépsula polissacaridica, a producdo de melanina, as atividades de
fosfolipase e de proteases, a formacdo de hifas de acasalamento e a integridade
da parede celular. Os mutantes de HDAC também mostraram defeitos na
sobrevivéncia intracelular quando co-cultivados com macréfagos murinos, assim
como viruléncia comprometida nos modelos de infeccdo de Galleria mellonella
e camundongos. A histona desacetilase Clr3 foi apontada como um importante
regulador da viruléncia em C. neoformans. A linhagem de C. neoformans clr3A
mutante mostrou-se hipovirulenta em ambos os modelos de criptococose animal.
Outrossim, a analise de RNA-seq indicou que a proteina CIr3 regula a expressédo
de varios genes importantes para a adaptacdo e sobrevivéncia de C. neoformans
ao ambiente hospedeiro. Os resultados indicam que a remodelagdo da cromatina,
por meio das conservadas HDAC, é um importante mecanismo envolvido na
viruléncia de C. neoformans.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, regulacdo epigenética,

histona desacetilases, inibidores de histonas desacetilases, viruléncia.



ABSTRACT

Histone Deacetylase (HDAC) genes are highly conserved among different
species, directing one of the most important epigenetic processes regulating gene
expression — chromatin remodeling. However, the role of HDACs in the regulation of
virulence traits in pathogens remains poorly explored. The human fungal pathogen
Cryptococcus neoformans undergoes phenotypic changes to promote persistence and
survival inside the host or in specific ecological niches. Very likely, these changes are
associated with epigenetic regulation. In this context, we initially evaluated the effect of
two chemical inhibitors of histone deacetylases (HDACI): Sodium butyrate (NaBut) and
Trichostatin A (TSA). The results showed that both were able to impair the expression
of the main virulence traits of C. neoformans. Based on these data, we identified and
deleted eight genes encoding predicted class I/l HDACs in C. neoformans. In this way,
we predicted that we would be able to assign specific function to each HDAC,
especially in regards to virulence trait expression. Phenotypes of specific HDAC mutant
strains indicate that individual proteins control non-identical but overlapping cellular
processes associated with virulence. In the other hand, for some genes we also have
observed an opposite regulation. Most processes previously related to virulence in C.
neoformans were affected here, such as thermotolerance (growth at 37-39 °C); capsule,
melanin and protease formation; and cell wall integrity. Additionally, defects in mating
and hyphal development were observed for the clr34 HDAC mutant strain. HDAC
mutants also displayed defects in intracellular survival when co-cultured with activated
macrophages, a finding highly correlated with altered virulence in vivo. Also, we tested
the virulence in Galleria mellonella and mice. Overall our results support that the Cir3
histone deacetylase is a newly identified regulator of fungal virulence. The
corresponding mutant was hypovirulent in both animal models of cryptococcosis.
Furthermore transcriptional profiling shows that the CIr3 protein regulates the
expression of many genes that are important for the adaptation of C. neoformans for
survival inside the host. Our work displays that chromatin remodeling by the conserved

histone deacetylases is an important mechanism behind the virulence of C. neoformans.

Keyword: Cryptococcus neoformans, histone deacetylase, epigenetic regulation,
histone deacetylase inhibitors, Virulence.
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1. INTRODUCAO

A habilidade de se adaptar as mudancas que ocorrem no ambiente, ou como
resultado da interacdo com células hospedeiras, vem selecionando evolutivamente e
garantindo a sobrevivéncia de muitos patogenos. As adaptacGes sdo reflexos de
mudangas que ocorrem na expressao de genes e seus produtos, permitindo que alguns
micro-organismos sobrevivam e se multipliquem mesmo em condi¢bes ndo favoraveis.
Entender como essas mudancas ocorrem e como sdo reguladas no tempo/espaco é foco
de inimeros grupos de pesquisa em todo mundo. Neste contexto, cada vez mais estudos
apontam para a importancia da dindmica da cromatina na regulacdo da expressao dos
genes em resposta a0 meio ambiente e suas constantes alteracgdes.

A regulacdo da expressdo de genes é um fertil e amplo campo de estudo que
engloba diversos niveis de controle. Essa regulacdo envolve refinados mecanismos de
controle, que atuam de forma orquestrada de modo a assegurar a correta expressao dos
genes, refletindo em adaptacbes que permitem a sobrevivéncia, proliferacdo, morte
celular programada e evolucdo. O termo epigenética refere-se a modificagdes que
alteram os padrdes de expressdo génica, herdaveis ao longo de sucessivas divisdes
mitoticas ou meioticas, ndo envolvendo alteracdes na sequéncia de bases do DNA. Os
principais mecanismos epigenéticos envolvem a metilagdo de citosinas em ilhas CpG, e
a metilacdo, acetilacdo, fosforilagdo, D-ribosilacdo, sumoilagdo e ubiquitinacdo de
histonas, provocando a remodelacdo da cromatina, tornando-a mais acessivel ou
refrataria a transcricdo ( Jones & Takai, 2001; Jenuwein & Allis, 2001; Gal-Yam et al.,
2008). Os mecanismos epigenéticos de regulacdo da expressdo e heranca em fungos
patogénicos sdo pouco elucidados, em comparacdo a outros modelos, como
Saccharomyces cerevisiae e Neurospora crassa. Uma metodologia bem empregada nos
estudos de genes é a delecdo de alvos supostamente relacionados a funcdo em questéo.
Outro método empregado no estudo de funcdo é o uso de compostos capazes de
bloguear a atividade de produtos especificos dos genes alvos, como as enzimas. A
combinacdo destes dois métodos de estudo pode ajudar a compreender uma possivel
relacdo entre a regulacdo epigenética, a plasticidade fenotipica e a viruléncia de fungos
patogénicos, como o Cryptococcus neoformans que € de grande importancia médica em

todo mundo, bem como de sua interagcdo com o hospedeiro.
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1.1 Cryptococcus neoformans.

C. neoformans é um fungo oportunista que pode causar doengas sistémicas e
potencialmente fatais. E o agente etiol6gico da criptococose que acomete especialmente
individuos imunocomprometidos, como pacientes com HIV/AIDS, em quimioterapia
contra o cancer ou que passaram por transplante de 6rgdos (Mitchell & Perfect, 1995).
Embora o amplo acesso as terapias anti-retrovirais (ART) em paises desenvolvidos
venha ajudando a melhorar o sistema imune de pacientes com HIV, de modo que estes
ndo se tornem vulneraveis a infeccdo por C. neoformans, a meningite criptocdcica ainda
€ 0 maior problema em paises subdesenvolvidos onde a AIDS prevalece. O
basideomiceto C. neoformans é de grande importancia médica e é globalmente
distribuido (Kwon-Chung et al., 2002). Estima-se um total de 1 milhdo de novas
infeccdes e mais de 625.000 mortes anualmente (Park et al., 2009, 2014; Warkentien &
Crum-Cianflone, 2010) (Figura 1). Nos pacientes que desenvolvem AIDS, condigdes
neuropatoldgicas estdo ainda presentes em aproximadamente 70% a 90% dos casos,
sendo a meningite criptocécica a infeccdo fungica mais comum no sistema nervoso
central, e a terceira mais comum complicacdo neuroldgica nestes pacientes (Lin &
Heitman, 2006). De acordo com dados do CDC (Center for Disease Control and
Prevention, EUA) a maioria dos casos de meningite criptococica ocorrem na Africa
Subsaariana (Figura 1A), sendo a segunda maior causa de mortes em adultos, podendo

matar mais pessoas por ano que a tuberculose (Figura 1B).

19



800,000 [

720,000

700,000
600,000
500,000
400,000
300,000

200,000
133,600

North/South  Sub-Saharan North African  Europe and East, South,
Americas and Africa and Middle Central Asia and Southeast
Carribean East Asia

100,000

Estimativa anual de casos

=

1,200,000 | 1,135,861

1,000,000 |

s 707,657

600,000 | 527,126

504,000

400,000 |

Estimativa anual de mortes

200,000

0
Malaria Diarrtheal  Childhood Cryptococcus Tuberculosis  STDs,
disease cluster excluding HIV
disease

Figura 1: Estimativa global da incidéncia de criptococose. A) Média global de meningite criptoccica
relacionada ao HIV. B) Causas de morte na Africa Subsaariana, excluindo HIV/AIDS. Fonte:
http://www.cdc.gov/fungal/diseases/cryptococcosis-neoformans/statistics.html

Este fungo é comumente encontrado na forma de uma levedura haploide, que se
reproduz predominantemente por brotamento. As células leveduriformes apresentam
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uma caracteristica fenotipica peculiar ao complexo, que o distingue das demais
leveduras de importdncia médica: a presenca da uma estrutura composta por
polissacarideos em forma de c&psula que envolve toda a célula (Granger et al., 1985). C.
neoformans pode também apresentar ciclo sexual (Kwon-Chung, 1975).

De acordo com a atual classificacdo taxonémica, baseada em propriedades
imunogénicas da céapsula, bem como em analises filogenéticas, os complexos destas
espécies correspondem a: Cryptococcus neoformans com sorotipos A, D e AD e
Cryptococcus gatii com os sorotipos B e C (Kwon-Chung et al., 2002, Kwon-Chung &
Varma, 2006). C. neoformans atualmente consiste de duas variedades: C. neoformans
variedade grubii (Sorotipo A) (Bennett et al., 1978; Franzot et al., 1999) e C.
neoformans variedade neoformans (sorotipo D) (Bennett et al., 1978). Mais
recentemente, em 2015, o trabalho de Hagen e colaboradores propde uma nova
subdivisdo do complexo das espécies C. neoformans / C. gatii em sete espécies, com
base em outras analises filogénicas tomando 11 I6cus génicos e diversos estudos de
genotipagem. Hagen et al., 2015 propdem C. neoformans var. grubii e C. neoformans
var. neoformans como espécies separadas, e ainda dividem em 5 espécies 0 complexo
C. gatti. Embora existam diferencas genéticas ou na viruléncia entre as variedades do
complexo C. neoformans, que podem dar suporte a esta nova classificagédo proposta, o
assunto ainda € bem recente e carece de maiores discussoes.

C. neoformans var. grubii, sorotipo A, é o mais prevalente, sendo a causa da
vasta maioria (95%) das infec¢des ao redor do mundo e mais de 99% das infec¢bes em
pacientes com HIV (Casadevall & Perfect, 1998). C. neoformans var. neoformans,
sorotipo D, é responsavel por menos de 5% das infeccGes, todavia pode causar até 20 %
das infec¢bes clinicas na Europa, muitas destas relacionadas ao sorotipo hibrido AD,
qgue sdo sabidamente mais patogénicos que o sorotipo D (Barchiesi et al., 2005;
Tintelnot et al., 2004).

O fungo C. neoformans é cosmopolita de ampla distribuicdo mundial, tem sido
isolado a partir de diversas fontes naturais como vegetais em decomposicdo, do solo e
particularmente de excretas de aves, principalmente pombos, sendo os ultimos uma das
maiores fontes ambientais do fungo (Casadevall & Perfect 1998). A hipoOtese mais
aceita para a infeccdo por C. neoformans € de que esta ocorre por via respiratoria, pela
inalacdo de esporos pelo hospedeiro, os quais podem atingir os alvéolos pulmonares

onde sdo capazes de se proliferar (Figura 2). Uma vez presente no pulmao, os proximos
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passos dependerdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, podendo a infec¢do tornar-se
latente e patogeno serd contido em granulomas, podendo, porém, mais tarde ser
reativada ou evoluir para a forma aguda da doenca (Perfect & Casadevall, 2002;
Chayakulkeeree & Perfect, 2006).
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Figura 2: Ciclo infeccioso do Cryptococcus. O fungo sobrevive no meio ambiente, presente no solo
contaminado com excretas de aves e arvores. Aves, especialmente pombos, podem ser os propagadores
do Cryptococcus. O fungo pode interagir com diferentes hospedeiros animais, bem como outros
microorganismos. Cryptococcus podem também sobreviver a predadores tal qual insetos, vermes e
amebas. O fungo pode ser contraido pela inalacdo de esporos ou leveduras desidratadas, e quando o
hospedeiro se torna imunodeprimido, o fungo pode reativar a partir de formas latentes, presente no
pulméo e invadir o sistema nervoso central (SNC) causando a doenca. Adaptado de Lin & Heitman,
2006; Kronstad et al., 2011.

Embora C. neoformans se reproduza predominantemente por brotamento, o ciclo
sexual tem sido reportado (Kwon-Chung, 1975; Kwon-Chung, 1976; Nielsen, et al.,
2003). Uma hipdtese para a ocorréncia do ciclo sexual de forma geral, é que este tipo de
reproducdo promove variagao genetica por selecdo natural, também facilita e promove o
reparo ao dano no DNA ou promove diluicdo de mutacbes deletérias (Burt, 2000;

Butlin, 2002; Nilsen & Heitman, 2007). C. neoformans possui um Gnico l6cus MAT
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com dois alelos idiomérficos, a e a, que regula o ciclo sexual (Nielsen, et al., 2003). O
acasalamento ocorre quando leveduras hapléides de alelos opostos a e a se fundem
iniciando, deste modo, a transi¢do dimorfica com formacéo de filamentos dicaridticos.
O desenvolvimento dos filamentos leva a formacdo do basidio onde ocorre a meiose e
producdo de basididsporos que podem ser prontamente aspirados (Kwon-Chung, 1975;
Kwon-Chung, 1976). C. neoformans pode acasalar entre suas variedades, como
cruzamento entre sorotipo A e D; ou até mesmo interespécies como sorotipos Bx D - C
x D, no entanto, a viabilidade dos basidiosporos é reduzida e varias progénies dipldides
e aneupldides sdo geradas (Lengeler et al., 2001).

O genoma das variedades de C. neoformans possui aproximadamente um
tamanho de 20 Mb (Megabase) espalhados em 14 cromossomos (Loftus, 2005; Janbon
et al., 2014). Recentes anotacGes para 0 genoma de C. neoformans sorotipo A linhagem
H99, mostraram um genoma rico em introns, mais de 40.000 mil, presentes em 99.5%
dos transcritos (Janbon et al., 2014). Uma particularidade deste organismo € a presenca
de RNAs denominados micelaneos, com variados tamanhos que podem sofrer splice e
poliadenilacdo, embora ndo parecam codificar para alguma proteina, ndo se descarta um
possivel papel na regulacdo da expressdo de genes em C. neoformans (Janbon et al.,
2014). De modo geral, foram preditos 6.962 genes que codificam proteinas,
correspondendo a 85 % do genoma total, os outros 15% correspondem a centrémeros e
regides intergénicas. A transcricdo em C. neoformans, em média 21% dos genes,
ocorrer em ambos as fitas do DNA, em um arranjo ja bem estabelecido como tail-to-tail
(Janbon et al., 2014).

1.1.2 Atributos de Viruléncia

Micro-organismos patogénicos vivem em um complexo relacionamento com 0
hospedeiro infectado. No inicio da infeccdo, o patdgeno para sobreviver, precisa
perceber o meio ambiente do hospedeiro e responder com adaptativas mudancas
celulares. Essas mudancas incluem a inducédo de especificos fenotipos que permitem ao
micro-organismo melhor sobreviver e proliferar dentro do novo ambiente (Buchanan &
Murphy, 1998). Alguns destes atributos favorecem o patdgeno a escapar do

reconhecimento do hospedeiro (Casadevall et al., 2003).
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Predominantemente crescendo no meio ambiente, C. neoformans ndo teve, ao
longo de sua evolugdo, um relacionamento frequente com células do hospedeiro,
portanto acredita-se muito provavelmente que este fungo tenha desenvolvido seus
fenotipos relacionados a viruléncia, na sobrevivéncia no meio ambiente, ou na interagdo
com hospedeiros ndo-humanos (Steenbergen et al., 2001). A diversidade de ambientes
que este fungo vem experimentando, evolutivamente tem selecionado atributos que
permitem a C. neoformans sobreviver e proliferar em diferentes ambientes, mesmo os
mais inospitos (Steenbergen et al., 2001; Alspaugh, 2014).

C. neoformans apresenta alta plasticidade fenotipica como o resultado de
expressao diferencial de atributos de viruléncia (Figura 3), tais como a capacidade de
crescer a 37 °C, a formacdo da capsula, a producdo de melanina, fosfolipases, proteases
e ureases, além da capacidade de acasalamento e geracdo de esporos infecciosos, entre
outros (Casadevall et al., 2003; Alspaugh, 2014).

1.1.2.1 Termotolerancia.

A termotolerancia permite que o fungo C. neoformans possa crescer e proliferar
em temperaturas entre 35-39 °C. Este atributo de viruléncia é que permite aos micro-
organismos crescerem dentro de hospedeiros mamiferos (Alspaugh et al., 2000; Perfect,
2006). A termotolerancia envolve a expressdao de diferentes genes, dentre 0s quais a
calcineurina fosfatase depedente de Ca2+/calmodulina e a proteina Rasl, uma vez que
isolados mutantes incapazes de sintetizar tais proteinas mostraram sérios problemas de
crescimento in vitro a 37 °C (Odom et al., 1997; Alspaugh et al., 2000). Linhagens
mutantes com defeitos de crescimento a 37 °C tendem a serem hipovirulentas, sendo
este um dos primeiros fendtipos avaliados no estudo de delecdo de genes em

Cryptococcus.

1.1.2.2. Cépsula de polisacarideo

A cépsula polissacaridica é uma das principais caracteristicas de C. neoformans,
podendo ser induzida em resposta a diversas condi¢Ges associadas ao hospedeiro, tal
qual: mudancas no pH (neutro/alcalino), elevados niveis de CO, e privacdo de ferro
(Granger et al., 1985; Vartivarian et al., 1993). A formacdo da capsula também requer a
participacdo de vias metabdlicas para fornecer energia e carboidratos precursores

necessarios a criacao desta complexa estrutura (O’Meara & Alspaugh, 2012). A céapsula
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protege a levedura da acdo de células do sistema imune inato, inibindo a fagocitose por
macrofagos (Bolanos & Mitchell, 1989, Levitz et al., 1989), células dendriticas
(Vecchiarelli et al., 2003) e neutrofilos (Kozel et al., 1984). Essa € constituida por
polissacarideos antigénicos, tais como glicuronoxilomana (GXM), galactoxilomana
(Galxm) e manoproteina (MP) (Fries et al., 1999). Consequentemente, as linhagens ndo
encapsuladas sdo fagocitadas trés vezes mais efetivamente (Bulmer et al., 1967). Isso
demonstra a importancia da capsula para a viruléncia de C. neoformans, tornando-a um

fator extensivamente estudado nesse fungo (Zaragoza et al., 2009).

1.1.2.3. Melanina

A melanizagéo foi descrita como fator de viruléncia em C. neoformans, uma vez
que a perda deste atributo leva a uma viruléncia atenuada (Kwon-Chung et al., 1982;
Salas et al., 1996; Nosanchuk et al., 2001; Rosas et al., 2000). A melanina é um
polimero pigmentado de coloracdo preta ou marrom, hidrofébico e com carga negativa,
que protege as células fangicas contra o estresse oxidativo (Wang & Casadevall, 1994;
Wang et al., 1995), fagocitose, acdo de antifingicos e também modifica a resposta
imune do hospedeiro (Gomez & Nosanchuk, 2003). A formacdo da melanina requer a
acao de uma enzima fenol oxidase, identificada como lacase, que pode sintetizar
melanina a partir de precursores como L- e D- Dopa, dopamina, epinefrina e
norepinefrina (Williamson, 1994). C. neoformans apresenta dois genes descritos para
lacase, LAC1 e LAC2, ambos séo induzidos por privacao de glicose (Pukkila-Worley et
al., 2005). LAC1 é o principal responsavel pela sintese de melanina, apresentando
niveis de transcrito basal maiores. O gene LAC2 é adjacente ao LAC1 no genoma e
apresenta 75% de identidade de nucleotideos com LAC1, mutantes para o gene LAC2
apresentaram apenas um modesto atraso na producgdo de melanina (Pukkila-Worley et
al., 2005).

1.1.2.4. Fosfolipases

Fosfolipases formam um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam ligacfes
éster em glicerofosfolipidios e deste modo, desestabilizam membranas, promovendo a
lise celular e a liberacdo de lipidios como segundos mensageiros (Ghannoum, 2000;
Schmiel and Miller, 1999). Ao menos duas enzimas com atividade fosfolipasica foram

descritas como fatores de viruléncia em C. neoformans. A fosfolipase B (PIb) (Chen et
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al., 1997) é importante para a sobrevivéncia e replicacdo das leveduras no interior de
fagdcitos e para a disseminagdo fungica (Noverr et al., 2003). A fosfatidil-inositol
fosfolipase C (Plc) auxilia na manutencdo da morfologia celular e integridade da parede
celular. A delecdo do gene PLB1 em C. neoformans drasticamente reduziu a sobrevida
das leveduras apds ensaios com macréfagos, aléem de causar alteracdes morfoldgicas
que resultaram em tamanho celular comparavel as células Titdns (Cox et al., 2001;
Evans et al., 2015).

1.1.2.5. Urease

Outra importante enzima hidrolitica secretada por C. neoformans é a urease, que
catalisa a hidrélise da uréia em amonia e carbamato resultando em aumento do pH
(Eaton et al., 1991). Mutantes para o gene URE1 em C. neoformans causam, no modelo
murino, menor taxa de mortalidade quando comparados aos animais infectados com o
tipo selvagem (Cox et al., 2000). A producdo de urease permite evasdo das células

hospedeiras e a difusdo para o sistema nervoso central (Singh et al. 2013).

1.1.2.6. Acasalamento.

Embora, a associagdo do acasalamento & viruléncia ndo seja claro, a grande
maioria dos isolados clinicos sdo do tipo a (Nielsen, et al., 2003). Linhagens o de C.
neoformans var. grubii também apresentaram maior tropismo pelo SNC durante co-
infeccdo com linhagens congénitas do tipo a (Nielsen et al., 2005). Como foi dito
anteriormente, as células haploides de tipos de acasalamento opostos quando juntas,
podem sofrer fusdo e produzir filamentos dicariéticos. Estes ultimos produzem o
basidio onde meiose e fusdo nuclear ocorrem, e longas cadeias de esporos infecciosos
sdo produzidas (Kwon-Chung, 1975; Kwon-Chung 1976; Kwon-Chung KJ et al., 1992),
podendo prontamente serem inalados e disseminados dependendo do organismo e do

quadro imune do hospedeiro.
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Fenotipos de Viruléncia

@ Cipsula Melanina
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Acasalamento

Figura 3: Exemplo de fenétipos associados a viruléncia em C. neoformans.

A expressdo conjunta e orquestrada dos atributos de viruléncia em C.
neoformans permite a adaptacdo do fungo a variados ambientes, mesmo 0S mais
indspitos, podendo a regulacdo ocorrer em diferentes niveis. Um exemplo claro de
regulacéo da expressdo dos genes que vem melhor sendo explorada na ultima década é a
remodelacdo da cromatina, que resulta na regulacdo global da expresséo de genes em
resposta a mudancgas que ocorrem no meio ambiente, ou meio extracelular, ou mesmo
resultado da interacdo patdgeno-hospedeiro (Cui et al., 2008; Lohse et al., 2010).
Corroborando esta idéia, alguns poucos estudos com mutantes para os genes de histonas
acetilases / desacetilases em C. neoformans levaram a defeitos de crescimento,
desenvolvimento deficiente da capsula e um acasalamento prejudicado (Liu et al., 2008;
O’Meara et al., 2010; Haynes et al., 2011); tais dados sugerem que o remodelamento da
cromatina exerca um importante papel na regulacdo dos atributos de viruléncia deste
fungo. Nesta mesma linha de pensamento, outros trabalhos demostraram que drogas que
sabidamente sdo capazes de inibir atividades de enzimas que atuam na remodelagem da
cromatina, como exemplo os inibidores de histonas desacetilases (HDACI), levaram ao
comprometimento do crescimento, alteracdes na expressdo de genes associados a
sobrevivéncia e a viruléncia em diferentes espécies de fungos tais como Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe ( Kar & Soll, 2001;
Simonetti et al., 2007; Zacchi et al., 2010; Hnisz et al. 2010; Nguyen et al., 2011;
Robbins et al. 2012).
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1.2 Histonas Desacetilases (HDAC)

O DNA de células eucarioticas € compactado em torno de diferentes proteinas
algumas destas sdo conhecidas como histonas, embora ndo sejam as Unicas, para formar
uma estrutura que denominamos cromatina (Kornberg, 1974; Chiu et al., 1975;
Kornberg, 1977). A cromatina € bastante dindmica, alterando entre estados condensado
(Heterocromatina) ou descondensado (Eucromatina) (revisto por Kouzarides, 2007;
Morrison & Shen, 2009). As histonas sdo proteinas altamente alcalinas, que sofrem
importantes modificacOes reversiveis pos-traducionalmente. As alteragcbes ocorrem nos
residuos de aminoacidos presentes nas caudas N- terminais das histonas, levando a uma
série de mudancas no contexto celular. Essas alteracbes por sua vez geram 0 que
conhecemos como marcadores epigenéticos ou um “codigo de histonas”, que governam
a expressdo dos genes (Jenuwein & Allis , 2001).

Uma dessas modificacdes € a acetilacdo de grupos de lisinas, inicialmente
descoberta em proteinas histénicas. Esse processo é bastante dinamico e regulado pela
atividade de classes de enzimas com agdes opostas. As histonas acetiltransferases
(HATSs) correspondem a classe que transferem grupos acetila ao N-terminal das
histonas. Por outro lado, existe o complexo de histonas desacetilases (HDACSs) que
exercem funcdo oposta removendo este grupo acetila da causa das histonas (Bernstein et
al., 2007; Smith & Denu, 2009).

A alternancia entre os estados acetilado/desacetilado das histonas geram
mudancas na estrutura da cromatina, que se relacionam com a replicacdo e reparo do
DNA, silenciamento e expressdo de genes, além de progressdao do ciclo celular
(Bernstein et al., 2007). A acetilacdo é realizada pelas HATs que geram uma
neutralizagdo da carga positiva da cauda da histona diminuindo a afinidade dessas ao
DNA, o qual possui carga negativa (Roth & Denu, 2001; Smith & Denu, 2009). Deste
modo, acontece um relaxamento da cromatina permitindo que proteinas responsaveis
pela remodelacdo e pelo reconhecimento de sitios especificos acetilados possam entdo
ativar a transcri¢do (Sanchez & Zhou, 2009; 1zzo & Schneider, 2010). Por outro lado, as
HDACs removem 0s grupos acetila e sdo encontradas associadas a complexos co-
repressores que ocasionam a compactacdo da cromatina (Minucci & Pelicci, 2006).
Normalmente se aceita que acetilacdo levava a ativagdo da transcricdo enquanto

desacetilacdo levava a repressdo. Entretanto, recentes estudos vém mostrando que a
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hiperacetilacdo pode levar ndo apenas ao aumento da expressdo génica, como também
pode ter efeitos em sua repressdo ou inativacdo, assim como regides onde HDAC
atuem, podem também apresentar transcricdo (Duan et a., 2005; Rada-Iglesias et al.,
2007).

As HDACs fazem parte de uma familia ancestral de enzimas bem conservadas,
encontradas tanto em plantas, animais, fungos bem como em arquéas e bactérias (Leipe
& Landsman, 1997) (Figura 4). Devido ao fato das HDACs serem bem conservadas,
suas funcbes béasicas vém sendo estudadas em modelos de organismos como as
leveduras S. cerevisiae e S. pombe. Estas duas espécies de leveduras sdo evolutivamente
distantes, deste modo, abordagens comparativas que assumem alto grau de homologia,
como acontece com as andlises filogénicas das HDACSs, permitem definir funcdes
conservadas em eucariéticos. Em S. cerevisiae existem trés HDACs pertencentes a
classe | (Rpd3, Hos2 e Hosl) e duas HDACs classe Il (Hdal e Hos3), enquanto em S.
pombe existem duas HDACSs pertencentes a classe | (Clr6 e Hos2) e uma tnica HDAC
classe Il (CIr3) (Ekwall, 2005). As HDACs em mamiferos séo classificadas
filogeneticamente dentro de 4 classes principais de acordo com a similaridade de cada
grupo presente na sua contraparte em leveduras (Gregoretti IV et al., 2004) (Figura 4).
As classes 1, 11 e IV sdo aquelas que dependem de zinco (Zn*?) para suas atividades de
desacetilases. A classe | (HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS) esta relacionada a
Rpd3 em S. cerevisiae, e Clré em S. pombe. A classe 11 corresponde a Hdal / Clr3, esta
é dividida, em mamiferos, em duas subclasses: Ila (HDAC4, HDAC5, HDAC7 e
HDACY9) e IIb (HDAC6 e HDAC10) (Martin et al., 2007) (Figura 5 - 6). A classe IV
(HDAC11) compartilha similaridades tanto com as HDAC de classe | quanto com as de
classe 1, sendo assim designada como classe distinta (Gregoretti IV et al., 2004). A
classe 111 consiste de 1-7 sirtuinas que requerem NAD" como co-fator, diferentemente
das HDAC de classe | e Il que tem um atomo de zinco ( Zn*?) cordenando suas
atividades (Tanner et al., 2000) (Figura 5).
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Figura 4: Arvore filogenética das sequencias de HDAC em Eucariotos. O conjunto de proteinas
analisadas e seus nimeros de acesso correspondentes sdo: Arabidopsis thaliana, AtHDA2 gi21105771,
AtHDAG gi15242626, AtHDA7 gil0176806, AtHDA8 gi18390898, AtHDA9 ¢i15230483, AtHDA14
0i18418220, AtHDAL5 @i18401915, AtHDA19 i2318131, At9759454; Caenorhabditis elegans,
CeF41H10, gi17540334, CeRpd3like gi17561978, Cel7508561, Cel7534739, CeC10E2 gi17550310,

Cel7537347, Cel7533993; Danio

rerio Dr33416863; Drosophila melanogaster,

DmCG10899

0i7301219, DmHDAC2 @i18860039, DmRpd3 @i7292522, DmHDAC3 i7296744, DmCG1770
0i18860041; Homo sapiens, HSHDAC1 gi13128860, HsSHDAC?2, gi21411359, HSHDAC3 ¢i13128862,
HsHDAC4 @i5174481, HsHDACS5 gi4885531, HsHDAC6 @i13128864, HsHDAC7 (i13259524,
HsHDACS gi8923769, HsSHDACY @i15590680, HSHDAC10 gi15213867 ou gi15213865, HSHDAC11
gi13376228; Mus musculus, MmHDAC1 gi6680193, MmHDAC2 gi6680195, MmHDAC3 gi12643653,
MmHDACS, gi6911182, MmHDACS6 gi20983042, MmHDAC? gi20903371, MmHDACS @i20984875,
MmHDAC10 gi20903151, MmHDAC11 ¢i20828622; Saccharomyces cerevisiae, SCRpd3 gi6323999,
ScHos2 @i6321244, ScHosl gi6325325, ScHdal, gi6324307, ScHos3 gi6325141; Schizosaccharomyces
pombe, Sp19112125, Sp19114991, Sp19111896. Adapatado de Gregorreti, 2004.
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Figura 5: Dendograma representando a relacdo filogenética entre as HDACs de leveduras e
humanos. A) Classes | e Il de HDAC. B) A familia de classe 111 de HDAC. As espécies sao indicadas
antes dos nomes das proteinas. AbreviagBes: h: Homo sapiens; sc: Saccharomyces cerevisiae; sp,
Schizosaccharomyces pombe. Adaptado de (Ekwall, 2005).
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Figura 6: Organizacdo dos dominios das HDAC classe | e Il em leveduras e humanos. A figura
mostra 0s dominios das desacetilases (DAC) e seu grau de identidade/similaridade (em porcentagem)
comparada as sequéncias de Rpd3 (classe I) e Hdal (Classe Il e 1V) dentro dos cilindros em laranja. O
nimero dos residuos de aminoacidos (aa) é mostrado a direita de cada figura. Muitas desacetilases tém
isoformas como resultado de splicing alternativo, para simplificar, nesta figura, sdo apresentados apenas o
nimero de aa da isoforma mais longa. O dominio C- terminal (cinza) de Hdal e CIr3 sdo homélogos
(identidade/similaridade: 26/57%). As linhas mais espessas representam o dominio N-terminal e C-
terminal das caudas das HDAC:s classe Ila. O Myocyte enhancer factor-2 (MEF2) dominio de ligacao é
descrito como um curto cilindro verde, 14-3-3 descritos como cilindros azul e °S™: Ser, sdo motivos de
ligacdo presentes nas estruturas das HDACSs. ClIr3, cryptic locus regulator-3; Hdal, histone deacetylase-
1; H. sapiens, Homo sapiens; Rpd3, reduced potassium dependency-3; S. cerevisiae, SE14, Ser-
Glucontaining tetradecapeptide repeats; S. pombe; ZnF, ubiquitin-binding zinc finger. Adaptado a partir
de: Yang, Seto, 2008.

Embora o termo “histonas desacetilases” seja empregado devido a atividade
dessas enzimas inicialmente ter sido descoberta em histonas, as HDACs séo
evolutivamente mais antigas que as histonas e atualmente se sabe que muitos outros
tipos de proteinas ndo-histonicas, como fatores transcricionais, proteinas envolvidas no
reparo, recombinacdo e replicagdo do DNA, bem como chaperonas entre outras,
também sdo alvos das HATs / HDACs (Glozak et al., 2005; Spange et al., 2009). Em
humanos estudos mostraram que mais de 1.700 proteinas possuem sitios de acetilacéo e
que o processo de acetilacdo de lisinas estd implicado na regulacdo da maioria das
proteinas nucleares e em muitos outros processos no citoplasma (Choudhary et al.,
2009).
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1.2.1 HDAC em fungos.

As HDACs em fungos, como mencionado anteriormente, séo altamente
conservadas entre as espécies, 0 que viabiliza uma andlise comparativa bem como
estudo evolutivo (Nishida, 2009). Dados de analises filogenéticas mostraram que CIr6,
Hos2 e Rpd3 pertencem a familia classe I, porém dentro desta classe essas enzimas sao
separadas de forma que filogeneticamente se possa comparar HDACs mais proximas a
Rpd3 ou CIr6 por exemplo. Interessantemente, analises usando as HDACs Clr6 de S.
pombe ou Rpd3 de S. cerevisiae como marcadores filogenéticos para estudo
comparativo, mostraram que Clr6 de S. pombe estd distante da Rpd3 de ascomicetos,
porém mais proxima das proteinas dos basidiomicetos, Pneumocystis jirovecii e
Saitoella complicata (Nishida et al., 2014). Muito embora CIr6 de S. pombe tenha
diversas similaridades funcionais com a Rpd3 de Saccharomyces (Wirén et al., 2005),
estes dados (Figura 7) fortemente sugerem que proteinas do tipo Clr6 sdo
funcionalmente diferentes das do tipo Rpd3 em ascomicetos e basidiomicetos. O sub-
reino Dikarya possui trés homdlogos a Clr6, homdlogos a Hos2 e a Rpd3 (Nishida et
al., 2014). P. jirovecii e S. complicata foram os primeiros ascomicetos descritos que
possuem as trés HDACs desses homologos, sugerindo que o ancestral de Dikarya
tivesse os trés tipos de HDAC. Durante a evolucdo dos ascomicetos, Pezizomycotina e
Saccharomycotina parecem ter perdido seus homologos a Clr6 enquanto

Schizosaccharomyces teria perdido seus homologos a Rpd3 (Nishida et al., 2014).
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Figura 7: Relacdo Filogenética entre Hos2, Rpd3 e suas proteinas homologas. Clr6 de S. pombe ¢
SPBC36.05c. Hos2 e Rpd3 de S. cerevisiae sdo YGL194C e YNL330C, respectivamente. Bas, Pez, e Sac
indicam Basidiomycota, Pezizomycotina, e Saccharomycotina, respectivamente. Adaptado de Nishida et
al., 2014.
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Em C. albicans as HDAC foram associadas a regulacdo dos tragos de viruléncia
relacionados a resisténcia a antiflngicos, transicdo entre os fenétipos branco-opaco e
adesdo as células do pulmdo (Klar et al.,, 2001; Smith & Edlind, 2002). Sobre a
transicdo levedura-hifa de C. albicans, o trabalho de Zacchi et al., 2010, mostrou que as
HDACs HOS2 e HDA1 tem importante papel na regulacdo deste fendtipo, sendo o
primeiro um repressor e o segundo um indutor da filamentagdo. O complexo
desacetilases Set3/Hos2 regula a morfogénese e viruléncia em C. albicans (Hnisz et al.,
2010).

As HDACs HDA1 e RPD3 de S. cerevisiae e C. albicans mostraram importante
papel na resisténcia a antifingicos por regularem a acetilagdo chaperona Hsp90
(Robbins et al., 2012).

Em S. pombe, as regiGes subteloméricas, centroméricas e o lécus MAT séo
enriquecidos em heterocromatina (Cam et al., 2005). CIr3 (cryptic locus regulator-3)
pertence a classe Il de HDAC presente em S. pombe, importante fator para regulacéo do
silenciamento do l6cus MAT nesse fungo (Bjerling et al., 2002). Estudos mais recentes
apontam ClIr3 como importante componente do complexo trasncriptional gene silencing
(TGS) requerido para inibir o turnover de histonas, promovendo deste modo a
estabilidade da heterocromatina, um padrdo de heranga epigenética (Aygun et al., 2013).
Em outro estudo, a HDAC CIr3 atuou em conjunto com fator Setl para mediar a
montagem de heterocromatina que resulta em repressdo global de diversos transcritos,
incluindo Tf2 retrotransposons, RNA nédo codificantes, genes de desenvolvimento e de
resposta ao estresse (Lorenz et al., 2014).

Em algumas leveduras a HDAC Hdal forma um complexo com Hda2 e Hda3
importante para sua atividade de desacetilase. Este complexo é importante em C.
albicans, mas ndao em S. pombe. Ja Clr3 forma um complexo quaternario em S. pombe
recrutado tanto para eucromatima como para heterocromatina para silenciamento
transcricional. 1sso ocorre devido aos componentes presentes no complexo, como
exemplo a subunidade Mitl que contem um PHD finger e um dominio helicase,
conferindo ao complexo a fungdo de desacetilase e levando a remodelagem da
cromatina. Fazem parte deste complexo o homélogo ao gene HP1 (heterochromatin

protein-1) e telomere-biding protein (Yang, 2008).

Em C. neoformans somente dois dos genes de HDAC foram descritos pelo grupo

do Dr. Madhani (Liu et al., 2008). Os genes HOS2 e RPD3 foram deletados e se
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mostraram importantes a infeccdo em camundongos, além disso, o mutante de HOS2

apresentou um decréscimo na producdo de melanina.

1.2.2 Inibidores de histonas desacetilases (HDACI).

Inibidores de histonas desacetilases (HDACI) vém sendo empregados como
drogas terapéuticas no tratamento de cancer e da infeccdo por HIV (Kotaro Shirakawa
et al, 2013; Wightmana et al, 2014), além de diversos estudos envolvendo a regulacéo
génica em diferentes tipos celulares. A reposta celular aos HDACi é complexa e
provavelmente envolve fendmenos transcricionais e ndo-transcricionais. Uma variedade
de HDACI estruturalmente diversos, vem sendo isolados de fontes natural ou
sinteticamente desenvolvidos, sendo que atualmente 11 destes estdo em fase de
desenvolvimento para uso clinico (Figura 8).

Os inibidores sdo divididos em grupos com base em suas diferencas estruturais
incluindo os &cidos hidroxamicos, peptideos ciclicos, acidos alifaticos e benzamidas
(Figura 8). Em 1978 o Butirato de sddio (NaBut) foi identificado inicialmente como
um inibidor de HDAC néo especifico (Candido et al., 1978). NaBut é um acido graxo
de cadeia curta, pertencente ao grupo dos acidos alifaticos, produzido pela fermentagédo
de bactérias anaerdbicas (Hinnebusch et al., 2002, Marks et al. 2004). Foi inicialmente
proposto como agente anti-cancer devido sua capacidade em induzir diferenciagdo
celular (Leder & Leder, 1975). A correlacdo entre a atividade de HDACI associada a
inibicdo do crescimento de células tumorais e a sobrevida, se deu em meados dos anos
90 ( Richo et al., 1998). Ainda nos anos 90, a Tricostatina A (TSA) foi o primeiro acido
hidroxamico identificado como inibidor especifico de HDAC (Yoshida et al., 1990).
Trata-se de um antibiético isolado inicialmente de Streptomyces higroscopicus
(Dokmanovic et al. 2005). Geralmente os acidos hidroxamicos exercem uma atividade
ndo especifica afetando todas as classes de HDACs (Schneider-Stock & Ocker 2007,
Marks, 2010). NaBut por sua vez, afeta especificamente HDACs de classe | e lla (Hu et
al., 2003) (Figura 9).

A estrutura molecular geral do sitio ativo das HDAC consiste de um arcabolso
tubular com dois residuos de histidina adjacentes, dois residuos de acido aspartico, um

residuo de tirosina/histidina e um ion de Zn?* no fundo do arcabolso, todos formando

36



um sistema de revezamento de cargas (Finnin et al., 1999). Os HDACI usados em
estudos clinicos ou aprovados para uso em tratamento, encaixam dentro deste sitio ativo
e exercem atividade farmacoldgica quelante de Zn?*, além de bloquearem a entrada do

sitio ativo por interagirem com a superficie externa das HDAC (Smith et al., 2009).

Tabela 1: Inibidores de HDAC em fase de desenvolvimento clinico.

Estrutura Quimica Nome Especidifidade da HDAC Fase de Estudo
Hidroximicos SAHA (vorinostat) Pan-inhibitor Aprovado pelo CTCL, fase III sozinho ou combinado
PXD101 (belinostat) Pan-inhibitor Fase II sozinho ou combinado
LBHS589 (panobinostat) Classes I and I1 Fase I1I sozinho ou combinado
ITF2357 (givinostat) Pan-inhibitor Fase I sozinho ou combinado
4SC-201 (resminostat) Pan-inhibitor Fase II sozinho ou combinado
PCI 24781 (abexinostat) Classes [ and 11 Fase IT sozinho ou combinado
Peptideos ciclicos Dcpsipcptidc/FKZZS (romidepsin) Class | Aprovado pelo CTCL e PCTL, fase III sozinho ou
combinado
Benzamidas MS-275 (cntinostat) Class I Fase II sozinho ou combinado
MGCDO0103 (mocetinostat) Class I Fase II sozinho ou combinado
Acidos graxos Acidos Valpréico Classes I and Ila Fase II sozinho ou combinadoe (aprovado para
alifaticos epilipsia e alg doencas niio-mali ).
Butirato Classes I and Ila Fase IT sozinho ou combinado

Adaptado de Hrabetaa et al., 2014
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A) Inibidores de HDAC a partir de fontes naturais

o H
<\pigs
nl' \-
O.__N HN\/\NY\
~ AN o
NH HNT SO
o/ I Apicidin

=
s "\ /\\/\\\)I\ N~ oH o
| H \/\n/ “Na
\\l AN 3
Trichostatin A (TSA) Sodium butyrate

B) Inibidores de HDAC sintéticos

o 0 o
H
/\("j/\/\/\A N >1/“\°-'\°Jk/\
L i
X"
X = CH, Suberoyl anilide hydroxamic acid (SAHA)  AN-9 (Pivanex)
X = N, Pyroxamide
AN A S
s oH
P s 7 i
i ,—ﬁé s
MEA 4 PXD-101
O_\ N m\/\_._/\\"/«\r,N ‘o
R” N4 W7 O 4 /?
\ / ~ S ... ,OH
— P N
O/ \ﬂ, S ./I\ ’/ i
Cyclic hydroxamic acid-containing peptides (CHAPs) | N
R = Benzyl, methyl, sec-butyl V2
O = Benzyl, 4-methyl-benzyl Sulfonamide hydroxamic acid

MS-275

R = Ph; R, = H, Sodium phenyl butrate
R = CH_; R, = n-C H,, Sodium valporate

Figura 8: Inibidores de HDAC: Estrutura representativa das principais classes de HDACI, ambos de
fontes naturais (A) ou sintéticas (B). Adaptado de Minucci & Pelicci, 2006.
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Figura 9: Classes de HDAC sobre as quais os inibidores atuam. A figura mostra as classes de HDAC
com seus dominios, bem como seus possiveis inibidores. Retirado de Bolden et al., 2006.

Uma importante e promissora correlacdo que vem sendo estudada é a
combinacdo de HDACIi com anti-retrovirais no tratamento da infeccdo por HIV. Em
meados dos anos 90, a introducdo do uso de combinados anti-retrovirais conhecido
como ART (Antiretroviral therapy) atuando em diferentes fases do ciclo viral, diminuiu
drasticamente os indices de mortalidade e morbidade associadas ao HIV (Perelson et al.,
1997). Muito embora a ART reduza a carga viral e combatam a replicacdo do virus, a
infeccdo pelo HIV ainda persiste, e a interrupcdo do tratamento leva a aumento nos
titulos de particulas virais entre 3-4 semanas (Finzi, et al., 1997). Um fato importante
que permite o HIV persistir dentro das celulas do hospedeiro, € a capacidade de

permanecer em laténcia, escapando da acdo dos ARTS, que falham em eliminar o virus.

39



Novas abordagens terapéuticas vém sendo desenvolvidas com o objetivo de promover a
reativagdo do virus que se “esconde” dentro das células do hospedeiro. O uso de
HDACI no tratamento de pacientes com HIV, vem mostrando promissores resultados,
justamente por permitirem o estado acetilado por mais tempo, abrindo a cromatina e
favorecendo a transcricao global, incluindo do virus HIV que estava latente (Shirakawa
et al., 2013). Uma vez que somente o uso de antirretrovirais ndo é capaz de curar
pacientes, estudos recentes vém sendo desenvolvidos com uso combinado de HDACi e
0 sucesso deste tipo de tratamento tem chamado a atencdo mundial, pois potencialmente
podem levar a cura dos pacientes (Kotaro Shirakawa et al, 2013; Wightmana et al,
2014). Os dados apresentados no presente trabalho claramente mostram que C.
neoformans tem seus principais atributos de viruléncia atenuados pelo tratamento com
HDACI. O conjunto dos dados gerados neste estudo em C. neoformans podem apontar
um promissor tratamento para pacientes portadores de HIV e que apresentam co-
infeccdo com C. neoformans, reforcando a importancia desta linha de pesquisa no

estudo de micoses severas.
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2. JUSTIFICATIVA

O campo de estudo envolvendo as HDAC vem crescendo de forma exponencial,
e isto se deve no minimo a quatro fatores. Primeiro, as pesquisas que exploram a
cromatina como ponto regulatorio vem crescendo exponencialmente nos ultimos 15
anos, e as HDAC tem papel chave na desacetilacdo do nucleossomo, interagindo com
outros fatores regulatérios da cromatina, correlacionando o panorama epigenético a
possibilidades terapéuticas (Millar et al., 2006; Goldberg et al., 2007). Segundo, além
das proteinas histonicas, estas enzimas desacetilam uma vasta quantidade de outras
proteinas envolvidas nos mais diversos processos celulares tanto em sistemas eucariotos
como em procariotos (Yang et al., 2008). Terceiro, os inibidores das HDAC vém
mostrando um enorme potencial terapéutico contra o cancer e outras doencas entre elas
mais recentemente a AIDS, que sabidamente é o principal quadro que favorece a
infeccdo e morbidade causada por C. neoformans (Marks & Breslow, 2007; Shirakawa
et al., 2013; Wei et al., 2014). E por altimo, como citado anteriormente na revisao
bibliografica deste trabalho, os genes de HDAC séo altamente conservados entre as
espécies, permitindo deste modo, estudos em espécies estrutural e funcionalmente
menos complexas como fungos, e posteriormente possibilitando comparagbes que
podem elucidar fungdes ainda desconhecidas e abrir possiveis abordagens terapéuticas

em humanos.
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3. OBJETIVOS

Com base em todas essas informacfes até aqui apresentadas sobre a importancia
de novos estudos abordando aspectos epigenéticos, bem como da necessidade que se faz
presente no momento, de estudos voltados a estes aspectos na viruléncia de fungos
patogénicos, em particular para o fungo oportunista C. neoformans, para o qual esta area

de conhecimento é ainda pobremente explorada, este trabalho se propde:

1- Estudar os efeitos dos inibidores de histona desacetilases Tricostina A e
Butirato de Sodio sobre a expressao dos principais fenétipos de viruléncia em C.

neoformans var grubii sorotipo A.

2- ldentificar e elucidar o papel dos genes de HDAC sobre a viruléncia do
patdgeno oportunista C. neoformans.

42



Capitulo 1

Efeito dos inibidores de HDAC
Tricostatina A e Butirato de Sédio
sobre os principais fenotipos de
viruléncia do fungo Cryptococcus

neoformans.
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4. Materiais e métodos

4.1 Linhagens, condicdes de crescimento e preparo das drogas.

As linhagens H99 de C. neoformans var. grubii (sorotipo A), KN99a e KN99a,
foram usadas neste estudo. As leveduras foram crescidas por 24 h em meio liquido YPD
(extrato de levedura 1%, glicose 2%, bacto-peptona 2% pH 7.2) a 30 °C, para posterior
preparo de estogues da cultura em glicerol 35%, os quais foram mantidos a -80 °C.
Para os experimentos, uma fracdo do estoque foi descongelada e inoculada em meio
YPD liquido, sendo as leveduras cultivadas durante a noite a 30 °C sob agitacdo. O
Butirato de sddio (Cayman Chemical Company) foi preparado em &gua destilada na
concentracdo de 500 mM e filtrado em seringa 0,22 uM. A Tricostatina A (Sigma-
Aldrich) foi preparada em DMSO 100% na concentracdo de 6.7 uM. Ambas as
solucBes, apo6s o preparo, foram aliquotadas em tubos de prolipopileno de 1,5 mL e
estocadas a -20 °C.

4.2 Curvas de crescimento

As leveduras foram contadas em camara de Neubauer e a densidade celular
ajustada para 10° células/mL em meio YPD. As células foram crescidas na presenca de
diferentes concentracdes de NaBut ou TSA a 30 °C ou 37 °C a 150 rpm. Como controle,
as células foram crescidas nas mesmas condi¢Ges sem adicdo de droga (controle para
NaBut) ou adicionando DMSO nas mesmas concentracfes empregadas para 0
tratamento com TSA, tomando-se sempre o cuidado de ndo ultrapassar a concentracdo
méxima de 0,5% de DMSO. Para avaliacdo da viabilidade celular, 10° células/mL foram
tratadas com NaBut 10 mM ou TSA 10 uM a 30 ou 37 °C (150 rpm) por 24 e 72 h.
Para anélise qualitativa foram realizados ensaios de diluicdo seriada das células de 10° a
10, por ponto de 10 pL, e inoculados em &gar YPD, para cada intervalo de tempo.
Cada ponto representa uma diluicdo, iniciando com 10° no primeiro ponto, em seguida
as placas foram incubadas a 30 °C por 48 h. Para o ensaio de unidade formadora de
colénia (UFC), as leveduras foram crescidas na presenca das drogas por um total de 60
h, sendo realizadas coletas do in6culo a cada 12 h para analise. Foram realizados

ensaios de diluigdo seriada (500, 5.000 ou 50.000 vezes) para cada intervalo de 12 h, e
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para cada diluicdo foram inoculados 100 pL em &gar YPD, em triplicata, e as placas

incubadas por 48 h 30 °C para contagem das células.

4.3 Inducéo da Céapsula

As leveduras de linhagem H99 foram crescidas em YPD durante a noite, e em
seguida foram lavadas trés vezes com tampao fosfato salina (PBS) A densidade celular
foi ajustada para 10° células/mL em meio minimo (MM), meio quimicamente definido
(15 mM dextrose, 10 mM MgSQy,, 29.3 mM KH,PO,4, 13 mM glicina e 3 UM tiamina;
pH5.5). A suspensdo celular foi aliquotada em placa de 24 pogos e juntamente foram
adicionadas diferentes concentragdes de NaBut ou TSA. A placa foi entdo incubada a 30

°C a 150 rpm por 24h. Respectivos controles foram realizados.

4.4 Andlise da expansao da capsula

Para mensurar a capsula, sobre a superficie de uma lamina foram misturados 10
ML da suspenséo celular com 5 pL de nanquim (Becton Dickinson, NJ) e em seguida a
lamina foi observada sob microscopio de luz (Axiovert 100, Carl Zeiss) na magnitude
de 35x. No minimo quatro diferentes campos aleatérios foram escolhidos e
fotografados. Para calcular o tamanho da capsula, foi avaliada a dimensao total da
célula (corpo da célula + céapsula) e do corpo celular (regido delimitada pela parede
celular) usando o programa AxionVS 40x64 V 4.8.3.0 (Carl Zeiss Microlmaging). A
largura da cépsula foi definida como a diferenga entre o didametro total das celulas
menos o didmetro do corpo celular. Entre 20 a 40 células foram contadas para cada

concentracdo das drogas e seus respectivos controles.

4.5 Andlise do tamanho das células por Citometria de fluxo.

Uma densidade de 10° células/mL de leveduras foi inoculada em MM na
presenca de NaBut (ImM ou 10 mM) ou TSA (1 uM ou 10 uM) seguindo-se incubacéo
a 30 °C /150 rpm por 24 h. Apos, as células foram lavadas com PBS, fixadas com 0.1%
de formaldeido e 10° leveduras foram suspendidas em 1 mL de PBS. O tamanho celular
foi mensurado usando o citdmetro BD FACS Calibur com base nos parametros de

Forward Scatter (FSC) e Side Scartter (SSC). Os dados foram analisados com auxilio
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do programa FlowJo (Three Star Inc.). O total de células analisadas foi dividido dentro
de dois quadrantes, com base no tamanho. A média da porcentagem de células foi
expressa dentro de cada quadrante.

4.6 Deteccdo da atividade de Fosfolipases

A habilidade das células em produzir fosfolipases foi avaliada em meio agar
solido preparado com emulsdo de gema de ovo na concentracdo de 8% (0.8% peptona,
1.6% dextrose, 0,84 M NaCl, 42 mM CaCl,, 2 % agar). Em placa de 6 pocos foram
adicionados 3 mL de meio e diferentes concentragdes de NaBut ou TSA. Previamente,
as células foram crescidas em YPD a 30 °C / 150 rpm / 24 h, contadas em camara de
Neubauer e ajustadas para 108 células/ mL. Foram colocados 5 pL da suspenséo celular
sobre 0 meio e droga, entdo as placas foram incubadas a 30 °C ou 37 °C, de acordo o
ensaio, sem agitacdo. A atividade de fosfolipase foi detectada pela formacgéo de um halo
transltcido ao redor da colénia ap6s 48 h de incubagdo. As colbnias foram fotografadas
digitalmente. A atividade de fosfolipase foi avaliada proporcionalmente a razédo entre o
diametro da coldnia / didmetro da coldnia + zona de precipitacdo, resultando no valor de
Pz de acordo com Price et al. (1982). As placas foram monitoradas diariamente e
fotografadas digitalmente.

4.7 Ensaio de acasalamento

Linhagens de tipos de opostos de acasalamento (KN99a e KN99a) foram
crescidas durante a noite em YPD/150 rpm. As células foram lavadas e a densidade
celular ajustada para 108 células/mL em PBS. As linhagens foram misturadas e 5 pL do
par de acasalamento foram colocados sobre 0 pogo em placa de 6 pocos contendo 3 mL
de meio agar Filament (6.7 g / L YNB-AS, 0.5% glicose e 4% Bacto-agar; pH 5.0)
suplementado com diferentes concentracBes de NaBut ou TSA. As placas foram
armazenadas a temperatura ambiente, protegidas da luz. As primeiras hifas de
acasalamento comecaram a aparecer apos trés dias de incubacdo. As imagens foram
adquiridas no 5 © e 15° dias de incubacdo usando o microscépio de luz invertido

Axiovert 100 (Carl Zeiss) no aumento de 5x.
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4.8 Ensaio de melanizagao

As leveduras foram crescidas previamente em meio YPD como anteriormente.
Em seguida as células foram lavadas trés vezes com PBS e a densidade celular ajustada
para 10° células/ mL em MM suplementado com 1 mM L-DOPA (Sigma-Aldrich). Em
placa de 24 pocos foram adicionados 1 mL da suspensdo de células, entdo as placas
foram incubadas a 30 °C / 150 rpm protegidas da luz. As placas eram monitoradas
diariamente no intuito de acompanhar a produgdo do pigmento escuro correspondente a
producdo de melanina. ApOs constatacdo da producdo de melanina as placas foram

fotografadas digitalmente.

4.9 Analise do Ciclo Celular

As células foram crescidas em YPD a 30 °C / 150 rpm por 24 h na presenca de 1
mM ou 10 mM de NaBut. As células foram lavadas e fixadas com etanol 70% a 4 °C
por 24 h. Apés fixacdo a densidade celular foi ajustada para 2 x 10° células/mL em PBS.
O DNA foi corado com 1 pL SYBR Green (10.000 x) e tratado com 0,5 mg/mL de
RNAse (Sigma). Em seguida, as células foram incubadas por 2 h a 37 °C sob agitacéo e
protegidas da luz. Posteriormente, as células foram analisadas em citbmetro de fluxo
(BD FACS Calibur™) em escala linear. As populacdes foram separadas dentro das
fases do ciclo celular correspondendo a G1 / GO, S ou G2 / M. Para cada condigéo
foram analisados 20.000 eventos.

4.10 Teste de viruléncia em Galleria mellonella

Lagartas da espécie G. mellonella foram usadas como modelo de infeccdo neste
estudo (Mylonakis et al., 2005). No intuito de induzir a expansdo da capsula, as células
foram crescidas em MM por 48 h na presenca de NaBut 10 mM ou TSA 10 uM a 30 °C
/ 150 rpm. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes, contadas e ressuspendidas
em PBS na densidade de 10’ células / mL. Foram escolhidas randomicamente de 9 a 10
lagartas para cada grupo experimental e 10 puL da suspensdo de leveduras em PBS
foram injetados diretamente na hemolinfa, na Gltima propata esquerda, usando-se uma
seringa Hamilton de 10 pL. Para prevenir contaminacdo com bactérias, foram
coadministrados ampicilina 20 mg / Kg do peso medio do corpo das lagartas. As

lagartas foram incubadas em placas de petri estéril a 37 °C e monitoradas visualmente a
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cada 24 h. Como controles, foram usadas células de C. neoformans que ndo receberam
nenhum tipo de tratamento com drogas, cultivadas nas mesmas condi¢des. Um controle
apenas com PBS tambeém foi realizado para demostrar que as lagartas ndo morreram

pelo processo de manipulacéo.

4.11 Andlises estatisticas

Aos dados foram analisados empregando-se o programa GraphPad Prism versao
6.01 para Windows (GraphPad Programa). A normalidade e variancia assumidas foram
verificadas por meio do teste Shapiro-Wilk. O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e
0 pds-teste de Dunn’s foram aplicados para comparar as variancias entre grupos quando
estes ndo eram normalizados. Os testes paramétricos Two-way ANOVA com pos-teste
de Tukey foram empregados para comparar grupos com mais de uma variavel. O teste t-
student foi aplicado em andlises de quantificacdo relativa comparando amostras
controles versus tratamento. Todos os dados neste estudo apresentam as médias com seu
desvio padrdo e o intervalo de confianga empregado em todas as analises foi de 95%. O

valor de P foi considerado significante quando era < 0.05.
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5. Resultados

5.1 Os inibidores de histona desacetilases interferem no crescimento de C.

neoformans

Inicialmente, foi avaliado o efeito de NaBut e TSA em uma ampla faixa de
concentracdo sobre o crescimento de C. neoformans a 30 °C, temperatura padrdo para o
crescimento das leveduras de C. neoformans, e a 37 °C pois como descrito na
Introducéo, a capacidade de crescer a essa temperatura constitui um fator de viruléncia
que possibilita a infeccdo de hospedeiros mamiferos. O crescimento das leveduras foi
acompanhado por um total de 96 horas sendo mensurado em intervalos de 12 h. As
curvas de crescimento demonstraram que a concentracdo de 20 mM de NaBut reduziu
significativamente o crescimento de C. neoformans ja nas primeiras 12 h de cultura a
30 °C (p <0,05) (Figura 10A). A partir de 24 e 36 h, as concentracbes de 5 mM e 1
mM, respectivamente, foram capazes de reduzir o crescimento do fungo (p < 0,001 ) e
este efeito inibitério se manteve ao longo do tempo. A temperatura de 37 °C, a
concentracdo de 1 mM de NaBut foi suficiente para interferir com o crescimento de C.
neoformans a partir de 24 h de cultura (p < 0,001 ) ( Figura 10B ). De um modo geral, o
efeito mais pronunciado observado para o NaBut foi a 37 °C (Figuras 10A-B). Para
TSA, nas primeiras 12 h de cultivo apenas a concentracdo de 30 uM foi capaz de
interferir no crescimento celular (p < 0,001) (Figura 10C). No intervalo de 36 a 48 h,
concentracdes a partir de 3 UM de TSA foram capazes de reduzir significativamente o
crescimento das leveduras (p < 0,05 ); no entanto, este efeito ndo foi mantido ao longo
do tempo. Similarmente ao NaBut, a TSA apresentou um efeito mais pronunciado a 37
°C do que a 30 °C (Figuras 10C-D). A 37 °C, as concentracdes a partir de 3 uM de
TSA afetaram o crescimento de C. neoformans no intervalo de tempo de 48 h e este
efeito persistiu ao longo do tempo (Figura 10D).
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Firura 10: Efeito dose dependente dos inibidores de HDAC sobre crescimento de C. neoformans
linhagem H99. Leveduras de C. neoformans (10° cel./ mL) foram inoculadas em meio YPD, na presenca
de1;5; 10 ou20 mM de NaButou 1.,5; 3 ;6 ; 10 ou 30 UM de TSA, sendo cultivadas a 30 oua 37 ° C..
O crescimento celular foi determinado por meio da densidade éptica a 600 nm ( OD 600 ) a cada 12
horas. Controles foram realizados sem adicdo de droga (para NaBut ) e apenas com DMSO a 0,1% ( para
TSA). A: NaBut 30°C ; B: NaBut 37 °C ; C: TSA 30 °C e D: TSA 37 °C . As barras de erro representam
0 desvio padrdo. Resultados semelhantes foram obtidos em trés experimentos independentes. Teste
estatistico: Two-way ANOVA e pés-teste de Tukey.
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5.2 HDACI ndo afetam a viabilidade celular

Uma vez que os HDACI interferiram no crescimento de C. neoformans (Figura
9), decidiu-se avaliar a viabilidade celular ap6s o tratamento com as drogas. Em um
primeiro momento, as leveduras foram crescidas na presenca de 10 mM de NaBut e 10
uM de TSA por 24 e 72 h, pois estas foram as concentragdes mais altas empregadas na
maioria dos testes. A seguir, para analises qualitativas, as células foram lavadas, para
remocdo dos HDACI, a densidade celular foi ajustada (10° células/mL), para ent&o as
leveduras serem diluidas (10" a 10*/mL) e inoculadas em &gar YPD. As placas foram
incubadas e o crescimento celular foi monitorado por 48 h, apds a remocao dos HDACI
(Figura 11A). Para TSA a viabilidade das células foi avaliada apenas a 37 °C, desde
que nenhuma alteracéo significativa no crescimento foi observada a 30 °C (Figura
10C). Como mostrado na figura 11A, as células previamente tratadas com os HDACI
cresceram semelhantemente ao controle. Para mensurar o nimero de UFC (Unidade
formadora de colonia) as leveduras foram crescidas na presenca das mesmas
concentracdes anteriores (10 mM NaBut ou 10 uM TSA) por ate 60 h. Aliquotas foram
coletadas a cada 12 h de crescimento tanto a 30 quanto a 37 °C, e semeadas para
contagem das UFC. A quantificacdo das UFC claramente mostrou que embora as
leveduras crescam ligeiramente menos que os controles, as células tratadas mantiveram
0 crescimento sempre acima do limiar inicial, a linha vermelha paralela ao eixo x do

gréfico (Figura 11B), indicando que as leveduras se mantem viaveis apds o tratamento.
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Figure 11. As células de C. neoformans permanecem viaveis ap6s tratamento com HDACI. A) 10°
células/mL foram inoculadas em meio YPD na presenga de 10 mM NaBut ou 10 uM TSA e crescidas em
ambas temperaturas de 30 °C e 37 °C, a 150 rpm, por 24 ou 72 h. As células foram lavadas, contadas e 5
pL de uma diluicdo seriada de 10x (10/mL - 10%/mL) foi inoculada em &gar YPD. As placas foram em
seguida incubadas a 30 °C por 48h. C: controle; N: NaBut; D: 0,1% DMSO; T: TSA. B) 10° células/mL
foram inoculadas em YPD na presen¢a de 10 mM de NaBut ou 10 uM de TSA, entéo crescidas a 30 e 37
°C/150 rpm/60 h. A cada 12 horas de incubacdo, aliquotas foram coletadas e diluidas (500, 5.000 e
50.000x) e subsequentemente inoculadas em &gar YPD para contagem do UFC. A linha vermelha
pontilhada representa o limiar inicial do indculo. Teste estatistico: two-way ANOVA com pos-teste de

Tukey.
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5.3 Efeito dos inibidores de histona desacetilase sobre a expanséo da capsula e o

tamanho celular.

O efeito de diferentes concentracbes dos HDACIi sobre a expansdo da cépsula C.
neoformans foi analisado. Os resultados mostraram que ap6s 24 h de inducdo da
capsula, tanto NaBut (a partir de 1 mM ) quanto TSA (a partir de 1,5 pM) inibiram
significativamente a expansdo da céapsula ( p < 0,001 ) (Figura 12). O didmetro do
corpo celular, por sua vez, ndo apresentou variagdo significativa entre os tratamentos e
seus controles (Figura 12). As células tratadas com a menor e a maior concentracdo dos
HDACIi também foram analisadas por Citometria de fluxo. As células tratadas foram

claramente menores quando comparadas aos controles (Figura 13).
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Figura 12: O tamanho da capsula de C. neoformans é reduzido pelos inibidores de HDAC. A capsula
foi detectada por meio da zona de exclusdo, apds a coloragdo com nanquim (barra, 10 pm). Imagens
representativas das células observadas em cada condi¢do. A: controle, B: NaBut 1 mM; C: NaBut 5 mM;
D: NaBut 10 mM; E: 0,1% DMSO; F: 1,5 uM TSA ; G: TSA 3 uM; H: TSA 6 uM e I: TSA 10 uM. As
caixas representam 75% da distribuicdo dos dados e as linhas horizontais representam as medianas. As
barras indicam os valores minimos e maximos. Teste estatistico: Kruskal -Wallis e p6s-teste de Dunn. **
P < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Aumento: 35x. Escala: 10 um. Os resultados apresentados séo
representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 13: O tamanho das células de C. neoformans é alterado pelos HDACi . As leveduras (10°
células / mL) foram cultivadas em MM na presenca de NaBut (1 mM e 10 mM) ou TSA (1,5 mM e 10
mM) a 30 °C a 150 rpm durante 24 h. As células foram fixadas, contadas e a densidade foi ajustada a 10° /
mL em PBS. Os parametros FSC- H e SSC- H foram ajustados e 10.000 eventos foram contados para
cada condicdo. A populagdo de células foi separada em duas lacunas. Os nimeros dentro do quadrante
indicam a percentagem de células contadas dentro de cada area. A figura é representativa de dois
experimentos diferentes, com resultados semelhantes.

5.4 Os inibidores de HDAC afetam a atividade de fosfolipase

Investigou-se o efeito dos HDACI sobre a atividade de fosfolipase secretada em
meio de cultivo proprio para essa analise, contendo agar misturado com emulséo de
gema de ovo. Apos 48 h de cultivo a 30 °C e 37 °C, a presenca de um halo transltcido
ao redor da col6nia indica a atividade de fosfolipase. NaBut inibiu a formacédo do halo
de uma forma dose dependente em ambas as temperaturas testadas (Figura 14 A-B).
Para TSA, apenas na concentracdo de 30 uM a 37 °C pode-se perceber uma significante
reducdo na formacéo do halo (Figura 14B).
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Figura 14: O efeito dos HDACI sobra a atividade de fosfolipase. As células foram cultivadas durante
48 h a 30 °C e 37 °C em meio agar contendo gema de ovo, na presenca de diferentes concentracGes das
drogas. Os controles foram realizados nas mesmas condi¢des: sem adi¢do de droga (para NaBut) e 0,1 %
de DMSO (para TSA). A presenca de um halo transllcido ao redor das coldnias indica atividade de
fosfolipase. A atividade de fosfolipase (Pz) foi mensurada de acordo com Price et al. (1982). Teste
estatistico: Two-way ANOVA e pos-teste de Tukey. * denota p < 0.01; n/s: ndo significativo. As barras de
erro representam o desvio padrdo da amostra. Experimento representativo de trés com resultados
similares entre eles.
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5.5 HDACI ndo afetaram a atividade de urease.

A urease também é um fator de viruléncia secretado ao meio extracelular.

Avaliou-se o efeito dos HDACI sobre a atividade de urease secretada em meio de
cultivo &gar Christiansen’s, contendo dgar misturado com solugdo de uréia e vermelho
de fenol, indicador de pH. O racional deste ensaio € que a medida em que as células
liberam urease, esta degrada a ureia e os produtos desta degradacdo, como carbamato,
aumentam o pH do meio tornou-se rosa. Apés 48 h de cultivo a 30 °C, 0s pogos se
tornaram completamente rosado (Figura 15), a presenca desta coloracdo indica
atividade positiva de urease. Os HDACI nao interferiram na atividade de urease em

nenhuma das concentragcdes empregadas neste estudo.

Controle 1 mM SmM 10 mM 20 mM

NaBut

TSA

Figura 15: HDACI nédo afetaram a atividade de urease: As células foram cultivadas durante 48 h a 30
°C em meio 4gar contendo indicador de pH vermelho de fenol e solugdo de ureia, na presenca de
diferentes concentragdes das drogas. Os controles foram realizados nas mesmas condigdes, porém sem
adicdo de droga (para NaBut) e contendo 0,1 % de DMSO (para TSA). A coloracdo rosada indica
atividade de urease.

5.6 Inibidores de histonas desacetilases interferem na formacgdo das hifas de
acasalamento.

Células de C. neoformans com tipos de acasalamento opostos (KN99a e KN99a) foram

incubadas em conjunto para induzir a formacéo das hifas que, normalmente, surgem de forma
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homogénea em torno das colénias a partir de dois dias de co-cultivo. A Figura 16 mostra o
crescimento das hifas nos tempos de 5 e 15 dias de incubag¢do. No quinto dia, ja é perceptivel
que nos controles, a formagdo de hifas é mais numerosa do que em colénias tratadas com ambos
0s HDACI. NaBut mostrou um efeito mais acentuado e dependente da dose, afetando o
desenvolvimento das hifas de acasalamento em concentrages tdo baixas quanto 1 mM,
enquanto que TSA tem um efeito inibitério perceptivel em concentra¢Ges superiores a 3 UM .

5 dias 15 dias

Controle

1 mM NaBut |
5 mM NaBut

10mM NaBut

20mM NaBut

5 dias 15 dias

DMSO §

1L5uMTSA |

3 uM TSA

6 uM TSA

10 uM TSA

Figura 16: Efeito dose-dependente dos HDACi na formacéo de hifas de acasalamento em C.
neoformans. Linhagens de tipos opostos de acasalamento foram misturadas e cultivadas a temperatura
ambiente, protegidas da luz, durante 15 dias. As imagens s&o representativas de dois ensaios
independentes, com resultados semelhantes entre eles. As col6nias foram observadas no aumento de 1,5x

e as hifas em 100x.
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5.7 Efeito dos HDACI sobre a producéo de melanina.

A producdo de melanina esta relacionada com a patogénese de alguns fungos e
corresponde a outro fator viruléncia em C. neoformans muito importante. Foram
empregadas concentragdes diferentes das drogas no cultivo das leveduras em meio
minimo (MM) a 30 °C, com ou sem L-DOPA, sob agitacdo e ao abrigo da luz. A
producdo de melanina foi determinada pelo escurecimento do meio de cultura.
Observou-se que as concentracdes a partir de 10 mM de NaBut foram capazes de inibir
a producdo da melanina. Para TSA resultados semelhantes foram observados em
concentracOes a partir de 6 uM (Figura 17A). Este efeito inibitorio foi observado
quando as drogas foram adicionadas ao meio de cultura no momento da incubacdo. Para
se evitar o viés do efeito dos inibidores sobre o crescimento celular, em um outro
experimento, as células foram crescidas previamente em MM por cinco dias a 30 °C.
Posteriormente, foram adicionados 1 mM de L-DOPA e os inibidores em diferentes
concentracdes, a incubacdo procedeu por mais de 24 - 48 h. Neste desenho
experimental, os resultados se repetiram por diversas vezes, a concentracdo de 5 mM
NaBut levou a um aumento na producdo de melanina, enquanto TSA ndo apresentou

nenhum efeito, em diferentes ensaios (Figura 17B).
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Figura 17: A producdo de melanina por C. neoformans é afetada pelos HDACIi . A) As leveduras
foram cultivadas em MM durante 5 dias a 30 °C / 150 rpm, com ou sem adi¢do dos HDACI , na presencga
de 1 mM de L-DOPA , ao abrigo da luz. B) As células foram incubadas em MM durante cinco dias.
Subsequentemente, 1 mM de L-DOPA e diferentes concentragdes dos inibidores foram adicionados as
culturas. As células foram incubadas por mais 48 h, no escuro. Resultados semelhantes foram obtidos por
dois experimentos independentes.

5.8 NaBut aumenta a populacéo de células na fase G2 / M do ciclo celular.

Devido ao retardo no crescimento das leveduras durante tratamento (Figura 10),
decidiu-se investigar os efeitos dos HDACI sobre o ciclo celular de C. neoformans
tratando-se as células com as drogas durante a fase de crescimento exponencial. Como
mostrado na figura 18, NaBut na concentragdo de 10 mM apresentou um claro aumento
no pico correspondente a populacdo de células e G2 / M (Figura 18C). Ndo foram
observadas diferencas significativas nas células tratadas com 10 uM de TSA (Figura 18
D-E).
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Figura 18: NaBut provoca aumento na populacdo de células de C. neoformans em G2 /M: A)
Células de C. neoformans H99 nao tratadas. B) Células tratadas com 1 mM de NaBut durante 24 h. C)
Células tratadas com 10 mM de NaBut durante 24 h. D) Células tratadas com DMSO 0,1% durante 24 h.
E) Células tratadas com 10 uM de TSA durante 24 h Numero de eventos adquiridos: 20.000. Resultados
semelhantes foram obtidos em trés ensaios independentes..

5.9 A capacidade de expansdo da capsula e a viruléncia sdo restauradas ap6s a
remocao dos HDACI.

A viruléncia entre as leveduras ndo tratadas e tratadas com HDACI e
posteriormente lavadas para remocéo das drogas foi comparada. Lagartas da espécie G.
mellonella foram utilizadas como modelo de infeccdo nesta analise. Embora, no
momento da infeccdo, se tenha verificado que as células pré-tratadas apresentavam
capsulas menores, a curva de sobrevivéncia das lagartas ndo apresentou diferencas
significativas entre os grupos tratados e o grupo controle (Figura 22A). Decidiu-se
entdo avaliar se apos remocdo das drogas, as células restauravam os fenétipos de
viruléncia. As leveduras foram entdo cultivadas em meio minimo para inducdo da
capsula na presenca dos HDACI. Apos 24 h, as células do grupo controle mostraram

capsulas maiores do que as células tratadas com as drogas, como observado
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anteriormente. As celulas foram entdo lavadas e novamente inoculadas em MM sem as
drogas por mais 24 h. Observou-se que as células previamente tratadas com HDACIi
recuperaram a capacidade de formacdo da cépsula apds a remocdo das drogas,

apresentando tamanho de capsulas semelhante ao controle ndo tratado (Figura 22B).

A B

Curva de sobrevivéncia
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Figura 19: C. neoformans recupera a viruléncia in vitro e in vivo apés remocéo dos HDACI, Apds a
remocéo dos inibidores de HDAC do meio de cultura. A) As leveduras foram incubadas durante 48 horas
em meio MM com 10 mM de NaBut ou 10 uM de TSA . As células foram entdo lavadas e 10° leveduras
foram inoculadas em cada lagarta de G. mellonella. Os grupos controle receberam células de C.
neoformans néo tratadas ou somente PBS. B). As leveduras foram incubadas por 48 h em MM com
NaBut 10 mM (controle: células ndo tratadas) ou TSA 10 uM (controle: DMSO 0,1%). As células foram
em seguida lavadas a fim de remover as drogas e cultivadas em MM durante 24 horas adicionais para a
deteccdo da cépsula.
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6. Discussao

HDACI sao geralmente empregados como gentes terapéuticos em doengas como
0 cancer e desordens autoimunes (Patel et al., 2011). Devido ao fato dos mecanismos
epigenéticos estarem se mostrando cada vez mais importantes, no contexto de regulacéo
da expressdo dos genes, estas drogas vém sendo cada vez mais usadas em pesquisas
com os mais diferentes organismos modelos. Diversos estudos tém mostrado a
capacidade dos HDACI mudarem o perfil de expressdo de genes chave envolvidos em
muitos processos regulatérios, como apoptose, ciclo celular, diferenciacdo celular e
resposta imune (Heerdt et al 1997; Groth et al, 2007; Shahbazian & Grunstein, 2007).
Em fungos como C. albicans, S. cerevisiae e S. pombe, o remodelamento da cromatina
esta relacionado a regulacdo de genes envolvidos com a resposta adaptativa a diferentes
condigOes de estresse (Simonetti et al., 2007; Hnisz et al. 2010; Zacchi et al., 2010;
Robbins et al. 2012). Neste contexto, o presente trabalho teve o interesse de avaliar 0s
possiveis efeitos de NaBut e TSA sobre a expressdo dos principais fenétipos de
viruléncia do patdgeno oportunista C. neoformans. Os resultados claramente indicam
que os HDACI afetam fatores morfolégicos e enzimaticos que sdo essenciais a
habilidade de C. neoformans de infectar células hospedeiras.

A capacidade de crescer a 37 °C é muito importante para que patdgenos possam
se desenvolver dentro do hospedeiro mamifero e C. neoformans possui essa habilidade,
que lhe é essencial para o processo de infeccdo (Perfect, 2006; Liu et al., 2008 ). Com
base nisso, foi avaliado o efeito dos HDACI no crescimento de C. neoformans a 30 °C,
temperatura esta que favorece um 6timo crescimento, e a 37 °C. Ambas as drogas
interferiram negativamente no crescimento a 37 °C. No entanto, o retardo no
crescimento a 30 °C, embora de modo menos pronunciado que a 37 °C, foi observado
apenas na presenca de NaBut (Figura 10). Nguyen e colaboradores (2011), em analises
apenas a 30 °C, mostraram que NaBut foi capaz de interferir no crescimento de C.
neoformans em concentragOes variando de 10 a 60 mM. Em nossos experimentos, foi
avaliado o efeito de concentragbes menores (1 a 20 mM) e observamos que 0
crescimento é reduzido a partir de concentracdes de 1 mM para NaBut e de 3 uM para

TSA. Com base nestes dados podemos afirmar que a sensibilidade de C. neoformans ao
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HDACI é menor que a previamente relatada. Embora os HDACI dramaticamente afetem
o0 crescimento das células, a viabilidade é mantida, uma vez que as células previamente
tratadas cresceram similarmente ao controle apds remogdo das drogas (Figura 11). A
viabilidade ndo foi avaliada no estudo de Nguyen e colaboradores (2011).

A capsula polissacaridica é considerada o principal fator de viruléncia em C.
neoformans, uma vez que, contribui para a evasdo das celulas do sistema imune e para a
replicacdo dentro de fagocitos (Aksenov et al., 1973; Zaragoza et al., 2009; Jabon &
Doering, 2011). Observamos, sob condi¢cdes de inducdo in vitro, que a expansdo da
capsula é significativamente inibida mesmo nas menores concentra¢fes de NaBut (1
mM) e TSA (1,5 uM) testadas (Figura 12). Nguyen et al. (2011) demonstraram o efeito
inibitério de NaBut nas concentragdes de 20 e 40 mM de NaBut e de 9 mg / L de TSA.
Devido as altas concentracdes testadas por estes autores, é possivel que os efeitos por
eles observados sejam resultado de uma perda de viabilidade celular, ao invés de um
efeito direto sobre a biossintese da capsula.

Analisamos também o tamanho das células sob condic¢des de inducdo da capsula
na presenca dos HDACI pela técnica de Citometria de fluxo, que € muito mais sensivel
e precisa do que a analise morfométrica (Figura 11) e constatamos que hd uma
diminuicdo significativa no tamanho das células como um todo na presenca dos
HDACI. Em outros estudos, demostrou-se que mutacdes nos genes GCN5 e ADAZ2,
pertencentes ao complexo Spt-Ada-Gen5 Acetiltransferase (SAGA) acarretou em um
fendtipo hipocapsular na linhagem H99 de C. neoformans (O’Meara et al., 2010;
Haynes et al., 2011). Por outro lado, a delecdo dos genes de histona desacetilases
RPD304 e HOS2 também resultou em problemas de crescimento e formacdo da capsula
(Liu et al., 2008). Estes dados, em conjunto com nossos resultados, apontam que
interacdes entre acetilacdo/desacetilacdo de histonas sdo requeridas para a indugdo de
capsula em C. neoformans. Garcia-Rodas et al (2014) demonstraram que o benomil,
uma droga que péra o ciclo celular de C. neoformans em G2 / M, inibe o crescimento da
capsula. Nossos resultados também mostraram que NaBut ocasionou um aumento da
populacdo de células em G2 / M (Figura 18), um fato que pode estar relacionado ao
efeito inibitério da expansdo da capsula observado.

Fosfolipases sd@o enzimas que hidrolisam ésteres de glicerol dos fosfolipidios e
alteram a conformagdo da membrana celular, deste modo facilitando a invasdo por

patdgenos ao proporcionar a lise das células hospedeiras (Ma & May, 2009). Genes de
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fosfolipases foram descritos para C. neoformans, sendo que os dois mais relacionados a
viruléncia codificam as fosfolipase B e C (PLB e PLC). Nossos resultados mostraram
que NaBut inibiu a atividade de fosfolipase de forma dose-dependente (Figura 14),
enquanto que para TSA uma sutil reducdo da atividade de fosfolipase somente foi
observada em concentrac6es acima de 30uM a 37 °C (Figura 14B). Esta diferenca pode
estar relacionada ao mecanismo de acdo de cada droga. Os fendtipos observados
parecem ser gene ou Via especificos, deste modo, diferentes respostas podem ocorrer ao
se empregar diferentes HDACI, e esta informacdo deve ser considerada na escolha de
possiveis terapias alternativas combinando classicos antifungicos com os HDACI. Nao
podemos afirmar qual dos genes, se ndo todos, foram afetados pelo HDACI. Ensaios
utilizando os mutantes para cada gene de fosfolipase poderiam auxiliar na elucidagéo
desta questdo. Ainda que estejamos assumindo que os HDACI estejam afetando a
transcricdo dos genes de fosfolipase, ou de seus reguladores, ndo podemos descartar a
possibilidade de interferéncia direta na atividade enzimatica.

A enzima urease € requerida para a evasdo do sistema nervoso, no modelo de
infeccdo de camundongos com C. neoformans (Singh et al., 2013). Tanto NaBut quanto
TSA, nas concentracdes testadas, ndo afetaram a atividade de urease (Figura 15). Neste
contexto, podemos especular que os efeitos dos HDACI sobre os fenétipos de viruléncia
sdo especificos e ndo decorrentes de uma disfuncdo metabdlica geral.

A ocorréncia do acasalamento foi definida como um fator de viruléncia para o
género Cryptococcus (Kwon-Chung & Bennett, 1978; Nielsen et al., 2005). O l6cus
MAT em C. neoformans ocorre em duas formas idiomorficas: tipos a e a. O
acasalamento envolve a fusdo de células hapldides de tipos opostos, produzindo uma
hifa dicaridtica que se desenvolve em um basidio no qual a meiose acontece (Kwon-
Chung, 1975 e 1976). Os eventos de acasalamento podem ser mensurados a partir do
namero de filamentos formados apds o co-cultivo de leveduras de acasalamento
opostos. Na figura 16, demostramos que os HDACIi, em particular NaBut,
drasticamente reduziram a formacdo das hifas de acasalamento de modo dose-
dependente. De modo similar, a delecdo do gene de acetil transferase ADA2 das
linhagens Kn99a e Kn99a levaram a um acasalamento prejudicado e a uma redugédo na
viruléncia (Haynes et al., 2012). Juntas, estas informac6es indicam que a remodelagem
da cromatina possa estar envolvida na reproducdo sexual de C. neoformans, atuando

também nos processos de adaptacao ao hospedeiro.
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A producdo de melanina permite que fungos patogénicos possam sobreviver em
pH acido, sob radiacao e outras condicGes de estresse (Gomez & Nosanchuk, 2003). O
processo de melanizacdo em C. neoformans esta diretamente relacionado a densidade
populacional (Eisenman et al., 2011), muito provavelmente por meio de um mecanismo
de quorum sensing (Albuguerque et al., 2014). Em nossos experimentos, os efeitos dos
HDACI na sintese de melanina variaram conforme o momento no qual as drogas foram
adicionadas ao meio de cultura. Quando os HDACI foram adicionados simultaneamente
ao inoculo de leveduras, a producédo de melanina foi reduzida (Figura 17A). Por outro
lado, quando os HDACI foram adicionados a cultura apds cinco dias de crescimento
prévio, quando as células ja se encontravam em fase estacionaria, as menores
concentragcfes de NaBut (1 e 5 Mm) provocaram um aumento no contedo de melanina,
enquanto que TSA nao apresentou efeito (Figura 17B). Acreditamos que estes
resultados estdo relacionados a densidade populacional da cultura. Neste contexto, a
reducdo na producdo de melanina apenas foi constatada quando as drogas foram
adicionadas juntamente com o indculo, 0 que provavelmente acontece devido a um
atraso no crescimento populacional, conforme dados apresentados na figura 10 e um
aumento da populacdo de células em G2 / M no ciclo celular (Figura 18C). Por outro
lado, quando a cultura é crescida antes da adicdo das drogas, 0 aumento da densidade
populacional permite o disparo de mediadores quimicos necesséarios a sintese de
melanina. Em repetidos ensaios com este segundo desenho experimental, observamos
um aumento na producdo de melanina na presenca de 1 e 5 mM de NaBut. Ainda ndo
sabemos explicar como acontece este aumento, no entanto parece razodvel especular
que em baixas concentracfes, apds as leveduras alcancarem a fase estacionaria de
crescimento, NaBut poderia afetar a cromatina favorecendo a transcricdo de locus que
controlam positivamente a producdo de melanina.

Os efeitos dos HDACI sobre a progressao do ciclo celular foram descrito para
distintos para tipos celulares (Darzynkiewicz et al., 1981; Siavoshian et al., 1997;
Yoshida et al., 1988; Siavoshian et al., 2000; YAMASHITA et al., 2003). Estudos com
células cancerigenas demostraram que NaBut e TSA param o ciclo celularem G1/ GO e
G2 / M respectivamente (Heerdt et al. 1997; Lallemand et al. 1999). No entanto, o
possivel efeito de NaBut e TSA na divisdo celular de C. neoformans ndo havia sido
estudado ainda. Aqui relatamos que a concentracdo de 10 mM de NaBut levou ao
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aumento da populacdo de células em G2 / M (Figura 18 A-C). Entretanto, testes com
TSA na concentracdo de até 10 UM ndo afetaram o ciclo celular (Figura 18 D-E).

Tendo em vista que os HDACI afetaram a expressédo de diferentes fatores de
viruléncia de C. neoformans in vitro avaliamos, se a deficiéncia induzida por esses
inibidores poderia ser epigeneticamente herdada e se isso poderia afetar a patogénese do
fungo em modelo animal. Usamos 0 modelo de G. mellonella, j& bem estabelecido para
estudos de viruléncia em C. neoformans (Mylonakis et al., 2005). Cultivamos as
leveduras de C. neoformans em meio minimo para inducédo do fendtipo de capsula, na
presenca de 10 mM NaBut ou 10 uM TSA, por 48 h. Em seguida, as células foram
lavadas para remocédo das drogas e as lagartas foram infectadas. Intrigantemente, ndo
observamos diferencga significativa entre a curva de sobrevivéncia das lagartas que
receberam as leveduras previamente tratadas com os HDACIi e aquela das que
receberam leveduras sem nenhum tratamento prévio (Figura 19A). Perguntamos-nos
entdo se, apds remogdo dos HDACI as leveduras recuperam os fenotipos de viruléncia.
Para avaliar essa questdo, cultivamos as leveduras nas mesmas condic¢des indutoras de
capsula na presenca dos HDACI. Em seguida, lavamos as células para remoc¢do dos
inibidores e inoculamos em meio minimo novamente. Observamos que as leveduras
restauraram o fendtipo de capsula igual ao controle (Figura 19B), sugerindo que o
efeito das drogas nas células fungicas é transitério e ndo herdavel.

Vale ressaltar que em C. neoformans existem genes reguladores que podem
modular a expressdo de genes de viruléncia distintos. Por exemplo, o fator de
transcricdo Setl12a esta relacionado com a formacdo da capsula, produgdo de melanina e
0s processos de acasalamento, e a transcricdo deste gene regulador € modulada por uma
histona acetil transferase (Chang et al., 2000; Haynes et al., 2012) Neste ponto de vista,
é razoavel assumir que a reducdo observada sobre os fendtipos viruléncia induzida por
NaBut e TSA possa resultar da acdo dessas drogas sobre a expressdo de genes que
atuam como reguladores comuns, em vez de diretamente sobre os genes de viruléncia de
forma individual. Embora os efeitos dos HDACIi estejam associados principalmente a
remodelagdo da cromatina, consideramos também o fato destes inibidores poderem
afetar proteinas ndo histénicas, envolvidas nos mais variados processos bioldgicos
(Yang, 2007; Choudhary et al., 2009; Patel et al., 2011; Robbins et al. 2012).

Apesar de NaBut e TSA atuarem ambos como inibidores de histonas

desacetilases, estas drogas diferem em varios aspectos, tais como a estrutura molecular,
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a concentracdo molar necessaria para uma atividade maxima e a dinamica cinética. TSA
é geralmente ativo em concentragcbes micromolares, enquanto que o NaBut requer
concentragfes milimolares. Esta diferenca é explicada parcialmente pela acessibilidade
ao nucleo celular e pelo fato de que NaBut provavelmente sofre B-oxidacdo antes de
chegar ao centro ativo das HDAC (Arts et al. 1995; Siavoshian et al. 2000). Outra
diferenca é que NaBut parece ser mais estavel e de efeito mais duradouro do que TSA
(Waterborg, 2001 & 2001; Siavoshian et al. 2000). Essas propriedades distintas das
drogas podem explicar alguns resultados diferentes observados para determinados
fatores de viruléncia.

Modificagbes pos-traducionais de histonas sdo empregadas por diferentes
espécies a fim de controlar a expressdo de caracteristicas necessarias para a
sobrevivéncia dentro do hospedeiro ou no meio ambiente. Portanto, os produtos dos
genes envolvidos na modulacdo da cromatina podem representar eficazes alvos para
drogas antimicrobianas. Acreditamos que nossos dados contribuem com informagoes
importantes sobre a expressdo dos fen6tipos de viruléncia associada com mudangas na
estrutura cromatina em C. neoformans. Agora estamos interessados em investigar o
papel de genes especificos associados a remodelacdo da cromatina e como estes
regulam a expressdo de genes de viruléncia em C. neoformans. Pretendemos gerar
mutantes para genes de histonas desacetilases e avaliar o transcriptoma desses isolados
por meio da técnica high-thoughput RNA-seq.
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Capitulo 2

Estudo do papel dos genes de
HDAC classe | e Il sobre a
viruléncia do fungo Cryptococcus

neoformans.



7. Materiais e métodos

7.1 Linhagens, meios de cultura e condicdes de crescimento:

Os l6cus génicos analisados neste estudo sdo mostrados na tabela 2.

As linhagens de C. neoformans usadas neste estudo para delecdo dos genes de
HDAC foram: H99, KN99 MATa e MATa, todas pertencentes ao sorotipo A, que é 0
sorotipo com maior prevaléncia em individuos imunocomprometidos (Dromer et al.,
1996). Todas as linhagens usadas neste estudo estéo listadas na tabela 3.

As leveduras foram crescidas em YPD (extrato de levedura 1%, glicose 2%, bacto-
peptona 2% pH 7.2) a 30 °C por 12 h, ou durante a noite. As linhagens foram mantidas
em estoque a -80 °C em glicerol 15%. Para os experimentos, aliquotas foram
descongeladas e semeadas em placa contendo agar YPD ou YPD acrescido dos
marcadores de resisténcia neomicina (NEO), nourseotricina (NAT) no caso das
linhagens mutantes, e estas foram mantidas a 4 °C com repiques quinzenais. Antes de
cada ensaio, colonias isoladas em meio solido, eram crescidas previamente por

aproximadamente 12 h, em meio YPD a 30 °C.

Tabela 2: Locus génicos analisados neste estudo.

Genes NUamero de acesso
FungiDB

CLR3 CNAG_01563
SAP128 CNAG_04679
HD3 CNAG_05096
CLR61 CNAG_01699
CLR62 CNAG_05276
HOS3 CNAG_00660
HOS2 CNAG_05563
RPD3 CNAG_05690
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Tabela 3: Linhagens de C. neoformans usadas neste estudo:

Linhagens Gene Gendtipos Fonte
H99 - MATa Perfect et al., 1908
KN99 - MATa - MATa Nielsen et al., 2003
H99 RAS1 ras14::NEO MATa Alspaugh et al., 2000
FS3 CLR3 clr3A::NEO MATa Este estudo
FS5 CLR3 clr34::NEO MATa Este estudo
FS4 clr3+CLR3 clr34::NEO + CLR3 + pCH233 (NAT) MATa Este estudo
FS6 SAP128 SAP1284::NEO MATa Este estudo
FS7 SAP128 SAP1284::NEO MATa Este estudo
FS8 HOS3 hos34::NEO MATa Este estudo
FS11 HOS3 hos34::NEO MATa Este estudo
FS9 HD3 hd34::NEO MATa Este estudo
FS10 HOS2 hos24::NAT MATa Este estudo
FS12 CLR62 clr624::NEO MATa Este estudo
FS13 RPD3 rpd34::NAT MATa Este estudo
FS14 CLR3/HOS2 clr34::NEO + hos24:NAT MATa Este estudo
FS15 CLR3/RPD3 clr34::NEO + rpd34::NAT MATa Este estudo

7.2 Macro6fagos murinos J774.1

Os macrofagos murinos da linhagem J774.1 ( murine BALB/c macrophage-like
cell line derived from reticulum cell sarcoma) foram mantidos em nitrogénio liquido em
90% de meio DMEM (Dulbeccos Modified Eagle’s Medium — GibcoBRL#11965)
suplementado com soro fetal bovino 20% (Gibco, USA), NCTC-109 10%
(Gibco), solucdo de penicilina-estreptomicina (1x) (Gibico 15140-122) e 1% solucao de
aminoacidos ndo essenciais (Gibco#11140-050), e 10% de DMSO. Para utilizagdo nos
experimentos, os macrofagos foram submetidos a rapido processo de descongelamento:
30 segundos em banho a 37 °C e cultivados em garrafas de 25 cm? para cultura de
células (Falcon#1005) contendo meio DME suplementado com 10% soro fetal bovino,

NCTC-109 10%, solucéo de penicilina-estreptomicina (1x) e 1% de solucdo de
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aminoacidos ndo essenciais, o meio foi previamente esterilizado por filtracdo
(membranas de poro de 0.2 um). As células foram mantidas em estufa climatizada
contendo 5% de CO, a 37 °C.

7.3 Analise da homologia entre as proteinas HDAC classes I e 11.

As sequéncias codificantes para histonas desacetilases presentes em C.
neoformans, foram identificadas e copiadas dos bancos gendmicos de fungos
Broadinstitute (https://www.broadinstitute.org/) e FungiDB
(http://fungidb.org/fungidb/). Os possiveis homologos destas sequéncias, foram
primeiramente analisados com ajuda do site FungiDB e sequéncias de proteinas
homologas foram extraidas destes mesmos bancos gendmicos para as espécies de S.
cerevisiae e S. pombe. As analises comparativas entre as proteinas homologas do
complexo das HDAC classe Il e Il foram realizadas com o auxilio do programa
MUSCLE 3.7 (Multiple Sequence Comparison by Log-expectation) disponivel

gratuitamente em: http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/one_task.cgi?task_type=muscle.

7.4 Extracdo de RNA e RT-gPCR

Células da linhagem H99, tipo selvagem, foram crescidas por 24 h em YPD / 30
°C / 150 rpm. Em seguida foram lavadas trés vezes e contadas em hemocitémetro e
densidade celular foi ajustada para 1x10% / mL. As células foram inoculadas em meio
minimo (MM), quimicamente definido (dextrose 15 mM, MgSO, 10 mM, KH,PO, 29.3
mM, glicina 13 mM e tiamina 3 puM; pH 5.5) nos intervalos de 0, 30, 60 e 180 minutos a
30 °C. Apos estes periodos de incubacdo, as células foram coletadas por centrifugacédo
(3.000 g / 5 min/ temperatura ambiente). O precipitado de células foi suspenso em 1 mL
do reagente Trizol (Invitrogen) e submetido a lise mecanica com pérolas de vidro de
0.5-mm por 20 min no vortex. Apos a lise, 0 RNA total foi extraido de acordo com o
manual do reagente Trizol, com algumas modificagdes: centrifugacdo a 12.000g / 20min
/ 2 °C; a etapa de precipitacdo com isopropanol foi realizada a -20 °C por 1 h, seguida

com centrifugacdo a 16.000g / 20min / 2 °C. Os RNAs foram quantificados com auxilio
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do NanoDrop™ e a integridade foi verificada por analise eletroforética em gel de
agarose 1%. A sintese de cDNA foi realizada usando 1-2 pg de RNA total,
empregando-se High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems).
As amplificacbes, usando cDNA como molde para a analise quantitativa de acimulo de
transcritos, foram realizadas usando-se o Kit Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems), de acordo instrucfes do fabricante. O método para quantificacdo relativa
de Livak (2001) foi empregado nas andlises. Para evitar amplificagdo a partir de
possiveis sequéncias de DNA contaminante, os oligonucleotideos foram desenhados na
juncéo exon-exon (Tabela 4). O controle enddgeno escolhido foi 0 gene de actina, e as

amostras do tempo zero foram usadas como calibradores.

Tabela 4: Oligonucleotideos usados para RT-PCR dos transcritos dos genes de

HDAC em C. neoformans.

Gene ID 5'-3" Sequéncia do Oligonucleotideos
RPD3 CNAG_05690 F GCAAAGGTAAAGGATACGCT
RPD3 CNAG_05690 R CACCTGGTTGATACCATTCG
HOS2 CNAG_05563 F ATG GGG AAC GCCATCCTAT
HOS2 CNAG_05563 R AGG GGC ATGATACGACATTT
CLR61 CNAG_01699 F TCAGACCTCGTCGAGCAACT
CLR61 CNAG_01699 R CCTCTTGTCCCATTTCCAGT
CLR62 CNAG_05276 F TTA AAC CTC GAA GGG CTA CC
CLR62 CNAG_05276 R TAA AGC ATCCGCAGTCTCC
HOS3 CNAG_00660 F TGGGCAGTACATCGAAAACATT
HOS3 CNAG_00660 R GGCTTCAGTCTGTTCCATGA
HD3 CNAG_05096 F ACA TAG AGC GCC TTC TAA AG
HD3 CNAG_05096 F GAT TGT CGTGCGAGAGATT
CLR3 CNAG_01563 F CTCCTGAAGTCACCGAGCT
CLR3 CNAG_01563 R GGC CAATGG TATTTG GTACA
SAP128 CNAG 04679 F CAGGTTTACGCTTGGCAAAC
SAP128 CNAG 04679 R CAT AAA CGT GTC GGA AGT GG

F: forward, R: reverse
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7.5 Técnicas de Biologia Molecular

Todas as PCRs foram realizadas usando-se o termociclador T100 Thermal
Cycler (Bio-Rad) e reagentes padrdo da TaKaRa kit (Takara Clontech). As condicdes de
PCR foram 95°C por 5 minutos seguidos por 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50 -
55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto para cada Kb (Kilobase) amplificado na
reacao.

Todos os oligonucleotideos utilizados para se obter cada linhagem mutante deste
estudo estdo listados na tabela 5. Todos os pares de oligonucleotideos foram
desenhados usando-se o programa Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e
analisados usando-se 0 programa OligoAnalyzer 3.1
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Os cassetes de delecdo foram desenhados com
a ajuda do programa SnapGene versao 3.1.2.

Todas as enzimas e reagentes de clonagem utilizadas neste estudo foram da
companhia New England Biolabs Inc (NEB).

As linhagens mutantes para os genes de HDAC CLR3, SAP128, HD3, CLR62,
HOS3 foram obtidas substituindo-se a ORF (Open Reading Frame) inteira pelo gene
dominante de resisténcia a neomicina (NEO), de acordo com a metodologia de PCR
Double joint (Kim et al., 2009). As regides correspondendo as regides imediatamente a
montante e a jusante de cada ORF, foram amplificadas a partir do DNA genémicos da
linhagem H99 tipo selvagem, usando-se os oligonucleotideos listados na tabela 5. O
cassete NEO foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pJAF1 (Anexo I1) usando-
se os oligonucleotideos NSL e NSR. Para as etapas de sobreposicdo, uma Unica variacdo
da técnica original foi introduzida: Os oligonucleotideos 3 e 4 sdo 0 reverso
complementar dos oligonucleotideos 2 e 5 respectivamente. Estes oligonucleotideos
possuem em sua regido 3’ um pequena sequéncia homologa a regido codante do gene do
marcador NEO, e na regido 5’ portam uma sequéncia homdloga a regido da ORF do
gene alvo para delecdo, possibilitando deste modo uma melhor sobreposicdo entre o
marcador NEO e a ORF alvo nas etapas de PCR de sobreposi¢do para obtencéo de cada
cassete knock out (KO) (Figura 20): clr3::neo, sap128::neo, hd3::neo e clr62::neo; Os
cassetes de delecdo foram introduzidos na célula receptora através da técnica de

transformac&o por biobalistica (Toffaletti et al., 1993) (Figura 20).
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As seguintes combinacdes de oligonucleotideos foram usadas para criar os KO:
HDAC fragmento alvo 5’: oligonucleotideos P1 + P2, HDAC fragmento alvo 3’:
oligonucleotideos P5 + P6, NEO marcador de resisténcia 5’: oligonucleotideos P3 +
AA3935 (NSL), NEO marcador de resisténcia 3’: oligonucleotideos P4 + AA3934
(NSR) (Figura 20-1° Rodada). Para os fragmentos de sobreposicéo (gene alvo + NEO)
5’: P1 + AA3935 (M13 Rev) , fragmentos de sobreposi¢ao (gene alvo + NEO) 3°: P6 +
AA3934 (M13 F) (Figura 20-2° Rodada). Os pares de oligonucleotideos P9 + P10
foram usados para confirmar a delecdo das ORFs.

As linhagens mutantes para os genes de HDAC CLR61, HOS2 e RPD3 foram
geradas a partir dos transformantes da biblioteca depositada pelo grupo do Dr. Madhani
(Liu et al., 2008). A estratégia usada foi amplificar por PCR o cassete de delecdo com a
marca de resisténcia a nourseotricina (NAT), e introduzi-lo por biobalistica em células
de C. neoformans do tipo selvagem linhagem H99. Para aquisicdo dos cassetes de
delecéo, foram desenhados oligonucleotideos aproximadamente 500 pares de base antes
e depois da ORF. As seguintes combinacbes de oligonucleotideos foram usadas para
amplificacdo do cassete de delecdo a partir dos mutantes HOS2 e RPD3:
oligonucleotideos 1 + 6. Os oligonucleotideos P9 + P10 foram usados para confirmar a
delecdo da ORF.

Os duplos mutantes clr34/hos24 e clr3A4/rpd34 foram obtidos por cruzamento
com a linhagem cir34 MATa + hos24 ou rpd34A MATa em meio indutor de
acasalamento MS (ver item 7.9 para detalhes). Os esporos destes cruzamentos foram
isolados por microdisseccao e semeados em placas contendo duplo marcador NEO/NAT

de acordo com os parentais e confirmados por PCR para a dupla delecéo.

Para reconstituir o mutante clr34, os oligonucleotideos P11 (AAGG AGATCT
GACACTTACGCTCTTT) e P12 (GTAG TCTAGA AGTTGTGTTCATCAGTCA)
foram desenhados contendo a sequéncia de sitio de restri¢do para a endonuclease Bglll,
devido a auséncia deste sitio interno a ORF do gene CLR3. Este par de
oligonucleotideos foi usado para amplificar as sequéncias do promotor, gene e
terminador do gene CLR3 a partir de DNA gnoémico extraido da linhagem H99 tipo
selvagem, anelando aproximadamente 500 pb a montante e a jusante da ORF. Apoés

amplificacdo, o fragmento foi purificados a partir do gel de agarose, usando-se o
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reagente Quiagen Gel extration (Quiagen) e clonado primeiramente no plasmideo
pCR2.1 (Anexo I1). Em seguida o fragmento foi digerido com a enzima Bglll (NEB) e
clonado adjacentemente ao marcador seletivo NAT em um dnico sitio do plasmideo
pCH233 (Anexo I11), permitindo deste modo a selecdo dos transformantes em meio
contendo nourseotricina. O plasmideo pCH233 foi previamente digerido com as
endonucleases de restricdo BamHI e Spel (NEB) que permitem a ligacdo de fragmentos
digeridos com Bglll, as digestbes de DNA ocorreram conforme especificacdes do
fabricante das enzimas. O plasmideo digerido foi posteriormente tratado com Antarctic
Phosphatase (NEB) de acordo com protocolo do fabricante, para evitar que as
extremidades cortadas se religassem. O fragmento contendo o gene CLR3 foi ligado no
vetor pCH233 usando-se o Kit T4 DNA Ligase (NEB) seguindo especificacdes do
préprio fabricante. O plasmideo contendo o cassete com o gene CLR3 bem como a
marca de selecdo NAT foi co-transformado na linhagem mutante c/r34 (FS3) através de
biobalistica. As coldnias que obtiveram o cassete de reconstituicdo foram capazes de
crescer no meio seletivo contendo nourseotricina e foram submetidas a verificagdo por
PCR.

Todos os transformantes foram selecionados com os antibioticos usados como
marcadores seletivos (100 mg/ml de NAT, 100 mg/ml de NEO) e confirmados por PCR.

Apo6s confirmagdo, os transformantes foram submetidos a diferentes condigdes

de crescimento para determinacdo de seus fendtipos e viruléncia.
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Tabela 5: Lista de oligonucleotideos usados neste estudo

Gene

NEO

CLR3

SAP128

HD3

CLR61

CLR62

Oligos
NO
NSL
NSR
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P9
P10
P11
P12
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P9
P10
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P9
P10
P9
P10
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P9

Cadigo

AA3934
AA3935
AA4379
AA4380

AAA4385
AA4386
AA4387

AA4387
AA4396
AA4397
AA4419

AA4420

AA4470
AA44T71

AA4472
AA4473
AA4474

AA4475
AALATT
AA44T8
AA4516
AA4517

AA4518
AA4519
AA4520

AA4521
AA4522
AA4523
AA4491
AA4492
AA4554
AA4555

AAA4556
AA4557
AA4558

AA4559
AA4568

Sequencia 5°- 3’

TCGATGCGATGTTTCGCT
CCTGAATGAACTGCAGGA
CAAAGGCAACAGATCGGAAT
CCAAGCTTGGCGTAATCATGCTTGCTGTGGGTTGAGTCG

CGACTCAACCCACAGCAAGCATGATTACGCCAAGCTTGG
CCCCAGCCAGCTCGCTACATGAATTGTAATACGACTCAC
GTGAGTCGTATTACAATTCATGTAGCGAGCTGGCTGGGG

TCTTGTTACAGCCAGCACAACA
CCGTTCCTCCTTCTTCTCCAACT
TTTTCATCCTCCAATACCAC
AAGGAGATCTGACACTTACGCTCTTT

GTAGTCTAGAAGTTGTGTTCATCAGTCA

TAGACCGCTTTAACCCATTT
CCAAGCTTGGCGTAATCATGTCTCGATGGTTACTGAGCTT

AAG CTC AGT AAC CAT CGAGACATG ATT ACGCCAAGCTTGG
TAT TCT TCT CTC TTC ACG ACC TGA ATT GTA ATA CGA CTC AC
GTGAGTCGTATTACAATTCAGGTCGTGAAGAGAGAAGAATA

GATCTTGAGCATACCACTCCTA
CACCGCACTTGATTAGGATATT
CAGTGGTTTCTCTTCAATCTTC
CCATGACATTAGGAGTAAGGAT
CCAAGCTTGGCGTAATCATGTCGGTTGTCTGTTGAGTGTCATAC

GTATGACACTCAACAGACAACCGACATGATTACGCCAAGCTTGG
AAACCATCAGGAAACCATGTGAATTGTAATACGACTCAC
GTGAGTCGTATTACAATTCACATGGTTTCCTGATGGTTT

TATCGTGAGTTGTAAAATGGGTG
CTACAGTATATCCCTATCCCTTGA
GATAAGAAGAGGGTAGAAGAGGTT
GAATATCTTCTCGTAGTCCAGTG
TTACTGTTGCTCCTCCTACTATC
TTTGCATCTCTTCTCCAGGA
CCAAGCTTGGCGTAATCATGCGGACGTAACAAGGAGTTGAGA

TCTCAACTCCTTGTTACGTCCGCATGATTACGCCAAGCTTGG
GAGACGTGATAGATAATAGGAGGAGAATTGTAATACGACTCAC
GTGAGTCGTATTACAATTCTCCTCCTATTATCTATCACGTCTC

TTATCCTGCAAAGCGTCTAACCT
GTGATGTCAGAGTGAGTTCTTTT

Alvo

NEO
NEO
Regido Flanqueadora 5’

Regiao Flanqueadora 5’
+ 5" NEO
Complemento reverso
do P2
Complemento reverso
do P5
Regido Flanqueadora 3’
+3” NEO
Regido Flanqueadora 3’

Interno a ORF
Interno a ORF

Regido Flanqueadora 5’
+ sitio Bgl2
Regido Flanqueadora 3’
+ sitio Bgl2
Regido Flanqueadora 5’

Regido Flanqueadora 5’
+NEO
Complemento reverso
do P2
Complemento reverso
do P5
Regido Flanqueadora 3’
+ NEO
Regido Flanqueadora 3’

Interno a ORF
Interno a ORF
Regido Flanqueadora 5’

Regiao Flanqueadora 5’
+ 5" NEO
Complemento reverso
do P2
Complemento reverso
do P5
Regido Flanqueadora 3’
+3” NEO
Regido Flanqueadora 3’

Interno a ORF
Interno a ORF
Interno a ORF
Interno a ORF
Regido Flanqueadora 5’

Regiao Flanqueadora 5’
+ 5’ NEO
Complemento reverso
do P2
Complemento reverso
do P5
Regido Flanqueadora 3’
+3’ NEO
Regido Flanqueadora 3’

Interno a ORF
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Tabela 5: Continuacéo.

P10 AA4569 TTACTTGATACGCTCCAGATACT Interno a ORF

P2 AA4480 CCAAGCTTGGCGTAATCATGTCTCCCCCTTTTCCTCTTTC Regiao Flanqueadora 5’
+ 5’ NEO

AA4483 TATCCTCCTCAATTCCATAGTCGAATTGTAATACGACTCAC Complemento reverso
do P5

AA4484 GTTTGTCAGAAAGTCAGAAAGC Regido Flanqueadora 3’

444490 GAGTGCAAGATATAGAGGGTAGAT Interno a ORF

AA4561 TAAACTGGAGTTATCATCGTACC Regido Flanqueadora 3’

AA4575 AATAGTTGTTTTGTGGGAGTTC Interno a ORF

AA4563 CTATGCGTCTATTACCGTAAGTT Regido Flanqueadora 3’

CGATTCCGTTATCTCTTACTTC Interno a ORF

78



1° Rodada PCR P3

- 200
— —
P5
Pl ’

. P atci |5 - NAT/NEO S -

| €INSL .
5’ Regido Flanq . ] 1 3’ Regiio Flanq
: e —
P2 ENATINEO =3'| Tipe . P6
< w
2° RodadaPCR
P1

—> €—NSL
5’ Regido Flang . Parci |5 -NATNEO S

P6
< —

ENATINEO -3 TTRPI l 3’ Regido Flang

NSR —>

¥

5" Regido Flanq .. Parar IS'-NATINEO §
X
ENATINEO-S'I . . ¥ Reglio Flang ]

Tripla Recombinagio

Gene Alvo

\ 4

Gene especifico dele¢cao mutante

NAT / NEO -:>—_

Figura 20: Diagrama esquematico do double-joint PCR com seletivo marcador dominante e
transformacao por biobalistica para delecdo de gene em C. neoformans. Adaptado de Kim et al.,
2009.
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7.6 Testes fenotipicos de crescimento

Todos os mutantes de HDAC gerados neste estudo foram submetidos a
crescimento em diferentes condigdes estressoras e para indugdo dos fenotipos de
viruléncia in vitro. Para os ensaios de dilui¢do seriada, foram inoculados cinco pontos,
cada um representando uma diluicdo seriada, iniciando-se com 10° células no primeiro
ponto. Para ensaios com (nico ponto utilizou-se 10° células. Para a maioria dos ensaios,
foi definida a temperatura de 30 °C, na qual todos os mutantes apresentaram
crescimento 6timo. Nos ensaios de termotolerancia foram avaliadas as temperaturas de
30, 37 e 39 °C. As células foram sempre crescidas previamente em YPD conforme item
7.1, em seguida centrifugadas (1.000 g /5 minutos/ temperatura ambiente) e lavadas,
ressuspendidas em agua deionizada estéril, e a densidade celular foi ajustada a partir de
contagem em hemocitdmetro.

Os mutantes foram avaliados sob as seguintes condi¢des estressoras: meio agar
YPD contendo Congo red 0,5 %, Calcofluor white 1mg/mL (CFW) e SDS (dodessil

sulfato de sédio) 0,06 %, ambos para avaliar possiveis danos de superficie celular.

7.7 Inducéo da Capsula

Cada linhagem (mutantes e tipo selvagem) foi previamente crescida em meio
YPD durante a noite a 30 °C com rotacdo a 150 rpm, em seguida as células foram
lavadas trés vezes com H,O destilada (H,Od) estéril e a densidade celular foi ajustada
para 10’ células/ mL em meio minimo (MM) quimicamente definido (dextrose 15 mM,
MgSO, 10 mM, KH,PO4 29.3 mM, glicina 13 mM e tiamina3 pM; pH 5.5). Um
volume de 3 mL da suspensdo celular foi inoculado em Erlenmeyer de 50 mL e entdo
incubado a 30 °C / 150 rpm por 24 h.

7.7.1 Analise da expansao da capsula

Para mensurar a capsula, sobre a superficie de uma lamina foram misturados 1
pL da suspensdo celular com 1 pL de tinta nanquim (Becton Dickinson, NJ) e em
seguida a lamina foi observada sob microscopio de luz na magnitude de 65x. No
minimo quatro diferentes campos aleatorios foram escolhidos e fotografados. Para
calcular o tamanho da capsula, foi medida a dimenséo total da célula (corpo da célula +

capsula) e do corpo celular (regido delimitada pela parede celular) usando-se o
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programa Fiji (Image J). O tamanho da capsula foi definido como a diferenca entre o
didmetro total das células menos o diametro do corpo celular. No minimo 100 células
foram contadas para cada grupo, e a razdo capsula da célula mutante / capsula do tipo
selvagem foi usada para normalizacdo dos dados. Os dados obtidos a partir da razdo
mutante / tipo selvagem foram empregados para quantificacdo relativa e andlise
estatistica.

Para a anélise global da expansdo da capsula, 107 leveduras da suspensdo celular
com céapsula induzidas, foram ressuspendidas em 0.2 mL de MM. Em seguida, uma
aliquota de cada suspensédo concentrada foi colhida em tubo microcapilar e estes foram
selados com cera e deixados em repouso vertical por até 12 h. Apds esse periodo, 0
volume formado a partir da coluna de células precipitadas foi mensurado, e a medida da
coluna de células para cada linhagem foi normalizada pela medida da coluna de células
do tipo selvagem. A razdo entre as médias para mutante / tipo selvagem foi plotada para
quantificacdo relativa e andlise estatistica. Teste estatistico empregado: One-way
ANOVA com poés-teste de Dunnett.

7.8 Teste de melanizacédo

Cada linhagem foi crescida previamente em meio YPD de acordo com o item
7.1. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com H,Od estéril e a densidade
celular ajustada para 10’ células/ mL em MM suplementado com L-DOPA 1 mM
(Sigma-Aldrich). Em placa de 24 pogos foi adicionado 1 mL da suspensédo de células,
entdo as placas foram incubadas a 30 °C / 150 rpm protegidas da luz. As placas foram
monitoradas diariamente no intuito de acompanhar a producdo do pigmento escuro
correspondente a producdo de melanina. Apos constatacdo da producdo de melanina as
placas foram fotografadas digitalmente. Para os ensaios em meio agar Niger seed
(Guizotia abyssinica 5%, Glicose 0,1 %, KH2PO4 0,1%, Bacto-agar 2%) a densidade
celular de cada linhagem foi ajustada pela OD 600 nm e 5 pL de cada suspensdo celular
foram adicionados ao meio. As placas foram incubadas a 30 °C ao abrigo da luz por
48h.

7.9 Teste de acasalamento.

As linhagens mutantes e selvagem tiveram a densidade celular ajustada pela OD 600

nm em PBS 1X estéril. Cada linhagem mutante no background do idiotipo de
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acasalamento MATa, foi misturada com a mesma concentragdo de células no
background do idiotipo de acasalamento MATa selvagem. 10 pL de cada mistura de
células foram semeados em placa contendo meio agar MS (Murashige & Skoog, 1962 -
MS 4,4 %, Bacto-agar 4%, pH 5.8). As placas foram incubadas a temperatura ambiente
protegidas da luz. Para a linhagem mutante c/r34 foram incubados os seguintes pares:
clr3do + WTa, clr3da + WTa, clr3da + clr3da e o reconstituido o (clr3+CLR3) +
WTa. As placas foram monitoradas diariamente para acompanhar o crescimento das

hifas. As hifas foram fotografadas nos dias 7 e 10 ap6s incubacéo.

7.10 Avaliacéo da producéo de urease.

As leveduras foram previamente crescidas e semeadas em meio agar de
Christiansen para analise da producédo de urease (peptona 0,2%, NaCl 86 mM, KH,PO,
14,7 mM, uréia 333 mM, 45 pM de vermelho de fenol, pH 6.9). Um inéculo de 10°
leveduras para cada linhagem mutante foi semeado por poco de placa de 6 pocos. As
placas foram incubadas em estufa a 30 °C e o crescimento do inoculo bem como a

mudanca na coloracdo do meio (de amarelo ao rosado) foi monitorada diariamente.

7.11 Avaliacéo da producéo de proteases.

Cada linhagem foi previamente crescida em YPD e entdo inoculada em meio
4gar BSA (4gar 2%, meio YNB 1%, BSA 1%, glicose 0,4%). Um in6culo de 10°
leveduras para cada linhagem mutante e do tipo selvagem foi semeado por poco de
placa de 6 pocos e incubado em estufa a 30 °C. Os indculos foram monitorados
diariamente e o surgimento do halo ao redor da colénia foi medido. A atividade de
protease foi proporcional a medida do halo. O tamanho do halo foi definido como a
diferenca entre o (didmetro do halo + col6nia) menos (diametro da colbnia). A razéo
halo da célula mutante / halo do tipo selvagem foi usada para normalizacdo dos dados.
Os dados obtidos a partir da razdo mutante / tipo selvagem foram empregados para
quantificacdo relativa e analise estatistica. Teste estatico empregado: One-way ANOVA
com pos-teste de Dunnett.
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7.12 Teste de crescimento na presenca dos HDACI Tricostatina A e Butirato de
Sadio

As leveduras, previamente lavadas com H,Od estéril, tiveram a densidade celular
ajustada pela OD 600 nm / mL em YPD previamente suplementado com 10 mM de
NaBut ou 10 uM de TSA. Duzentos microlitros de cada suspensdo de célula foram
adicionados aos pocos, em duplicata, de placa de 96 pocos e incubados nas temperaturas
de 30 e 37 °C / 150 rpm.

A densidade o6ptica de cada poco foi determinada por espectrofotometria
(EON Microplate, Biotek Inc) no comprimento de onda de 600 mm a cada 24 h. As
médias das OD referentes ao crescimento de cada linhagem com/sem tratamento com 0s
HDACI foram analisadas e a razdo entre ndo-tratado/tratado foi plotada em um mapa de
calor com seus respectivos desvios. A coloracdo azul indica as amostras com menor
crescimento em relacdo as leveduras que ndo receberam tratamento, enquanto que a
coloracdo avermelhada indica maior crescimento. O teste estatistico empregado nesta

andlise foi o t-student ndo pareado de duas caudas.

7.13 Teste de viabilidade em macréfagos.

As linhagens mutantes para os genes de HDAC foram testadas para quantificar a
habilidade de replicacdo e sobrevida em macréfagos em comparacdo a linhagem
selvagem. Macrofagos J774A.1 foram previamente inoculados em placas de 96 pocos
na concentragdo 5 X 10* células / poco. As células foram cultivadas por 18 h em estufa
a 37 °C contendo 5% de CO,. Posteriormente o sobrenadante das culturas foi removido,
e os macréfagos foram pré-estimulados com 100 pL. meio DEMEM contendo10 nM de
PMA (Phorbol Myristate Acetate) por 1 h. Durante o tempo de estimulacdo, foi
preparada uma suspensdo de meio DMEM + leveduras de cada linhagem separadamente
(proporcéo de 1 levedura:1macréfago) acrescida do anticorpo contra a GXM presente
na capsula de C. neoformans (mAb 18B7 1gG [1u/mL] — Zebedee et al., 1994) para
opsonizacdo. Esta suspenséo foi incubada a 37 °C/150 rpm por 1h. Apos os periodos de
pré-estimulo dos macrofagos e opsonizacdo das leveduras, as leveduras opsonizadas
foram adicionadas a placa com macréfagos e a co-cultura incubada novamente a 37 °C/
5% CO;, por 2h. Ap6s o periodo de incubagdo, o sobrenadante da cultura foi descartado
e 0s pocos lavados 3x com PBS estéril para remocao das leveduras que ndo haviam sido

fagocitadas. Foram adicionados entdo 200 pL de meio DMEM por pogo e a placa
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incubada novamente a 37 °C/ 5% CO; por 12 h. Apds o intervalo de 12 h, 200 pL de
H,Od estéril foram adicionados a cada pogo e a placa deixada por 5 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante de cultura foi transferido a tubo eppendorf estéril
de 1,5 mL. Os pocos foram lavados com 200 pL de H,Od estéril mais 3x e o
sobrenadante armazenado no mesmo tubo. As células foram entdo diluidas 1:10, 1:100 e
1:1000, e as diluicdes foram semeadas em meio YPD e incubadas por 48h/30 °C. O
namero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi determinado e a quantificagcdo
relativa entre as leveduras das linhagens mutantes versus o selvagem foi plotada em
gréfico. O ensaio foi realizado em quadruplicata e o teste estatistico empregado nesta

analise foi One-way ANOVA com pos-teste de Dunnett.

7.14 Teste de viruléncia em Galleria mellonella.

As leveduras foram lavadas e ressuspendidas em PBS pH 7,4 estéril, a densidade
celular foi ajustada ap6s contagem em hemocitometro para 5 x 10° /mL. As lagartas
pesavam entre 300-400 mg; foram escolhidas aleatoriamente 20 lagartas para cada
grupo experimental. Destas, 15 foram monitoradas para sobrevivéncia e outras 5
separadas para posteriores andlises de UFC e visualizacdo da capsula. As larvas de G.
mellonella foram infectadas diretamente na hemolinfa, usando-se uma seringa Hamilton
de 10 pL, com um volume de 10 pL da suspenséo de leveduras em PBS (5 x 10* UFC)
na Gltima properna esquerda. Apos a infecgdo, as lagartas foram adicionadas em placas
de petri estéril a 30 ou 37 °C, conforme cada experimento, e monitoradas a cada 24 h
por um total de 10 dias. Como controles foram usados o mutante de C. neoformans,
hipovirulento em G. mellonella rasi4 (Mylonakis et al., 2005) e um controle apenas
com PBS para demostrar que as lagartas ndo morreram pelo processo de manipulacéo.
Apos 4 dias de infeccdo, o grupo separado para analises de UFC e visualizacdo da
capsula, foi sacrificado e a hemolinfa recuperada. As lagartas foram esmagadas em tubo
falcon de 15 mL, contendo 1 mL de PBS estéril e a suspensao filtrada em cell strainer
de 100 um (BD Falcon, Erembodegem, Bélgica). Para visualizacdo da cdpsula, 1 pL da
suspensdo foi misturado a 1 L de tinta nanquim em lamina para microscopia optica,
coberto com laminula e visualizado em microscépio de luz. Para os ensaios de UFC,
seguiu-se com diluicdo seriada de 10x por 3 pontos. Em seguida, 100 pL de cada ponto
foram semeados em placa de Petri contendo YPD + cloranfenicol (1 mg/mL) para evitar

contaminacdo com bactérias. As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h, e as unidades
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formadoras de colbnias foram contadas para cada grupo. A analise estatistica da curva

de sobrevivéncia das lagartas foi feita segundo o método Kaplan-Meier.

7.15 Teste de viruléncia em camundongos.

Todo o trabalho com os animais foi realizado de acordo o Duke University
Institutional guidelines for animal experimentation, no qual uma das normas obriga que
0S animais sejam monitorados diariamente para avaliar sinais de infec¢do, bem como
que sejam pesados diariamente e, quando constatada a perda de 2 g semanal, os animais
seguem para serem sacrificados com uso de CO, acompanhando de um segundo
método de eutandsia para assegurar a morte. As técnicas usadas para eutanasia dos
animais foram aprovadas pela IACUC-approved animal handling protocol- A217-11-
08.

A viruléncia do mutante de HDAC clr34 foi avaliada em camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6. Para cada grupo experimental (clr34, tipo selvagem e
clr3+CLR3) 20 camundongos foram separados, 5 em cada caixa, pesados e numerados
na regido da cauda. Os camundongos foram anestesiados com o uso do isoflurano e
infectados intranasalmente com 25 pL de suspensdo de células (10° leveduras). O peso
dos camundongos foi monitorado diariamente pela manha, por um total de 40 dias apds
a infeccdo. Para as analises de UFC e histopatoldgica, cinco camundongos de cada
grupo foram analisados nos dias 7 e 14 ap0s infec¢do. A analise estatistica da curva de

sobrevivéncia dos camundongos foi feita seqgundo o0 método Kaplan-Meier.

7.16 Anélise histopatoldgica e de unidades formadoras de colénia (UFC)

Apbs os dias 7 e 14 de infeccdo, o pulméo e o cérebro dos camundongos foram
removidos para analises. Os 6rgdos foram pesados apds extracdo para normalizacdo dos
dados de UFC / mg de tecido.

As analises histopatoldgicas dos pulmdes foram realizadas no Duke
histopathology core facility. Os pulmdes foram colhidos e inflados com 10% neutral
buffered formalina. O tecido pulmonar foi embebido em parafina e foram realizados
cortes de 5 pm, seguindo-se coloragcdo com hematoxilina e eosina (H&E). Todas as
laminas foram observadas em microscopio de luz e fotografadas para analises dos
dados.
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Para avaliacdo das UFC, os tecidos foram triturados em 1 mL de PBS estéril,
seguindo-se diluicdo seriada de 10 x por cinco pontos ( 10™ — 10). As diluicdes foram
semeadas em placa contendo &gar YPD + cloranfenicol (1mg / mL) e incubadas por até
48 h. As UFC foram contadas e normalizadas pelo peso de cada tecido. O teste

estatistico aplicado nestas analises foi o de t student ndo pareado.

7.17 Anélise do Ciclo Celular

As linhagens cir34, tipo selvagem e mutante reconstituido (clr3+CLR3) foram
previamente crescidas conforme o item 7.1. Em seguida, a densidade celular foi
ajustada para OD 600 nm em meio YPD. Os in6culos foram incubados a 37 °C / 150
rmp por intervalos de 6 e 24 h. Em seguida, as leveduras foram centrifugadas (1000g / 5
minutos) e ressuspendida em tampdo NS 1x (10 mL 1M Tris-HCL pH 7.5; sacarose
85,6 g; 2 mL 0,5M EDTA pH 8; 0,095g MgCl,, 0,0147g CaCl,; 0,0136 g ZnCl,; 0,096
fenilmetilsulfonil fluoreto; 0,49 mL de 2-mercaptoetanol, 989 mL H,Od) e novamente
centrifugadas por 30 segundos. Seguiu-se ressuspensdo em 200 pL de solucdo Master
Mix (180 pL 1x NS, 14 pL de RNase [15ug/ uL], 6 pL de lodeto de propidio-PI [1ug/
pL]) e incubacdo a temperatura ambiente por 2h. Uma aliquota de 50 pL da suspenséo
de celulas foi adicionada a 500 pL de solucéo Tris-PI (428 pL 1M Tris pH 7.5, 18 pL
de PI [1 pg/ pL]), incubada em gelo e enviada a Duke Cell Cytometer facility para
anélise em escala linear (BD FACS Calibur™). As populagdes foram separadas de
acordo com as fases do ciclo celular (G1/ GO, S ou G2 / M). Para cada condigdo foram
analisados 10.000 eventos. Os dados deste ensaio foram analisados com auxilio do

programa FlowJo (versdo para Macbook).

7.18 Sequenciamento do RNA (RNA-Seq)

As analises do RNA-Seq foram realizadas em meio minimo (MM) por este se
tratar de um meio quimicamente definido, simples de ser controlado, favoravel a
inducdo de capsula e de melanina, dois dos principais fendtipos atenuados no mutante
para o gene CLR3. As linhagens mutantes c/r34, e a linhagem selvagem, todos idiotipo
a, foram crescidas previamente (item 7.1), ambas em triplicata distintas, para
comparacdo do perfil de expressdo dos genes. Em seguida, as células foram lavadas e

inoculadas em meio YPD na concentragdo OD 600 nm, em um volume total de 50 mL e
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incubadas por mais 6 h para atingirem a fase exponencial. Neste ponto, as células foram
colhidas, lavadas e contadas em hemocitometro. A densidade celular foi ajustada para
10’/mL em meio MM, seguindo-se incubacdo por 2 h / 30 °C/ 150 rmp. As amostras
foram entdo centrifugadas (1000g/5 minutos/ 4 °C) e o sedimento foi imediatamente
congelado em gelo seco por 30-40 minutos. Seguiu-se uma etapa de crio-dessecamento,
usando-se liofilizador, durante a noite. Em seguida, o RNA foi extraido usando-se o
protocolo do RNEasy® Plant RNA Extraction Kit (QIAgen) com altera¢des: o uso de
500 pL de pérolas vidros (0,6 cm de diametro) na etapa inicial, antes de se adicionar o
tampéo de lise, 3 ciclos em vortex (velocidade maxima) de 30 segundos, com intervalo
de 1 minuto no gelo entre os ciclos. Quando o sedimento celular alcangou a
consisténcia de um fino po, foram adicionados 750 pL do tampdo RLT e seguiu-se o
protocolo padréo.

O RNA total foi submetido ao Duke University Center for Genomic and
Computational Biology, onde as amostras passaram por purificagdo do RNA poly-A*
(KAPA Stranded mRNA-Seq Kit, Kapa Biosystems) e sequenciamento (Illumina HiSeq
2000, Hllumina Inc). As linhas de dados foram montadas usando-se o programa Tophat 2
(Kim et al., 2013). A quantificacdo dos transcritos foi calculada usando-se
Cufflinks/Cuffdiff pipeline (Trapnell et al., 2012). O genoma e transcriptoma utilizados
como referéncia nesta anélise tiveram como base o banco de dados C. neoformans H99
Sequencing Project at the Broad Institute of MIT and Harvard. As analises para
descricdo de funcédo e localizacdo dos genes relacionados a viruléncia (Tabela 6) foram

realizadas por meio do site FungiDB.

7.19 Andlises estatisticas

Aos dados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism versao 6.01
para Windows ou Mac. O teste paramétrico One-way ANOVA e o pos-teste de Dunnet
foram aplicados para comparar as variancias entre grupos. O teste t-student foi aplicado
em andlises de quantificacdo relativa comparando-se amostras de linhagens mutantes
versus tipo selvagem, ou no caso de uso de drogas: ndo-tratado versus tratado. O
intervalo de confianga empregado em todas as anélises foi de 95%. O valor de P foi

considerado significante quando < 0.05.
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8. Resultados

8.1 C. neoformans possui oito genes de HDAC pertencentes as Classes | e 1.

Com base em nosso trabalho anterior (Brandao et al., 2015) mostrando que 0s
inibidores de HDAC NaBut e TSA, foram capazes de afetar negativamente os principais
fenotipos de viruléncia em C. neoformans, seguiu-se 0s estudos sobre regulacdo da
cromatina e viruléncia focados agora em encontrar 0s possiveis alvos destes inibidores.
Com o auxilio do Broadinstitute (genome data base Broad Institute H99-

https://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus neoformans/MultiHo

me.html) foram identificados oito genes anotados no genoma de C. neoformans H99
com dominio de HDAC (CNAG_01563, CNAG_04679, CNAG_05096, CNAG_01699,
CNAG_05276, CNAG_00660, CNAG_05563 e CNAG_05690). As CNAG anotadas no
genoma como HDAC, foram submetidas a analise buscando-se informacGes sobre
funcGes caracterizadas e possiveis ortdlogos e homdlogos por meio do site do FungiDB.
No FungiDB foram encontrados uma vasta homologia com varias espécies de fungos,
desde as mais distantes do Filobasidiella até as mais proximas, como era esperado uma
vez que as HDAC sdo altamente conservadas entre as espécies (Gregoreti et al., 2004).
Vaérios estudos comparativos para as HDACs tomam como contraparte as espécies S.
cerevisiae e S. pombe, cujas HDACs ja sdo bem descritas na literatura. Foram realizadas
analises comparativas entre a sequéncia de proteina de cada uma das oito HDACs
descritas no genoma de C. neoformans e suas contrapartes em S. cerevisiae e S. pombe.
Deste modo, foram classificados e nomeados neste trabalho cada HDAC de C.

neoformans de acordo o grau de homologia (Figura 21).
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Figura 21: Dendograma representando a relagdo entre as HDACs de trés especies de fungos.
Sequencigs de proteinas correspondendo as classes | e Il da subfamilias de HDACs de C. neoformans
foram comparadas a suas contra-partes em S. cerevisiae e S. pombe por meio do programa MUSCLE:

multiple sequence alignment. Cn: Cryptococcus neoformans, Sc: Saccharomyces cerevisiae, Sp:

Schizosaccharomyces pombe.

Apenas dois dos oito genes de HDAC em C. neoformans foram previamente
descritos (Liu et al., 2008). HOS2 e RPD3, no trabalho de Liu e colaboradores, se
mostram importantes em processos que envolveram viruléncia em camundongos, e
apresentaram dificuldade no crescimento a 37 °C; o mutante para hos24 também
apresentou reducdo na producdo de melanina. Optou-se por recriar estes mutantes no
laboratério do Dr. Alspaugh na Universidade de Duke (Durham, Carolina do Norte,
EUA), a partir dos mutantes disponiveis na biblioteca do Dr. Madhani usados no estudo
de Liu et al., 2008, para deste modo usa-los controle em nossos estudos. Na biblioteca
do grupo do Dr. Madhani, encontramos também o mutante para c/r614 (CNAG-01699)
que ainda ndo havia sido estudado, esse mutante também foi obtido a partir do original
presente na biblioteca. Além destes, nosso grupo realizou a dele¢do de mais cinco genes

de HDAC pelo método de Double-joint (ver métodos).
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8.2 Os genes de HDAC de C. neoformans sdo expressos sob condic¢des de indugéo

da capsula.

Uma vez que os genes de HDAC foram encontrados no genoma de C.
neoformans e em nosso trabalho anterior (Brand&o et al., 2015) o tratamento com
HDACI reduziu a expansdo da capsula, decidiu-se avaliar se os genes de HDAC sao
expressos sob as condicdes de inducdo da capsula. Em anélise de PCR em tempo real
constatou-se que todos os oito genes de HDAC tiveram o acumulo dos transcritos
aumentados em relagdo ao tempo zero, sem inducdo da capsula (Figura 22). Para o0s
genes SAP128, HD3, CLR61 e CLR62 o acimulo de transcritos foi maior nos primeiros
30 minutos de inducdo; em seguida, houve reducdo desse acimulo, no entanto os niveis
de transcrito se mantiveram acima do nivel basal, no tempo zero (Figura 22). CLR3,
HOS2 apresentaram o mesmo perfil de acimulo de transcritos, aumentando nos
primeiros 30 minutos e se mantendo estdvel durante o restante da analise. RPD3

apresentou um aumento gradativo no acimulo de transcrito a cada 30 minutos.
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Figura 22: Analise por PCR em tempo real dos niveis dos transcritos dos genes de HDAC em C.
neoformans: Leveduras de C. neoformans H99 foram inoculadas em meio minimo (ver métodos) a 30 'C
e cultivada por 0, 30, 60 e 180 minutos. Apés cada intervalo, o0 RNA foi isolado e a quantifica¢éo relativa
do acumulo de transcritos foi analisada e comparada ao tempo zero. As barras de erro representam o
desvio padrdo. Resultados similares foram obtidos em dois experimentos independentes. Teste estatistico:
Two-way ANOVA e pds-teste de Tukey.
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8.3 Os genes de HDAC sdo requeridos para crescimento sob certas condicdes de

estresse.

O painel abaixo mostra o perfil de crescimento de cada linhagem mutante gerada
neste estudo, sob certas condi¢fes de estresse. A termotolerancia foi bastante
comprometida nos mutantes de c/r34, hd34, clr624, hos24 e rpd34, sendo mais
pronunciada na temperatura de 39 °C (Figura 23). Observamos uma sutil redugdo no
crescimento de clr34, clr624 e rpd34 na presenca de SDS, calcofluor-white e congo red
(Figura 23).

Figura 23: Os genes de HDAC séo requeridos para crescimento em certas condigdes de estresse. A
maioria dos genes de HDAC se mostra necessaria para o crescimento em temperaturas acima de 30 °C ou
em outras condi¢Bes de estresse. As diferentes linhagens mutantes e o tipo selvagem foram diluidas em
série (5x por ponto — ver métodos) e 3 pL de cada diluigdo foram semeados em meio &gar: YPD, dodecil
sulfato de sédio (SDS), calcoflior (CFW) e Congo-Red. Em seguida, as placas foram incubadas a 30, 37
ou 39 °C de acordo cada ensaio. A esquerda do painel, crescimento em meio nutritivamente rico (YPD)
nas temperaturas indicadas acima das imagens; a direita, crescimento em placas de &gar contendo os
estressores na temperatura indicada acima da imagem. WT: tipo selvagem.
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8.4 HDAC influenciam diferentemente a expansao da capsula.

Uma vez que foi observado uma acentuada reducdo da cdpsula na presenca dos
HDACI, surgiu a hipétese de que os mutantes de HDAC poderiam apresentar fendtipos
semelhantes. Mensurou-se a expansao da capsula para os oito mutantes de HDAC e
comparamos ao tipo selvagem. Os mutantes clr34, clr624 e hos34 apresentaram
significativa reducdo na formacgdo de cépsula (Figura 24 B e C). Por outro lado, o
mutante hd34 apresentou um significativo aumento em relagdo ao tipo selvagem,
enguanto os demais mutantes ndo apresentaram significantes alteracdes (Figura 24 B e
C). Curiosamente clr34 também apresentou um sutil aumento no volume do corpo
celular (Figura 24A) como seré abordado com mais profundidade na discusséo do ciclo
celular. Embora esse aumento tenha sido significativo, ndo interferiu na anélise do
tamanho da capsula, que é claramente reduzida quando se observa os graficos e as

respectivas imagens representativas (Figura 24 B e C).
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Figura 24: HDACs atuam diferentemente sobre a expansdo da capsula. A-B) O didmetro da capsula
foi mensurado pela zona de exclusdo apés coloragcdo com nanquim (aumento de 65x). No minimo 100
leveduras foram aleatoriamente escolhidas sob as mesmas condi¢des de aquisicdo. O raio da cépsula foi
calculado como a diferenca entre o didmetro celular e didmetro do corpo celular. C) A medida da capsula
foi mensurada com base no volume da populagéo de células, normalizadas pela densidade celular em um
mesmo volume, ressuspendida em micro-capilar. A altura da coluna do capilar, correspondente a
populacdo de células global, foi apresentada em porcentagem (ver métodos item 7.7.1). Os graficos
mostram a quantificaco relativa baseada na razdo entre a medida da linhagem mutante / tipo selvagem.
As barras representam o erro padrdo. WT: tipo selvagem. Teste estatico: One-way ANOVA com pos-
teste de Dunnett p < 0,0001.
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8.5 Os mutantes clr34 e hos24 apresentaram atraso na producdo de melanina.

A producédo de melanina foi avaliada para os mutantes de HDAC. Em ensaios em
meio MM em placa de 24 pocos ou em meio sélido Niger seed, observou-se uma nitida
reducdo na producdo de melanina para os mutantes c/r34 e hos24 nas primeiras 24 h de
inducdo em MM e apds 48 h em meio solido (Figura 25), ambos a 30 °C, uma vez que
0 crescimento para a maioria dos mutantes é comprometido a 37 °C. No entanto, apos as
leveduras alcancarem a fase estacionaria de crescimento, no ponto de 72 h em MM,
observamos que todos 0s mutantes tinham o mesmo tom escuro correspondente a
producdo de melanina (Figura 25) caracterizando a reducdo do fendtipo como
temporaria. A reversdo do fenotipo de produgdo de melanina comprometida é
facilmente observado no mutante reconstituido clr3+CLR3 (Figura 25).

24h 48h 72h
cIr33  cIr3+CLR3  sap128a
_cir3a cIr3+CLR3 sap1283 I3 clr3+CLR3  sap128a € i
Q @ O @ \0“ 05
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WT clr3A clr3+CLR3 hos2A
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Figura 25: Os mutantes clr34 e hos24 apresentaram atraso na producdo de melanina. As diferentes
linhagens mutantes de HDAC foram crescidas sob condicdes de indugdo de melanina. 10" leveduras/mL
de cada linhagem foram inoculadas em meio minimo suplementado com 1 mM de L-DOPA a 30 °C/150
rpm, ao abrigo da luz, pelos tempos indicados acima de cada imagem. Cinco pL da suspensdo de
leveduras na densidade OD600 nm /mL em PBS 1x estéril, foram adicionados a placa contendo meio agar
Niger seed e incubados a 30°C ao abrigo da luz, por 48 h. WT: tipo selvagem.
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8.6 Os mutantes de HDAC néo afetaram a producédo de urease.

A producédo de urease pelos mutantes também foi avaliada. Foi constatado que
nenhum dos mutantes de HDAC apresentou alteracdo significativa da atividade de
urease nos tempos e condi¢cdes empregadas neste estudo (Figura 26). A atividade de
urease foi avaliada proporcionalmente a mudanca na coloragdo do meio &gar de

Christiansen, do amarelo ao rosa, nos intervalos de 24 e 48 horas.
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Figura 26: Os mutantes de HDAC ndo tiveram a producdo de urease afetada. Cada linhagem de
células (mutantes e tipo selvagem) foi cultivada durante 48 h a 30 °C em meio &gar contendo indicador de
pH vermelho de fenol e solugdo de uréia. A coloragdo rosada indica atividade de urease positiva. WT:
tipo selvagem

95



8.7 O gene CLR3 é requerido para a correta formacao de hifas de acasalamento.

Investigou-se o potencial papel dos genes de HDAC no desenvolvimento sexual
de C. neoformans. Cada mutante de HDAC foi cruzado com o selvagem de idiotipo
oposto e diariamente a formacdo de hifas de acasalamento foi monitorada. Somente o
mutante c¢/r34 apresentou uma reducdo perceptivel na formacdo de hifas de
acasalamento, tanto no cruzamento unilateral, e ainda mais no bilateral que apresentou
uma drastica reducdo (Figura 27A), enquanto que a linhagem complementada
clr3+CLR3 teve comportamento similar ao tipo selvagem. Os demais mutantes
apresentaram numero de hifas similar quando comparados ao controle selvagem
(Figura 27B).
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Figura 27: O gene CLR3 é requerido para correta formacao de hifas de acasalamento. Linhagens
mutantes e selvagem tiveram a densidade ajustada pela OD 600 nm. As leveduras foram misturadas ao
idiotipo selvagem oposto e 10 pL da mistura foram inoculados em meio agar MS e incubados a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Os inéculos foram monitorados diariamente e as coldnias, com
suas hifas ao redor, foram fotografados nos tempos de 7 e 10 dias de incubagdo. Cruzamento entre MAT
opostos ao do selvagem foram tomados como controle: a x a. Cada linhagem mutante ¢ mostrada acima
da sua imagem correspondente. Imagens adquiridas em microscdpio de luz no aumento de 10x.
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8.8 Os genes CLR3 e HOS2 sdo importantes para atividade de proteases.

Todos 0s mutantes testados apresentaram atividade de protease positiva,
correspondendo & formagao do halo periférico ao redor do in6culo inicial. Entretanto, a
delecdo dos genes CLR3 e HOS2 levou a uma significativa reducdo na atividade de
proteases (Figura 28) quando comparados ao selvagem. O mutante clr34 apresentou o
menor halo. De modo a avaliar se a combinagdo das mutacles c/r34 e hos2A poderia
apresentar uma total ou ainda mais acentuada redugéo do tamanho do halo, realizou-se o
cruzamento das linhagens mutantes c/r34 com hos24 e rpd34 (ver métodos para
detalhes), resultando nos duplos mutantes: clr34/ hos24 e clr3Alrpd34. O duplo
mutante c/r34/rpd34 ndo apresentou alteracdo na atividade de protease, entretanto, a
dupla delegéo clr34/hos24 provocou uma reducdo no crescimento e uma atividade de

protease totalmente inibida (Figura 28).

98



clr3A sap128A hd3A clr61A clr62A hos3A hos2A rpd3A

®./e® 0l

Ensaio de Proteases

clr3Nhos2A  clr30ipd3A

N

o

H—
H
i

Quantificagdo Relativa
Mutante / Tipo selvagem
N
—

‘ *kk

Dq,bq,br\bq,v v q,DQ,Dq,Dn_,D
S EEET
L

O

P

Figura 28: Atividade de protease nos mutantes de HDAC. 10° leveduras de cada linhagem mutante e
do tipo selvagem foram semeadas em é&gar BSA e incubadas em estufa a 30 °C. As culturas foram
monitoradas diariamente e o surgimento do halo ao redor da col6nia foi medido. A atividade de protease
foi proporcional & medida do halo. O gréfico mostra a razéo entre a medida do halo do mutante / halo do
tipo selvagem. As barras representam erro padrdo. WT: tipo selvagem. Teste estatistico empregado: One-
way ANOVA com pos-teste de Dunnett. p < 0,0001.
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Quantificagdo Relativa
Mutante / Tipo selvagem

8.9 A combinacdo das delecBes clr34/ hos2A e clr34/rpd34 provocou dréstica

reducdo na expansao da capsula.

Em seguida, o perfil dos duplos mutantes clr34/ hos2A4 e clr34/rpd34 em
condicBes de inducdo da cépsula foi avaliado. Observou-se que a dupla delecdo em
ambos 0s mutantes, levou a uma dréastica reducdo do fendtipo de capsula (Figura 29). O
defeito no fendtipo de capsula foi o mesmo observado para diferentes linhagens
resultantes dos cruzamentos clr34 X hos24, clr34 X rpd34 (S1= linhagem derivada do

esporo 1, S2= linhagem derivada do esporo 2).
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Figura 29: Os duplos-mutantes apresentaram maior defeito na expansao da capsula. A combinacéo
da delecdo de genes clr3A/rpd34 e clr34/hos24 provocou acentuada reducdo da cépsula. As leveduras
foram inoculadas em meio minimo por 24 h a 30 °C/ 150 rpm. A medida da capsula foi determinada com
base no volume da populagdo de células, normalizadas pela densidade celular em um mesmo volume,
ressuspendida em micro-capilar. A altura da coluna do capilar, correspondente a populagdo de células
global foi apresentada em porcentagem. O grafico mostra a quantificacdo relativa baseada na razdo
mutante/tipo selvagem. As imagens das células e suas respectivas céapsulas foram adquiridas por
coloragdo com tinta nanquim. A cépsula corresponde a zona de exclusdo apos coloragédo (aumento 65Xx).
S1: linhagem derivada do esporo 1; S2: linhagem derivada do esporo 2. WT: tipo selvagem.
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8.10 O mutante clr34 apresentou maior resisténcia ao tratamento com TSA.

Testou-se a sensibilidade dos mutantes de HDAC a NaBut e TSA nas
concentracOes pré-estabelecidas, 10 mM e 10 uM respectivamente, que demonstraram
afetar o crescimento sem perda da viabilidade (Brand&o et al., 2015; Figura 10 e 11). A
hipdtese a ser testada era se a delecdo de algum dos genes de HDAC levaria a um
aumento na resisténcia aos HDACI, uma vez que estes seriam os alvos destas drogas. O
ensaio foi realizado nas temperaturas de 30 e 37 °C para ambos 0os HDACI. O painel
abaixo mostra a fracdo de porcentagem referente ao crescimento de cada linhagem
tratada com NaBut ou TSA em relacdo a mesma linhagem sem nenhum tratamento, ou
tratada com DMSO a 0,1% solvente da TSA. O mapa de calor mostra em tons de azul
os valores mais baixos e em vermelho os valores mais altos. O valor de 1,0 equivale a
crescimento 100% igual entre tratado e ndo-tratado. Quanto mais proximo ao valor de
1,0 menos as células foram afetadas pelos HDACI, deste modo pode-se inferir quao
resistente ou sensivel cada linhagem mutante é em relacdo ao tipo selvagem (WT).
Observou-se que para NaBut todos os mutantes foram mais afetados no tratamento que
0s ndo-tratados, em ambas as temperaturas. Interessantemente, os duplos mutantes
também apresentaram um maior crescimento apds tratamento em relacdo a maioria dos
mutantes com delecdo unica (Figura 30). Para TSA se observou que o mutante cl/r34
apresentou niveis de crescimento muito proximos ao valor 1,0 em ambas as
temperaturas, com valores de p >0.05, indicando que ndo houve diferenca significativa
entre o tratado e ndo tratado (Figura 30). O duplo mutante clr34/rpd34, também

apresentou um indice bem préximo de 1,0, porém somente na temperatura de 30 °C.
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Figura 30: O efeito dos HDACI sobre o crescimento dos mutantes de HDAC. As linhagens mutantes
para os genes de HDAC e tipo selvagem (WT) foram crescidas (10%/mL) em YPD por 48 h a 30 e 37 °C,
na presenca de 10 mM de NaBut ou de 10 pM de TSA. A densidade éptica foi determinada no
comprimento de onda de 600 nm (OD 600 nm). O mapa de calor mostra a média da razdo entre a fracéo
de porcentagem de crescimento, entre as amostras tratadas com os HDACi e as amostras ndo-tratadas.
SD: desvio padrdo. NaBut: Butirato de Sédio; TSA: Tricostatina A. Azul: valores mais baixos; Vermelho:

valores mais altos.
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8.11 As HDAC regulam a sobrevivéncia em Macrofagos.

As linhagens de C. neoformans mutantes foram co-incubadas com macrofagos
J774A.1 para se avaliar a taxa de fagocitose e sobrevida dos fungos. Apds 12 h, os
macrofagos foram lisados e as leveduras recuperadas, o nimero de UFC foi estimado
por meio de diluicdo seriada do lisado, semeada em YPD. Como mostrado na figura 31,
0s mutantes clr34, hda3A, clr62A, hos34, hos24 e rpd34 apresentaram UFC em menor
ndmero em relagdo ao parental. O mutante c/r34 apresentou 0s menores numeros de
UFC, por outro lado, somente o mutante clr61A apresentou um ndmero de UFC maior

que o parental selvagem (Figura 30).
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Figura 31: O papel das HDAC na sobrevida em macréfagos: Macrofagos foram pre-ativados com
PMA e as leveduras foram opsonisadas com o anticorpo 18B7. Quadruplicatas de cada linhagem foram
adicionads a placa de 96 pocos contendo 0s macrofagos J774A.1 em um MOI (multiplicity of infection)
de 1:1. Os nimeros de UFC foram contados e o grafico apresenta a quantificacdo relativa entre as médias
das quadruplicatas do mutante / tipo selvagem. As barras de erro representam o desvio padrdo. WT: tipo
selvagem. Teste estatistico: One-way ANOVA com pdés-teste de Dunnett p < 0,0001.
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8.12 Os mutantes hos24 e rpd34 mostraram-se hipovirulentos em G. mellonella.

Alguns dos mutantes que apresentaram UFC reduzido e aumentado nos ensaios
com macréfagos foram escolhidos para se avaliar o papel dos genes de HDAC de C.
neoformans em infeccdo de modelo animal. Como Liu et al., 2008 ja haviam relatado
que 0s mutantes hos24 e rpd3A4 tiveram a viruléncia atenuada em camundongos,
decidiu-se testar estes mutantes, juntamente com os mutantes de clr614, clr624, hos34,
no modelo de infeccdo G. mellonela. O mutante rasl4d (RAS1-controlled signal
transduction cascades), descrito como hipovirulento para ensaios em G. mellonella
(Milonakis et al., 2005), foi utilizado como controle. As lagartas foram infectadas com
diferentes linhagens mutantes para HDAC ou com o tipo selvagem, e incubadas a 37 °C.
No quarto dia ap6s infeccéo, 5 lagartas de cada grupo foram sacrificadas para ensaios de
UFC. Os dados mostraram que 0s mutantes hos24 e rpd34 foram hipovirulentos em G.
mellonella, no entanto ndo se observou diferenca significativa no namero de UFC em
relacdo ao tipo selvagem (Figura 32). Os demais mutantes (clr614, clr624 e hos3A)
nédo apresentaram diferencas significativas no tempo de sobrevida das lagartas, embora

as UFCs para clr614 e hos34 tenham sido maiores que a do selvagem (Figura 32).
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Figura 32: Os genes HOS2 e RPD3 sdo importantes para viruléncia em G. mellonella. As lagartas
foram infectadas com 5 x 10* leveduras/ animal e incubadas a 37 °C. O gréfico & esquerda mostra a curva
de sobrevivéncia das lagartas durante 10 dias de infeccdo. Os valores de UFC, quando significativos, séo
mostrados junto a cor da linha que representa cada linhagem. O gréfico a direita mostra o nimero de

unidades formadoras de colbnia recuperadas ap6s 4 dias de infeccdo. * p < 0.05, as barras de erro
representam o erro padrdo. WT: tipo selvagem. Teste estatistico: Kaplan-Meier.

8.13 O gene CLR3 ¢ essencial para a viruléncia de C. neoformans.

O mutante clr34 apresentou reducdo na expansdo da capsula, reducdo no
crescimento a 37 e 39 °C, no crescimento sob estressores de superficie, no nimero de
hifas de acasalamento, na atividade de protease e no numero de UFC apds infec¢do em
macrdfagos. Postulou-se entdo que o mutante também atenuaria a viruléncia. Os testes
de viruléncia em G. mellonella foram feitos incialmente em ambas as temperaturas (30 e
37 °C), visto que o mutante apresentou problemas no crescimento a 37 °C. Em ambas
as temperaturas 0 mutante c/r34 mostrou-se hipovirulento quando comparado ao tipo
selvagem (Figura 33). O nimero de UFC recuperadas a partir das lagartas, também foi
significativamente reduzido em ambas as temperaturas (Figura 33). A caracteristica de
hipoviruléncia do mutante clr34 foi totalmente revertida na linhagem reconstituida para
0 gene (clr3+CLR3) em comparado ao selvagem.

Em teste de viruléncia em camundongos da linhagem C57BL/6, o mutante c/r34

mostrou ser capaz de infectar os camundongos (Figura 34), como observado em anélise
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histopatolégica do pulméo dos animais apés 7 dias de infeccdo. Todavia, como pode ser
observado nas imagens, a infeccdo no pulmdo é mais branda e o nimero de UFC
recuperadas a partir do pulmédo de animais infectados, cinco por grupo, foi
significativamente menor para o mutante quando comparado ao tipo selvagem. Pode-se
observar um infiltrado de células do sistema imunologico mais pronunciado no tecido
pulmonar de camundongos infectados com o tipo selvagem, como indicado nas imagens
pelas setas vermelhas. Além de um maior nimero de células gigantes de C. neoformans
delimitadas por um espaco claro nas imagens, que corresponde a regido da capsula
(Figura 34). Foram realizados ensaios de UFC do cérebro dos camundongos infectados
no dia 7 apos infecgdo, porém neste momento da analise ndo foram detectadas leveduras
presentes no cérebro.

Apds 14 dias de infeccdo também foram realizadas analises histopatologicas de
pulmé&o e do nimero de UFC recuperadas de pulmao e cérebro dos animais infectados,
cinco animais por grupo. Os resultados mostraram um leve quadro inflamatério nas
imagens do pulméo dos animais infectados com o mutante c/r34, no entanto,
pouquissimas leveduras puderam ser encontradas no pulmao dos animais nesta etapa
(Figura 35). Na contagem de UFC do pulmdo, observamos um numero
significativamente menor em comparacdo a infeccdo com o tipo selvagem e pelo
mutante reconstituido (Figura 35). No cérebro dos camundongos, detectou-se para o
tipo selvagem e o mutante reconstituido, porém ndo encontramos leveduras do mutante
clr34. O que se pode observar claramente é um forte infiltrado inflamatério (setas
vermelhas) nos animais infectados pelo tipo selvagem e pelo mutante reconstituido, no
pulmao, com o tecido praticamente tomado por células de C. neoformans gigantes com
capsulas maiores que usual (setas amarelas) (Figura 35). Nos animais infectados pela
linhagem mutante se observa pouco infiltrado inflamatorio e poucas leveduras.

A curva de sobrevivéncia dos camundongos foi acompanhada por 40 dias,
monitorando-se 0s animais diariamente. Os animais infectados com a linhagem
selvagem e com o mutante reconstituido morreram todos entre a terceira e quarta
semana apos infecgdo (Figura 36). No entanto, os animais que foram infectados com o
mutante c/r34 sobreviveram até o final do ensaio (Figura 36). No final da curva, 0s
animais sobreviventes foram sacrificados, conforme norma ética da Universidade de
Duke, onde os experimentos foram realizados. Alguns animais foram recolhidos para

autopsia, e foi possivel observar uma infeccdo ja bem avancada no pulmao,
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caracterizando que os animais estavam desenvolvendo a doenca, porém mais lentamente
que aqueles infectados com a linhagem selvagem (dados ndo mostrados). Com base
nesta observagéo, determinamos o mutante c¢/r34 como significativamente hipovirulento

no modelo de infec¢do de camundongos.
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Figura 33: A mutacéo clr34 atenua a viruléncia em G. mellonella. Lagartas da espécie G. mellonella
(20 por grupo) foram infectadas com 5 x 10* leveduras do mutante clr34, do mutante reconstituido
(clr3+CLR3) e do tipo selvagem (WT). A sobrevida dos animais foi monitorada por até 10 dias apds
infeccdo. Quadro dias apés a infeccdo, 5 lagartas de cada grupo foram recolhidas para ensaio de UFC.
Teste estatistico da curva de sobrevivéncia: Kaplan-Meier. Teste estatistico do nimero de UFCs: t student
*p <0,0309 **p < 0,0040.
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Figura 34: Efeito da mutagao clr34 na viruléncia em camundongos. O gréfico apresentado em escala
logaritmica, representa o nimero de UFC recuperadas a partir do pulmdo dos camundongos infectados
com as diferentes linhagens de C. neoformans, indicadas acima das imagens, ap0s 7 dias de infecgdo. As
analises do histopatoldgico revelaram um aumento do infiltrado de células inflamatérias tanto para
linhagem mutante clr3, quanto para o tipo selvagem (WT). As setas vermelhas indicam regifo com forte
infiltrado inflamatério. As setas amarelas apontam as células do fungo no tecido, delimitadas por halo
periférico correspondendo a regido da capsula. WT: tipo selvagem. O pulméo de camundongos C57BL/6
infectados foi colhido no dia 7 apds infeccdo e analises de UFC e histopatologicas por coloragdo com
hematoxilina e eosina (H &E) foram realizadas. Um grupo de 5 camundongos por linhagem de C.

neoformans foi utilizado para estas analises. Aumento de 10x. Teste estatistico: t student.
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Figura 35: Efeito da mutacgéo clr34 sobre a viruléncia em camundongos. Os gréaficos apresentados
em escala logaritmica representam o nimero de UFC recuperadas a partir do pulmédo e cérebro de
camundongos infectados com as diferentes linhagens de C. neoformans indicadas acima das imagens,
apos 14 dias de infeccdo. As analises histopatoldgicas revelaram auséncia de células do mutante clr3 e
sutil processo inflamatorio, porém um aumento do infiltrado de células inflamatorias no pulméo de
animais infectados com a linhagem do tipo selvagem (WT) ou com o mutante clr3+CLR3 reconstituido.
As setas vermelhas indicam regi@o com forte infiltrado inflamatério. As setas amarelas apontam a
presenca do fungo no tecido, delimitadas por halo periférico correspondendo a regido da capsula. WT:
tipo selvagem. O pulmdo de camundongos C57BL/6 infectados foi colhido no dia 7 apds infecgdo e
analises de UFC e histopatoldgicas por coloragdo com hematoxilina e eosina foram realizadas. Um grupo
de 5 camundongos por linhagem de C. neoformans foi utilizado para estas analises. Aumento de 5x. Teste
estatistico: t student.
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Figura 36: A mutacdo clr34 atenua a viruléncia em modelos murinho de criptococose.
Camundongos da linhagem C57BL/6 (10 por grupo) foram infectados intranasalmente com 1 x 10°
células de C. neoformans de cada linhagem, e a sobrevida dos animais foi monitorada por 40 dias apds a
infeccdo. Teste estatistico: Kaplan-Meier.

8.14 O gene CLR3 esta envolvido no ciclo celular de C. neoformans.

Os dados mostrando um atraso no crescimento em temperaturas acima de 30 °C
sugeriram que o gene CLR3 poderia estar envolvido na regulacédo do ciclo celular em C.
neoformans. Para se avaliar esta hipdtese leveduras mutantes para CLR3 e do tipo
selvagem foram crescidas em meio minimo (MM) a 37 °C pelos tempos de 6 ou 24 h.
Ap0s o crescimento, as células foram analisadas por citometria de fluxo.

A delecdo do gene CLR3 levou a um aumento na populacdo de células na fase do
ciclo celular correspondente a G2/M (Figura 36). A alteracdo no ciclo celular so foi
observada no intervalo de 24 h de crescimento. Durante as 6 primeiras horas, observou-
se picos correspondendo a G1 e G2 que se sobrepdem para todos 0s grupos: clr3A4,
selvagem e clr3/CLR3 reconstituido (Figura 37 — 6h). No intervalo de 24 h, observou-

se um pico maior de células em G1 para a linhagem selvagem e 0 mutante reconstituido,
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enquanto que para 0 mutante c/r34 ha um nitido aumento na distribuicdo de células
correspondendo ao pico de G2/M (Figura 37 — 24h).

Ciclo celular CiclO celular
37°C -6h 37°C -24h
100 - 100
80 80
60 Rl clr3a
8
40 - 40-4
& 20—
20 - ]
i BRI e T A e et A s
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Figura 37: O mutante clr3A apresentou aumento da populagdo de células em G2/M. As células
foram cultivadas em meio minimo (MM) pelo tempo e temperatura indicados acima dos graficos (ver
métodos para mais detalhes). O histograma mostra a sobreposi¢ao das popula¢des de células dos grupos:
tipo selvagem em cinza, o mutante ¢/r3A em linha s6lida sem preenchimento e o mutante reconstituido
clr3+CLR3 em linha sélida mais espessa. PI: lodeto de propidio.
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8.15 A HDAC CIr3 regula transcricionalmente genes requeridos para a adaptacao

no hospedeiro.

Para a identificacdo de processos celulares regulados por ClIr3, empregou-se a
técnica de sequenciamento do RNA conhecida como RNA-Seq. Analisou-se 0
transcriptoma do mutante c/r34 e do tipo selvagem cultivados sob condig¢des de indugédo
da cépsula e de melanina, em meio minimo quimicamente definido (ver Métodos), com
o0 qual também se observou uma alteracdo no ciclo celular deste mutante. Mais de 4.000
genes se mostraram regulados diferencialmente entre o mutante e o selvagem.
Entretanto, a vasta maioria apresentou um fold-change muito pequeno, fazendo-se
necessario um enriquecimento dos dados para analise . Para maior clareza e concisao
dos dados, sdo apresentados: genes envolvidos na viruléncia (Tabela 6), genes
regulados negativamente no mutante ¢/r34 com fold change < -1 (Tabela 7) e genes

regulados positivamente no mutante c/r34 com fold change > 1 (Tabela 8).
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Tabela 6: Correlacéo da expressao de genes envolvidos na viruléncia em

C. neoformans entre o mutante clr34 e a linhagem selvagem.

Log2
Fenotipo GENE ID Descricéo Fold change
Capsula
CNAG_03644 capsule related protein (CAS3) -0.656548
CNAG_00701 protein involved in gxm O-acetylation (CAS31) -0.592768
CNAG_01283 beta-1,2-xylosyltransferase (CAP5) -0.580649
CNAG_00697 UDP-glucose epimerase (UGE1) -0.577653
CNAG_03735 beta-1,2-xylosyltransferase (CAP4) -0.555996
CNAG_00124 capsule structure designer protein (CAS32) -0.481096
CNAG_00721 alpha-1,3-mannosyltransferase (CAP59) -0.431493
CNAG_02581 capsular associated protein (CAS33) -0.410088
CNAG_02885 capsule-associated protein (CAP64) -0.391185
CNAG_00746 capsular associated protein (CAS35) -0.382597
CNAG_05023 putative maltose o-acetyltransferase (CAS91) -0.371088
CNAG_03695 probable sugar phosphate/phosphate translocator; -0.313686
capsule biosynthetic protein (CAS41)
CNAG_05222 transcription factor (NRG1) -0.242412
CNAG_05139 putative UDP-galactose transporter (UGT1) 0.168433
CNAG_05431 C2H2 zinc finger transcription factor (RIM101) 0.208602
CNAG_05264 alpha-amylase AmyA -0.737415
CNAG_02797 putative secreted protein (CPL1) 0.225613
CNAG_04312 mannose-6-phosphate isomerase (MAN1) -0.173343
Melanina
CNAG_03465 laccase (LAC1) -0.49109
CNAG_07734 About LAC 0.578943
CNAG_03464 laccase (LAC2) -0.221412
Mating Type
CNAG_07407 mating-type pheromone alpha (MFalpha3) -1.02769
CNAG_06808 a-factor pheromone receptor (STE3alpha) -0.501336
CNAG_06765 low mating performance protein (LMP1) -0.494701
CNAG_05465 G-protein beta-like rack1 protein homolog (GIB2) -0.292177
CNAG_04864 iron-responsive gata-type transcription factor -0.254616
(CIR1)
CNAG_06980 mapkk kinase, ste/stell protein kinase 0.344868
(STEllalpha)
CNAG_03938 nonmating-type specific pheromone G-protein 0.61943
coupled receptor (CPR2)
CNAG_04323 hypothetical protein -0.213656
CNAG_04755 mitogen-activated protein (map) kinase kinase -0.315193
kinase (BCK1)
CNAG_05752 kinesin microtuble motor protein (KAR3) -0.915145
Urease
CNAG_00678 urease accessory protein (URE7) 0.184996
CNAG_01166 urease accessory protein (URE4) 0.288785
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Tabela 6: Continuago.

Fosfolipase

Anti-fagocitose

CNAG_06346 barwin-like protein domain (BLP1) -1.31535
Oxidagao

CNAG_05265 hypothetical protein -0.33917

CNAG_04508 hypothetical protein 0.587588

CNAG_03848 glutathione transferase -0.370548

CNAG_00581 saccharopepsin 0.428232

Cromatina
CNAG_06591 histone deacetylase complex protein (SET302) -0.306472

CNAG_05276 -0.155206
histone deacetylase 1/2 (CLR62)

CNAG_05096 histone deacetylase 1/2 (HD3) -0.081887

CNAG_05622 histone demethylase (RPH1) 0.442366

CNAG_03406 putative compass/setlc complex subunit -0.194619
(SPP101)

Transcrigédo

CNAG_02115 nonhistone chromosomal protein (NHP6B02) -0.716932
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Tabela 7: Genes regulados negativamente no mutante c¢/r34 com fold change < -1

CNAG_07826 -3.11883 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_02849 -2.84536 C. neoformans var. grubii 3 glutathione transferase
H99

CNAG_04773 -2.22479 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_05079 -1.8287 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_02152 -1.60823 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_03716 -1.52569 C. neoformans var. grubii 2 pr4/barwin domain
H99 irotein iBLPGi

CNAG_06517 -1.40571 C. neoformans var. grubii 13 cytoplasmic protein
H99

CNAG_02561 -1.37586 C. neoformans var. grubii 3 spermine transporter
H99

CNAG_04355 -1.35392 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99

CNAG_03426 -1.2739 C. neoformans var. grubii 8 GDP-mannose
H99 transiorter iGMTZi

CNAG_03141 -1.25167 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_06832 -1.23051 C. neoformans var. grubii 5 putative beta-glucan
H99 sinthase iKREGZi

CNAG_02052 -1.18526 C. neoformans var. grubii 6 dimeric dihydrodiol
H99 dehydrogenase

CNAG_00585 -1.13784 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_01525 -1.11727 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_06126 -1.11107 C. neoformans var. grubii 12 Pin2-interacting protein
H99 X1

CNAG_05757 -1.107 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_05803 -1.09839 C. neoformans var. grubii 7 exo-beta-1,3-glucanase
H99

CNAG_03056 -1.08757 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99
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CNAG_03966 -1.07284 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99

CNAG_04175 -1.06256 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99

CNAG_01123 -1.05144 C. neoformans var. grubii 5 DRAP deaminase
H99

CNAG_05415 -1.04164 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_00110 -1.02918 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_02721 -1.02694 C. neoformans var. grubii 3 leucine repeat
H99 containing protein

CNAG_01088 -1.01347 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_01898 -1.0048 C. neoformans var. grubii 11 protein MAK11
H99

CNAG_03822 -1.00425 C. neoformans var. grubii 2 monolysocardiolipin
H99 acyltransferase
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Tabela 8: Genes regulados positivamente no mutante c/r34 com fold change > 1

log2
Gene ID Fold_change Organismo Cromossomo Descrigcdo

CNAG_04891 6.11659 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_06524 4.43813 C. neoformans var. grubii 7 ferric reductase (FRE3)
H99

CNAG_06873 4.11902 C. neoformans var. grubii 5 5-oxoprolinase
H99

CNAG_07969 3.78501 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_01525 3.56226 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_00937 3.37491 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_02570 3.28562 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_06966 3.13889 C. neoformans var. grubii 8 alkaline phosphatase D
H99

CNAG_06527 2.96165 C. neoformans var. grubii 7 MFS transporter, SP family,
H99 general alpha glucoside:H+ symporter

CNAG_02254 2.93494 C. neoformans var. grubii 6 quinate permease
H99

CNAG_05341 2.8705 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_02768 2.77942 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_05670 2.72412 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_07836 2.67147 C. neoformans var. grubii 10 NAD binding dehydrogenase
H99

CNAG_07785 2.59079 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99

CNAG_06518 2.52598 C. neoformans var. grubii 13 hypothetical protein
H99

CNAG_04553 2.42636 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_00177 2.42136 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_07829 2.36941 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99
CNAG_03759 2.34584 C. neoformans var. grubii 2 conidiation-specific protein 6
H99
CNAG_03782 2.32879 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99
CNAG_02253 2.31331 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99
CNAG_04100 2.31181 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99
CNAG_04098 2.29246 C. neoformans var. grubii 2 ATP-binding cassette transporter
H99 (PDR5-2)
CNAG_06209 2.26913 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99
CNAG_00446 2.22541 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99
CNAG_00133 2.20151 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_01446 2.16785 C. neoformans var. grubii 5 heat shock protein, 12Kda
H99 iHSPlZi

CNAG_04916 2.13323 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_01560 2.12431 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_06800 2.04874 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99

CNAG_07766 2.04225 C. neoformans var. grubii 9 DNA polymerase lambda subunit
H99

CNAG_01787 2.00732 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_00932 1.98199 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_03095 1.96697 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_07819 1.96332 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_06973 1.93167 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_04461 1.92415 C. neoformans var. grubii 9 ATP-dependent DNA helicase
H99 HFM1
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_00005 1.87896 C. neoformans var. grubii 1 TPR repeat-containing protein
H99

CNAG_05641 1.87143 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_02397 1.86995 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_03460 1.85518 C. neoformans var. grubii 8 phosphoglycerate
H99 dehidroienase

CNAG_02217 1.84318 C. neoformans var. grubii 6 putative chitin synthase (CHS7)
H99

CNAG_06976 1.79889 C. neoformans var. grubii 8 ferric reductase (FREG)
H99

CNAG_02219 1.78831 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_01611 1.77224 C. neoformans var. grubii 11 infection related protein of
H99 unknown function (LIV8)

CNAG_07916 1.75144 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_00033 1.74045 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_01604 1.73076 C. neoformans var. grubii 11 TIGRO01458 family HAD hydrolase
H99

CNAG_06956 1.72624 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_02525 1.72126 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_05345 1.71061 C. neoformans var. grubii 14 amino acid transporter
H99

CNAG_00984 1.67886 C. neoformans var. grubii 5 glucose and ribitol
H99 dehidroienase

CNAG_00023 1.66561 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_05992 1.66237 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_07644 1.63798 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_03408 1.6101 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_03754 1.59988 C. neoformans var. grubii 2 short-chain
H99 dehydrogenase/reductase SDR
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_07666 1.58127 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99
CNAG_03838 1.57354 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99
CNAG_04322 1.56724 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99
CNAG_07455 1.56324 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99
CNAG_04457 1.55531 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99
CNAG_00995 1.5459 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
CNAG_04175 1.53779 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99
CNAG_07573 1.53048 C. neoformans var. grubii 3 DNA ligase 4
CNAG_06389 1.52235 C. neoformans var. grubii 13 hypothetical protein
H99
CNAG_00720 1.51914 C. neoformans var. grubii 1 DNA repair protein RAD51
CNAG_07775 1.51146 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
CNAG_07588 1.50206 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99
CNAG_00827 1.49387 C. neoformans var. grubii 1 ribose 5-phosphate isomerase
H99
CNAG_01735 1.48719 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99
CNAG_01102 1.47508 C. neoformans var. grubii 5 oxidoreductase
H99
CNAG_04461 1.47067 C. neoformans var. grubii 9 ATP-dependent DNA helicase
H99 (HFM1)
CNAG_06259 1.46586 C. neoformans var. grubii 13 MFS transporter, SP family,
H99 general alpha glucoside:H+ symporter

CNAG_02255 1.45085 C. neoformans var. grubii 6 BNR/Asp-box repeat family
H99 protein

CNAG_01514 1.44597 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_03667 1.43401 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_00003 1.42616 C. neoformans var. grubii 1 drug transporter
H99

CNAG_07687 1.42044 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_02129 1.41642 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_00465 1.40907 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_03837 1.40501 C. neoformans var. grubii 2 protein-L-isoaspartate O-
H99 methyltransferase

CNAG_08026 1.40012 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_02023 1.39203 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_05426 1.388 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_01653 1.38202 C. neoformans var. grubii 11 cytokine inducing-glycoprotein
H99 iCIGli

CNAG_06521 1.37441 C. neoformans var. grubii 13 hypothetical protein
H99

CNAG_06027 1.37234 C. neoformans var. grubii 12 aryl-alcohol dehydrogenase
H99

CNAG_07693 1.37043 C. neoformans var. grubii 7 high-affinity methionine
H99 permease

CNAG_01268 1.36923 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_02864 1.365 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_04102 1.36047 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99

CNAG_01056 1.35591 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_04105 1.35042 C. neoformans var. grubii 9 hypothetical protein
H99

CNAG_01336 1.34184 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_06027 1.33316 C. neoformans var. grubii 12 aryl-alcohol dehydrogenase
H99

CNAG_05220 1.32772 C. neoformans var. grubii 4 Tor-like phosphatidylinositol 3
H99 kinase (TLK1
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_00844 1.31841 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_03107 1.30721 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_05377 1.30301 C. neoformans var. grubii 14 myo-inositol transporter (ITR3)
H99

CNAG_05167 1.29538 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_00686 1.29309 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_05305 1.28887 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_02734 1.28688 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_00627 1.28151 C. neoformans var. grubii 1 specific transcriptional repressor
H99

CNAG_05676 1.276 C. neoformans var. grubii 7 tyrosine aminotransferase
H99

CNAG_07516 1.27435 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_02707 1.26574 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_03114 1.25572 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_07176 1.25074 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_00093 1.24721 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_01052 1.24607 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_04085 1.23867 C. neoformans var. grubii 2 oxidoreductase
H99

CNAG_04585 1.23471 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_01244 1.23239 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_06672 1.22821 C. neoformans var. grubii 7 formate dehydrogenase
H99

CNAG_07722 1.22103 C. neoformans var. grubii 8 pumilio domain-containing
H99 rotein ¢
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_02660 1.21639 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_02160 1.20721 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_07610 1.20521 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_01121 1.20127 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_06267 1.19664 C. neoformans var. grubii 13 hypothetical protein
H99

CNAG_07725 1.1954 C. neoformans var. grubii 8 HMG box factor
H99

CNAG_02604 1.18901 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_03084 1.18221 C. neoformans var. grubii 8 endoribonuclease L-PSP
H99

CNAG_06577 1.17747 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_03500 1.1753 C. neoformans var. grubii 8 osmosensor
H99

CNAG_00378 1.17218 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_01223 1.17095 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_05866 1.16862 C. neoformans var. grubii 7 putative plasma membrane
H99 fusion protein (PRM1

CNAG_06502 1.16711 C. neoformans var. grubii 13 solute carrier family 25
H99 (mitochondrial carnitine/acylcarnitine

transporter), member 20/29

CNAG_04076 1.16567 C. neoformans var. grubii hypothetical protein
H99

CNAG_01994 1.16062 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_00925 1.15798 C. neoformans var. grubii 5 hypothetical protein
H99

CNAG_03495 1.15586 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_07876 1.14869 C. neoformans var. grubii 14 hypothetical protein
H99

CNAG_06718 1.14741 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_05915 1.13771 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_06652 1.13293 C. neoformans var. grubii 7 allantoate permease
H99

CNAG_03597 1.12764 C. neoformans var. grubii 2 hypothetical protein
H99

CNAG_05987 1.12457 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_07564 1.12063 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_01743 1.12009 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_00575 1.11296 C. neoformans var. grubii 1 catalase 3 (CAT3)
H99

CNAG_00637 1.10315 C. neoformans var. grubii 1 cystathionine beta-synthase
H99

CNAG_05184 1.10273 C. neoformans var. grubii 4 glycosyl transferase family 8
H99 irotein

CNAG_06593 1.10034 C. neoformans var. grubii 7 rhamnogalacturonan lyase
H99

CNAG_02016 1.09454 C. neoformans var. grubii 11 hypothetical protein
H99

CNAG_06102 1.09282 C. neoformans var. grubii 12 ADP,ATP carrier protein
H99

CNAG_00921 1.0916 C. neoformans var. grubii 5 glutathione transferase
H99

CNAG_05279 1.08367 C. neoformans var. grubii 4 hypothetical protein
H99

CNAG_03233 1.07776 C. neoformans var. grubii 8 hypothetical protein
H99

CNAG_02312 1.07456 C. neoformans var. grubii 6 patatin-like phospholipase
H99 domain-containing protein

CNAG_00002 1.07322 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99

CNAG_06181 1.07253 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_06066 1.0716 C. neoformans var. grubii 12 nucleoside-diphosphate-sugar
H99 epimerase

CNAG_02892 1.07016 C. neoformans var. grubii 3 phosphatidylinositol glycan,
H99 class B
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Tabela 8: Continuag&o.

CNAG_02747 1.06611 C. neoformans var. grubii chaperone protein DNAJ
H99

CNAG_02877 1.06347 C. neoformans var. grubii
H99

hypothetical protein

CNAG_01210 1.06093 C. neoformans var. grubii hypothetical protein
H99

CNAG_02556 1.05374 C. neoformans var. grubii phytanoyl-CoA dioxygenase

H99
CNAG_04067 1.0482 C. neoformans var. grubii 2 haloacid dehalogenase, type Il
H99

CNAG_07781 1.04322 C. neoformans var. grubii 9 ATP-dependent bile acid
H99 transporter

CNAG_07840 1.0377 C. neoformans var. grubii 10 hypothetical protein
H99

CNAG_06145 1.03291 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_03563 1.02857 C. neoformans var. grubii 8 aspartate-tRNA(Asn) ligase
H99

CNAG_06003 1.02676 C. neoformans var. grubii 12 hypothetical protein
H99

CNAG_02694 1.02373 C. neoformans var. grubii 3 hypothetical protein
H99

CNAG_03160 1.01744 C. neoformans var. grubii 8 DNA cross-link repair 1A protein
H99

CNAG_01542 1.01222 C. neoformans var. grubii 11 taurine catabolism dioxygenase
H99 TauD

CNAG_05738 1.00903 C. neoformans var. grubii 7 hypothetical protein
H99

CNAG_00834 1.00839 C. neoformans var. grubii 1 phosphatidylserine
H99 decarboxylase

CNAG_02188 1.00521 C. neoformans var. grubii 6 hypothetical protein
H99

CNAG_07779 1.00258 C. neoformans var. grubii 9 D-glycerate 3-kinase
H99

CNAG_02133 1.00045 C. neoformans var. grubii 6 6-phosphogluconolactonase
H99 iSOLSi

CNAG_00851 1.00036 C. neoformans var. grubii 1 hypothetical protein
H99
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9. Discussao

A heranca epigenética é definida como mudancas herdadas na expressdo dos
genes que ndo sdo baseadas em alteracbes na sequéncia do DNA. Muitos autores
apontam que, dentre os mais importantes mecanismos destacam-se a acetilacdo e
desacetilacdo das histonas processo reversivel controlado pelas familias de enzimas
conhecidas como HAT e HDAC respectivamente. Em espécies de fungos como
Aspergillus nidulans; C. albicans, S. cerevisea e S. pombe, o papel das HDAC na
regulacdo de genes em resposta a adaptacdo ao hospedeiro e modulacdo da viruléncia
vem sendo abordado (Tribus et al., 2005; Hnisz et al., 2010; Zacchi et al., 2010;
Robbins et al., 2012; Li et al., 2015). Liu et al. (2008) demonstraram que a delecdo dos
genes de duas das HDAC de C. neoformans (HOS2 e RPD3) levaram a uma reducdo na
infectividade. O envolvimento das HDAC na viruléncia de C. neoformans foi
corroborado quando se evidenciou que HDACI foram capazes de afetar negativamente
os principais fendtipos de viruléncia deste fungo (Branddo et al., 2015) e devido a
resultados prévios do grupo do Dr. Madhani (Liu et al., 2008) onde foi evidenciado que
a delecdo de duas das HDAC de C. neoformans, HOS2 e RPD3, levaram a uma redugéo
na infectividade.

Neste estudo, identificamos no genoma de C. neoformans oito genes
correspondentes as familias de HDAC classe | e Il, diferentemente de outras espécies
como S. cereviseae e S. pombe que apresentam respectivamente quatro e trés HDAC
classes Il e 1l. Em anélise comparando a homologia dos genes contendo os dominios de
HDAC presentes em C. neoformans, estes foram reagrupados de acordo suas
contrapartes nas espécies de fungo S. cereviseae e S. pombe (Figura 21) e classificados
como: CLR3, SAP128, HD3, CLR61, CLR62, HOS3, HOS2 e RPD3. O gene HD3 ndo
apresentou uma contraparte em S. cerevisiae ou S. pombe, 0 que nos levou a pensar
como sendo um gene paralogo, logo este foi classificado como histona desacetilase 3,
de acordo com os dados disponiveis no banco FungiDB. Foram realizadas dele¢des para
cada um dos oito genes de HDAC em C. neoformans e avaliou-se individualmente cada
um dos mutantes gerados, sob diferentes condigdes de crescimento, no intuito de
identificar possiveis papeis regulatorios na expressdo dos fendtipos relacionados a
adaptacdo e viruléncia. Os resultados fortemente sugerem um importante papel

regulatério das HDAC sobre os atributos de viruléncia de C. neoformans.
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Neste trabalho demonstrou-se que a maioria dos genes de HDAC foi requerida
ao crescimento sob condigdes de estresse (Figura 23). A termotolerancia foi fortemente
reduzida nos mutantes para os genes CLR3, CLR62, HOS2 e RPD3 (Figura 23). A
capacidade de crescer na presenca de agentes estressores de superficie como Calcofluor
White e Congo red também foi reduzida, em relacdo ao tipo selvagem, para estes
mutantes, porém de forma mais branda. Liu e colaboradores (2008) haviam observado
defeitos no crescimento a 37 °C para os mutantes de HOS2 e RPD3, no entanto estes
ndo haviam sido testados nas condigcdes estressoras aqui avaliadas. Ainda 0 mutante
rpd34, que no trabalho deste grupo ndo havia apresentado fendtipo adicional além de
termotolerancia reduzida, em nosso estudo mostrou uma reducdo do crescimento na
presenca dos agentes estressores, indicando um possivel dano de superficie. Para o
mutante 2d34 so6 foi possivel perceber uma reducdo no crescimento na temperatura de
39 °C. Ja os mutantes sap1284 e clr614 ndo apresentaram nenhuma alteracdo quanto ao
crescimento, sob as condic¢des aqui testadas.

Para o fenotipo de cépsula, os mutantes clr34 e clr624 mostraram as mais
significativas reducdes sobre a expansdo desta em relacdo ao selvagem, seguidos de
hos34 que também apresentou uma diminuicdo significativa (Figura 24). Curiosamente
clr34 também apresentado um sutil aumento no volume do corpo celular (retomaremos
este fato na discussdo do ciclo celular); entretanto, como as andlises do tamanho da
capsula foram normalizadas pela medida do corpo celular, este aumento nao foi
relevante. Embora seja nitida a diminuicdo na capsula, ndo se observou nenhuma
auséncia total do fenétipo, o que sugere alguma redundancia entre os genes de HDAC
sobre a regulacdo da capsula, o que é bastante plausivel ja que a formacdo da céapsula
resulta da interacdo de diferentes genes (Bose et al., 2003; Loftus et al., 2005; Alspaugh
2014; Ots et al., 2015). Interessantemente, a delecdo de genes envolvidos na acetilacdo
de histonas (HTAs) em C. neoformans também resultou na reducdo da capsula (Haynes
et al.,, 2011; O’mera et al., 2010). Mesmo as HATs e HDACs apresentando funcdes
opostas, o0 conjunto desses dados reforca o importante papel dos estados
acetilados/desacetilado da cromatina sobre a regulacdo da expansdo da cépsula. Neste
contexto, pode-se afirmar, com base em nossos dados, que as HDACs em C.
neoformans desempenham fungdes regulatorias distintas sobre a formacdo capsula,
visto que o mutante 4d34 mostrou uma expansao significativamente maior que o tipo

selvagem (Figura 24). Era esperado que C. neoformans, por apresentar oito genes
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HDAC classe | e IlI, mais que o dobro das HDAC em S. pombe, mostrasse um a
sobreposicdo ou até mesmo funcbes opostas sobre determinados fenotipos, visto que
para C. albicans foi relatado que HOS2 e HDALl tém papéis opostos sobre a
morfogénese (Zacchi et al., 2010).

A producéo de melanina foi atrasada nos mutantes c/r34 e hos24, tanto em meio
minimo quanto em meio Niger seed (Figura 25). Optou-se por realizar esta analise
somente a 30 °C, pois a producdo da melanina é dependente da densidade populacional
(Albuquerque et al., 2014) e como observado neste estudo, a maioria dos mutantes para
HDAC sao termo sensiveis. Deste modo, seria possivel observar alteracdes no fenétipo
sem o viés do crescimento celular. Duas diferentes condiges de crescimento levaram
aos mesmos resultados, quanto a producdo de melanina, para dois dos mutantes aqui
estudados. Liu e colaboradores (2008) haviam observado a reducdo na producdo de
melanina para o mutante kos24, 0 que vem ao encontro dos nossos dados para este
mutante. No entanto, eles ndo haviam observado que o defeito na producéo de melanina
era temporério. Esta transitoriedade do fenotipo de melanina, novamente nos leva a
acreditar que a delecdo individual dos genes de HDACs ndo € suficiente para a total
perda do fendtipo, visto que outras HDAC podem em determinado momento atuarem
juntas e interferirem na analise isolada de um gene. O mesmo comportamento foi
observado também para o fendtipo de formacdo de hifas de acasalamento, que sera
abordado mais adiante. Embora na figura 25 o mutante rpd34 aparentemente apresente
reducdo na producdo de melanina, isto ndo foi observado em outros ensaios,
especialmente em meio agar.

O papel dos genes de HDAC na formacdo de hifas em diferentes espécies de
fungos é pobremente explorado. Em trabalho anterior deste grupo (Brand&o et al., 2015)
foi o primeiro a explorar o papel dos HDACI sobre este fenotipo em C. neoformans.
Neste contexto, decidiu-se por avaliar todos os oito mutantes, criados neste estudo, no
cruzamento com o idiotipo oposto ao do tipo selvagem e acompanhamos a formacao das
hifas de acasalamento resultantes deste cruzamento. Os dados mostraram que a delecdo
do gene CLR3 levou a uma reducdo no numero de hifas de acasalamento, que foi ainda
mais pronunciada no cruzamento bilateral (Figura 27A e 27B). A HDAC classe I
CLR3 ja havia sido relacionada a regulagdo do silenciamento do locus MAT em S.
pombe (Karl Ekwall & Tarmo Ruusala, 1994). Mais recentemente que esta HDAC &

necessaria a inibi¢do do turnover de histonas no silenciamento do l6cus MAT (Aygun et
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al, 2013), atuando também sobre a montagem de heterocromatina nestas regides
(Lorenz et al, 2014). Elias-Villalobos et al. (2015) também demostraram que Clr3 é
requerido para normal expressédo dos genes de mating-type no fungo Ustilago maydis.
Nossos dados, em conjunto com estes estudos, apontam que CLR3 também atue na
regulacdo do lécus MAT em C. neoformans. Muito embora ainda ndo saibamos os
mecanismos por trds desta regulacdo, no entanto, pode-se afirmar que h& repressdo
transcricional, no mutante clr3, de vérios fatores que favorecem o acasalamento em C.
neoformans como, por exemplo, os genes MFa3 (mating-type pheromone alpha 3) e
SET a3 (a-factor pheromone receptor) (Tabela 6). Esta discusséo sera retomada mais
adiante quando abordarmos os dados do RNA-Seq. Sabe-se também, que embora o
namero de hifas esteja reduzido na linhagem mutante clr34, esta é capaz de gerar
esporos viaveis, uma vez o que os duplos mutantes clr3A/hos24 e clr34/rpd34 foram
resultados do cruzamento entre as linhagens com delecéo individual.

Os fendtipos seguintes avaliados neste estudo foram a atividade de urease e de
proteases, dois atributos importantes e necessarios a viruléncia de C. neoformans (Singh
et al., 2013; Cox et al., 2001). Interessantemente, ndo foram encontradas alteracbes na
atividade de urease para nenhum dos mutantes neste estudo (Figura 26), este resultado
corrobora dados anteriores j& que, durante o tratamento com os HDACi (Capitulo 1 —
Figura 15) também ndo houveram diferencas. Sugere-se com base nestes dados que a
atividade de urease ndo seja regulada pelas HDACs da classe | e 11, embora ndo se possa
descartar outras vias de regulacdo como, por exemplo, as HDACs de classe Il1, que ndo
sdo afetadas pelo inibidores neste estudo empregados. Embora ndo conhecamos ainda
todos 0s mecanismos que atuam sobre a expressdo da urease, existem dados na literatura
gue mostram que C. neoformans transporta muitos dos seus fatores de viruléncia dentro
de vesiculas, e estas sdo divididas em grupos (Rodrigues et al., 2008). N&o é descartada
a hipotese de esta enzima ser regulada durante o processo de transporte destas vesiculas,
este € um ponto que futuramente sera analisado. Interessantemente, para 0 mutante
clr3A, os transcritos de urease estdo regulados positivamente (Ver tabela 6 adiante).
Curiosamente, para atividade de protease todos os mutantes apresentaram atividade
positiva; no entanto, os mutantes clr34 e hos24 tiveram uma reducdo significativa neste
fendtipo (Figura 28), sugerindo um papel regulatorio destas HDAC na atividade de
protease.
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Como discutimos anteriormente, o fato de C. neoformans possuir em seu genoma
oito genes de HDAC classe | e Il, levou logo no inicio a ponderar a possibilidade de
redundancia de funcdo entre eles. Nossos resultados reforcam esta hip6tese visto que
para alguns dos fenotipos, delecdes individuais ndo aparentaram nenhuma alteracdo ou
quando presentes, as alteragdes foram parciais. Decidiu-se neste ponto criar linhagens
com dupla delecdo de genes, optando por combinar as delegdes clr3A/ hos2A e
clr3A/rpd34 visto que o mutante clr34 apresentou deficiéncia na maioria dos fenotipos
aqui estudados. Ainda, HOS2 e RPD3 séo 0s genes mais estudados em outras espécies,
e ja haviam apresentado papel na viruléncia de C. neoformans em estudo anterior (Liu
et al., 2008). A dupla delecdo clr3A/hos24 aboliu a atividade de protease, que
possivelmente pode ser explicado pela combinacdo justamente das duas dele¢Bes nas
quais este fendtipo foi claramente reduzido (figura 28). Entretanto, este duplo mutante
tem sérios problemas de crescimento, como pode ser visto na figura 28, o que dificulta
uma analise comparativa. Todavia, este ensaio foi repetido por trés vezes e as placas
foram mantidas por longos periodos apds coleta dos dados, e ainda assim nao
observamos formacédo do halo periférico correspondente a atividade de protease (dados
ndo mostrados). Os duplos mutantes clr34/hos24 e clr3A/rpd34 apresentaram também
uma drastica reducdo sobre a expansdo da capsula (Figura 29), confirmando que esses
genes atuam em conjunto na manifestacdo de determinados fenétipos. Recentemente um
estudo sobre o papel das HDAC mostrou que as proteinas Hos2 e CIr3 atuam na
viruléncia de U. maydis regulando genes relacionados ao mating-type (Elias-Villalobos
et al., 2015). Corroborando nossos dados, Elias-Villalobos et al. (2015) também
evidenciaram que a dupla delecdo de Hos2 e CLR3 resultou em uma maior perda da
viruléncia em U. maydis.

Foi investigou ainda se algum dos mutantes poderiam apresentar uma maior
resisténcia aos HDACI, uma vez que a delecdo do alvo deveria tornar a célula ndo
responsiva ao tratamento. Conforme mostrado no mapa de calor, apresentando os dados
da razdo de crescimento entre as linhagens mutantes e a selvagem, foi observado que
NaBut fortemente prejudica o crescimento tanto das linhagens mutantes quanto da
selvagem em ambas as temperaturas, corroborando os dados no capitulo 1 deste
trabalho (Figura 30). No entanto, os duplos mutantes foram 0s que apresentaram um
crescimento maior em relagdo aos respectivos controles sem tratamento. Para TSA,

observou-se que apenas 0 mutante c/r34 apresentou 0s niveis de crescimento muito
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préximos ao valor 1,0 (100%) em relacdo ao respectivo controle sem tratamento, para
ambas as temperaturas (Figura 30). O mutante de rpd34 também apresentou resisténcia
no tratamento com TSA, especialmente na temperatura de 30 °C, bem como a dupla
delecdo clr34/rpd34. Rpd3 é sabidamente sensivel ao tratamento com TSA (Carmen et
al.,, 1999) e esperavamos observar uma resisténcia maior no duplo mutante de
clr34/rpd34 em relagdo a mutacdo individual. De fato, a 30 °C foi 0 que se constatou:
um crescimento muito similar ao crescimento do mutante sem tratamento, porém o
mesmo ndo aconteceu na temperatura de 37 °C, para qual a razdo do crescimento sofre
uma leve diminuicdo. TSA é um inibidor especifico de HDAC classes | e 11 (Bolden et
al., 2006); até o momento, somente a HDAC Hos3 foi descrita como sendo resistente
ao TSA (Carmen et al., 1999), logo néo era esperado ver alteracdo durante o tratamento
para 0 mutante de sos34, no entanto observou-se que o crescimento entre o tratado e
ndo-tratado foi significativamente diferente neste mutante (Figura 30). A maioria dos
mutantes teve seu crescimento afetado na presenca dos HDACI, clr34 foi o que
apresentou 0 maior crescimento, o que sugere que Clr3 seja o principal alvo com
atividade de desacetilase bloqueada pelo tratamento de C. neoformans com TSA
(Figura 30).

E bem estabelecido que leveduras de C. neoformans séo capazes de sobreviver e
proliferar dentro de macrofagos (Feldmesser et al., 2000). Neste contexto, a avaliacdo
sobre a interacdo das linhagens mutantes para HDAC com macrofagos fez-se
necessaria. Nossos resultados mostraram que os mutantes clr34, hda34, clr62A, hos3A4,
hos2A4 e rpd34 apresentaram numero de UFC reduzido em relagdo ao parental (Figura
31). Coincidentemente, esses foram 0s mesmos mutantes que apresentaram diminuicdo
na termotolerancia (Figura 23), com exce¢do do mutante sos34. A delecdo do gene
CLR61 levou a um aumento na sobrevivéncia e proliferacdo das leveduras recuperadas
de macrdfagos (Figura 31). A delecdo do gene CLR3 ocasionou a maior redugdo na
sobrevida das células de C. neoformans apds fagocitose por macréfagos, seguida da
delecdo do gene CLR62. Ambos mutantes tiveram também o menor crescimento em
temperaturas acima de 30 °C, o que sugere que os dois fenotipos estejam relacionados .
No entanto, ndo descartamos a influéncia do estresse nutricional e as inlmeras
alteracdes que requerem que o fungo se adapte dentro do ambiente indspito que € o
macrofago. O mutante hos34, apresentou reducdo significativa no nimero de UFC,

entretanto a diferenca foi muito pequena em relacdo ao tipo selvagem e néo acreditamos
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que, no contexto geral de infeccdo, seja realmente representativa, uma vez que no
modelo animal se observou o contrario. O ensaio em macréfagos demonstra claramente
que os genes de HDAC participam do processo de adaptacdo, sobrevivéncia e
proliferacdo em macrdfagos, podendo atuar antagonicamente.

Ap0s os estudos dos fenotipos in vitro, prosseguiu-se com ensaios in vivo usando
inicialmente o modelo de infeccdo de larvas de G. mellonella, j& bem estabelecido para
C. neoformans (Mylonakis et al., 2005). Foi avaliada a sobrevivéncia das lagartas apds
infeccdo com as linhagens mutantes que apresentaram uma sobrevida em macrofagos
diferentes do tipo selvagem. Foram utilizados, como parametros para analise neste
modelo de infeccdo, 0s mutantes hos24 e rpd3A, previamente descritos como
hipovirulentos em camundongos (Liu et al., 2008), bem como o mutante ras/A que,
embora seja avirulento em camundongos (Alspaugh et al., 2000), se mostrou
hipovirulento em ensaios com G. mellonella (Mylonakis et al., 2005). Os dados
mostraram que oS mutantes kos24 e rpd34 foram significativamente menos virulentos
que o tipo selvagem, concordando os resultados de Liu e colaboradores (2008) (Figura
32). Embora as lagartas infectadas com o mutante clr624 tenham sobrevivido por mais
tempo, esta diferenca ndo foi significativa, e o0 nimero de leveduras recuperadas das
lagartas no ensaio de UFC também ndo apresentou diferenca. Os mutantes hos34 e
clr614 néo apresentaram diferenca significativa na curva de sobrevivéncia das lagartas,
entretanto um namero significativamente maior de leveduras foi recuperado nos ensaios
de UFC (Figura 32). O mutante ras/4 mais uma vez se mostrou hipovirulento em G.
mellonella, apresentando ainda um menor nimero de leveduras recuperadas (Figura
32).

Dos mutantes que nunca haviam sido testados em G. mellonella, cir34
apresentou significativa reducdo da viruléncia neste modelo, assim como um menor
namero de leveduras recuperadas para ambas as temperaturas de 30 °C e 37 °C em
comparacao ao tipo selvagem e o mutante reconstituido (Figura 33). Esse dado subsidia
a hipétese levantada anteriormente de que, embora a termotolerancia seja um ponto
importante a ser considerado na reducdo da viruléncia deste mutante, esta ndo é o Unico
fator relevante. Os dados in vitro e in vivo sugerem que a HDAC ClIr3 seja a principal
responsavel por controlar diferentes atributos de viruléncia em C. neoformans

relacionados a sua patogenicidade. Assim, seguiu-se esse estudo focando no mutante
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clr3A. O gene CLR3, até a realizacdo deste trabalho, ndo havia sido estudado ou
relacionado a nenhum mecanismo de viruléncia em C. neoformans.

A etapa seguinte deste estudo foi avaliar a patogenicidade do mutante c/r34 em
modelo de infeccdo usando camundongos. Foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6 para esta analise e o progresso da infeccdo foi acompanhado ao
longo de 40 dias. Nos dias 7 e 14 apds infeccdo, cinco camundongos representantes de
cada grupo: clr34, WT (selvagem) e clr3+CLR3 (mutante reconstituido) foram
sacrificados e tiveram o pulmdo e cérebro extraidos para andlises de UFC e
histopatoldgica. Nas analises do sétimo dia, cometemos um erro durante a infec¢do dos
animais que foram separados para UFC e histopatoldgica. Ao invés de serem infectados
com a linhagem clr3+CLR3, esses foram infectados inadvertidamente com a linhagem
mutante clr34 e tiveram de ser eliminados da analise, que seguiu apenas com 0S grupos
WT e clr34. No sétimo dia, a andlise histopatoldgica mostra um forte infiltrado de
células do sistema imune no pulmdo dos camundongos infectados com a linhagem
selvagem e mutante, bem como a presenca de células de C. neoformans gigantes por
todo o tecido (Figura 34). O numero de leveduras recuperadas do pulmédo dos
camundongos infectados com a linhagem selvagem foi muito maior do que o0s
infectados com o mutante (Figura 34). N&o foram encontradas leveduras no cérebro nos
animais neste periodo da infeccdo, isto explica a auséncia do grafico de dados para
cérebro. No 14° dia de infeccdo. Um intenso processo infeccioso foi detectado nos
pulmdes de animais infectados com as linhagens selvagem e mutante reconstituido,
apresentando infiltrado de células de defesa bastante denso e inimeras leveduras
gigantes encapsuladas, tomando todo o tecido pulmonar. Nos pulmdes dos animais
infectados com o mutante c/r34, o infiltrado de células imunes e 0 niamero de células de
C. neoformans foi bastante reduzido em comparacdo aos camundongos infectados com
a linhagem selvagem (Figura 35). Os resultados de UFC neste periodo novamente
mostraram um numero significativamente menor de leveduras viaveis recuperadas do
pulmdo dos animas infectados com o mutante c¢/r34 em relacdo aos infectados com a
linhagem selvagem e com o mutante reconstituido, além de uma total auséncia de
células do mutante no cérebro dos animais (Figura 35). Nossos resultados
indubitavelmente mostraram que, na auséncia da HDAC ClIr3, C. neoformans se torna
altamente hipovirulento, apresentando dificuldade de estabelecer uma infecgéo letal nos

camundongos quando comparado ao tipo selvagem e ao mutante reconstituido (Figura
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36). Néo foi observado um clearance total de células do mutante, visto que, embora em
escala bem menor, este foi capaz de causar um processo infeccioso. Ao final do
experimento, aos 40 dias de infeccdo, os animais sobreviventes foram sacrificados e
analisados; constatou-se um processo infeccioso bem estabelecido, com lesdes aparentes

no tecido pulmonar (dados ndo mostrados).

O ciclo celular do mutante c/r34 de C. neoformans foi investigado. Foi
questionado se o ciclo celular estaria de fato alterado com base em nossos dados
mostrando um retardo no crescimento em temperaturas acima de 30 °C e ao atraso na
producdo de melanina, que é sabidamente influenciada pela densidade celular em C.
neoformans (Eisenman, et al., 2011; Albuquerque et al., 2015). Foi encontrado um
aumento da populacdo de celulas em G2/M ap6s 24 h de crescimento em meio minimo
a 37 °C (Figura 37). Do mesmo modo, foi encontrado um aumento da populacdo de
células em G2/M quando da presenca de 10 mM de NaBut (Capitulo 1 — Figura 18).
Clr3 também est& envolvida no ciclo celular de S. pombe, por meio de uma conexdo
entre dindmica de microtdbulos e regulacdo epigenética da cromatina em regides
centroméricas (George & Walworth, 2015). Juntos estes dados reforcam a ideia de que
HDACSs participam na regulacdo do ciclo celular em C. neoformans e mais ainda, o
tratamento com NaBut (Figura 18) reproduziu uma exata fenocpia no mutante c/r34
(Figura 37), indicando que esta HDAC pode ser de fato a principal afetada por esse

inibidor.

Por Clr3 se tratar de uma HDAC, e estas geralmente possuem um amplo espectro
de atuacdo no genoma das células, e também pelo fato desta HDAC especificamente, ter
se mostrado essencial para a correta expressdo de fendtipos variados e mais ainda a
viruléncia de C. neoformans, optou-se pela técnica de sequenciamento do RNA para
avaliar o perfil global de expressdo génica na auséncia desta proteina em comparacéo ao
parental selvagem. Acreditamos que com esses dados, poderiamos em grande parte
elucidar aos possiveis alvos diretos ou indiretos de CIr3. Decidiu-se realizar esta
analise em meio minimo, um meio quimicamente definido e pobre em nutrientes, que
desde o inicio de nosso estudo foi usado para a inducéo de capsula e melanina. Os dados
de PCR em tempo Real para a expressao das HDAC (Figura 22) também foram obtidos
neste meio. As analises geraram um total de 4.744 genes regulados diferencialmente

com valor de p significativo entre o mutante c/r34 e seu parental selvagem.
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Interessantemente, praticamente a mesma proporcdo de genes up (2.356) e down
(2.388) regulados foi verificado, o0 mesmo foi observado no trabalho de Lorenz e
colaborados (2014) com o mutante de c/r34 em S. pombe. No entanto, a vasta maioria
destes genes apresentou um valor de fold change (Log,) muito baixo, que muito
provavelmente ndo tem significativo impacto no processo bioldgico estudado. Decidiu-
se entdo analisar mais cuidadosamente genes que se encaixavam em trés categorias.
Primeiramente buscou-se um panorama de genes relacionados a viruléncia e usamos o
site do FungiDB para predizermos as funcdes destes (Tabela 6). Em seguida, fizemos
um enriquecimento com base nos genes com fold change <-1 (Tabela 7) e fold change
> 1 (Tabela 8); com o auxilio do FungiDB foi possivel identificar 0os genes e suas
funcdes, além da localizacdo dos mesmos no genoma de C. neoformans. Os dados do
RNA-Seq corroboram os resultados observados para os fenotipos do mutante clr34,
com a grande maioria dos genes responsaveis pela formacdo de capsula, melanina,
acasalamento, anti-fagocitose, e até mesmo as demais HDAC estudadas neste trabalho
sendo down regulados (Tabela 6). Concordando com o fenétipo de urease que nédo
mostrou alteracdo, os niveis de transcritos para os genes URE4 e URE7, no mutante
clr34 foram sutilmente up regulados. Varios destes genes sdo descritos no banco
FungiDB como hipotéticos. Acreditamos que uma analise de gene onthology podera
revelar mais sobre as vias que estdo sendo alvo da regulacdo por essa HDAC, e este é
um passo a ser avaliado em breve. O que os dados mostram é que hd um efeito global
resultante de uma auséncia desta HDAC, ndo somente em alguns l6cus ou regides
pontuais, mas um amplo efeito no genoma como um todo. E possivel que outras regides
ou mesmo promotores sejam mais afetados que outros, e pretende-se avaliar esta
hipbtese, por meio de analises de chip-seq. Como proposto para S. pombe, CIr3 atua em
complexo com outras proteinas em regifes de heterocromatina, reprimindo a reposi¢édo
das histonas, especialmente em regides do l6cus de acasalamento (Aygin et al., 2013).
Lorenz e colaboradores também discutiram o papel de CIr3 em complexos repressores,
gue atuam na manutencdo da heterocromatina, e no silenciamento de retrotransposons,
RNA né&o codificantes e de genes de resposta ao estresse. Deste modo, os dados destes
dois grupos sobre um papel mais global de regulacdo para CIr3 corroboram nossos

dados de RNA-seq, que apontam um amplo espectro de atuacéo para essa HDAC.
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10. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa indubitavelmente apontam a cromatina como um
importante ponto regulatério sobre a plasticidade fenotipica do patégeno C.
neoformans, sendo as HDAC importantes para correta expressao dos principais tragos
associados a viruléncia.

No primeiro capitulo desse trabalho, foi estudado o efeito dos inibidores de
histona desacetilases (HDACI) Tricostatina A (TSA) e butirato de sédio (NaBut), sobre
os principais fenétipos de viruléncia de C. neoformans. Os dados claramente
demonstraram que ambos HDACI foram capazes de afetar os principais atributos de
viruléncia do fungo, como a capacidade de crescimento a 37 °C, a expansdo da capsula
polissacaridica, a producdo de melanina, a atividade de fosfolipases e a formacdo de
hifas de acasalamento. NaBut aumentou a populacdo de células de C. neoformans na
fase G2/M do ciclo celular. Tais dados apontam para a potencialidade de utilizacdo dos
HDACIi como drogas adjuvantes no tratamento da criptococose e de outras micoses
sistémicas.

No segundo capitulo, foram avaliados os efeitos da delecdo de oito genes
(SAP128, HD3, CLR3, CLR61, CLR62, HOS2, HOS3 e RPD3), correspondentes as
familias de HDAC Classe | e Classe 11, sobre a viruléncia de C. neoformans. Seis desses
genes foram estudados pela primeira vez nessa espécie. Os dados indicam claramente
que os genes de HDAC participam da regulacdo dos principais fen6tipos de viruléncia
em C.neoformans:

- a termotolerdncia foi bastante comprometida nos mutantes clr34, hd34,

clr624, hos24 e rpd34, sobretudo na temperatura de 39 °C.
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- detectou-se uma leve reducdo no crescimento dos mutantes clr34, clr624 e
rpd34 na presenca dos agentes estressores SDS, calcofluor-white e Congo-red.

- 0S mutantes clr34, clr624 e hos34 apresentaram significativa reducdo na
formacdo de cépsula; a combinacdo de delegdes clr3A/hos2A e clr3A/rpd34 também
provocou efeito na reducdo da cépsula, indicando que a delecdo de CLR3 tem efeito
dominante sobre este fendtipo.

- a producdo de melanina foi reduzida transitoriamente (primeiras 24 h de
cultivo) nos mutantes clr34 e hos2A4.

- a delecdo dos genes CLR3 e HOS2 levou a uma significativa reducdo na
atividade de proteases secretadas.

- todos os mutantes tiveram o crescimento diminuido pelo tratamento com
NaBut, em relagdo aos controles sem tratamento. O mutante c/r34 apresentou
resisténcia ao tratamento com TSA.

- em experimento de infeccdo de macréfagos ex-vivo, os mutantes clr34, hd34,
clr62A, hos34, hos24 e rpd3A4 apresentaram, apOs recuperacdo de dentro das células
fagocitarias, UFC em menor nimero em comparacao ao parental selvagem.

- a delecdo do gene CLR3 levou a um aumento na populacéo de células na fase
G2/M do ciclo celular.

Nos experimentos de infecc¢do in vivo, 0s mutantes kos24 e rpd34 mostraram-se
hipovirulentos no modelo de infeccdo de larvas de G. mellonella. O gene CLR3
mostrou-se essencial para a viruléncia de C. neoformans em G. mellonella e no modelo
de infecgdo intranasal de camundongos.

Como o mutante clr34 apresentou defeitos na grande maioria dos fendtipos
avaliados, esse foi escolhido para analise transcriptbmica por RNA-seq em meio

minimo quimicamente definido e pobre em nutrientes, condi¢cdo compativel com a
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formacdo da céapsula e a producdo de melanina. A maioria dos genes envolvidos na
formacédo de cépsula, melanizacdo, acasalamento, resposta anti-fagocitéria, assim como
0s genes das demais HDAC, mostraram-se reprimidos nessa anélise.

Nossos dados sdo inéditos no tocante ao papel das HDACs na viruléncia e
adaptacdo do patdgeno oportunista C. neoformans, apontando claramente Clr3 como a
principal HDAC relacionada a patogenicidade desse fungo. Contribuimos, dessa forma,
com os estudos sobre a regulacdo da viruléncia em C. neoformans, o patégeno com
maior numero de casos de morbidade e mortalidade em paciente acometidos pelo HIV,
que na atualidade vém sendo tratados com o uso de HDACi como adjuvantes.
Acreditamos que este trabalho, ao correlacionar estudos de regulacdo epigenética e
viruléncia, colabore na compreensdo de processos bioldgicos e na proposicdo de novas

abordagens terapéuticas para infeccGes fungicas.
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Figura 38: Esquema representando o modelo proposto para o papel das HDAC sobre os fenotipos de viruléncia de C. neoformans. A seta
em verde indica inducdo do fendtipo, enquanto a linha em vermelho representa inibicao.

__Co-activators >

| ®\
\

Co repre

@@

General transcription
factors

Melanina

@ -

O
®

Sobrevivéncia em .@

Macréfagos

il

[ CLRé61 )
N’

Protease

Viruléncia em G.

mellonella

D D |

NI

Viruléncia em

A 1
0 oa d

S

142



Tabela 9: Correlacdo dos fendtipos testados na presenca dos HDACI e o mutante

clr34. As setas: reducdo no fenotipo; traco: sem alteracdo no fendtipo; (-/?): sem

alteracdo na concentracdo testada, mas ndo se exclui possibilidade de efeito em maiores

concentragoes.

Fendtipos

NaBut
TSA
clr34

Termotolerancia Capsula Melanina Ciclo
celular

I O S S S |
L

| | |

Protease Uredse Acasalamento

=172

| - Voo
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11. PERSPECTIVAS

Durante o desenvolvimento deste trabalho, dados apontando o uso de HDACI no
tratamento de HIV comecaram a ganhar destaque na literatura (Ay et al., 2013; Bridle et
al., 2013; Wei et al., 2014; Shirakawa et al., 2013; Barton et al., 2014; West et al.,
2014). Tais dados vieram de encontro ao nosso trabalho, visto que claramente
demonstramos qudo importantes as HDAC sdo para a viruléncia do patdgeno
oportunista C. neoformans. Nosso grupo estd no momento interessado em avaliar, in
vivo, o0 efeito dos HDACI, incluindo os que estdo sendo usados no tratamento da
infeccdo por HIV, em combinacdo com antifungicos usados para o tratamento de
criptococose. Estamos também interessados em avaliar o papel da cromatina na
viruléncia de outros fungos patogénicos, ainda muito pouco estudados, como:
Fonsecaea pedrosoi e Paracoccidiodes brasiliensis, patdgenos estes de altos indices de
morbidade no Brasil.
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ANEXO II
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ANEXO 111
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