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RESUMO

O fungo basidiomiceto Cryptococcus neoformans se trata de um patdégeno
oportunista, que geralmente acomete pacientes imunodeprimidos ou
imunossuprimidos, causando a criptocococose. Esta doenca é cosmopolita e pode
ser fatal se ndo tratada. Os genes velvet VEA e VELC codificam uma familia de
proteinas conservadas em ascomicetos e basidiomicietos, tais proteinas foram
descobertas em meados de 1960 em Aspergillus nidulans, onde foi descoberto o
primeiro gene velvet, VEA. Os fendétipos apresentados por mutantes de VEA sao o0s
mais diversos nos fungos filamentosos nos quais esse gene foi estudado, sendo que
os principais observados foram defeitos na parede celular e no desenvolvimento
sexual, reducéo da producdo de micotoxinas e da viruléncia. Assim, VEA € um fator
transcricional conservado que regula diferentes respostas aos estimulos ambientais.
Mais recentemente, foi descoberto o gene VELC e o mesmo foi recentemente
caracterizado em Aspergillus nidulans, A. fumigatus e Fusarium oxysporum. Os
fendtipos resultantes da delecdo de VELC séo sutis e indicam que o mesmo é um
regulador positivo do desenvolvimento sexual. A analise in silico de VEA e VELC de
C. neoformans revela que esses genes sao conservados. Foi realizada a construcéo
dos cassetes de delecdo para cada um dos genes, que foram transformados
separadamente em células haploides de KN99a/a por meio de biobalistica para a
obtencdo dos mutantes veAA e velCA de C. neoformans. Os genes foram
reconstituidos para a confirmacdo do fendtipo observado. Nao foram observadas
diferencas de veAaA e velCaA sobre os fatores de viruléncia classicos de C.
neoformans quando comparados com a cepa selvagem (KN99a), porém os
mutantes veAA apresentaram o fendtipo de hiperfilamentacdo quando submetidos
ao acasalamento e insensibilidade a luz branca nas mesmas condicdes. Entretanto,
os mutantes velCA ndo apresentaram alteragdo no acasalamento, exceto, uma leve
insensibilidade a luz branca nesta condicéo. A fim de verificar as interacdes entre as
proteinas velvets de C. neoformans, experimentos de duplo-hibrido estdo sendo
conduzidos em Saccharomyces cerevisiae a fim de verificar as interacdes entre os
velvets de C. neoformans. Os resultados obtidos indicam que VEA e VELC agem
como reguladores negativos do desenvolvimento sexual em C. neoformans nao
afetando os principais fatores de viruléncia deste patégeno. Os dados deste trabalho
sdo o inicio para o esclarecimento dos papéis de VEA e VELC na biologia de C.

neoformans.
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ABSTRACT

The basidiomycete fungus Cryptococcus neoformans is an opportunistic organism
which commonly infects immunocompromised patients causing cryptococcosis. This
is a comospolite disease and can be fatal if untreated. VEA and VELC genes codifies
the conserved family of velvet proteins and this family is conserved in ascomycetes
and basidiomycetes, such proteins were characterized in the mid 1960’s in
Aspergillus nidulans, when VEA was discovered. VEA null mutants phenotypes
display defects in sexual development and decreased production of mycotoxins in
the filamentous fungi in which this gene was studied. VEA null mutants show cell wall
defects and reduced virulence, indicating that VEA is a conserved transcriptional
factor that regulates many responses to environmental cues. More recently, VELC
was characterized in Aspergillus nidulans, A. fumigatus and Fusarium oxysporum.
The phenotypes of the VELC null mutants are subtle and indicate that this gene is a
positive regulator of sexual development. In silico analysis shows that both genes are
conserved in C. neoformans. Deletion cassettes were constructed for each gene and
separately transformed in KN99a/a haploid yeasts to obtain veAA and velCA strains.
Then, the strains were complemented with the wild-type gene to confirm the
phenotype. No differences were found in veAaA and velCaA on classical virulence
factors of C. neoformans when compared to the wild-type strain (KN99a), but the
veAA mutants showed hiperfilamentation when mating was performed in the dark
and insensibility to white light when crossed. However, velCA crosses showed a
slight insensitivity to white light. In order to identify the interactions among the velvets
of C. neoformans, yeast two-hybrid assays are being conducted in Saccharomyces
cerevisiae due to verify the protein-protein interactions between C. neeoformans
velvet proteins. The results indicate that VEA and VELC act as negative regulators of
sexual development in C. neoformans not affecting the main virulence traits of this
pathogen. Data from this work are beginning to clarify the roles of VEA and VELC on

the biology of C. neoformans.

Keywords: Cryptococcus neoformans, velvet proteins, VEA, VELC, light sensing,

mating.



1 INTRODUCAO
1.1 Cryptococcus neoformans: Classificagéo e fatores de viruléncia

O fungo patogénico humano Cryptococcus neoformans foi inicialmente
descoberto em meados de 1894, por meio do isolamento deste fungo da tibia de um
paciente e pelo isolamento do mesmo em um suco de péssego, ambos de forma
independente (Idnurm et al., 2005; Lin & Heitman, 2006).

Até a década de 50, achava-se que o género Cryptococcus se tratava de um
género homogéneo, porém por meio de ensaios de aglutinacdo de antigenos
capsulares as cepas foram classificadas em sorotipos A, B, C e D, sendo o sorotipo
A correspondente a C. neoformans var. grubii, B e C correspondentes a C. gattii e
finalmente sorotipo D correspondente ao C. neoformans var. neoformans (Evans,
1950; Meyer et al., 2009).

Uma nova classificacdo foi sugerida em 2009 por Meyer e colaboradores
baseando-se nos padrées moleculares nos quais o0 género Cryptococcus foi dividido
em nove tipos moleculares por meio de sequenciamento multilocus, sendo o sorotipo
A correspondente aos padrdes VNI, VNII ou VNB, o sorotipo hibrido AD corresponde
ao padrdo molecular VNIII, os isolados do sorotipo D correspondem ao padrédo VNIV.
Enquanto os padrdes VGI, VGII e VGIII correspondem ao sorotipo B. E o0 sorotipo C

corresponde aos padrdes VGIII ou VGIV, como demonstra a Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica da evolucdo do complexo Cryptococcus. Os sorotipos
conhecidos descendem de um ancestral comum que divergiu a 37 milhdes de anos atras (Maa) em
Cryptococcus neoformans e a 18.5 maa em C. gattii duas subespécies.
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VNI
Sorotipo A
var. grubii VNII
VNB

Cryptococcus neoformans Hibrido i
18,5 Maa AD
Sorotipo D
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Complexo de
espécies
37 Maa Sorotipo B VGl
Cryptococcus gattii VGll
9,5 Maa VGIII
Sorotipo C VGIV

Fonte: Adaptado de Lin & Heitman, 2006.



Em meados da década de 70, foram identificadas as formas sexuais
(teleomérfas) de C. neoformans e C. gatti, as quais foram denominadas
Filobasidiella neoformans, para os sorotipos A e D; e Filobasidiella bacillispora para
os sorotipos B e C (Kwon-Chung, 1976a; Kwon-Chung,1976b).

O C. neoformans e C. gatti sdo 0s agentes etioldgicos da criptococose,
doenca que acomete principalmente pacientes imunodeprimidos ou
imunossuprimidos. Tal doenca é cosmopolita tendo incidéncia aproximada de mais
de 900 mil casos por ano em pacientes HIV positivos, resultando em
aproximadamente 600 mil mortes, sendo até mais fatal que a tuberculose na Africa
Subsaariana (Park et al., 2009).

No Brasil, entre os anos de 1998 a 2006, 125.633 pacientes morreram em
decorréncia de complicagbes associadas a AIDS, os quais 4,7% das mortes tiveram
associacdo com micoses sistémicas. Entre estas, criptococose teve a frequéncia de
50,9%, seguida pela candidiase (30,2%) e pela histoplasmose (10,1%) das mortes
associadas a micoses sistémicas (Prado et al., 2009).

Os principais nichos ecoldgicos destes patdgenos sédo as copas de arvores,
excretas de pombos e também, no solo (ldnurm & Heitman, 2005). No Brasil, os
isolados de ocos de arvores do género Cassia, Ficus e Moquillea foram identificados
como sorotipos A e B por meio de identidicacdo com o kit Crypto Check latron RM-
304. Também foram identidicados os mesmo sorotipos em restos de Eucalyptus
camaldulensis (Nishikawa et al., 2003).

A principal via de infeccdo ocorre por meio da inalacdo de propagulos
fungicos, tais como basidiosporos, clamidésporos e leveduras dissecadas que séo
facilmente aerolizadas do solo, excrementas de pombos e arvores (ldnurm &
Heitman, 2005; Lin & Heitman, 2006; Velagapudi et al., 2009). ApGs a inalacéo, a
doenca pode ficar latente ou se desenvolver, a depender do estado imunoldgico do
paciente. No parénquima pulmonar, as leveduras inaladas sdo fagocitadas por
macrofagos alveolares e em seguida pode ocorrer disseminacdo hematogénica,
onde o fungo pode atingir qualquer 6rgao, inclusive o sistema nervoso central (SNC)

pelo qual o C. neoformans possui tropismo (Hull & Heitman, 2002) (Figura 2).



Figura 2 - Ciclo infeccioso de Cryptococcus (ambiente e hospedeiro). O fungo é capaz de sobreviver
no solo, associado as excretas de aves (sendo o pombo um dos principais responsaveis por sua
dispersé@o) ou outros animais, em arvores, ou ainda em hospedeiros animais como gatos, cabras e
coalas. C. neoformans também é capaz de sobreviver em associacdo com predadores ambientais
como insetos, minhocas e amebas, além de poder interagir com bactérias ou outros fungos. O fungo
estabelece a infeccdo pulmonar em humanos através da inalacéo de seus esporos ou de células de
levedura dissecadas. Quando o hospedeiro se torna imunocomprometido, o fungo é capaz de se
reativar da forma latente, e se disseminar na corrente sanguinea até infectar o sistema nervoso
central (SNC). A infeccdo do SNC é a forma mais severa de criptococose humana.
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Fonte: Adaptado de Lin & Heitman, 2006.

Reconhecer os sinais externos e responder adequadamente aos mesmos €&
essencial para que C. neoformans sobreviva tanto no ambiente quanto no
hospedeiro. Para que a resposta seja desencadeada de forma adequada, vias de
transducdo de sinal sdo ativadas em resposta as condi¢cdes adversas em que 0O
fungo pode se encontrar (Kozubowski et al., 2009). Tais respostas contribuem para a
patogenicidade do fungo e conferem a ele os atributos de viruléncia necessarios
para a sua sobrevivéncia. No caso do C. neoformans, sdo diversos os fatores de
viruléncia necessarios para causar a criptococose (Bahn et al., 2007).

A capacidade de crescimento a temperatura corporal de hospedeiros
mamiferos é um diferencial para que o patdégeno tenha sucesso na infeccdo e
desenvolvimento da doenca nestes hospedeiros. Um dos genes envolvidos na
tolerancia a altas temperaturas é o gene que codifica a calcineurina (CNA). Estudos
com este gene demonstram que mutantes de calcineurina séo incapazes de crescer
a 37 °C bem como apresentam viruléncia atenuada em modelo de infeccdo animal,
porém crescem normalmente na temperatura 6tima para C. neoformans (Odom et

al., 2007). Outros estudos também constataram que outros genes sdo essenciais



para a tolerancia a temperatura corporal de hospedeiros mamiferos. A via que
compreende PKC1 esta intimamente ligada a integridade de parede, tal via € ativada
por meio de estresse oxidativo através de fosforilacdo de Mpkl. Mutantes de PKC1
apresentam diversos fenoétipos, dentre eles pertubacdo da parede celular, alteracédo
na producao de cipsula e melanina além da inviabilidade das células a 37 °C (Gerik
et al., 2008; Djordjevic, 2010).

Um fator interessante e impar em C. neoformans, € a producdo da cépsula
polissacaridica (Steenbergen & Casadevall, 2003). A capsula é composta de dois
principais polissacaridios, glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana
(GalXM), e funciona como um verdadeiro escudo contra as diversas condicdes em
gue o C. neoformans pode ser submetido servindo como protecéo contra dissecacéo
no ambiente e a fagocitose por predadores ambientais como amebas (Steenbergen
et al., 2003). Dentre as funcdes desta capsula no hospedeiro, esta inibe a resposta
imunitaria, causa deplecdo do sistema complemeto e diminui a capacidade de
apresentacao de antigenos pelos mondcitos (Vecchiarelli, 2003; Voelz & May, 2010).
Além dos efeitos supracitados, a capsula também protege o fungo da acao oxidativa
no ambiente intracelular hostil dos macréfagos (Zaragoza et al., 2008). Mutantes
cuja producdo da capsula esta prejudicada tem sua viruléncia atenuada em modelos
animais (O’Meara & Alspaugh, 2012).

A producdo de melanina ocorre como resposta a estimulos ambientais tal
como privacao de glicose no meio extracelular, ativando assim a via do AMP ciclico
(AMPc) e culminando na producdo de melanina pelo fungo quando este encontra-se
na presenca de substratos fendlicos tais como L-DOPA (Hu et al., 2007; Kronstad et
al., 2011; Nurdeen et al., 1979). Tal atributo confere vantagem ao fungo quando este
€ exposto a radiacdo UV, solar e gama, bem como confere protecdo as drogas
antifangicas e radicais livres (Wang & Casadevall, 1994; Casadevall et al., 2000),
sendo a principal enzima envolvida na melanizacdo a lacase ou fenoloxidase,
codificada pelos genes LAC1 e LAC2 (Salas et al., 1996; Pukkila-Worley et al.,
2004).

O C. neoformans possui outros atributos de viruléncia importantes para o
estabelecimento da doenca em pacientes imunocomprometidos. Apds a inalacédo as
leveduras ou esporos atingem o epitélio pulmonar e em seguida, as vias aéreas
inferiores permanecendo nos alvéolos. Neste ambiente, o fungo entra em contato

com os macréfagos, e observa-se a producédo de fosfolipases favorecendo o inicio



da infeccdo pulmonar, por permitirem a adesao do fungo no epitélio pulmonar
(Ganendren, 2006; Djordjevick, 2010). A delecdo de PLB1, gene que codifica a
fosfolipase B, tem como principal efeito a atenuacdo da viruléncia em modelos
animais e reducdo do crescimento quando submetido ao teste de macro6fagos,
indicando assim, que a secrecdo de fosfolipase é um fator determinante para a
viruléncia (Cox et al., 2001).

Um fator importante para o desenvolvimento e estabelecimento da
criptococcose em sua forma mais grave, a meningoencefalite criptococcica, é a
urease. O agravamento da doenca ocorre quando as leveduras se disseminam pela
corrente sanguinea até alcancar a barreira hematoencefdlica (BHE), & o
Cryptococcus atravessa esta barreira tendo acesso ao sistema nervoso central
(Idnurm et al., 2005). A producéo de urease tem sido reportada como responsavel
por essa travessia. Estudos tém demonstrado que mutantes do gene URE1
possuem dificuldade de causar a forma mais severa da doenca em modelos animais
(Cox, 2000). O correto funcionamento das proteinas acessorias de Urel também
parece ser o fator determinante para a viruléncia do fungo, logo a ativacdo de UREL1
€ necessaria para que ocorra a invasao no SNC, bem como a aquisicdo de niquel,
haja vista que a urease € uma apoenzima (Singh et al., 2013; Morrow & Fraser,
2013).

1.2 Fases morfolégicas de C. neoformans

C. neoformans, tradicionalmente, ndo € considerado um fungo dimérfico. Este
fungo € comumente isolado como levedura haploide, que pode vir a se diferenciar
em hifas em condi¢cbes especificas tais como presenca de um parceiro sexual
oposto e privacao de fontes de nitrogénio (Xue et al., 2007; Tscharke et al., 2003).

Existem duas diferentes morfologias deste fungo durante o seu ciclo de vida.
Em sua fase vegetativa, este fungo € encontrado na forma de levedura, se
reproduzindo por brotamento, ainda sim, podem-se encontrar estruturas que
remetem a morfologia de hifas (pseudohifas) ou também este fungo pode sofrer
frutificacdo haploide, quando se encontra em condicbes ambientais e nutricionais
severas. Na fase sexuada, as leveduras produzem feroménios quando em contato
com seu tipo sexual oposto, onde ocorre a fusdo celular e consequentemente a

producéo de hifas dicaridticas de basidios, onde ocorre a fusdo celular dos nucleos,



seguida de meiose, resultando na producdo de quatro ndcleos que sofrem mitose,
produzindo quatro cadeias de basididsporos (Lin, 2009) (Figura 3).

Figura 3 - Fases do ciclo de vida de C. neoformans. Fase vegetativa ou assexuada: (A) diferenciacéo
em pseudohifas e (B) futificacdo haploide. Fase sexuada: (C) acasalamento.
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Fonte: Adaptado de Lin, 2009.

A forma de pseudohifa (Figura 3a) € tida como uma forma intermediaria
geralmente encontrada quando o fungo esta em associacdo com amebas. Tal forma
pode ser capaz de resistir a fagocitose por amebas de vida livre presentes no solo,
servindo como um mecanismo de escape de C. neoformans contra seus predadores
(Lin, 2009).

O C. neoformans utiliza um sistema de acasalamento bipolar, nos quais
existem dois tipos sexuais a e a que quando se encontram (Figura 3c), secretam
feromdnios em privacédo de fontes de nitrogénio dando inicio a fusédo celular destas
células (Hull & Heitman, 2002) A célula dicaridtica alonga-se, iniciando o
crescimento filamentoso e os nucleos sdo transferidos hifa por hifa por meio das
conexdes em forma de grampo que se fundem a hifa seguinte. No final da cadeia, &
formado o basideo, onde ocorre a fusdo nuclear seguida de meiose dando origem a

guatro cadeias de basididésporos que sofreram mitoses (Wickes, 2002; Lin, 2009).



A reproducao sexuada em fungos € regulada pelo locus de tipo sexual, mating
type locus (MAT) que define a identidade do fungo. Em C. neoformans, o locus MAT
compreende mais de 20 genes, alguns podendo afetar a viruléncia do fungo (Metin
et al., 2010).

Os estimulos conhecidos que influenciam positivamente a reproducéo de C.
neoformans sao: extrato de vegetais (suco V8), presenca ions de cobre, limitacdo de
nitrogénio, presenca de acido indolacético (IAA), presenca de mio-inositol. Entre os
estimulos que reprimem a reproducédo sexuada em C. neoformans se podem listar a
presenca de luz, altos niveis de CO,, alta umidade e altas temperaturas (Kent et al.,
2008; Lin, 2009; Wang & Lin, 2011).

A associacdo de C. neoformans com plantas € conhecida e aceita, porém nao
se sabe se na natureza o fungo realiza o acasalamento sobre a superfice das
plantas em que ele comumente estd em associagdo. Em 2007, Xue e colaboradores
realizaram experimentos de acasalamento na superficie de plantas e também em
meio MS (Murashige and Skoog), que comumente é utilizado para crescimento de
plantas, acrescido de mio-inositol e acido indolacético, neste experimento, concluiu-
se que C. neoformans em condi¢des controladas (laboratorio) foi capaz de acasalar
na superficie de plantas.

Além do meio V8 e MS, o meio SLAD (synthetic low ammonium dextrose) e
Filament Agar, mimetizam situacfes de privacdo de nitrogénio e permitem que
ocorra a frutificagcdo haploide em C. neoformans. A deteccdo de nitrogénio no
ambiente em C. neoformans € mediada por um transportador de amoénio Amt2.
Quando este gene € mutado, as cepas nao conseguem desenvolver sua fase
sexuada devido a baixa oferta de nitrogénio (Rutheford et al., 2008).

Apesar dos sinais nutricionais serem de grande importancia para o
desenvolvimento sexual do fungo, outros fatores também sdo essenciais para que
seja possivel que o fungo inicie seu ciclo sexuado, dentre eles, a temperatura. Altas
temperaturas inibem a formacao de hifas, ndo sendo possivel a reproducéo do fungo
a 37 °C, bem como a alta concentracdo de gas carbdnico que inibe a fusdo celular
(Lin, 2009).

A presenca de luz também regula negativamente o ciclo sexuado. Em outros
fungos, tais como N. crassa, a luz regula o ciclo circadiano (Schafmeier &
Diernfellner, 2011). Em C. neoformans, a luz inibe o acasalamento, porém mutantes

dos genes que codificam as White collar proteins, BWC1 e BWC2, se tornam



insensiveis a luz e conseguindo realizar fusdo celular e acasalamento na presenca
de luz além de serem hipersenssiveis a luz UV (Idnurm & Heitman, 2005).

O acasalamento em C. neoformans ainda ndo foi observado em meio liquido,
indicando assim, que o fungo tem preferéncia por realizar esse processo em
superficie sélida e com baixa umidade, onde o fungo pode adentrar no meio de
cultura (Xue et al., 2007; Lin et al., 2009).

Algumas vias de transducdo de sinal envolvidas na coodenagdo do
desenvolvimento sexual de C. neoformans sao conservadas no reino fangico. Duas
vias, a via da MAP cinase (MAPK) ativada por feroménio, e a via do AMP ciclico
(AMPc), necesséaria para o0 sensoriamento de nutrientes, estdo intimamente
relacionadas ao processo de acasalamento.

A via de sinalizagdo mediada por feromdnios é conservada em basidiomicetos
e ascomicetos. Varios estudos foram conduzidos e homologos desta via de S.
cerevisiae foram encontrados em C. neoformans e caracterizados. STE12 se
demonstra importante no acasalamento, principalmente em células a (Chang et al.,
2001).

Os genes que codificam os receptores de ferombnio (STE3a/a) séo
essenciais para o sensoriamento dos ferombnios de acasalamento nos estagios
iniciais (Chang et al.,, 2003). Os receptores de feromdnios sédo proteinas G
heterotrimétricas responsaveis pela transducdo de sinal no interior da célula para
gue ocorra a ativacdo da cascata das MAPK (Kozubowski et al., 2009). Em C.
neoformans, as MAP cinases envolvidas em acasalamento e filamentacdo haploide
sdo controladas por STE20, STE1ll, STE7 e STE1l2 e estdo a montante
(downstream) das proteinas G (Davidson et al., 2003).

A via do AMP ciclico e PKA além de estar envolvida com os fatores de
viruléncia de C. neoformans, também esta relacionada ao acasalamento (Kronstad
et al., 2011). GPAL1 codifica a subunidade a da proteina G, a delecdo deste gene
prejudica o acasalamento em resposta a privacao de nitrogénio, bem como prejudica
outros fatores de viruléncia como capsula e melanina, porém a adicdo de AMP
ciclico ao meio de cultura restaura o fenétipo dos mutantes (Alspaugh et al., 1997).

Em estudo realizado com o gene CAC1, que codifica a adenilato ciclase, foi
demonstrado que a sinalizagdo por AMP ciclico é crucial para o acasalamento e

viruléncia em modelos animais (Alspaugh et al., 2002), sendo que 0os mutantes nao



conseguem acasalar, porém o fenétipo € restaurado por meio da adicdo de AMP
ciclico ao meio, assim como observado com GPAL.

A via de sinalizacdo da calcineurina, necesséaria para a tolerancia térmica,
também possui papel no desenvolvimento sexual deste patdogeno. A delecdo da
subunidade catalitica (CNA1) ou regulatéria (CNB1) torna os mutantes incapazes de
produzirem hifas quando submetidas a cruzamento bilateral, porém conseguem
acasalar tendo apenas uma cépia do gene selvagem, tal estudo também revelou que
0S mutantes destes genes conseguem sofrer fuséo celular (Cruz et al., 2001).

Inicialmente, acreditava-se que a filamentacdo haploide ocorria somente em
tipos sexuais a, devido a alta capacidade deste tipo sexual sofrer filamentacao
haploide em condi¢cGes de privacédo de nitrogénio e a alta predominancia deste tipo
sexual no ambiente (Wickes et al., 1996), porém foi demonstrado que o tipo sexual a
também pode realizar frutificacdo haploide (Tscharke et al., 2003).

O mecanismo de frutificacdo haploide (Figura 3b) assemelha-se muito com a
reproducdo sexuada entre tipos sexuais opostos, principalmente por necessitar das
mesmas condi¢cdes ambientais. O processo ocorre da mesma forma, porém nao ha
parceiro sexual oposto, as células se tornam diploides por meio de fusdo celular
entre as células de mesmo tipo sexual. A hifa forma conexdes em forma de grampo
gue nao se fundem a proxima hifa, no basideo o nucleo sofre meiose formando
guatro cadeias de basidiésporos (Lin & Heitman, 2005; Lin & Heitman, 2006). Tal
mecanismo também parece ter a funcao de facilitar o acesso aos nutrientes (Phadke
et al., 2013)

1.3 As proteinas velvet em outros fungos

As proteinas velvet (VeA, VelB, VosA e VelC) foram inicialmente descobertas
por Kafer em 1965 em um trabalho sobre a origem das translocac6es em Aspergillus
nidulans, na qual foram gerados mutantes por meio de raio X. Neste experimento,
Kafer observou que um mutante em especial, apresentava padrées anormais de
conidiacdo (aumento) e desenvolvimento sexual (reducdo de corpos de frutificacédo),
resultando numa coldnia com aspecto aveludado, e, a partir deste momento, tal
mutante fora denominado VEA1 (Calvo, 2008).

Os membros da familia velvet possuem um dominio comum, velvet domain,
gue esta conservado em basidiomicetos e ascomicetos (Figura 4) (Bayram & Braus,
2012).
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Figura 4 - Arquitetura das proteinas velvet, VeA, VelB, VosA e VelC, em Aspergillus nidulans. TAD,
dominio de ativacao de transcricdo; PEST, sequéncia rica em (P) prolina, (E) acido glutamico, (S)
serina e (T) treonina; NLS, sinal de localizag&o nuclear bipartite; NES, sinal de exportacdo nuclear;
Velvet domain, dominio velvet.
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Fonte: Adaptado de Bayram & Braus, 2012.

Os velvets tém como principal funcdo o controle do desenvolvimento sexual e
assexual em A. nidulans (Kim et al.,, 2002) agindo como fatores transcricionais
conservados em ascomicetos que podem controlar diferentes vias de sinalizacéao
frente aos diferentes estimulos ambientais (Calvo, 2008; Bayram & Braus, 2012).

Em revisao recente realizada por Bayram & Braus (2012), foi sugerido que 0s
componentes da familia velvet sdo fundamentais, também, no metabolismo
secundario e em processos de diferenciacdo em ascomicetos.

Em A. nidulans, VeA possui 573 residuos de aminoacidos com o dominio
velvet acompanhado de um sinal de localizacdo nuclear e sinal de exportacéo
nuclear, todos localizados na regido N-terminal da proteina. Na regido C-terminal, a
proteina apresenta uma regido rica em Prolina, PEST, que € caracteristica de
proteinas instaveis (Bayram & Braus, 2012).

Estudos posteriores com o mutante VEAL de A. nidulans revelaram que o
mesmo possuia uma mutac¢ao pontual no cédon de iniciacdo, substituindo a Guanina
por Timina, resultando numa proteina sem os primeiros 36 aminoacidos comparada
a proteina produzida pelo selvagem (Kim et al.,, 2002). Em seguida, foram

construidas cepas mutantes de VEA (AveA) e cepas que super expressavam 0O
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gene. Os resultados obtidos sugerem que VEAL ainda é funcional como regulador
positivo do desenvolvimento sexual, porém a cepa mutante forma menos estruturas
sexuais quando comparada a cepa selvagem. Também se concluiu que VEA esta
presente no desenvolvimento assexuado e sexuado, podendo ser crucial para o
destino do desenvolvimento do fungo, ja que os AveA nao produzem estruturas
sexuais, mesmo em condi¢des favoraveis e as cepas que super expressam 0 gene
produzem mais estruturas sexuais que o selvagem (Kim et al., 2002). VEA atua no
desenvolvimento assexual dependente de luz (Mooney & Yager, 1990) e sugere-se
gue VeA seja necessario para a sua propria regulacao negativa em A. nidulans (Kim
et al., 2009b).

Por meio dos estudos com VEA, foi possivel identificar a importancia deste
gene no desenvolvimento fangico e producdo de metabdlitos secundarios em A.
nidulans (Kim et al., 2002; Calvo et al., 2002; Calvo, 2008), logo, foi identificada a
importancia de se estudar este gene em fungos fitopatdbgenos e produtores de
metabolitos secundarios os quais afetam a saude humana e economia mundial
(Amare & Keller, 2014).

A delecdo de VEA em Aspergillus flavus esta relacionada ao defeito na
producédo de aflatoxina (Amaike & Keller, 2009). A delecdo de VeA no patégeno
humano oportunista Aspergillus fumigatus leva a uma alteracdo no metabolismo
secundario e na formacao de esporos assexuados, resultando em um processo de
esporulacdo dependente da disponibilidade de nitrogénio (Krappmann et al., 2005).
Ja em Penicillium chrysogenum, a delecéo de ortdlogos de VeA (PcvelA) prejudica a
morfogénese e a biossintese de penicilina (Hoff et al., 2010).

No fungo Neurospora crassa, a delecdo do homodlogo ve-1 aumenta da
producdo de conidios, reduz a formacdo de hifas aéreas e a biossintese de
carotendides (Bayram et al., 2008a). No selvagem de N. crassa observa-se que ha
um aumento da transcricdo do ve-1 quando o fungo é submetido a luz vermelha,
indicando uma relacédo de VEA com o sensoriamento de luz (Bayram et al., 2008a).

A delecdo do ortélogo FVWE1l no fungo Fusarium verticillioides afeta o
desenvolvimento sexual, causa reducdo da hidrofobicidade da superficie da colbénia,
alteracao nos padrbes de esporulacdo, aumento da quantidade de microconidios,
porém a suplementacdo com estabilizadores osmoticos restauram o fenétipo dos
mutantes, sugerindo assim, que o FVVEL esta relacionado com defeitos na parede

celular (Li et al., 2006). Esses mutantes também sdo incapazes de sintetizar as
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micotoxinas fumonisina e fusarina (Myung et al., 2009). Em Fusarium oxysporum,
VEA esta envolvido na morfologia dos conidios e viruléncia deste patégeno em
plantas, logo que os mutantes apresentam microconidios anormais e tem sua
viruléncia atenuada (L6pez-Berges, 2013).

Em Acremonium chrysogenum, a delecdo do homoélogo de VeA, AcveA, reduz
a producdo de cefalosporina C. Também sugere-se que o AcveA participa na
regulacao da fragmentacao das hifas e na biossintese da parede celular (Dreyer et
al., 2007).

Em Botrytis cinerea, a delecdo de VEA tem como consequéncia o aumento da
pigmentacdo da colénia e da producdo de conideos e reducdo da viruléncia em
epiderme de cebola, fenotipos estes que séo resgatados apos a reconstituicdo do
gene em questdo (Yang et al., 2013).

Em H. capsulatum, através do silenciamento génico, foi possivel demostrar o
envolvimento de VEAL na transicdo dimorfica dependente de temperatura deste
patdégeno humano, bem como na sua viruléncia. Os mutantes silenciados falharam
ao produzir cleistotécio, realizaram a transicdo de levedura para micélio mais
rapidamente, ndo foram capazes de mudar da forma miceliana para leveduriforme e
demonstraram atenuacéo de viruléncia em modelo animal (Laskowski-Peak, et al.,
2012).

Em A. nidulans, VeA, forma complexo com VelB na auséncia de luz através
da porcao N-terminal, e interage com LaeA, uma proteina envolvida no metabolismo
secundario, na porcdo C-terminal (Bayram et al.,, 2008b). Na familia velvet a
interacdo entre VeA e VelB tem o papel de conectar o VelB com o LaeA em
espécies de fungos produtores de micotoxinas. Enquanto a interacdo entre VeA e
LaeA ocorre no nucleo, a interacao entre VeA e VelB ocorre tanto no ndcleo quanto
no citoplasma.

VelB se trata de uma proteina que possui 369 aminoacidos no modelo A.
nidulans. Sua estrutura predita indica que a mesma nao possui NES e NLS, por isso,
necessita da interacdo com VeA para que seja levada ao nacleo. (Bayram & Braus,
2012). VelB, diferentemente dos outros velvets, possui dois dominios velvet, o
primeiro na por¢do N-terminal e o segundo na por¢édo C-terminal.

VelB em A. nidulans est&a envolvido na regulacdo de metabdlitos secundarios
e desenvolvimento fangico dependente de luz. Estudos conduzidos a fim de

caracterizar este membro da familia velvet, revela que em alguns organismos, tais
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como Fusarium fujikuroi e A. nidulans, VELB possui um fenétipo semelhante ao
encontrado em mutantes de VEA, caracterizado por diminuicdo do metabolismo
secundario e viruléncia, principalmente quando os dois genes séo deletados em F.
fujikuroi (Wiemann et al., 2010; Bayram & Braus, 2012). Sabe-se que VelB interage
diretamente com VeA e VosA em resposta a estimulos ambientais (Bayram et al.,
2008b).

Em C. neoformans, a delecédo de VELB tem como principal efeito a extingao
da producado de hifas provenientes do processo de acasalamento no cruzamento
bilateral entre os mutantes, bem como extingue os eventos de fusdo, porém nao
foram observadas alteracdes na morfologia das hifas quando as cepas foram
submetidas ao acasalamento unilateral e a auséncia deste gene parece nao afetar
0s principais fatores de viruléncia deste fungo (Barros, 2014).

VelC foi a ultima proteina velvet a ser descoberta, ela possui 524 residuos de
aminoacidos e um dominio velvet que se encontra na regido C-terminal em A.
nidulans. Ainda existem poucos estudos de caracterizacdo funcional de VELC
(Bayram & Braus, 2012).

Recente caracterizacdo em A. nidulans indica que VELC tem a funcdo de
regulador positivo no desenvolvimento sexual, assemelhando-se com VOSA. No
mesmo estudo, foi verificado que VelC e VosA interagem in vivo e in vitro (Park et
al., 2014). Em outros fungos, como F. oxysporum e A. fumigatus, os mutantes de
VELC apresentam fendtipos sutis quando comparados aos outros mutantes dos
velvets nestes organismos (Park et al., 2013; LOpez-Berges et al., 2012), estes
resultados indicam que VELC possua uma funcdo acessoria aos demais velvets
(Sarikaya Bayram et al., 2010).

VosA, o quarto membro desta familia em A. nidulans, possui 430 aminoacidos
e apresenta o dominio velvet na por¢cdo N-terminal e um dominio NLS (Bayram &
Braus, 2012).VosA esta envolvido na biossintese de trealose e na maturacdo de
conidios conferindo resisténcia aos conidios (Yu, 2010). A delecdo de VOSA tem
como principal fenétipo a ma formacéo do cleistotécio e inviabilidade dos esporos
produzidos (Ni & Yu, 2007). Em outros ascomicetos, tais como Aspergillus
fumigatus, a delecdo de VosA provoca sensibilidade a estresse osmotico e a luz UV
(Park et al., 2012).
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Em outos fungos, como H. capsulatum, VOSA, conhecido neste fungo como
RYP2, esta envolvido no dimorfismo, na resposta a altas temperaturas e viabilidade
de esporos (Webster & Sil, 2008).

Também foi identificado o gene VOSA em C. neoformans. Sua delecdo nao
altera os principais fatores de viruléncia neste fungo, porém extingue os eventos de
fusdo, bem como o acasalamento no cruzamento bilateral dos mutantes e altera a
morfologia das hifas quando realizado o cruzamento unilateral dos selvagens com os
mutantes deste gene (Peconick, 2013).

Em suma, os principais fenotipos encontrados nos mutantes de VEA e VELC,

estao listados na Tabela 1 deste trabalho.

Tabela 1 - Lista dos fenétipos conhecidos de VEA e VELC em diversos fungos. ND: N&o descrito.
(Continua).

Organismo AveA AvelC Referéncias
Producéo precoce dos Krappmann et al.,
Aspergillus conidiéforos, capacidade reduzida Semelhante ao wild- 2005; Park et al.,
fumigatus de germinacao dos conidios; type. 2012 ; Dhingra et
reducdo da atividade de proteases. al., 2012

Defeitos na producao de estruturas Reducdo da produgao

. . o de estruturas sexuais; Kim et al., 2002 ;
A. nidulans sexuais; aumento da producéo de ~
s aumento da produgéo Park et al., 2014
conidios. o
de conidios.

Reduc¢éo do didmetro da colbnia;
blogueio da producéo de
A. parasiticus intermediarios da aflatoxina; ND Calvo et al., 2004
auséncia da producéo de
estruturas de resisténcia.

Reducéo da producéo de Duran et al., 2007;

A flavus . . . ND Amaike & Keller,
micotoxinas e esclerédio.
2009
Fragmentacgédo precoce das hifas;
Acremonium altera(;a~o na parede (~:elular; ND Dreyer et al., 2007
chrysogenum reducéo da producéo de

cefalosporina C.

Aumento da conidiacdo e
producé@o de melanina;
sensibilidade ao estresse ND Yang et al., 2013
Botrytis cinerea  oxidativo; reducdo da produgéo de
estruturas sexuais e viruléncia.
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Tabela 1 - Lista dos fenétipos conhecidos de VEA e VELC em diversos fungos. ND: N&o descrito.

(Concluséo).

Organismo

Fusarium fujikuroi

F. graminearum

F. oxysporum

F. verticillioides

Histoplasma
capsulatum

Magnaporthe
oryzae

Mycosphaerella
graminicola

Neurospora crassa

Penicillium
chrysogenum

Ustilago maydis

AveA

Reducao do micélio aéreo e aumento
da pigmentacéo; reducdo da
producdo de microconidios; aumento
da producéo de estruturas sexuais.

Reducéo da hidrofobicidade do
micélio, do desenvolvimento e
pigmentacao do micélio, resisténcia
ao estresse osmotico e de parede;
aumento da producao de conidios;
reducao da producédo de metabolitos
secundarios e reducao da viruléncia
em plantas.

Alteracdo na morfologia dos
conidios; viruléncia atenuada em
plantas.

Defeitos na parede celular; reducéo
da hidrofobicidade do micélio.

Reducéo da producédo de estruturas
sexuais e micotoxinas; atenuacado da
viruléncia.

Retardo no crescimento da colbnia;
reducéo da producéo de conidios.

Reduc¢éo da produgéo de melanina;
reducdo do micélio aéreo; reducao
da hidrofobicidade e defeitos no
sensoriamento de luz.

Aumento da produc¢éo de conidios;
reducdo do tamanho das hifas.

Reduc¢éo da producéo de penicilina,

alterac@o na morfologia das hifas e
insensibilidade a luz.

Semelhante ao wild-type

AvelC

ND

ND

Reducéo do
tamanho dos
conidios;
semelhante ao
wild-type

ND

ND

Reducéo da
conidiacéo,
integridade da
parede celular
apressoria dos
conidios.

ND

ND

Reducéo na
sintese de
penicilina.

Gene ausente

REEIERIES

Weimann et al.,
2010

Jiang et al., 2011;
Merhej et al., 2012

Lopez-Berges et
al., 2013

Li et al., 2006;
Myung et al., 2009

Laskowski-Peak,
et al., 2012

Kim et al., 2014

Choi & Goodwin,
2011

Bayram et al.,
2008a

Hoff et al., 2010;
Kopke et al., 2013

Karakkrat et al.,
2013

Fonte: Produzido pelo proprio autor.
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1.4 Interagdes entre os velvets

As interacOes entre os velvets foram descobertas inicialmente no modelo A.
nidulans. Por meio de purificagdo por afinidade em tandem, do inglés Tandem
Affinity Purification (TAP), foi possivel observar que VeA e VelB interagiam, bem
como VeA também conseguia interagir com LaeA, uma proteina necessaria na
producdo de metabdlitos secundarios (Bayram et al.,, 2008b). Tais interacdes
ocorrem em condi¢cBes especificas. A interacdo entre VeA e VelB ocorre somente na
auséncia de luz, sendo este estimulo ambiental um repressor na formacéo deste
heterodimero (Bayram & Braus, 2012). Para que o heterodimero VeA-VelB va para o
nacleo, a importina a KapA, se liga a VeA, auxiliando a passagem do heterodimero
do citoplasma para o nucleo (Stinnett et al., 2007; Aradjo-Bazan et al., 2009).

No nucleo, o heterodimero VeA-VelB pode continuar como heterodimero e
culminar na formacéo de corpos de frutificacdo ou também pode ser formado o
complexo heterotrimérico VelB-VeA-LaeA, induzindo o desenvolvimento sexual e
metabolismo secundario (Bayram & Braus, 2008b; Calvo et al., 2002). Outra
interacdo que pode ocorrer com VeA € a interacdo com o complexo fotorreceptor
LreA-LreB-FphA de A. nidulans (Purschwitz et al., 2008; Purschwitz et al., 2009;
Bayram et al., 2010; Etxebeste et al., 2010).

Também se sabe que VelB pode formar um homodimero (VelB-VelB), cuja
funcdo ainda é desconhecida (Park et al., 2012). Outra interacdo que involve VelB é
a interacao desta proteina com VosA. Tal interacdo também é formada em resposta
a auséncia de luz e esta envolvida com a biogénese do dissacarideo trealose e
consequentemente viabilidade de esporos, haja vista que este dissacarideo protege
0s esporos das intempéries do ambiente (Park et al., 2012).

Mais recentemente foi observado que o ultimo velvet descoberto, VelC, interage
in vivo (duplo-hibrido) e in vitro (GST pull-down) com VosA, porém ainda ndo se
sabe em quais condi¢des esta interacdo ocorre e qual o principal resultado desta
interacéo (Park et al. 2014).

As principais interacdes entre os velvets em A. nidulans estdo esquematizadas

na Figura 5.
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Figura 5 - Interacdes das proteinas velvet VeA, VelB e VosA em A. nidulans.
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Fonte: Adaptado de Bayram & Braus, 2012.

Também foram identificadas as interacfes entre os velvets em outros fungos
filamentosos onde os genes velvets foram estudados. Em A. fumigatus, por meio de
purificacdo por afinidade em tandem (TAP) proveniente de células vegetativas, foi
verificado que VeA de A. nidulans consegue interagir com VelB e LaeA, de A.
fumigatus demonstrando assim, a conservacao da interacao entre as duas espeécies
de Aspergillus (Park et al., 2012). Em P. chrysogenum, a interacéo entre os velvets
neste modelo foi realizada primeiramente por meio de ensaio de duplo-hibrido no
gual foi observado que VeA, VelB e VosA interagem diretamente entre si. Entretanto,
VelC parece estar associado ao complexo por meio de interacdo com VOSA e
possivelmente com VeA. Afim de verifcar esta interacdo in vivo, foram realizados
ensaios de Complementacéo da fluorescéncia bimolecular (BiFC) onde VeA interage
com LaeA e VelB no nucleo bem como ocorre a interacdo de VosA-VeA, VelB-VelC,
VeA-VelC no nucleo (Kopke et al., 2013).

Em Botrytis cinerea, foi verificada que h& a interacdo entre VeA e VelB deste
fungo quando realizado o ensaio de duplo-hibrido, porém os autores so realizaram o
teste com VeA na isca e VelB na presa, sendo que a confirmacdo se da também
pela troca dos transcritos-alvo da isca para presa. Também ndo se sabem em quais

condicdes esta interagao ocorre (Yang et al., 2013).
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Estudo mais detalhado sobre a interacdo VelB-VosA de A. nidulans realizada
por Ahmed e colaboradores (2013), revelou que o dominio velvet de VosA se trata
de um dominio de ligacdo ao DNA e que a estrutura deste dominio é similar ao NF-
KB presente em mamiferos e neste mesmo estudo os autores especulam que o
dominio velvet € um dominio de ligacdo ao DNA, podendo inferir que as proteinas
velvets agem como fatores transcricionais que respondem a diversos estimulos
formando complexos entre si e interagem também com outras proteinas.

A familia velvet de proteinas séo fatores conservados que possuem um papel
crucial no desenvolvimento sexual e assexual, morfologia e producdo de metabdlitos
secundarios. Em suma, os membros desta familia agem de forma coordenada em
resposta a estimulos ambientais e a sua delecdo pode desregular o
desenvolvimento assexual e sexual dependente de luz (VeA), prejudicar a producéo
e a viabilidade de conidios (VosA e VelB), prejudicar a biossintese de metabdlitos
secundarios (VeA e VelB) e alterar a morfologia das hifas (VelC).

Em 2012, Bayram e Braus identificaram as proteinas velvet em
basidiomicetos, inclusive em C. neoformans. Devido ao papel das proteinas velvet
na biologia, morfogénese, desenvolvimento sexual e producdo de metabdlitos
secundarios, nosso grupo se questionou qual seria o principal papel destes genes no
modelo C. neoformans, principalmente sobre os fatores de viruléncia, parede celular,
membrana celular e reproducéo sexuada deste fungo, haja vista que o processo de
acasalamento € um processo que também confere variabilidade genética e
consequentemente adaptabilidade do fungo (Hull & Heitman, 2002; Lin & Heitman,
2006; Lin, 2009; Phadke et al., 2013).

A fim de compreender o papel de VEA e VELC no patdgeno humano C.
neoformans, que se trata de um basidiomiceto, o presente estudo foi conduzido, haja
vista que até o momento somente os velvets de Ustilago maydis (VelB e VosA)
foram caracterizados, nos quais Aumv1 (identificado pelos autores como VosA)
possui viruléncia atenuada associada a defeito de desenvolvimento sexual, e Aumv2
(identificado pelos autores como VelB) que possui viruléncia reduzida e retardo na
producédo de telibsporos, porém Aumv3 (identificado pelos autores como VelB) ndo
apresenta alteracdes de fendtipo em relacdo ao selvagem (Karakkat et al., 2013).

Utilizando-se de ferramentas de bioinformatica, foi realizada uma comparacgéo
(Blastp) das sequéncias preditas das proteinas velvet, dentre elas VeA e VelC,

utilizando o banco de dados de humanos (Homo sapiens) no NCBI:
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http://blast.ncbi.nim.nih.gov. Essas proteinas muito conservadas e especificas de
fungos nao foram identificadas em humanos. Os dados moleculares experimentais
gerados nesse trabalho visam entender o papel de VEA e VELC na morfogénese,
viabilidade e patogenicidade de C. neoformans, e sdo um ponto de partida para o
estudo desta familia para uma melhor caracterizagdo da biologia deste micro-

organismo.
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2 OBJETIVOS
o Elucidar os papéis de VEA e VELC sobre os principais fatores de

viruléncia de C. neoformans por meio de delecao génica;

° Avaliar a viruléncia dos mutantes de VEA e VELC em modelo de

infecgdo fungica in vitro;

o Obter cepas para posterior teste de interacdo entre as proteinas velvet

de C. neoformans por meio de duplo-hibrido.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Linhagens e meios de cultura utilizados

3.1.1 Linhagens celulares
Foram utilizadas linhagens de C. neoformans variedade grubii KN99a e

KN99a sorotipo A. Experimentos de viruléncia em macrofagos utilizaram a linhagem
de macrofagos peritoniais J774.A1 (ATCC TIB-67). Foram utilizadas as bactérias
Escherichia coli competentes Stellar™ - HSTO08 (Clontech) para a replicacdo dos
plasmideos com os insertos. Para os testes de interacdo proteina-proteina (duplo-
hibrido) foram utilizadas as linhagens Y2HGold (MATa) Y187 (MATa) de

Saccharomyces cerevisiae (Clontech).

3.1.2 Meios de cultura
3.1.2.1 Meio YPD (Yeast Peptone Dextrose): para manutencdo de C.

neoformans
Extrato de levedura 1%
D-Glicose 2%
Peptona 2%
Agar 2%

O potencial hidrogenidnico (pH) utilizado foi 5,6 — Autoclavagem a 120 °C por

15 minutos.

3.1.2.2 Meios de cultura para testes fenotipicos

a) Meios contendo Congo Red, Cloreto de sodio (NacCl), Cloreto de
potassio (KCl), Sorbitol, Cafeina, Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS), Per6xido de
hidrogénio (H205).

Tais reagentes foram acrescidos ao meio solido YPD para a realizacado dos
testes fenotipicos nas seguintes concentraces 1% e 0,5% de Congo Red, 1,5 M de
NaCl, 2 M de Sorbitol, 1mg/mL de Cafeina, 0,05% de SDS, 1mM e 5mM de H,0,. A
cafeina e H,O, foram adicionados apds autoclavagem do meio

O pH utilizado foi 5,6 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

b) Meio L-DOPA Agar
KH2PO4 29,4 mM
MgS0,.7H,0 10 mM



Glicina
D-Glicose
Tiamina
L-Dopa
Agar

22

13 mM
15 mM
3 UM
2 mM
15%

O pH utilizado foi 5,5 (Ajustado com KOH e H3PO,) — Esterelizacédo da

solucéo de sais por filtracdo em filtro 0,22 um para posterior adi¢cdo do agar.

C) Meio DMEM + MOPS — Meio indutor de capsula

DMEM
MOPS
NaHCOs
Agar

13,4 g/L
23 mM
22 mM
1,8%

O meio DMEM acrescido de MOPS foi esterelizado por filtracdo em filtro de

0,22 um e posterior adicdo do agar. O pH utilizado foi 7,0.

d) Christensen’s Urea Agar — Meio para teste de urease

Peptona

Cloreto de Saédio
KH,PO,4

Phenol Red 0,2%
Uréia

Dextrose

Agar

1%
5%
2%
8 mL
20 %
1%
2%

O pH utilizado foi 6,9 — A base do meio de Christensen foi autoclavada a 120

°C por 15 minutos. A base foi resfriada a 55 °C para a adicdo da solucdo de uréia e

dextrose previamente esterelizada em filtro de 0,22 um.

e) Meio emulsdo gema de ovo — Meio para teste de fosfolipase

Peptona
Glicose
Cloreto de sbdio

Cloreto de célcio

Agar bacteriolégico

1%
2%
1M
0,005 M
2%



23

Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos. Em seguida, resfriado a 55 °C para

adicdo da emulsdo gema de ovo (50 % gema de ovo, 50 % salina).

a)

a)

3.1.2.3 Meios de cultura indutores de acasalamento em C. neoformans

Meio Agar Filament
YNB 0,67 %
Agar bacteriolégico 4 %

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.
Apo6s autoclavagem adicao 2,5 % de glicose 20 %.

b) Meio comercial Murashige and Skoog (MS)
Meio MS 0,44 %
Agar bacteriolégico 4 %

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 15 minutos.

3.1.2.4 Meios de cultura com diferentes concentracdes de Nitrogénio

Meio SLAD (Synthetic Low Ammonium Dextrose)
YNB 0,17 %
Sulfato de aménio 5 uM
Agar bacteriolégico 2 %

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.

Apo6s autoclavagem, adicdo de glicose na concentracéo final de 2 %.

b) Meio SMAD (Synthetic Medium Ammonium Dextrose)

YNB 0,17 %
Sulfato de aménio 500 uM
Agar bacteriolégico 2 %

O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.

Apébs autoclavagem, adicao de glicose na concentracgao final de 2 %.

C) Meio SHAD (Synthetic High Ammonium Dextrose)
YNB 0,17 %
Sulfato de amoénio 5 mM

Agar bacteriolégico 2 %



O pH utilizado foi 5 — Autoclavagem a 120 °C por 40 minutos.

Apo0s autoclavagem, adicao de glicose na concentracéo final de 2 %.

3.1.2.5 Meio utilizado para crescimento de E.coli
a) Meio Luria-Bertani (LB)

Extrato de levedura 0,5%
Peptona 1%
NacCl 1%
Agar 1,5%

O pH utilizado foi 7,0 — Autoclavagem a 120 °C por 20 minutos.

3.1.2.6  Meios utilizados para o Duplo-Hibrido (Y2H)

a) Meio YPDA
Extrato de Levedura 1%
D-Glicose 2%
Peptona 2%
Agar 2%
Hemisulfato de Adenina 20 mg/L

b) Meio SD

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
Histidina 20 mg/L
Metionina 20 mg/L
Triptofano 20 mg/L
Leucina 50 mg/L

C) Meio SD/-Triptofano

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%

Adenina 20 mg/L

24
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L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L
L-Leucina 50 mg/L

d) Meio SD/-Leucina

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L

e) Meio SD/ Double Drop Out (DDO): Sem Triptofano e Leucina

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
Adenina 20 mg/L
L-Histidina 20 mg/L
L-Metionina 20 mg/L

f) Meio SD/ Quadruple Drop Out (QDO)

YNB 0,67%
Glicose 2%
Agar 2%
L-Metionina 20 mg/L

3.2 Analise in silico do gene VEA e VELC de C. neoformans utilizando o banco
genbmico disponivel
As sequéncias gendmica e proteica de VEA (CNAG_02387.2) e de VELC
(CNAG_02697.2) de C. neoformans, disponiveis no banco de dados do Broad
Institute
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiH
ome.html), foram identificadas tendo a sequéncia proteica de VeA de A. nidulans

(Numero de acesso: AAD42946.1) e de VelC do mesmo organismo (Numero de
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acesso: XP_659663.1) como referéncia e utilizando a ferramenta BLASTp
(http://lwww.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparagdo. Em seguida, as
sequéncias proteicas foram confirmadas com a anotacéo do banco gendémico.

Em adicdo, também foram encontrados homologos de VeA em outros fungos
(Tabela 2) e de VelC (Tabela 3), no qual foi realizado o alinhamento mdultiplo das
CLUSTALW
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), cuja finalidade foi buscar regifes

sequéncias atraves da ferramenta algorithm
conservados entre as sequéncias proteicas dos fungos listados na Tabela 2 e
Tabela 3. Em seguida, foi feita a andlise de identidade e similaridade por meio de
alinhamento em pares (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/lemboss_needle/) entre a
sequéncia de C. neoformans com as sequéncias dos demais fungos, no caso da
sequéncia proteica de VeA, a analise foi feita com a sequéncia antiga
(AFR95444.1). O alinhamento multiplo também permitiu que fossem construidas
arvores filogenéticas por meio do software ClustalW  Phylogeny
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/) para estabelecer a

relacéo filogenética destes organismos.

Tabela 2 - Lista de micro-organismos utilizados para comparacdo de sequéncias proteicas de VeA.
(Continua).

Organismo Numero de Acesso no NCBI

Acremonium chrysogenum CAL68582.1
Aspergillus fumigatus CAE47975.1
Aspergillus flavus ABC41069.1
Aspergillus nidulans AAD42946.1
Aspergillus parasiticus AAS07022.1
Botrytis cinerea CCD47187.1

Coprinopsis cinerea
Coccidioides immitis
Cryptococcus gattii
Cryptococcus neoformans var. grubii (H99)
Cryptococcus neoformans var. neoformans (JEC21)
Dothistroma septosporum
Fusarium graminearum
Histoplasma capsulatum
Laccaria bicolor
Magnaporthe oryzae

Neurospora crassa

XP_001830267. 2
XP_001242982. 1
XP_003194190. 1

AFR95444.1; AFR95444.2

XP_571129. 1
EMEA47645.1
AEY76160.1
ACB59235.1
XP_001878780.1
XP_003716073
XP_957154.1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/85083653?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9Y994F3K014
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Tabela 2 — Lista de micro-organismos utilizados para comparacao de sequéncias proteicas de VeA.
(Concluséo).

Organismo NUimero de Acesso no NCBI
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) EEH46851.1
Paracoccidioides lutzii (Pb01) XP_002794525.1
Penicillium chrysogenum XP_002559734.1
Verticillium dahlie EGY15599.1
Ustilago maydis XP_790350.1

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Tabela 3 - Lista de micro-organismos utilizados para comparacéo de sequéncias proteicas de VelC.

‘ Organismo Numero de Acesso no NCBI

Aspergillus flavus ADE45324.1
Aspergillus fumigatus XP_751849.1
Aspergillus nidulans ABQ17968.1

Coprinopsis cinerea XP_001837756.2
Coccidioides immitis EAS37273.2

Cryptococcus gattii XP_003196731.1
Cryptococcus neoformans var. grubii (H99) AFR93993.1
Cryptococcus neoformans var. neoformans (JEC21) XP_567664.1
Fusarium oxysporum EGU84152.1

Magnaporthe oryzae XP_003719005.1
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) EEH45903.1

Paracoccidioides lutzii (Pb01) XP_002789846.1

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Também foi realizada a identificacdo dos principais dominios presentes na
estrutura e composicdo da proteina VeA e VelC de C. neoformans. Tais dominios
foram identificados nas proteinas VeA e VelC de C. neoformans tendo como
referéncia os dominios encontrados em estudos anteriores realizados em A.
nidulans e A. fumigatus (Bayram e Braus, 2012; Park et al., 2012).

A identificacdo dos dominios velvet em ambas proteinas de C. neoformans foi
obtida por meio da ferramenta online Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/). A busca pelo
dominio NLS foi obtida pelo software NLS Predictor (http://nls-
mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper_form.cgi). A procura pelo dominio PEST

foi feita com o auxilio do software EPestfind (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226291423?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9Y9EZ22P01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/295667952?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9Y9WM71V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/346972147?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9YA0G9T3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405119220?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=CG6N640P014
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bin/emboss/epestfind) e a busca pelo sinal de exportacdo nuclear (NES) foi obtida
pelo software NetNES (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/).

As sequéncias dos dominios velvet de todas as proteinas desta familia de C.
neoformans foram alinhadas com o auxilio do software ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), comparadas e checadas. Apoés, foi
construido um cladograma comparativo entre essas proteinas por meio do software
Clustalw2 Phylogeny (http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/) cujo objetivo foi

relacionar estas proteinas evolutivamente.

3.3 Avaliacdo da funcé@o génica de VEA e VELC através de delecdo génica no
modelo C. neoformans.

3.3.1 Construcdo do cassete de delecdo dos genes VEA e VELC de C.

neoformans

Os cassetes de delecdo génica para a obtencdo de mutantes knock out foi
construido por meio da técnica de PCR Double-Joint, previamente descrita por Kim
et al., 2009.

Primeiramente, foi feita a selecdo do gene VEA através do banco de dados
disponivel no Broad Institute (CNAG_02387.2) para que fosse possivel a construcéo
do cassete de delecdo. Os codons de iniciacdo e de terminacdo do gene foram
definidos para que fosse delimitada a regido a ser deletada e com isso foram
selecionados 1Kb acima e abaixo da ORF para o desenho de oligonucleotideos a
serem usados na delecdo. Tais procedimentos também foram utilizados para a
construcéo do cassete de delecdo de VELC (CNAG_02697.2).

Foram utilizados oito oligonucleotideos para cada um dos genes, a fim de
isolar os fragmentos de interesse e construir o cassete por PCR Double Joint
(Tabela 4). Em seguida, foi realizada a transformacao dos fragmentos do cassete de

delecéo por biobalistica em leveduras haploides KN99a e KN99a.

Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados no estudo de VEA e VELC em C. neoformans (Continua).

Primer Descricao Sequéncia T™ (°C) Uso
Double-Joint PCR-
LF201 VeAl GGGTTGGGTTTGATCCTGTGTA 66 VEA
ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGT Double-Joint PCR-
LF202 VeA2 6

6
GGCTGGGAATGATAAGAGGTG VEA


http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados no estudo de VEA e VELC em C. neoformans (Continuacao).

Primer

Descricéo

Sequéncia

T™ (°C)

LF020

LF028

LF029

LF188

LF187

LFO21

LF219

LF221

LF231

LF222

LF185

LF186

LF255

LF256

LF220

M13Re

NSL_hph

NSR_hph

NSL_nat

NSR_nat

M13Fen

VeA7

VeA8

VeA9

VeAl0

VeAll

VeAl2

VeARECF

VeARECR

VelC1

CAGGAAACAGCTATGACATGAT

GCGGGAGATGCAATAGGTCAG

AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT

CTCCAGAACATTCGTCGCTTAC

AGCAAGACCCATCAAAGCTCTA

GTAAAACGACGGCCAGTGC

GCACTGGCCGTCGTTTTACTCCGTCG

TCTGATCTCTCAGC

GCTTTTAGAGCAAGCCCGTGT

AAGAGGCAAGAGTGCGAATCC

CGGTGATCTTTCTTCCCCAGT

TCGAATTGGCGCAGACAGTA

TGCGGCCAGATGTCTTGTTA

CTTGTGGCTTTGGGATGAGGT

TGCGGACAGATAACGATTCCTC

CGTGCGTTCGATGTACTCTCA

62

66

66

64

66

66

64

64

64

58

60

64

66

64

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR

Double-Joint PCR-
VEA

Double-Joint PCR-
VEA

Confirmacéo de
Delecao/Reconsti-
tuicdo do locus-
VEA
Confirmacéo de
Delegao/Reconsti-
tuicdo do locus-
VEA
Confirmacéo de
Delecao/Reconsti-
tuicdo do locus-
VEA
Confirmacéo de
Dele¢ao/Reconstit
uicdo do locus-
VEA

Reconstitui¢cdo do
locus-VEA

Reconstitui¢cdo do
locus-VEA

Double-Joint PCR-
VELC
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados no estudo de VEA e VELC em C. neoformans (Continuacao).

Primer

LF229

LF230

LF228

LF227

LF223

LF233

LF224

LF289

LF290

LF298

LF300

LF328

LF329

LF301

LF303

LF317

LF336

LF306

Descricéo

VelC2

VelC7

VelC8

VelC9

VelC10

VelC11

VelC12

VelCRECF

VelCRECR

VeATHF

VeATHR

VelBTHF

VelBTHR

VelCTHF

VelCTHR

VosATHF

VosATHRLo
ng

VeATHPF

Sequéncia

ATCATGTCATAGCTGTTTCCTG
AATATTGCGATGGTGGCCTTC

GCACTGGCCGTCGTTTTAC
CATCGCTTTGCACAACTTGAC

CTGCGTCAACGTTTGTTCTCC

CATGTTACGACGGACCTTTGC

ATGCGGCGTCAGTGACCTCGTC

TCTTTGCGGTTCAGATGCTAC

GCGAGTAGATGCGGAATGGTTG

GGATTTGATCCCATCCAGGTC

CCAACGAAACGAGAGGGTACA

CATGGAGGCCGAATTCATGAGCCC
GGCCAACGGC
GCAGGTCGACGGATCCTTACCGTC
TCTCGTAGCTTCTCTCTTCC
CATGGAGGCCGAATTCATGTTTCCC
TCAACAGGCA
GCAGGTCGACGGATCCTCATTGAC
CACCTTCATCTT
CATGGAGGCCGAATTCATGCCTGT
TCCACAACCC
GCAGGTCGACGGATCCTCAATCTC
CTGTCCCTGTT
CATGGAGGCCGAATTCATGTCCGC
CCGCGCCCAT

GCAGGTCGACGGATCCTCAACCCA
GCAGGTTGCCCAATC

CAGTGAATTCCACCCATGAGCCCG
GCCAACGGC

T™ (°C)

62

62

64

64

72

62

68

64

64

75,1

69,4

63,6

60,1

64

60,2

77,4

72,9

75,1

Uso

Double-Joint PCR-
VELC

Double-Joint PCR-
VELC

Double-Joint PCR-
VELC

Confirmacéo de
Delegéo/Reconstituicdo
do locus-VELC
Confirmacéo de
Delecao/Reconstitui-
¢éo do locus-VELC
Confirmacéo de
Delecao/Reconstitui-
¢éo do locus-VELC
Confirmacéo de
Delecao/Reconstitui-
¢éo do locus-VELC

Reconstituicdo do
locus-VELC

Reconstituicdo do
locus-VELC

Duplo-Hibrido (isca)
VEA

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VEA

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VELB

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VELB

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VELC

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VELC

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VOSA

Duplo-Hibrido (isca-
pGBKT7) VOSA

Duplo-Hibrido (presa-
pGADT7) VEA
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados no estudo de VEA e VELC em C. neoformans (Concluséo).

Primer Descricéo Sequéncia T™ (°C) Uso

Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTTACCGTCT
LF307 VeATHPR CTCGTAGCTTCTCTCTTCC 69,4 (presa\-/pEC';AADW)
Duplo-Hibrido
CAGTGAATTCCACCCATGTTTCCC
LF315 VelBTHPF TCAACAGGCA 63,6 (presa-pGADT?7)
VELB
Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTCATTGACC
LF316 VelBTHPR ACCTTCATCTT 60,1 (presa-pGADT?7)
VELB
Duplo-Hibrido
CAGTGAATTCCACCCATGCCTGTT
LF310 VelCTHPF CCACAACCC 64 (presa-pGADT?7)
VELC
Duplo-Hibrido
TATCGATGCCCACCCTCAATCTCC
LF311 VelCTHPR TGTCCOTGTT 60,2 (presa-pGADT?7)
VELC
T7 PCR dos
T7 (Forward) TAATACGACTCACTATAGGG plasmideos de
Duplo-Hibrido

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para que a construcdo do cassete de delecdo fosse possivel, a reacdo de
amplificacdo foi realizada em duas etapas (Figura 6). Para a primeira etapa, foi
utilizada a enzima PyroStart™ Fast PCR (Fermentas Life Science). A reacao foi
realizada a partir de um mix constituido de 0,5 uM de cada oligonucleotideo; 10 ng
de DNA molde (DNA genémico de C. neoformans KN99a) para a obtencdo dos
fragmentos 1 + 2, que corresponde a regido flanqueadora 5’ de VEA, e 7 + 8, que
corresponde a regiao flanqueadora 3’ de VEA. O plasmideo pPZPHYG foi utilizado
para a amplificacdo do fragmento 3 + 4 que corresponde a regiao 5’ do marcador
seletivo HPH, controlado por promotor de actina de C. neoformans e do fragmento 5
+ 6 que corresponde a regiao 3’ de HPH (gene de resisténcia a Hygromicina B), o
gual possui terminador TrpC de C.neoformans. O plasmideo pPZPNAT também foi
utilizado como molde para a amplificacdo do fragmentos 3 + 4 que corresponde a
regiao 5 do marcador seletivo NAT (gene de resisténcia a Nourseotricina),
controlado por promotor de actina de C. neoformans e 5 + 6 cujo fragmento
corresponde a regido 3’ de NAT, o qual possui terminador TrpC de C.neoformans.
pPZPNAT para a amplificacdo dos fragmentos 3 + 4 0s quais correspondem a regiao
5’ do marcador seletivo HPH, controlado por promotor de actina de C. neoformans e
5 + 6 cujo fragmento corresponde a regido 3’ de NAT, o qual possui terminador TrpC

de C.neoformans. O mix foi finalizado utilizando agua ultrapura para completar o
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volume da reagcdo de 20 pL. Em tal etapa, os oligonucleotideos utilizados foram
LF201 e LF202 para o fragmento 1+2, que corresponde a regido flanqueadora 5’ de
VEA; LF020 e LF028 para o fragmento 5’ de HPH; LF021 e LF029 para o fragmento
3’ de HPH; LF020 e LF188 para o fragmento 5 de NAT; LF021 e LF187 para o
fragmento 3’ de NAT; LF219 e LF231 para o fragmento 7+8 que corresponde a
regido franqueadora 3’ de VEA (Figura 6a). Todos os oligonucleotideos utilizados no
presente estudo estdo descritos na Tabela 4. O ciclo utilizado para as reacdes foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

57 °C por 5 segundos | 40 vezes

72 °C por 1 minuto

72 °C por 1 minuto

4°C até o término da reacao.

ApoOs as reacoes, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 0,8% a fim de checar os tamanhos esperados. Em seguida, os fragmentos
foram purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit (GE
Healthcare) e quantificados. Os tamanhos esperados foram: 1 + 2: 1051 pb; 7 + 8:
890 pb, 3 + 4 hph: 1235 pb; 5 + 6 hph: 1295 pb; 3 + 4 nat: 639 pb; 5 + 6 nat: 1176 pb

Para a construcdo do cassete de delecdo de VELC, foram amplificados os
fragmentos 1 + 2 e 7 + 8 de VELC utilizando a PyroStart™ Fast PCR (Fermentas
Life Science) utilizando os oligonucleotideos LF220 e LF229 para a regidao 5 de
VELC e LF230 e LF228 para a regiao 3' de VELC (Figura 6a). A reacédo foi
realizada a partir de um mix constituido de 0,5 uM de cada oligonucleotideo; 10ng de
DNA molde (DNA gendémico de C. neoformans KN99a) para a obtencdo dos
fragmentos 1 + 2, que corresponde a regiao flanqueadora 5’ de VELC, e 7 + 8, que
corresponde a regiao flanqueadora 3’ de VELC. Os fragmentos 3 + 4 e 5 + 6, de
ambas as marcas de selecdo, obtidos da reacdo de VEA — HPH e NAT foram
utilizados também para a constru¢cdo do cassete de VELC. ApoOs as reacdes, 0S
fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 0,8% a fim de
checar os tamanhos esperados. Em seguida, os fragmentos foram purificados com o
kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit (GE Healthcare) e quantificados. Os
tamanhos esperados foram: 1 + 2: 873 pb; 7 + 8: 936 pb.

Para a segunda etapa, cujo objetivo foi fusionar os fragmentos 1 + 2 com 3 +

4e5+6com7+8emduas reacdes de amplificagéo (Figura 6b) distintas, foi feita
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uma PCR de sobreposicao para obtencéo dos fragmentos 1 + 4 (1 + 4 — equivalente
a regiao flanqueadora 5’ de VEA fusionada a regido 5’ do marcador seletivo) e 5 + 8
(5 + 8 — equivalente a regido flanqueadora 3’ de VEA fusionada a regido 3’ do
marcador seletivo). Para o fragmento 1 + 4 fusionado com HPH, o tamanho
esperado foi de 2,2 Kb. Para o fragmento 5 + 8 fusionado com HPH, o tamanho
esperado foi de 2,1 Kb. Em contrapartida, para o fragmento 1 + 4 fusionado com
NAT, o tamanho esperado foi de 1,6 Kb e para o fragmento 5 + 8 fusionado com
NAT, o tamanho esperado foi de 2,2 Kb. Em seguida, os tamanhos dos amplicons
foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Para
amplificacdo dos fragmentos citados foram utilizados os oligonucleotideos LF201 e
LF028 para amplificar o fragmento 1 + 4 cuja marca escolhida foi HPH; LF029 e
LF221 para amplificar o fragmento 5 + 8 cuja marca escolhida foi HPH. Para a marca
NAT, foram utilizados os oligonucleotideos LF201 e LF188 para amplificar o
fragmento 1 + 4. E para o fragmento 5 + 8, foram utilizados os oligonucleotideos
LF187 e LF221. Os tamanhos esperados na primeira etapa foram: 1 + 2: 1051 pb; 7
+ 8: 890 pb, 3 + 4 hph: 1235 pb; 5 + 6 hph: 1295 pb; 3 + 4 nat: 639 pb; 5 + 6 nat:
1176 pb.

Para as quatro reacdes da segunda etapa, foi escolhida a enzima OneTaq®
DNA Polymerase (New England Biolabs) e utilizados os seguintes componentes
para cada reacdo: 1U OneTaq® DNA Polymerase, 0,2 uM de cada oligonucleotideo,
0,2 mM de dNTP’s, 15 ng de cada fragmento, 1X de tampao e H,O até o volume
final de 50 pL. O ciclo utilizado para as quatro reacdes foi:

94 °C por 2 minutos

94 °C por 30 segundos

56 °C por 30 segundos (40 vezes

68 °C por 4 minutos

68 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacao.

Em seguida, os fragmentos obtidos foram confirmados por eletroforese em gel
de agarose 0,8% e purificados com kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit
(GE Healthcare) e quantificados para posterior transformacéo por biobalistica.

Para a segunda etapa de construcdo do cassete de VELC, também foi
feita uma PCR de sobreposicdo para obtencdo dos fragmentos 1 + 4 (1 + 4 —

equivalente a regido flanqueadora 5’ de VELC fusionada a regido 5 do marcador
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seletivo) e 5 + 8 (5 + 8 — equivalente a regido flanqueadora 3’ de VELC fusionada a
regido 3’ do marcador seletivo). Para o fragmento 1 + 4 fusionado com HPH, o
tamanho esperado foi de 2,1 Kb. Para o fragmento 5 + 8 fusionado com HPH, o
tamanho esperado foi de 2,2 Kb. Em contrapartida, para o fragmento 1 + 4 fusionado
com NAT, o tamanho esperado foi de 1,5 Kb e para o fragmento 5 + 8 fusionado
com NAT, o tamanho esperado foi de 2,2 Kb. Em seguida, os tamanhos dos
amplicons foram checados por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%. Para
amplificacdo dos fragmentos citados foram utilizados os oligonucleotideos LF220 e
LF028 para amplificar o fragmento 1 + 4 cuja marca escolhida foi HPH; LF029 e
LF228 para amplificar o fragmento 5 + 8 cuja marca escolhida foi HPH. Para a marca
NAT, foram utilizados os oligonucleotideos LF220 e LF188 para amplificar o
fragmento 1 + 4, e para o fragmento 5 + 8, foram utilizados os oligonucleotideos
LF187 e LF228.

Para as quatro reacdes da segunda etapa do PCR Double Joint para a
contrucdo do cassete de delecdo de VELC , foi escolhida a enzima FideliTag® DNA
Polymerase (USB) e utilizados os seguintes componentes para cada reacéo: 1U
FideliTag® DNA Polymerase, 0,2 uM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de dNTP’s,
15 ng de cada fragmento, 1X de tampé&o e H,O até o volume final de 50 pL. O ciclo
utilizado para as quatro reacoes foi:

94 °C por 2 minutos

94 °C por 30 segundos

56 °C por 30 segundos |40 vezes

68 °C por 4 minutos

68 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacéo.

Em seguida, os fragmentos obtidos foram confirmados por eletroforese em gel
de agarose 0,8% e purificados com o kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion

Kit (GE Healthcare) e quantificados para posterior transformacao por biobalistica.
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Figura 6 - Representacgdo da técnica de PCR Double Joint. (A) Os oligonucleotideos 1 e 2 tem como
alvo a regido 5’ adjacente ao gene alvo enquanto o par 7 e 8 foi utilizado para amplificagéo da regido
3" do mesmo gene, tais amplicons foram obtidos a partir do DNA genémico de KN99a. As regides 5e
3" de HPH e NAT foram amplificadas usando os pares 3 e 4 e 5 e 6, respectivamente e como molde o
plasmidio pPZPHYG para a marca de resisténcia a Higromicina e pPZPNAT para a marca de
resisténcia a Nouseotricina. (B) Fusédo dos fragmentos 5 do gene alvo com 5 de HPH ou 5’ NAT ¢ &
do gene alvo com 3’ de HPH ou 3’ NAT, utilizando os primers 1 e 4 para aregido 5 e 3 e 8 para a
regido 3, os moldes utilizados foram os fragmentos 1+2; 3+4; 5+6 e 7+8, os quais foram obtidos na
etapa anterior. (C) Os fragmentos 1+4 e 5+8 foram co-transformados em leveduras de C.
neoformans. As células de KN99a receberam HPH como marca de selegdo e as leveduras KN99a
receberam a marca NAT. Existe uma regido de 200 pb de sobreposi¢éo entre os fragmentos 1 + 4 e 5
+ 8 que recombinaréo in vivo ap6s a transformacéo do fungo.

3 S
A 5’ Marca de selegio | 3’ GENE ALVO
1> i < 3 | <
5’ GENE ALVO [ 3’ Marca de selecio
< <%
6
S
B 5’ Marca de selegdo
| «~
i5 4
—
[ 3’ Marca de selecao
200pb
C
11
=y SELVAGEM
GENE ALVO
< <
12 10
5
i) -> GENE ALVO::Marca de sele¢io
M d leca
<z 10

Fonte: Modificado de Kim et al., 2009a.

3.3.2 Transformacdo de C.neoformans por biobalistica para obtencdo dos

mutantes veAA e velCA

Colénias isoladas das linhagens KN99a e KN99a de C. neoformans foram
inoculadas em YPD liquido durante a noite sob agitacdo a 30° C e no dia seguinte
foram lavadas com solucdo salina para serem inoculadas em placas de YPD+
Sorbitol 1 M a serem transformadas.

Para preparacao das particulas (tungsténio M10, didametro de 0,7 um, Biorad),

com DNA a ser transformado, realizou-se as seguintes etapas: 1. Esterilizacdo das
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particulas: pesou-se 30 mg de particulas e adicionou-se 1 mL de etanol 70%. A
mistura foi agitada em vortex por 20 minutos, velocidade maxima e centrifugada a
velocidade méaxima por 10 minutos. Em seguida o sobrenadante foi removido e
adicionou-se 1 mL de &gua ultrapura estéril. O precipitado foi ressuspendido e
centrifugado a velocidade maxima por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
processo de lavagem foi repetido outras duas vezes. ApoOs a Ultima lavagem, o
sobrenadante foi descartado e as particulas ressuspendidas em 500 pL de glicerol
50% estéril. 2. Precipitacdo do DNA a ser transformado nas particulas: as particulas

estéreis foram sonicadas por 7 minutos para que desgrumassem e em seguida
foram agitadas (velocidade méxima) em vortex por 2 minutos. Acrescentou-se na
seguinte ordem: 50 pL de particulas estéreis, 5 pL de DNA (quantidade total variou
de 0,5 a 1 pg), 50 yL de CacCl, (2,5 M) estéril, 20 puL de espermidina (0,1 M, Sigma)
estéril. Essa mistura foi levada ao vortex por 10 minutos, agitacdo branda e, em
seguida, centrifugada por 10 segundos a velocidade maxima. O sobrenadante foi
descartado e acrescentou-se 150 pL de etanol absoluto as particulas. Centrifugou-se
por 10 segundos a velocidade maxima e esse processo foi repetido mais duas
vezes. Ao final da dltima lavagem, adicionou-se uma quantidade de etanol absoluto
em volume multiplo de 4 pL de acordo com a quantidade de placas a serem
bombardeadas. As particulas foram sonicadas por 3 segundos, e 4 pL foram
imediatamente distribuidos nas membranas carreadoras estéreis ja encaixadas nos
discos carreadores que, em seguida, foram incubados em silica, onde
permaneceram por pelo menos 30 minutos até 0 momento do bombardeamento.

Os parametros utilizados para a transformacédo por biobalistica (BIOMICS,
Brasil) foram: distancia de 6 cm do alvo, pressdo do gas Hélio a 1.200 psi (sdo
utilizadas 4 membranas de 300 psi para cada tiro) e pressdo de vacuo a 27 mmHg.
Apds o bombardeamento, as placas foram embaladas em papel aluminio e
incubadas a 30 °C por 48 h. Apés esse periodo, foram lavadas com YPD liquido e as
células inoculadas em placas com meio seletivo, Higromicina B ou Nourseotricina
(200 pg/ml, Invitrogen). Ap6s 72 h de incubacédo a 30 °C os transformantes foram
transferidos para uma nova placa de YPD contendo Higromicina B ou Nourseotricina
para confirmacdo da estabilidade da marca de selecdo. O DNA genbémico dos
possiveis transformantes foi extraido conforme protocolo para posterior confirmacgéo

via PCR tradicional.
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3.3.3 Extracdo do DNA gendémico de C. neoformans (Smash and Grab)

Para a extracdo do DNA genbmico de C. neoformans, células foram
cultivadas durante a noite em 5 mL de YPD liquido a 30 °C. Apds a incubacao, as
células foram centrifugadas por 6 minutos a 4000 rpm. O precipitado foi
ressuspendido em 1,5 mL de agua estéril e centrifugado a velocidade maxima
durante 5 minutos e seu sobrenadante descartado. Adicionou-se 0,5 mL de
fenol:cloroférmio (Bioagency), 0,5 mL de tampédo TENTS (10 mM Tris HCI, pH 7.5, 1
mM EDTA, pH 8.0, 100 mM NacCl, 2 % Triton X-100, 1 % SDS) e pérolas de vidro
(diametro:400-600 pm, Sigma). Os tubos foram agitados em vortex por 10 minutos e
logo em seguida submetidos a centrifugacdo por 5 minutos em velocidade maxima.
A fase aquosa obtida foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 50
WL de acetato de s6dio 3 M e 1 mL de etanol absoluto a fim de precipitar o DNA. O
tubo foi agitado e centrifugado em velocidade maxima por 15 minutos e em seguida
0 sobrenadante foi descartado. Foram adicionados 200 pyL de etanol 70 % (v/v) e
agitou-se novamente antes de centrifugar novamente por 5 minutos a velocidade
maxima. Em seguida, o excesso de alcool foi removido com auxilio de uma pipeta e
os tubos foram secados a temperatura ambiente por 5 minutos. O precipitado foi
ressuspendido em 50 pyL H,O ultrapura, acrescida de RNAse A (150 pg/mL) e
incubou-se os tubos a 37 °C por 1 hora e depois o DNA foi armazenado em freezer
(-20°C).

3.3.4 Confirmacdo da delecdo de VEA e VELC

Para a confirmacdo da integracdo do cassete de delecdo VEA::HPH e

VEA::NAT no locus de VEA, foram utilizados oligonucleotideos desenhados
externamente as regidbes de VEA escolhidas para a construgcdo do cassete de
delecdo, e combinados com oligonucleotideos que reconhecem a regido do
marcador seletivo HPH ou NAT, conforme a Tabela 4. Para as amplificacées, foi
utilizada a enzima PyroStart™ Fast PCR (Fermentas Life Science), 0,5 uM de cada
oligonucleotideo, LF201 e LF029 para amplificar a regidao 5 dos mutantes cuja
marca de selecéo era HPH; LF201 e LF187 para amplificar a regido 5’ dos mutantes
cuja marca de selecdo era NAT. E LF028 e LF222 para amplificar a regido 3’ dos
mutantes cuja marca de selecao era HPH e LF188 e LF222 para amplificar a regiao
3’ dos mutantes cuja marca de selecdo era NAT. Para completar a reacao, foram

utilizados 10ng de DNA extraido de colénias escolhidas aleatoriamente apos a
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selecdo em sua respectiva marca de selecdo e H,O ultrapura para completar o
volume final para 20 pL. O ciclo utilizado para todas as reagdes foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

59 °C por 10 segundos | 40 vezes

72 °C por 1 minuto

72 °C por 1 minuto

4°C até o término da reacao.

Para a confirmacdo da integracdo do cassete de delecdo VELC::HPH e
VELC::NAT no locus de VELC, foram utilizados oligonucleotideos desenhados
externamente as regides de VELC escolhidas para a construcdo do cassete de
delecdo, e combinados com oligonucleotideos que reconhecem a regido do
marcador seletivo HPH ou NAT, conforme a Tabela 4. Para as amplificacdes, foi
utilizada a enzima PyroStart™ Fast PCR (Fermentas Life Science), 0,5 uM de cada
oligonucleotideo, LF227 e LF029 para amplificar a regido 5 dos mutantes cuja
marca de selecéo era HPH; LF227 e LF187 para amplificar a regido 5’ dos mutantes
cuja marca de selecdo era NAT. E LF028 e LF223 para amplificar a regido 3’ dos
mutantes cuja marca de selecdo era HPH e LF188 e LF223 para amplificar a regido
3’ dos mutantes cuja marca de selegdo era NAT. Para completar a reacéo, foram
utilizados 10 ng de DNA extraido de colonias escolhidas aleatoriamente apds a
selecdo em sua respectiva marca de selecdo e H,O para completar o volume final
para 20 pL. O ciclo utilizado para todas as reac¢des foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

59 °C por 10 segundos | 40 vezes

72 °C por 1 minuto

72 °C por 1 minuto

4°C até o término da reacéo.

Os tamanhos esperados para a regiao 5’ dos mutantes foram de 2,1 Kb e 1,5
Kb para o0s mutantes resistentes a Higromicina B e a Nourseotricina,
respectivamente. Os tamanhos esperados para a regiao 3’ foram de 2,5 Kb e 2,8 Kb

para os mutantes resistentes a Higromicina B e a Nourseotricina, respectivamente.
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3.3.5 Confirmacdo dos mutantes veAaA, veAdaA, velCaA e velCaA por
Southern Blot

Apos a confirmacdo da delecdo da ORF de VEA e VELC nos mutantes, via
PCR, realizou-se a confirmacao com a técnica de Southern Blot.

Para a confirmacdo de delecdo de VEA por Southern Blot, realizou-se a
extracdo de DNA de alta qualidade e em grande quantidade, por liofilizac&o,
conforme Pitkin et al., 1996. Resumidamente, células foram cultivadas durante a
noite, sob agitacdo em culturas de 50 mL de YPD liquido a 30 °C. Apés a incubacao,
as células veAaA e veAaA foram centrifugadas a temperatura ambiente por 10
minutos, a uma velocidade de 2000 g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi congelado a -80 °C, durante a noite. As amostras foram liofilizadas por cerca de
10 h, até que adquirisse uma forma bem seca e vaporizada. Apos a liofilizacao,
adicionou-se de 3 a 5 mL de pérolas de vidro de 3 mm aos tubos e agitou-se em
vortex vigorosamente até que se formasse um po fino. Foram adicionados 10 mL de
tampdo CTAB (Tris 100 mM, NaCl 0,7 M, EDTA 10 mM, Brometo de
hexadecilmetilamoénio 1 % (m/v), 2-mercaptoetanol 1 % (v/v), pH: 7,5), misturou-se
gentilmente até que a solucdo se tornasse uniforme e levemente viscosa. Incubou-
se a 65 °C por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados em agua corrente
e adicionou-se igual volume de cloroférmio. Mais uma vez, misturou-se gentilmente.
Os tubos foram centrifugados a velocidade maxima por 10 minutos a temperatura
ambiente e a fase aquosa foi transferida para um novo tubo. Adicionou-se igual
volume de isopropanol ao sobrenadante e agitou-se gentilmente e centrifugou-se
novamente nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado
com etanol 70 % (v/v). ApoOs esse procedimento, ressuspendeu-se 0 DNA com agua
ultrapura acrescida de RNAseA 20 pg/mL. Incubou-se por meia hora a 37 °C e o
DNA foi congelado para posterior conferéncia de integridade via eletroforese em gel
de agarose.

Devido a troca do kit Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and
Detection System (GE Healthcare) pelo kit DIG Wash and Block Buffer Set (Roche) o
processo de extracdo de DNA gendmico por liofilizacdo néo foi necesséario para que
fosse realizado o Southern Blot dos possiveis mutantes de VELC, utilizando-se

entdo da técnica de extracdo de DNA por Smash and Grab.
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3.3.5.1 Digestdo do DNA gendmico e Southern Blot

O DNA gendmico extraido dos mutantes veAaA e veAaA confirmados por
PCR foram quantificados e diluidos para a concentracdo de 2 pg/pL, sendo
utilizados 20 pg de DNA para cada digestdo com as enzimas selecionadas foram
Hpal (New England Biolabs) para os mutantes cuja marca de selecao escolhida foi
HPH e Ncol (New England Biolabs) para os mutantes cuja marca de selecdo foi
NAT, as reacOes de digestdo foram conduzidas conforme as instru¢cdes do
fabricante.

A eletroforese foi realizada em TAE 1X (40 mM de tris-acetato, 1 mM EDTA),
0,8 % de agarose e 10 pug de DNA genémico digerido. A sonda também foi aplicada
no gel, na quantidade de 10 ng. A voltagem da cuba foi ajustada de acordo com o
padrdo de 1-5 V por cm? da area total do gel. Ao final da corrida, o gel foi fotografado
e depurinado (250 mM de HCI) por 10 minutos sob agitacéo leve. Apos este periodo,
a solucéo foi descartada e uma nova lavagem com tampao de denaturacéo (NacCl
1,5 M, NaOH 0,5 M) foi realizada sob agitacdo leve por 30 minutos. Por fim, foi
realizada a lavagem para neutralizacdo do gel com tampéao apropriado (NaCl 1,5 M,
Trisma Base 0,5 M pH 7,5), por 30 minutos.

Apo6s o tratamento, foi montado um aparato de transferéncia por capilaridade
com recipientes de vidro, papel filtro, SSC 20 X (Citrato de sodio dihidratado 0,3 M,
Cloreto de sodio 3 M, pH: 7). O gel foi colocado sobre o papel filtro imerso em SSC
20 X e, sobre ele, foram colocados uma membrana de nylon e varias folhas de papel
filtro, de tamanho exatamente igual ao do gel, de mais uma tampa de vidro e de um
peso. Assim, o tampdo SSC foi capaz de subir por capilaridade pelo papel filtro,
passar pelo gel e transferir o DNA para a membrana. A transferéncia ocorreu
durante a noite.

No dia seguinte, aparato foi desmontado e o gel utilizado como molde para
marcacdo de pocos na membrana e levado ao transiluminador para que fosse
possivel conferir a eficiéncia da transferéncia. A membrana foi levada ao forno de
cross-link de modo que a superficie com as amostras ficasse voltada para a luz UV.
A membrana foi submetida a 3 pulsos de 1200 J/cm?.

A membrana foi hibridizada por meio do kit Amersham Gene Images AlkPhos
Direct Labelling and Detection System (GE Healthcare). O tampé&o de hibridizacao
(NaCl 0,5 M, Reagente bloqueador 4 % - 0,125-0,5 mL de tamp&o por cm? de gel) foi
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preparado conforme protocolo e levado ao agitador magnético por 1 a 2 horas. Antes
de ser utilizado o tampao foi aquecido a 55 °C.

A marcacdo da sonda foi realizada previamente ao do processo de
hibridizagdo em quantidade proporcional ao volume do tampao de hibridizagdo. O
fragmento de DNA correspondente (10 ng/uL) foi desnaturado em &agua fervente
separadamente enquanto a solugdo cross-linker do kit foi diluida para 20 % em um
volume também proporcional a quantidade de tampao de hibridizacdo em novo tubo.
O DNA foi incubado em gelo por 5 minutos e centrifugado por 30 segundos em
velocidade méaxima. Em seguida, foi adicionado mesmo volume de tampdo de
reacdo ao DNA resfriado. Adicionou-se entédo o reagente de marcacao 20 % seguido
da diluicdo da solucédo cross-linker. A mistura foi agitada gentilmente e incubada por
1 hora a 37 °C.

Apbs esse periodo foi realizada a pré-hibridizacéo e a hibridizagéo durante a
noite com o auxilio de um forno que mantém o movimento continuo da solucéao
sobre a membrana impedindo a formacdo de bolhas. A membrana foi colocada
dentro do tubo de hibridizacéo, seguida pelo tampéo e o tubo foi levado para o forno
por 10 minutos a 55 °C para pré-hibridizacdo, assim como o tubo com a sonda
marcada. Em seguida, a sonda foi adicionada cuidadosamente ao tampdo e a
membrana e foram incubados durante a noite.

No dia seguinte o tampao com a sonda marcada foi retirado do tubo e a
membrana foi submetida a uma lavagem com tampéao primario (Ureia 2 M, SDS 0,1
%, Fosfato de sédio 50 mM pH: 7, NaCl 150 mM, Cloreto de magnésio 1 mM,
Reagente bloqueador 0,2 %) por 10 minutos a 55 °C. Apés esse periodo o tampéao
foi descartado e o processo repetido. A membrana foi entdo retirada do tubo e
levada a um recipiente com tamp&o de lavagem secundario 1X (Tris base 1 M, NaCl
2 M, pH 10, diluido 1:20 e adicionado de Cloreto de magnésio 2 mM) onde foi
agitada, manualmente, a temperatura ambiente, por 5 minutos. Essa etapa também
foi repetida.

Apés as lavagens, a membrana foi preparada com detector do kit (30-40 pL
de detector/cm?) por 5 minutos e embalada em papel filme. Em seguida, foi colocada
no cassete de revelacdo. O processo de revelacao foi realizado na auséncia de luz,
com excecao de uma luz infravermelha como uUnica fonte de iluminacdo. O filme de
revelacdo foi colocado no cassete e deixado para sensibilizagdo durante a noite.

Finalmente, o filme foi retirado do cassete e imerso em solugao reveladora e
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fixadora, respectivamente, até que o resultado estivesse satisfatorio. Ao final, o filme
foi lavado em &gua destilada e submetido a analise.

Para a confirmacao da delecéo de VELC por Southern Blot, 0 DNA gendémico
das células velCaA e velCa4, confirmadas por PCR, foim extraido conforme a
técnica de Smash and Grab. Em seguida, o DNA foi quantificado e diluido para a
concentragcédo de 2 pg/uL, sendo utilizados 10 ug de DNA para cada digestdo. As
enzimas escolhidas foram Ncol (New England Biolabs) para os mutantes cuja marca
de selecéo escolhida foi HPH e Sphl (New England Biolabs) para os mutantes cuja
marca de selecéo foi NAT, as digestdes foram realizadas conforme as instrucdes do
fabricante.

As condicdes para eletroforese da digestéo e transferéncia foram as mesmas
utilizadas para o Southern Blot de VEA. Porém, para a hibridizacdo da membrana e
deteccédo, foram utilizados os protocolos do kit DIG Wash and Block Buffer Set
(Roche).

Foi realizada a PCR da sonda (fragmento 1 + 2) para incorporacdo do
marcador DIG (digoxigenina) do gene VELC de C. neoformans tendo como DNA
molde o DNA gendémico de KN99a , para tal, foi utilizado o kit PCR DIG Probe
Synthesis Kit (Roche) com os oligonucleotideos LF220 e LF229, também foi feita a
mesma PCR utilizando a OneTaq® DNA Polymerase (New England Biolabs) com a
finalidade de observar se o amplicon da sonda possuia um tamanho molecular um
pouco maior que o amplicon gerado por PCR comum, tendo em vista que a sonda
deveria incorporar a cauda de DIG. O ciclo utilizado foi constituido de:

94 °C por 2 minutos

94 °C por 30 segundos

60 °C por 30 segundos | 45 vezes

68 °C por 1 minuto

68 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacao.

A membrana foi hibridizada com DIG Easy Hyb Granules (Roche), sendo que
o tampéao de hibridizacdo fora adicionado a membrana em forno de hibridizacdo para
gue fosse realizada a etapa de pré-hibridizacdo e equilibrio da temperatura do
tampé&o. A marcacdo da sonda foi realizada conforme descrito anteriormente com o
auxilio do kit PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche) e a hibridizacdo ocorreu durante

a noite.
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ApOs esse periodo, a solucgédo foi retirada e a membrana foi lavada duas vezes
com a solugdo WASH 1 (2X SSC, 0,1% SDS) por 5 minutos. Em seguida foi feita a
lavagem duas vezes com a solugdo WASH 2 (0,05X SSC, 0,05% SDS) por 15
minutos durante a noite.

Com o auxilio do DIG Wash and Block Buffer Set (Roche) foram feitos o
preparo e bloqueio da membrana. Inicialmente, a membrana foi lavada com DIG
Washing Buffer por 5 minutos. Apds, a membrana foi bloqueada com a mistura da
solucdo de blogueio com o tampé&o de acido malico por 30 minutos. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo contra DIG e 0 mesmo foi incubado com a membrana por 30
minutos em agitacdo. Ao final, a membrana foi lavada duas vezes com DIG Washing
Buffer por 15 minutos. Findo este periodo, a membrana foi incubada em saco
plastico com o detector para prosseguir o processo de sensibilizacdo do filme e
revelagéo.

Em seguida, foi colocada no cassete de revelacdo. O processo de revelacéo
foi realizado em auséncia de luz, com excecao de uma luz infravermelha como Unica
fonte de iluminacédo. O filme de revelacédo foi colocado no cassete e deixado para
sensibilizacdo durante a noite. Finalmente, o filme foi retirado do cassete e imerso
em solucéo reveladora e fixadora, respectivamente, até que o resultado estivesse

satisfatorio. Ao final, o filme foi lavado em agua destilada e submetida a analise.

3.4 Reconstituicdo do locus de VEA e VELC

Alguns dos procedimentos utilizados nessa etapa sdo 0os mesmos descritos
anteriormente para obtencdo dos mutantes veAaA, veAdA, velCald e velCaA.
Inicialmente, amplificou-se o locus VEA (2,2 kb) e VELC (2,8 kb) via PCR utilizando-
se 0s oligonucleotideos LF255 e LF256; LF289 e LF290, respectivamente (Tabela 4)
com a enzima Phusion (Thermo Scientific) no volume final de 50 puL (1X de HF
Buffer, 0,2 mM de dNTP’s, 0,5 uM de cada oligonucleotideo de seu respectivo gene,
10 ng DNA gendmico de KN99a e agua ultrapura). O ciclo utilizado para a
amplificacdo para ambos os fragmentos foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 30 segundos

60 °C por 30 segundos | 40 vezes

72 °C por 4 minutos

72 °C por 5 minutos
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4°C até o término da reacao.

Os fragmentos correspondentes a cada um dos genes foi eluido do gel de
agarose 0,8 % com auxilio do kit GFX PCR DNA and Gel band purificarion Kit (GE
Healthcare) e, em seguida, quantificados no Genequant®. Em seguida, 3 pg do
fragmento foi misturado ao plasmideo pJAF (5,8 kb, que confere resisténcia a
Neomicina), na propor¢cao molar de 3:1 (fragmento de interesse: plasmideo) para
serem co-transformados nos mutantes veAA de C. neoformans, a fim de restaurar o
gene e aos mutantes velCA para a mesma finalidade.

A preparacdo de particulas e o procedimento de biobalistica ocorreram
conforme descrito anteriormente. O vetor pJAF possui a marca de selecdo para
neomicina/geneticina, assim a selecao dos transformantes foi realizada em YPD +
geneticina na concentragéo de 200 pg/mL.

O DNA gendmico das colbnias obtidas foi extraido conforme descrito
anteriormente. A confirmacéo da reconstituicdo do locus de VEA foi realizada por
meio de amplificacdo da regido 5'VEA e da regido 3'VEA das cepas que foram
capazes de crescer em geneticina e incapazes de crescer na presenca de
Higromicina B ou Nourseotricina. Foi feita PCR com os oligonucleotideos LF231 e
LF186 para confirmacéo da regido 5’, cujo tamanho esperado foi 2,1 Kb. E LF185 e
LF222 para confirmacgao da regido 3’ e o tamanho esperado foi de 1,8 Kb (Tabela 4).

Para amplificacdo das regides 5’ e 3’ de VEA, foram feitas reacdes de volume
final 20 uL com a enzima PyroStart™ Fast PCR (Fermentas Life Science) (10 ng
DNA genbmico, PyroStart™ Fast PCR mix 2X, 0,5 uM de cada oligonucleotideo
(forward e reverso) e agua ultrapura até o volume final de 20 uL). O ciclo utilizado
foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

54 °C por 30 segundos | 40 vezes

72 °C por 1:30 minutos

72 °C por 1 minuto

4°C até o término da reacéo.

O mesmo processo de confirmacdo de reconstituicdo foi realizado com os
possiveis reconstituidos de VELC, porém os oligonucleotideos utilizados para a

confirmacdo foram LF227 e LF224 para confirmagao da regido 5’, cujo tamanho
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esperado foi 2,1 Kb. E LF233 e LF223 para confirmag&o da regido 3’ e o tamanho
esperado foi de 1,9 Kb (Tabela 4).

Para amplificagdo das regides 5’ e 3’, foram feitas reagdes de volume final 20
ML com a enzima PyroStart™ Fast PCR (Fermentas Life Science) (10 ng DNA
gendmico, Pyro Fast mix 2X, 0,5 uM de cada oligonucleotideo (forward e reverso) e
agua H,O até o volume final de 20 pL). O ciclo utilizado foi:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

54 °C por 30 segundos | 40 vezes

72 °C por 1:30 minutos

72 °C por 1 minuto

4°C até o término da reacao.

3.5 Avaliagao fenotipica in vitro dos mutantes veAA e velCA

Mutantes veAdA e velCaA foram inoculados em 5 mL de meio YPD e incubados
durante a noite a 30 °C sob agitacdo para crescimento. Apds 0 crescimento as
células foram centrifugadas e lavadas com solucdo salina e ressuspendidas em 1
mL de agua estéril. As amostras foram diluidas 1:100 para contagem na Camara de
Neubauer. Para a realizacdo dos testes fenotipicos estabeleceu-se a concentracao
inicial padréo de 1x10’ células/mL. A partir da concentracdo padrédo foram realizadas
diluicbes seriadas até a concentragéo de 1x10° células/mL. Os testes de fen6tipo em
condicOes de estresse de parede, estresse térmico, estresse osmotico e estresse
oxidativo foram realizados por meio de diluicdo seriada, plaqueando-se spots de 10
puL de cada uma das diluicdes. Para os testes qualitativos de producédo de melanina,
capsula, urease e fosfolipase foram utilizadas uma anica diluicdo. Como controle, foi
utilizada a cepa selvagem KN99a e a cepas reconstituidas de seu respectivo
mutante foram utilizadas para a confirmacao de que aquele fendétipo observado fora
recuperado por meio da reintegracdo do gene ao locus.

Para os testes de fusdo e acasalamento (mating), foram realizados cruzamentos
entre 0s tipos sexuais opostos de cada cepa (selvagem mutante e reconstituido)

através de co-cultivo das cepas conforme a necessidade.
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3.5.1 Estresse térmico

As leveduras foram plaqueadas em meio YPD sélido (acrescido de 2% de
agar bacteriolégico) em conjunto com linhagens selvagens para controle e
incubadas a 30 e 37 °C por 48-72 h.

3.5.2 Sintese de melanina

A producdo de melanina foi avaliada por meio do inéculo 1.10° das leveduras
selvagens e mutantes e reconstituidas em meio L-DOPA e submetidas a
crescimento a 30 °C por até 7 dias.

3.5.3 Producéao de capsula

A producdo de capsula foi avaliada por meio de plaqueamento de 1.10° das
leveduras selvagens e mutantes e reconstituidas em placas de meio DMEM
acrescido de MOPS (Gilbert et al., 2010). Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa a 37 °C e 5% de CO; por até 72 horas, posteriormente, uma fracdo da
colénia foi ressuspendida em 20 pL de agua destilada estéril e foi realizada a
visualizacdo das células microscopicamente com tinta nanquim. Ultilizou-se

microscopio Zeiss Axio Observer Z1, sendo que as imagens foram captadas em DIC.

3.5.4 Producao de urease

A producdo de urease foi avaliada apds incubacdo de 1x10° células de

levedura em meio Christiansen’s Urea Agar a 30 °C por 48-72 h.

3.5.5 Producao de fosfolipase

A capacidade de sintetizar fosfolipase foi avaliada ap6s incubacédo de 1x10*
células de levedura em meio de emulsdo de gema a 30 °C por 48 horas. Em
seguida, os halos opacos formados pelas colénias foram aferidos com auxilio de
uma régua e a razao diametro da coldnia/diametro da colénia e halo, de cada uma

das cepas, foi comparada.

3.5.6 Inteqgridade da parede celular

A determinacdo de possiveis defeitos na sintese de parede celular dos
mutantes veAaA e velCaA foi realizada apos o indculo de leveduras crescidas em
YPD agar, acrescido de 0,5 % e 1 % de Congo Red e incubadas a 30 e 37 °C
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durante 48-72 h, visto que linhagens que apresentam defeito na constituicdo e
organizagcao da parede celular apresentam dificuldade de crescimento nesse meio
de cultura (Roncero & Durén, 1985).

Testes fenotipicos com outros agentes estressores de parede também foram
realizados adicionando-se ao meio YPD sdlido: SDS (0,05 %), cafeina (0,5 mg/mL e
1 mg/mL) e Calcofluor White (0,5 mg/mL e 1,5 mg/mL). As placas foram incubadas a
30 e 37 °C durante 48-72 h.

3.5.7 Estresse oxidativo

O efeito de agente oxidativo sobre os mutantes veAdA e velCaA foi testado
em meio YPD, acrescido peroxido de hidrogénio, H,O, (0,5 mM e 1 mM). As placas
foram incubadas a 30 °C durante 48-72 h.

3.5.8 Estresse osmotico

O efeito de agentes osmoticos sobre os mutantes veAdA e velCaA foi testado
em meio YPD, acrescido de NaCl e KCI 1,5 M e Sorbitol 2 M. Em ambos os testes as

placas foram incubadas a 30 e 37 °C durante 48-72 h.

3.5.9 Teste de resisténcia a luz UV

A capacidade de crescimento apos a irradiacdo com luz UV também foi
testada a fim de verificar se VEA e VELC participam na resisténcia ou
hipersensibilidade a luz UV, haja vista que mutantes BWC1 de C. neoformans, além
de acasalaram na presenca de luz, os mesmos possuem resisténcia a luz UV.

As células foram irradiadas com doses de 10 a 50 mJ/cm? de luz UV com o
auxilio do UV Crosslinker- FB-UVXL-1000 em placas de YPD Agar contendo as

diluicbes seriadas das linhagens selvagem, mutante e reconstituida de VEA e VELC.

3.5.10 Crescimento em meios com diferentes concentracdes de nitrogénio

Analisou-se a capacidade de crescimento das cepas selvagem, mutante e
reconstituida em diferentes meios de cultura: SLAD, SMAD e SHAD, cujas
concentracdes de nitrogénio variam de 5 uM a 5 mM. O meio YPD foi utilizado como

controle de crescimento.
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3.5.11 Teste de Fuséao

A fim de verificar se os mutantes de VEA e VELC possuiam defeito na fusdo

celular, as células foram cultivadas durante a noite a 30 °C sob agitacao e no dia
seguinte, foi realizado o co-cultivo a partir de uma suspensdao de células na
concentracdo padrdo de 1x10’ células por mL.

Spots de 5 pL dos cruzamentos entre os selvagens KN99a e KN99a, veAaA e
veAaA ou velCaA e velCaA foram plaqueados em meio MS na auséncia e na
presenca de luz branca, tendo como fonte de luz a lampada fluorescente FO 32
W/640 (OSRAM). As placas foram incubadas por 24 horas, 0os cruzamentos foram
cortados do meio e os mesmos foram depositados em falcons contendo 2 mL de
agua destilada estéril. Os cruzamentos foram recuperados por meio de
homogeneizagdo vigorosa em vortex. Aliqguotas de 200 pL de cada cruzamento
foram plagueados em meio YPD contendo 200 pg/mL de Higromicina B e
Nourseotricina e incubadas em estufa a 30 °C. Apds 3 a 5 dias foi possivel observar

a presenca das células que sofreram fuséao.

3.5.12 Acasalamento

Foi avaliada a capacidade das leveduras haploides de realizarem
acasalamento (quando em contato com o tipo sexual oposto) em meio Filament
Agar, meio Murashige and Skoog (MS) e meio SLAD.

As leveduras cresceram durante a noite a 30 °C sob agitacdo e, no dia
seguinte, foi feito o co-cultivo de acordo com os cruzamentos desejados a partir de
uma suspensdo padrdo de 1x10” células/mL. Para cada cruzamento foi plaqueado
um spot de 5 pL. As placas foram incubadas a temperatura ambiente, no escuro ou
na presenca de luz branca, por cerca de 10 dias e observadas e fotodocumentadas
diariamente em microscépio para o aparecimento de hifas indicativas de

acasalamento.

3.5.13 Andlise microscopica das hifas dos cruzamentos de selvagens e mutantes
de VEA e VELC

Foi realizada a microscopia para analise morfolégica dos cruzamentos KN99a
vs. KN99a, veAaA vs. veAaA; velCaA vs. velCaA, além de constraste diferencial de

fase (DIC) e fluorescéncia dos cruzamentos selvagens e mutantes velvet. O
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microscépio de fluorescéncia Zeiss Axio Imager.Al adaptado com camera digital
Axio Cam MRM foi utilizado para esses experimentos.

Pequenas fatias de 4gar da periferia do spot de cada cruzamento de interesse
foram cortadas e prensadas contra laminas para analise morfologica de hifas.

3.5.13.1 Coloragdo das hifas dos cruzamentos de selvagens e mutantes de
VEA e VELC

Os spots de cruzamentos em meio MS foram removidos das placas originais

e depositados em placas de cultura de células. Cada um dos cruzamentos foi lavado
com 5 mL de PBS estéril por 10 minutos, sob agitacédo leve. Em seguida, adicionou-
se 5 mL de etanol 70 % e incubou-se a placa por 12 minutos, sob agitacao leve. As
amostras foram lavadas novamente com 5 mL PBS sob agitacdo por 10 minutos e
permeabilizadas com 5 mL de PBS + 1 % Triton X-100 por 10 minutos. As amostras
foram novamente lavadas com PBS e em seguida adicionou-se 5 mL de PBS
contendo 10 pyL de Calcofluor White (para corar a parede celular) e 1 pL de sytox
Green (para corar 0 nucleo) para incubacdo da placa por 15 minutos sob agitacao
leve. Nessa etapa a placa foi coberta com papel aluminio para preservar o0s
corantes. ApOs essa incubacao, as amostras foram lavadas com PBS e preparadas

para observacdo conforme descrito para analise morfoldgica.

3.6 Avaliacédo da Sobrevivéncia in vitro dos mutantes veAA e velCA

Foi avaliada a capacidade dos selvagens, mutantes e reconstituidos de
sobreviverem a fagocitose conforme protocolo adaptado de Cox e colaboradores
(2003). A partir de uma cultura saudavel de macrofagos J774.A1 (ndo confluentes e
de namero de passagem inferior a dez), as células foram descoladas da garrafa com
auxilio da solucéo Cell Dissociation Solution (SIGMA) e a suspenséo de células foi
centrifugada a 200 g por 5 minutos a temperatura ambiente.

O sobrenadante foi descartado e os macrofagos foram ressuspendidos em 1
mL de DMEM + SFB 10 %. Uma aliquota de macréfagos foi diluida 1:10 em PBS
contendo azul de tripano (estoque 10X) e as células ndo coradas foram contadas em
um hematocitdbmetro de modo a abranger apenas as células viaveis.

Ajustou-se a concentracdo de macréfagos para 5x10° células/mL em meio

DMEM + SFB 10 % contendo ampicilina a 50 ug/mL e estreptomicina a 100 pg/mL.
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O volume final da suspensao foi calculado de acordo com o numero de pogos a
serem usados.

Em uma placa de 96 pocos estéril, foi aplicado 100 puL da suspensdo por
poco. Fez-se trés replicatas para cada condicdo e cepa, além de trés poc¢os para o
controle negativo que néo receberam células fungicas. A placa foi incubada durante
a noite a 37 °C e CO; a 5 %. Nesse mesmo dia, as cepas de interesse de C.
neoformans foram inoculadas em meio YPD e incubadas sob agitagdo, 200 rpm,
durante a noite, a 30 °C.

No dia seguinte, as células fungicas foram lavadas com PBS estéril, contadas
e diluidas em meio DMEM, em uma concentracdo de 1x10° células/mL, tendo como
razdo de infeccdo 1:5 (macrofago: levedura). O anticorpo anti-GXM 18B7 foi
adicionado a suspensao fungica em uma concentracao final de 10 pg/mL, de modo a
opsoniza-las.

A placa com macrofagos foi inspecionada em um microscopio e levada para o
fluxo onde o meio velho foi retirado. A suspensédo de células fungicas e anticorpo
foram distribuidos em cada um dos pog¢os em novas aliquotas de 100 pL.

Em seguida, a placa foi centrifugada por 10 minutos, 200 g e incubada a 37
°C, 5 % CO; por 2 horas, para permitir que ocorresse 0 processo de fagocitose. Em
seguida, o meio foi retirado da placa e cada um dos pocos foi lavado
cuidadosamente com PBS estéril. Novas aliquotas de 100 yL de meio DMEM + SFB
10 % foram distribuidas entre os pocos e a placa foi incubada durante a noite na
estufa a 37 °C, 5 % de CO,. No dia seguinte, a placa foi inspecionada quanto a
presenca de contaminantes e o meio de cultura contendo C. neoformans nao-
fagocitados, que sofreram vomocitose ou que sairam dos macréfagos causando a
lise dos mesmos, foi recolhido e armazenado em um microtubo estéril. Os
macrofagos remanescentes na placa foram lisados com auxilio de uma solucédo de
SDS 0,5 %. A suspensao da lise foi recolhida. O lisado celular foi diluido 1:100 em
PBS estéril e inoculado, para cada replicata, 100 pL da diluicdo em meio YPD sdlido.
As placas foram incubadas a 30 °C por um periodo de até 48 horas. As UFC’s
(Unidades formadoras de col6nia) de cada replicata foram contadas para avaliar a
taxa de sobrevivéncia das cepas no interior dos macréfagos. Esse experimento foi
realizado em replicatas experimentais e biologicas. Os resultados foram analisados

com auxilio do software GraphPad Prism 5.
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3.7 Andlise da interacdo dos velvets de C. neoformans—Duplo-Hibrido
A fim de verificar a possivel interagcdo dos velvets VEA, VELB, VELC e VOSA,
ensaios de duplo-hibrido foram conduzidos utilizando o kit Matchmaker® Gold Yeast
Two-Hybrid System (Clontech).

3.7.1 Extracdo de RNA e sintese do cDNA
Foi preparada uma cultura de 24 horas da cepa H99 em crescimento

vegetativo (ODeoo menor do que 1.0) pela semeadura de uma colénia jovem grande
em 200 mL de YPD liquido em um frasco cénico de 500 mL, seguida de incubacéo a
30 °C por 24 horas a 150-200 rpm.

A cultura foi dividida em tubos de polipropileno estéreis de 50 mL, o meio foi
removido por centrifugacdo, o precipitado celular foi ressuspendido em agua preé-
tratada com DEPC, a suspenséo foi centrifugada novamente e a agua foi removida.
O precipitado foi congelado imediatamente pela imersdo dos tubos em nitrogénio
liquido.

Os tubos foram liofilizados por uma noite, apos o que se adicionaram 5 mL de
pérolas de vidro de 3 mm de diametro. O material foi agitado vigorosamente a mao
até que se reduzisse a um po fino.

Em gabinete de biosseguranca, os tubos foram abertos e se adicionaram, a
cada um, 4 mL de reagente TRI reagente (Life Technologies) que tenha sido trazido
previamente para a temperatura ambiente, a que se seguiu nova agitacao vigorosa.
As amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 5 minutos.

Adicionaram-se 800 pL de cloroféormio a cada tubo, que foi entdo fechado e
agitado vigorosamente a mao por trinta segundos.

Transferiram-se as amostras para tubos de polipropileno de 15 mL com tampa, e no
total se deixaram-nas por 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugaram-se os tubos por 15 minutos a 12.000 g a 4 °C num rotor de
angulo fixo pré-resfriado e entdo a fase aquosa de cada tubo foi cuidadosamente
transferida para um tubo novo idéntico ao anterior por pipetagem (ponteiras de 1
mL).

A cada tubo se adicionaram 2 mL de 2-propanol, ele foi fechado e invertido
algumas vezes para misturar a suspensao. Os tubos foram entéo incubados por 10

minutos a temperatura ambiente.
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Centrifugaram-se os tubos a 12.000 g por 10 minutos a quatro graus em rotor de
angulo fixo.

O sobrenadante foi decantado e o precipitado, lavado pela adigdo seguida de
mistura por inversao de etanol a 75% (feito em 4gua tratada com DEPC).

Decantou-se o etanol cuidadosamente, os restos de liquido foram removidos
por pipetagem e os tubos, secos ao ar invertidos sobre papel absorvente.

Cada precipitado foi acrescido de 500 puL de agua tratada com DEPC e
solubilizado pela incubacé&o dos tubos a 55 °C por 10 minutos.

O RNA foi aliquotado, uma amostra foi submetida a verificacdo de integridade
e quantificacdo por meio de um bioanalisador (Agilent Technologies, de acordo com
as instru¢gbes do fabricante para o sistema RNA Nano6000). As aliquotas foram
congeladas a -80 °C.

O cDNA foi gerado a partir do RNA obtido na extragcdo. N&o foi feito o
tratamento com DNAse. Foi utlizado o kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems) e o procedimento foi conduzido conforme
instrucdes do fabricante. Para transcricdo reversa, foram utilizados 2 pg de RNA
para a reacao cujo volume final foi de 20 pL (0,8 pL de 25 X dNTPs mix, 2 pL de 10
X RT Buffer, 2 yL de RT Random Primers, 1 pL de Multiscribe Reverse
Transcriptase, 1 yL de Inibidor de RNAse, 3,2 uL de agua H,O RNAse-free. O ciclo
utilizado foi:

25 °C por 10 minutos

37 °C por 120 minutos

85 °C por 5 segundos

4 °C até o fim da reacao.

3.7.2 Desenho de oligonucleotideos para duplo-hibrido

Foram desenhados no minimo dois pares de oligonucleotideos para cada
gene velvet tendo como referéncia as sequéncias dos transcritos dos mesmos, no
caso de VEA, foi utilizada a nova anotacédo do gene. O primeiro par serviu para que
o gene alvo fosse amplificado a partir do cDNA de H99 (C. neoformans var.
neoformans - Sorotipo A) e 0 mesmo possuia nas extremidades uma regido de
homologia ao plasmideo pGBKT7 linearizado por EcoRl e BamHI, para que isso

facilitasse a clonagem pelo sistema de recombinagdo In-Fusion® HD
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EcoDry™ Cloning Kit (Clontech). Para o desenho dos oligonucleotideos da presa, foi

adicionado uma regido de homologia ao plasmideo pGADT7 linearizado por Smal.

3.7.3 Amplificacdo dos cDNASs dos velvets de C. neoformans

Os fragmentos de transcritos para as iscas e presas de VEA, VELB, VELC e
isca de VOSA, foram gerados a partir por PCR comum tendo como molde o cDNA
de H99. Tais reacdes de PCR foram realizadas com a enzima Phusion (Thermo
Scientific).

Para a producao dos fragmentos das iscas e presas de VEA, VELB, VELC e
VOSA, foi utilizado 1 pL da reacdo de cDNA diretamente em cada reacdo de PCR
convencional, cujo objetivo foi isolar os fragmentos dos genes em investigagcdo. Os
oligonucleotideos utilizados estéo listados na Tabela 4 do presente estudo.

Para a obtenc&o dos fragmentos da isca de VEA, foi realizada uma PCR com
os iniciadores LF298 e LF300. O fragmento correspondente a presa de VEA foi
obtido por meio de PCR comum com os oligonucleotideos LF306 e LF307. Para
todas as reac0es foi utilizado o mesmo ciclo de dois passos, no qual foi constituido
de:

98 °C por 30 segundos

98 °C por 10 segundos

72 °C por 1:20 minutos

72 °C por 5 minutos

40 vezes

4°C até o término da reacéo.

Os amplicons esperados de VEA foram de 1,6 Kb.

Para a obtencdo do fragmento da isca de VELB, foram utilizados os
oligonucleotideos LF328 e LF329. Para o amplicon referente a presa foram
utilizados os oligonucleotideos LF315 e LF316, o ciclo utilizado para ambas as
reacdes foi:

98 °C por 30 segundos

98 °C por 10 segundos

60,1 °C por 30 segundos }5 vezes

72 °C por 1:30 minutos

98 °C por 5 segundos

72 °C por 1:30 minutos 40 vezes

72 °C por 5 minutos
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4°C até o término da reacao.

Os amplicons esperados de VELB foram de 1,7 Kb.

Para a obtencdo dos fragmentos da isca de VELC, foram utlizados os
oligonucleotideos LF301 e LF303. Para a presa de VELC, foram utilizados os
oligonucleotideos LF310 e LF311. Para ambos os fragmentos, foi utilizada uma PCR
comum de trés passos, no qual o ciclo utilizado foi:

98 °C por 30 segundos

98 °C por 10 segundos

60,2 °C por 30 segundos | 5 vezes

72 °C por 1 minuto

98 °C por 5 segundos

72 °C por 1:30 minutos | 40 vezes

72 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacao.

O tamanho esperado para os amplicons de VELC foi de 1,5 Kb.

Para a obtencdo do fragmento da isca de VOSA, foram utilizados os
oligonucleotideos LF317 e LF336. Para a amplificacdo do fragmento de VOSA isca
foi utilizado o ciclo:

98 °C por 30 segundos

98 °C por 10 segundos

72 °C por 1:30 minutos | 40 vezes

72 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacéo.

Os amplicons esperados de VOSA foram de 1,9 Kb.

3.7.4 Clonagem dos genes de interesse, transformacdo e recuperacdo do

plasmideo
A clonagem dos insertos se deu por meio do kit In-Fusion® HD

EcoDry™Cloning Kit. Onde, 100 ng do plasmideo de interesse (pGBKT7 para a isca
e pGADT7 para a presa) (Figura 7) e 100 ng de seu inserto correspondente, em um
volume final de 10 pL, foram colocados em um tubo do kit e homogeneizados por
meio de pipetagem. Em seguida, os tubos foram incubados em termociclador num
ciclo constituido de:

37 °C por 15 minutos
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50 °C por 15 minutos

4°C até o término da reacao.

Figura 7 - Mapas dos plasmideos utilizados no ensaio de duplo-hibrido. (A) Mapa do plasmideo
pGBKT7 utilizado para clonar as iscas. (B) Mapa do plasmideo pGADT7 utilizado para clonar as
presas.
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Fonte: Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech).

O duplo-hibrido se trata de um teste de interacéo entre proteinas. O transcrito
do gene alvo € clonado num vetor que possui um promotor especifico, N0 NOSso
caso, GAL4. O gene fusionado aos dominios de ligacdo e ativacdo de GAL4
somente ativam o gene reporter quando ocorre a interacdo entre as proteinas (Ferro
& Trabalzini, 2013) (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema do funcionamento do teste de duplo-hibrido. (A) O transcrito do gene X
fusionado ao dominio de ligagéo (DL). (B) Transcrito do gene Y fusionado ao dominio de ativacdo
(DA). (C) Interagédo entre as proteinas X e Y e transativacdo do gene reporter.
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Fonte: Adaptado de: Ferro & Trabalzini, 2013.

O transcrito do gene X fusionado ao dominio de ligacdo (DL) é incapaz de
ativar o gene reporter sem a presenca do dominio de ativacao (Figura 8a), 0 mesmo
processo ocorre se 0o dominio de ativacado fusionado ao transcrito do gene Y néo
estiver interagindo com a proteina codificada pelo transcrito do gene X (Figura 8b).
A ativacdo do reporter ocorre somente na célula que contem a interacdo das
proteinas X e Y formando um complexo que se liga ao promotor (Figura 8c).

Para a replicacdo dos plasmideos com os insertos de interesse, foi realizada
a transformacédo de E. coli competentes Stellar™ (Clontech) por choque térmico,
conforme o protocolo do fabricante. Em seguida, as células transformadas foram
plagueadas em meio LB Agar acrescido da droga a qual o plasmideo conferia
resisténcia (Canamicina para pGBKT7 e Ampicilina para pGADT7) e incubadas a 37
°C por 16 horas. Decorridas as 16 horas, foram escolhidas colénias aleatérias e as
mesmas foram inoculadas em meio LB liquido para posterior extracdo do DNA
plasmidial que fora extraido com o auxilio do kit Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit

(GE Healthcare) conforme as instrugbes do fabricante. Apés a extragdo, 5 uL de
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cada DNA plasmidial foi submetido a eletoforese em gel de agarose 0,8% e
quantificado para posterior transformacao das células de S. cereviseae.

Foi realizada a confirmacédo da clonagem do inserto em seus respectivos
vetores por meio de PCR de dois passos, utilizando os mesmos oligonucleotideos
necessarios para o isolamento do cDNA dos genes-alvo. O ciclo utilizado foi
constituido de:

98 °C por 30 segundos

98 °C por 10 segundos

72 °C por 1:20 minutos 40 vezes

72 °C por 5 minutos

4°C até o término da reacao.

Os amplicons foram confirmados por meio de eletroforese em gel de agarose
0,8%, os quais deviam possuir os tamanhos de 1,6 Kb para VEA; 1,7 Kb para VELB;

1,5 Kb para VELC e 1,9 Kb para VOSA.

3.7.5 PCR do sistema de recombinacdo e PCR de colbnia dos plasmideos
de VELC (presas)

Devido a auséncia de amplicons nos plasmideos da presa de VELC

escolhidas anteriormente, foi realizada a PCR do sistema de recombinacao
utilizando os oligonucleotideos usados para o isolamento do cDNA de VELC e
concomitantemente foi realizada PCR de colonia das bactérias transformantes que
nao haviam sido escolhidas anteriormente com a enzima PyroStart™ Fast PCR
(Fermentas Life Science). Para ambas as rea¢des de amplificacdo, o ciclo realizado
foi o seguinte:

95 °C por 1 minuto

95 °C por 5 segundos

72 °C por 1 minuto 40 vezes

72 °C por 1 minuto

4 °C até o fim da reacéo.

O amplicon foi confirmado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%

no qual devia possuir o tamanho de 1,5 Kb.
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3.7.6 Confirmacéo da clonagem por meio de PCR dos plasmideos

Além da primeira confirmagéo da clonagem por PCR utilizando os amplicons
do isolamento do cDNA, foi realizada uma segunda confirmagdo com a enzima
Phusion (Thermo Scientific) a fim de verificar se os insertos haviam entrado
corretamente no plasmideo. Para tal, foi utilizado o oligonucleotideo T7 com o
oligonucleotideo reverso utilizado para o isolamento do cDNA de seu respectivo
velvet. Para as reacdes de VEA (isca e presa) e VOSA (isca) foi utilizado o seguinte
ciclo:

98 °C por 1 minuto

98 °C por 10 segundos

72 °C por 1 minuto 35 vezes

72 °C por 5 minutos

4 °C até o fim da reacéo

Os tamanhos esperados para VEA e VOSA foram 1,7 Kb e 2,0 Kb,
respectivamente e os tamanhos dos amplicons foram confirmados por eletroforese.

Para os demais plasmideos de iscas e presas de VELB e VELC o ciclo
utilizado foi:

98 °C por 1 minuto

98 °C por 10 segundos

54,6 por 10 segundos 35 vezes

72 °C por 1 minuto

72 °C por 5 minutos

4 °C até o fim da reacéo

O tamanho esperado para VELB e VELC foi de 1,9 Kb para ambos os
fragmentos. Os tamanhos foram confirmados por meio de eletroforese em gel de

agarose 0,8%.

3.7.7 Transformacdo das leveduras de S. cerevisiae

Foram feitas células competentes das cepas Y2HGold e Y187 conforme o
protocolo de Acetato de Litio seguindo as instru¢gdes contidas no manual
Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2 User Manual (Clontech). Em seguida,
as células competentes foram transformadas com seus respectivos plasmideos, no
qual 100 ng de DNA plasmidial e 10 pug de DNA carreador foram adicionados a um

tubo de microcentrifuga de 1,5 mL pré-resfriado. Apés, foram adicionados 50 uL de
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leveduras competentes e misturadas gentilmente ao DNA. Em seguida foram
adicionados 500 pL da mistura de PEG e Acetato de litio, e as mesmas foram
incubadas a 30 °C por 30 minutos. ApGs a incubacéo, foram adicionados 20 pL de
DMSO e misturados gentilmente. A mistura foi colocada em banho-maria a 42 °C por
15 minutos e centrifugadas a velocidade maxima por 15 segundos. Apls a
centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 1 mL de YPD Plus, o
ressuspendido foi novamente centrifugado por 15 segundos em velocidade maxima
e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de salina estéril (NaCl 0,9%). Em seguida, a
suspensao de células foi diluida na proporcéo de 1:10 e 1:100 e 100 pL das mesmas
foram plagueadas em placas de Petri contendo meio SD/-Triptofano e SD/-Leucina
para iscas e presas, respectivamente. Apos 48 horas, foi observado o crescimento
das coldnias e as mesmas foram submetidas ao teste de toxicidade que consiste em
comparar o tamanho das col6nias transformadas com o vetor vazio e 0 vetor com o
inserto de interesse; e ao teste de autoativacdo que consiste no plagueamento das
colénias em duas placas de seu respectivo meio (SD/-Leucina ou SD/-Triptofano), a
primeira placa suplementada com 40 pg/mL X-a-Gal e a segunda suplementada com
40 pg/mL X-a-Gal e 200 ng/mL de Aureobasidina A. A autoativacao foi verificada por
meio da coloracdo azulada das coldnias que se auto ativam e a toxicidade pelo
tamanho das colonias das diluicbes em relacdo aos controles (leveduras

transformadas com pGBKT7 ou pGADT?7 vazios).

3.7.8 Acasalamento de S. cerevisiae para duplo-hibrido

Até o momento, a padronizacdo do acasalamento entre as cepas isca e presa
de S. cerevisiae estdo sendo realizadas para reduzir os resultados falso-positivos e
falso-negativos de interacéo de proteinas.

Para a realizacédo dos experimentos de duplo-hibrido, as cepas-teste (iscas de
pGBKT7 vazio, VEA, VELB, VELC, VOSA e presas de pGADT7 vazio, VEA, VELB e
VELC) séo crescidas em meio apropriado e 0s cruzamentos sdo plagueados trés
meios diferentes, SD/QDO acrescido de 40 pg/mL de X-a-Gal e 200 ng/mL de
Aureobasidina A, SD/QDO acrescido de 40 pg/mL de X-a-Gal e SD/DDO sem
suplementacdo alguma, porém até o momento 0 NOSSO grupo Nao conseguiu

padronizar a melhor forma de crescer as cepas e verificar a interagcao.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise in silico do gene VEA e VELC de C. neoformans utilizando o banco
gendmico disponivel

As sequéncias genOmica e proteica de VEA (CNAG_02387.2) e VELC
(CNAG_02697.2) de C. neoformans, disponiveis no banco de dados Broad Institute
(http://lwww.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus_neoformans/MultiHo
me.html), foram identificadas por meio da comparacdo da sequéncia de VeA de
Aspergillus nidulans (Namero de acesso: AAD42946.1) e VelC (Numero de acesso:
XP_659663.1) tendo o BLASTp como feramenta de comparacéo
(http://www.blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias foram confirmadas com
a anotacao do banco genémico.

Em adicdo, também foram encontrados homologos de VeA e VelC em outos
fungos (Tabela 2 e 3), no qual foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias
de cada um dos genes por meio da ferramenta CLUSTALW algorithm
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalw2/) (Figura 9 e 10), cuja finalidade foi buscar
dominios conservados entre as sequéncias proteicas dos fungos listados na Tabela
2 e 3. O alinhamento permitiu que fossem construidas arvores filogenéticas por meio
do software online Clustalw Phylogeny
(http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/) o qual permitiu
estabelecer a relacdo filogenética destes organismos. Em adicdo, foi realizada a
analise de identidade e similaridade das sequéncias de VeA (AFR95444.1) e VelC
(AFR93993.1) de C. neoformans em relacdo as sequéncias dos outros fungos por
meio de alinhamento global em pares Needle-Emboss
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/).

Em 2013 houve uma atualiza¢do no banco de dados do Broad Institute, no
gual a CNAG_02387.2 (Numero de acesso: AFR95444.1), correspondente a VEA,
fora atualizada para CNAG_02387.7 (Nimero de acesso: AFR95444.2) e a mesma
sofrera alteracBes no tamanho do gene e consequentemente transcrito e proteina.
Tal atualizacéo foi baseada no transcriptoma de C. neoformans var. grubii usando
bibliotecas especificas e ndo especificas (Janbon et al., 2014). A sequéncia de
VELC néo foi modificada pela atualizacdo, porém foram identificados mais dois
genes (CNAG_04086.7 e CNAG_05697.7) que possuem o dominio velvet.

Antes da atualizagdo no banco de dados, o gene que codifica VEA possuia

1385 nucleotideos, porém atualmente a sequéncia é constituida de 1968


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/405119220?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=CG6N640P014
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nucleotideos. Como consequéncia da atualizacdo, o transcrito atualmente possui
aproximamente 1650 nucleotideos, enquanto o transcrito antigo possuia 1113
nucleotideos. A proteina atual possui 549 residuos de aminoacidos contra 370
residuos de aminoacidos existentes na sequéncia antiga (Figura 10a e Figura
10b), porém o dominio velvet ndo foi modificado devido a essa atualizacdo. Em
contrapartida, foi possivel identificar a presenca do dominio PEST na nova
sequéncia de VeA.

A fim de demonstrar as diferencas entre as sequéncias de VeA (AFR95444.1
e AFR95444.2), ambas sequéncias foram alinhadas e os principais dominios foram

destacados (Figura 9).

Figura 9 - Alinhamento entre as sequéncias proteicas antiga e nova de VEA. H99 1: sequéncia
antiga de VeA (AFR95444.1); H99 2: sequéncia atual de VeA (AFR95444.2). O dominio velvet esta
sublinhado e a regido PEST esta em destaque na cor verde.

H99 1 ME PANGGNVCAFAMPHAGNSE 5 3 YALVVRQQPERARLC 3 YKEENETIDRRPVDEPEVVELR 60

H99:2 ME PANGGNVOAFAMPHAGNSG 5 - YALVVEQRPERARLC 3 YKEENETIDRRPVDEPEVVELR 59
KAEERRKARRKR AT KIRITAR KA R AR TR K AR KRR AT AR R KA AR K

HO95 1 VGEGREVTPEQLLESTSFF IRATTVASDPLTEASATSFTPSLFSSEPLTHTGETYAPVET 120

H99:2 VGEAGREVTPEQLLESTEFF IRATTVASDPLTSASATSFTESLE S SEPLTHTGETYARVET 118
B R R R R R R e s

H29 1 PLGADATTGEVIQTPEKLRLLDGRMAVLCIFAKISVRVEGIFRLEFTLFETTEHSIVELR 180

H99:2 PLGADATTGEVIQTPEKLELLDGRMAVLCIFAKISVRVEGIFELKFTLFETTEHGIVELSE 178
AR AR AR R AR AR AR AR R AR AR AR R AR AR R R A RAR A AR AR AR AR AR ARAARARAA AT

H29 1 OTVEEPFEVF S PKLFKGMHE S TELTRHLARQGLEVEKLRTD TTVGROSVERRRASANPTIE Z40

H99:2 QTVEEPFEVF § PKLFKGMHE S TELTRHLARQGLEKVEKLRTD TTVGROEVRRRRASANPTIE 239
RA R AR AR AR AR A A AR AR AR AR A A A A AR A A AR AR A A AR A A AR AR AR AR AR R AARARA R AR

H99 1 STPTFIKEDVEPAPMNIPPAS S PHELPTKSRLLPSLSACRPSHILEACAFPSHSLAAQAPSH 300

H99:2 STPTF IKEDVPAPMNIPPAS S PHFLPTKARLLPSLSACAPSHILSAQAPSHILIAQAPSH 299
T e Y e T L T

H29 1 QEVEPS355KVARRTVEDE PRNLVWEHAAYE IVRPHATENRV S GPGERPF TDDGS PISPNE 260

H99:2 OEVPSS55KVARRTVEDS PRNLVWRHAAYETVRPHATENRY SGPGERPFTDDGSPISEPNE 359
e T s

H99 1 £00] 1) =TCTRME g ) R 370

H9D 2 VDWRVSAES SDLEAFS LS RLHRVDPFREPSVENDTTS SASPQS YTPS S YSSTOLES TS 419
TEEE . t:t

HIO 1 e

HO9O 2 BTTPPEMTS SHS S TOSTLETPRRILGIDDGYETILPLES SFNS PGHAEFVEESVNGVLNEL 479

HIO 1 e

H9Y 2 RRSST5CPGLPEGHGSGARSQS ARGELTIRNRYL SAS IPGPS S LRRPS ELTLEPLRPEP 530

H99 1 —mmmmeeee

HI3 2 QEERSYERR 548

Fonte: Producéo do préprio autor.
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Por meio do alinhamento, também foi possivel construir uma arvore
filogenética e verificar que existe um ancestral comum na evolugédo de VeA e VelC
de basidiomicetos e ascomicetos (Figura 10).

Figura 10 - Cladograma esquematico do parentesco das proteinas VeA e VelC com os demais
fungos. (A) Relacdo de parentesco de VeA com os demais fungos (% de identidade com C.
neoformans (AFR95444.1); % de similaridade com C. neoformans). C.n_JEC: C. neoformans var.
neoformans (sorotipo D) (32,7%; 34%); C.g: C. gattii (sorotipos B/C) (27,8%; 30,2%); C.n_H99.1: C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) correspondente a AFR95444.1 (antiga); C.n_H99.2: C.
neoformans var. grubii (A) correspondente a AFR95444.2 (atual) (66,5%; 66,5%); C.c: Coprinopsis
cinerea (15,8%; 24,2%); A.p: Aspergillus parasiticus (20,2%;27,4%); A.fl: A. flavus (20%; 27,3%); A.f:
A. fumigatus (19,2%; 26,3%); A.n: A. nidulans (18,8%; 29,1%); P.c: Penicillium chrysogenum (20,3%;
27,9%); P.b_18: Paracoccidioides brasiliensis (17,9%; 27,8%); P.b_01: P. lutzii (17,6%; 27,5%); H.c:
Histoplasma c¢ apsulatum (19,5%; 27,5%); C.i: Coccidioides immitis (20,8%; 29,3%); F.g: Fusarium
graminearum (20%; 28,9%); L.c: Laccaria bicolor (15,6%; 28,3%); M.o: Magnaporthe oryzae (18,6%;
26,3%); B.c: Botrytis cinerea (18,9%; 27,7%) A.c: Acremonium chrysogenum (22,5%; 31,8%); V.d:
Verticillium dahlie (21,2%; 29.7%); N.c: Neurospora crassa (19,9%; 29,9%); D.s: Dothistroma
septosporum (16%; 24,6%); Um: Ustilago maydis (12%; 21,3%). (B) Cladograma de parentesco de
VelC com os demais fungos (% de identidade com C. neoformans; % de similaridade com C.
neoformans). A.n: A. nidulans(12,1%; 20,1%); C.n_JEC: C.neoformans var. neoformans (sorotipo D)
(79,8%; 84,4%); C.g: C. gattii (sorotipos B/C) (71,4%; 79,7%); C.n_H99: C. neoformans var. grubii
(sorotipo A); C.c: Coprinopsis cinerea (20,8%; 32,3%); A.fl: A. flavus (13,2%; 22,3%); A.f: A. fumigatus
(14,8%; 21,1%); M.o: Magnaporthe oryzae (13,8%; 20,8%); P.b_18: Paracoccidioides brasiliensis
(15%; 24,1%); P.b_01: P. lutzii (12,1%; 19,5%); C.i. Coccidioides immitis (14,5%; 21,5%); F.o:
Fusarium oxysporum (13,5%; 20,4%). Os basidiomicetos estdo em destaque nos quadros vermelhos.

A B

C.n_H99.1 -0.00757 A.n 0.22327
C.n_H99.2 0.01838 1 iho20001
C.n_JEC 0.07985 L Afo.252e8
€.g0.13084

C.i0.23453
C.c 0.25135
 — P.b_18 0.17911
L.b 0.2556 | I P.b_010.19855
U.m 0.46491 — F.0 031589
F.g 0.1801 — M.0 0.31207
_E A.C 0,19337 C.n_H99 0.08205
v.d 0.2682 C.n_JEC 0.08667
{ M.0 0.27746 C.g 0.12886
N.c 0.26344 C.c 0.43538

B.c 0.32078
D.s 0.32297

A.p 0.01537
A.fl0.01774
_ A.f0.14179
A.n0.21473

l P.c 0.20714

P.b_18 0.01987
P.b_010.01774
H.c 0.15725
C.i 0.27345

Fonte: Producgéo do préprio autor.

O gene VELC de Cryptococcus neoformans possui 1799 nucleotideos e é
composto de 6 éxons e 5 introns. A proteina codificada por este gene € constituida
de 494 residuos de aminoacidos. Além da identificacdo por meio do banco de dados
disponivel e comparacao das sequéncias de proteinas homdlogas, foi feita a analise
estrutural de VeA VelC, a fim de identificar os principais dominios encontrados

nestas proteinas.
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Com a ferramenta online Pfam, foi possivel identificar a presen¢ca do dominio
velvet nas sequéncias testadas na regido N-terminal de ambas as proteinas. Em
VEA o dominio velvet se encontra entre o 20° aminoacido e o 223° aminoé&cido, tanto
na sequencia atual, quanto na sequencia antiga. Em VELC, o dominio velvet esta
localizado entre os aminoacidos 84 a 380.

Também foram buscados os sinais de exportacdo nuclear (NES), sinal de
localizagdo nuclear (NLS) com as ferramentas disponiveis, porém n&o foram
encontrados esses dominios na sequéncia VeA e VelC. O dominio NES indica que
a proteina é exportada do ndcleo para o citoplasma, j& o dominio NLS indica o
processo inverso (Bayram & Braus, 2012).

Apoés a atualizacdo do banco de dados, foi encontrado o motivo PEST na
regido C-Terminal de VeA, entre os aminoacidos 387 a 431. Em contrapartirda,
VelC apresenta dois motivos PEST. O primeiro dominio localiza-se entre o primeiro
e 0 décimo quarto aminoacido. O segundo dominio PEST encontra-se na porgao C-
terminal da proteina, entre os aminoacidos 420 e 432. O dominio PEST é
encontrado em proteinas instaveis que podem ter degradacéo rapida (Bayram &
Braus, 2012). Com esses resultados em maos, foi possivel esquematizar a

estrutura de VeA e VelC de C. neoformans (Figura 11).

Figura 11 — Predicéo estrutural das proteinas VeA e VelC de C. neoformans. (A) Estrutura de VeA a
patir da sequéncia AFR95444.1. (B) Estrutura de VeA a patir da sequéncia atualizada AFR95444.2.
(C) Estrutura de VelC. Somente foram encontrados os dominios velvet e as regides PEST.

A 0 100 200 300 400 500 600
L 1 ] l 1 1 |
Dominio velvet 370 aa
0 100 200 300 400 500 600
B L 1 1 | 1 1 |

Dominio velvet 494 aa

Fonte: Producéo do préprio autor.
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A andlise estrutural de VeA e VelC demonstram pequenas peculiariedades
nestas proteinas quando comparadas a VeA e VelC de A. nidulans e A. fumigatus.
A saber, os dominios NLS e NES estdo presentes em VeA de A. nidulans, em
contrapartida VeA de A. fumigatus ndo possui NES. Tais dominios ndo foram
identificados em VeA de C. neoformans e ao contrario de VeA de A. fumigatus, o
dominio PEST de VeA de Cryptococcus neoformans se encontra na regido C-
Terminal. Entretanto, VelC de A. nidulans ndo possui PEST, porém este dominio é
encontrado em A. fumigatus na regido N-Terminal. Surpreendentemente, foram
identificados dois motivos PEST, um na regido N e C-Terminal (Bayram & Braus,
2012; Park et al., 2012).

A fim de verificar regides conservadas nas proteinas velvet VeA, VelB, VelC
e VosA de C. neoformans, também foi realizado o alinhamento multiplo destas
proteinas, incluindo as novas proteinas velvet encontradas no banco de dados, a

fim de identificar regides conservadas (Figura 12).
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Figura 12 - Alinhamento mdltiplo das sequéncias das proteinas velvet de C. neoformans. Foram
incluidas as sequencias antiga (VeAl) e nova (VeA2) de VeA; antiga (VosAl) e nova (VosA2) de

VosA; VelB, VelC e as novas proteinas velvet identificadas apds a atualizacdo do banco de dados.
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YYHVNSGRPSTHPFESGPSRHRHSLFPPGYWLGSRLIPSFPS——— SLGHHAYFIFPFPEMGEY — —
DSKWVPMLSAETOTTS PGSFLPASFSDRETLHDS POLPHS YHNCHYRS NMWVASVEKDWDSL—
LIVvoLIVRDESGEI IPADNSAL SERLVIVYMMYVDLWSADGH S REWVVRWVCARGES GCEVGEK
GHEMEGVHRHELE TDLCYROEGS Y S LEFRCYD I TAVEEGGL PVAQLAERCRSCPFRIYS PROIP—

———DPFREPSVENDTTSSASPQSYTPSSYSSTQLSSTQSLETTPEPMTSSHSSIQSTLPT

PPYPMHSESYDRAGPWEPODHRPILPLPPHPESVMGRPGESREGTS-HRSTHE S SLEQGE
FPPYPMHSESYDRAGMPWEPDHRPILPLPPHPESVMGRPGERGTEGHRS THES SLROGE

———HIPDLDTMKETRYVAPASAASTLVLVYGKRERHTPCHNKLEKDEHGRLGLEFFFATDLGWVRTE
VEGEEDGVES SYHLRNFLGGTFRLS S TF S QS RGKEKKRGEGRGKEKKNEFE IF SEMYWRTE
—————————— ILFKLTELAEHFAKLGFKLNTRKNDRAAQSPLEFFEFPS TAFEFSAHAR WL THM

PRRERELGIDDGVEPILPLPSSENS PGHARFVPPSWVNOWVILINPLRERRESSTSSGPGLPEGHSEGAR
SPLASPGREFOYAQSPDMGSYRPSSSAGTGDGRDGRERERERELHRRS PV ILPPLTRS PAT
SPLASPGRFQYAQS FDMGS YRPS S SAGTGDGERDGRERERERELHRRS FW ILFPLTRS PAL
GRECLEMEKIMDLSLFSR-——APNPGDSTPVLAETTSQP IEVYSAKRF PGY IPTTKLTRLE
GEYALMVRELLDIAGPPHLG-——TSIGVYVIRS LAEVLIKPEFTWEFHS SKE PGS IPVTELSVEE
GSRPOPCPICPLDPSSHMEPS S S TENSEKAMRE TS TSOCTEFMTDNTSKTENSLGEEGES

SOSARAGPLTSRMNRYLSAS IPGPSSLRRESPLTLFFLRFFPPQEERSYERR 549
IPOSLPPITDPRDSRESQNESRASYVGEGSGSRPS SSGKNKMGLGHNLLG— 510
IPCSLPPITDPRDSRESCNESRASYVGEGSGSRPS SSGKNKMGLGNLLG— 630

ARG TKILAVREESHEKCOKHRENKESVDMDVODE TEEDEGG— 560
ARQOGERNLGOREVRDATAGS SEEDDG - 509
SAKGASTRQTGRSFOVTS VI SEENNGTGTGD—— 40

Fonte: Producéo do préprio autor.
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Ainda utilizando o alinhamento multiplo, foi possivel realizar a analise

filogenética entre as proteinas velvet de C. neorformans (Figura 13).

Figura 13 — Cladograma comparativo das proteinas velvet de C. neoformans incluindo as novas
sequéncias encontradas apos a atualizacdo do banco de dados. VeAl e VosAl correspondem as
sequéncias proteicas disponiveis no banco de dados antes da atualizacdo do mesmo, VeA2 e VosA2
s80 as sequéncias proteicas atuais.

I VeAZ 0.01164

L VeAl -0.00083
VosAl 0.00049

| VosA2 0.00147
CNAG_05697 0.36255
VelB 0.42855
CNAG_04086 0.44528
| VelC 0.46097

Fonte: producéo do préprio autor.

Através do alinhamento multiplo, foi possivel observar pouquissima conservacao
dos aminoacidos entre as proteinas velvets de C. neoformans. Também foi possivel
observar que as novas proteinas codificadas pelos CNAG_05697 e CNAG_04086 se

assemelham as proteinas velvet VosA e VelC de C. neoformans, respectivamente.

4.2 Avaliacao da funcdo génica de VEA e VELC através de delecdo génica no
modelo C. neoformans

Os genes VEA e VELC de C. neoformans foram deletados por meio da
integracdo homologa do cassete de delecdo VEA::HPH no locus das leveduras
haploides KN99a , que confere resisténcia a Higromicina B, e VEA::NAT no locus
das leveduras haploides KN99a, que confere resisténcia a Nourseotricina. Para
VELC, foram utilizados os cassetes de delecdo VELC::HPH, no locus das leveduras
haploides KN99a e VELC::NAT no locus das leveduras haploides KN99a, a ORF
(VELC) ou parte dela (VEA) dos genes alvos foram substituidos pelo cassete.

O cassete foi obtido in vitro por PCR Double Joint, que consistiu em duas
etapas de PCR, ja descritas anteriormente na metodologia. Os tamanhos obtidos
dos produtos da reacdo foram confirmados por meio de eletroforese em gel de
agarose 0,8 % (Figuras 14 e 15) e, assim, os fragmentos foram co-transformados
em células leveduriformes haploides KN99a e KN99a (sorotipo A) de C. neoformans

via biobalistica.
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Figura 14 - Confirmacao dos produtos de PCR obtidos na primeira etapa da técnica de PCR Double
Joint que consiste na obtengdo dos fragmentos das marcas de selecdo e dos fragmentos adjacentes
ao gene alvo. (A) M. Marcador Molecular; 1. Fragmento 3 + 4 hph (1235 pb); 2. Fragmento 5 + 6 hph
(1295 pb); 3 Fragmento 3 + 4 nat (639 pb); 4. Fragmento 5 + 6 nat (1176 pb). (B) 1. Fragmento 1 + 2
VEA regido adjacente 5 de VEA (1051 pb); 2. Fragmento 7 + 8 VEA que corresponde a regido
adjacente 3’ de VEA (890 pb). (C) M. Marcador molecular 1. Fragmento 1 + 2 VELC que corresponde
a regido adjacente 5’ de VELC (873 pb); 2. Fragmento 7 + 8 VELC que corresponde a regido
adjacente 3’ de VELC (936 pb).

A B C

1,5 kb
1,0 kb

0,5 kb

1,6 kb
1,5kb  1,0kb

1,0 kb

0,5 kb

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Figura 15 - Confirmagao dos produtos obtidos na segunda etapa da técnica de PCR Double Joint que
consiste na fusdo dos fragmentos adjacentes ao gene alvo com os fragmentos das marcas de
selecdo. (A) M. Marcador molecular; 1. Fragmento 1 + 4 hph VEA (2,2 kb); 2. Fragmento 5 + 8 hph
VEA (2,1 kb); 3. Fragmento 1 + 4 nat VEA (1,6 kb); 5 + 8 nat VEA (2,2 kb). (B) M. Marcador
molecular; 1. Fragmento 1 + 4 hph VELC (2,1kb); 2. Fragmento 5 + 8 hph VELC (2,2 kb); 3.
Fragmento 1 + 4 nat VELC (1,5 kb); 5 + 8 nat VELC (2,2 kb).

A

3,0 kb

2,0 kb
1,6 kb

1,0kb §

Fonte: Producéo do préprio autor.

Apés a transformacgdo, os transformantes que cresceram em meio YPD
acrescido com a droga de sua respectiva marca de selecdo, foram escolhidos
aleatoriamente e seu DNA foi extraido conforme o protocolo descrito. Foram
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selecionados, independentemente, 0 mesmo numero de mutantes MATa e MATa
para a confirmacgéo da delegdo das ORF’s de VEA e VELC na qual foram realizadas
duas reacdes de PCR comum por gene conforme esquema (Figura 16a e 16b).

Figura 16 - Esquema para a confirmacdo de delecdo de VEA e VELC em C. neoformans. (A)
Esquema representativo das reacfes de confirmacdo da delecdo génica de VEA para as linhagens
MATa e MATa . (B) Esquema representativo das reacbes de confirmacdo da delecdo génica de
VELC para as linhagens MATa e MATa.

A HPH: 2,4 kb
LF 201 NAT: 2,4 kb
LF 028 / LF 188 LF 222
%
L
\F 291 LF 029 / LF 187
LF 221
HPH: 2,2 kb
NAT: 1,7 kb
B HPH: 2,5 kb
LF 220 NAT: 2,8 kb

LF 028/ LF 188 LF 223

VELC::Marca de selecao
5

LF 227 LF 029 / LF 187
LF 228

HPH: 2,1 kb
NAT: 1,5 kb

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Para VEA, foram feitas duas reacdes para confirmar a delecdo. A primeira
reacdo (Figura 17a e 17c) consistiu na amplificacdo da regido 5 de VEA dos
possiveis mutantes de ambas as marcas de selecdo. Para tal, foram utilizados os
oligonucleotideos LF231 + LF029 para amplificar a regidao 5’ dos transformantes cuja
marca de selecao foi HPH. E foram usados os oligonucleotideos LF231 + LF187
para amplificar a regido 5’ dos transformantes cuja marca de selecao foi NAT. Os
tamanhos esperados para a regido 5 dos mutantes foram de 2,2 Kb e 1,7 Kb para
0s mutantes resistentes a Higromicina B e a Nourseotricina, respectivamente.

Para a reacdo 3’ dos mutantes cuja marca foi HPH, foram utilizados os

oligonucleotideos LF028 + LF222. Para a reacdo 3’ dos mutantes resistentes a
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Nourseotricina foram usados os oligonucleotideos LF188 + LF222. Os tamanhos

esperados para a regido 3’ dos mutantes foram de 2,4 Kb para ambas as marcas de

selecdo (Figura 17b e 17d). Agua ultrapura e o DNA do selvagem foram utilizados

como controle negativo.

Figura 17 - PCR de confirmacdo 5 e 3’ dos possiveis mutantes de VEA nos MATa e MATa de C.
neoformans. (A) Confirmagao 5’ de ambos os tipos sexuais.O tamanho esperado foi de 2,2 Kb para
0s mutantes cuja marca era HPH e 1,7 Kb para os mutantes cuja marca era NAT. (B) Confirmagao 3’
de ambos os tipos sexuais. O tamanho esperado foi de 2,4 Kb para os mutantes de ambas marcas de
selecdo. (C) Confirmagédo 5 de ambos os tipos sexuais. (D) Confirmagado 3' de ambos os tipos

sexuais.

M12 3456 7 8910

) o

MM12345678910111213

i = ATRRRRRRRET

1,0 kb

M: Marcador
A1l 12.veAaA
A2: 144.veAaA
A3: 145.veAal
A4: 232.veAal
A5: 246.veAal
AB: 117.veAaA
A7:134.veAal
A8:210.veAaA
A9: 230.veAaA
A10: 250.veAad

M: Marcador
C1: H,0

C2: KN99a

C3: 12.veAal
C4: 13.veAad
C5: 16.veAal
C6: 113.veAald
C7:129.veAald
C8: 23.veAal
C9: 28.veAal
C10: 29.veAad
C11:212.veAal
C12: 216.veAad
C13: 242.veAal

M: Marcador
C1: H,0

C2: KN99a

C3: 117.veAal
C4:111.veAal
C5: 118.veAal
C6: 132.veAal
C7:141.veAal
C8: 145.veAal
C9: 24.veAad
C10: 26.veAad
C11: 233.veAad
C12: 238.veAad
C13: 247.veAad

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

M123456789111

12 1314 15 16 17 18 19 20

L A A Al |

M: Marcador
B1: H,0

B2: KN99a
B3:12.veAal
B4: 145.veAal
B5: H,0O

B6: KN99a

B7: 117.veAal
B8 134.veAaA
B9: 210.veAal
B10: 230.veAaA
B11: 250.veAal

M1 2 3 4567 8 9 10 11 URIEGELY

D1: H,O

D2: KN99a

D3: 117.veAal
D4:111.veAalA
D5: 118.veAaA
D6: 132.veAal
D7:141.veAal
D8: 145.veAal
D9: 24.veAa
D10: 26.veAaA
D11: 233.veAaA
D12: 238.veAa/A
D13: 247.veAaA
D14: H,0O

D15: KN99a
D16:12.veAald
D17: 13.veAalA
D18: 16.veAald
D19: 113.veAal
D20: 212.veAald

Para VELC, foram feitas duas reacdes para confirmar a delecdo. A primeira

reacdo (Figura 18a) consistiu na amplificacdo da regido 5" de VELC dos possiveis

mutantes de ambas as marcas de selecdo. Para tal, foram utilizados os

oligonucleotideos LF227 e LF029 para amplificar a regidao 5’ dos transformantes cuja
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marca de selecdo foi HPH, e foram usados os oligonucleotideos LF227 e LF187
para amplificar a regido 5’ dos transformantes cuja marca de selegcado foi NAT. Os
tamanhos esperados para a regido 5 dos mutantes foram de 2,1 Kb e 1,5 Kb para
0s mutantes resistentes a Higromicina B e a Nourseotricina, respectivamente.

Para a reagcdo 3’ dos mutantes cuja marca foi HPH, foram utilizados os
oligonucleotideos LF028 e LF223. Para a reagdo 3’ dos mutantes resistentes a
Nourseotricina foram usados os oligonucleotideos LF188 e LF223. Os tamanhos
esperados para a regido 3’ dos mutantes foram 2,5 Kb e 2,8 Kb para os mutantes
resistentes & Higromicina B e a Nourseotricina, respectivamente (Figura 18b). Agua

ultrapura e o DNA do selvagem foram utilizados como controle negativo.

Figura 18 - PCR de confirmagdo 5 e 3’ dos possiveis mutantes de VELC nos MATa e MATa de C.
neoformans. (A) Confirmagao 5 de ambos os tipos sexuais. O tamanho esperado foi 2,1 Kb para a
marca HPH e 1,5 Kb para a marca NAT. (B) Confirmagao 3’ de ambos 0s tipos sexuais. O tamanho
esperado foi de 2,8 Kb para a marca NAT e 2,5 Kb para a marca HPH.

M: Marcador M 12 ’3"‘1‘53 78910111213 M: Marcador

A1: H,O B1: H,O
A2: KN99a B2: KN99a
A3: 19.velCal B3: 11.velCaA
. Ad4: 148.velCal B4: 16.velCal
s A5: 1100.velCal LY GG LLLLLTL BS5: -
- A6: 1157.velCal ¥ B6: 115.velCal
2010 8 A7:1180.velCal B7: 1101.velCaA
1,6kb [ A8: 23.velCal B8: 1179.velCaA
A9: 21.velCal B9: 223.velCal
A10: 269.velCalA B10: 230.velCaA
A11: 2103.velCal B11: 256.velCal
A12:2113.velCaA B12: 287.velCaA
1234 56789101112 B13: 2142 veloan
M: Marcador ' '
A1: H,O M: Marcador
PP A2: KN99a B1: H,0

A3: 11.velCalA
A4: 16.velCal
A5: 115.velCal
A6: 1101.velCal
- ol Lol A7:1179.velCal
" Ly A8: 223.velCaA
A9: 230.velCalA
A10: 256.velCal
A11:287.velCal
A12: 2142.velCal

B2: KN99a

B3: 19.velCalA
B4: 148. velCaA
B5: 1100.velCaA
B6: 23.velCaA
B7:2103.velCal

-
-

"
-
.
ln
~
-
~

"

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

Apds a PCR confirmatéria, cinco mutantes de cada tipo sexual, foram
submetidos ao Southern Blot, sendo que 0s mutantes que tiveram seus genotipos
confirmados segundo o perfis de restricdo obtidos com as enzimas Hpal, para
veAaA (Figura 19a e 19b); Ncol, para veAaA (Figura 19c e 19d); Ncol para velCaA
(Figura 21a e 21b) e Sphl para velCaA (Figura 21c e 21d) foram utilizados para os

testes fenotipicos.
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Figura 19 - Confirmacgdo por Southern Blot da delecdo de VEA nos mutantes confirmados por PCR.
10 pg de DNA total digerido com a enzima Hpal para os mutantes resistentes a Higromicina B e Ncol
para os mutantes resistentes a Nourseotricina. Em seguida, o DNA digerido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1 %, transferidos para membrana de nylon positivamente carregada e
hibridizados com a sonda de VEA (3,5 Kb amplificagdo com oligonucleotideos LF201 + LF221)
marcada quimicamente com fosfatase alcalina (Gene Images Alkphos direct labelling and detection
system, Amersham Biosciences). (A) Perfil de restricdo para Hpal do locus de VEA. (B) Resultado do
Southern blot apés hibridizacdo com sonda de VEA para os mutantes que contem a marca HPH. (C)
Perfil de restricdo para Ncol do locus de VEA. (D) Resultado do Southern blot apos hibridizagdo com
sonda de VEA para os mutantes que contem a marca NAT. Os mutantes escolhidos estéo
destacados em vermelho.

A 9160 10230 11841 12751 B
10422 - - S: Sonda
e e B1:KN99a
[ ] 210 B2: 117.veAal
Hpal B3: 134.veAal
VEA 1833 b 35k B4:210.veAa/
4 = Pe o1t B5:230.veAa/
SR B6:250.veAdA
C 9160 10230 11841 12751
S: Sonda
Ml R D1: KN99a
0 ] D2: 12.veAal
Ncol D3: 16.veAal
D4: 113.veAad
e D5: 145.veAal
D6: 212.veAa/

7795

Fonte: Producao do préprio autor.

E importante enfatizar que devido & atualizacdo do banco de dados, VEA ndo

foi completamente deletado como demonstra a Figura 20.



72

Figura 20 - Esquema da dele¢éo parcial de VEA e estudo de restricdo da sequéncia atualizada de
VEA de C. neoformans. (A) As setas indicam os oligonucleotideos do cassete. A regido deletada
neste estudo esta representada pela linha vermelha, que corresponde a 1,4 Kb. Restaram 549 pares
de bases para a completa delecdo do gene. (B) Estudo de restricdo com Hpal. (C) Estudo de
restricdo com Ncol.

(1)1 (2) 1072 (7) 2681 (8) 2646
VEA 1968 nt
1,4 Kb 549 pb
ATG: 1262 STOP: 3230
B 19010 20081 21590 ZZjU{J C 19010 20081 ZIEQO 22500
— —
20271 22239 20271 22239
19010 20081 21690 22600 19010 20081 21690 22600
i : i VEA::NAT 1815pb
[ ] [ ]
Hpal Ncol
VEA 1968 bp VEA 1968 bp
IA‘JU 233‘23 34&42 17529‘17 25120-25124
T 2 e |2
'y vea:AT 181590
12290 28323 34042 17529- 27533 25120-25124

Fonte: Producéo do préprio autor.

Por meio do estudo de restricdo realizado com a nova sequéncia gendémica de
VEA, foi possivel observar que ndo houve diferenca no perfil esperado para os
mutantes de VEA transformados com o cassete de delecdo VEA::NAT (Figura 20c),
porém observa-se uma diferenca no perfil esperado quando os mutantes foram

transformados com o cassete de delecdo VEA::HPH (Figura 20b).
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Figura 21 - Confirmacéo por Southern Blot da delegéo de VELC nos mutantes confirmados por PCR.
10 pg de DNA total digerido com a enzima Ncol para os mutantes resistentes a Higromicina B e Sphl
para os mutantes resistentes a Nourseotricina. Em segida, o DNA digerido foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1 %, transferidos para membrana de nylon positivamente carregada e
hibridizados com a sonda de VELC (873 pb amplificacdo com oligonucleotideos LF 220 + LF229). (A)
Perfil de restricdo para Ncol do locus de VELC. (B) Resultado do Southern blot apds hibridizacdo com
sonda de VELC para os mutantes que contem a marca HPH. (C) Perfil de restricdo para Sphl do
locus de VELC. (D) Resultado do Southern blot ap6s hibridizacdo com sonda de VELC para os
mutantes que contem a marca NAT. Os mutantes escolhidos estdo destacados em vermelho.

A 9106 9979 11829 12765 B
V y | V
SUETATTEEE .
10001 11799 | S: Sonda
11829 12765 ' o B1: KN99a

9106 9979
|

l/ 6kb -

o B2:19.velCaA
s - B3: 148.velCaA
Ncol « =i B4:1100.ve/CaA

VELC 1799 pb

7591-7595 13667-13671

S »

6076
f 13667-13671 h ‘

7591-7595
1310-1314

o 9106 9979 11829 12765 D
: X ) S123456s
10001 11799 -
9106 9979 11829 12765 108 kb ——— -
\ J
VELC::NAT 1815 pb
:| 291
8281/8277 19155/19151
10874
VELC::NAT 1815 pb
8281/8277 A 19155/19151 j
1250/1246
2948

Fonte: Producéo do préprio autor.

4.3 Obtencéo dos reconstituidos veAA::VEA e velCA::VELC

B5: 23.velCa/
B6:2103.velCaA

S: Sonda

D1: KN99a

D2: 11.velCaA
D3: 16.velCaA
D4: 1179.velCaA
D5: 223.velCaA
D6: 256.velCaA

Para a obtencdo de reconstituidos de VEA ou VELC, foram desenhados
oligonucleotideos de reconstituicdo que se localizassem 0,5 Kb para fora da ORF de

dos seus respectivos genes (Figura 22).
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Figura 22 - Esquema da estratégia para obtencdo dos fragmentos de reconstituicdo e eletroforese
em gel de agarose dos fragmentos de reconstituicdo de VEA e VELC. (A) Estratégia para obtencao
do fragmento para reconstituicdo do locus de VEA. (B) Estratégia para obtencdo do fragmento para
reconstituicdo do locus de VELC. (C) Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de
reconstituicdo de VEA e VELC.

A

LF 201

-

LF221 LF256

2,2kb

B 2,8kb

LF228 LF290

M: Marcador
C1: H,0

C2: VEA
C3: H,0

C4: VELC

2,0 kb
1,6 kb

Fonte: Producéo do préprio autor.

O processo inverso ao de obtencdo de mutantes veAA e velCA foi realizado
visando reintegrar a sequéncia dos genes nos seus repectivos locus a fim de
confirmar que os defeitos observados nos mutantes sdo decorrentes da auséncia do
gene deletado. As técnicas de preparo de amostras e transformacéo por biobalistica
foram as mesmas utilizadas na obtencédo de mutantes. A diferenca se da apenas na
sequéncia que foi introduzida no fungo: a sequéncia do gene de interesse (VEA ou
VELC). A obtencdo de transformantes foi possivel através da técnica de co-
transformacéo, na qual foi realizada a transformacédo por biobalistica do fragmento
de interesse (gene de VEA ou VELC) juntamente com o plasmideo pJAF que
confere resisténcia a Neomicina (G418).

Para a candidatura dos possiveis reconstituidos, os mesmos deviam ser

resistentes & Neomicina (marca de selecdo do plasmideo) e sensiveis a marca de
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selecdo antiga (HPH ou NAT). Cumprindo esses requisitos, as colbnias obtidas
foram submetidas a confirmacéo via PCR com os oligonucleotideos LF231 + LF186
para confirmacéo da regido 5’, cujo tamanho esperado foi 2,1 Kb. E LF185 + LF222
para confirmacao da regido 3’ e o tamanho esperado foi de 1,8 Kb (Figura 23a), no
caso dos mutantes de VEA. Tais reagdes foram realizadas com ambos tipos sexuais
(Figura 23b e Figura 23c).

Figura 23 - Esquema representativo para a confirmag¢do reconstituicdo do locus de VEA em C.
neoformans e eletroforese de gel de agarose dos produtos obtidos de PCR obtidos por meio da
amplificacdo das regides 5’ e 3’ do locus de VEA em ambos os tipos sexuais. (A) Esquema das
reacles de confirmacdo da reintegracdo de VEA no locus. (B) Produtos 5’ e 3’ obtidos por meio de
PCR de confirmacao dos reconstituidos de VEA MATa. (C) Produtos 5’ e 3’ obtidos por meio de PCR
de confirmacé@o dos reconstituidos VEA MATa. Os reconstituidos confirmados por PCR estédo
destacados em vermelho.

A LF 201 1,8kb

LF 221
2,1kb
B
M 1 2 3 45 6 7 M Marcador ) M: Marcador
B1: H,O 1 134.veAal
B2: KN99a (5')

- KN99a (5)
:5.134veAdA (5')
. 8.134veAaA (5)
1 134.veAaA (3)
- KN99a (3)
:5.134veAal (3))
. 8.134veAaA (3)

B3: 40.134veAadA (5))
B4: 41.134veAaA (5))
B5: 17.145veAal (5)
B6: 34.145.veAal (5)
B7: 39.145veAal (5)

M: Marcador

M 1.2 .3 4.5 6 7 B1: H,0

B2: KN99a (3')

B3: 40.134veAaA (3')
B4: 41.134veAaA (3')
B5: 17.145veAal (3)
B6: 34.145.veAal (3))
B7: 39.145veAaA (3)

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Foram obtidos dois reconstituidos de veAaA, o primeiro foi denominado
veAaA::VEA 1 e o segundo foi denominado veAaA::VEA 2.

Para VELC, utilizaram-se 0s mesmos requisitos para que as colénias fossem
submetidas a confirmacdo por PCR com os oligonucleotideos LF227 + LF186 para

confirmagéo da regido 5’, cujo tamanho esperado foi 2,1 Kb. E LF185 + LF223 para
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confirmagdo da regido 3’ sendo o tamanho esperado de 1,9 Kb (Figura 24a, Figura
24b e Figura 24c).

Figura 24 - Esquema representativo para a confirmacdo reconstituicdo do locus de VELC em C.
neoformans e eletroforese de gel de agarose 0,8% dos produtos obtidos de PCR obtidos por meio da
amplificacdo das regibes 5’ e 3’ do locus de VELC em ambos os tipos sexuais. (A) Esquema das
reacOes de confirmacdo da reintegracdo de VELC no locus. (B) Produtos 5 e 3’ obtidos por meio de
PCR de confirmacéo dos reconstituidos velcA MATa. (C) Produtos 5" e 3’ obtidos por meio de PCR de
confirmagc@o dos reconstituidos velcA MATa. Os reconstituidos confirmados por PCR estédo
destacados em vermelho.
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LF 220

LF 223

—>
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LF 228
2,1kb
M: Marcador M: Marcador
B1:223.velCalA (5) C1:2103.velCad (5)
B2: KN99a (5') C2: KN99a (5')

B3:4.223velCal (

5) (3: 2.2103velCas (5')
B4:19.223velCall (5)

(5)

)

C4: 2103.velCad (3)
C5: KN99a (3)
C6: 2.2103velCad (3)

B5: 44.223velCal
B6:223.velCal (3
B7:KN99a (3')

B8: 4.223velCal (3')
B9: 19.223velCal (3))
B10: 44.223velCal (3')

2,0kb
1,6kb

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Foram obtidos dois reconstituidos de velCad, o primeiro foi denominado
velCaA::VELC 1 e o segundo foi denominado velCaA::VELC 2.

A fim de demonstrar a estabilidade das marcas de selecdo de cada cepa e
comprovar que foram obtidos os reconstituidos de VEA e VELC, as cepas selvagem,
mutante e reconstituida de cada gene, foram plaqueadas em meio YPD contendo a
droga que corresponde a sua marca de selecao e incubadas a 30 °C por até 72

horas (Figura 25).
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Figura 25 - Crescimento das cepas selvagem, mutante e reconstituida nos meios com suas
respectivas marcas de selegcdo. (A) Crescimento das cepas selvagem, mutante e reconstituida de
ambos tipos sexuais do gene VEA. (B) Crescimento das cepas selvagem, mutante e reconstituida de
ambos tipos sexuais do gene VELC.

A YPD Nourseotricina G418

VELCa 1

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Foi observado que as cepas reconstituidas perderam a resisténcia a

Nourseotricina ou a Higromicina B como esperado, bem como as cepas selvagens
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nao crescem na presenca das drogas Higromicina B, Nourseotricina ou Neomicina

(G418) e as cepas mutantes ndo conseguem crescer na presenca de Neomicina.

4.4 Avaliagdo fenotipica in vitro de veAA e velCA e seus respectivos
reconstituidos
Os mutantes e reconstituidos confirmados foram submetidos aos mais
variados testes fenotipicos e de viruléncia de modo a analisar o papel de VEA e
VELC em C.neoformans.

4.4.1 Estresse térmico

A capacidade de crescimento em altas temperaturas, crescimento a 37 °C é
uma caracteristica fundamental para garantir a sobrevivéncia de um patdégeno
durante a infeccdo em um hospedeiro mamifero. As cepas selvagem, mutante e
reconstituida foram avaliadas quanto a sua capacidade de crescimento a 30 °C, 37
°C e 39 °C (Figura 26).

Figura 26 - Teste de estresse térmico em meio YPD em diferentes temperaturas. Diluicdo seriada das
linhagens a selvagens, mutantes e reconstituidos de VEA e VELC realizado a 30, 37 e 39°C e
documentado apéds 48 horas.

30eC 37¢C 392C

KN99«a
veAa/

veAaA::VEAa

velCaA X Y B
e

®

velCaA::VELCa

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Nenhuma alteracéo foi observada no padrdo de crescimento ou no tempo de
crescimento dos mutantes veAA e velCA em relacdo as cepas selvagens. Apesar da
temperatura 6tima de crescimento de C. neoformans ser 30 °C, a capacidade de
crescimento a 37 °C é essencial para a sobrevivéncia do patbgeno no hospedeiro,

sendo assim os mutantes de veAA e velCA ndo mostraram alteracéo de crescimento
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nesta temperatura. Até o momento, ndo foi reportada nenhuma evidéncia que a
auséncia de VEA ou VELC em outros fungos pudesse afetar o crescimento em altas

temperaturas.

4.4.2 Sintese de melanina

As cepas mutantes e selvagens foram avaliadas quanto a capacidade de
sintetizar melanina em meio L-DOPA Agar (Figura 27).

Figura 27 - Teste de producdo de melanina. 10° células do selvagem MATa, dos mutantes e
reconstituidos de VEA e VELC foram plagueadas em meio L-DOPA, incubados a 30 °C e
documentados apos 7 dias de incubacao a 30°C.

KN99«x veAaA veAaA::VEAa velCaA velCaA::VELCa

e

Fonte: Producéo do préprio autor.

Um dos principais fatores de viruléncia de C. neoformans € a capacidade de
produzir melanina a partir de compostos fendlicos, através da producédo da enzima
lacase ou fenoloxidase. Sendo que cepas albinas séo efetivamente destruidas pelo
organismo do hospedeiro (Casadevall et al., 2000). No presente estudo, foi possivel
observar que as cepas obtidas ndo apresentaram diferenca na producdo de
melanina, fato que foi corroborado realizando o mesmo teste em meio Niger Seed
(dados ndo mostrados). A delecdo de VEA em outros fungos, tais como B. cinerea,
A. fumigatus, Fusarium fujikuroi e Mycosphaerella graminicola tem como resultado a
alteracdo da pigmentacdo (aumento) do fungo, mostrando assim que este gene
também pode estar envolvido na sintese de pigmentos como melanina e bicaverina
em fungos filamentosos (Weimann et al., 2010; Choi & Goodwin, 2011; Dhingra et
al., 2012; Yang et al., 2013).

4.4.3 Producdo de capsula

Cepas selvagem, mutante e reconstituida foram incubadas em meio DMEM

com MOPS, incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, por até 3 dias para a
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inducdo de capsula. Em seguida, as amostras foram analisadas por microscopia de

luz utilizando tinta nanquim (Figura 28).

Figura 28 - Producdo de capsula. Selvagem, mutantes e reconstituidos de tipo sexual a de cada
gene foram plagueados em meio sélido DMEM acrescido de MOPS por 3 dias de incubagédo a 37 °C
com 5% de CO,. As laminas foram observadas com auxilio de tinta nanquin e observadas em DIC.
Barra: 10 pm.

KN99%a

veAaA veAaA::VEAa

velCaA velCaA::VELCa

Fonte: Producéo do préprio autor.

A capsula polissacaridica de C. neoformans é um atributo de viruéncia
importante para o fungo. Ela o protege da dissecacdo no meio ambiente, dos
radicais livres e também o protege da fagocitose por amebas no ambiente e por
macrofagos do hospedeiro. Além dessas funcdes, a capsula tem importantes efeitos
no sistema imunitario do hospedeiro. Mutantes com alteracdo no ancoramento ou
producdo da cépsula tem sua viruléncia atenuada em modelos de infeccéo,
justificando entdo a sua importancia neste patégeno (Janbon & Doering, 2011).

N&o foi observada qualquer alteracdo aparente no tamanho da cpsula dos

mutantes estudados, demonstrando entdo, que VEA e VELC possivelmente nao
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estdo envolvidos em nenhuma via de sintese ou acoramento da capsula

polissacaridica de C. neoformans.

4.4.4 Producdo de urease

A capacidade de produzir urease foi analisada nas cepas selvagens e

mutantes pelo plaqueamento em meio Christensen’s Urea Agar (Figura 29).

Figura 29 - Teste de atividade de urease em meio de Christensen. As cepas selvagem, mutante e
reconstituida de VEA e VELC foram inoculadas em meio de Christensen, mantidas a 30°C e
documentadas apos 48 horas de incubacéo. A cor rosa indica atividade positiva de urease.

KN99a veAaA veAaA::VEAa velCadA velCaA::VELCa

Fonte: Producao do préprio autor.

A urease tem sido reportada como um importante fator de viruléncia que esta
diretamente relacionado a capacidade do fungo atravessar a barreira
hematoencefalica. Tal enzima aumenta o sequestro de células fangicas por meio
dos capilares durante a invasao sistémica (Olszewski et al., 2004; Shi et al., 2010).

Mutantes de URE1l possuem dificultade de transpassar a barreira
hematoencefalica (Cox et al., 2000). Também € importante ressaltar que o correto
funcionamento dos componentes da via da urease € necessario para O
acometimento do sistema nervoso central, assim o mau funcionamento de um unico
componente acessoério da ativacdo da mesma acarreta numa drastica reducédo da
capacidade do fungo em afetar as juncdes ligantes de células da barreira
hematoencefalica humana (Singh, 2013).

O meio de Christensen avalia a capacidade dos micro-organismos de utilizar
ureia como fonte de nitrogénio. Os que a utilizam séo capazes de sintetizar a enzima
urease que metaboliza a ureia em amoénia, aumentando assim, o pH do meio e
alterando a cor para rosa. A mudanca de coloracdo deste meio indica que a
auséncia de VEA e VELC néo afeta a producdo de urease, provavelmente nao

participando da regulacéo desta via.
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4.4.5 Producao de fosfolipase

A capacidade de biosintese de fosfolipase das cepas selvagem KN99a,
mutante veAaA, mutante velCaA e reconstituidos veAdA::VEAa e velCaA::VELCa
de C. neoformans foi testada através de incubacéo em meio de emulséo de gema de
ovo (Figura 30). Esse teste se trata de um ensaio qualitativo, ndo permitindo avaliar
qual fosfolipase esta ativada ou, no caso de formacdo de halo defeituoso, qual teve

sua producao afetada.

Figura 30 - Ensaio de fosfolipase em meio emulsdo de gema de ovo. As cepas KN99a, veAa4,
veAa::VEAaq, velCdA e velCaA::VELCa a 30°C foram inoculadas em meio emulsdo de gema de ovo e
documentadas ap6s 48 horas de incubacgédo. A presenca de halo opaco ao redor da colbnia indica a
atividade de fosfolipase.

KN99« veAad veAaA::VEAa velCald velCaA::VELCa

Fonte: Producédo do préprio autor.

Apoés a incubacédo e documentacdo da presenca de halos opacos em volta
das colbnias, foi realizada a medicdo do diametro das colbnias e dos seus
respectivos halos a fim de estabelecer a atividade de fosfolipase entre as cepas
utilizadas neste estudo. Para tal, foi estabelecida a razéo entre o diametro da colénia
e o diametro do halo formado, o resultado (Pz) indica a atividade de fosfolipase das
cepas no qual a atividade foi considerada negativa (Pz:=1), positiva (Pz: 20,64 <1) e

fortemente positiva (Pz: <0,64), segundo Price e colaboradores (1982) (Tabela 5).

Tabela 5 - Atividade de fosfolipase. Dc: didmetro da col6nia; Dcm: didmetro do halo de precipitagdo.

Cepa Dc Dcm Pz Atividade
KN99a 1,2 2,1 0,6 Positiva
VeAaA 1,2 2,0 0,6 Positiva

veAaA::VEA 1.3 2,1 0,61 Positiva
VelCaA 1,2 2,0 0,6 Positiva
velCaA::VELC 1,2 2,0 0,6 Positiva

Fonte: produzido pelo autor.
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Existem cinco tipos de fosfolipases, fosfolipase Ai, A2, B, C e D. Tal
classificacdo se deve ao éster a ser hidrolisado. Apesar de existir estes cinco tipos,
somente a fosfolipase B e fosfolipase C estdo correlacionadas a patogénese de C.
neoformans (Djordjevic, 2010).

O teste de fosfolipase em meio emulsdo de gema de ovo ndo permite
identificar qual fosfolipase esté ativa, porém permite avaliar qualitativamente se uma
cepa consegue ou ndo secretar tal enzima, logo observa-se que ndo houve
alteracao na producao de fosfolipase nas cepas testadas. A atividade de fosfolipase,
bem como a secrecdo e atividade de outras enzimas hidroliticas, em Candida
albicans esta intrinsicamente relacionada a patogenicidade deste fungo, logo que a
secrecdo desta enzima permite que o fungo penetre no tecido do hospedeiro (Naglik
et al., 2004; Park et al., 2013). Em C. neoformans a atividade de fosfolipase tem sido
relacionada a patogenicidade deste fungo, mutantes de PLB1 sdo incapazes de
provocar criptococose pulmonar. Até o momento, o unico relato de alteragdes na
atividade de hidrolases secretadas em mutantes de VEA, foi somente quando este
gene é deletado em A. fumigatus, tendo como consequéncia a reducéo da atividade
de proteases (Dhingra et al.,, 2012). Diferentemente de VEA, ndo ha relatos da

participacdo de VELC na atividade ou secrecéo de hidrolases em outros fungos.

4.4.6 Integridade da parede celular

A fim de verificar se VEA ou VELC participam de vias relacionadas a manutencao
da integridade da parede celular, foram realizados testes em diversos meios
indicadores de defeitos na estrutura da parede celular e membrana celular em
ambas as temperaturas, 30 °C e 37 °C. Foi observado que os genes supracitados
nao participam de tais vias, em vista que ndo foram observadas alteracbes dos

mutantes e reconstiutidos em relacéo ao selvagem (Figura 31).



84

Figura 31 - Teste de estresse de parede utilizando diferentes estressores em diferentes
temperaturas. (A) Estresse de parede em meio Congo Red 0,5 e 1% a 30 °C. (B) Estresse de parede
em meio Congo Red 0,5 e 1 % a 37 °C. (C) Estresse de parede em meio acrescido de 0,5 e 1 mg/mL
de Cafeina a 30 °C. (D) Estresse de parede em meio acrescido de 0,5 e 1 mg/mL de Cafeina a 37 °C.
(E) Estresse de e parede em meio acrescido de 0,5 e 1,5 mg/mL de Calcofluor White e SDS a 0,05%
a parede 30 °C. (F) Estresse de parede em meio acrescido de 0,5 e 1,5 mg/mL de Calcofluor White e
SDS a 0,05% a 37°C.
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Fonte: Producéo do préprio autor.

Nao foi observado qualquer tipo de sensibilidade das cepas testadas em
meios estressores de parede como Congo Red, cafeina, calcofluor White e SDS,
indicando assim, que a auséncia de VEA ou VELC nao pertuba a parede celular de
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C. neoformans, podendo-se inferir que estes genes podem nao estar
correlacionados as vias de manutencéo de parede celular.

Mutantes que ndo conseguem crescer em meio Congo Red sao um indicio de
defeitos em genes que codificam a B-1,3 glucana sintase enquanto o Calcofluor
White se liga especificamente a quitina (Roncero & Duran,1985; Liu et al., 2011). A
alteracdo de crescimento em SDS por sua vez, indica a desestabilizacdo das
proteinas e a alteragdo no crescimento em meio contendo cafeina é um indicativo de
defeitos na via de sintese da parede celular (Siafakas et al., 2007).

Em outros fungos, a delecdo de VEA pode vir a ocasionar reducdo da
hidrofobicidade da col6nia ou alteracBes na parede celular, sendo que este fendtipo
pode ser restaurado quando na presenca de estabilizadores osmaoticos como
observado em Mycosphaerella graminicola e F. verticillioides. Em contrapartida, a
delecdo de VEA em Fusarium graminearum promove a resisténcia aos estressores
de parede e estressores osmoéticos (Li et al., 2006; Myung et al., 2009; Jiang et al.,
2011; Choi & Goodwin, 2011; Merhej et al., 2012). Até o momento, 0 unico fenétipo
de defeitos na parede celular atribuidos a VELC foi a Magnaporthe oryzae no qual
foi observados defeitos na parede celular da apressoria deste fungo, tendo como
consequéncia a reducdo da viruléncia desta cepa em folhas de arroz (Kim et al.,
2014).

4.4.7 Estresse oxidativo

Da mesma forma, o efeito do estresse oxidativo sobre as linhagens do
presente estudo, foi testado em meio YPD acrescido de peroxido de hidrogénio em
diferentes concentragbes a 30 °C. A incubacdo das cepas em diferentes
concentracfes de peroxido de hidrogénio ndo provocou qualquer alteracdo ou
retardo do crescimento de células mutantes em relacdo as selvagens e

reconstituidas (Figura 32).
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Figura 32 - Ensaio de estresse oxidativo em meio YPD acrescido de 1 mM e 5 mM perdxido de
hidrogénio. Diluicdo seriada das linhagens selvagens, mutantes e reconstituidos de VEA e VELC
realizado a 30°C e documentado apos 48 horas.

YPD H,0,1 mM H,0,5 mM

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

KN99a

Sendo C. neoformans um patégeno intracelular facultativo, capacidade de,
sobreviver aos radicais livres dos macrofagos € essencial para a patogénese deste
microrganismo (Feldmesser et al., 2000; Feldmesser et al., 2001).

Foi observado que mesmo com o0 aumento na concentracado de peroxido de
hidrogénio, as leveduras mutantes de VEA ou VELC néo apresentaram alteracdes
no crescimento na presenca deste agente. Em B. cinerea foi reportado que a
auséncia de VEA faz com que os conidios do fungo se tornem mais sucetiveis ao
estresse oxidativo quando submetido a concentracdes a partir de 5 mM a 8 mM de

peroxido de hidrogénio (Yang et al., 2013).

4.4.8 Estresse osmotico

O efeito do estresse osmético sobre as linhagens selvagens, mutantes e
reconstituidas foi avaliado com auxilio de alguns estressores em diferentes
concentracfes e diferentes temperaturas. A incubacao das linhagens em diferentes
temperaturas na presenca destes agentes estressores ndo provocou qualquer
alteracao ou retardo do crescimento de células mutantes em relacdo as linhagens
selvagens e reconstituidas, indicando que os genes VEA e VELC néo apresentam

gualquer alteracdo na estabilidade da membrana plasméatica (Figura 33).
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Figura 33 - Teste de estresse osmotico das linhagens selvagem, mutante e reconstituida dos genes
VEA e VELC. (A) Diluicdo seriada das linhagens selvagens, mutantes e reconstituidos de VEA e
VELC realizado a 30 °C e documentado apés 48 horas. (B) Diluicdo seriada das linhagens selvagens,
mutantes e reconstituidos de VEA e VELC realizado a 37 °C e documentado apos 48 horas.
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Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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A auséncia de defeitos nas coldnias mutantes sugere que nao houve
alteracao aparente na permeabilidade da membrana e da parede celular quando em
contato com os estressores utilizados. A intolerancia ao estresse osmotico esta
intimamente relacionada as alteracbes em componentes da membrana celular
(Petkova et al., 2010).

4.49 Resisténcia aluz UV

Em 2005, Idnurm e Heitman identificaram dois genes que codificam proteinas
gue possuem funcdo fotorreceptora (BWC1 e BWC2) por meio de mutagénese
insercional em C. neoformans. Um dos fendtipos observados apds a delecdo de
BWC1, BWC2 ou ambos os genes, foi a hipersensibilidade a luz UV quando as
células sdo irradiadas com 48 mJ/cm?, tal fendtipo foi restaurado apds a
reconstituicdo dos mutantes, atribuindo assim a funcéo de resisténcia a luz UV as
proteinas White collar 1 e 2 em C. neoformans. Também se sabe do envolvimento

de outros velvets (VosA) com a sensibilidade a luz UV. Fez-se necessario verificar



89

se ambos genes participam da resisténcia a luz UV. Devido ao fato de terem sido
utilizadas as linhagens do sorotipo D no estudo de BWC1 e BWC2, e foram
iradiadas doses de 10 a 50 mJ/cm? nas cepas selvagem, mutante e reconstituida de
VEA e VELC deste estudo, no qual o background utilizado foi o sorotipo A, porém
nao foi observada diferenca entre as cepas nas mais variadas doses (Figura 34).

Figura 34 - Teste resisténcia a luz UV. Foram irradiadas doses de 10 a 50 mJ/cm2 de UV com o
auxilio do UV Crosslinker- FB-UVXL-1000 nas linhagens selvagem, mutante e reconstituida de das
células a de VEA e VELC inoculadas em YPD &gar, incubadas a 30°C por 48 horas.

0 mJ/cm? 10 mJ/cm? 20 mJ/cm?
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Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Nao foi verificada sensibilidade ou resisténcia dos mutantes deste estudo a luz
UV, que seguiram o padrdo do selvagem. Sugerindo assim, que VEA ou VELC néao

estao envolvidos na resisténcia a luz UV.



4.4.10 Crescimento em diferentes concentracoes de Nitrogénio

Um dos principais estimulos que promovem o acasalamento em C. neoformans &
a baixa disponibilidade de nitrogénio no meio extracelular. A fim de verificar se VEA
e VELC possuem alguma alteragdo no sensoriamento de nitrogénio, as cepas
obtidas neste estudo foram incubadas em meios com difrentes concentracdes do
mesmo (Figura 35).

Figura 35 - Teste de crescimento dos selvagens, mutantes e reconstituidos de VEA e VELC em
meios com diferentes concentracdes de Nitrogénio. Diluicdes seriadas de cada uma das cepas foi
plagueada em meios contendo de 5uM a 5mM de (NH,4),SO,4 como fonte de nitrogénio.

YPD SLAD (5 uM) SMAD (500 uM) SHAD (5 mM)

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

O nitrogénio € uma molécula necessaria para a sobrevivéncia de diversos
micro-organismos, mas assimilar quantidades suficientes para as suas necessidades
nem sempre pode ser alcancada por meio do nitrogénio presente na atmosfera, logo
se faz necessario assimilar fontes reduzidas de nitrogénio por meio de outros
recursos presentes no ambiente, tais como amonio e glutamina (Lee et al., 2011).

Neste experimento, ndo foi observada qualquer alteragcdo no sensoriamento
de nitrogénio pelos mutantes e reconstituidos de VEA e VELC em relacédo a cepa

selvagem.
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4.4.11 Teste de Fusao
Para verificar se a delecado de VEA ou VELC prejudica a fusdo celular, o teste de

fusdo foi conduzido com cruzamentos bilaterais de selvagens e mutantes de tipos

sexuais opostos (Figura 36).

Figura 36 - Teste de fusdo com os cruzamentos bilaterais de selvagens e mutantes de VEA e VELC
incubados em meio MS na auséncia e presenca de luz branca. Apos 24 horas de co-cultivo as células
foram recuperadas por agitagcdo vigorosa, uma aliquota de 200 pL de cada cruzamento foi plaqueada
em meio YPD acrescido co com 200 pg/mL de Higromicina B e Nourseotricina. As placas foram
documentadas apos 5 dias de crescimento a 30 °C.

Escuro Luz Branca

KN99a X KN99«a

veAaA X veAaA

velCaA X velCaA

Fonte: Produzido pelo préprio autor.



92

Foi constatado que a perda dos genes VEA ou VELC nédo extingue a fusao
celular. Devido a falta de um controle positivo, ndo foi possivel quantificar se houve
aumento ou diminuicdo dos eventos de fusdo nos mutantes em relacdo ao
selvagem, logo s6 podemos afirmar que a auséncia de VEA ou VELC néo prejudica
a fusdo celular em C. neoformans. A taxa de fusdo celular é estabelecida por meio
da contagem de col6nias que sofreram fusdo (heterocarion ou monocérion), tendo o
cruzamento selvagem (transformados com as marcas de sele¢cdo) como referéncia
(100%) (Fu et al., 2011; Jung et al., 2011).

Apesar de haver um fator que reprime a fuséo celular, ha relatos que ainda

podem ocorrer poucos eventos de fusdo na presenca de luz (Lu et al., 2005).

4.4.12 Acasalamento

Na natureza, C. neoformans é encontrado como na forma de levedura
haploide, porém quando este encontra um parceiro sexual oposto e também em
resposta a estimulos ambientais especificos, tal como a limitacdo nutricional, ocorre
0 acasalamento. A fim de verificar possiveis alteracbes no processo de
acasalamento dos mutantes de VEA e VELC, os mesmos foram incubados em
meios de cultura que mimetizam as condicdes ideais para o acasalamento. A seguir,
serdo apresentados os resultados obtidos com os mutantes de VEA (Figuras 37-
40).
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Figura 37 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VEA
acompanhadas diariamente em meio Filament Agar por até 10 dias na auséncia de luz. As fotos
foram tiradas em magnificacdo de 40x. Os tridngulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas
bordas das col6nias.

2d 4d 6d 8d 10d

KN99a x KN99«

KN99a x veAaA

KN99a x veAaA

veAaA x veAa/

veAaA::VEAa 1
X KN99«a

veAaA::VEAa 2
x KN99«a

veAaA::VEAa 1 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa 2 X
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

O Filament Agar se trata de um meio relativamente pobre em fontes de
carbono e nitrogénio e, por isso, amplamente utilizado para o estudo de filamentacéo
haploide e acasalamento em C. neoformans (Wickes et al., 1996; ldnurm & Heitman,
2005; Lu et al., 2005; Fu et al., 2011).
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Em meio Filament Agar, na auséncia de luz, foi observado que os mutantes
de VEA iniciam a producédo de hifas a partir do segundo dia de co-cultivo, enquanto
cruzamento dos selvagens inicia a producdo das hifas a partir do quarto dia de co-
cultivo. Os reconstituidos, por sua vez, apresentam a formacao de hifas também a
partir do quarto dia de co-cultivo, indicando assim, que as cepas reconstituidas de

fato retornaram ao fendtipo do selvagem.

Figura 38 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VEA
acompanhadas diariamente em meio MS por até 10 dias na auséncia de luz. As fotos foram tiradas
em magnificagdo de 40x. Os triAngulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas bordas das
colbnias.

2d 4d 6d 8d 10d

KN99a x KN99a

KN99a x veAaA

KN99a x veAaA

veAal x veAa/

veAaA::VEAa 1
x KN99a

veAaA::VEAa 2
x KN99«

veAaA::VEAa 1 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa 2 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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Foi observado que em meio MS, o cruzamento bilateral entre os mutantes
apresenta varios focos de inicio de formacgéo de hifas a partir do segundo dia de co-
cultivo. Apesar do selvagem também apresentar inicio de formacdo de hifas, a
frequéncia em que tais estruturas sdo observadas é reduzida em relacdo ao mutante

em questao.

Figura 39 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VEA
acompanhadas diariamente em meio SLAD por até 10 dias na auséncia de luz. As fotos foram tiradas
em magnificagdo de 40x. Os triAngulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas bordas das
colbnias.

3d 5d 7d 9d 10d

KN99a x KN99«

KN99a x veAaA

KN99a x veAaA

veAaA x veAa/

veAaA::VEAa 1
1 x KN99a

veAaA::VEAa 2
x KN99a

veAaA::VEAa 1 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa 2 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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Em meio SLAD, também foi observada a producdo precoce de hifas
dicaridticas que consistem em hifas que contem material genético proveniente das
células parentais nas cepas mutantes de VEA, corroborando assim com o0s
resultados obtidos em Filament Agar e MS em que, também, os reconstituidos
obtidos retornam ao fendtipo do selvagem, pode-se afirmar que a auséncia de VEA
resulta no fendtipo de hipermating ou acasalamento precoce nas condi¢des ideais
(escuro).

Tendo em vista o fen6tipo de hipermating nas cepas veAA, sabendo do papel
de VEA no sensoriamento de luz em A. nidulans, por meio de intera¢do da proteina
VeA com o complexo fotorreceptor neste mesmo fungo, que o processo de
desnvolvimento sexual de A. nidulans ocorre principalmente na auséncia de luz e
gue esta € um estimulo repressor deste processo (Mooney & Yager, 1990; Stinnett
et al., 2007; Bayram et al., 2010; Extebeste et al., 2010; Sarikaya Bayram et al.,
2010 ), foram realizados os mesmos experimentos de acasalamento na presenca de
luz branca, mesmo sabendo que este fator reprime o acasalamento em C.
neoformans (Bahn et al., 2007; Lin, 2009) (Figura 41).
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Figura 40 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VEA
acompanhadas diariamente em meio SLAD por até 10 dias na presencga de luz. As fotos foram tiradas
em magnificacdo de 40x. Os tridngulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas bordas das
coldnias.

6d 7d 8 d 9d 10d

KN99a x KN99%«a

KN99a x veAaA

KN99a x veAaA

veAaA x veAa

veAaA::VEAa 1
x KN99a

veAaA::VEAa 2
x KN99a

veAaA::VEAa 1 X
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa 2 x
veAaA::VEAa

veAaA::VEAa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Foi observada a presenca de hifas nas bordas do cruzamento entre o0s
mutantes de VEA a partir do sexto dia de co-cultivo na presenca continua de luz
branca, as quais ndo foram observadas nos cruzamentos bilaterais entre selvagens
e mutantes e também nos reconstituidos, podendo-se afirmar que VEA participa no

processo de sensoriamento de luz.
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Em C. neoformans, a delecdo das proteinas White collar 1 e 2, tem como
efeito a insensibilidade a luz. Os mutantes destas proteinas conseguem realizar a
fusdo celular e o acasalamento mesmo com a presenca de luz (Ildnurm & Heitman,
2005; Lu et al., 2005). Em vista do fen6tipo observado, é possivel que VEA possua
alguma relagéo com a via de sensoriamento de luz em C. neoformans.

As figuras 41- 44 apresentam os resultados obtidos com acasalamentos dos

mutantes de VELC em diferentes meios de cultura.

Figura 41 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VELC
acompanhadas diariamente em meio Filament por até 10 dias na auséncia de luz branca. As fotos
foram tiradas em magnificag@o de 40x. Os tridangulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas
bordas das colbnias.

5d 7d  8d 9d 10 d

KN99a x KN99«

KN99a x velCaA

KN99a x velCaA

velCaA x velCaA

velCaA::VELCa 1 x
KN99«a

velCaA::VELCa 2 x
KN9%a

velCaA::VELCa 1 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa 2 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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Figura 42 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VELC
acompanhadas diariamente em meio MS por até 10 dias na auséncia de luz branca. As fotos foram
tiradas em magnificagcdo de 40x. Os triangulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas
bordas das colbnias.

4d 5d 7d 9d 10d

KN99a x KN99«

KN99a x velCaA

KN99a x velCaA

velCaA x velCaA

velCaA::VELCa 1 x
KN99«a

velCaA::VELCa 2 x
KN99«

velCaA::VELCa 1 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa 2 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Foi observada uma diferenca muito sutil no aumento da producéo de hifas no
cruzamento entre os mutantes de VELC, os quais se assemelham muito ao

cruzamento controle (Figura 43) em meio MS e em meio Filament Agar (Figura 42).
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Figura 43 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VELC
acompanhadas diariamente em meio SLAD por até 10 dias na auséncia de luz branca. As fotos foram
tiradas em magnificagcdo de 40x. Os triangulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas
bordas das colbnias.

4d 5d 7d 9d 10d

KN99a x KN99%«a

KN99a x velCaA

KN99a x velCaA

velCaA x velCal

velCaA::VELCa 1 x
KN99«

velCaA::VELCa 2 x
KN99«

velCaA::VELCa 1 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa 2 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Assim como realizado com VEA, os testes de acasalamento também
ocorreram em meio SLAD na auséncia de luz. Foi observado que neste experimento
independente ndo houve formacdo de hifas provenientes do cruzamento entre os
selvagens, diferentemente do observado no experimento realizado com VEA. Tal
mudanca pode ser atribuida a umidade do periodo em que o teste foi realizado com
VELC. E possivel observar que o cruzamento entre mutantes apresenta hifas na

periferia da colbnia.
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Da mesma forma, foi realizado o teste de acasalamento na presenca de luz,
os cruzamentos de VELC também foram submetidos as mesmas condi¢cfes. O meio
SLAD foi utilizado devido a esse fenotipo ter sido observado inicialmente no mesmo
(Figura 44).
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Figura 44 - Acasalamento entre as cepas selvagem, mutante e reconstituidas de VELC
acompanhadas diariamente em meio SLAD por até 10 dias na presenca de luz branca. As fotos foram
tiradas em magnificacdo de 40x. Os triangulos vermelhos indicam o aparecimento de hifas nas
bordas das colbnias.

7d 8d 9d 10 d

KN99a x KN99«

KN99a x velCaA

KN99a x velCaA

velCaA x velCa/

velCaA::VELCa 1 X
KN99«a

velCaA::VELCa 2 x
KN99«a

velCaA::VELCa 1 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa 2 x
velCaA::VELCa

velCaA::VELCa x
KN99a

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

O fendtipo observado com os mutantes de VELC quando expostos a luz
continua se assemelha ao fenétipo encontrado em VEA. Os cruzamentos bilaterais

de velCA demonstram uma insensibilidade tardia a luz branca. Também foi possivel
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observar que o reconstituido velCaA 1 ndo reconstituiu o fen6tipo completamente,
conseguindo assim realizar a formagéo de hifas mesmo com a presenca de luz.

Sabe-se que quando células de tipos sexuais opostos se encontram, ambas
secretam feromonios que sdo capazes de desencadear a fusdo celular, culminando
na diferenciagéo celular e formacdo de hifas. Todo esse processo trata-se de um
evento complexo que envolve as MAPK, cujo engatilhamento é disparado por meio
de feromdnios (Lengeler et al., 2000). Em C. neoformans, os principais estimulos
repressores de acasalamento sdo alta concentracdo de CO, na atmosfera, alta
umidade e presenca de luz (Lin, 2009). A fim de verificar o papel de VEA no
desenvolvimento sexual e sensoriamento de luz, tendo em vista que VeA em A.
nidulans também interage com o complexo fotorreceptor deste fungo (Purschwitz et
al., 2009), e que, a delecao dos fotorreceptores de luz azul, BWC1 e BWC2 em C.
neoformans tem como resultado a insensibilidade do fungo a luz quando este é
submetido ao acasalamento (Idnurm & Heitman, 2005; Lu et al., 2005), foi realizado
0 ensaio de acasalamento na presenca de luz.

Por meio do ensaio de acasalamento, foi possivel observar que VEA possui 0
papel de regulador negativo de acasalamento em C. neoformans, fenotipo que difere
do que se sabe sobre a funcdo deste gene em diversos fungos filamentosos, onde
VEA é um regulador positivo do desenvolvimento sexual e producdo de metabdlitos
secundarios (Bayram & Braus, 2012). A delecdo de VEA em A. nidulans tem como
principal efeito a extincdo do desenvolvimento sexual dependente de luz, nédo
formando cleistotécio mesmo em condi¢cdes favoraveis (escuro) e tendo a producao
de esterigmatocistina reduzida em funcao da delecdo (Kim et al., 2002). Em outros
fungos filamentosos como B. cinerea e H. capsulatum a delecdo de VEA corrobora a
funcdo deste gene em A. nidulans, tendo como efeito principal a auséncia de
estruturas sexuais (Laskowski-Peak et al., 2012; Yang et al., 2013). Por outro lado,
Em P. chrysogenum, a delecdo dos velvets apresenta papéis opostos (Kopke et al.,
2013).

VELC de C. neoformans parece ter um papel mais sutil no processo de
acasalamento, ndo extinguindo nem provocando hiperfilamentacdo no modelo em
estudo. Pouco se sabe sobre o papel de VELC nos mais diversos fungos
filamentosos, porém estudos vém sendo realizados a fim de trazer a luz o papel de
VELC na morfogénese, desenvolvimento sexual, patogenicidade e metabolismo

secundario nestes fungos. Recente estudo funcional de VELC em A. nidulans
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revelou que a delecdo de VELC neste modelo provoca a extingdo da producao de
estruturas sexuais (Park et al., 2014). Em M. oryzae, a delecdo de VELC tem como
principal efeito a alteracdo na parede celular da apressoria deste fitopatégeno,
culminando na redugé&o da viruléncia neste modelo (Kim et al., 2014).

Também foi observado que em C. neoformans, VELC parece estar
relacionado ao sensoriamento de luz, bem como VEA, no qual o acasalamento
bilateral de velCaA e velCaA apresenta inicio de filamentac&o a partir do nono dia de
co-cultivo em meio SLAD na presenca de luz branca.

Até o momento, ja foi identificada a interacdo de VEA com o complexo
fotorreceptor de A. nidulans (Blumenstein et al., 2005 ; Purschwitz et al., 2009),
porém ainda ndo se sabe as interacbes de VelC com outras proteinas que nao

sejam as velvet.

4.5 Anélise microscopica das hifas dos cruzamentos de selvagens e mutantes de
VEA e VELC

A fim de verificar a presenca de anomalias na estrutura das hifas dos

mutantes e presenca das cadeias de basidiosporos, a analise microscopica dos

cruzamentos foi realizada (Figuras 45 e 46).
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Figura 45 - Microscopia em DIC da periferia dos cruzamentos de selvagens e mutantes de VEA e
VELC. Os triangulos vermelhos indicam a presenca de basidios contendo cadeias de basididsporos.

40x 100x 200x

KN99a x KN99«a

KN99a x veAaA

KN99a x veAaA

veAAa x veAaA

KN99a x velCaA

KN99a x velCaA

velCAa x velCaA

Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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Por meio da microscopia nas magnificacdo 200 vezes, foi possivel observar
gue a delecdo de VEA ou VELC nao prejudica a formacdo das cadeias de
basidiosporos, indicadas pelos tridangulos vermelhos. Em A. nidulans, a delecédo de
VEA ou VELC extingue a produgao de estruturas sexuais e promove 0 aumento da
conidiacdo (Kim et al., 2002; Park et al., 2014).

Figura 46 - Andlise da morfologia das hifas por microscopia de fluorescéncia. As hifas foram coradas
com Calcofluor White a fim de verificar alterac6es na morfologia das hifas dos cruzamentos bilaterais
e unilaterais de VEA e VELC em relacdo ao cruzamento controle (KN99a x KN99a). As setas
vermelhas indicam a presenca de septos e das conexdes em forma de grampo. As setas verdes
indicam os basidios.

KN99a x KN99«

KN99a x veAaA KN99a x veAaA veAaA x veAa/

KN99a x velCaA KN99a x velCaA velCaA x velCaA

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

A partir das imagens obtidas na microscopia de fluorescéncia, pode-se

observar que ndo houve qualquer alteracdo morfolégica nas hifas entre os
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cruzamentos unilaterais e bilaterais de VEA e VELC em relagao ao cruzamento entre
os selvagens. Pode-se afirmar entdo, que a delecdo de VEA ou VELC em C.
neoformans néo altera a morfologia das hifas.

A delecdo de VEA em outros fungos pode acarretar na alteracdo da
morfologia das hifas como observado em N. crassa e P. chrysogenum (Bayram et
al., 2008a; Hoff et al., 2009) em que a dele¢do de VEA provoca encurtamento das
hifas, porém nenhuma alteracdo foi observada no modelo utilizado quando
submetido ao acasalamento.

VELC por sua vez, em A. nidulans, participa do desenvolvimento sexual do
fungo. Este, quando deletado, ndo consegue produzir estruturas sexuas (Park et al.,
2014). Também foi observado que a delecdo de VELC provoca reducao do tamanho
dos conidios em F. oxysporum (Lopéz-Berges, 2013).

4.6 Sobrevivéncia in vitro dos mutantes veAA e velCA

As cepas selvagem, mutante e reconstituida foram avaliadas quanto a sua
capacidade de sobrevivéncia por meio de ensaio de fagocitose em macréfagos
(Figura 47). Sabe-se que mutantes de VEA em H. capsulatum e outros fungos
fitopatdgenos como F. graminearum, F. oxysporum e M. oryzae (Jiang et al., 2011;
Merhej et al., 2012; Lopéz-Berges et al., 2013; Kim et al., 2014) tem sua viruléncia
atenuada. Quanto a VELC, ha somente um relato da participacdo deste gene na
patogenicidade no fitopatbgeno M. oryzae (Kim et al., 2014). Logo, foram
investigados os papéis de VEA e VELC na patogenicidade de C. neoformans por

meio de ensaio de sobrevivéncia in vitro apos a fagocitose por macréfagos.
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Figura 47 — Ensaio de sobrevivéncia em macrdfagos peritoniais murinos J774. Al. Sobrevivéncia das
cepas selvagens, mutantes e reconstituida de VEA e VELC de C. neoformans ap6s a fagocitose. Os
experimentos séo representativos de duplicatas experimentais e cada experimento intependente foi
realizado em triplicata biolégica.

A B

Sobrevivéncia em Macrofagos Sobrevivéncia em Macrofagos
1000+ 600+

800+

4004
600+

UFC
UFC

4004
200+

2004

0.

5 2 & N
7 P P & n
W

¥ o O

,p\c’ 4@\0 &

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

A partir da analise dos resultados do teste de sobrevivéncia foi possivel
afirmar que ndo ha diferenca significativa entre as taxas de sobrevivéncia das cepas
avaliadas (p>0.05) de acordo com teste estatistico Oneway ANOVA seguido de teste
de Tukey. A auséncia de VEA ou VELC nao prejudica a sobrevivéncia de C.
neoformans apos a fagocitose por macrofagos.

Sabe-se que a delecdo de VEA em H. capsulatum interfere na viruléncia
deste patégeno, ndo causando doenca em modelo animal (Laskowski-Peak, et al.,
2012). Em outros fungos fitopatdgenos, tais como F. graminearum e F. oxysporum
(Jianj et al., 2011; Merhej et al., 2012; Lopéz-Berges et al., 2013), a delecédo de VEA
também provoca a reducdo da viruléncia em. Em contrapartida, VELC de F.
oxysporum se comporta de forma semelhante ao selvagem quando realizado teste
de viruléncia em plantas (Lopez-Berges et al., 2013), diferindo dos mutantes de
VELC em M. oryzae, tem sua viruléncia atenuada quando submetida a teste de
viruléncia em folhas de arroz, apresentando poucos focos de lesbes nas mesmas
(Kim et al., 2014).
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4.7 Analise da interacédo dos velvets de C. neoformans— Duplo-Hibrido

As interagdes e formagao de complexos entre os velvets sdo amplamentente
estudadas no modelo A. nidulans (Bayram & Braus, 2008b). A fim de verificar a
interacao dos velvets de C. neoformans, foram construidas cepas das iscas e presas
dos velvets fusionadas ao dominio de ativacdo (AD) ou dominio de ligacdo (BD) de
GAL4. Para que isso fosse possivel, foram realizadas reacdes de amplificacéo a fim
de isolar cada um dos genes velvets de C. neoformans para posterior clonagem no
plasmideo da isca (pGBKT7) e da presa (pGADT7) (Figura 48).

Figura 48 - Amplificacdo dos cDNAs dos velvets de C. neoformans. (A) Amplificacdo dos cDNAs das
iscas de VEA, VELB e VELC. (B) Amplificagdo do cDNA da isca de VOSA. (C) Amplificacdo do cDNA
da presa de VEA. (D) Amplificacdo dos cDNAs das presas de VELB e VELC.. Os tamanhos
esperados foram 1,6 Kb para VEA, 1,7 Kb por VELB; 1,5 Kb para VELC e 1,9 Kb para VOSA.
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Fonte: Produzido pelo proprio autor.
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ApoGs a amplificagdo do cDNA de cada um dos velvets de C, neoformans, os
mesmos foram clonados em seus respectivos plasmideos com o auxilio do sistema
de recombinacgao In-Fusion® HD EcoDry™ Cloning Kit (Clontech), transformados em
E. coli e posteriormente extraidos com o auxilio do kit lllustra plasmidPrep Mini Spin
Kit (GE Healthcare) para que os mesmos pudessem ser transformados em leveduras
de Y2HGold (isca) e Y187 (presa). Os plasmideos recuperados foram primeiramente
submetidos a eletroforese em gel de agarose (Figura 49) e posteriormente foi
realizada a amplificacdo dos insertos tendo os plasmideos como amostra utilizando
os oligonucleotideos que foram utilizados para o isolamento dos cDNA’s dos velvets
(Figura 50). Tal amplificagdo foi realizada a fim de confirmar a clonagem dos

insertos nos plasmideos.

Figura 49 — Plasmideos obtidos apds a transformacdo e miniprep. (A) Plasmideos pGBKT7 e
pGADT7 clonados os insertos de VEA de C. neoformans. (B) Plasmideos pGBKT7 e pGADT7
clonados os insertos de VELB e pGADT7 clonado com VELC de C. neoformans. (C) Plasmideo
pGBKT7 clonado com VELC de C. neoformans.

A B
M: Marcador
M1234567891011 M:Marcador : B1: pGADT?
Al: pGBKT7 M123 456 7891011121314 BZIVELBisca 1
Paws ,,,.‘:O A2:VEAiscal : BS:VELBiscaZ
. . i e -~ v .
.. desnany - A3: VEAsca 2 =..‘ SESL *  B4:VELBisca3
P A4:VEAisca 3 s e v swoe BS: VELBisca 4
. . AS5: VEAisca 4 30k & BG: VELB presa 1
v A6:VEAisca 5 - : P
- . B7: VELB presa 2
A7:VEAisca 6 -
1,0kb - B8: VELB presa 3
< A8:VEApresal 10kb e
- B9: VELB presa 4
0,5kb 3 A9: VEA presa 2 - B810: -
— . 05kb :
A10: VEA presa 3 - B11: VELC presa 1

All:VEApresa4 B12: VELC presa 2

B13:VELC presa 3
B14:VELC presa 4

M: Marcador
C1: pGBKT7
C2:VELCiscal

10,0 kb

3,0kb

Fonte: Produzido pelo préprio autor.
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Figura 50 - PCR de confirmacao da clonagem dos insertos em seus respectivos plasmideos. (A)
PCR dos insertos (iscas e presas) de VEA. (B) PCR dos insertos (iscas e presas) de VELB e presas

de VELC.

M12 3456 7 89 1011

M: Marcador

Al: VEA genémico
A2:VEAiscal
A3:VEAisca 2 3,0kb
A4:VEAisca3
AS5:VEAisca 4
A6:VEAisca 5
A7:VEAisca 6 1,0kb
A8:VEApresal

A9: VEA presa 2 0,5kb
A10: VEA presa 3

12 34561789

10 11 12 13 14

M: Marcador

B1: VELB gen6mico
B2:VELBisca 1l

B3: VELBisca 2
B4:VELBisca 3

B5: VELBisca 4

B6: VELB presal
B7: VELB presa 2
B8: VELB presa 3
B9: VELB presa 4
B10: VELC genémico

Al11:VEA presa 4 B11: VELCpresa 1

B12: VELC presa 2
B13:VELCpresa3
B12: VELC presa 4

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Como ndo houve amplificagdo nos plasmideos escolhidos das presas de
VELC (Figura 50b, pocos 11-14), foi

recombinacdo e PCR das colbnias de E. coli que foram escolhidas aleatoriamente.

realizada uma PCR do sistema de

Para tal, foram utilizados os mesmos oligonucleotideos do isolamento do cDNA de
VELC (Figura 51).

Figura 51 - PCR do sistema de recombinacdo de VELC e PCR de colbnia. (A) PCR do sistema de
colénia da presa de VELC. (B) PCR de colbnias transformadas com o sistema de recombinacéo da
presa de VELC.

A
M 12 3
M 12345 6 7 8 9 10 11 12 M: Marcador
M: Marcador B1: VELC gen6mico
Al:VELC B2: VELC cDNA
gendmico B3:VELCpresal

B4: VELC presa
B5: VELC presa
B6: VELC presa
B7: VELC presa
B8: VELC presa
B9: VELC presa
B10: VELC presa 9
B11: VELC presa 10
B12: VELC presa 11
B13: VELC presa 12
B12: VELC presa 13

A2: VELC cDNA
A3: Sistema de
recombinagao

3,0 kb

0ONO P~ WN

1,0kb

Fonte: Produzido pelo proprio autor.

Foi obtida somente uma col6nia transformante (Figura 51b). Em seguida, foi

realizada uma segunda confirmacdo de clonagem por amplificacdo usando o
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oligonucleotideo T7 combinado com o oligonucleotideo reverso (utilizado para a
amplificacdo do cDNA) do gene velvet em questao (Figura 52).

Figura 52 - Confirmacao da clonagem por meio de PCR com oligonucleotideo T7. (A) Amplificacdo
dos insertos de VEA presa e isca. (B) Amplificacdo dos insertos de VELB isca e presa. (C)
Amplificacdo dos insertos de VELC isca e presa. (D) Amplificacdo dos insertos da isca de VOSA. Os
tamanhos esperados foram de aproximamente 1, 7 Kb para VEA, 1,8 Kb para VELB, 1,6 Kb para
VELC e 2 Kb para VOSA.

A B

M: Marcador [V R T S S A1 VI: Marcador
Al:VEAiscal B1:VELBiscal
A2:VEAisca 2 B2: VELBisca 2
A3:VEAisca3 B3:VELBisca 3
A4:VEAisca4d B4: VELBisca 4
AS: VEAisca 1 30k B BS: VELB presa 1
A6: VEAisca 2 B6: VELB presa 2
A7:VEA presal 1,0kb B7: VELB presa 3
A8: VEA presa 2 B8: VELB presa 4
A9: VEA presa 3 05kb
A10: VEA presa 4

M 1 2 3 4 56 7 89 10

3,0kb

1,0 kb

M: Marcador
Cl1:VELBisca 4
C2: VELB presa 9

3,0kb

3,0kb
1,0kb

0,5 kb 1,0kb

0,5 kb

Fonte: Produzido pelo préprio autor.

Apés a transformacdo das leveduras com os plasmideos, as leveduras
transformantes foram testadas quanto a toxicidade e autoativacdo. A toxicidade foi
verificada ao comparar o tamanho das colénias transformadas com o plasmideo +
inserto em relacdo as colonias transformadas com o plasmideo vazio. A
autoativacao foi verificada por meio do plagueamento das col6nias em meio com X-
a-Gal e Aureobasidina A, e meio contendo somente X-a-Gal, nos quais as colbénias
nao deviam crescer na placa com Aureobasidina A e X-a-Gal e ndo deviam se tornar
azuis na placa contendo somente X-a-Gal.

Até o momento, os experimentos de duplo-hibrido estdo sendo padronizados

pelo nosso grupo, estando estes em curso utilizando diferentes metodologias de
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cultivo e plagueamento a fim de obtermos resultados confiaveis, sem viés de falso-
positivo ou falso-negativo em funcdo de autoativagdo ou problemas com o
crescimento das cepas. ApoOs a padronizagdo das interacdes diretas (presa e iscas
conhecidas), também sera colocado em andamento o ensaio de interacdo das iscas
dos velvets com a biblioteca presas contendo o cDNA de C. neoformans em S.
cerevisiae, a fim de esclarecer quais sdo as principais proteinas que interagem com

o complexo velvet de C. neoformans.
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5 DISCUSSAO

O patdgeno C. neoformans tem chamado a atencdo de maneira mundial
devido a alta incidéncia de morte entre os pacientes portadores do HIV em
decorréncia de complicagbes associadas a micoses sistémicas, em especial, a
criptococose (Park et al., 2009), compreender a biologia deste patégeno € de grande
importancia para intervir na emergéncia da doenca. As espécies causadoras da
criptococose, C. neoformans e C. gattii, tem como principais fatores de viruléncia o
crescimento a 37°C, a producdo de capsula polissacaridica, producdo de melanina,
secrecdo de fosfolipases e urease (ldnurm et al., 2005), fatores estes que sé&o
cruciais para o inicio da doenca e desenvolvimento da mesma. O C. neoformans
geralmente é encontrado como levedura haploide, porém pode sofre filamentagcao
guando este encontra um parceiro sexual oposto quando em condicdo de privacéo
de nitrogénio (Lin, 2009).

As proteinas velvet tém sido caracterizadas em fungos filamentosos como
reguladores do desenvolvimento fungico e metabolismo secundario (Bayram &
Braus, 2012), metabdlitos estes que afetam direta ou indiretamente a saude
humana, tendo em vista que micotoxinas como a aflatoxina séo carcinogénicas; e a
producéo de antibidticos como penicilina. VEA tem como principal papel a regulacéao
da producdo de metabolitos secundarios, quando este gene é deletado em A.
nidulans, A. parasiticus, A. flavus, A. chrysogenum e P. chrysogenum ocorre uma
reducédo drastica destes metabdlitos, bem como também pode ocorrer alteracdes no
desenvolvimento fungico decorrente da delecdo de VEA (Kim et al., 2002; Calvo et
al., 2004;Dreyer et al., 2007; Duran et al., 2007; Hoff et al., 2010; Kopke et al., 2013).
VEA também participa da viruléncia de varios fitopatdgenos tais como F.
graminearum, F. oxysporum e M. oryzae (Jiang et al., 2011; Merhej et al., 2012;
Lopéz-Berges et al., 2013; Kim et al., 2014) e também da viruléncia de H.
capsulatum, agente etiolégico da histoplasmose (Laskowski-Peak et al., 2012). Os
mais diversos fendtipos tém sido atribuidos a VEA, como listado na Tabela 1 deste
estudo.

VELC por sua vez, foi o ultimo velvet a ser descoberto (Sarikaya Bayram et al.,
2010; Bayram & Braus, 2012) e foi recentemente caracterizado em A. nidulans,
possuindo um papel de regulador positivo do desenvolvimento sexual fungico (Park
et al., 2014), porém também estd envolvido na morfologia dos conidios de F.

oxysporum, gque apresentam tamanho reduzido quando este gene é deletado
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(Lopez-Berges et al, 2013) e estando envolvido também na morfologia e
patogenicidade de M. oryzae (Kim et al., 2014).

Em adicao, as interagdes entre os velvet tém sido amplamente estudadas em
diversos organismos (Bayram et al., 2008b; Park et al., 2012; Kopke et al., 2013) e
tem demonstrado que estas interacdes sdo conservadas. Também se sabe que o
complexo fotorreceptor de A. nidulans interage diretamente com VEA (Purschwitz et
al., 2009).

No presente estudo, foi identificada a presenca os genes velvet VEA e VELC
no patégeno C. neoformans e os mesmos foram caracterizados por meio de delecao
e analise fenotipica. A analise in silico revelou que VeA e VelC possuem um
ancestral comum e que diferentemente de VeA e VelC de A. nidulans, estas
proteinas de C. neoformans diferem de VeA e VelC de A. nidulans (Bayram & Braus,
2012).

Apesar de ter ocorrido atualizacdo no banco de dados e ser observado que na
nova sequéncia ha um dominio PEST na regido C-terminal, a delecdo do dominio
velvet (que se localiza na regido N-terminal) foi realizada, no qual se pode atribuir os
fendtipos observados devido a auséncia do dominio velvet neste fungo.

Foi verificada que ndo houve alteracdo nos principais fatores de viruléncia
deste fungo, bem como na capacidade de sobrevivéncia do fungo a fagocitose por
macrofagos murinos e na morfologia de hifas, septos, conexdes grampo bem como
na formacdo das cadeias de basididésporos. O principal papel desempenhado por
estes genes sédo no desenvolvimento sexual e sensoriamento de luz, onde VEA tem
como papel regular negativamente (repressor) o acasalamento, onde o cruzamento
bilateral (entre veAA) apresenta hifas nas bordas da col6nia antes mesmo do
cruzamento bilateral selvagem, sendo que uma cépia do gene é suficiente para
retardar a aparicdo de hifas. O processo de acasalamento de C. neoformans se
torna ‘cego’ quando realizado o acasalamento na presenca de luz branca,
conseguindo assim, realizar este processo nesta condicdo represssora (ldnurm &
Heitman, 2005; Lu et al., 2005; Bahn et al., 2007; Lin, 2009).

A delecdo de VELC néo afeta o desenvolvimento sexual, ndo apresentando
fendtipo de hiperfilamentacdo ou extincdo de acasalamento como ocorre quando
VOSA ou VELB estao ausentes neste mesmo fungo (Peconick, 2013; Barros, 2014),
bem como nao altera os principais fatores de viruléncia do modelo escolhido. Outro

fendtipo observado neste estudo foi a ‘cegueira’ tardia do cruzamento bilateral entre
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0os mutantes de VELC quando submetidos ao acasalamento na presenca de luz
branca.

Estudos realizados com mutantes das proteinas White collar de C.
neoformans revelam que quando deletadas, o fungo n&do consegue perceber a
presenca de luz (Idnurm & Heitman, 2005; Lu et al., 2005). Também ja foi reportado
gue VeA de A. nidulans interage com o complexo fotorreceptor deste modelo, que se
trata de um complexo de proteinas White collar (Blumenstein et al., 2005; Purschwitz
et al., 2008; Purschwitz et al., 2009), Sabendo destes dados, pode-se inferir que a
‘cegueira’ existente nos mutantes de VEA deste estudo sdo devido a auséncia de
interacdo com o complexo fotorreceptor constituido das proteinas Bwcl e Bwc2,
também é provavel que VelC tenha papel na interagdo com este complexo, ja que
este apresenta insensibilidade tardia a luz branca.

A fim de verificar as interacdes entre os velvets de C. neoformans, nosso
grupo iniciou a obtengao de cepas ‘iscas’ e ‘presas’ de VEA, VELB, VELC e VOSA.
Até o presente momento, confirmamos as clonagens e realizamos a transformacéao
das cepas de S. cerevisiae, porém temos buscado a padronizacédo do acasalamento
para evitar a presenca de interacdes falso-positivas e falso-negativas. Apos a
padronizacdo da técnica, sera realizado o acasalamento com a biblioteca de cDNA
de C. neoformans em S. cerevisiae a fim de identificar os interactantes de VeA,

VelB, VelC e VosA de C. neoformans.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstra que VEA e VELC de C. neoformans, um
basidiomiceto, ndo participam da regulagéo dos fatores de viruléncia deste fungo e
nado tem sua sensibilidade alterada nas condicdes de estresse testadas. Os
mutantes destes genes conseguem sobreviver apés a fagocitose por macréfagos,
bem como ndo apresentam alteracées na morfologia das hifas quando submetidos
ao acasalamento. Até o momento s6 foram descritos VosA e VelB em outro
basidiomiceto, Ustilago maydis (Karakkat et al., 2013), que pela analise do nosso
gupo umvl, umv2 e umv3 correspondem a VOSA, VELB e VEA, respectivamente.
O nosso grupo recentemente identificou e caracterizou os genes VOSA e VELB em
C. neoformans, a delecdo destes genes no modelo em questédo extingue os eventos
de fusdo celular (para ambos os genes), participam na regulacdo positiva do
acasalamento (ambos 0s genes) e, no caso de VOSA, a delecéo deste gene altera a
morfologia das hifas no cruzamento unilateral (Peconick, 2013; Barros, 2014).

O presente trabalho demonstra, de forma inédita, que VEA e VELC, neste
modelo, participam na regulacdo do processo de acasalamento, também sendo
insensiveis a luz que, em C. neoformans, reprime o acasalamento.

Nos cruzamentos bilaterais dos mutantes de VEA, o acasalamento ocorre com
dois dias de co-cultivo em condi¢Bes ideais, enquanto o selvagem apresenta o
comeco de producdo de hifas a partir do quarto dia nos meios Filament e MS.
Também foi possivel observar que uma copia do gene selvagem € capaz de diminuir
a formacdo de hifas (cruzamentos unilaterais), em vista que nos cruzamentos
bilaterais de veAA, podem ser observados multiplas formacdes de hifas. Em meio
SLAD, o aparecimento de hifas no cruzamento entre mutantes ocorre a partir do
terceiro dia (escuro), enquanto os selvagens apresentam inicio de acasalamento no
nono dia. No mesmo meio, porém na presenca constante de luz branca, foi
observado que no cruzamento entre veAA, este € insensivel a luz, apresentando
hifas a partir do sexto dia de incubacdo, porém uma copia de VEA é suficiente para
reprimir este fendbmeno.

Da mesma forma, os velCA foram submetidos as mesmas condi¢cbes que
veAA. O principal fen6tipo encontrado nestes mutantes foi a insensibilidade tardia a
luz branca quando submetido ao acasalamento, apresentando filamentos a partir do
nono dia em meio SLAD na presenca de luz, fenotipo que € reprimido quando

observado o cruzamento unilateral. Quanto ao acasalamento em condi¢des
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favoraveis, os mutantes de VELC iniciam a producéo de hifas no sétimo dia em meio
Filament e SLAD e no quarto dia em meio MS.

Também ndo houve diferenca no crescimento da cepa selvagem, dos
mutantes e reconstituidos em meios com diferentes quantidades de nitrogénio.
Indicando assim, que ndo hé alteracdo no sensoriamento de nitrogénio nos mutantes
obtidos neste estudo.
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7 PERSPECTIVAS

Tendo em vista que o processo de acasalamento se trata de uma cadeia de
eventos complexos, ainda sdo necessarios mais estudos para melhor compreender
0s genes que regulam esse processo. O presente estudo revela que os genes velvet
VEA e VELC estao envolvidos desenvolvimento sexual de C. neoformans, porém os
eventos que 0os mesmos regulam e quais genes estao envolvidos, ainda devem ser
esclarecidos. Os resultados obtidos com a delecdo de VEA apresentaram um
fenétipo inesperado ao que se encontra na literatura, onde VEA em fungos
filamentosos est4 envolvido na regulacdo positiva do desenvolvimento sexual e
regula negativamente o desenvolvimento assexuado, bem como também esta
relacionado a producdo das micotoxinas em diversos fungos (Bayram & Braus,
2012) e também pode apresentar defeitos no estabelecimento da doenca em
fitopatdgenos (Jiang et al., 2011; Merhej et al., 2012; Lopez-Berges et al., 2013;
Yang et al., 2013). Em C. neoformans, a auséncia de VEA né&o afeta os principais
fatores de viruléncia deste fungo, bem como nado reduz a sobrevivéncia dos
mutantes apdés a fagocitose por macréfagos peritoniais murinos J774.A1, o que
indica que, possivelmente, este gene ndo esta envolvido nas vias relacionadas a tais
fatores, porém as cepas veAA se demonstram envolvidas na regulacdo negativa no
acasalamento e apresentaram participacdo no sensoriamento de luz branca neste
patdgeno, no qual foi observada a capacidade de producdo de hifas resultantes de
acasalamento mesmo na presenca da condicdo repressora testada.

O gene VELC por sua vez, ainda tem sido estudado em fungos filamentosos,
estudos em A. nidulans sugerem que VELC esteja envolvido no desenvolvimento
sexuado, como um regulador positivo, ja que sua delecdo provoca uma diminui¢ao
drastica na producdo de estruturas sexuais assemelhando-se com o fendtipo
observado no mutante de VOSA no mesmo organismo (Park et al., 2014). Em F.
oxysporum, a delecdo de VELC provoca fendtipos sutis, bem como também o faz
em A. fumigatus (Park et al., 2012; Lopez-Berges et al., 2013). Em C. neoformans, a
delecdo de VELC, assim como VEA, VELB, e VOSA néo afeta os principais fatores
de viruléncia do fungo e ndo afeta a sobrevivéncia do mutante apds a fagocitose
(Peconick, 2013; Barros, 2014). O cruzamento bilateral ndo apresenta defeito na
septacdo, morfologia das hifas e producéo das cadeias de basidiésporos, fendbmeno
observado também nos mutantes de VEA. Também foi observado que a delecéo de

VELC provoca, assim como em veAA, a insensibilidade a luz branca, porém de



120

modo tardio, sendo somente observada a producgéo de hifas nesta condigéo a partir
do nono dia de co-cultivo.

Também foi testada a capacidade do fungo de realizar a frutificacdo haploide
(dados nao mostrados), porém 0 NOSSO grupo ndo conseguiu realizar este teste com
C. neoformans var. grubii, fato este que também ja fora reportado em outros estudos
(Xue et al., 2007), sendo necesséria a observacao deste fendbmeno no background
C. neoformans var. neoformans (sorotipo D).

Experimentos de recombinacdo sdo necessarios para verificar a fertilidade dos
basidiosporos resultantes dos cruzamentos entre os mutantes. Em adicdo, a
repeticao do teste de fusdo com um controle positivo valido (cepas KN99a e KN99a
transformadas com 0s genes que conferem resisténcia a nourseotricina e a
higromicina B, respectivamente) sdo necessarios a fim de verificar se o indice de
fuséo celular destes mutantes esta aumentado.

Apesar haver o teste de confrontacdo que analisa a capacidade do fungo de
responder aos feromoénios secretados pelo tipo sexual oposto culminando na
formacdo de tubos de conjugacdo, este teste nado foi realizado, podendo ser
realizado em momento oportuno (Xue et al., 2008).

A analise de PCR em tempo real de genes envolvidos na producdo de
feromonios e, principalmente, sensoriamento de luz também € necessaria a fim de
verificar se o fendbmeno de hiperfilamentacdo de veAA esta relacionado com estas
vias, além disto, este experimento também pode ser conduzido em velCA a fim de
esclarecer melhor o papel deste gene em C. neoformans.

O experimento de interacdo entre as proteinas velvet de C. neoformans
atualmente encontra-se em andamento. Além deste experimento, que pode
esclarecer as principais interacdes entre estas proteinas, o duplo-hibrido com a
biblioteca de cDNA de C. neoformans em S. cerevisiae, construida pelo doutorando
Hugo Costa Paes, pode trazer a luz outras proteinas que interagem com os objetos
deste estudo Outra ferramenta que pode auxiliar na compreensao do funcionamento
dos velvets em C. neoformans é verificar a localizacdo celular dos mesmos, haja
vista que VEA e VELC parecem ter papel diferente e, no caso de VeA, néo
apresentam alguns dominios encontrados em A. nidulans, podendo talvez possuir

localizagao celular diferente de A. nidulans.
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