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RESUMO

A infecgao por Cryptococcus neoformans tem grande relevancia global,
configurando-se como a principal causa de meningite fungica no mundo. A
criptococose acomete principalmente individuos imunocomprometidos, como
pessoas com AIDS e também individuos saudaveis. Os mecanismos de
evasao e a viruléncia do fungo tornam possivel que este atravesse a barreira
hematoencefalica e cause inflamagdo nas meninges cerebrais. Uma das
hipéteses de como essa evasdo ocorre € pelo controle da acidificacdo do
microambiente, evitando-se o aumento do pH. Para melhor entender como
ocorre a sobrevivéncia e morte do C. neoformans quando fagocitado por
macrofagos foi construido um plasmideo contendo dois genes que expressam
proteinas de fluorescéncia. O gene pHIuorin-SE expressa uma proteina
sensivel ao pH, enquanto o GRvT expressa uma proteina resistente ao pH,
permitindo a documentagcéo da morte e sobrevivéncia do fungo quando da
interacdo com macrofagos e processo de acidificagao. Apds a utilizagao do
método de biobalistica o plasmideo foi eficiente para transformacéo do C.
neoformans, contudo a nao expressao das proteinas de fluorescéncia
revelaram a necessidade de melhor compreender o comportamento das

proteinas de fluorescéncia em sistemas heterdlogos.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; Viruléncia; Resposta Imune.
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ABSTRACT

The infection caused by Cryptococcus neoformans has a big global
relevance, being set as the main cause of fungal meningitis around the world.
The cryptococcosis mainly affects immunocompromised individuals, such as
people with AIDS and healthy people. The evasion mechanisms and the
virulence of this fungus makes possible that it trespasses the blood-brain
barrier and cause inflammation of the cerebral meninges. One of the
hypotheses on how this evasion occurs is by controlling acidification of the
microenvironment, preventing the increase of pH. To better understand how
the survival and death of the C. neoformans occurs when phagocytosed by
macrophages, a plasmid containing two genes that express fluorescent
proteins was made. The pHIluorin-SE gene expresses a protein that is sensitive
to the pH, while the GRvT gene expresses a protein that is resistant to the pH
making documentation of death and survival of the fungus possible, when
phagocytosed by macrophages and the acidification process occurs. After
using the bioballistic method, the plasmid that was built was efficient for
transforming C. neoformans, however the non-expression of fluorescence
proteins revealed the need to better understand the behavior of fluorescence

proteins in heterologous systems.

Key words: Cryptococcus neoformans; Virulence; Immune Response.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Criptococose

A criptococose € uma micose que se engloba no grupo das micoses
sistémicas. Esta patologia é causada por uma levedura do género
Cryptococcus, podendo afetar qualquer individuo, mas acometendo com
maior frequéncia individuos imunocomprometidos, seja por possuirem alguma
doenca de base imunodepressora como o HIV/AIDS, quanto pacientes que
realizam quimioterapia e/ou passam por transplante de érgéos (Bastos et al.,
2022)

Apesar da criptococose ter sua manifestacdo clinica mais recorrente
em pacientes portadores de HIV, outros fatores estdo associados a um
aumento na predisposicdo de ser acometido por essa infecgdo, como:
pacientes transplantados, individuos com sindrome de faléncia de 6rgaos,
doengas hematoldgicas malignas, doengas pulmonares crbnicas, doengas
reumatoldgicas e diabetes mellitus (Pappas, 2013; Oliveira, 2019).

No Brasil, a infecgdo por Cryptococcus ocupa espago como a micose
sistémica de maior letalidade em individuos HIV positivos, manifestando uma
realidade preocupante dessa doenga em paises subdesenvolvidos. Neste
pais, a taxa de letalidade por criptococose em pacientes soropositivos varia
de 30% a 70% (Firacative et al., 2018; Oliveira, 2019).

Dentre as espécies causadoras da criptococose, o Cryptococcus
neoformans (C. neoformans) € o mais prevalente, sendo um patégeno
oportunista, o que explica o porqué desta doenga se manifestar principalmente
em pacientes imunocomprometidos. Além disso, este fungo é capaz de invadir
o sistema nervoso central, configurando-se como o principal agente etiolégico
causador de meningoencefalite fungica no mundo (Maziarz; Perfect, 2016).

A criptococose possui relevante incidéncia global. Dados recentes
mostram que somente em 2020 houve globalmente, em média, 179.000 casos
de pacientes com antigenemia criptococdcica, ou seja, individuos com
antigenos de Cryptococcus neoformans presentes no organismo. A estimativa

de casos para pacientes com criptococose meningococica também é
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alarmante, tendo uma média de 152.000 casos globais por ano, sendo que
cerca de 112.000 resultam em morte associada a infec¢ao por Cryptococcus

(figura 1) (Rajasingham et al., 2022).
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Figura 1 — Casos estimados de criptococose em 2020. Em amarelo claro nimero de antigenemia
criptocdcica; em roxo numero de casos de meningoencefalite criptocécica e em verde claro nimero de

mortes associadas a criptococose. (adaptado e traduzido de Rajasingham et al., 2022).

Quando comparamos os dados de diversas regides do globo, a Africa
Subsaariana recebe especial atengdo por concentrar a grande maioria dos
casos de meningite associada a criptococose. Como € possivel observar na
figura 2 que apresenta o grafico comparativo apresentado pelo CDC (Centers

for Disease Control and Prevention):
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Figura 2 — Comparativo global de casos de meningite criptocdcica por regido do globo em 2020.

(Adaptado pelo Centers for Disease Control and Prevention de Rajasingham et al., 2022).

1.2. Patogenia da Criptococose

Por ser frequentemente encontrado na forma de levedura, a infecgao
por Cryptococcus ocorre por inalagdo dessas leveduras ou de esporos
presentes no ambiente. Apds inalagao estes ficam armazenados nos pulmoes
sendo naturalmente erradicados pelo sistema imune, mas em pessoas
imunocomprometidas esta eliminagdo pode n&o ocorrer da forma esperada,
fazendo com que o fungo permaneca latente o que acarreta a formagéo de
nddulos denominados de granulomas. Essas leveduras ou esporos que
permanecem latentes no organismo do individuo podem sofrer reativagédo com
consequente acometimento sistémico, podendo o sistema nervoso central ser
afetado pela infecgao (Leopold Wager et al., 2016).

A variedade de fatores de risco para o acometimento por criptococose
se baseia em trés principais fatores determinantes, sendo o primeiro o estado
imunoldgico do individuo. Isso torna muito mais evidente o porqué de
pacientes HIV-positivos comporem o grupo mais afetado, mas um segundo
fator justifica o acometimento de outros grupos, como até mesmo de
individuos saudaveis, qual seja: a viruléncia da cepa do fungo. O terceiro fator
corresponde a quantidade inoculada. (Wang et al., 2022).

Uma das caracteristicas associadas a viruléncia das espécies
patogénicas de Cryptococcus € a nutricdo do fungo, pois como este encontra-
se amplamente disseminado no ambiente ele compete com outras espécies
por nutrientes, o que pode ser determinante na sobrevivéncia e capacidade
de causar doenga da cepa (Watkins et al., 2017)

A capacidade do Cryptococcus de invadir o sistema nervoso central é
0 que possibilita causar a inflamagdo das meninges cerebrais
(meningoencefalite criptocdcica), aumentando os riscos para o paciente que
tende a apresentar os seguintes sintomas clinicos: dor de cabega,
desorientagéo, febre, tontura, rigidez da nuca e diminuigdo do movimento

reflexo (hiporreflexia), além de outros sintomas. Estes sintomas ocorrem
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devido ao aumento da pressao intracraniana ocasionado pela infeccédo e
consequente inflamagdo que se estabelece nas meninges encefalicas
(Watkings et al., 2017).

1.3. Cryptococcus neoformans

Os dois principais complexos de espécies causadoras de criptococose
e de grupos filogenéticos correspondentes sdo o C. neoformans e o C. gattii,
mas o C. neoformans protagoniza com maior frequéncia as micoses causadas
por fungos desse género. Os fungos deste género sao leveduras que possuem
uma capsula de polissacarideos (levedura encapsulada) o que confere maior
resisténcia as condicbes do microambiente, bem como a resposta imune do
hospedeiro (Lin et al., 2007).

Considerando fatores genéticos e propriedades sorolégicas de sua
capsula, o C. neoformans originalmente era dividido em trés sorotipos: C.
neoformans var neoformans (sorotipo D), C. neoformans var grubii (sorotipo
A) e C. neoformans var gattii (sorotipos B e C), além de um sorotipo hibrido
(AD) totalizando cinco possibilidades de sorotipagens distintas (Enache-
Angoulvant et al., 2007). Porém, o acumulo de dados genéticos e fisiologicos
permitiu definir a variedade gattii como uma espécie, conforme mencionado
acima (Maziarz e Perfect, 2023).

O C. neoformans possui uma distribuicdo urbana (cosmopolita) em
diferentes fontes do ambiente, sendo um dos principais focos de
contaminacgao as fezes de pombos em que as leveduras deste fungo podem
ser encontradas, constituindo um importante fator de disseminagcao. Apesar
da expectativa de que todos os isolados clinicos do C. neoformans sejam
provenientes do ambiente, Gerstein e Nielsen (2017) levantam uma
importante questdo ao verificarem que geneticamente poucos isolados
clinicos de pacientes correspondem as cepas encontradas em fontes naturais

(figura 3).
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A) Expected

Figura 3 — Expectativa e observacéo real da correlagdo entre cepas ambientais e de isolados
clinicos. A) A correlagéo esperada entre cepas do ambiente e isolados clinicos. B) A real relagéo entre
cepas e isolados clinicos observada nos estudos epidemioldgicos considerando a genotipagem das
cepas e isolados (Gerstein e Nielsen, 2017).

O Cryptococcus possui sua taxonomia definida pela sorotipagem e
diferengas genéticas evidenciadas por meio do mapeamento do DNA das
espécies deste fungo, porém ainda ha divergéncias entre pesquisadores, em
que alguns propdem a existéncia de mais espécies considerando as
diferengas genéticas entre elas. Contudo, o conceito mais atual predominante
€ de que as espécies patogénicas sao divididas, do ponto de vista taxondmico,
em dois grandes complexos de espécies: C. neoformans e C. gattii. A figura 4
apresenta a correlacdo entre os sorotipos e espécies de criptococos

patogénicos (Maziarz e Perfect, 2023).

_ C. neoformans VN I, VN II, VNBI, VNBIL
_ C. gattii VG L VGIL VGIIL VG IV, VGV
_ C. gattii VG L VGIL VG I, VG IV

_ C. deneoformans VNIV
_ C. neoformans VIN III

Figura 4 — Correlagéo entre os sorotipos, espécies e tipos moleculares. Coluna 1: Sorotipos
definidos pela composigdo da capsula do fungo. Coluna 2: Espécies correspondentes a cada sorotipo.
Coluna 3: Subclassificagdo das espécies definida por diferengas moleculares (adaptado e traduzido de
Maziarz e Perfect, 2023).

As principais manifestagdes clinicas da criptococose sdo apresentadas
por sintomas caracteristicos do comprometimento das vias aéreas (pulmoes)

e do sistema nervoso central (SNC). Contudo, essa doenca pode acometer
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outras regides do corpo, uma vez que a doenga afeta na maioria das vezes
individuos imunocomprometidos, esse déficit na imunidade permite que o
fungo migre e se prolifere em varios 6rgdos ao mesmo tempo, tornando a

patogenia mais complexa (Marziarz e Perfect, 2023).

1.4. A Viruléncia do Cryptococcus neoformans

Viruléncia é um termo amplamente utilizado para se referir aos fatores
que aumentam a capacidade de um determinado microrganismo de causar
doenga a um determinado hospedeiro, seja por aumentar a sobrevivéncia e
consequente proliferagcdo do microrganismo, seja por aumentar a capacidade
dele de causar dano. O C. neoformans possui diversos fatores de viruléncia
que aumentam a sua sobrevivéncia e capacidade de causar dano ao
hospedeiro, tais como capacidade de melanizacéo, capsula polissacaridica,

termotolerancia, urease etc. (Casadevall et al., 2019).

1.4.1. Processo de Melanizagao

A melanina designa uma familia de pigmentos fendlicos presente em
diversos organismos, a exemplo do ser humano. No entanto, a melanina n&ao
€ um componente importante apenas ao organismo humano, mas outras
espécies tém a melanina como um fator de protecdo importante, como é o
caso do C. neoformans (Wang et al., 1995).

No C. neoformans a melanina é produzida por intermédio da lacase,
uma enzima importante na metabolizacdo de substratos fendlicos e
aminofendlicos. Existem diversos tipos de melanina e o seu tipo é determinado
pelos substratos utilizados para sua sintese. Como a lacase possui
especificidade por uma quantidade maior de substratos quando comparado
com a tirosinase, isso permite que o C. neoformans consiga produzir melanina
com maior eficiéncia (Williamson, 1997).

A melanina é um importante fator de adaptacao a condicdes ambientais
desfavoraveis ao C. neoformans, por isso ela constitui ndo sé um fator de
viruléncia importante, mas também um fator de sobrevivéncia do fungo no

meio ambiente externo ao hospedeiro. A melanina esta associada a uma
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maior resisténcia do fungo ao estresse oxidativo e a capacidade de regular a
resposta imune do hospedeiro, no entanto a melanina aumenta a afinidade do
fungo por drogas como a trifluoperazina, ou seja, apesar da importancia que
esta proteina tem na protegcdo do fungo, ela mesma e sua biossintese
apresentam potencial abordagens terapéuticas (Cordero et al., 2020)

A despeito da literatura relatar que a melanina confere uma maior
protecao contra o estresse mecanico ao fungo, os estudos acerca da fungao
da melanina no C. neoformans permanece em constante evolugdo e
aprofundamento. Um exemplo dos avangos na investigagdo dessa
caracteristica é o trabalho experimental que Mattoon (2023) e seu grupo
realizaram com cepas melanizadas e nao melanizadas, as submetendo a
estresses mecanicos. Esse experimento permitiu evidenciar que cepas nao
melanizadas tinham maior chance de terem sua membrana rompida,
enquanto as cepas melanizadas possuiam maior capacidade de se manterem

integras, quando expostas ao estresse mecanico.

1.4.2. Capsula de Polissacarideos

A capsula do C. neoformans, estrutura que envolve a parede celular, é
composta por diversos polissacarideos, sendo o principal € mais abundante a
glucuronoxilomanana (GXM). Esses polissacarideos sdo produzidos no
interior das células e transportadas pela parede celular, num processo em que
vesiculas extracelulares tém grande importancia, pois sdo elas as
responsaveis por transportar esses polissacarideos complexos que compdem
a capsula do fungo. Apesar de o GXM compor cerca de 90% da capsula do C.
neoformans, outro importante componente é a glucuronoxilomanogalactana
(GXMGal) (O’'Meara e Alspaugh, 2012).

A capsula do C. neoformans tem importancia diagnostica, pois devido
as variagdes na sua composi¢cao (numero e ordem dos polimeros) é possivel
diferenciar os fungos em sorotipos. Dependendo do hospedeiro no qual o
fungo esta presente e do local (diferentes 6rgaos, por exemplo) € possivel
evidenciar diferengas na composigdo da capsula que confere ao fungo a
capacidade de escapar da resposta imune, bem como se evadir a ela por se

adaptar ao microambiente (O’Meara e Alspaugh, 2012).
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Os polimeros que compdéem a capsula polissacaridica do C.
neoformans sao grandes e, portanto, eles necessitam de transporte ativo para
serem carregados através da parede celular. Alguns estudos revelaram que a
quantidade de vesiculas préximas a parede celular se apresenta aumentada
in vivo, quando comparado aos fungos in vitro, evidenciando, assim, a
importancia que essas particulas tém no transporte de precursores que
formarao a capsula (Sakaguchi, 1993).

Diversos genes estao envolvidos na producdo da capsula do C.
neoformans, porém é atribuida maior importancia para o gene CAP59 que tem
papel de destaque na composi¢ao da capsula regulando o transporte para o
espaco extracelular das particulas que formam a estrutura em volta da parede
celular. Outros genes que podem apresentar alteragdes na capsula quando
modificados, demonstrando assim uma relagdo dos mesmos com composi¢ao
dessa estrutura sdo: CAP10, CAP60, CAP64, CAS1, CAS35 e UXS1 (Bose et
al., 2003).

1.4.3. Resisténcia a Temperatura

A termotolerancia € um fator essencial para que o fungo tenha atividade
patogénica no hospedeiro humano, afinal ele tem que ser capaz de crescer na
temperatura do hospedeiro para sobreviver. As espécies patogénicas de
Cryptococcus crescem bem num ambiente com temperatura de 37°
(temperatura corporal). Deste modo, os mecanismos de termotolerancia que
permitem a este fungo sobreviver sdo importantes tanto para entender o
progresso da infecgdo quanto para definir abordagens terapéuticas (Perfect,
2006).

Além da temperatura, ha outras condi¢des as quais o fungo deve
sobreviver para ser capaz de causar infecgdo no organismo humano,
condigbes tais como: sobreviver numa atmosfera de aproximadamente 5% de
diéxido de carbono (CO?), além do pH ligeiramente alcalino dos tecidos de
mamiferos. Resistindo a tais condicdes o C. neoformans é capaz de proliferar
e por isso constitui um dos principais patégenos estudados para entender a
termotolerancia de fungos em hospedeiros humanos (Benjamin et al., 2022).

A calcineurina é uma fosfatase chave na termotolerancia do C.

neoformans e consequente capacidade de crescer a temperatura do corpo
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humano. Stempinski e colaboradores (2021) realizaram um estudo robusto no
qual identificaram 46 genes associados a termotolerancia do fungo, o que
demonstra que a genética envolvida no crescimento do fungo em altas
temperaturas é determinada de forma poligénica. Além disso, o estudo revelou
gue genes associados a sintese de septina, tais como CDC11 e CDC12, tém
papel importante na sobrevivéncia do C. neoformans ao limite superior da sua
faixa de termotolerancia.

Outra via de transducéao de sinal importante para que o C. neoformans
sobreviva em temperaturas altas é a Ras1-Cdc24, pois o Cdc24 atua como
um efetor da proteina Ras1 neste fungo, sendo que esta proteina esta
associada, além da termotolerancia, com a diferenciacdo e consequente
patogenia do fungo. Outra evidente importancia da Ras1 é notada quando sua
delecdo gera cepas avirulentas e incapazes de crescer a 37°C (Nichols et al.,
2007; Alspaugh et al., 2000).

1.4.4. A Importancia da Urease

A urease é uma enzima com capacidade de promover a hidrélise de
ureia, resultando em produtos de carbamato e aménia, o que resulta em uma
alcalinizagdo do microambiente em que o fungo cresce, além de servir como
fonte de nitrogénio para o fungo. Esta enzima tem importancia na capacidade
do fungo de infectar o sistema nervoso central. Apesar do foco de atuacao da
urease do fungo seja na ureia exdgena, acredita-se que a ureia produzida pela
préopria levedura possa funcionar como um importante substrato para a urease
(Toplis et al., 2020).

Outra importante fungdo da urease enquanto fator de viruléncia do C.
neoformans, e que ja era descrita na literatura, foi mais explorada em um
estudo conduzido por Olszewski et al. (2004) no qual os pesquisadores
utilizaram cepas selvagens de H99, cepas mutantes com delegdo do gene
precursor da urease no fungo (URE17) e cepas com urease restaurada
(ure1+URET). Os resultados permitiram que os autores evidenciassem
experimentalmente a importancia que a urease tem na invasao das leveduras
no sistema nervoso central, pois esta enzima aumenta a capacidade do fungo

de invadir os microcapilares permitindo que as leveduras invadam o SNC.
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Além da capacidade de neutralizar o pH fagolisossomal do hospedeiro,
outra fungéo que foi teorizada por Fu, et al. (2018) é a de que a urease tem
papel importante na nutricdo do fungo, pois eles observaram a incapacidade
da cepa mutante com delegcdo de URE1 de proliferar na ureia como unica fonte
de nitrogénio. Os autores observaram, também, que a urease atrasa o ciclo
de replicacao intracelular por promover exocitose néo litica, o que permite a

manutencgao da integridade da membrana celular do fagécito.

1.4.5. Vesiculas Extracelulares

O C. neoformans tem capacidade de produzir vesiculas extracelulares.
Essas microvesiculas sao importantes para a progressao da infecgdo causada
pelo fungo, pois diversos fatores intracelulares do fungo podem ser enviados
para o ambiente extracelular para influenciar o meio no qual as leveduras
proliferam. Estas vesiculas tém grande impacto na viruléncia do fungo
transportando fatores de viruléncia intracelular para o meio extracelular e
permitindo a formagdao da capsula polissacaridica do fungo por meio do
transporte do principal componente da capsula: o polissacarideo GXM, que se
ancora ao redor da parede celular das leveduras (Rodrigues et al., 2008).

Outra importante funcdo atribuida as vesiculas extracelulares
produzidas pelo C. neoformans é a imunomodulagdo, pois as vesiculas
carregam fatores (lacase e urease, por exemplo) que podem modular o
ambiente extracelular, impactando a resposta imune do hospedeiro. A
disponibilidade de nutrientes presentes no microambiente esta relacionada
com alteracdes na producao das vesiculas e aumento da viruléncia. As cepas
em microambiente com pouca disponibilidade de nutrientes produzem
vesiculas maiores e com maior carga de fatores de viruléncia, enquanto cepas
em um microambiente rico em nutrientes tendem a ir no sentido contrario,

secretando menos fatores de viruléncia (Marina et al., 2020).
1.5. Resposta Imune Contra o Fungo
A resposta imune iniciada contra o fungo é polarizada para o tipo Th1

ou Th17 e envolve a ativagdo de diversos tipos de leucdcitos como

macrofagos, células dendriticas e linfocitos, e a consequente produgéo de
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citocinas. As principais citocinas secretadas s&o TNF-a, Interferon Gama (IFN-
y) e IL-12 (Cheng; Sham; Kronstad, 2009; Guillot et al., 2008).

A fagocitose € um dos principais meios pelo qual a resposta imune
reage a infeccdo por C. neoformans, sendo as proteinas do sistema
complemento indispensaveis neste contexto, atuando como elementos
opsonizantes, pois elas permitem que o componente 3 (C3) do complemento
se deposite na capsula do fungo (Taborda; Casadevall, 2002). O
reconhecimento destas leveduras opsonizadas se da por meio dos receptores
do complemento (CR) que se encontram na superficie dos fagocitos que
internalizardo as leveduras. Além da via do sistema complemento, a
fagocitose pode se da por meio dos receptores Fc-gamma (Fc-yR) que se
ligam a leveduras opsonizadas por anticorpos. Os anticorpos possuem uma
regidao Fc que é reconhecida pelos receptores Fc das células fagocitarias
permitindo que estas se liguem e internalizem (fagocitem) as leveduras
(Netski; Kozel, 2002; Zaragoza; Taborda; Casadevall, 2003).

As diferentes formas de opsonizagdo, via complemento ou via
subclasse de anticorpo, determinardo a ativacédo de diferentes receptores. O
complemento ativa receptores do complemento e os anticorpos ativam
receptores Fc, porém um estudo demonstrou que a presenca de anticorpos
pode mudar a localizagdo em que o complemento se liga a capsula de C.
neoformans, demonstrando uma interagao entre componentes e receptores,
respectivamente: C3-CR3 e C3-CR4. As diferentes opsoninas e receptores
ativados neste contexto podem entdo influenciar como a resposta imune
ocorre nos macrofagos com as leveduras internalizadas (Zaragoza;
Casadevall, 2006).

Como protagonistas na resposta imune contra o C. neoformans os
macrofagos também séo alvos de estudos e isso levou a entender que o fungo
reage de forma diferente dependendo da polarizagdo da resposta imune. Os
macrofagos M1 sintetizam uma grande quantidade de citocinas pro-
inflamatorias e se a resposta esta polarizada para macrofagos M1 estes
possuem atuagao protetora eficiente. Ja os macrofagos M2 estdo associados
a uma resposta nao-protetora contra o C. neoformans (figura 5) e essa
interacao é importante, pois o fungo pode utilizar estes macréfagos para se

evadir a resposta imune e perpetuar a infecgao (Davis et al., 2013)
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Figura 5 — Esquema resumido da polarizacdo de macrofagos M1 por IFN-y e M2 por IL-4
(Subramani et al., 2020).

A capacidade do C. neoformans de se evadir a resposta imune e se
esconder em células fagociticas é tratado por alguns autores como
mecanismo de “cavalo de Troia”. Este mecanismo é um dos principais meios
pelo qual as células fungicas conseguem invadir o sistema nervoso central,
pois ao sobreviver a fagocitose e permanecer dentro das células fagocitarias,
o fungo chega aos capilares cerebrais onde causarao a infec¢ao e inflamagéao

das meninges (Casadevall, 2010).

1.5.1. Fagocitose do C. neoformans

A literatura sugere que o C. neoformans € um patdégeno intracelular
facultativo, pois ele é frequentemente encontrado nos fagossomos de
macrofagos durante a fase crbénica da criptococose. A interacdo dos
macrofagos com o fungo é alvo de muitos estudos e se sabe que no inicio da
fagocitose o fagossomo contendo as leveduras sofre acidificagao e fusdo com
lisossomos, além disso o fagossomo amadurece normalmente, ndo havendo
interferéncia do fungo neste processo. Todavia, o C. neoformans nao morre
no vacuolo acidificado gerado no fagossomo maduro; pelo contrario, ele
consegue se proliferar. Apesar de os mecanismos para essa sobrevivéncia

nao serem totalmente elucidados, acredita-se que envolvam danos as
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membranas fagossomais, bem como liberagdo de moléculas antioxidantes
diminuindo, assim, a acidez (Nicola et al., 2011).

Apds a sobrevivéncia e proliferagao do fungo no interior do fagossomo,
o C. neoformans consegue escapar da célula do hospedeiro por exocitose
nao-litica, evitando dano a célula e garantindo a sobrevivéncia tanto do fungo
quanto da célula hospedeira, pois neste tipo de exocitose o mecanismo
utilizado pelo microrganismo para sair do interior do macréfago néo causa

ruptura da membrana celular (Alvarez e Casadevall, 2006).

2. JUSTIFICATIVA

Por todo o contexto apresentado acerca da alta incidéncia, inclusive
com acometimento global, e estando associada com uma alta taxa de
letalidade, os estudos envolvendo o principal agente causador da criptococose
se revelam importantes. Considerando, ainda, que a criptococose é a micose
com maior letalidade dentre as doengas fungicas que causam meningite. A
criptococose € mais endémica em paises subdesenvolvidos, como o Brasil em
que a taxa letalidade pode chegar até 70% em individuos HIV positivos,
portanto o maior entendimento do principal patégeno associado a esta doenga
pode auxiliar no desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e

sobrevivéncia dos grupos de risco.

3. HIPOTESE

No mecanismo de fagocitose e acidificagdo do fagolisossomo ocorre
alteragdo do pH que fica altamente acido de forma a promover a morte do
fungo. A sobrevivéncia do C. neoformans esta associada com algum
mecanismo de resisténcia e evasao dessa acidificagdo promovida no meio

intracelular das células fagociticas.

27



4. OBJETIVO

4.1. Objetivo Geral

Construir um novo plasmideo com proteinas de fluorescéncia

eficiente para transformacao de Cryptococcus neoformans.
4.1.2. Objetivos Especificos

e Verificar a eficiéncia de transformacdo do novo plasmideo
pHluorin-GRVT.

e Observar as diferentes fluorescéncias emitidas pelas proteinas
do plasmideo.

e Promover ensaio de fagocitose para documentar a interagcéo do

fungo transformado com os macréfagos.

5. METODOLOGIA

Consideragoes Gerais

Todos os meios de cultura utilizados foram preparados seguindo a
receita padrao segundo o livro de “Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
3rd edition” realizando os devidos ajustes para a quantidade de meio que se
objetivou preparar, exceto se mencionado o contrario. Todos o0s
procedimentos de cultura e troca de meio foram realizados em cabine de fluxo

laminar para evitar contaminagao das amostras.

5.1. C. neoformans: cepa selvagem e mutantes

A cepa de C. neoformans utilizada foi a H99 também conhecida como
“cepa selvagem”. A H99 é uma variante pertencente ao sorotipo A e estava
disponivel em estoque préprio do laboratério de Biologia Molecular (Biomol)
do Instituto de Biologia (IB) gerido pela Profa. Dra. lldinete Pereira. A cepa
mutante utilizada foi a “rcv1A”, ou seja, uma cepa com delecédo do fator de

transcricdo Rcv1. A escolha dessa mutante se deu para melhor investigar as
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funcdes relacionadas ao fator deletado, considerando descobertas ja
documentadas acerca desse fator, quais sejam:

A proteina nomeada “Required for Cytokinesis and Virulence 1” (Rcv1),
cujo nome esta diretamente relacionado com as alteragdes fenotipicas do
fungo quando da auséncia desta proteina e em traducdo livre significa
Requirida para citocinese e viruléncia 1. Em termos estruturais a Rcv1 possui
similaridade com a Wor1 de Candida albicans e assim como sua homologa
esta associada a fatores de sobrevivéncia essenciais ao fungo. A delecao da
Rcv1 apresenta alguns prejuizos ao C. neoformans como uma capsula
reduzida, o que sugere uma importancia dessa proteina na indugdo da
capsula. Além disso, cepas nocaute para Rcv1 apresentam defeitos de
citocinese e de crescimento a temperatura de 37°C demonstrando-se
avirulentas em camundongos (Paes et al., 2018).

Com isso, sabe-se que esta proteina configura como um importante
regulador de fendtipos essenciais para adaptagao do C. neoformans. A rcviA
e a reconstituida rcv1+RCV1 também ja estavam disponiveis em estoque. Os
estoques encontravam-se adequadamente acondicionados por
criopreservagao em freezer a -80 °C. As amostras de coldnia foram obtidas de
cada tubo de criopreservacao, correspondente a cada cepa, com um palito de
madeira e estricado em placas de cultura contendo meio YPD sdlido (20 g/L

peptona, 10 g/L extrato de levedura, 20 g/L dextrose e 15 g/L de agar).

5.2. Macréfagos imortalizados

Os macréfagos escolhidos para posterior ensaio de fagocitose, apés a
transformacdo do fungo, foram os macréfagos imortalizados da linhagem
J774. Os macréfagos foram cultivados em meio DMEM suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (SFB) para crescimento das células em placa petri
prépria para a aderéncia das células. A cada dois dias foi realizada a troca do
meio e a passagem das células (n&o superando a décima passagem) para
uma nova placa visando manter o correto crescimento das células e evitar

contaminacoes.
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5.3. Plasmideo para transformacao (amplificagao)

O plasmideo foi desenhado utilizando como base o vetor pUC57-Kan
ao qual se adicionou dois genes de fluorescéncia para a marcagéo de morte
e sobrevivéncia do fungo (figura 6) quando fagocitado tendo em vista a

sensibilidade das proteinas ao pH.
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Figura 6 — Plasmideo pHluorin-GRvT construido no SnapGene. O plasmideo contém dois
marcadores (genes) de fluorescéncia para documentacao da morte e sobrevivéncia do C. neoformans.
O gene pHluorin-SE corresponde a proteina fluorescente sensivel ao pH. O gene GRvT corresponde a

proteina fluorescente resistente ao pH.

Conforme pode ser observado na tabela 1, algumas caracteristicas na
montagem do plasmideo sdo essenciais para os ensaios de fagocitose, como
a proteina pHluorin-SE que perde a fluorescéncia em pH acido, o que remove
a cor verde de sua emissao caso o fungo esteja morto e seu citosol seja
acidificado pela incapacidade de manté-lo neutro. Ja a proteina com
fluorescéncia amarela foi denominada como GRVT e é resistente ao pH acido,
o que significa que células vivas fluorescerao nos dois espectros, enquanto
que mortas apenas no espectro de emissao da GRvT. O gene de selecéo

atribuido ao plasmideo foi o NeoR (gene de resisténcia ao G418/geneticina).
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O plasmideo contendo as duas proteinas de fluorescéncia foi denominado

como: pHluorin-GRvT-crypto_pUC57-Kan (pH-GRvT). Como o plasmideo

chegou intacto da fabricante ele foi amplificado pelo método de Amplificagéo

em Circulo Rolante (RCA), seguindo o protocolo disponibilizado pela

fabricante do kit (EquiPhi29 Thermo Fisher Scientific), com a seguinte

alteracéo:

I. Foi preparado dNTP colocando 5 pyL de cada um dos 4 (quatro)

reagentes para uma diluicdo de 4x. Os reagentes foram dATP,

dTTP, dCTP e dGTP. A concentracao inicial dos reagentes foi

de 100 mM, entéao foi obtida uma concentracgao final de 25 mM.

Tabela 1: Principais regides do plasmideo pHluorin-GRvT

Regiao

Funcao/Descrig¢ao

Referéncia

H3p

Promotora de histona
H3.

Georgiadis et al., 2023

pHIluorin-SE

Variante de GFP
altamente suscetivel ao
pH com fluorescéncia
quase completamente
ausente em pH acido.

Tanida; Ueno & Uchiyama,
2014

GRvT

Uma variante de
tdTomato que € muito
resistente ao pH acido e
a lise lisossomal.
Proteina com dois
grupamentos para
emissao final por FRET,
em que a emissao da
primeira excita a
segunda, que pode ser
vista num comprimento
de onda de 557 nm.

Wiens et al., 2016

pTEF1

Promotor TEF1 com
eficiéncia para edigao
genbmica.

Huang et al., 2022

pACT1

O mesmo promotor
ACT1 encontrado em
pCN19 com uma
pequena diferenca de
cinco nucleotideos, mas
praticamente a mesma

sequéncia.

Wang et al., 2016
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NeoR Gene de resisténcia de Castro et al., 2022
para selecao das cepas
mutantes com
neomicina
(G418/geneticina).

5.4. Digestao dos plasmideos

O produto da amplificagao por RCA do plasmideo pH-GRVT foi digerido
com a enzima Nhel-HF, uma enzima de alta fidelidade que permite maior
eficiéncia na digestao que seguiu os seguintes passos:

i. A cada um dos produtos de RCA (pH-GRvT e rCV1) foram
adicionados 1 pL da enzima Nhel-HF para clivar os seguimentos
de DNA do plasmideo de forma a lineariza-lo.

i Foram acrescidos a mistura 10 uL do tampao rCutSmart.

ii. O volume total foi completado para 100 uL com agua Mili-Q.

iv. A reacao foi levada ao termobloco a 37 °C pernoite.

O resultado da digestéo foi verificado em gel de agarose 1% corado

com 2 uL de brometo de etidio no dia seguinte.

5.5. Transformagao por biobalistica

Um dia antes da semeadura em meio liquido foi preparada culturas
jovens em meio YPD solido seguindo os passos mencionados no item 5.1 da
metodologia. Uma colbénia de cada cepa (H99 e rcviA) foi inoculada em
erlenmeyers de 250 mL diferentes contendo 50 mL de YPD liquido. Culturas
liquidas foram incubadas a 30 °C por dois dias sob agitagao constante de 150
rom. Enquanto incubadas as culturas, um dia antes da transformagao foram
preparados os demais materiais necessarios, incluindo as placas YPD agar +
1M sorbitol, bem como a esterilizagdo das particulas de tungsténio e das
membranas carreadoras e de pressao. A suspensao de leveduras cultivadas
foi espalhada nas placas de YPD agar + 1M Sorbitol e deixadas para secar
por 2 horas. Um volume final de 5 yL do plasmideo foi utilizado para a
transformacdo que se seguiu com ajuste dos seguintes parametros: A

distancia do alvo foi ajustada para 6 mm; a pressao de gas hélio para 1200 psi
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e a pressdo de vacuo para 27 mmHg. As células foram entdo bombardeadas
e incubadas pernoite (por mais de 12h). No dia seguinte, as células
bombardeadas foram recuperadas procedendo com a raspagem das células
com YPD liquido. O volume recuperado foi centrifugado a 2000 rpm por 5
minutos para diminuir o volume do sobrenadante. As duas cepas
transformadas (H99+pH-GRVT, rcviA+pH-GRvT) foram plaqueadas em
duplicata, totalizando 4 placas contendo meio de selegdo (geneticina) e
ampicilina para garantir que n&o houvesse crescimento de outros

microrganismos (bactérias).

5.6. Citometria de fluxo

Para a analise em citometria de fluxo, os transformantes foram
semeados em placas Petri contendo 25 mL de meio YPD agar + geneticina e
com malha para repique de colbnias. A cepa selvagem H99 (sem
transformacgao) foi utilizada como controle negativo. Apds o crescimento das
colénias na placa com malha (numerada), foram realizados os repiques das
colénias de cada numero para placa de 96 pocgos estéril com tampa e sem
tratamento para culturas de células. O repique das placas numeradas com
malha para a placa de 96 pocgos seguiu a seguinte organizacédo: em A1 foi
semeado o controle negativo H99; de A2 a D12 foram semeados os
transformantes de H99 (H99+pH-GRVT); no pogo E1 semeou-se a cepa rcv1A
como controle negativo e de E2 a H12 foram semeados os transformantes
fluorescentes de rcv1A (rev1A+pH-GRVT). Entdo foi realizada a analise das

amostras por citometria de fluxo.

6. RESULTADOS

A amplificacdo por RCA teve grande eficacia. Apos a digestdo com a
enzima adequada (Nhel-HF), a analise em 20 mL de gel de agarose 1%,
corado com 2 pL de brometo de etidio revelou que o plasmideo foi
adequadamente amplificado e apresentou as duas bandas que se objetivava

observar referentes aos genes de fluorescéncia (figura 7).
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Figura 7 — Observacgéo das bandas do plasmideo pH-GRvT em gel de agarose apds digestao.
O pogo 1 corresponde ao marcador de peso molecular (1 Kb Plus DNA Ladder — Invitrogen), a seta
verde identifica a banda de 7000 bp no marcador enquanto a seta vermelha identifica a banda de 3000
bp do marcador de peso molecular. O pogo 2 corresponde ao plasmideo e mostra as bandas do pH-
GRvT digerido, sendo o tamanho estimado da banda inferior equivalente a 2585 bp e o tamanho

estimado da banda superior de 7563 bp.

Apesar da tentativa de transformacgao por outros métodos, apenas a
transformacdo por biobalistica foi eficiente. Apds os procedimentos
adequados seguindo os protocolos apresentados (vide metodologia) os
transformantes apresentaram crescimento em meio de selecdo contendo
geneticina e ampicilina. A escolha da adicdo de ampicilina no meio foi para
garantir que n&o houvesse crescimento de bactérias (contaminantes) apds a
transformacéao.

Como as colbnias apresentaram crescimento mais rapido que o
esperado e estavam pequenas inicialmente, foi realizado o isolamento de um

fragmento das coldnias e levado ao microscopio para observar se, de fato, se
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tratava de leveduras ou bactérias. Desta forma, foi possivel observar que
apesar do rapido crescimento as colénias que foram observadas eram
leveduras de C. neoformans, pois o meio de cultura foi preparado com
antibiético de selecao (G418/geneticina) ndo havendo possibilidade de outras
leveduras crescerem no meio, apenas as com o gene de resisténcia.

Ap06s a confirmacéo das coldnias serem dos transformantes das cepas
fungicas, as placas foram incubadas mais um dia para melhor crescimento
das colbnias que, apesar de numerosas, estavam pequenas. As placas
contendo as coldnias de mutantes foram observadas com frequéncia para que
as mesmas nao confluissem.

Apds o adequado crescimento das colbnias as mesmas foram
plaqueadas em placa com malha numerada e levadas a placa de 96 pogos
para analise da fluorescéncia por citometria de fluxo. A analise da citometria
revelou uma grande quantidade de células unicas (ou seja, sem células-filhas
aderidas; células especificas de H99, rcviA e suas transformagdes com o
plasmideo pHIluorin-GRvT) (fig. 8A graficos 1 e 2). Todavia, todas as células
apresentaram fluorescéncia negativa tanto para GRvT quanto para pHluorin
(fig. 8A grafico 3) o que pode ser evidenciado pela presenga de células no Q4
que indica duplo negativo para os marcadores analisados. A figura 8B
apresenta a dupla negatividade diferenciada por células controle (H99 e

RCV1) e suas respectivas versdes transformadas com pHIluorin-GRvT.
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Figura 8 — Intensidade da fluorescéncia de GRvT e pHluorin por citometria de fluxo. A)
demonstra a porcentagem de células Unicas nos dois primeiros graficos, ja o terceiro grafico indica duplo
negativo para GRvt e pHluorin. B) cada grafico indica que todas as células controle negativo e

transformadas de H99 e RCV1 foram negativas para as proteinas de fluorescéncia GRvT e pHluorin.

Numa comparagao das fluorescéncias maxima e minima entre os
controles negativos e as células transformadas foi possivel notar que, apesar
da fluorescéncia maxima da H99 transformada (44,4) superar a do controle,
isso s6 se demonstrou em uma unica amostra ficando todas as outras com
fluorescéncia abaixo do controle negativo (35,7). A fluorescéncia maxima da
RCV1 transformada (27,2) ficou abaixo do controle negativo (36,6). O mesmo
€ observado na analise da fluorescéncia de GRvT das células transformadas
de H99 e reviA (fig. 9). As intensidades de fluorescéncia de cada mutante e
dos controles podem ser observadas de forma completa no Anexo | — Tabela
2.
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Figura 9 — Relagdo de intensidade de fluorescéncia entre os controles negativos e as cepas
mutantes. H99 e RCV1 representam os controles negativos utilizados e H99 transformada e RCV1
transformada s&do as cepas mutantes com o plasmideo pHluorin-GRVT inserido em seu genoma. No
primeiro grafico € comparada a fluorescéncia no comprimento de onda da pHluorin, ja no segundo

grafico é comparada a fluorescéncia no comprimento de onda da GRvT.

7. DISCUSSAO

Foram realizados diferentes ensaios de transformacdo com este
plasmideo, utilizando-se métodos de choque térmico e eletroporagao, contudo
estes métodos ndo se revelaram eficientes para a transformacado do C.
neoformans o que permitiu identificar uma complexidade ao se trabalhar com
0 novo plasmideo denominado pHluorin-GRvT. Contudo, a transformacao foi
possivel pelo método de biobalistica, solucionando a dificuldade de
transformacao do fungo.

Apesar da transformacdo bem-sucedida, apds a analise da citometria
de fluxo, ndo foi possivel identificar diferenga significativa entre o controle
negativo e os transformantes. A fluorescéncia do controle € normal, tendo em
vista que as leveduras possuem um valor de autofluorescéncia, porém foi
esperado se observar uma diferenca de intensidade de pelo menos 10 vezes
mais intensidade nas cepas mutantes quando comparadas a

autofluorescéncia dos controles negativos, 0 que nao ocorreu.
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Foram discutidas algumas hipoteses para a nado diferenga de
fluorescéncia observada, sendo uma delas devido a problemas de
dobramento em sistemas heterdlogos que fazem com que a proteina se torne
insoluvel devido a diferenca de maquinaria molecular de células eucariontes
e procariontes (Chang et al., 2014). Elas podem se tornar insoluveis por
degradagdo ou agregacao, em ambos 0s casos pode-se haver prejuizos na
funcdo e ou estrutura das proteinas. Uma possivel edicdo no plasmideo
utilizando ferramentas de predig¢ao de solubilidade em bioinformatica pode ser
promissora para aumentar a eficiéncia das proteinas de fluorescéncia.

Outra possibilidade da n&o observagao de diferenga significativa na
fluorescéncia dos transformantes pode estar relacionada a problemas na
expressdo dos genes das proteinas fluorescentes. Os genes de C.
neoformans em geral possuem introns, e embora a expressdo de cassetes
gerados a partir de cDNA possa funcionar (Paes et al., 2018), ja se observou
que a presenca de introns pode ser necessaria para a expressao de certos
genes (Goebels et al., 2013). Futuramente, esta construgcdo podera ser

editada para tentar solucionar este problema.

8. CONCLUSAO

A transformacao do Cryptococcus neoformans com o plasmideo que foi
construido foi bem-sucedida e apesar de nao ter sido observada diferenga na
fluorescéncia dos mutantes comparado aos controles, a ideia que norteou a
construcao deste plasmideo € inovadora e a documentagcao da sobrevivéncia
e morte do Cryptococcus neoformans por marcadores de fluorescéncia é
promissora, nao havendo nenhum registro desse tipo de experimento na
literatura até o momento. A continuidade deste estudo permitira uma maior
compreensao dos mecanismos de evasado da resposta imune, bem como a
invasao do sistema nervoso.

Conclui-se, no entanto, a necessidade de melhor compreender o
comportamento das proteinas de fluorescéncia em sistemas heterélogos

como é o caso do fungo aqui estudado.
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ANEXO 1

Tabela 2 — Intensidade de fluorescéncia das células mutantes e seus respectivos

controles negativos.

15-3-2023_H99 transformada_022.fcs
15-3-2023_H99 transformada_029.fcs
15-3-2023_H99 transformada_002.fcs
15-3-2023_H99 transformada_003.fcs
15-3-2023_H99 transformada_009.fcs
15-3-2023_H99 transformada_016.fcs
15-3-2023_H99 transformada_025.fcs
15-3-2023_H99 transformada_039.fcs
15-3-2023_H99 transformada_047 .fcs
15-3-2023_H99 transformada_006.fcs
15-3-2023_H99 transformada_013.fcs
15-3-2023_H99 transformada_043.fcs
15-3-2023_H99 transformada_015.fcs
15-3-2023_H99 transformada_020.fcs
15-3-2023_H99 transformada_004.fcs
15-3-2023_H99 transformada_008.fcs
15-3-2023_H99 transformada_010.fcs
15-3-2023_H99 transformada_012.fcs
15-3-2023_H99 transformada_017 .fcs
15-3-2023_H99 transformada_018.fcs
15-3-2023_H99 transformada_046.fcs
15-3-2023_H99 transformada_023.fcs
15-3-2023_H99 transformada_037.fcs
15-3-2023_H99 transformada_044.fcs
15-3-2023_H99 transformada_001.fcs
15-3-2023_H99 transformada_024.fcs
15-3-2023_H99 transformada_030.fcs
15-3-2023_H99 transformada_033.fcs
15-3-2023_H99 transformada_034.fcs
15-3-2023_H99 transformada_045.fcs
15-3-2023_H99 transformada_027.fcs
15-3-2023_H99 transformada_038.fcs
15-3-2023_H99 transformada_005.fcs
15-3-2023_H99 transformada_007 .fcs
15-3-2023_H99 transformada_021.fcs
15-3-2023_H99 transformada_031.fcs
15-3-2023_H99 transformada_036.fcs
15-3-2023_H99 transformada_040.fcs
15-3-2023_H99 transformada_011.fcs
15-3-2023_H99 transformada_028.fcs
15-3-2023_H99 transformada_041.fcs
15-3-2023_H99 transformada_026.fcs
15-3-2023_H99 transformada_042.fcs
15-3-2023_H99 transformada_032.fcs
15-3-2023_H99 transformada_035.fcs
15-3-2023_H99 transformada_019.fcs

Células/Células unicas Células/Células unicas |

| Median (FITC-A)

16,4
17,9
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2
20,2

21

21

21
21,8
21,8
22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
23,3
23,3
23,3
24,1
24,1
24,1
24,1
24,1
241
249
24,9
25,7
25,7
25,7
25,7
25,7
25,7
26,4
26,4
26,4
27,2
27,2
28,1
28,8
34,3

Median (PE-A)

22,6
25,7
28,7
29,6
28,7
29,6
27,3
27,3

28
28,7
28,7
31,1
29,6
31,1
32,7
31,1
33,5
31,1
30,4
31,1
29,6
31,9
31,9
32,7
34,3
32,7
32,7
31,9
34,3
33,5
35,8
34,3
36,6
35,8
36,6
36,6
34,3
36,6
36,6

39
35,1
38,2
37,4
39,7
37,4
48,3
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15-3-2023_H99 transformada_014.fcs 44 .4 60,8

15-3-2023_H99.fcs 35,7 43,6
15-3-2023_RCV1
transformada_006.fcs 17,9 26,4
15-3-2023_RCV1
transformada_010.fcs 18,6 28,7
15-3-2023_RCV1
transformada_013.fcs 18,6 27,3
15-3-2023_RCV1
transformada_022.fcs 18,6 28
15-3-2023_RCV1
transformada_014.fcs 19,5 27,3
15-3-2023_RCV1
transformada_019.fcs 19,5 28,7
15-3-2023_RCV1
transformada_028.fcs 19,5 28,7
15-3-2023_RCV1
transformada_034.fcs 19,5 28
15-3-2023_RCV1
transformada_039.fcs 19,5 29,6
15-3-2023_RCV1
transformada_004.fcs 20,2 32,7
15-3-2023_RCV1
transformada_027.fcs 20,2 31,1
15-3-2023_RCV1
transformada_044.fcs 20,2 30,4
15-3-2023_RCV1
transformada_001.fcs 21 311
15-3-2023_RCV1
transformada_002.fcs 21 30,4
15-3-2023_RCV1
transformada_011.fcs 21 30,4
15-3-2023_RCV1
transformada_018.fcs 21 29,6
15-3-2023_RCV1
transformada_025.fcs 21 31,9
15-3-2023_RCV1
transformada_030.fcs 21 28,7
15-3-2023_RCV1
transformada_037.fcs 21 32,7
15-3-2023_RCV1
transformada_041.fcs 21 30,4
15-3-2023_RCV1
transformada_043.fcs 21 32,7
15-3-2023_RCV1
transformada_020.fcs 21,8 31,9
15-3-2023_RCV1
transformada_021.fcs 21,8 33,5
15-3-2023_RCV1
transformada_029.fcs 21,8 33,5
15-3-2023_RCV1
transformada_031.fcs 21,8 32,7
15-3-2023_RCV1
transformada_032.fcs 21,8 30,4
15-3-2023_RCV1
transformada_033.fcs 21,8 32,7
15-3-2023_RCV1
transformada_003.fcs 22,6 33,5
15-3-2023_RCV1
transformada_005.fcs 22,6 34,3
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15-3-2023_RCV1
transformada_007.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_009.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_012.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_015.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_017.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_042.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_047.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_008.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_016.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_023.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_024.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_026.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_045.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_036.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_035.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_038.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_046.fcs
15-3-2023_RCV1
transformada_040.fcs
15-3-2023_RCV1.fcs
Mean

SD

22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
22,6
23,3
23,3
23,3
23,3
23,3
23,3
241
249
24,9
249
27,2
36,6
23,1
3,98
Esta coluna mostra a
mediana de
intensidade de

fluorescéncia de
pHIluorin.

Esta coluna mostra a
mediana de intensidade de
fluorescéncia de GRvT.

33,5
33,5
31,9
32,7
31,1
33,5
33,5
35,1
34,3
31,1
32,7
33,5
35,1
34,3
35,1
35,1
34,3
39,7
51,4

33
5,11
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