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RESUMO

Microrganismos patogénicos sdo expostos a uma série de estimulos que podem danificar
0 DNA durante a interacdo com o sistema imunolégico do hospedeiro. A sobrevivéncia
microbiana nesta situacdo depende de um equilibrio delicado entre a manutencdo da
integridade do DNA e a adaptabilidade fornecida pelas mutacfes. Neste estudo,
investigamos a associacdo da resposta de reparo do DNA com a viruléncia de
Cryptococcus neoformans, um basidiomiceto que causa meningoencefalite com risco de
vida em individuos imunocomprometidos. Nos concentramos na caracterizacdo dos genes
putativos de C. neoformans APN1 e APN2, com o objetivo de avaliar um possivel papel
das endonucleases apurinicas / apirimidinicas (AP) 1 e 2 preditas da via de reparo por
excisdo de base (BER) na resposta de C. neoformans a condicdes de estresse e viruléncia.
Nossos resultados demonstraram o envolvimento das endonucleases AP Apnl e Apn2 na
resposta celular ao dano ao DNA induzido por alcilacdo e radiacdo UV, na producao de
melanina, na tolerdncia a drogas e na viruléncia de C. neoformans in vivo. Também
apontamos o potencial uso do inibidor de reparo de DNA metoxiamina em combinagéo
com drogas antifangicas convencionais, para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas contra esse patdgeno fungico humano. N&s estudamos também o gene
XPC/Rad4 de C. neoformans e o impacto que o produto proteico codificado tem na
viruléncia de C. neoformans. N6s demonstramos que XPC esta envolvida na morfologia
de C. neoformans em resposta ao estresse e a delecdo do gene reduz significativamente a
producdo de fosfolipase pelo fungo. Este trabalho fornece novas informacdes sobre a

resposta ao dano ao DNA do fungo patogénico C. neoformans.

Palavras-chave: Reparo de DNA; BER; Reparo por excisdo de Bases; Ap-
endocucleases; metoxiamina.
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ABSTRACT

Pathogenic microbes are exposed to a number of potential DNA-damaging stimuli
during interaction with the host immune system. Microbial survival in this situation
depends on a fine balance between the maintenance of DNA integrity and the adaptability
provided by mutations. In this study, we investigated the association of the DNA repair
response with the virulence of Cryptococcus neoformans, a basidiomycete that causes
life-threatening meningoencephalitis in immunocompromised individuals. We focused
on the characterization of C. neoformansAPN1 and APN2 putative genes, aiming to
evaluate a possible role of the predicted Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases 1 and
2 of the base excision repair (BER) pathway on C. neoformans response to stress
conditions and virulence. Our results demonstrated the involvement of the putative AP-
endonucleases Apnl and Apn2 in the cellular response to DNA damage induced by
alkylation and by UV radiation, in melanin production, in tolerance to drugs and in
virulence of C. neoformans in vivo. We also pointed out the potential use of DNA repair
inhibitor methoxy-amine in combination with conventional antifungal drugs, for the
development of new therapeutic approaches against this human fungal pathogen. We also
studied the C. neoformans XPC/Rad4 gene and the impact that the encoded protein
product has on C. neoformans virulence. We demonstrate that XPC is involved in the
morphogenesis of C. neoformans in response to stress and gene deletion significantly
reduces phospholipase production by the fungus. This work provides new information
about the DNA damage response of the highly important pathogenic fungus C.

neoformans.

Keywords: DNA repair; BER; Base Excision Repair; AP-endonuclease; Methoxyamine;
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Blot. A marcacdo dos fragmentos foi realizada com a hibridizacao de sonda marcada com
Dioxigenina. Pontas de setas — Sitios de clivagem das enzimas. ...........ccccceeevvereennnnn. 75
Figura 11. Efeito da delecdo dos genes APN1 e APN2 sobre o crescimento de C.
neoformans. Leveduras de C. neoformans na concentragdo de 10° cel/ mL foram
inoculadas em meio YPD liquido e cultivadas a 30 °C e 37 °C. O crescimento celular foi
determinado por meio de densidade dptica a 600 nm (OD 600 nm) a cada 24 h, por um
100] 2= L0 (2R T I o USRS 77
Figura 12. Fendtipos relacionados a temperatura e ao estresse celular quimico dos
mutantes de genes APN-like de C. neoformans. Diluicdes em série de dez vezes para as
cepas indicadas foram aplicadas em YPD sélido suplementado com diferentes compostos
a 30 °C (A) e 37 °C (B). O crescimento foi avaliado ap6s 48 h de incubacdo. EMS:
etilmetanossulfonato; MMS: sulfonato de metileno; HU: hidroxiureia; MND:
VLT aT Lo 1o =) PSSR 79
Figura 13. Os mutantes apnlA, apn2A e apnlAapn2A ndo sdo suscetiveis a agentes
oxidantes em meio solido. Culturas de leveduras de C. neoformans WT, linhagens
mutantes e reconstituidas foram diluidas em série de dez vezes e inoculadas em agar YPD
suplementado com 0,03 mM de menadiona (MND), 4 mg / mL de nitrito de sddio
(NaNO2) ou 1 ou 3 mM de perdxido de hidrogénio (H202). O crescimento foi acessado
apos 48 h de incubacéo, a 30 °C, protegido da luz. Os resultados sdo representativos de
pelo menos trés experimentos INAePENdENTES. .......ccucvvvrirerirerire s 80
Figura 14. Ensaio de viabilidade apés o tratamento das células com diferentes
intensidades de radiagdo UV. A) Culturas de leveduras de C. neoformans WT, linhagens

mutantes e reconstituidas foram diluidas em série de dez vezes e inoculadas em agar YPD
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e expostas a diferentes energias de radiacdo UV. Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa 30 °C e observadas ap6s 48 h de crescimento. B) Um total de 5x10? células de
C. neoformans foram plaqueadas em YPD solido e expostas a radiacdo UV nas energias
de 120, 240 e 480 J/m?a 254 nm. O grupo controle refere-se as diferentes culturas em
meio YPD solido sem exposicéo a radiacdo UV. As culturas foram incubadas a 30 °C por
48h, protegidas da luz para contagem de UFC. O gréfico representa a porcentagem de
células vidveis dos tratamentos normalizada pela porcentagem de células viaveis do grupo
controle (células da linhagem selvagem H99). One-Way analysis of variance (ANOVA)
com pods-teste de Dunnet foi usado para comparar as médias dos resultados obtidos em
trés experimentos diferentes. Barras de erro representam o erro padrdo da média. **** p
L 0,000L. 1. it et a b et e bt e b et ereebe st e s erenre e 82
Figura 15. Avaliacdo do fenotipo de cepas C. neoformans mutantes de BER apds a
exposicdo a agentes alcilantes de DNA. As diferentes cepas foram diluidas em série e
plaqueadas em YPD &gar suplementado com agentes indutores de danos no DNA: 0,03%
metano-sulfonato de metila (MMS), 0,04% de metano-sulfonato de etila (EMS), 200 pg
/ mL N -etil-N-nitrosoureia (ENU), brometo de etidio 20 pg / mL (EtBr) ou hidroxiureia
110 mM (HU). As placas foram incubadas a 30 °C durante 48 h. Os resultados sdo
representativos de trés experimentos iNdependentes. ..........cccvevvreereeresieseene e 83
Figura 16. A delecdo dos genes de reparo ndo induziu sensibilidade a drogas genotoxicas
em meio sélido. Os genes de reparo selecionados para esse estudo ndo se mostraram
indispensaveis ao crescimento em temperaturas de 37 °C ou em outras condicGes de
estresse. As diferentes linhagens mutantes e o tipo selvagem foram diluidas em serie (10x
por ponto — ver métodos) e 5 pL de cada diluicdo foram semeados em meio agar: YPD,
metil metanosulfonato (MMS), etil metanosulfonato (EMS), sulfato de cddmio (CdSO4),
e hidroxiurea (HX) em diferentes concentracGes. Em seguida, as placas foram incubadas
a 37 °C. A esquerda, crescimento em meio nutritivamente rico (YPD) como controle do
experimento; a direita, crescimento em placas de &gar contendo 0s estressores na
concentracédo indicada acima da IMAGEIM. ........c.ociiiiiierieiie e e 84
Figura 17. apn2A e apnlAapn2A siao sensiveis a diferentes ao MMS e EMS. Os fungos
foram diluidos e incubados em meio YPD liquido contendo diferentes drogas
genotoxicas, em diferentes condigcdes. A) Viabilidade celular apds exposicado a 0,1 ou
0,2% MMS ou B) 0,1 ou 0,2% EMS. As cepas foram expostas aos agentes em YPD
liquido por 1 h, a 30 ° C e 150 rpm. As células foram entdo lavadas com solucéo salina
de tampao fosfato (PBS) e semeadas em agar YPD para contagem de UFC. Os gréaficos
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representam a porcentagem de células vidveis dos tratamentos normalizadas pela
porcentagem de células viaveis do grupo controle. A cepa WT H99 foi usada como
controle para analise estatistica. ANOVA unilateral com o teste de compara¢6es multiplas
de Dunnett foi usado para comparar as médias dos resultados de trés experimentos
independentes. As barras de erro representam erros padrdo da média. **** p <0,0001;
*5% 0 <0,001; % P <O,05. ... 86
Figura 18. O tratamento com H20, e MX aumenta o efeito de H.O> na viabilidade de C.
neoformans. O grafico mostra o perfil de sobrevivéncia celular das linhagens selvagem e
mutantes de C. neoformans ap6s exposicdo combinada a H,O2 e MX. As linhagens
fangicas foram cultivadas em YPD liquido contendo MX na concentracdo de 0,417
mg/mL e (A) 3 ou (B) 5 mM de H202, durante 1 h, a 30 °C com agitacdo a 150 rpm. As
células foram incubadas apenas em YPD contendo 3 ou 5 mM de H;O, para analise
comparativa. Os gréaficos representam a porcentagem de sobrevivéncia de cada linhagem
exposta as condicdes especificas de tratamento descritas, comparado a condic¢do controle
(meio YPD). Estatistica realizada utilizando Two-Way ANOVA com comparacdes
multiplas (Sidak’s test) das médias de trés experimentos independentes. Barras de erro
representam erro padrdo da média. **** p < 0,0001; *** p < 0,001. .......ccovevevrerrnneen. 92
Figura 19. A delecéo dos genes APN1 e APN2 sensibiliza C. neoformans ao tratamento
com Zeocina. Fungos das linhagens selvagem e mutantes foram diluidos para a densidade
de 5 x 10° cél/mL. Indculos foram incubados em meio YPD contendo Zeocina nas
concentracdes 0,04%; 0,08%; 0,12% e 0,16%, por 1 h, a 30 °C. As células foram lavadas,
diluidas e plaqueadas em meio s6lido YPD para contagem de UFC. As placas foram
incubadas a 30 °C por 48 h e as UFC CONtAAAS. ........ceovererrieriiiiiiiniesieeeie e 93
Figura 20. Delecao de APN2 induz fragmentacdo de DNA em resposta a exposicao de C.
neoformans a Zeocina. Analise de integridade do DNA gendmico por eletroforese em gel
de agarose 1% contendo 0,5 pg/mL de EtBr. O DNA da linhagem selvagem H99 néo
exposta a droga foi usada como controle negativo de degradacdo do DNA (DNA
gendmico integro). As linhagens H99 e mutantes foram expostas a 0,08% de Zeocina em
meio liquido por 1h. As células foram lavadas e 0 DNA extraido conforme descrito em
Material e métodos. O resultado é representativo de trés experimentos independentes. 94
Figura 21. Avaliacdo da atividade da Urease. Um total de 5 x 108 cél/mL foi cultivado
durante 48 h a 30 °C e 37 °C em meio Christensen’s solido e liquido contendo indicador

de pH vermelho de fenol e solugdo de ureia. A coloracdo rosada indica atividade de
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urease. Pocos contendo apenas o meio foram usados como controle de alteracdo de cor.

Figura 22. A atividade de fosfolipase foi aumentada apds delecdo do gene APN1. As
células foram cultivadas durante 72 h a 30 °C em meio agar contendo gema de ovo. A
presenca de um halo translucido ao redor das coldnias indica atividade de fosfolipase. A
atividade de fosfolipase (Pz) foi mensurada de acordo com Price et al. (1982). Teste
estatistico: test t *p < 0.05. As barras de erro representam o desvio padrdo da amostra.
Experimento representativo de trés com resultados similares entre eles............cccce..... 96
Figura 23. A producdo de melanina por C. neoformans é afetada pela delecdo de APN1
e APN2. As leveduras foram cultivadas em MM durante 144 h a 37 °C, (150 rpm para
meio liquido), na presenca de 1 mM de L-DOPA, ao abrigo da luz. A imagem acima é
representativa do acumulo do pigmento apds 72 h e 144 h de crescimento em meio
indutor. A producdo de melanina é atrasada nos mutantes apn2A e apnlAapn2A, sendo
apenas observada ap6s 144 h de cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos para
incubacéo a 30 °C, em trés experimentos iNdePendentes. ...........covvvverererenesesenennens 97
Figura 24. O tamanho da capsula ndo foi alterado com a delecdo de genes das vias BER
de reparo de DNA. A céapsula foi detectada através do método de exclusdo do nanquim.
As imagens representativas das células observadas sob aumento de 35X para cada
linhagem nas diferentes temperaturas de crescimento. As caixas representam 75 % da
distribuicdo dos dados e as linhas pontilhadas horizontais representam as medianas. As
barras indicam valores minimos e maximos. Teste estatistico Kruskal-Wallis e pds-teste
de Dunn. Resultados representativos de trés experimentos independentes.................... 98
Figura 25. Os genes APN1 e APN2 séo necessarios para a producdo de melanina por C.
neoformans. A) Viabilidade de células de C. neoformans ap6s exposi¢do a metoxiamina
(MX). As células das cepas WT e mutantes foram incubadas em meio YPD liquido por 1
h, a 30 °© C e 150 rpm na auséncia (controle) ou na presenca de MX (0, 0,417, 0,83 ou
1,67 mg / mL). As ceélulas foram entdo lavadas com PBS e o numero de CFUs foi
quantificado. O grafico representa a porcentagem de sobrevivéncia de cada cepa exposta
a MX em comparagdo com a condigéo de controle. O H99 selvagem foi usado como um
grupo de controle para comparacdo estatistica. One-way ANOVA com poés-teste de
Dunnett foi usado para comparar as medias dos resultados de trés experimentos
independentes. As barras de erro representam erros padrdo da media. **** p <0,0001;
*** n <0,001; * p <0,05. B) Producgéo de melanina apos exposicao de células de levedura
a MX. As células de cada cepa foram incubadas com 0,417 mg / mL de MX por 1 h, a 37
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° C, lavadas com PBS, diluidas e inoculadas para analises de producdo de melanina. A
deteccdo visual foi realizada diariamente e fotodocumentada apds 72, 96 e 144 horas de
crescimento. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes. C)
Viabilidade celular de cepas de C. neoformans apds exposi¢cdo a MX e inducdo da sintese
de melanina. Aliquotas de suspensdes de células foram coletadas das placas de ensaio de
melanina apds 144 h de incubacdo, e as células vidveis foram avaliadas por contagem de
UFC. One-way ANOVA com pos-teste de Dunnett foi usado para comparar as médias
dos resultados de trés experimentos iNdependentes. ..........cccvvevvereerieereecesieese e 99
Figura 26. A auséncia dos genes APN em C. neoformans reduziu a sobrevivéncia fangica
em macrofagos in vitro. BMDMs foram co-cultivados por 2 h ou 24 h com diferentes
linhagens de C. neoformans previamente opsonizados com 10 pg/mL de anticorpo 18B7.
Triplicatas de cada linhagem foram adicionadas a placa de 96 pocos contendo o0s
macrofagos M2 em um MOI (multiplicity of infection) de 5:1. (n = 3 experimentos, ***
p <0.001). A) Porcentagem de fagocitose. Os resultados da porcentagem de fagocitose
sdo apresentados como médias + intervalo de confianga de 95% de células fagociticas que
internalizaram o fungo. B) indice de fagocitose. Porcentagem de fagocitose foi calculada
como a relacdo entre macrdéfagos que fagocitaram e todos os macréfagos contados. C)
Contagem de Unidades Formadoras de Colonias (CFU) recuperadas de BMDMs
infectados com diferentes linhagens de C. neoformans, apés 2 h, ou (D) 24 h de infeccéo.
as BMDCs foram lavadas, lisadas com solucdo de SDS (0,05%), semeadas em meio YPD
e incubadas a 30 °C por 48 h. Os resultados sdo apresentados como médias. Os pontos
representam os dados representativos de réplicatas técnicas. Teste estatistico: One-way
ANOVA com pos-teste de Dunnett** p < 0,01. Dados de trés experimentos bioldgicos
Lo L=t o= T L=l g1 (=SOSR 103
Figura 27. Avaliacdo da viruléncia de mutantes apn de C. neoformans usando modelo de
infeccdo por G. mellonella. As larvas foram infectadas na ultima propata esquerda com
10 pL de suspensdo de células (total de 10°) de cepas de C. neoformans (WT, apniA,
apn2A, apnlAapn2A mutantes) ou 10 puL de PBS (controle). Apds a infeccéo, as lagartas
foram incubadas a 37 °C e monitoradas diariamente para avaliacdo da sobrevivéncia. A)
Comparacao entre curvas de sobrevivéncia de largartas infectadas com H99 e apn2A. B)
Comparacdo entre as curvas de sobrevivéncia de lagartas infectadas com H99 e mutante
apnlAapn2A. C) Curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas com WT, apnlA, apn2A,
apnlAapn2A e o Controle PBS. As curvas de sobrevivéncia foram analisadas usando o
teste Log-rank (Mantel-CoOX). ......cooiiiieiiie it 104
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Figura 28. Representacdo da atividade de reparo de lesbes por excisdo de nucleotideos
(NER) em mamiferos. A) LesGes volumosas de DNA que desestabilizam a dupla fita.
Essas lesdes podem advir de diferentes agentes e condic¢des. B) Na via GG-NER (via de
reparo gendmico), lesbes com forte distorcdo s@o reconhecidas diretamente pelo
complexo XPC-RAD23B, que se liga a fita ndo danificada oposta a lesdo. C) TFIIH
interage com XPC-RAD23B e abre 0 DNA com sua subunidade XPB, permitindo que
XPD rastreie 0 DNA até parar no dano. Em seguida, o complexo verifica a modificagdo
quimica (volume) da lesdo. D) O bloqueio de XPD na lesdo permite a formacao do
complexo de pré-incisdo por recrutamento de XPA, RPA e XPG. E) Recrutamento de
ERCC1-XPF para o complexo (por interagdo com XPA) leva a incisdo na por¢ao 5 ' da
lesdo. F) Inicio da sintese de reparo por Pol 6 e Pol k ou Pol € ¢ fatores associados, seguido
por incisdo na por¢ao 3 ' por XPG. G) A conclusdo da sintese de reparo e selagem do
corte por DNA ligase Illa. / XRCCI1 ou DNA ligase I completa o processo. Adaptado de
Yo 0 LT G 0 1 R 137
Figura 29. Representagdo do alinhamento de sequencias XPC/Rad4. Os alinhamentos
foram gerados no programa Blastx usando a sequéncia CNAG_01338 como entrada,
contra os genomas de C. albicans, S. pombe, H. sapiens e S. cerevisiae. Os resultados
foram representados conforme o score de alinhamento. A superfamilia Rad4 foi o
dominio de atividade presente na sequéncia XPC de C. neoformans. Os dominios Rad4

estdo representados conforme posicionamento na sequéncia de XPC de C. neoformans.

Figura 30. O mutante xpcA apresenta fenotipo alterado em resposta ao estresse osmotico
e genotoxico. A) As células foram serialmente diluidas e pipetadas em meio YPD sélido
contendo KCI 1,5 M; NaCl 1,5 M; MMS 0,03%; HU 100 mM e cultivadas durante 48h a
30° C. B) Quantificacdo da porcentagem de sobrevivéncia das linhagens apds tratamento
com Zeocina 0,08%; MMS 0,03% e EMS 0,034%. A contagem de UFC foi realizada e a
porcentagem de sobrevivéncia calculada em relagéo a contagem de UFC em meio sem
estressor e com estressor, dentro de cada linhagem. A linhagem H99 foi usada como
controle. C) Sessdo de placa de UFC obtida apds incubacdo da linhagem XpcA com a
droga Zeocina 0,08%. Setas amarelas indicam tipos diferentes de morfologia de col6nia
observados. Teste estatistico T-student. *denota p< 0.01. Experimento representativo de
LU [ o] 1T v VTSSOSO PR PRR 140
Figura 31. O mutante xpcA apresenta fenotipo alterado em resposta ao estresse oxidativo.

A) As células das linhagens mutantes xpcA e selvagem foram serialmente diluidas e
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pipetadas em placas YPD contendo H20. 5 mM ou MND 300 uM. As placas foram
incubadas em estufa 37 °C, por 48 h. Resultado representativo de trés replicatas. B)
Células foram incubadas em meio YPD liquido contendo H202 3 mM ou MND 100 uM,
a 37 °C, sob agitacdo por 1, e a sobrevivéncia medida por contagem de UFC. Teste
estatistico T-student. *denota p< 0.05; barras de erro representam o desvio padrdo da
amostra. Experimento representativo de triplicata ............ccocovvveiiiieiciesc e 141
Figura 32. Delecédo de XPC reduz a producdo de fosfolipase mas néo interfere na
producdo de melanina ou urease. A) As células foram cultivadas em meio Christensen’s
para analise da producdo e atividade de urease (documentacdo apds 48h de crescimento
em meio indutor); e em meio minimo (MM) suplementado com L-DOPA para avalia¢ao
da producéo e acumulo de melanina (documentacao apds 48 h e 72 h de crescimento em
meio indutor). B) As células foram cultivadas durante 48h a 30 ° C em meio &gar contendo
gema de ovo. H99 foi usado como controle. A presenca do halo translucido ao redor da
col6nia indica atividade de fosfolipase (Pz). A Pz foi mensurada de acordo com (MF, ID,
and LO 1982). Teste estatistico T-student. * p< 0.01; barras de erro representam o desvio
padrdo da amostra. Experimento representativo de triplicata.............cccccccveeveeiennnne. 143
Figura 33. Delecdo do gene XPC ndo interfere no processo de fagocitose por macréfagos.
O experimento de fagocitose foi realizado conforme descrito na se¢do material e metodos.
N&do houve diferenca significativa na porcentagem de fagocitose (A) ou indice de
fagocitose (B) das linhagens selvagem e mutante xpcA por macroéfagos M2, nas condigoes
LECES] Lo TSSO 144
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1. Introducéo

Fungi é um reino diverso de microorganismos eucariéticos (Walker and McGinnis
2014). Cerca de 100 mil espécies de fungos foram descritas até o presente momento, das
quais uma grande porcentagem obtém nutrientes por associagdo com outros organismos,
especialmente plantas (Walker and McGinnis 2014; Cooney and Klein 2008). Muitos
fungos sdo patogénicos e podem causar grande impacto na salde humana, bem como
desencadear danos severos a economia devido a infeccdes em plantagBes e animais
(Walker and McGinnis 2014). Em conformidade a enorme diversidade de organismos, 0s
fungos podem ocupar diferentes nichos na natureza. Certos fungos, tais como Candida
albicans sdo comensais, enquanto outros, como Cryptococcus neoformans comumente de
vida livre, podem se tornar patdgenos oportunistas. Dentre os fungos que infectam
humanos, os quatro maiores patdgenos fungicos sdo C. albicans, C. neoformans,

Aspergillus fumigatus, and Histoplasma capsulatum (J.-Y. Kim 2016)

Patégenos oportunistas sdo tipicamente caracterizados pela literatura médica
como organismos que se tornam patogénicos em decorréncia de perturbacGes no
hospedeiro (por exemplo, queda da imunidade decorrente de doencas, medicamentos,
infecgBes prévias, imunodeficiéncia ou envelhecimento (S. P. Brown, Cornforth, and
Mideo 2012). Oportunistas podem emergir dentre organismos comensais simbiontes,
como Staphylococcus aureus, ou dentre microorganismos do ambiente, como
Pseudomonas aeruginosa (Head and Yu 2004). Ha ainda organismos considerados
oportunistas por oscilarem entre diferentes espécies de hospedeiros como (Bacillus
anthracis) (Lenhart et al. 2012), e C. neoformans.

Mais de 300 milhdes de pessoas sofrem com infeccdes fungicas sérias, resultando em
mais de 1.350 milhdo de mortes (S. P. Brown, Cornforth, and Mideo 2012). InfeccOes
fangicas podem desencadear doencas agudas, como a criptococcose e aspergilose
invasiva, doencas cronicas como aspergilose  broncopulmonar alérgica,
cromoblastomicose, ou ainda doengas de menor impacto, como infecgles superficiais
dérmicas causadas por especies de Candida (Tan and Hsu 2018). Doencas fungicas
podem ocorrer em consequéncia de supressao da resposta imune, ocorrida em diferentes
situagBes, como tratamentos quimioterdpicos de canceres, terapias imunossupressivas
para transplante de 6rgéos, ou tratamentos com corticosteroides contra inflamagdes. Mais
de 90% das mortes associadas a fungos reportadas no mundo resultam de especies de trés

géneros: Cryptococcus, Candida e Aspergillus (S. P. Brown, Cornforth, and Mideo 2012).
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A ineficiéncia de tratamento das doencas, decorrente de diagnosticos inadequados ou
mesmo tardios, podem resultar em efeitos colaterais cronicos, cegueira ou mesmo a

morte.

1.1. C. neoformans

O fungo C. neoformans é um exemplo de patdgeno oportunista de impacto global.
E um basidiomiceto encapsulado de distribuicdo cosmopolita amplamente difundido no
ambiente, sendo principalmente encontrado em excretas de aves, como pombos ou
canarios (Fries and Casadevall 1998). Dentre as espécies de Cryptococcus, a ampla
maioria é considerada de vida livre, sendo poucas as espécies com importancia na
micologia médica. As duas principais espécies patogénicas que atingem humanos sao
Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos A, D, AD) e Cryptococcus
neoformans var. gatti (Sorotipos B e C) (Levitz 1991; Billmyre, Clancey, and Heitman
2017; Kyung J. Kwon-Chung et al. 2014). Novas espécies de Cryptococcus continuam
sendo descobertas, como C. deuterogatti, a partir da identificagdo de variabilidade

gneotipica.

A variacdo C. neoformans é encontrada em forma de levedura em excretas de aves,
especialmente pombos. Comumente, a inalacdo de leveduras ou basididsporos de C.
neoformans ndo induz quadros de infeccdo sintomatica (Figura 1). Contudo, quando em
contato com individuos imunocomprometidos, pacientes transplantados ou portadores do
virus HIV, por exemplo, o fungo pode causar infeccdo grave e desencadear situacoes
clinicas severas como meningoencefalite, podendo culminar no ébito do paciente
(Bicanic and Harrison 2004; Loftus et al. 2005; Xue 2012). A espécie C. gattii €
encontrada em regides geograficas mais restritas. Ao contrario de C. neoformans, C. gattii
é encontrado quase exclusivamente em associacdo com certas espécies de plantas,
incluindo arvores de eucalipto (Byrnes et al. 2011). As infec¢BGes por C. gattii tém
algumas caracteristicas semelhantes as causadas por C. neoformans, no entanto, C. gattii
tende a causar doencas com mais frequéncia em pessoas sem comprometimento do
sistema imune. Além disso, as infec¢des por C. gattii frequentemente se apresentam com
abscessos cerebrais focais, em vez de infec¢bes mais generalizadas do sistema nervoso

central (Byrnes et al. 2011).
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Figura 1 Infeccdo por Cryptococcus. As células de Cryptococcus existem no ambiente associando-se a
varios nichos, incluindo passaros, solo e plantas. Os esporos inalados por humanos podem entrar nos
pulmdes e causar infecgdo pulmonar. As células fungicas também podem ser disseminadas para o sistema
nervoso central (SNC) e causar meningite fngica. Adaptado Xue et al., 2012.

No ciclo de vida de C. neoformans ha reproducdo sexual e assexual.
reproducdo sexual, a conjugacédo entre os dois mating types (formas de acasalamento)
(MATa e MATa) resulta na formacao de micélios dicaridticos, basidios e apds meiose,
basidiésporos, que germinam em leveduras (K J Kwon-Chung, Edman, and Wickes
1992). Até recentemente, a predominéancia avassaladora do tipo de acasalamento a de
ambas as variedades de C. neoformans na natureza e entre os isolados clinicos foi
inexplicada, uma vez que a reprodugdo sexual deve resultar em segregacdo de MATa e
MATa, gerando nimeros iguais de progénie dos dois tipos sexuais (como demonstrado
em cruzamentos de laboratério) (K J Kwon-Chung, Edman, and Wickes 1992). Foi
notado que a maioria das cepas ambientais sdo haploides e heterotalicas, embora poucos
possam ser auto-férteis, produzindo basididsporos sem aparente acasalamento. MATa €
o tipo sexual mais virulento em camundongos e mais comumente encontrados em casos

clinicos de infec¢do por C. neoformans (K J Kwon-Chung, Edman, and Wickes 1992).

Além de sua importancia clinica, C. neoformans é um excelente modelo para
estudar a patogénese dos fungos(Mylonakis et al. 2005; Srikanta, Santiago-Tirado, and
Doering 2014). As sequéncias do genoma de cepas de C. neoformans (JEC21, B-3501 e
H99) foram totalmente sequenciadas. A cepa do sorotipo A (H99), que é a forma
patogénica mais comum (representando mais de 95% dos casos de criptococcose em
pacientes com AIDS) (Loftus et al. 2005). O sequenciamento dos genomas das diferentes
cepas de C. neoformans viabiliza estudos mais completos de ganho de caracteristicas e
impacto das relagbes com o ambiente nas alteragdes genémicas evolutivas, além de
possibilitar a aplicacdo de uma série de técnicas de manipulagcdo genética, incluindo a

delecdo de genes alvo e RNAI (M. S. Kim et al. 2009). Os mecanismos base de viruléncia
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de C. neoformans ja estdo bastante elucidados, com muitos de seus fatores e atributos de
viruléncia ja descritos e bem caracterizados na literatura (O. W. Liu et al. 2008;
Casadevall 2007). Somado a isso, ensaios robustos com modelos animais de infeccéo ja
estdo disponiveis para avaliar o papel dos genes na viruléncia de C. neoformans (J.-Y.
Kim 2016; Garcia-Rodas et al. 2011a; Mylonakis et al. 2005). Todas essas caracteristicas
embasam a utilizagcdo de C. neoformans como modelo para estudos de patogenicidade
fungica.

A Criptococose é uma doenca fungica de impacto mundial, com elevada incidéncia e
morbidade. A maior prevaléncia é observada na Africa Sub-saariana, onde estima-se que
624 mil mortes sejam atribuidas ao Cryptococcus, nimero mais expressivo do que ao
atribuido a tuberculose (Rajasingham et al. 2017; Kyung J. Kwon-Chung et al. 2014;
Bicanic and Harrison 2004). Pacientes tratados, comumente apresentam reincidéncia
devido ao desenvolvimento de resisténcia a drogas antiflngicas, o que resulta em niveis
de mortalidade acima dos 30%. (Sabiiti and May 2012; Srikanta, Santiago-Tirado, and
Doering 2014). O entendimento da dinamica de interacéo entre patdgeno e hospedeiro é
conhecimento chave para elucidar os mecanismos de implementacéo, desenvolvimento e
agravamento de infeccdes. Dentre 0s mecanismos dos microorganismos para ter sucesso
na infeccdo de diferentes hospedeiros, a producéao de atributos de viruléncia, componentes
capazes de promover protecdo fisica e/ou quimica contra as diferentes vias de defesa do

hospedeiro, é uma estratégia associada diretamente a patogenicidade de C. neoformans.

1.2. Atributos de viruléncia de C. neoformans

A hipdtese pioneira sobre evolucdo da viruléncia assume que fatores de viruléncia
expressos pelos patdgenos sdo mantidos para auxiliar a adaptacdo, e aumentar o
crescimento e a dispersdao em/entre hospedeiros (S. P. Brown, Cornforth, and Mideo
2012). Contudo, diversos estudos tém demonstrado que patdgenos oportunistas,
clinicamente definidos como organismos que se tornam patogénicos em decorréncia de
perturbacdes no hospedeiro, ndo se encaixam nessa teoria, jA que seus atributos de
viruléncia permanecem, ainda que em contexto ndo-patogénico (Casadevall and Pirofski
2001; S. P. Brown, Cornforth, and Mideo 2012). Muitos patdgenos apresentam alta
plasticidade fenotipica, sendo capazes de modificar o fenotipo em concomitancia com as

mudangas ambientais.

A interacdo entre fungos patogénicos e as celulas hospedeiras tem papel fundamental
no desenvolvimento de quadros infecciosos (Karkowska-Kuleta, Rapala-Kozik, and
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Kozik 2009; Y. Chen et al. 2017). C. albicans e C. neoformans séo fungos oportunistas
que aumentaram sua capacidade de causar doencas sérias atraves de interagdes com
predadores ambientais, como amebas, ao longo dos milénios de suas existéncias
(Casadevall et al., 2003). A capacidade de sobreviver dentro do organismo hospedeiro
estd diretamente associada a producdo componentes fangicos capazes de combater as
respostas imunoldgicas do hospedeiro, componentes estes chamados de atributos de
viruléncia (Zaragoza et al. 2009; A. J. P. Brown et al. 2013; Nosanchuk, Stark, and
Casadevall 2015; Kozubowski and Heitman 2012; Casadevall and Pirofski 2001). Alguns

desses atributos serdo apresentados a seguir.

A termotoleréncia € um atributo de viruléncia que permite aos microorganismos
crescerem dentro de hospedeiros diversos, inclusive em mamiferos, onde a temperatura
média atinge 36,5 °C. (S. P. Brown, Cornforth, and Mideo 2012). Ela envolve a expressdo
de diferentes genes, dentre os quais os codificadores da proteina calcineurina, uma
fosfatase depedente de Ca®*/calmodulina, e da proteina Rasl. Organismos mutantes
incapazes de sintetizar tais proteinas mostraram sérios problemas de crescimento in vitro
a 37 °C (D.-H. Yang et al. 2017; Bloom et al. 2019). A termotolerancia permite que o
fungo C. neoformans possa crescer e proliferar em temperaturas entre 35-39 °C.
Linhagens mutantes com defeitos de crescimento a 37 °C tendem a ser hipovirulentas,
sendo este um dos primeiros fenotipos avaliados no estudo de delecdo de genes em

Cryptococcus (Esher, Zaragoza, and Alspaugh 2018; Bloom et al. 2019).

A capsula polissacaridica é um atributo de viruléncia de C. neoformans muito
estudado. Essa € constituida por polissacarideos antigénicos, tais como
glicuronoxilomana (GXM), galactoxilomana (Galxm) e manoproteina (MP) (Zaragoza et
al. 2009). A producdo da capsula exige uma complexa organizacdo das vias metabdlicas
afim de fornecer os precursores de energia celular e carboidratos necessarios para montar
rapidamente essa estrutura complexa (Zaragoza et al. 2009). Oscar Zaragoza e
colaboradores (2009) descreveram a cinética de producéo da capsula, e identificaram que
0 custo energético do processo de biossintese da capsula é altamente dependente de uma
mitocondria intacta, e que o crescimento da capsula ocorre primariamente durante a fase
G1 do ciclo celular (Zaragoza et al. 2009). A capsula polissacaridica envolve a célula de
C. neoformans, evitando a fagocitose, bloqueando a apresentagéo de antigenos as células
T, suprimindo a producéo de citocinas inflamatdrias e reduzindo sintese das proteinas do

complemento (Zaragoza et al. 2009). A inducéo da sintese da capsula ocorre em resposta
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a diversas condicOes associadas ao hospedeiro, como pH neutro/alcalino, niveis altos de
COo, e privacgdo de ferro, 0 que demonstra a importancia da capsula para a viruléncia de
C. neoformans (Zaragoza and Casadevall 2004; Zhou et al. 2020; Zaragoza et al. 2009).

A melanina é um polimero pigmentado de coloragdo preta ou marrom, hidrofébico e
com carga residual negativa, produzido via oxidagdo de catecolaminas que se acumulam
na parede celular de C. neoformans (Nosanchuk, Stark, and Casadevall 2015). A melanina
protege as células fangicas contra o estresse oxidativo, fagocitose, acdo de antifingicos e
também modifica a resposta imune do hospedeiro (Nosanchuk, Stark, and Casadevall
2015; Y. Wang and Casadevall 1994). A formacdo da melanina requer a acdo de uma
enzima fenol oxidase, identificada como lacase, que pode sintetizar melanina a partir de
precursores como L- e D- Dopa, dopamina, epinefrina e norepinefrina (ZHU and
WILLIAMSON 2004). C. neoformans apresenta dois genes descritos para lacase, LAC1
e LAC2, ambos séo induzidos por privagédo de glicose (ZHU and WILLIAMSON 2004;
Piscitelli et al. 2011). LAC1 é o principal responsavel pela sintese de melanina,
apresentando niveis de transcrito basal maiores. O gene LAC2 é adjacente ao LAC1 no
genoma e apresenta 75% de identidade de nucleotideos com LAC1. Mutantes para o gene
LAC2 apresentaram apenas um modesto atraso na producdo de melanina (PR 1997). A
producdo da capsula e da melanina por C. neoformans contribuem para que o fungo
escape da imunidade dos hospedeiros. A delecdo de genes associados a producdo de
melanina e capsula reduzem significativamente a viruléncia de C. neoformans, reduzindo
a letalidade em ensaios com camundongos, contribuindo significativamente para a
patogénese deste fungo (BL and JD 2003; Sabiiti et al. 2014).

As fosfolipases formam um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam ligacdes
éster em glicerofosfolipidios e deste modo, desestabilizam membranas, promovendo a
lise celular e a liberacdo de lipidios como segundos mensageiros (Ghannoum, 2000;
Schmiel and Miller, 1999). Ao menos duas enzimas com atividade fosfolipasica foram
descritas como fatores de viruléncia em C. neoformans. A fosfolipase B (Plb) é
importante para a sobrevivéncia e replicacdo das leveduras no interior de fagocitos e para
a disseminacéo fungica (Djordjevic 2010). A fosfatidil-inositol fosfolipase C (Plc) auxilia
na manutencgédo da morfologia celular e integridade da parede celular. A delecdo do gene
PLB1 em C. neoformans reduz drasticamente a sobrevida das leveduras ap6s ensaios com
macrofagos, além de causar alteracbes morfoldgicas que resultaram em tamanho celular

aumentado (Djordjevic 2010).
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Outro importante atributo de viruléncia é a enzima hidrolitica urease secretada por
Cryptococcus, que catalisa a hidrélise da uréia em amdnia e carbamato resultando em
aumento do pH (Feder et al. 2015). Mutantes para o gene URE1 em C. neoformans
causam, em modelo murino, menor taxa de mortalidade quando comparados aos animais
infectados com o tipo selvagem (Djordjevic 2010). A producéo de urease facilita a evasao
fangica de células hospedeiras e facilita a difusdo para o sistema nervoso central
(Djordjevic 2010).

Hospedeiros mamiferos tém sua imunidade celular mediada por células fagociticas,
as quais combatem infec¢bes fungicas. Macrofagos, neutrofilos e outras células
fagociticas geram altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN)
que sdo toxicas para a maioria dos patégenos por causar danos em biomoléculas, como
DNA, proteinas e lipidios (Hori et al. 2009; Cooke et al. 2003; Salmon et al. 2004). A
producdo de ERO e ERN pelos hospedeiros implica na neutralizacdo de patdgenos
fangicos como A. fumigatus, C. albicans, e C.neoformans (Casadevall 2007). Essa
afirmativa é baseada na correlagcdo positiva existente entre a resisténcia de cepas
selvagens e susceptibilidade de cepas mutantes para genes envolvidos no estresse
oxidativo in vitro, e os respectivos fenotipos de viruléncia e aviruléncia destas cepas em
modelos murinos de infeccdo (Chauhan, Latge, and Calderone 2006; Forche et al. 2011;
Belfield et al. 2014; Missall, Pusateri, and Lodge 2004)

Sabe-se que C. neoformans ndo apenas resiste a morte pelo macréfagos apos a
fagocitose, como também continua a se replicar por brotamento em meio ao ambiente
celular adverso, além de escapar do macrdfago sem causar a lise de células do hospedeiro
(Nicola et al. 2011). A capacidade de sobreviver e replicar em ambiente hostil sugere que
o fungo possua mecanismos apurados ndo apenas para neutralizar as espécies reativas a
gue é exposto, mas também de reparar os danos celulares causados pelo estresse oxidativo

e nitrosativo.

A grande diversidade de ambientes nos quais C. neoformans pode ser encontrado
denota a capacidade de adaptacdo que este fungo possui. Alguns microorganismos
patogénicos também possuem caracteristicas adaptativas relacionadas a troca de nichos
ambientais por ambientes intra-hospedeiro. No estudo do processo de adaptacdo desses
organismos, descobriu-se que um dos mecanismos envolvidos no ganho de atributos que

favorecem a transicdo de ambientes é a alteragdo do genoma (Adam, Dabin, and Polo
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2015; Hoff et al. 2018; Morrow and Fraser 2013; Y. Chen et al. 2017; Glassner et al.
1998). Naturalmente, processos que envolvem modificacdo genéticas e mutacdes sdo
aleatorios e seletivos, funcionando como gargalos microevolutivos no contexto patégeno-
hospedeiro (Cagney et al. 2006; Sullivan et al. 1996; Geacintov and Broyde 2017,
Billmyre, Clancey, and Heitman 2017)

1.3. Mecanismos de reparo de DNA

Molécula mais preciosa dentro das células, o DNA é alvo de diferentes tipos de lesdes
geradas por uma infinidade de estresses induzidos pela interacdo patdégeno-hospedeiro. A
correcdo de danos ao DNA ¢ indispensavel para a sobrevivéncia e patogenicidade dos
fungos. Além do impacto indiscutivel das vias de reparo do DNA na manuten¢do da
integridade do DNA e perpetuacdo das espécies, 0s mecanismos do metabolismo do DNA
também envolvem outros processos celulares importantes, como controle de importantes
cascatas de sinalizacdo, modulacéo da transcricdo de genes oxidativos e responsivos ao
estresse, modulacgéo integridade do DNA mitocondrial (mtDNA) e fungfes mitocondriais,
e influéncia direta na producéo de atributos de viruléncia em patdgenos. Dentre eles, 0s
mecanismos de reparo do DNA também modulam a formacdo de fenotipos mutantes,
intrinsecamente relacionados a variabilidade flngica, adaptacdo a sobrevivéncia e

patogénese dentro do hospedeiro.

As células precisam de mecanismos para garantir a estabilidade do genoma, e a
recuperacdo da estrutura da molécula de DNA ap0és lesdes induzidas por situacdes de
estresse. Sdo consideradas lesdes as alteracdes na estrutura da molécula de DNA, as quais
podem ser desencadeadas por diferentes situagdes. Insercées, delecbes, modificacdes e
oxidacdo sdo algumas das alteragdes que atingem as bases nitrogenadas do DNA,
podendo desencadear erros nas janelas de leitura das sequéncias, truncamento de genes e
produtos génicos, além de bloqueios transcricionais e replicativos. E possivel dividir as
lesbes do DNA em grupos de acordo com sua origem, em espontaneas ou induzidas, e

estas em enddgenas e exdgenas (Lombard et al. 2005; L. T and DE 2000).

As lesdes mais comuns sdo perdas de bases da dupla fita de DNA. Apesar da ligacdo
N-glicosidica entre a base do DNA e a desoxirribose ser relativamente estavel, é possivel
que haja a reacdo de hidrolise espontdnea com moléculas de agua, liberando a base
nitrogenada e formando um sitio abdsico no DNA (Lindahl and Ljungquist 1975; L. T
and DE 2000). S&o formados cerca de 10° sitios abasicos (ou AP), por célula, por dia, e
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estes podem bloquear processos celulares como replicacdo e transcricdo (Fung and
Demple 2005). Outros exemplos de lesdes esponténeas sdo a desaminagdo de bases
nitrogenadas, onde a amina € removida das bases gerando problemas na codificagdo, e

erros durante o processo replicativo.

As lesdes no DNA também podem ser induzidas por fatores enddgenos ou exdgenos.
Produtos ou bioprodutos do metabolismo e outros processos celulares podem ser
altamente reativos. As espécies reativas de oxigénio (ERO), como o oxigénio (O>),
peroxido de hidrogénio (H20:) e ions hidroxila (OH), bem como as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), oxido nitrico (NO") e dioxido de nitrogénio (NOZ2"), séo os bioprodutos
mais frequentes nas células (Salmon et al. 2004; Madeo et al. 1999). Os ions hidroxila
sd0 0s mais reativos, uma vez que reagem com praticamente todas as biomoléculas,
enguanto as demais espécies reativas sdo mais especificas. Quando as espécies reativas
reagem com o DNA a principal consequéncia é a formacao de bases oxidadas, como a
conversdao da guanina em 8-oxo-desoxigunosina (8-0xo-dG). A formagéo da 8-oxo0-dG
favorece o surgimento de mutacfes de transversdo GC — TA, uma vez que a adenina
possui maior afinidade de pareamento com a 8-oxo-dG do que com a citosina (Agnez-
Lima et al. 2012; Boiteux, Gellon, and Guibourt 2002). Sitios

Fatores externos, como por exemplo a radiacdo ultravioleta (RUV), causam lesdes
caracteristicas no DNA. A RUV do sol é o tipo mais comum de radiacdo sofrida por
organismos de vida livre. A radiacdo do tipo UV-A gera fotoprodutos secundarios como
radiais livres, enquanto raios UV-B causa a formacdo de dimeros ciclobutano de
pirimidinas (CPDs) e 6-4 fotoprodutos (6-4 PPs)(Fortini and Dogliotti 2007; Rastogi et
al. 2010). Tais lesdes geram distorcdo da dupla fita de DNA e culminam no
comprometimento da atividade de complexos replicativos e transcricionais. Outro
exemplo de lesdes por fatores exdgenos sdo as quebras de fita simples (SSBs) ou de fita
dupla (DSBs) do DNA em decorréncia de radiacdo ionizante (IR), como raios gama ou
raios X (JF 1994; Fortini and Dogliotti 2007; Hoff et al. 2018). Além das radiagdes, uma
série de quimicos possuem alta capacidade de gerar danos ao DNA, o0s quais serdo

discutidos posteriormente.

Apesar da contagem de lesbes ser amenizada pela compartimentalizagéo e
enovelamento da molécula de DNA, a organizacéo fisica da molécula néo seria capaz de,

por si, proteger a integridade das sequencias de DNA. Diante disso, mecanismos de
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correcdo dos danos gerados, como vias de reparo de DNA, sdo necessarios, para a
manutencdo da estabilidade do genoma e sobrevivéncia celular (McKinnon 2013; Shiloh
and Lehmann 2004; Lukas, Lukas, and Bartek 2011; Lombard et al. 2005). A manuten¢éo
da fidelidade das moléculas de DNA ao longo das geracdes é mantida pela atuacédo de
sistemas multiproteicos complexos, responsaveis pela leitura diagnostica das bases e
topologia da dupla fita de DNA, identificagdo de lesdes de bases nitrogenadas e reparacéo
das moléculas lesionadas antes da replicacdo do DNA (Shiloh and Lehmann 2004; Lukas,
Lukas, and Bartek 2004).

Os sistemas de reparo de DNA podem variar em complexidade e sdo diferentemente
ativados de acordo com as pressfes do ambiente (Mark R. Kelley, Kow, and Wilson
2003). Os sistemas de reparo de DNA séo divididos em sistemas de exciséo de bases e
nucleotideos, reparo de fita simples e de fita dupla, reparo ndo-homologo e de bases nao
pareadas (mismatch) (M.R. Kelley and Fishel 2016b). Cada sistema é especializado na
correcdo de lesdes especificas, crescendo em grau de complexidade de acordo com a
severidade da leséo (M.R. Kelley and Fishel 2016b; Wallace 2014; RD 1996). Um resumo

esquematico das principais lesdes e as vias de reparo de DNA envolvidas no

reconhecimento de cada uma delas é apresentado na Figura 2.
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Figura 2. Especificidade das vias de reparo de DNA. Representacdo esquematica da interacdo entre agentes
causadores de danos no DNA, tipos de lesdes geradas e as vias de reparo responsaveis por cada processo.

Conexdes em amarelo representam anormalidades no pareamento. BER- Reparo por excisdo de bases;
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NER- Reparo por Excisdo de nucleotideos; DSBR- reparo de quebra de dupla fita;, MMR- reparo de
mismatch. Adaptado (Alexander, Kim, and Walker 2010).

As vias de reparo do DNA, em geral, seguem cinco etapas: reconhecimento,
recrutamento, remocéo, reconstrucao e reintegracdo. Cada uma dessas etapas é mediada
por uma infinidade de enzimas, altamente conservadas em eucariotos (Mark R. Kelley,
Kow, and Wilson 2003). A etapa de reconhecimento detecta e localiza o0 dano. Na etapa
de recrutamento, as proteinas estabilizam o local do dano, recrutam outras proteinas
envolvidas no reparo e fornecem uma estrutura na qual essas proteinas podem se fixar e
trabalhar. A etapa de remocdo livra a fita de DNA das bases danificadas e processa o local
da leséo para receber a (s) base (s) ndo danificada (s). A etapa de reconstrugédo insere
novos nucleotideos para preencher a lacuna e a etapa de reintegracdo restaura a
configuracdo correta da hélice de DNA por meio da remocdo de retalhos, cortes de

selagem e extremidades de ligacdo (M.R. Kelley and Fishel 2016a).

Os mecanismos de reparo do DNA e suas enzimas especificas parecem
desempenhar diferentes papéis e graus de importancia em fungos patogénicos e néo-
patogénicos. Numerosos estudos foram publicados sobre o impacto dos mecanismos de
reparo de danos ao DNA na levedura ndo-patogénica Saccharomyces cerevisiae. O
assunto pode ser revisado nos trabalhos de Boiteux e Robertson (2017) e de Chalissery e
colaboradores (2017) (Boiteux e Jinks-Robertson 2013; Chalissery et al. 2017).

O entendimento dos mecanismos de reparo do DNA de S. cerevisiae produz uma
base forte para comparagdes com outros mecanismos de reparo de DNA de leveduras, em
geral. Contudo, a correlacdo entre os mecanismos de reparo do DNA de leveduras nédo-
patogénicas e patogénicas deve sempre considerar as diferencas na biologia e no ambiente
de cada organismo, uma vez que ha divergéncia na intensidade e natureza dos estressores
caracteristicos de cada nicho. Para uma melhor andlise comparativa, alguns dos
componentes enzimaticos das principais vias de reparo de DNA e seus homologos em

diferentes espécies, foram buscados na literatura e organizados na Tabela 1.
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Tabela 1 Lista de componentes das vias BER, NER e MMR.

S. C. C. albicans S. pombe A.nidulans = H. sapiens
cerevisiae neoformans
Ntg2 Ntgl Ntgl Ntgl AN10978 NTG1
x Ogol Oggl Oggl - ANG6682 0OGG1
% Apnl Apn2 Apnl Apn2 AN3947 APE1
Apn2 Apnl Apn2 Apnl AN4736 APE2
Ungl Ungl C3 06400C_A Ungl AN7435 UDG1
Rad2 Rad?2 Rad?2 Rad13 AN5216 Xpg
Rad14 Rad14 Rad14 Rhp14 AN3784 Xpa
Radl Radl Radl RAD16 AN8713 Xpf
p Radl0 Rad10 Rad10 SWI10 AN4331 Erccl
% Rad4 Rad4 C3_07660W_A Rph4l AN3890 Xpc
Rad27 Rad27 CR_04560C_A RAD2 AN2764 FEN1
Rad23 Rad23 Rad23 Rph23 AN2304 hHR23B
Rad26 - CR_07910C_A Rhp26 cshA Csb
Rad28 - C3 02770C_A Cknl AN5235 Csa
Msh2 Msh2 Msh2 MSH2 AN10621 MSH2
Msh3 Msh3 Msh3 Msh3 AN3749 MSH3
MIlh1 Mih1 Mih1l Mih1l ANO0126 MLH1
% Pmsl Pmsl Pmsl PMS1 AN11853 PMS2
s Mih2 - - - - PMS1
Mih3 - MIh3 - AN4365 MLH3
Exol Exol Exol EXO1 AN3035 EXO1

- homdlogos néo identificados.

No contexto dos fungos, a interacdo com o ambiente e a adaptacdo as variagdes
de condicdes de estresse requerem a eficiéncia de algumas vias de reparo, em especial as
vias de reparo de lesdes de radiacéo, e reparo de les6es oxidadas (Chauhan et al. 2005; Y.
Chen et al. 2017; Cagney et al. 2006; Magditch, Liu, Xue, and Idnurm 2012). Quando as
lesbes no DNA sdo fixadas e replicadas para as células-filhas, recebem o nome de
mutacdes (Rosenberg 1997). No contexto geral, existem evidéncias de que, em
microrganismos, a variacdo fenotipica e microevolucdo sdo geradas, dentre outros
mecanismos, a partir de mutacées no DNA. S&o exemplos, o descrito para Pseudomonas
aeruginosa, cujos isolados de pacientes com fibrose cistica sdo hipermutados quando
comparados aos isolados do ambiente (Oliver et al. 2000); e a hiperviruléncia conferida
por mutacdo pontual em Candida glabrata (Brunke et al. 2014). E importante salientar
que a geracdo de mutagdes € um processo regulado por um equilibrio dindmico entre a
estabilidade e a instabilidade da molécula de DNA, mediado principalmente pelos
sistemas de reparo de DNA. Nesse contexto, a falha da atividade de reparo pode promover

0 aumento nas mutagdes em diferentes genes e tais mudancgas podem ser importantes para
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a adaptacéo de fungos a diferentes situacdes e hospedeiros (Aravind, Walker, and Koonin
1999).

As espécies de Cryptococcus sofrem microevolucdo tanto in vitro durante a
cultura de laboratério quanto in vivo durante o curso da doenca (Sullivan et al. 1996; Fries
and Casadevall 1998). Alguns isolados clinicos s&o hipermutados e carregam mutagoes
na via MMR de reparo DNA, especialmente o gene MSH2 (Boyce et al. 2017). Cepas
hipermutadas carregando mutacGes em MSH2 também foram encontrados em uma das
trés expansdes clonais do surto de Cryptococcus deuterogattii na regido noroeste do
Pacifico dos Estados Unidos e Canada (Billmyre, Clancey, and Heitman 2017; RB, SA,
and J 2017). Boyce e colaboradores (2020) caracterizaram ainda uma mutagao no gene
POL3 que causa uma substituicdo de aminoacido D270G na subunidade delta da DNA
polimerase, e que essa mutacao € responsavel pelo fenotipo hipermutador da cepa ATCC
24067 de Cryptococcus deneoformans. Os autores afirmam a probabilidade de que esta
mutacao seja um fator importante na geracdo rapida de cepas microevoluidas (Boyce et
al. 2020).

1.4. As vias BER e NER em fungos

A via de reparo de DNA por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision
Repair) é a via responsavel pelo reconhecimento da integridade do DNA apés lesdes ndo-
volumosas, geradas pela desaminacdo, oxidacdo ou metilacdo de bases (Bhakat et al.
2009; Hazra et al. 2007). Sitios abasicos e quebras de fita simples sdo as lesdes mais
comumente identificadas e reparadas pela BER. O inicio da via BER ocorre com o
reconhecimento da lesdo por enzimas DNA glicosilases, as quais iniciam o reparo pela
hidrolise da ligacdo N-glicosidica entre o acUcar e a base danificada, gerando um sitio
abasico, também chamado de sitio AP (sitio Apurinico/apirimidinico) (Krokan and Bjgras
2013a). Se o reparo for iniciado por uma glicosilase monofuncional, o sitio AP gerado é
reconhecido por endonucleases Apurinica/apirimidinica (Apn) que catalisam a clivagem
da ligagdo fosfodiéster, expondo um grupo 3’-hidroxil e o 5’-fosfato da desoxiribose
(dRP) (Hanna et al. 2004a). Apos a acdo das AP-endonucleases, a via BER pode seguir
por duas sub-vias, a via curta ou a via longa, dependendo da natureza da leséo, do tipo da
DNA glicosilase que remove a base danificada, da cinética de competicdo entre as
enzimas, bem como do nivel de expressao das diferentes proteinas da via BER. O reparo
é finalizado com a acdo da DNA ligase | ou Il selando a ligacdo fosfodiéster (Wallace
2014) (Figura 3).
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Em células saudaveis, a maioria das quebras de fita simples (SSBs) vém de
espécies reativas de oxigénio (ERO) enddgenas, € a via BER é a primeira linha de resposta
a essas lesdes. No contexto patogénico, a sobrevivéncia dos microorganismos dentro dos
hospedeiros depende de mecanismos eficientes contra o burst oxidativo induzido por
células fagociticas (Bauernfeind and Hornung 2013; O. W. Liu et al. 2008; Upadhya et
al. 2013b).

A atividade global da via BER pode mudar de acordo com o organismo. Em
fungos, as etapas iniciais da via BER em S. pombe apresentam alteracGes em relacéo a C.
albicans e S. cerevisiae, por exemplo. Em S. cerevisiae, 0s mutantes apnlA ¢ apn2A sio
sinérgicos em relagdo a hipersensibilidade a MMS, com apnlA sendo responsavel por
mais de 90% da atividade AP-endonucleésica (Robert E Johnson et al. 1998). Diferente
de S. cerevisiae, 0 mutante apnlA de S. pombe foi insensivel a agentes genotoxicos,
incluindo MMS, o que sugere que Apnl ndo repara sitios AP em S. pombe, e a proteina
Apn2 funciona predominantemente na remocéo de lesdes (Dindial Ramotar et al. 1998).
Em C. neoformans a proteina Apn2 foi caracterizada de maneira generalista, em um
estudo desenvolvido por Jung e colaboradores (Jung et al. 2015b). Jung demonstrou, por
analise in silico dos dominios de atividade, que a proteina Apn2 apresenta atividade de
fator de transcri¢cdo em C. neoformans. Entretanto, ndo foram realizados testes especificos
quanto a sua atividade de reparo de DNA associada a Apnl.
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Apn1

Figura 3. A via de BER de S. cerevisiae. Os sitios AP (“O” vermelho) sdo gerados por perda espontanea
de base ou por atividade de uma N-glicosilase no DNA. Apnl e Apn2 cortam o backbone na porgao 5 ' de
um sitio AP para iniciar o caminho principal para o reparo; o 5-dRP resultante é removido pela
endonuclease Rad27 5 '-flap. O processamento do sitio AP também pode ser iniciado pela Ntgl ou Ntg2
liase, que cliva a fita na porgcdo 3 ' da lesdo. O 3'-dRP resultante pode ser removido pela atividade 3'-
diesterase de Apnl/ Apn2 ou como parte de um oligonucleotideo gerado por Rad1-Rad10. Finalmente, a
lacuna é preenchida pela DNA Pol &, e a estrutura ¢é selada por DNA ligase 1. Adaptada de (Boiteux and
Jinks-Raobertson 2013a).

A via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER do inglés Nucleotide Excision
Repair) é dividida em duas grandes vias, o reparo pela via NER pode ser gendmico-global
(GG-NER) ou acoplado a transcricdo (TC-NER). A via GG-NER ¢ iniciada quando sao
identificadas estruturas em bolha no DNA, geradas por problemas no pareamento de bases
(Prakash and Prakash 2000). Ja a via TC-NER tem seu inicio quando ha o bloqueio da
passagem da RNA polimerase Il na fita que esta sendo transcrita (Fousteri and Mullenders
2008). Apos o reconhecimento das lesdes, as vias GG-NER e TC-NER desencadeiam
praticamente 0s mesmos processos na excisao de cerca de 24-32 nucleotideos associados
a lesdo pelas proteinas Rad2 e RAD1-Rad10. A proteina replicadora (RPA) estabiliza a
fita ndo lesionada enquanto a polimerase e ligase 1 preenchem o espaco vazio (Hanawalt
2003; Prakash and Prakash 2000).

Em leveduras, a via NER é realizada em varias etapas (Evert et al. 2004; Jung et

al. 2015a). O primeiro passo € a ligagdo do complexo formado pelas proteinas Rad4-
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Rad23 (Guzder et al. 1998; Min and Pavletich 2007). Este complexo é o responsavel pela
diferenciacéo entre DNA danificado e ndo danificado in vitro, e é a base de formagao do
complexo NER. Em seguida, o complexo Rad4-Rad23 recruta o Fator de Transcrigéo 1l
H (TFIIH), responsavel por desenovelar localmente 0 DNA, permitindo o recrutamento
das endonucleases Rad2 e do heterodimero Rad1-Rad10 que promovem a incisdo do
DNA danificado (Drapkin et al. 1994; Guzder et al. 1995). Em seguida, as proteinas
Rad14 e RPA se ligam ao ssDNA criado por TFIIH na tentativa de estabilizar o complexo
de pré-incisdo (O D Schérer and Scharer 2009; Staresincic et al. 2009). Por fim, uma
DNA polimerase € recrutada para preencher a lacuna do ssDNA, seguida por uma DNA

ligase fechando o gap da fita com a ligagdo fosfodiéster do DNA (Overmeer et al. 2010).

Nos fungos filamentosos, o papel da via NER na resposta a danos no DNA ainda
ndo foi bem caracterizado. Abordagens genéticas destinadas a identificar componentes da
via NER tém sido frustradas pela presenca de vias NER redundantes. Um grande nimero
de mutantes sensiveis a genotoxina foi isolado em Neurospora crassa e Aspergillus
nidulans e, entre eles, ortdélogos de genes NER (Hatakeyama et al. 1998; Yajima et al.
1995). No entanto, pesquisas nos bancos de dados de sequéncias de DNA de fungos
disponiveis mostram claramente que os componentes do complexo de reparo da via NER

séo conservados em fungos filamentosos.

O fungo C. neoformans foi considerado uma espécie dominante em ambientes
altamente radioativos, como as piscinas de resfriamento de reatores nucleares, a
estratosfera e reatores nucleares danificados em Chernobyl (Jung et al. 2016a; Dadachova
and Casadevall 2008). Embora algumas evidéncias apoiem o envolvimento da producéo
de melanina como mecanismo de resisténcia de C. neoformans a radiacdo, a participacdo
de mecanismos de reparo de DNA também foi descrita (Y. Wang and Casadevall 1994;
Dadachova and Casadevall 2008; Jung et al. 2016a). O estudo de genes afetados pela
radiacdo gama por meio da analise do transcriptoma de todo o genoma identificou que 0s
genes envolvidos nos sistemas de reparo de danos ao DNA foram regulados
positivamente em resposta a radiacdo gama (Jung et al. 2016b). Particularmente, a delecédo
de recombinase RAD51 e de dois genes de ATPases dependentes de DNA, RAD54 e
RDH54, aumentaram a suscetibilidade celular a radiacdo gama e aos agentes que
danificam o DNA (Jung et al. 2016a). Verma e colaboradores (2019) observaram que a
auséncia de determinados dominios da proteinas Rad23 influenciava a transcricdo de

genes envolvidos na viruléncia de C. neoformans (Verma, Shakya, and Idnurm 2019). A
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caracterizacdo de dominios especificos de Rad23 revelou que o dominio de ligacdo a XPC

(Rad4) é necessério para resisténcia a radiagdo, mas dispensavel para viruléncia.

S. pombe apresenta diferencas em sua resposta a radiacdo UV, em comparacao
com a levedura S. cerevisiae (Skoneczna, Kaniak, and Skoneczny 2015). Isso é explicado
em parte pelo fato de S. pombe possuir uma via extra (UVER) para excisdo de
fotoprodutos UV, além do reparo por excisdo de nucleotideos (NER) (G. H. Goldman,
McGuire, and Harris 2002; Skoneczna, Kaniak, and Skoneczny 2015). No inicio da
década de 1990, a clonagem de homdlogos de genes NER de S. pombe possibilitou a
obten¢do de mutantes com a delegé@o dos genes RAD13, RAD15 e RAD16 em S. pombe,
mas, apesar da deficiéncia da via NER, os mutantes ainda foram capazes de reparar lesdes
UV (Takao et al. 1996; McCready, Carr, and Lehmann 1993). Anos mais tarde, estudos
realizados por Bowman e colegas (1994) identificaram uma nova endonuclease com
atividade de reparo de lesdes UV, com capacidade de clivar os principais fotoprodutos,
como dimeros de pirimidina (Bowman et al. 1994). Foi demonstrado que uma linhagem
S. pombe mutante para a nova endonuclease UV e componentes da via NER,
simultaneamente, foi completamente incapaz de reparar danos induzidos por UV
(Yonemasu et al. 1997). Diante disto, 0s autores provaram a existéncia de uma segunda
via de reparo por excisdo para correcdo de lesdes induzidas por UV em S. pombe, a
resposta ao dano UV (UVDR) em que as enzimas UVDE (endonuclease de dano por UV)
UVEL ou UVDE desempenham papéis centrais.

Em situacBes em que multiplas vias processam uma mesma lesdo no DNA, a
eliminacdo de uma via pode muitas vezes ser compensada por vias alternativas(PW et al.
2001; Swanson et al. 1999). As lesdes que escapam ao processo de reconhecimento e
correcdo adequados pela via NER podem ser reparados pelavia BER (S. T, S, and S 2017;
Swanson et al. 1999). As vias de reparo sdo especializadas e redundantes ao mesmo
tempo, proporcionando uma maior cobertura do processo de correcdo das lesdes,
reduzindo assim a instabilidade genética.(S. T, S, and S 2017; Swanson et al. 1999; PW
et al. 2001).Estudos com S. cerevisiae demonstraram que lesdes oxidativas no DNA séo
processadas ndo apenas por BER, mas também por NER, recombinagédo e reparo da
sintese de translesdo (Swanson et al. 1999). A sensibilidade (morte celular) aos agentes
oxidantes ndo é observada, a menos que Varias vias sejam eliminadas simultaneamente.

Esses dados sugerem que as vias de BER, NER e recombinacdo tém especificidades
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sobrepostas na remogdo ou tolerancia a danos oxidativos exdgenos ou espontaneos de
DNA (Swanson et al. 1999).

A redundéncia dos sistemas de reparo de DNA pode ser comprovada por ensaios
de laboratorio. N&o raramente, estudos com cepas mutantes de reparo de DNA projetadas
resultam em pequenas ou nenhuma mudanca nos fenétipos em comparagéo com cepas de
tipo selvagem (Xiao and Chow 1998; Xiao et al. 2001; W. Yang 2011; Boiteux and
Guillet 2004a; Hanna et al. 2004a; Melanie Legrand et al. 2008; Kondo et al. 2010). Esses
resultados, se analisados apenas isolados, fornecem interpretac6es errdneas do padrao real
de genes e vias especificas na sobrevivéncia da levedura e na resposta ao estresse. Estudos
com C. albicans demonstraram que a interrupgédo dos genes BER APN1, NTG1 e OGG1,
bem como dos genes NER RAD2 e RAD10 ndo induziu mudancas significativas na
morfologia das colbnias, tempo de duplicacdo, filamentacdo ou producdo de
clamidosporos, em comparacdo com as cepas de tipo selvagem(Melanie Legrand et al.
2008). Em S. cerevisiae sem dois genes de endonuclease AP (APN1 e APN2), a delecéo
de NTH1 e NTH2 suprimiu parcialmente a morte induzida por MMS (Collura, Auffret
Van Der Kemp, and Boiteux 2012). A delecdo simultdnea de NTH1, NTH2 e OGG1
também foi necessaria para suprimir o fenotipo letal do mutante apnlAapn2AradiA
(Guillet and Boiteux 2002). Em S. pombe, maglAdapn2A, maglAnthlA e maglArad2A
duplo mutantes exibiram resisténcia a MMS aumentada em comparacdo com mutantes
unicos apn2A, nthiA e rad24, respectivamente, indicando o envolvimento de diferentes

vias e proteinas no reparo de danos por alcilacdo (Alseth et al. 2005).

Em leveduras, as mutagdes nos genes RAD1, RAD2, RAD4 e RAD10, da via NER,
e no gene APN1 da via BER, sdo sinérgicas em relacdo a morte por MMS, um agente de
metilagdo que gera sitios AP no DNA (Xiao and Chow 1998). Outro estudo mostra que
as mutagdes nos genes RAD2, RAD4 e RAD14 aumentam fortemente a sensibilidade ao
MMS de cepas que que possuem mutagdes nos genes APN1 e APN2 (Torres-Ramos et al.
2000). Embora muito sensiveis ao MMS, esses mutantes sdo viaveis (Torres-Ramos et al.
2000). Vias ou fatores independentes de MMR que podem processar alguns tipos de
lesGes do tipo mismatch no DNA sdo a via NER, algumas glicosilases da via BER, e a
endonuclease FEN-1 (Kunz and Fleck 2001).
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1.5. As AP-endonucleases

Enzimas AP endonucleases sdo caracterizadas por usarem a dgua para mediar a
clivagem de ligacdes fosfodiester, produzindo um nick de 5’-desoxiribose-5-fosfato (Hadi
et al. 2002b). Esse mecanismo difere do realizado por glicosilase/liase que produz nicks
com sitios abasicos insaturados, derivados da reacdo na porc¢ao 3’ (Hadi et al. 2002b;
Wallace 2014). Estudos moleculares e enzimaticos tém revelado que AP-endonucleases
estdo compreendidas em dois grupos filogenéticos, cada um incluindo membros
procariotos e eucariotos (PW et al. 2001). As proteinas representantes de cada grupo sao
as duas AP endonucleases de E. coli: exonuclease Ill, codificada pelo gene xth, e
endonuclease 1V, codificada pelo gene nfo. A primeira enzima foi descoberta como uma
exonuclease 3’-fosfatase, por isso foi nomeada exonuclease Ill. Posteriormente, foi
detectada a atividade AP-endonucleasica equivalente a exonucleasica (Eisen and
Hanawalt 1999). A enzima Endonuclease IV representa cerca de 5% de toda a atividade
endonucleasica em E. coli, sob condi¢cbes normais, mas a enzima é fortemente induzida
em resposta ao estresse oxidativo (Eisen and Hanawalt 1999; Krokan and Bjeras 2013b;
Shinagawa 1996). Exonuclease IlIl e endonuclease IV sdo estruturalmente néo-
relacionadas e se associam ao sitio AP do DNA de maneira diferente, mas produzem o

mesmo produto apos clivagem (Eisen and Hanawalt 1999; Hanna et al. 2004b).

A principal AP-endonuclease em S. cerevisiae é chamada Apnl e é um homologo
relativamente proximo da endonuclease IV, mas com uma extensdao C-terminal que
contém uma sequéncia de localizagdo nuclear (Fung and Demple 2005; Boiteux and
Guillet 2006). Apnl participa da via BER nos fungos, e mutantes deficientes desta enzima
sdo hipersensiveis a agentes que geram sitios abasicos, ou outras lesdes corrigidas pela
via BER, como aquelas induzidas por H202 e agentes metilantes (Boiteux and Guillet
2004b). Uma segunda AP-endonuclease estd presente em S. cerevisiae em menores
niveis: a proteina Apn2/Eth1(lldiko Unk et al. 2000). Essa enzima é bem menos ativa,
guando comparada a Apnl e funciona como um backup para a atividade de reparo, ou
pode atuar em alguma via alternativa ndo descrita (lldiko Unk et al. 2000; D Ramotar et
al. 1993).

A enzima predominante em células de mamiferos pertence a familia exonuclease
I1l, e é usualmente conhecida como APEX ou APEl. A proteina APEl contém
aproximadamente 280 residuos homdlogos a exonuclease Ill, com ~ 60 residuos de

extensdo na por¢cdo N-terminal que contém o sinal de localizacdo nuclear (M. Li and
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Wilson 2014a; Wilson and Barsky 2001; Tell et al. 2009). APE1 é uma AP-endonuclease
robusta, ainda mais ativa que sua contraparte bacteriana, e age em uma variedade de sitios
(M. Li and Wilson 2014a; l1zumi et al. 2000; Hazra et al. 2007; Vascotto et al. 2009; G et
al. 2009). A proteina humana foi capaz de reestabelecer a fungdo AP-endonucleasica em
organismos deficientes de diferentes espécies, como E. coli e S. cerevisiae. O
estabelecimento da atividade de APEL na via BER dos mamiferos foi inicialmente
dificultada pela inviabilidade dos mutantes deletados para APE1 (APE1 KO) (M. Li and
Wilson 2014a; Wilson and Barsky 2001). A exclusdo o gene APEX causa letalidade
embrionaria em camundongos, o que reforca a importancia dessa proteina (Evans, Limp-
Foster, and Kelley 2000). O uso da tecnologia de RNA de interferéncia (RNAI) e técnicas
de expressao condicional de genes permitiram a caracterizacao da atividade de reparo de
DNA de APE1 como essencial em células humanas (M. Li and Wilson 2014b). Essa
observacao contrasta com os dados obtidos para micro-organismos, onde mutantes sem
AP-endonuclease sdo totalmente viaveis (Xiao and Chow 1998; Boiteux and Guillet
2004a).

APE1 também participa do processamento de RNA e da regulacdo redox celular,
reduzindo residuos conservados em fatores de transcrigdo, tais como AP-1, p53, NF-«B,
HIF1-a, Erg-1, Myc e membros da familia ATF/CREB, aumentando assim a afinidade ao
DNA (Pejanovic et al. 2012; Okazaki et al. 1994; Jedinak et al. 2011; S et al. 2011,
Amente et al. 2010; Janzer et al. 2012). Por participar de mecanismos celulares
importantes, a atividade de APEL sofre regulacdo por diferentes vias. A transcricdo de
APEL1 é responsiva a estimulos, como niveis de estresse oxidativo celular, hormonios
responsivos ao célcio e citocinas inflamatdrias, como NF-kB (Sengupta et al. 2011).
Ambientes celulares modificados por condi¢Ges que geram espécies reativas de oxigénio,
por exemplo, promovem uma inducdo da transcrigcdo e traducdo de APEL, as quais se
relacionam diretamente com o aumento de suas atividades redox e de endonuclease (Pines
et al. 2005; Tell et al.). A producdo e indugdo da atividade de APE1 portanto é associada
diretamente a necessidade de sua atividade para restauracdo do equilibrio das fungdes

celulares.

Estudos em Trypanossoma revelaram que a endonuclease AP (TBAPE1)
derivadas de tripanossomos de corrente sanguinea, ndo € essencial para a viabilidade neste
tipo de célula em condicdes de cultura in vitro. A TBAPEL participa da remocéo de sitios

AP visto que houve uma correlacgdo inversa entre o nivel de endonuclease AP na célula e

44



0 numero de sitios abasicos gerados endogenamente em seu DNA gendmico (Charret et
al. 2012). Além disso, a deplecdo de TBAPEL torna as células hipersensiveis ao sitio AP
e aos agentes indutores de quebra de fita, como metotrexato e fleomicina,
respectivamente, mas nao a agentes alquilantes (Charret et al. 2012). Os autores
demonstraram também o aumento da suscetibilidade das células mutantes sem a proteina
TBAPEL ao 6xido nitrico, o que sugere um papel essencial para esta enzima de reparo de
DNA na protecdo do patdgeno contra as defesas imunoldgicas do hospedeiro mamifero
(Charret et al. 2012).

A maior AP-endonuclease em Saccharomyces cerevisiae é chamada Apnl e é um
homologo relativamente proxima da endonuclease IV/nfo de E. coli, mas com uma
extensdo C-terminal que contém uma sequencia de localizacdo nuclear. Apnl participa
da via BER nos fungos, e mutantes deficientes para esta enzima sdo hipersensiveis a
agentes que geram sitios abasicos, ou outras lesdes corrigidas pela via BER, como H202
e agentes metilantes. Uma segunda AP-endonuclease esta presente em S. cerevisiae em
menores niveis: a proteina Apn2/Ethl. Essa enzima é bem menos ativa, quando
comparada a Apnl e funciona como um backup para a atividade de reparo, ou ainda atuar
um alguma via alternativa ainda ndo descrita. Ambas APN1 e Apn2 de S. cerevisiae
possuem atividades de AP-endonuclease ¢ 3’fosfodiesterase (I Unk et al. 2000),

entretanto desempenham papeis distintos.

Diferente dos mutantes apnlA, os mutantes apn2A de S. cerevisiae exibem
sensibilidade normal ao metanossulfonato de metila (MMS) e ndo mostram aumento nas
taxas de mutacao espontanea, sugerindo um papel menos proeminente no reparo dos sitios
AP (Popoff et al. 1990; Bennett 1999; Ildiko Unk et al. 2000). Estudos com Candida
albicans revelaram que Apnl possui uma participacdo menor na suscetibilidade a agentes
que danificam o DNA e na resposta aos medicamentos (Melanie Legrand et al. 2008). A
funcdo de Apnl de C. albicans ainda ndo esté clara. Em Schizosaccharomyces pombe,
diferentemente de S. cerevisiae, a proteina Apn2 resolve aproximadamente 90% das
lesbes abasicas na via de BER (Ribar, Izumi, and Mitra 2004). O Apn2 de S. pombe é
filogeneticamente mais proximo das proteinas APE humanas e possui dominios
importantes envolvidos nas interacdes proteina-proteina (Sipiczki 2000; Ribar, 1zumi,
and Mitra 2004).
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Estudos com C. albicans demonstraram o papel crucial de enzimas de reparo de DNA
na patogenicidade. Chauhan e colaboradores (2005) observaram que fungos mutantes
para 0s genes Rad52 -/-, compremetidos no reparo por recombinacdo homdloga, e lig4-/-
, ho reparo non-homologous end joining, foram avirulentos em modelos de candidiase
sisttmica em murinos (Chauhan et al. 2005). Além disso, foi demonstrado que a
expressdo de diversos genes envolvidos no reparo de DNA foi induzida ap6s exposi¢do a
macrofagos ex vivo (Lorenz, Bender, and Fink 2004). Contudo, em trabalho posterior,
Legrand e colaboradores (2005) observaram que C. albicans mutados para genes da via
BER de reparo (apnl -/-, ntgl-/- e oggl -/-) ndo apresentaram hipersensibilidade a
exposicao a H20., ou a macrofagos, o que suscita a necessidade de maiores estudos acerca
da importancia das vias de reparo de DNA para a patogenicidade do fungo (Melanie
Legrand et al. 2008).

Magditch e colaboradores (2012) estudaram o envolvimento de mutagdes nas
alteragBes fenotipicas e microevolucdo de C. neoformans. Neste trabalho, os autores
observaram uma relagdo entre o fenotipo pseudohifa e mutacbes em genes da via RAM
(do inglés Regulation of Ace2p activity and cellular Morphogenesis). Foi observado que
linhagens com mutagéo no gene MOB?2, derivadas de cultivo em amebas, foram incapazes
de causar doenga em modelos murinos. Esses resultados elucidam como as mutagdes no
DNA podem contribuir para a patogénese de C. neoformans (Magditch, Liu, Xue, and
Idnurm 2012). Contudo, ndo foram estudados os impactos da atividade de reparo de DNA
na formacédo de mutagdes.

Apesar da observada importancia das vias de reparo para a adaptacdo de fungos
patogénicos, pouco é conhecido acerca dos sistemas de reparo de C. neoformans. A
capacidade de sobrevivéncia em diferentes condigdes ambientais, a diferenciacdo
fenotipica em resposta ao ambiente, e a resisténcia ao estresse oxidativo no interior de
macrofagos reforcam o interesse acerca dos mecanismos de reparo de DNA de C.

neoformans e a sua relagdo com a adaptacdo ao ambiente e patogenicidade.

2. Justificativa
O conhecimento aprofundado dos mecanismos de adaptacdo e viruléncia do
patégeno humano C. neoformans é de consideravel importancia para o desenvolvimento
de abordagens aos quadros de infecgdo por este patdgeno. A capacidade de habitar e se

adaptar a diferentes nichos sugere que C. neoformans possua mecanismos de geracdo de
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variabilidade genética apurados. Dentre esses mecanismos descritos, o sistema de reparo
de DNA possui papel importante na regulacdo da geragdo de mutacdes e alteracOes
genéticas, ja relacionadas & modulacdo da viruléncia em outros patégenos. Dentre 0s
sistemas de reparo de DNA, o sistema de reparo por excisdo de bases € o responsavel pela
correcdo de lesdes induzidas por estrese oxidativo, mecanismo importante de defesa dos
hospedeiros. Apesar de grande importancia para o entendimento do patgeno, pouco é
conhecido acerca dos sistemas de reparo de DNA de C. neoformans, bem como acerca da
relacdo entre estes sistemas e 0s mecanismos de sobrevivéncia, resisténcia a drogas e
viruléncia deste patdgeno. A caréncia de informac6es na area fundamenta a importancia
do estudo do reparo de DNA de C. neoformans e da sua relacdo com a sobrevivéncia,

adaptacao e viruléncia fangica.

3. Objetivo geral e especificos
O presente trabalho tem como objetivo caracterizar componentes da via BER de
reparo de DNA e avaliar suas implicaces na resposta ao estresse oxidativo e genotdxico,

bem como na viruléncia e resisténcia a drogas em C. neoformans.
Objetivos especificos

1. ldentificar in silico Ap-endonuclease 1 e AP-endonuclease 2 hipotéticas de C.
neoformans através da analise bioinformatica de sequéncias e dominios;

2. Construcdo dos cassetes de delecdo e obtencdo dos mutantes para APN1 e APN2
em C. neoformans;

3. Avaliar o papel dos genes APN1 e APN2 na resposta a agentes indutores de
estresses osmotico, de parede celular, oxidativo e drogas genotoxicas em C.
neoformans.

4. Analisar o envolvimento dos genes APN1 e APN2 na producdo de atributos de
viruléncia por C. neoformans, e para a viruléncia do fungo em modelos in vitro e
in vivo;

5. Caracterizar a participagcdo de Apnl e Apn2 de C. neoformans na resposta as
drogas antibioticas Flucitosina, Anfotericina B, Terbinafina, 5-flucitosina e
Zeocing,;

6. Avaliar a importancia do gene de reparo de DNA XPC de C. neoformans através

da obtencdo e andlise de mutantes deletados.
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4. Materiais e métodos

4.1.Linhagens

Para este estudo foi utilizada as linhagens H99 de C. neoformans var. grubii
(sorotipo A) (gentilmente doada pelo Prof. J. Andrew Alspaugh, Duke University,
Durham, NC, USA) como organismo base para geracdo de mutantes para 0s genes de
reparo de DNA, listados na Tabela A1, para analises subsequentes. As cepas fungicas
selvagem e mutantes foram estocadas a -80 °C em meio YPD contendo glicerol 35%. As
leveduras foram cultivadas em placas contendo YPD &gar (extrato de levedura - peptona
— dextrose / 1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de dextrose e 1,5% de agar
pH 5,6) e incubadas a 30 °C, salvo indicagdo em contrario. Coldnias tnicas foram
inoculadas em YPD liquido e crescido durante a noite a 30 °C, sob agitacao (150 rpm).
Antes dos experimentos, as células foram centrifugadas a 4000 rpm e lavadas em solugéo

salina tamponada com fosfato (PBS) 1 x para remover o meio de cultura.

4.2.Anotacéo, classificacao e selecéo dos genes de vias de reparo de C. neoformans.

A anotacdo dos genes de reparo de DNA de C. neoformans foi realizada a partir
de busca de sequéncias no banco de dados gendémicos: Broad Institute of MIT and Harvad
(https://www.broadinstitute.org/fungal-genome-initiative, acessado em 11 de fevereiro
de 2021) e FungiDB (http://fungidb.org/fungidb/, acessado em 11 de fevereiro de 2021)
e NCBI (National Center for Biotechnology Information) base de dados (https:
/lwww.ncbi.nlm.nih.gov / gene, acessado em 11 de fevereiro de 2021). As sequéncias de
aminoacidos de AP-endonucleases previamente identificadas de S. cerevisiae
(ASP85051.1), S. pombe (NP_595522.1), C. albicans (KHC89247.1) e Homo sapiens
(AAD43041.1) nos dominios Broad Institute e FungiDB.

A escolha dos genes alvos deste estudo foi feita com base na analise da literatura.
Os genes foram elencados de acordo com sua relevancia para funcionamento geral do
reparo de DNA, sendo selecionados aqueles que codificavam proteinas com atividade na
via BER de reparo de DNA de outros organismos. A analise inicial foi realizada por
bioinforméatica empregando ferramentas de alinhamento de sequéncias na busca por

homologos no banco de dados do genoma de C. neoformans.

Para identificacdo das similaridades entre os genes pré-selecionados nas anélises
iniciais do banco de dados e os genes de reparo ja descritos, foi realizado o alinhamento

das sequencias génicas usando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
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Tool), disponivel no dominio https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins,
(acessada em 11 de fevereiro de 2021). Os indicadores de similaridade foram analisados
em relagdo as sequéncia de DNA, bem como de aminoacidos das proteinas codificadas.
As sequencias de aminoacidos foram analisadas com a ferramenta de alinhamento
multiplo CLUSTAL Omega (disponivel em: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
para uma analise mais refinada dos dominios conservados e estrutura das proteinas. Com
base nos dados da literatura, os genes de reparo de DNA mais estudados e cujos
homologos foram selecionados para nocaute em C. neoformans foram: DNA liase de
sitios apurinicos/apirimidinicos (Apnl — CNAG_05468), Apn2/Exodeoxiribunuclease 111
(Apn2 - CNAG_04268), e Xeroderma Pigmentosum group C-complementing protein
XPC (CNAG_01338).

4.3 Construcao de cepas de fungos deletadas para genes de reparo de DNA.

As linhagens mutantes para os genes de reparo foram obtidas através da técnica
de PCR Dupla-junta para substituicdo da ORF (Open Reading Frame) de cada gene de
interesse por cassetes de delecdo contendo genes dominantes de resisténcia a antibidticos
(Kim et al., 2009). Para tanto, cassetes de delecdo foram sintetizados contendo uma marca
de resisténcia a antibidticos (neomicina, nurseotricina ou Higromicina B) com regides
flanqueadoras adjacentes de cada gene de interesse. Com a insercdo do cassete no
organismo, as regides flanqueadoras do gene sofrem recombina¢do homdloga com
aquelas, presentes no cassete de delecdo, e incorporam o cassete no locus do gene de
interesse, substituindo o gene pelo cassete. Para a construcdo do cassete foram
desenhados oligonucleotideos iniciadores para o reconhecimento e amplificacdo de
fragmentos especificos da regido génica e flanqueadora de interesse.

Para a construcdo dos cassetes de delecdo os fragmentos iniciais, denominados
1+2, 3+4, 5+6 e 7+8 foram amplificados por PCR utilizando oligonucleotideos
especificos (Tabela A2). A amplificacdo dos fragmentos foi utilizada a Enzima FAST
DNA polimerase segundo informag6es do fabricante (Fermentas), sendo DNA gendmico
de H99 usado para a amplificacdo dos fragmentos 1+2 e 7+8; DNA plasmidial pPZHyg
(M. S. Kim et al. 2009) para os fragmentos 3+4 e 5+8 para o cassete de APN2; DNA
plasmidial pZPNAT ((M. S. Kim et al. 2009) para os fragmentos 3+4 e 5+8 para o cassete
de APN1 ou XPC (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica das etapas para formacdo dos cassetes para delecdo de via BER. A-
Fragmentos e primers para delecdo do gene APN2; B- Fragmentos e primers para delecdo do gene APN1.

NATnurseotricina; HPH-higromicina; C) Fragmentos para delecdo do gene XPC.
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A insercdo dos cassetes no fungo foi realizada por biobalistica (M. S. Kim et al.
2009). Fungos provenientes de col6nia jovem foram crescidos em 100 mL de YPD, a 30
°C, sob agitacdo (150-200 rpm), por 24 h em frascos estéreis de 250 mL. Decorrido o
tempo, a suspenséo de fungos foi centrifugada a 4.000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e as células ressuspendidas em 50 mL de solucéo salina (NaCl estéril 0,9%)
para nova centrifugacdo. Apoés a lavagem, as células foram ressuspendidas em volume
ideal de salina de acordo com a proporcao de 1 mL por placa de transformacao. As placas
de didmetro de 90 mm submetidas a biobalistica continham meio YPD agar suplementado
com sorbitol 1M como estabilizador osmotico. As células foram espalhadas nas placas de
transformacéo e deixadas por cerca de 2 h em fluxo laminar para evaporacdo da agua.

Os fragmentos de DNA (2 pug de DNA total) correspondentes aos cassetes de
delecdo foram quantificados. Para construgdo das cepas reconstituidas a proporcdo das
quantidades do cassete de reconstituicdo e do plasmideo PJAF1 (contendo marca de
resisténcia a neomicina) foi de 3:1. Particulas de tungsténio M10 (0,7 um, BioRad),
carreadoras das moléculas de interesse para a biobalistica, foram preparadas para
acomodar o DNA como se segue. Inicialmente os aglomerados de particulas em
suspensdo foram desfeitos por incubacdo em banco sonicador durante 7 min, e
homogeneizadas por agitacdo intensa em vortex mecanico por dois min a velocidade
méaxima. Em seguida, o DNA foi associado as particulas pela incubagdo conjunta da
solucdo de DNA, 50 uL de particulas, 20 uL de solucdo de espermidina a 100 Mm e 50
uL de CaClz a 2,5 M, por 10 min, sob agitacdo leve em vortex a baixa velocidade. Em
seguida, a solucdo foi centrifugada a velocidade méxima por 10 min, o sobrenadante foi
descartado e as particulas foram ressuspendidas em 150 pL absoluto e homogeneizadas
cuidadosamente. A suspensdo foi centrifugada e o processo repetido mais duas vezes.
Apobs ultima lavagem, as particulas foram entdo ressuspendidas em volume adequado de
etanol absoluto de acordo com a proporcéo de 4 pL de particula para cada membrana
balistica/ ou placa de transformacdo. As particulas foram distribuidas em membranas
acopladas a discos carreadores segundo instrucdes do fabricante (BioRad), no volume de
4 pL de particula por membrana, e secadas em recipiente contendo silica-gel por cerca de
40 min.

Recuperagdo de mutantes: a transformacdo dos fungos se deu de acordo com

instrucdes do fabricante, e cada placa de transformacéo foi incubada a 30 °C, por 48 h,
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protegidas da luz. Decorrido o tempo, os fungos foram removidos da placa através de
lavagem com agua estéril e transferidos para placas de sele¢do de 150 mm contendo YPD
agar suplementado com o antibidtico referente a marca de selecdo usada no cassete
(higromicina para APN2 e XPC, nurseotricina para APN1, e neomicina para
reconstituidos, ambos a 200 pg/Ml), na proporcdo de uma placa de selecdo para cada
placa de transformacdo. As placas de sele¢cdo foram incubadas a 30 °C, por trés a sete
dias, para formagéo de colonias. As col6nias formadas foram transferidas para placas
contendo novo meio de selecdo para analise de estabilidade mitotica. Apds 48h, as

col6nias vivas foram selecionadas para extracdo de DNA e confirmacao de delecdo.

4.4 Extragdo de DNA genémico

A extracdo de DNA gendémico foi realizada conforme protocolo Smash-and-Grab.
Para tanto, fungos foram crescidos em 5 mL YPD, a 30 °C por 24 h em tubos estéreis de
polipropileno com tampa, sob agitacdo constante (150-200 rpm por min). As células
foram separadas do meio de cultura por centrifugacdo a 4.000 rpm por 5 min e
ressuspensas em 1,5 ml de agua estéril. A suspensao de células foi transferida para tubos
de polipropileno de 2 Ml e novamente centrifugadas, agora em centrifuga de microtubos
a 5.000 rpm por 5 min. Apds remocédo do sobrenadante, as células foram adicionadas
pérolas de vidro (Sigma-Aldrich, 0,45 mm de didmetro) até a marca aproximada de 250
pL do tubo, e 500 pL de tampdo TENTS. Os sistemas foram agitados em vortex a
velocidade méxima por dez minutos, para quebra mecanica das células, seguida de
centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 min. Apos centrifugacdo, a fase aquosa foi transferida
por pipetagem para um novo tubo e a ela acrescentados 50 L acetato de sédio 3Me 1
Ml de etanol absoluto. Os tubos foram homogeneizados por agitacdo e centrifugados a
10.000 rpm por 15 min para separacdo do DNA. Apds descarte do sobrenadante, 0 DNA
precipitado foi lavado com 200 pL de etanol 70% e novamente centrifugado. O etanol foi
descartado e o tubo contendo o DNA foi mantido aberto em fluxo laminar por 5 min para
evaporacdo do etanol restante, antes da adi¢do de 100 pL de agua contendo RNAse A
(1:100 Roche Applied Science). A amostra foi incubada por 1 h a 37 °C para total
solubilizacdo da molécula de DNA e eliminagdo de RNA pela enzima RNAse A, e em

seguida estocada a -80 °C.
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4.5.Confirmacéo da delecéo e reconstituicdo dos loci APN1, APN2 e XPC por
PCR e Southern Blot.

Apos confirmagdo prévia da insercéo do cassete de delecdo através da técnica de
PCR, o DNA dos fungos construidos foi submetido a nova analise para avaliagdo da
integridade e correto posicionamento do cassete no locus desejado. Foi usado 0 método
Southern-Blot para deteccdo de DNA mediado por sonda (Figura 5). Para a técnica,
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para a construgdo de fragmentos sondas,
marcados com dioxigenina e paredveis com sequencias especificas contidas nos locus de
cada gene analisado, e a revelacdo realizada através da hibridizacdo de anticorpos
especificos.

Digestdo do DNA gendmico: O DNA gendmico do fungo mutante apnlA e do
selvagem foi extraido, como descrito anteriormente, purificado e quantificado. Um total
de vinte microgramas de cada DNA foram digeridos pela atividade das enzimas de
restricdo Sacl e Stul, usadas na proporcéo de duas unidades por micrograma de DNA.

Preparo da Sonda: A sonda para analise do Southern (amplicon da regido 3’ do

locus APNL1, contendo ~800 pb) (Figura 3) foi sintetizada por PCR conforme descricéo:

Reacdo de PCR (Roche)

Tampéo 5 X

dNTPs DIG (Roche) Programa de PCR
DIG-UTP (Roche) 94 °C por 30s

Primer APN1_Sonda 0,2uM | 94 °C por 25s*
Primer APN1_P8 0,2uM | 56 °C por30s*
DNA genbémico de H99 40 ng 68 °C por 1 min *
Enzima OneTaq DNA polimerase | 1,5U 68 °C por 5 min

H20 q.s.p. 50 uL | Preservagéo a quatro graus

*Fases repetidas por 35 ciclos.
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Figura 5 Representacdo esquematica dos sitios de reconhecimento e clivagem das enzimas Sall (A) e Stul.
(B). As enzimas foram usadas para digestdo do DNA e confirmagao da delecdo de APN1 através da técnica

de hibridacdo de sondas por Southern Blot. Os sitios sdo identificados pelas pontas das setas

Separacédo dos fragmentos digeridos por eletroforese: O DNA digerido foi
aplicado e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em
tampdo TAE. As amostradas de DNA digerido, juntamente com o0 marcador de peso
molecular (BioLabs) e a sonda foram submetidos a eletroforese a 2 VV/cm por cerca de 3
h. Decorrido o tempo, o gel foi alinhado a uma régua, fotografado para analises
posteriores, e preparado para o processo de transferéncia para a membrana. A preparagdo
do gel consiste na imersédo do mesmo em solugdes, a saber: Solucéo depurinadora (HCl a

125 Mm) por 10 min, solucdo desnaturadora por 30 min e solucao neutralizadora por mais
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30 min. Apds o tratamento, o gel foi acoplado a um sistema de transferéncia capilar
ascendente, onde foi usada a capilaridade do tampéo SSC 20X como forcga para migragéo
do DNA do gel para uma membrana de poliamida alifatica carregada positivamente
(HyBond N+, Ge Life Science). Pré-processamento da membrana: A membrana foi
retirada do sistema de transferéncia e o0 DNA fixado na mesma por exposic¢éo a radiacao
UV segundo ciclo otimizado em aparelho Stratalinker (Agilent). Em seguida, a membrana
foi transferida para garrafas de vidro e pré-hibridizadas em tampéo de hibridacéo a 50 °C
por 30 min em forno giratério.

Processamento da membrana: A garrafa contento a membrana e o tampéo de
hibridacdo foi adicionada a sonda previamente fervida, em quantidade determinada de
acordo com o manual do fornecedor, e incubada por uma noite a 50 °C, em forno giratorio.

Procedimentos para revelacdo: a membrana foi lavada segundo o manual, a
temperatura ambiente, a deteccdo foi feita pelo aparelho LAS4000 (GE) e a visualizacdo

através do programa Image Quant LAS4000.

4.6.Curva de crescimento

As leveduras foram contadas em camara Neubauer e a densidade celular ajustada para
10° células/mL em meio YPD pH 5,6. A suspensao de células foi aplicada em placas de
96 pocos, na concentracdo final de 1 x 104 cél/poco em meio YPD, sob constante
agitacdo. As células foram crescidas nas condi¢fes de 30 °C ou 37 °C e 150 rpm. A
densidade Otica foi mensurada a cada 30 min a 600 nm no espectrofotometro Eon Biotek
(BioTek Eon Microplate Spectrophotometers, Winooski, VT, United States) por 96 h

totais. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicatas experimentais.

4.7.Avaliacéo fenotipica dos mutantes.

Todos os ensaios fenotipicos e suas replicatas foram realizados usando colénias
provenientes do descongelamento e semeadura das cepas em meio YPD sélido pH 5,6
(48 h, 30 °C) a partir de estoque a -80 °C. Colbnias jovens dos fungos mutantes e
selvagem foram crescidas em meio YPD liquido pH 5,6, a 30 °C, sob agitacéo por 24 h,
antes de qualquer ensaio de avaliacdo fenotipica. Antes de qualquer experimento, as
células foram lavadas com PBS e a densidade celular foi ajustada ap0s contagem com

camara Neubauer.
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Para anélise da viabilidade celular, 10° células/mL foram crescidas em YPD liquido
por 48 h e quantificadas por meio de contagem de unidades formadoras de colonia (UFC).
Para ensaio de UFC, as leveduras foram crescidas em meio contendo diferentes agentes
de interesse conforme desenho experimental. Foram realizados ensaios de dilui¢éo
seriada (500, 5.000 ou 50.000 vezes) para cada condicdo testada e foram inoculados 100
pL da suspensdo em YPD &gar, seguidos de crescimento a 30 °C por 48 h para contagem
de colbnias. Para experimentos qualitativos de avaliacdo de sensibilidade fenotipica,
suspensoes de fungos foram preparadas seguindo dilui¢des seriadas, iniciadas em 10° até
102 células por ponto em um volume de 5 pL. As placas contendo as diluicdes foram
incubadas a 30 °C ou 37 °C conforme desenho experimental por 48 h para posterior
avaliacdo. Foram consideradas sensiveis a alguma condicdo linhagens que apresentaram
diferencas de crescimento de, pelo menos, uma diluicdo em relacdo ao controle de

crescimento em YPD.

Atributos de viruléncia: A producdo de atributos de viruléncia, tais como a
capacidade de produzir melanina, fosfolipase e urease foi avaliada em placas de 6 pocos
contendo 0s meios de cultura indutores L-DOPA (1 mM), &gar gema de ovo e
Christensen’s, respectivamente. Ensaios de atividade de urease e melanina foram
executados em meio agar (solido) e meio liquido para comparacéo de condic@es. Indculos
iniciais de 10° células/mL foram aplicados em pocos isolados em cada placa e incubados
a30°Cou37°Cpord8hou72h.

A producéo de melanina foi induzida em meio minimo liquido e sélido contendo
L-DOPA 1 mM (Sigma-Aldrich). O total de 10° células / ml foi adicionado & cada poco
da placa de 24 pocos e incubado a 30 °C / 150 rpm protegidas da luz. A quantidade de
melanina foi aferida diariamente de acordo com a cor da suspensdo, tdo mais escura
quanto maior o acimulo do pigmento.

A producdo de cépsula foi induzida em meio minimo pH 5,5 quimicamente
definido, acrescido de tiamina (3 uM). A suspensdo celular foi aliquotada em placas de
24 pocos e incubados a 30° C a 150 rpm por 24h. Para mensuragdo do tamanho real da
capsula, foram adicionados 5 pL da suspencdo celular a 5 pL de nanquim (Becton
Dickinson, NJ) em lamina para microscopia e, em seguida, analisada em microscopio de
Luz (Axiovert 100, Carl Zeiss), sob aumento de 35x. Campos aleato6rios da lamina foram

fotografados. A medida da capsula foi obtida através da subtracdo dos didmetros total da
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célula e do corpo celular, usando o programa ZEN blue edition 2.3. O minimo de 60
células foi contado para cada condicdo de tratamento analisada.

Para as analises de atividades de fosfolipase ou urease, 10° células foram
colocadas em Meio Agar de emulsdo de ovo ou em agar uréia de Christensen (0,1%
peptona, 0,5% NaCl, 0,2% KH2P0O4, 0,1% de glicose, 2% de ureia, 0,0016% de vermelho
de fenol), respectivamente, e incubado por 72 h a 30 °C. A atividade da fosfolipase (Pz)
foi medida pela proporcéo do didmetro da colonia (DC) para o diametro da col6nia mais
a zona de precipitacdo (DCP). Pz = 1 = sem atividade; 1> Pz> 0,63 = atividade de
fosfolipase [Price et al., 1982]. A atividade da urease foi analisada pela mudanca da cor
do meio de cultura (Christensen’s), de amarelo a rosa, sendo rosa a tonalidade alcancada
pela atividade da enzima uréase.

Resisténcia a estressores: As leveduras foram diluidas e aplicadas em densidades
que variaram de 107 a 10? células em placas contendo YPD &gar contendo diferentes
compostos como H202 (1 mM e 5 mM) e Menadiona (0,03 mM) (estresse oxidativo),
Cafeina (0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL) (estressores de parede celular), detergente SDS 0,05
% (estressor de membrana plasmatica), KCI 1,5 M e NaCl 1,5 M (estressores osmoticos)
e a radiacdo UV (indutor de danos ao DNA). A capacidade de crescimento dos fungos a
30 °C ou a 37 °C por 48 h foi a variavel considerada para avaliar a resisténcia ou
sensibilidade aos estressores.

4.8.Anédlise de sobrevivéncia

Para andlise da capacidade de sobrevivéncia e demais testes de avaliacdo de
fendtipos, as linhagens ressuspendidas em YNB foram lavadas usando PBS 1x e
centrifugadas para contagem. As celulas foram contadas em camaras Newbauer (usando
corante azul de tripano para avaliacdo da viabilidade apds tratamento) e a concentragdo
celular foi ajustada para diluicGes de 107 a 102 células por ponto, em placas contendo
YPD éagar. A capacidade de crescimento foi avaliada conforme a formacéo de coldnia (s)
nos pontos de diluicdo apds incubacdo em estufa 30 °C, por 48 h.

4.9.Teste de crescimento na presenca de H202

Um total de 10° células por mL foi diluido em meio YPD pH 5,6 contendo 1 mM, 3
mM e 5 mM de H20, em placas de 96 pocos. As linhagens de leveduras foram incubadas
em temperatura de 30 e 37 °C e a densidade 6tica (DO) de cada poco foi determinada por
espectrofotometria (EON Microplate, Biotek Inc), no comprimento de onda de 600 nm a
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cada 12h. As médias das DO referentes ao crescimento de cada linhagem foram
analisadas e a razéo entre mutante e selvagem foi plotada em um mapa de calor com seus
respectivos desvios. A coloragcdo vermelha indica as amostras com menor crescimento
em relacdo as leveduras que ndo receberam tratamento, enquanto a coloracdo verde

representa maior crescimento. A analise estatistica foi realizada com o teste t-student.

4.10. Ensaio de fagocitose in vitro

Aproximadamente 5 x 10* BMDMs foram colocados em cada poco de
microplacas de poliestireno de 96 pogos, contendo 100 pL de meio RPMI suplementado
com FBS a 10%. As culturas foram incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera umidificada
com 5% de CO.. O sobrenadante foi removido e 2,5 x 10° células de levedura de C.
neoformans (Multiplicidade de infec¢do; MOI = 5) foram adicionadas a cada poco
contendo 100 puL de meio RPMI suplementado com FBS a 10% e anticorpo 18B7
(gentilmente doado pelo Dr. Arturo Casadevall, Johns Hopkins University, Baltimore,
MD, EUA) na concentracdo de 10 pg / mL. As co-culturas de cepas de C. neoformans
com macrdfagos foram entdo incubadas por 2 ou 24 h pos-infec¢do (hpi) a 37 <C em
atmosfera umidificada com 5% de CO2. Apds 2 h de interacdo, as células de levedura ndo
internalizadas foram removidas por lavagem dos pogos com PBS. Para os ensaios de 24
h, meio RPMI pré-aquecido fresco com 10% de FBS foi adicionado para 0s pocos.

Para a quantificacdo da fagocitose, as células foram fixadas e coradas com Fast
Panoptic kit (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil). Sob o microscopio Axio Observer
Primovert GmbH (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany), 200 macr6fagos por poco
foram observados para o determinacdo da porcentagem de fagocitose (porcentagem de
macrofagos fagocitaram uma ou mais leveduras em relacdo ao nimero total de células
contadas) e o indice fagocitico (0 numero médio de células de levedura fagocitadas por
BMDM).

Para determinar a capacidade das cepas de C. neoformans de proliferar dentro de
BMDMs, os ensaios de unidades formadoras de colénias (UFC) foram realizados apos 2
ou 24 horas de co-cultura. Depois dos periodos de incubag&o, as células de levedura foram
liberadas por lise dos macréfagos com SDS a 0,05% (Dodecilsulfato de sddio). Para o
ensaio de 24 h, o sobrenadante e o lisado foram combinados. O numero de UFCs foi
determinado por diluicdo em série, de cada amostra semeada, em agar YPD incubado a

30 oC e contado apos 48 h. A atividade fagocitica, definida como o numero de UFC
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obtidas de um poc¢o no ponto de tempo de duas horas, e 0 crescimento intracelular,

definido como o numero de UFCs do ponto de tempo de 24 h, foram determinados.

Trés experimentos independentes foram realizados em triplicado técnica. As
comparagOes de grupo foram conduzidas por andlise de variancia unilateral (ANOVA)
seguida por Pos-teste de Dunnett. Para a comparacgdo de proporcdes, foi realizado o teste

Qui-quadrado com um valor de p <0,05.

Todos os procedimentos com animais foram realizados de acordo com as normas
nacionais e institucionais de cuidado animal e foram aprovados pela Universidade de
Brasilia (UnB) Comité de Etica no Uso de Animais (Proc. UnB Doc 52657/2011).

4.11. Teste de viruléncia em Galleria mellonella

A infeccdo por mellonella foi realizada conforme descrito anteriormente por Garcié-
Rodas et al. (Garcia-Rodas et al. 2011b). Resumidamente, 16 larvas de G. mellonella
coletadas aleatoriamente foram inoculadas com 10 pL de uma levedura 108 suspenséo de
células / mL por injecdo na Gltima prd-pata esquerda usando uma agulha estéril de calibre
26 (Seringa de Hamilton). Larvas de G. mellonella foram inoculadas com 1 x PBS como
controle da lesdo fisica durante a inoculacdo. A lagartas foram incubadas em estufa 30
°C. A sobrevivéncia larval foi avaliada diariamente durante 7 dias. A morte larval foi

definida pelo auséncia de movimento em resposta ao toque.

4.12. Ensaio de susceptibilidade a drogas genotdxicas

As leveduras foram crescidas em YPD pH 5,6 por 24 h, lavadas com PBS e
contadas para ajuste de densidade celular. Um total de 5 x 10° cél/mL foi aplicado em
falcons de 15 ml contendo YPD acrescido de drogas genotoxicas, a saber 0,01 e 0,02%
MMS; 0,01 e 0,02 % EMS; 5, 10 e 20 MM MX para analise do crescimento flngico. As
células foram lavadas em PBS e crescidas em placas com YPD e incubadas em estufa a
30 °C e analisada apos 48 h de crescimento para contagem de cfu. Para analise de
sensibilidade dose dependente, as leveduras foram diluidas serialmente em PBS nas
concentracdes de 10° a 102 células por 5 pL e pipetadas em placas contendo meio YPD
agar acrescido de drogas em concentracdes de 0,03%, 0,06% e 0,12% de MMS; 0,03%,
0,04%, 0,06% e 0,12% de EMS; 32,5, 65, e 120 uM de CdSOa; 200ug/mL de N-ethil-N-
nitrosurea (ENU), 20 pg/mL brometo de etideo (etBr) ou 110 mM Hidroxiurea (HU). As
placas foram incubadas em estufa a 37 °C, protegidas da luz por 48 h e o perfil de

crescimento foi avaliado. Foram consideradas significativas as diferengas de crescimento
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de, pelo menos, uma diluicdo. Os fendtipos foram comparados com a linhagem parental
em cada condicdo de tratamento, bem como em relacéo ao perfil de crescimento de cada

linhagem em relagdo ao seu prdprio crescimento meio sem estressores.

Para a anlise de susceptibilidade a radiacdo UV, diluicGes em série de suspensdes
de células foram dispostas em placas de YPD &gar e exposto a irradiacdo UV nas energias
de 0 J/m?, 120 J/m?, 240 J/m?, 300 J/m? e 480 J/m? em camara UV UVP CX-2000 (Fisher
Scientific, Leicestershire, UK). As placas foram incubadas a 30 °C por 2 dias e
fotodocumentadas. Para analises de viabilidade, 5 x 10? células foram lavadas, semeadas
em placas YPD e expostas a 120, 240 ou 480 J / m2 em 254 nm em camara de UV. As
placas foram protegidas da luz e incubadas em 30 °C por 2 dias para contagem de
unidades formadoras de col6nia (UFC). As células de levedura foram colocadas em YPD
agar contendo os agentes indutores de estresse de danos ao DNA: HU (110 mM), MMS
(0,03%), EMS (0,04%), N-etil-N-nitrosourea (ENU) (200 pg/mL), solucdo de Brometo
de Etidio (EtBr) (20 pg/mL).

Para analises de viabilidade celular, as leveduras foram inoculadas em YPD
liquido contendo MMS (0,1% ou 0,2%), EMS (0,1% ou 0,2%), metoxi-amina (MX)
(0,417 mg/ mL a 1,67 mg/ mL), ou Zeocina (0,4% a 0,16%) e incubado por 1 h, a 30 ou
37 °C, a 200 rpm. Quinhentas células foram lavados, semeados em placas YPD e
incubados a 30 °C por 2 dias para contagem de CFU. O ensaio foi realizado como trés
experimentos independentes. Teste estatistico unilateral ANOVA com o pos-teste de
Dunnett foi aplicada, para comparar os resultados.

Para a avaliacdo da fragmentacdo de DNA, 5 x 10’ células das cepas de C.
neoformans foram expostos a 0,08% de zeocina por 1 h em meio liquido YPD a30 -C a
200 rpm. Células foram lavados com PBS e o DNA foi extraido usando o protocolo
Smash and Grab. Um g de DNA gendmico foi aplicado em gel de agarose 1,5% corado
com 0,5 ug / mL de EtBr. O DNA gendmico da cepa H99 ndo exposta foi usado como
controle negativo de fragmentagdo. O padrdo de migracdo de DNA em gel de agarose foi
comparado ao DNA gendmico de H99 ndo exposto para definir a presenga de “rastro”,
caracteristico de fragmentacdo de DNA. O ensaio foi realizado em trés experimentos
independentes.

Para a avaliagio da agdo combinada de MX e H,0z, 1 x 108 células / mL foram
cultivadas em meio YPD contendo 0,417 mg / mL de MX combinado com 3 mM ou 5

MM H HxO,, por 1 h, a 30 -C e 150 rpm. Células cultivadas em YPD contendo apenas 1
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mM ou 5 mM H20. foram usadas como controle. A viabilidade celular foi avaliada por
contagem de UFC. Os resultados foram representados em graficos como a propor¢édo de
células expostas a MX + H>O2 normalizadas para as células expostas a H20.. Para a
analise de sobrevivéncia, as células das cepas WT e mutantes foram incubado em meio
YPD liquido por 1 h, a 30 °C e 150 rpm na auséncia (controle) ou na presenca de MX (0,
0,417, 0,834 ou 1,67 mg / mL). As células foram entdo lavadas com PBS e 0 nimero de
UFCs foi avaliado. Para a analise de fatores de viruléncia apds exposicdo a MX, as células
de cada cepa foram incubadas com 0,417 mg / mL MX por 1 h, a 37 °C. Posteriormente,
as células foram lavadas com PBS, diluidas e aplicadas em placas contendo os meios de
cultura indutores especificos para analises de producdo de melanina e atividade de urease.
A deteccdo visual foi realizada diariamente e documentada apds 72, 96 e 144 h de

crescimento. O ensaio foi realizado em triplicata experimental.

4.13. Ensaio de susceptibilidade a antibioticos

Uma solucdo estoque de cada agente antifingico foi preparada conforme
recomendado pelo protocolo NCCLS M27-A3. As seguintes drogas e intervalos de
concentracdes testados foram: Anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
0,125 a 16 pg / mL; Fluconazol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 0,008 a 64 ug /
mL. A droga Metoxiamina foi testada na faixa de concentracdo de 0,125 a 16 mg / mL.
Cem pL de cada agente quimico, diluido em meio RMPI, a uma concentracdo de duas
vezes, foi colocado em pocos duplicados de placas estéreis de 96 pocos (Corning Glass
Works, Corning, NY, EUA). Uma aliquota de 5 x 10* células de levedura / mL em meio
RPMI foi adicionada aos pocos contendo as drogas. As placas foram entdo incubadas a
37 °C, protegidas da luz. Pontos finais foram verificados macroscopicamente ap6s 72 h.
CIM (concentragdo inibitéria minima) foi definido como a concentragdo mais baixa na
qual houve uma inibicdo visualmente completa de crescimento, em compara¢do com 0s

controles. O ensaio foi realizado como trés experimentos independentes
Ensaio de interacao checkerboard

A interacdo da Anfotericina B (AmpB) com o Cloridrato de Metoxiamina (MX)
foi avaliada pelo método checkerboard da microdiluicdo empregando as cepas H99,
apnlA, apn2A e apnlAapn2A (Schwarz et al. 2007). As concentragdes da droga variaram
de diluig¢des cinco vezes abaixo a quatro vezes acima da MIC estimada. Cinquenta L de
cada droga, AmpB e MX, em uma concentracdo de duas vezes em meio RPMI foram

adicionados a placas de 96 pocos.
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Todas as cepas foram cultivadas em meio YPD e incubadas por 20 ha 30 ° C sob
agitacdo. As células foram lavadas com PBS 1 x e a concentracdo do inoculo foi ajustada
para 1 x 10° células mL?. Cem pL desta solugdo foram adicionados aos pocos contendo
50 puL de ambas as drogas na concentragdo de 2 x. Controles positivos sem drogas e
controles negativos sem células de levedura foram realizados. As placas foram protegidas
da luz e incubadas a 37 °C. Ap6s 72 h de incubacéo, as culturas do ponto final foram lidas

visualmente. Os testes foram realizados em duas repeti¢des bioldgicas.

A proliferacdo celular foi avaliada e o indice de concentracdo inibitoria fracionaria
(FICI) foi calculado conforme descrito anteriormente por Pfaller et al., (2015) (Pfaller et
al. 2015). O FICI foi calculado pela equacdo: FICI = (MICa em combinagdo / MICa
testado sozinho) + (MICb em combinacdo / MICb testado sozinho); MICa: AmpB e
MICb: MX. O resultado do FICI foi interpretado da seguinte forma: <0,5-sinergia,> 0,5

e <4,0-indiferente,> 4,0-antagonismo (Pfaller et al. 2015).

4.14. Andlises estatisticas

Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP), a menos que seja
indicado de outra forma. A andlise estatistica foi realizada por meio do software
GraphPad Prism versao 6.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA,
www.graphpad.com, acessado em 11 de fevereiro de 2021). O teste apropriado é indicado
para cada experimento. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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Capitulo |

Enzimas Ap-endonucleases modulam a resposta ao dano no DNA e

viruléncia de Cryptococcus neoformans.

O reparo de DNA desempenha papel importante na manutencdo da estabilidade
dindmica do genoma dos organismos, em especial de organismos patogénicos, 0s quais
necessitam de uma ampla capacidade de adaptagdo as condicdes distintas e instaveis do
ambiente do hospedeiro (Shiloh and Lehmann 2004). O conhecimento acerca das enzimas
de reparo de DNA de C. neoformans, e da participacdo dessas proteinas na dinamica de
sobrevivéncia e patogenicidade do microorganismo, apesar de relevante e promissor,
ainda € novo e carece de estudos. Diante disso, com o objetivo de avaliar o papel da via
BER de reparo de DNA na biologia de C. neoformans, foram selecionados e
caracterizados os genes APN1 e APN2, considerados chave para a atividade dessa via em
C. neoformans. Além do estudo individualizado dos genes, foi analisado também o
impacto da auséncia desses genes na producédo de fatores de viruluéncia e resisténcia a

drogas pelo fungo.

Os resultados apresentados neste capitulo foram publicados no artigo cientifico
intitulado “Base Excision Repair AP-Endonucleases-Like Genes Modulate DNA
Damage Response and Virulence of the Human Pathogen Cryptococcus neoformans”
Rayssa K. M. Oliveiral, Fabian A. Hurtado?, Pedro Henrique Gomes, Luiza Lassi Puglia,
Fernanda Fonseca, Kunal Hajan?, , Patricia Albuquerque?, Marcio Pocas® Ildinete Silva-
Pereiral * and Larissa Fernandes? " publicado no periddico Journal of Fungi, na data de
12 de fevereiro de 2021 (Anexo 1).
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5. Resultados

5.1.A proteina hipotética Apn2 de C. neoformans pertence a familia das AP-
endonucleases Xth e possui dominios multifuncionais.

Os genes de reparo pré-selecionados para knockout (KO) foram APN1 e APN2,
escolhidos com base na literatura existente para os sistemas de reparo de DNA descritos
para Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Schisosacharomyces pombe e Homo
sapiens. Apos a escolha dos genes alvo deste estudo, foram feitos alinhamentos para
identificacdo das sequéncias correspondentes aos genes no genoma de Cryptococcus

neoformans var. grubii (H99).

Os alinhamentos de sequéncia foram realizados empregando banco de dados do

NCBI, disponivel em: www.blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov , e 0 banco de dados do BROAD
institute, disponivel em:

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus neoformans/MultiHom

e.html. As analises foram feitas usando como “query” (sequéncia de entrada) as
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos genes e proteinas de S. cerevisiae. Para
busca no BLAST/NCBI, foram selecionados o genoma de C. neoformans spp.,
C.neoformans var. grubii (H99), S. cerevisiae, e genomas gerais disponiveis nos bancos
de dados.

Inicialmente, foi selecionada a sequéncia da proteina ScApnl de S. cerevisiae (NCBI
ID 853746), no formato FASTA, como query para os primeiros alinhamentos. O resultado
do alinhamento apresentou uma sequéncia com 46% de identidade localizada no
cromossomo 14 de H99. Usando a ferramenta de pesquisa interna BLAST no banco de
dados BROAD, obteve-se a proteina AP-endonuclease 1 (CNAG_05468) de C.
neoformans H99 (cromossomo 14), como resultado. A proteina predita CnApnl apresenta
dois dominios de atividade: dominio xilose isomerase-like (posi¢do 138), e um dominio
nfo-apurinico endonucleases (endonucleases IV-like protein; posicdo 428). A proteina
CnApnl compartilha 48,3% de identidade com a Apnl de S. pombe, 45.8% com a
endonuclease IV de E. coli, 43.9% com a Apnl de C. albicans e 42.4% de identidade com

a proteina Apnl de S. cerevisiae.

Para identificacdo da sequéncia da Apn2 de C. neoformans, foi realizada uma
pesquisa interna no site do BROAD usando a sequéncia da proteina ScApn2 de S.

cerevisiae (NCBI ID 852262). A busca resultou na identificacdo da proteina
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Exodesoxiribonuclease 111 (CNAG_04268). A proteina codificada pela sequéncia
CNAG_04268, denominada Apn2, apresenta outros dominios, além do responsavel pela
atividade endonucleésica, como endonuclease reverse transcriptase, exo DNase e zinc

finger.

Para a comparagéo estrutural entre as sequencias de Apn2 de diferentes organismos,
a sequéncia de aminoacidos codificada pela CNAG_04268 foi usada como query para
analises usando a ferramenta BLASTp/NCBI contra os genomas de S. pombe, H.sapiens,
S. cerevisiae, C. albicans e E. coli. Conforme apresentado na Figura 6, a proteina Apnl
predita de C. neoformans compartilha residuos de aminoécidos conservados com as
proteinas Apn2 de S. pombe, APE2 humana e Apn2 de S. cerevisiae. Entre as proteinas
de C. neoformans, apesar de compartilharem dominios de atividade endonucleésicas, as
proteinas Apnl e Apn2 de C. neoformans compartilnam apenas 22,51% de identidade, e
apresentam estrutura de aminoacidos distinta. A proteina Apnl possui 483 residuos de
aminoacidos, enquanto a proteina predita Apn2 totaliza 719 residuos de aminoacidos.

A regido N-terminal da proteina predita CnApn2 apresenta um dominio pertencente
a superfamilia EEP (Exonuclease-Endonuclease-Phosphatase, EEP) que é conservado
em todas as espécies de fungos analisadas neste estudo. Diversas proteinas possuem
dominios pertencentes a superfamilia EEP, entre elas a familia Exolll AP-endonucleases
(Eisen and Hanawalt 1999). Diferente dos demais organismos analisados, a sequéncia
CnApn2 apresenta um dominio Atrophin-1. Proteinas atrofinas sdo descritas como co-
repressoras transcricionais e participam de mecanismos envolvendo sinalizacao celular a
partir de receptores nucleares (L. Wang and Tsai 2008). O dominio atrophin-1 possui 250

aminoéacidos, que estdo ausentes na proteina CnApnl (Figura 6).
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Figura 6 Analise comparativa de sequéncias preditas de aminoécidos das proteinas Apurinica/apirimidinica
endonucleases (Apns). As sequéncias de nucleotideos dos genes APN1 (CNAG_05468) e APN2
(CNAG_04268) de C. neoformans foram utilizadas para anélises por Blastp. A) Resultados de alinhamento
de sequéncias deduzidas de aminoacidos das proteinas Apnl de C. albicans, S. pombe, S. cerevisiae e E.
coli, destacando a cobertura e identidade com a sequéncia predita de aminoacidos da Apnl de C.
neoformans. B) Resultados de alinhamento de sequéncias de Apn2 de S. pombe, H. sapiens, C. albicans, S.
cerevisiae e E. coli, destacando a cobertura e a identidade com a sequéncia predita de aminoacidos da Apn2
de C. neoformans. Os nimeros de acesso no banco NCBI sdo descritos em cada representacdo da proteina.
Os tridngulos representam os aminoécidos-chave para os sitios cataliticos; Ident: porcentagem de identidade
de aminoécidos fornecida pela anélise Blastp no NCBI. EEP: exonuclease-endonuclease-fosfatase. zf-GRF:

dominio de dedo de zinco.

A Apnl de C. neoformans possui um dominio nfo (dominio da familia Exonuclease
IV) e é consistentemente diferente da proteina Apn2. A Apn2 de C. neoformans é da
familia Xth de endonucleases e possui dominios caracteristicos de proteinas que
desempenham papéis no processo transcricional. A presenca dos dominios Atrofin-1 e zf-
GRF consolidam a estrutura proteica envolvida em atividades transcricionais, como
ligagdo ao DNA e ligacdo proteina-proteina (L. Wang and Tsai 2008; BD et al. 2017).
Entre os organismos analisados nesse estudo, apenas a Apn2 de C. neoformans, S. pombe

e H. sapiens possuem o dominio zf-GRF. A auséncia desse dominio na proteina CnApnl
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e nas proteinas Apn2 de outros fungos sugere que proteinas Apn desempenham papéis

diferentes no reparo de DNA e nas respostas celulares entre os diferentes fungos.

Analises in silico revelaram a semelhanca entre CnApn2, SpApn2 e HSAPE1 / APE2,
revelando a proximidade das proteinas BER de C. neoformans e S. pombe as proteinas
humanas, mais do que a outras proteinas de levedura. E interessante notar que embora as
enzimas para a remocao de sitios AP, bem como muitas das N-glicosilases de DNA, sejam
conservadas entre procariotos e eucariotos, tal conservacdo ndo existe entre 0s
componentes de outras vias de reparo de DNA (Krokan and Bjgras 2013c; Spivak 2016;
Eisen and Hanawalt 1999). A identificacdo de Apn2 e a demonstragdo de seu
envolvimento no reparo de sitios de AP em leveduras atesta o alto grau de conservacao

das vias para reparar sitios AP.

5.2.A proteina Apn2 predita de C. neoformans apresenta dominios proteicos
associados a atividade de fator de transcricao.

A proteina Apn2 de C. neoformans ja foi descrita como um fator de transcri¢do
(Jung et al., 2015). Esse dado foi obtido com base na andlise de sequéncias de
aminoéacidos e pela presenca de dominios conhecidamente relacionados com interacédo
proteina-proteina e proteina-DNA na Apn2 de fungos. Apesar da relevancia do C.
neoformans para a salde mundial, as ferramentas de analise e predicdo de estruturas e
atividades in silico para este organismo ainda permanecem escassas. Diante disso, 0
estudo da predicdo de atividade das proteinas deste fungo ficam limitadas a analise
comparativa com os resultados obtidos para outros fungos, especialmente com S.
cerevisiae, cujos dados estdo melhor descritos na literatura. Neste estudo, foi realizada a
andlise das interacGes da proteina Apn2 de S. cerevisiae, organismo vastamente estudado,

para comparacdo e predi¢do de atividade e regulagdo da proteina Apn2 de C. neoformans.

Analisando as anotacoes contidas no sitio yeastract
(http://www.yeastract.com/promanalysis.php), as quais levam em consideracGes
resultados confirmados experimentalmente (interagcdo referenciada) e/ou predicdes de
atividade baseadas em dominios de ligagéo da sequéncia, sem comprovagéo experimental
disponivel (Interacbes potenciais), é possivel observar a interacdo de Apn2 com
importantes fatores de transcricdo de S. cerevisiae. A proteina Apn2 de S. cerevisiae foi
usada como entrada para busca de fatores de transcricdo no dominio Yeaststract e 0s
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resultados sdo apresentados na Tabela 2. Os autores Workman e colaboradores (2006)
documentaram a associacdo de Apn2 de S. cerevisiae com os fatores de transcricao Ino4,
importante na expressao de genes responsivos as cascatas de sinalizagdo por inositol, e
Swibp (Di Talia et al. 2009), requerido na transcricdo mediada por THFII e na transi¢édo
G1/S (Tabela 2) (Workman et al. 2006). Segundo a analise executada no dominio, dentre
0s genes envolvidos na regulagdo de Apn2 de S. cerevisiae estdo descritos Yap-1 e Xbp-
1, ambos fatores de transcricdo comprovadamente importantes para a viruléncia e
resisténcia a drogas em C. neoformans (Paul, Doering, and Moye-Rowley 2015a;

Upadhya et al. 2013a; Rodrigues-Pousada, Menezes, and Pimentel 2010)

Tabela 2. Descricdo da analise de fatores envolvidos na regulacdo transcricional de Apn2(YBLO019W) de

S. cerevisiae, gerada pela analise no dominio http://www.yeastract.com/.

FT Interacdo Referenciada Relacéo
Cstép Chua G et al., PNAS, 2006;103(32):12045-50 Positiva

Ino4 Workman CT et al., Science, 2006;312(5776):1054-59 Né&o-aplicavel
Mgalp - | Reimand J et al., Nucleic Acids Res, 2010;38(14):4768-77 Positiva
Baslp Fendt SM et al., Mol Syst Biol, 2010;6(0):432 Negativa
Swibp Di Talia et al, PLOS Biol, ;2007(10):e1000221 Negativa
Ashlp - | Di Taliaetal, PLOS Biol, ;7(10):e100022 Positiva
Ace2p - Di Talia et al, PLOS Biol, ;7(10):€1000221 Negativa
Sfplp - Chua G et al., PNAS, 2006;103(32):12045-50 Positiva
Abflp - | Schlecht et al., Mol Biol Cell, ;19(5):2193-2207 Né&o-aplicavel
Teclp Madhani HD et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 1999;96(22):12530-5 Positiva
Stel2p Madhani HD et al., Proc Natl Acad Sci U S A, 1999;96(22):12530-5 Negativa

InteracBes Potenciais. FT — Regido — Sequéncia de ligagédo

Ashlp - Promoter - YTGAT Mcm1p - Promoter - DCCYWWWNNRG
Azflp - Promoter - AAGAAAAA Mot3p - Promoter - AAGGWT
Cup2p - Promoter - HTHNNGCTGD Mot3p - Promoter - ATGGAT
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Fkhlp - Promoter - RYMAAYA

Mot3p - Promoter - AAGAGG

Fkhlp - Promoter - RYAAACAWW

Mot3p - Promoter - AAGGKA

Fkhilp - Promoter - RTAAAYAA

Ndt80p - Promoter - GNCRCAAAW

Fkh2p - Promoter - RTAAAYAA

Nrglp - Promoter - CCCTC

Fkh2p - Promoter - RYMAAYA

Rtglp - Promoter - GGTAC

Fkh2p - Promoter - RYAAACAWW

Rtglp - Promoter - GTCAC

Gatlp - Promoter - GATAAG

Rtg3p - Promoter - GGTAC

Gerlp - Promoter - CTTCC

Rtg3p - Promoter - GTCAC

Gcerlp - Promoter - CWTCC

Sth5p - Promoter - CGGNS

GIn3p - Promoter - GATAAG

Stel2p - Promoter - TGAAACA

Gzf3p - Promoter - GATAAG

Sumlp - Promoter - GNCRCAAAW

Haclp - Promoter - CCAGC

Teclp - Promoter - RMATTCYY

Hsflp - Promoter - NTTCNNGAAN

Xbplp - Promoter - CTCGA

Mcmlp - Promoter - CCYWWWNNRG Yaplp - Promoter - TTACTCA

Utilizando as ferramentas de avaliacao e predicao de interacdes proteicas contidas
no dominio yeastgenome, foi possivel gerar a rede de possiveis interacfes proteicas
realizadas pela proteina Apn2 em S. cerevisiae

(https://www.yeastgenome.org/locus/S000000115/interaction). O dominio yeastgenome

¢ um banco de dados, de dominio publico, que permite a analise de diferentes
caracteristicas de grande nimero de genes e proteinas, bem como predizer interacdes
realizadas entre proteinas de S. cerevisiae. Avaliando especificamente a proteina Apn2,
observa-se que a proteina pode realizar interacdo fisica com a proteina polimerase 30
(Burkovics et al. 2006). S&o consideradas interagdes fisicas aquelas evidenciadas em
ensaios de imunoprecipitacdo de conjugados proteicos, em que a imunoprecipitacdo de
uma proteina revela a presenca de outras a ela ligadas. Para o banco de dados, as
interacbes genéticas sdo as associagdes a nivel de expressdo genica, com modulacao

positiva ou negativa de genes em resposta a proteina analisada. Os resultados
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demonstraram ae interacdo genética de APN2 com diversas outras proteinas, envolvidas

principalmente no reparo de DNA, como RAD1 e RAD10 (Figura 7).
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Figura 7 Interacfes fisicas e genéticas realizadas pela proteina Apn2 de S. cerevisiae. Em roxo interacdo
fisica entre as proteinas; em verde, interacGes genéticas. Figura gerada pelo site yeastgenome, disponivel

em (https://www.yeastgenome.org/locus/S000000115/interaction).

A manutencdo dos dominios cataliticos ja € descrita para diferentes organismos na
literatura, o que decorre da grande importancia dos sistemas de reparo de DNA para a
sobrevivéncia celular (Eisen and Hanawalt 1999). Como as proteinas precisam manter a
atividade AP-endonucleasica funcionando com eficiéncia, a selecdo natural tende a
resultar em conservacdo de sitios de atividade ao longo das geracGes. Grandes
modificagdes nos residuos de aminoacidos dos dominios ativos podem resultar em
comprometimento da atividade final, culminando na selecdo negativa do individuo
(Magditch, Liu, Xue, and ldnurm 2012; Nakamura et al. 2004). A sequéncia de
aminoacidos da proteina Apn2 predita de C. neoformans apresenta caracteristicas in
silico, como posicdo estrutural de sitios cataliticos e dobramento proteico, bastante

semelhantes as proteinas de organismos mais complexos como mamiferos.

5.3. A proteina Apn2 de C. neoformans possui um cluster de cisteinas em
posicao semelhante ao cluster redox-ativo da APE1 humana

Apesar de a proteina Apn2 de C. neoformans ter sido listada como um fator de

transcricdo (Jung et al. 2015c), ndo foram feitas andlises experimentais visando

estabelecer sua atividade de reparo ou a possivel associacdo entre seus dominios e

atividades de reparo de DNA ou ativacéo transcricional. Uma das hipoteses propostas

neste trabalho é que a proteina Apn2, tal como a APE1 humana (Evans, Limp-Foster, and
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Kelley 2000), possa agir na regulacdo transcricional por dois principais mecanismos:
atuando como trans-ativador e/ou como ativador responsivo a situagdo de redox celular.
A APEl humana apresenta atividade de ativacdo redox sensivel de fatores de
transcricao((Jedinak et al. 2011; Wilson and Barsky 2001; Evans, Limp-Foster, and
Kelley 2000)). Essa atividade € realizada atraves da reducéo e oxidacao das cisteinas, em
especial a C65 e C93, situadas no dominio ativo (Luo et al. 2010). Os residuos de cisteina
envolvidos na atividade redox de APE1 humana estdo organizados em uma das duas
folhas beta que formam a estrutura “beta sanduiche” da proteina (Luo et al. 2012). Para
avaliar essa proposta foram feitas analises in silico do dobramento e posicionamento de

residuos de cisteina nas proteinas Apn2 de C. neoformans (Figura 8).
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Figura 8. A proteina predita Apn2 de C. neoformans possui um cluster de cisteinas semelhante ao
observado na proteina APE1 humana. A) proteina APE1 humana. Em vermelho a regido do cluster de
cisteinas envolvido na atividade de ativacao redox transcricional (retirada de (Luo et al. 2012); B) Proteina
Apn2 de C. neoformans modelada neste trabalho usando o software online swiss-model (sequéncia de
aminoacidos da proteina APE1 usada como molde (33,99%identidade). Regibes destacadas em amarelo
representam a localizacdo das cisteinas que sdo chaves para a possivel fungéo redox dessa proteina fungica

(funcdo ainda sem evidéncia experimental).

As cisteinas C65 e C93 estdo localizadas na fita adjacente localizada em uma das
folhas-beta, voltada para o centro da proteina, enquanto a C99 localiza-se em um loop,
no lado oposto (Figura 8A). A atividade redox da proteina APE1 humana néo foi descrita
em proteinas AP-endonucleases fangicas. Quando analisada a estrutura terciaria da Apn2
de C. neoformans, modelada pelo software Swiss-PROT a partir da proteina APE1
humana listada como molde (33,99% de identidade), observa-se a presenca de varias
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cisteinas, dispostas em regides mais externas a proteina. Trés das cisteinas presentes na
Apn2 de C. neoformans localizam-se na regido sobreposta aquela predita como sendo o
cluster de atividade redox da APE1 humana, séo elas C79 e C41, localizadas na folha-
beta voltadas ao centro da proteina, e a C87 localizada no loop, em lado oposto (Figura
8B). As Apns de S. cerevisiae e C. albicans nao apresentam similaridade conformacional
com a APE1 humana, nem dispdem de cisteinas em regiGes proximas ao cluster de
atividade (em dobramentos usando APE1 como molde). Esse modelo é bastante
interessante pois reforca a proposta de que a proteina Apn2 de C. neoformans poderia
apresentar atividade redox, o que nunca antes foi observado para AP-endonucleases em

fungos.

A Apn2 de C. neoformans, apresentou cisteinas posicionadas exatamente sobrepostas
as cisteinas com funcdo de controle redox da proteina APE1 humana, funcdo esta que
confere a multifuncionalidade e complexidade da proteina APE1 humana (Figura 8). A
proteina APE1 possui diversas atividades importantes para a célula além do reparo de
DNA e por isso esta sujeita a regulaces em diversos niveis (M. Li and Wilson 2014a;
Evans, Limp-Foster, and Kelley 2000). Além de guardar similaridades na sequéncia, a
conformacao estrutural da proteina Apn2 de C. neoformans contribui para a hipétese de
que, no fungo, a proteina também seja altamente regulada, uma vez que os dobramentos
calculados para a proteina do fungo orientam os residuos de aminoacidos para a camada
mais externa apos enovelamento, expostos a possiveis modificacdes pds-traducionais. A
conformacdo das cisteinas € mantida mesmo quando usadas outras proteinas como
moldes para calculo da estrutura 3D. Além disso, o gene APN2 de C. neoformans

apresenta regulacdo a nivel trascricional em respostas associadas a viruléncia (Tabela 4).

Experimentos completos de interacdo e regulacdo transcricional sdo indispensaveis
para identificar os mecanismos moleculares utilizados por Apn2 de C. neoformans para
o controle redox celular. Contudo, o avanco da tecnologia e a maior capacidade de
predicdo de estruturas e atividades proteicas a partir de softwares sugerem que as
semelhangas estruturais, de sequéncia e dobramento, entre a proteina Apn2 de C.
neoformans e a APEL1 humana, ao menos direcionam o entendimento para uma maior
complexidade da proteina de C. neoformans quando comparada a outros fungos, ainda
que a presenca das estruturas seja apenas um indicativo evolutivo para possiveis ganhos

de funcionalidade.
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A proteina Apn2 de C. neoformans foi previamente sugerida como um fator de
transcricdo (Jung et al. 2015a). Jung et al. (2015) avaliaram a presenca de sequéncias de
DNA associadas a atividade transcricional em banco de dados do genoma de C.
neoformans, detectaram que o mutante nulo CNAG_04268 tinha um defeito de
crescimento a 39 °C e caracterizaram o papel potencial desse gene como fator de
transcrigdo (Jung et al. 2015a). No entanto, os autores ndo discutiram a homologia da
proteina deduzida CNAG_04268 com componentes de reparo de DNA, nem avaliaram o
efeito da delecdo combinada de Apnl e Apn2 no contexto de resposta a danos ao DNA e

sobrevivéncia de C. neoformans.

5.4.Geracéo e confirmagdo de mutantes da via BER

Para avaliar o impacto direto das atividades de reparo de DNA sobre 0s processos
celulares de C. neoformans, foram geradas linhagens flngicas mutantes, nas quais 0s
genes APN1, APN2 e XPC foram deletados do genoma. A delecéo dos loci de interesse
foi realizada segundo técnica descrita por (M. S. Kim et al. 2009) e confirmada através
de PCR e Southern Blot conforme descrito em Material e Métodos. Os dados relacionados

a delecdo de XPC serdo apresentados no capitulo II.

A confirmacdo dos mutantes apnlA, apn2A, apnlAapn2A e reconstituidos foi
realizada por PCR usando oligonucleotideos desenhados para regides internas do gene de
interesse, na juncdo dos cassetes de reconstituicdo no genoma e os resultados estdo
apresentados na Figura 9. Os organismos mutantes confirmados foram estocados a -80
°C e submetidos as andlises subsequentes. O resultado da confirmacdo de mutantes de
Apnl por Southern blot apds analise do perfil de restricdo pode ser observado na Figura
10.
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Os mutantes apn2A, apnl1Aapn2A e reconstituidos foram confirmados apenas por

PCR.
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Figura 9. Confirmacdo de mutantes por PCR. Confirmacao por PCR da delecdo de genes alvo em
cepas mutantes. Representacdo esquematica de quatro conjuntos de PCR para confirmacédo da interrupcéo
dos genes APN1 e APN2. A PCR 1 foi realizada com iniciadores projetados fora da regido flanqueadora na
porcdo 5 ' do gene, e regido de flanqueamento 3 '(setas pretas). Os mutantes confirmados geraram um Unico
fragmento em PCR1 que diferia em tamanho daquele do WT e das cepas reconstituidas especificas. A PCR
2 consistiu em reacOes usando iniciadores especificos para o gene alvo (setas brancas). Esperava-se que o
gene alvo fosse amplificado a partir do gDNA WT, ao passo que nenhum amplicon fosse gerado a partir
do DNA dos mutantes confirmados. PCR3 foi realizada com iniciadores projetados para as regifes 5 'e 3'
externas (setas pretas) e para o marcador de resisténcia a antibidticos (HYG: Higromicina B; NAT:
Nourseotricina; setas cinza). Esperava-se que os amplicons ha PCR 3 fossem gerados apenas a partir do
DNA dos mutantes confirmado. A PCR 4 foi realizada usando uma combinac&o de iniciadores para a regido
flanqueadora e especificos para o gene alvo (setas brancas). No PCR 4, esperava-se que 0s genes-alvo
fossem amplificados apenas a partir do DNA das cepas reconstituidas. A) Analise eletroforética em gel de
agarose 0,8% corado com 0,5 pug / mL de EtBr do DNA referente ao gene APN1 e amplicons das cepas
reconstituidas. B) Analise eletroforética em gel de agarose 0,8% corado com 0,5 g / mL de EtBr do DNA
referente ao gene APN2 e amplicons das cepas reconstituidas. O tamanho dos amplicons € indicado em
pares de bases (bp).
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Figura 10. Confirmacdo de delecdo do locus do gene APN1 por Southern Blot. O gDNA dos fungos
selvagem e mutantes foram incubados com as enzimas Stul e Sall separadamente e o padrdo do tamanho
dos fragmentos gerados foi analisado por Southern Blot. A marcacdo dos fragmentos foi realizada com a
hibridizacdo de sonda marcada com Dioxigenina. Pontas de setas — Sitios de clivagem das enzimas.

Na identificacdo de mutantes apnlA, a presenca de um sitio de clivagem na
sequéncia do cassete de delecdo permitiu a identificacdo de fragmentos de DNA menores
(2.753 para Stul e 3.242 pb para Sall), quando comparado aos gerados apos a clivagem
do DNA gendmico (gDNA) do fungo da linhagem selvagem (5.015 para Stul e 5.506 pb

para Sall) o que confirma a insercéo do cassete de delecdo no locus correto (Figura 10).
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5.4. Mutantes apn nao apresentam sensibilidade a agentes estressores osmoticos

ou de parede celular quando cultivados em meio sélido.
Para avaliar a viabilidade dos mutantes da via BER em resposta a agentes

estressores foram realizados testes de sensibilidade em diferentes meios de cultura e

condi¢des de tratamento. Os fendtipos foram analisados a partir da capacidade de

crescimento em meios solidos contendo diferentes agentes estressores. Os agentes

utilizados e seus mecanismos de inducdo de estresse estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Descri¢do dos mecanismos de acdo dos agentes estressores usados neste trabalho.

Estresse Agente Concentracao Mecanismo de acao
NaCl 15M Inducéo de estresse ibnico
o KCI 15M Inducéo de estresse ibnico
©
8 Desestabilizacdo de lipideos da membrana
£ SDS 1%
S celular.
Sorbitol 25M Estresse osmético
I YPD pH 4,0
o
o Inibe a via Torl e ativa a via PKcl/Mpkl
[«5)
©
8 E Cafeina 0,05 mg/mL e 0,1 mg/mL controlando o  remodelamento e
© [
a o manutencéo da parede celular
Espécie reativa de oxigénio que induz
H20, 1 mM; 3 mM; 5 mM L
estresse oxidativo.
o
=
§ Menadiona 0,03 mM Estresse oxidativo.
X
o
*CdSO4 32,5 uM Estresse idnico / metalico
Hidroxiurea 110 mM Inibe as ribonucleotideo redutases
Agente alcilante que bloqueia a leitura e
MMS 0,2 % o
8 replicacdo do DNA
X
pet Agente alcilante que bloqueia a leitura e
e EMS 0,2 % o
3 replicacdo do DNA
o Se liga a sitios abasicos no DNA bloqueando
Metoxiamina 10 mM

0 reconhecimento e o reparo do DNA.
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Inicialmente, foi analisado se os genes APN1 e APN2 afetam o crescimento e a
viabilidade de C. neoformans. Nenhum efeito relevante no crescimento das linhagens
mutantes em YPD soélido ou qualquer alteracdo relevante na cinética de crescimento em
meio YPD liquido foi observado. Os ensaios foram realizados as temperaturas de 30 °C
e 37 °C e as taxas de crescimento das linhagens foram comparadas ao crescimento da

linhagem selvagem (Figura 11).
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Figura 11. Efeito da delecfo dos genes APN1 e APN2 sobre o crescimento de C. neoformans.
Leveduras de C. neoformans na concentracdo de 10° cel/ mL foram inoculadas em meio YPD liquido e
cultivadas a 30 °C e 37 °C. O crescimento celular foi determinado por meio de densidade dptica a 600 nm
(OD 600 nm) a cada 24 h, por um total de 96 h.

A exposicdo dos mutantes ao agente genotdxico sulfato de Cadmio (CaSOs), ou a
agentes estressores de membrana, ou osmoticos, como cloreto de sodio (NaCl 1,5 M) e
cloreto de potéassio (KCl 1,5 M), ndo afetou o crescimento dos mutantes, sendo observado
um perfil semelhante ao apresentado pela linhagem selvagem (Figura 12). O crescimento
dos mutantes apresentou sutil alteragdo quando expostos a agentes estressores de parede:
sodio dodecilsulfato (SDS 0,05%) e Sorbitol (2,5 M) ou cafeina (0,05 e 0,1 mg/mL)
(Figura 12).
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30 °C

YPD NaCl 1.5M KCl115M CaS04 32.4 mg/mL HU 110 pg/mL EMS 0.03%
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SDS 0.5 % Sorbitol 2.5 M MND 0.03 mM MMS 0.03 % Caffeine 1 mg/mL H202 1 mM
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B 37 °C

YPD NaCl 1.5M KCI1.5M CaS04 32.4 mg/mL HU 110 pg/mL EMS 0.03%

10° 10°10° 10° 10° 0° 10° 10° 10° 10°  10° 10° 10° 10° 10° 10°10° 10* 10° 10 10° 10° 10° 10° 10°  10° 10° 10% 10° 10°
H99
apnlA
apn2A
apnlAapn2A
apnlA::APN1
apn2A::APN2

SDS 0.5 % Sorbitel 2.5 M MND 0.03 mM MMS 0.03 % Caffeine 1 mg/mL H202 1 mM
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Figura 12. Fendtipos relacionados a temperatura e ao estresse celular quimico dos mutantes de genes APN-like de C. neoformans. DiluicBes em série de dez vezes para
as cepas indicadas foram aplicadas em YPD s6lido suplementado com diferentes compostos a 30 °C (A) e 37 °C (B). O crescimento foi avaliado apés 48 h de incubacao.
EMS: etilmetanossulfonato; MMS: sulfonato de metileno; HU: hidroxiureia; MND: Menadiona).
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Foi avaliada a capacidade de crescimento das linhagens na presenca de agentes
causadores de estresse oxidativo e apenas uma sutil resisténcia pode ser observada nas
linhagens mutantes apnliA, apn2A e apnlAapn2A ap06s exposicdo & Menadiona (0,03
mM). Néo foi observada sensibilidade ou resisténcia ao agente perdxido de hidrogénio
(H202 1 mM) ou ao nitrito de sédio (NaNO) (Figura 13). Esses resultados demonstram
que os genes APN1 e APN2 de C. neoformans néo sdo essenciais para o crescimento ou

para 0s mecanismos de resposta de C. neoformans aos agentes estressores citados.

H20:
Control MND NaNO2 I mM 3ImM

H99
apnlA
apn2A

apnlAapn2A
apnlA::APNI1
apn2A::APN2

Figura 13. Os mutantes apnlA, apn2A e apnlAapn2A ndo sdo suscetiveis a agentes oxidantes em meio
sélido. Culturas de leveduras de C. neoformans WT, linhagens mutantes e reconstituidas foram diluidas em
série de dez vezes e inoculadas em &gar YPD suplementado com 0,03 mM de menadiona (MND), 4 mg /
mL de nitrito de sédio (NaNO2) ou 1 ou 3 mM de perdxido de hidrogénio (H20z). O crescimento foi
acessado apo6s 48 h de incubagéo, a 30 °C, protegido da luz. Os resultados sdo representativos de pelo menos
trés experimentos independentes.

Para determinar o papel da via de BER na biologia de C. neoformans, cepas
mutantes foram construidas nas quais 0s genes APN1 e APN2 foram deletados por
biolistica. Foi demonstrado que a delecdo de genes BER separadamente ou
simultaneamente gerou mutantes viaveis, indicando que nenhum dos genes € essencial
para o crescimento de C. neoformans em condi¢des laboratoriais padrédo. As morfologias
da col6nia dos mutantes de BER ndo diferiram de col6nias da linhagem selvagem sob
condigdes controle, sem inducdo de estresse. A delecdo dos genes APN1 e APN2 do
genoma de C. neoformans ndo induz mudancas na morfologia ou fendtipos em resposta
aos estressores da parede celular ou de membrana (Figura 12). Esse padrao de resultados
também é observado em outros fungos, como S. cerevisiae, C. albicans e S. pombe (R E
Johnson et al. 1998; M. Legrand et al. 2008; Ribar, Izumi, and Mitra 2004).

Os estudos das vias BER de diferentes fungos resultaram em padrdes de fendtipos
muito especificos, de acordo com cada organismo. Em S. cerevisiae, a delecdo de APN2
ndo tem efeito sobre a viabilidade ou crescimento celular, e 0 mutante apnlAapn2A

também cresce normalmente (Boiteux and Guillet 2004c). Estudos de Legrand et al.
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caracterizaram a via BER de C. albicans (M. Legrand et al. 2008). Os autores geraram
cepas mutantes para uma glicosilase que corrige especificamente guaninas oxidadas,
conhecida como proteina OGG1, e também para duas endonucleases Apnl e Ntgl. As
cepas mutantes 0gglA, ntglA e apnlA ndo apresentaram alteracfes na capacidade de

crescimento, quando comparadas a cepa selvagem (M. Legrand et al. 2008).

A delecdo dos genes APN de C. neoformans nédo induziu diferencas significativas
na resposta do fungo a diferentes fontes de estresse oxidativo (H202, MND ou NaNO3),
fenotipo semelhante ao observado para linhagens apnlA mutantes de C. albicans,
expostas ao H»O> (M. Legrand et al. 2008). Em contrapartida, 0 mutante apn2A
apresentou sensibilidade em resposta ao H202 (Ribar, Izumi, and Mitra 2004; Osman et
al. 2003). Em S. cerevisiae, a delecdo simultanea das proteinas Ntgl, Ntg2, and Apn,
todas da via BER, resultou em aumento da recombinacdo e das taxas de mutacdo, mas
ndo influenciou diretamente na resposta aos agentes oxidantes H.O, e Menadiona
(Swanson et al. 1999).

5.5.Mutantes apn2A e apnlAapn2A apresentam alta sensibilidade a radiacéo

uVv.

A fim de avaliar o envolvimento da via BER de reparo na correcdo de lesdes
alcilantes induzidas pela radiacdo UV, os fungos das linhagens mutantes e selvagem
foram submetidos as diferentes intensidades de radiacdo UV e o crescimento em meio
YPD foi medido apds 48 h. Os resultados apresentados na Figura 14 revelam a
sensibilidade das linhagens apn2A e apnlAapn2A a radiacdo a partir da 120 J/m? A
dificuldade de crescimento dos fungos foi diretamente proporcional ao aumento da
energia de radiacdo (Figura 14 A e B). Diferente do observado nos ensaios de
sensibilidade a agentes estressores, o fenodtipo de sensibilidade a radiagdo UV apresentado
pelo duplo mutante apnIAapn2A foi mais expressiva do que o observado para 0 mutante
apn2A, 0 que pode sugerir acdo sinérgica apos delecdo simultdnea de ambos os genes
APN1 e APN2.
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Figura 14. Ensaio de viabilidade apds o tratamento das células com diferentes intensidades de radiacéo
UV. A) Culturas de leveduras de C. neoformans WT, linhagens mutantes e reconstituidas foram diluidas
em série de dez vezes e inoculadas em &gar YPD e expostas a diferentes energias de radiagdo UV. Em
seguida, as placas foram incubadas em estufa 30 °C e observadas ap6s 48 h de crescimento. B) Um total de
5x102 células de C. neoformans foram plaqueadas em YPD sélido e expostas a radiacdo UV nas energias
de 120, 240 e 480 J/m?a 254 nm. O grupo controle refere-se as diferentes culturas em meio YPD sdlido
sem exposi¢do a radiacdo UV. As culturas foram incubadas a 30 °C por 48h, protegidas da luz para
contagem de UFC. O gréafico representa a porcentagem de células viaveis dos tratamentos normalizada pela
porcentagem de células viaveis do grupo controle (células da linhagem selvagem H99). One-Way analysis
of variance (ANOVA) com pds-teste de Dunnet foi usado para comparar as médias dos resultados obtidos
em trés experimentos diferentes. Barras de erro representam o erro padrdo da média. **** p < 0,0001.

O duplo nocaute dos genes APN1 e APN2 (mutante apnlAapn2A) de C.
neoformans apresentou maior sensibilidade comparado aos fen6tipos observados nas
linhagens mutantes apnl e apn2. A susceptibilidade das linhagens mutantes a radiacéo
UV foi quantificada utilizando técnica de analise da viabilidade celular por contagem de
UFC apds exposicdo as energias de radiacio a 120, 240 e 480 J/m?. Os resultados indicam
que a delecdo do gene APN2 afeta significativamente a viabilidade de C. neoformans em
resposta a exposicdo a radiacdo UV. A sensibilidade do mutante apn2A ¢é dose
dependente, como mostrado na Figura 14. O mutante apnlA apresentou moderada
resisténcia a radiacdo UV e o duplo mutante apresentou-se mais susceptivel do que o
mutante apn2A. Esse resultado indica um efeito aditivo de sensibilidade, quando da

delecdo conjunta de ambos os genes APN1 e APN2.
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Diante dos resultados obtidos ap6s ensaio de sensibilidade as lesdes alcilantes
geradas por radiacdo UV, as linhagens foram testadas quanto a sensibilidade as
concentragdes crescentes de diferentes drogas mutagénicas. A sensibilidade foi avaliada
pela capacidade de crescimento em meio sélido e foram considerados sensiveis as
linhagens, cujo perfil de crescimento tenha diminuido em resposta a exposicao a droga

em pelo menos uma diluigdo. Os resultados podem ser observados na Figura 15.

CONTROLE

H99
apnlA
apn2A

apnlAapn2A
apnlA::APN1
apn2A::APN2

Figura 15. Avaliacdo do fendtipo de cepas C. neoformans mutantes de BER ap0s a exposicdo a agentes
alcilantes de DNA. As diferentes cepas foram diluidas em série e plaqueadas em YPD &gar suplementado
com agentes indutores de danos no DNA: 0,03% metano-sulfonato de metila (MMS), 0,04% de metano-
sulfonato de etila (EMS), 200 pug / mL N -etil-N-nitrosoureia (ENU), brometo de etidio 20 pug / mL (EtBr)
ou hidroxiureia 110 mM (HU). As placas foram incubadas a 30 °C durante 48 h. Os resultados sdo
representativos de trés experimentos independentes.

O crescimento dos mutantes ndo apresentou distin¢do daquele apresentado pelo
fungo selvagem apos os tratamentos com Hidroxiurea (HU, 110 Mm), com agentes
alcilantes metil metano-sulfonato (MMS, 0,03%), etil metano-sulfonato (EMS, 0,04%),
ou ao agente intercalante brometo de etideo (EtBr, 20 ug/mL) (Figura 15). Foi observado
que as linhagens mutantes para apenas um dos genes (apnlA e apn2A) também nao
apresentaram diferencas na resposta a exposicdo ao N-etil-nitrosurea (ENU) (200 pg)
(dados ndo mostrados). Esses resultados foram observados em mais de um experimento
independente. De modo similar, as analises realizadas em maiores concentracfes das
drogas testadas ndo revelaram diferencas significativas quanto ao crescimento celular em

presenca de concentragdes crescentes de MMS, EMS, ou CdSO4 (Figura 16).
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Figura 16. A dele¢do dos genes de reparo nao induziu sensibilidade a drogas genotoxicas em meio solido.
Os genes de reparo selecionados para esse estudo ndo se mostraram indispensaveis ao crescimento em
temperaturas de 37 °C ou em outras condi¢Bes de estresse. As diferentes linhagens mutantes e o tipo
selvagem foram diluidas em série (10x por ponto — ver métodos) e 5 pL de cada dilui¢do foram semeados
em meio &gar: YPD, metil metanosulfonato (MMS), etil metanosulfonato (EMS), sulfato de cadmio
(CdS04), e hidroxiurea (HX) em diferentes concentra¢des. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C.
A esquerda, crescimento em meio nutritivamente rico (YPD) como controle do experimento; a direita,
crescimento em placas de &gar contendo os estressores na concentracao indicada acima da imagem.
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Em muitos organismos, cepas mutantes para reparo de DNA exibem diferentes
susceptibilidades aos varios tipos de agentes que danificam o DNA. A sensibilidade a
radiacdo UV, agentes oxidantes e agentes alcilantes, incluindo compostos conhecidos por

induzir DSB, varia dependendo de cada via de reparo de dano ao DNA que seja modulada
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(RD 1996; Wallace 2014; Ma, Westmoreland, and Resnick 2013; Ling et al. 2013)
(Chauhan et al. 2005). Neste trabalho, foi demonstrado que a delecdo de componentes
BER de C. neoformans induz sensibilidade a drogas genotoxicas, como MMS, EMS e
MX de maneira dose dependente. Da mesma forma, mutantes de BER também
apresentaram alta sensibilidade a exposicao a radiacdo UV e a droga genotdxica Zeocina,
agentes conhecidos por induzir SSB e DSB no DNA. Apesar da especificidade da via de
BER para lesGes oxidadas e ndo volumosas no DNA, estudos atuais tém demonstrado a
dindmica do reconhecimento de danos ao DNA e a superposi¢do das atividades das vias
de reparo do DNA na protecdo celular (SenGupta et al. 2013; M. Li and Wilson 2014a;
Lagerwerf et al. 2011; B and L 1994). Além disso, os homdlogos humanos das proteinas
Apn de levedura, proteinas APE1 e APE2 tém papel direto no reparo de DSB de DNA
(Schrader et al. 2009; Hegde, Hazra, and Mitra 2008).

5.1.Mutantes BER apresentam sensibilidade dose dependente a exposicéo

com os agentes MMS e EMS em altas concentragdes.

Visando melhor entender o papel dos genes APN1 e APN2 de C. neoformans, as
respectivas linhagens nocaute foram avaliadas quanto ao possivel aumento de
sensibilidade aos agentes MMS e/ou EMS, em meio liquido, como previamente descrito
para mutantes apnlA de S. cerevisiae (Popoff et al. 1990). As linhagens foram incubadas
com altas concentrac@es (0,1% e 0,2%) de MMS e EMS em meio YPD liquido durante 1
h, a 30 °C, sob agitacdo e a viabilidade celular foi determinada pela contagem de UFC.
Os resultados sd@o mostrados na Figura 17. A linhagem mutante apn2A foi hipersensivel as
altas concentragdes de MMS (Figura 17A). A delecdo do gene APN2 de C. neoformans
induziu sensibilidade aos tratamentos com 0,2% de EMS por 1 h (Figura 17B), e ao
tratamento com 0,2% de MMS, sensibilizando as células fangicas logo apds 20 min de

exposicao a droga.
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Figura 17. apn2A e apnlAapn2A sdo sensiveis a diferentes a0 MMS e EMS. Os fungos foram diluidos e
incubados em meio YPD liquido contendo diferentes drogas genotoxicas, em diferentes condi¢Bes. A)
Viabilidade celular ap6s exposicéo a 0,1 ou 0,2% MMS ou B) 0,1 ou 0,2% EMS. As cepas foram expostas
aos agentes em YPD liquido por 1 h, a 30 ° C e 150 rpm. As células foram entdo lavadas com solugdo salina
de tampdo fosfato (PBS) e semeadas em &gar YPD para contagem de UFC. Os gréaficos representam a
porcentagem de células vidveis dos tratamentos normalizadas pela porcentagem de células viaveis do grupo
controle. A cepa WT H99 foi usada como controle para andlise estatistica. ANOVA unilateral com o teste
de comparagfes multiplas de Dunnett foi usado para comparar as médias dos resultados de trés
experimentos independentes. As barras de erro representam erros padrdo da média. **** p <0,0001; *** p
<0,001; * p <0,05.

A concentracdo de 0,2% de MMS reduziu drasticamente a contagem do nimero
de colbnias da linhagem apn2A, totalizando apenas 10% da sobrevivéncia, comparada a
50% das colonias da linhagem selvagem. A linhagem apnlA foi sensivel apenas ao
estresse induzido por MMS. Em comparagdo a linhagem selvagem e aos mutantes com
delecéo simples (apenas um gene), o duplo mutante apniAapn2A foi mais sensivel as

altas concentracdes de ambos 0s agentes genotoxicos testados.

Estudos demonstraram que os mutantes BER e NER de C. albicans exibiram
mesma susceptibilidade a EMS e MMS que a linhagem selvagem (M. Legrand et al. 2008;

Melanie Legrand et al. 2007), sugerindo que as vias BER e NER desempenham um papel
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importante no reparo de quebras de DNA neste organismo (M. Legrand et al. 2008;
Melanie Legrand et al. 2007). Legrand e colaboradores observaram também que a delecdo
de APN2 em S. cerevisiae ndo afetou sua resposta ao dano induzido por MMS, mas o
duplo mutante apnlAapn2A exibiu um aumento acentuado da sensibilidade a MMS em
comparagdo com a cepa apnlA (M. Legrand et al. 2008; Melanie Legrand et al. 2007).

Em S. pombe, as cepas mutantes nth1A e apn2A foram sensiveis a MMS, enquanto
a cepa apnlA tambem foi sensivel ao estresse oxidativo. O mutante duplo apn2AapnlA
foi mais sensivel ao estresse oxidativo do que o mutante apn2A (Ribar, Izumi, and Mitra
2004). A delecdo de APN2 em S. pombe também induziu sensibilidade a fleomicina, o
que indica Apn2 como a principal endonuclease AP deste fungo (Ribar, Izumi, and Mitra
2004).

As diferencas observadas nas respostas das cepas mutantes de BER a radia¢do UV
e agentes alquilantes de C. albicans e S. cerevisiae em comparacao com C. neoformans e
S. pombe podem estar associadas a estrutura das proteinas. Os homdélogos humanos das
proteinas Apn de S. cerevisiae estdo envolvidos no reparo de DSB no DNA (Schrader et
al. 2009; Burkovics et al. 2006) e a HSAPE2, especificamente, apresenta atividades de
exonuclease 3 ' — 5 ' (corregdo de bases mismatch na porg¢do 3’ terminal), bem como de
remogao de 3'-fosfoglicolato (Burkovics et al. 2006; Hossain, Lin, and Yan 2018; Hadi
et al. 2002a). A Apn2 de S. pombe e a Apn2 predita de C. neoformans apresentam o
mesmo dominio zf-GRF descrito como importante para a atividade 3 exonuclease de
HSAPE2, que estd ausente nas proteinas de C. albicans e S. cerevisiae, e também em
CnApnl (Figura 5). Tais observagdes sugerem que a AP-endonuclease 2 de C.
neoformans potencialmente desempenha um papel em vias adicionais de reparo de DNA,
além da BER, atuando provavelmente no reconhecimento e correcdo de SSB e DSB no
DNA.

5.2. APN2 é importante para a resisténcia a drogas antifungicas

Para avaliar o possivel envolvimento das enzimas de reparo de DNA na
susceptibilidade de C. neoformans a antibioticos, foi realizada diluicdo seriada das
linhagens mutantes, reconstituidas e selvagem que foram plaqueadas em YPD agar
contendo concentragdes definidas das drogas antifungicas. A susceptibilidade ou
resisténcia foi avaliada inicialmente de acordo como a capacidade de crescimento no meio
apos 48 horas de incubacdo. Os mutantes apn2A e apnlAapn2A apresentaram dificuldade
de crescimento em meio contendo Anfotericina B (8 pg/mL), Fluconazol (10 pg/mL) e
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Zeocina (0,1%). A reducdo do crescimento visivel em pelo menos uma diluicdo, foi
considerada sensibilidade em relacdo a linhagem controle (YPD sem adicdo de droga). A
exposicao as drogas Terbinafina (1 pg/mL), Itraconazol (0,012 pug/mL), Cetoconazol (1
pg/mL), Nistatina (50 pg/mL) e Cerulonina (10 pg/mL), ndo induziu sensibilidade das

linhagens mutantes, nas condicdes testadas (dados ndo mostrados).

5.3. A delecéo de genes APN promove a reducdo das concentracdes inibitérias
minimas de drogas antiflngicas.

A geracdo de espeécies reativas de oxigénio pela Anfotericina B (AmpB) contribui
para sua acdo fungicida (Ferreira et al. 2013). Para avaliar o efeito da inibigdo da
atividade de reparo de lesdes oxidadas na resposta de C. neoformans as drogas
antifangicas, inicialmente foram determinados os valores de CIM para MX, AmpB,

fluconazol, terbinafina, 5-Flucitocina para cada linhagem (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de MIC de anfotericina B (AmpB), cloridrato de metoxiamina (MX) e fluconazol (Flu),5-
flucitosina (5-FLu) e terbinafina (Terb) contra H99, apnlA, apn2A e apnlAapn2A e as respectivas cepas

reconstituidas.

Replicata 1 Replicata 2
AmpB  MX Flu Terb 5-flu AmpB MX Flu Terb  5-flu
(Hg/mL) (mg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (mg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

H99 0,25 1,25 2 1 4 0,25 1,25 2 1 4
apnlA 0,25 1,25 2 1 8 0,25 1,25 2 1 8
apn2A 0,125 0,626 1 1 8 0,125 0,626 1 1 8
apnlAapn2A 0,125 0,626 1 0,5 2 0,125 0,626 1 0,5 2
apnlA::APN

L 0,25 1,25 2 1 4 0,25 1,25 2 1 4
apn2A::APN

) 0,25 1,25 2 1 4 0,25 1,25 2 1 4

A linhagem de C. neoformans deletada para ambos os genes APN1 e APN2 apresentou
reducdo nos valores de CMI para todas as drogas testadas. Em contrapartida, mutantes
apnlA e apn2A apresentaram maior resisténcia ao tratamento com 5-flucitosina,
caracterizado pelo crescimento fungico em meio contendo maior concentragdo da droga.
Os resultados de sensibilidade obtidos corroboraram aqueles observados por meio de
crescimento em YPD solido contendo as mesmas drogas (dados ndo mostrados).
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A criptococose, causada por C. neoformans ou C. gattii, € uma doenca fungica
significativa em todo o mundo, com alta incidéncia e morbidade (Mourad et al. 2018). Os
pacientes tratados frequentemente apresentam recidiva devido ao ganho de resisténcia aos
antifangicos, o que leva a uma taxa de mortalidade de até 30% (Srikanta, Santiago-Tirado,
and Doering 2014). Dado o uso difundido de tratamento antifingico de longo prazo para
prevenir a recorréncia da infecgdo, o desenvolvimento potencial de resisténcia aos

medicamentos representa uma séria ameaca para o controle da doenga criptococica.

Neste trabalho foi demonstrado que a interrupcdo dos genes da via BER de C.
neoformans induziu sensibilidade dose dependente a diferentes drogas antifingicas. A
remoc&o dos genes APN1 e APN2 simultaneamente, foi capaz de reduzir a CIM de drogas
como fluconazol e anfotericina B in vitro, dois antifingicos largamente utilizados no

tratamento de criptococcoses.

Sengupta e colaboradores (2011) estudaram o envolvimento de APE1 humana no
mecanismo de ativacdo do fator de transcricdo proteina de ligacdo a Y-box (YB-1) no
promotor do gene de resisténcia a multidrogas (MDR-1). Os pesquisadores descobriram
que a proteina APE1 interage estavelmente com YB-1 e, quando acetilada, tem a ligacao
potencializada, levando a ativacdo do promotor. A acetilacdo de APE1 aumenta a
interacdo entre p300 e YB-1 e, a formacao do complexo no promotor do gene, o que induz
a montagem da RNA polimerase Il e consequente transcricdo de MDR-1.(Sengupta et al.
2011).

Em fungos, transportadores ABC estéo relacionados com a resisténcia a diferentes
drogas, uma vez que potencializam o efluxo das mesmas, livrando a células dos efeitos
nocivos dos compostos (Niimi 2010). A transcricdo de transportadores ABC de
membrana é regulada por Yap-1 (Paul, Doering, and Moye-Rowley 2015b). Assim, a
maior sensibilidade as drogas observada para 0s mutantes em que ndo apresentam Apn2
pode ter explicagdo segundo mecanismos transcricionais. Tal como ocorre em células
tumorais humanas, em fungos a atividade transcricional e de reparo de DNA da proteina
Apn2 pode desempenhar papel importante na sensibilidade a drogas e, consequentemente,
nos mecanismos de resisténcia a drogas.

Outra possibilidade esta relacionada a resposta celular global aos danos no DNA,
causados pelo tratamento com as drogas antifungicas e acumulados pela inibigdo das
atividades de reparo nos mutantes apn2A4 e apnlAdapn2A. Nesse contexto, as diferencas

de sensibilidade as drogas decorreria de processos celulares secundarios ativados em
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resposta ao acumulo de danos no DNA, néo sendo atribuidas diretamente a atividade das
enzimas Apnl e Apn2, mas sim ao processo de resposta ao estimulo de danos no DNA.
Essa proposi¢do ja vem sendo levantada por estudos realizados em células humanas em
resposta ao tratamento com drogas genotoxicas alcilantes quimioterapicas (Fenske et al.
2006; Kiltie 2009). Os autores sugerem que as acOes das proteinas de reparo do DNA
podem ser altamente toxicas para a célula, em vez de protetoras. Os desequilibrios
celulares podem surgir de diferentes situacfes genéticas (mutacGes, polimorfismos) ou
variacdo epigenética (silenciamento heterocromatico, regulacao da transcricdo mediada
por microRNA) que podem alterar os niveis de expressao de proteinas ou suas atividades
dentro de uma via de reparo de DNA (Fenske et al. 2006; Kiltie 2009; Moskwa et al.
2011).

Ambas as proposi¢cdes apresentadas necessitam de maiores experimentacfes para
serem confirmadas. Assim, estudos futuros sdo necessarios para entender como as
leveduras de C. neoformans se utilizam da maquinaria de reparo do DNA para responder
aos estressores e as drogas antifingicas. Andalises gendmica, transcriptdmica e
protedmica, poderdo fornecer uma visdo geral de como os niveis de componentes de
reparo de DNA podem afetar a sensibilidade ou resisténcia as drogas. Contudo,
independente do mecanismo, mudangas importantes foram observadas na resposta a
drogas apos delecdo dos genes APN1, APN2 do genoma de C. neoformans, e esses
resultados apresentam-se promissores no estudo do processo de desenvolvimento de

resisténcia/ susceptibilidade a drogas deste patogeno.

5.4.A inibicdo do reconhecimento de sitios abasicos pela Metoxiamina
aumenta o efeito fungicida de Anfotericina B
Em seguida, foi avaliado se compostos que inibem as corre¢des de lesdes oxidativas,
como metoxiamina (MX), quimioterapico utilizado no tratamento anticancer, poderiam
aumentar o efeito antifungico da AmpB. As cepas mutantes apn2A e apnlAapn2A
apresentaram valores de CIM de 1,0 pg/mL de fluconazol, metade dos valores de CIM
apresentados pelas cepas H99, apnlA e reconstituidas (2,0 pg/mL). Com base nesses
valores, usamos diferentes combinagdes dos farmacos MX e AmpB para um ensaio
checkerboard, para avaliar uma possivel interacdo entre as drogas. A combinacdo de
AmpB e MX apresentou sinergismo contra todas as cepas. A combina¢do dessas drogas
foi mais eficaz contra as cepas apn2A (FICI = 0,187) e apnlAapn2A (FICI = 0,219) do
que para as cepas H99 (FICI = 0,375) e apnlA (FICI = 0,312) (Tabela 5).

90



Tabela 5. Valores CMI de anfotericina B (AmpB) e cloridrato de metoxiamina (MX) em combinagdes e

valores de indice de concentracéo inibitoria fracionaria (FICI).

) Experimento 1 Experimento 2
Linhagem
CiMab ClMba FICI ClMab ClMba FICI
H99 0,0625 0,292 0,50 0,0312 0,150 0,2498
apnlA 0,0156 0,292 0,3124 0,0625 0,078 0,3125
apn2A 0,0078 0,078 0,1874 0,0078 0,078 0,1874
apnlAapn2A 0,0156 0,078 0,2498 0,0078 0,078 0,1874

ClMab: MIC de AmpB em combinagdo com MX. CIMba: CIM de MX em combinacdo com AmpB. As concentracdes
de AmpB sdo expressas em pg/mL e para MX em mg/mL. O resultado do FICI foi interpretado da seguinte forma:
<0,5-sinergia,> 0,5 ¢ <4,0-indiferente,> 4,0-antagonismo (Pfaller et al. 2015).

Os inibidores de BER estdo sendo explorados vigorosamente como
potencializadores da resposta das células cancerosas aos agentes alcilantes (L. Liu and
Gerson 2004; Y, MJ, and JM 2005). Foram identificados varios inibidores da atividade
de APE que sensibilizam uma variedade de tipos de células humanas a agentes alcilantes
e metoxiamina é um desses inibidores que esta sendo usado atualmente na clinica (L. Liu
and Gerson 2004). A metoxiamina bloqueia a via BER reagindo com um grupo aldeido-
acucar do sitio AP, causando um intermediario estavel (metoxiamina-AP) que bloqueia a
atividade endonuclease da APE. Ao inibir a corre¢cdo adequada pela via BER, a
metoxiamina demonstrou potencializar a citotoxicidade de agentes alcilantes em uma
variedade de tipos de células cancerigenas e modelos de xenoenxertos tumorais (Yan et
al. 2006; Guerreiro et al. 2013; Rosa et al. 1991)

Foi demonstrado que o uso combinado da metoxiamina foi capaz de sensibilizar
as celulas de C. neoformans ao tratamento com anfotericina B, mesmo em células da
linhagem selvagem (Tabela 4). A exposi¢cdo a MX também sensibilizou as leveduras ao
estresse induzido por H.0> (Figura 18). E a primeira vez que foi avaliada a utilizag&o
conjunta de um inibidor sintético especifico de BER com um agente antifungico contra
C. neoformans. Esses resultados demonstraram que a utilizagdode metoxiamina
potencializa a acdo da anfotericina B contra C. neoformans induzindo a morte das células

fangicas em todas as linhagens testadas, inclusive na linhagem selvagem.

Frente a emergéncia de linhagens resistentes a drogas antifingicas e o aumento da
incidéncia de micoses invasivas e sistémicas, a identificacdo de novos alvos antifungicos
tem importancia imediata (J, MF, and TD 2012; Kyung J. Kwon-Chung and Chang 2012;
Altamirano et al. 2017). Foi demonstrada a existéncia de sinergismo entre as drogas MX

e AnfoB, com o aumento do efeito fungicida nas concentragfes maiores que 75 pg/mL
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de MX. Embora as concentracBes 75 e 150 pg/mL de MX sejam maiores do que as
utilizadas na clinica para tratamento de tumores (100 mg/m? ou 50 ng/mL de plasma)
(Weiss et al. 2010), os resultados obtidos neste trabalho continuam promissores. O efeito
sinérgico entre as drogas MX e AnfoB é um ponto de partida bastante interessante para
analises futuras e apresenta a possibilidade do uso de inibidores de reparo de DNA como

uma nova classe de adjuvantes do desenvolvimento de terapias antifungicas.

5.5. Inibicéo de sitios AP pela MX aumenta a sensibilidade de C. neoformans

aos danos causados por H20:.

Diante da acdo de MX que atua diretamente na inibi¢cdo do reconhecimento e da
correcdo dos sitios abasicos pelas AP-endonucleases, foi investigado o efeito da
exposicdo a MX combinada com o estresse oxidativo induzido por H202, nas linhagens
selvagem e mutantes para genes da via BER. As linhagens foram expostas ao H.O> nas
concentragcdes de 3 mM ou 5 mM, em combinagdo com MX 0,047 mg/mL, durante 1 h,
a 30 °C e 150 rpm. A viabilidade celular foi determinada pela contagem de UFC. A
exposicdo a 3 mM de H20, combinado com a MX reduziu a viabilidade celular para as
linhagens apnlA ¢ apnlAapn2A (Figura 18 A), mas ndo para apn2A. Apoés a exposi¢ao
a 5 mM de H202 e MX, houve uma diminuigdo da viabilidade celular definida pela

reducdo da contagem de coldnias para todas as linhagens testadas (Figura 18 B).
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60
40

—
3
>

50, + MX (0.417 mg/mL)

Viabilidade (%)
Viabilidade (%)

20

Figura 18. O tratamento com H.0, e MX aumenta o efeito de H.O, na viabilidade de C. neoformans. O
grafico mostra o perfil de sobrevivéncia celular das linhagens selvagem e mutantes de C. neoformans ap6s
exposicdo combinada a H,O, e MX. As linhagens fungicas foram cultivadas em YPD liquido contendo MX
na concentracdo de 0,417 mg/mL e (A) 3 ou (B) 5 mM de H,0,, durante 1 h, a 30 °C com agitacdo a 150
rpm. As células foram incubadas apenas em YPD contendo 3 ou 5 mM de H;0; para analise comparativa.
Os gréficos representam a porcentagem de sobrevivéncia de cada linhagem exposta as condicOes
especificas de tratamento descritas, comparado a condigdo controle (meio YPD). Estatistica realizada
utilizando Two-Way ANOVA com comparagdes multiplas (Sidak’s test) das médias de trés experimentos
independentes. Barras de erro representam erro padrdo da média. **** p < 0,0001; *** p < 0,001.
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5.6.Delecdo de APN1 e APN2 aumenta a sensibilidade aos danos causados

pela exposi¢do ao antibiodtico Zeocina.

A Zeocina é uma droga da familia das fleomicinas, e € considerada uma droga
genotoxica que se intercala ao DNA, provocando quebras de dupla fita (Chankova et al.
2007). Para avaliar a influéncia das enzimas AP-endonucleases de C. neoformans no
comprometimento da sobrevivéncia flngica em resposta ao antibidtico Zeocina, as
linhagens mutantes e selvagem foram expostas a droga em diferentes concentragdes por
1 h, e o perfil de suscetibilidade foi avaliado. Os resultados sdo apresentados na Figura
19. A delecédo dos genes APN1 e APN2 resultou em um aumento significativo da morte
celular induzida pela exposigdo a Zeocina. A sensibilidade pode ser observada em todos

0s mutantes, sendo mais drastica nos mutantes apn2A e apnlAapn2A (Figura 19).
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Figura 19. A delecdo dos genes APN1 e APN2 sensibiliza C. neoformans ao tratamento com Zeocina.
Fungos das linhagens selvagem e mutantes foram diluidos para a densidade de 5 x 10° cél/mL. Inéculos
foram incubados em meio YPD contendo Zeocina nas concentragdes 0,04%; 0,08%; 0,12% e 0,16%, por 1
h, a 30 °C. As células foram lavadas, diluidas e plaqueadas em meio sélido YPD para contagem de UFC.
As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h e as UFC contadas.

5.7.Delecéo de Apnl e Apn2 resulta em aumento da fragmentacdo do DNA
induzida pela exposicédo a Zeocina.

Sendo a Zeocina uma droga, cujo mecanismo de agéo, envolve lesdes diretas no

DNA, foi avaliada a integridade do DNA das linhagens apds tratamento com

concentracdo subletal da droga. Para tanto, as células foram expostas a Zeocina 0,08%

por 1 h, lavadas e tiveram o DNA extraido. O perfil de fragmentacdo do DNA foi avaliado

por eletroforese em gel de agarose 1%. Células ndo-expostas a Zeocina, bem como as
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células das linhagens expostas no momento Oh, ndo apresentaram fragmentacédo do DNA
detectavel (Figura 20). A fragmentacdo do DNA foi observada apds 1h de exposicéo a
0,08% de Zeocina em todas as linhagens. O mutante apn2A apresentou um aumento da
fragmentacdo do DNA induzida por Zeocina, quando comparado ao perfil de
fragmentacdo apresentado pela linhagem selvagem (também exposta) (Figura 20). O
aumento na fragmentacdo do DNA em apn2A sugere uma redugdo na capacidade de

reparo das lesdes ao DNA caudasas pela droga Zeocina.
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Figura 20. Delecdo de APN2 induz fragmentagdo de DNA em resposta a exposi¢do de C. neoformans a
Zeocina. Andlise de integridade do DNA gendmico por eletroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5
pg/mL de EtBr. O DNA da linhagem selvagem H99 néo exposta a droga foi usada como controle negativo
de degradacdo do DNA (DNA genbémico integro). As linhagens H99 e mutantes foram expostas a 0,08%
de Zeocina em meio liquido por 1h. As células foram lavadas e 0 DNA extraido conforme descrito em
Material e métodos. O resultado é representativo de trés experimentos independentes.

Neste trabalho foi observado que a delecdo do gene APN2 de C. neoformans
resultou em respostas alteradas aos agentes alcilantes, quando comparados a cepas
selvagem e apnlA. A cepa apn2A de C. neoformans também apresentou reducdo da
viabilidade e aumento da fragmentacdo do DNA genémico apds exposicdo a Zeocina,
uma droga da familia Bleomicina. O mutante apnlA apresentou o fendtipo da cepa
selvagem em resposta a exposicao a Zeocina. Tomados em conjunto, esses dados sugerem
que Apn2 é o principal contribuinte, ndo apenas para a atividade AP-endonucledsica, mas
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também para a atividade 3'-fosfodiesterase em C. neoformans. Curiosamente, embora a
exposicdo a zeocina tenha induzido morte significativa em todas as cepas mutantes, ela
n&o provocou fragmentagdo de DNA para a cepa duplo mutants apnlAapn2A. 1sso sugere
gue o mecanismo de morte induzido pela Zeocina pode ser diferente para este mutante,
ndo necessariamente induzindo grande fragmentacdo do DNA, como por acumulo de
sitios abasicos, mas pelo blogueio da transcricdo do RNA e / ou pela parada do ciclo

celular.

5.8.0s genes APN1 e APN2 n&o interferem na producao de urease.

A urease € uma enzima de consideravel importancia para o processo infeccioso e
manuteng&o da sobrevivéncia do C. neoformans dentro do hospedeiro. Sendo uma enzima
também secretada para 0 meio extracelular, a producdo e atividade da enzima pode ser
quantificada pela analise de alteracBes no meio de cultura, em especial, alteracdo na cor
do meio em decorréncia da alteracdo do pH (Feder et al. 2015). Para investigar a
participagdo de enzimas de reparo de DNA na expressdo de fatores de viruléncia,
inicialmente foi analisada qualitativamente a producdo e atividade da urease. A delecédo
dos genes APN1, APN2 ou de ambos simultaneamente ndo influenciou a atividade de
urease de C. neoformans, fenotipo observado tanto em meio sélido quanto em meio

liquido (Figura 21)
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Figura 21. Avaliagdo da atividade da Urease. Um total de 5 x 10® cél/mL foi cultivado durante 48 h a 30
°C e 37 °C em meio Christensen’s s6lido e liquido contendo indicador de pH vermelho de fenol e solucéo
de ureia. A coloracdo rosada indica atividade de urease. Pocos contendo apenas o meio foram usados como
controle de alteracdo de cor.
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5.9.Delecé@o de APNL1 induz aumento na producéo de fosfolipase

A atividade de fosfolipase secretada, um outro atributo de viruléncia desse fungo,
foi avaliada ap6s a delegdo dos genes de reparo, através da medida do didmetro de halo
formado em meio de cultivo contendo &gar e emulsdo de gema de ovo (Price et al., 1982).
A formacdo do halo transldcido foi observada apos crescimento das linhagens em estufa
30 °C por 72 h. O halo formado ao redor da col6nia do mutante apnIA foi maior quando

comparado ao fungo selvagem sob as mesmas condicdes testadas (Figura 22).
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Figura 22. A atividade de fosfolipase foi aumentada ap6s delecdo do gene APN1. As células foram
cultivadas durante 72 h a 30 °C em meio 4gar contendo gema de ovo. A presenca de um halo transldcido
ao redor das coldnias indica atividade de fosfolipase. A atividade de fosfolipase (Pz) foi mensurada de
acordo com Price et al. (1982). Teste estatistico: test t *p < 0.05. As barras de erro representam o desvio
padréo da amostra. Experimento representativo de trés com resultados similares entre eles.

5.10. A delecdo de APN2 retarda a producdo de melanina por C.

neoformans.

A melanina é um atributo de viruléncia associado & resisténcia ao estresse
oxidativo e, por isso, muito importante para a viruléncia e patogenicidade de C.
neoformans (R et al. 2003; PR 1997). Diante disso, a producdo de melanina foi avaliada
em meio minimo (MM) liquido e sélido contendo tiamina e L-DOPA 1 mM, a 30 e 37
°C, sob abrigo da luz. Por ser um pigmento escuro, a deteccdo de sua presenca da-se pelo
escurecimento do meio de cultura. A producgéo de melanina pelas linhagens apnlAapn2A
somente foi observada ap6s 144 h de cultivo, caracterizando um retardo na producgéo do
pigmento por tais mutantes. O atraso no acumulo do pigmento apresentado pelos
mutantes apn2A e apnlAapn2A é revertido com a reconstituicdo do gene APN2 nas
linhagens mutantes (Figura 23) sugerindo uma possivel relacdo entre o fendtipo

observado e a auséncia do gene.
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Figura 23. A producdo de melanina por C. neoformans é afetada pela delecdo de APN1 e APN2. As
leveduras foram cultivadas em MM durante 144 h a 37 °C, (150 rpm para meio liquido), na presenca de 1
mM de L-DOPA, ao abrigo da luz. A imagem acima € representativa do acimulo do pigmento apés 72 h e
144 h de crescimento em meio indutor. A producdo de melanina € atrasada nos mutantes apn2A e
apnlAapn2A, sendo apenas observada apds 144 h de cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos para
incubacdo a 30 °C, em trés experimentos independentes.

A sobrevivéncia de patdgenos no interior de hospedeiros depende da producao de
atributos que confiram protecdo contra as respostas de defesa do organismo
infectado(Casadevall 2007). A melanina é um desses atributos e a sua sintese por C.
neoformans tem sido associada a sua viruléncia uma vez que o pigmento confere protecao
ao fungo contra fagocitose, lesdo oxidada e morte fagociticas (Sabiiti et al. 2014; BL and
JD 2003; R et al. 2003; PR 1997). A producdo de melanina é ativada em condicfes de
estresse oxidativo e a melanizacdo é critica para a viruléncia de C. neoformans e outros
fungos patogénicos (Casadevall 2007; BL and JD 2003; Nosanchuk, Stark, and
Casadevall 2015).

Neste trabalho foi constatado que a delecdo dos genes APN resulta em um atraso
na producdo de melanina por C. neoformans, sem influenciar na viabilidade ou
crescimento celular. Na situacdo de auséncia da atividade AP-endonucleésica, outros
sistemas de reparo de DNA podem ser ativados para eliminar e reduzir os danos oxidados
no DNA e permitir a sintese tardia da melanina. Esse pode ser 0 mecanismo que explica
a retomada da producao de melanina pelos mutantes apds 144 h (Figura 23). De acordo
com estes resultados, ndo apenas a atividade AP-endonucleasica das proteinas Apns, mas
também a geracao/reparo dos sitios abasicos per si, desempenham papel importante na

producéo de melanina por C. neoformans.

5.11. A delecao de genes APN néo interferem na producdo de capsula por
C. neoformans.
A capacidade de producdo de capsula em condi¢bes de inducdo in vitro foi

avaliada para as diferentes linhagens mutantes da via BER. As leveduras das diferentes
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linhagens foram incubadas em meio indutor de capsula (MM + tiamina),a30e 37°Cea
producdo da capsula polissacaridica foi visualizada e quantificada atraves do método de
exclusédo de nanquim. N&o foram detectadas diferengas significativas de tamanho da

capsula entre as linhagens mutantes para a via BER e a linhagem selvagem H99 (Figura
24).
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Figura 24. O tamanho da cdpsula ndo foi alterado com a delecéo de genes das vias BER de reparo de DNA.
A cépsula foi detectada atraves do método de exclusdo do nanquim. As imagens representativas das celulas
observadas sob aumento de 35X para cada linhagem nas diferentes temperaturas de crescimento. As caixas
representam 75 % da distribuicio dos dados e as linhas pontilhadas horizontais representam as medianas.
As barras indicam valores minimos e méaximos. Teste estatistico Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.
Resultados representativos de trés experimentos independentes.

5.12. A reducdo na producdo de melanina é decorrente do blogueio do
reparo de sitios abasicos nos mutantes apn2A e apnlAapn2A.

Para avaliar a participacdo direta do reparo de sitios abasicos na producdo de melanina
em C. neoformans, as linhagens selvagem, mutantes e reconstituidas foram submetidas a
tratamentos com MX em diferentes concentragdes (0,417; 0,834 ou 1,67 mg/mL) durante
1h,a 30 °C, como mostrado na Figura 25 A. Os resultados demonstraram que a exposi¢ao
das células fungicas a MX na concentragdo de 0,417 mg/mL foi tolerada, uma vez que
néo foi detectada alterac@o nos niveis de viabilidade celular (Figura 25A). Diante disso,
essa concentracdo foi padronizada para os proximos experimentos. Em seguida, as
linhagens selvagem e mutantes foram expostas a MX (0,417 mg/mL) durante 1h, lavadas

com PBS e incubadas em meio indutor da producdo de melanina (Figura 25B).
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Figura 25. Os genes APN1 e APN2 sdo necessarios para a producdo de melanina por C. neoformans. A)
Viabilidade de células de C. neoformans ap6s exposicdo a metoxiamina (MX). As células das cepas WT e mutantes
foram incubadas em meio YPD liquido por 1 h, a 30 ° C e 150 rpm na auséncia (controle) ou na presenca de MX
(0,0,417,0,83 ou 1,67 mg/ mL). As células foram entdo lavadas com PBS e o nimero de CFUs foi quantificado.
O grafico representa a porcentagem de sobrevivéncia de cada cepa exposta a MX em comparagdo com a condicao
de controle. O H99 selvagem foi usado como um grupo de controle para comparacéo estatistica. One-way ANOVA
com pos-teste de Dunnett foi usado para comparar as médias dos resultados de trés experimentos independentes.
As barras de erro representam erros padrao da média. **** p <0,0001; *** p <0,001; * p <0,05. B) Producéo de
melanina apds exposicdo de células de levedura a MX. As células de cada cepa foram incubadas com 0,417 mg /
mL de MX por 1 h, a 37 ° C, lavadas com PBS, diluidas e inoculadas para andlises de producdo de melanina. A
detecc¢do visual foi realizada diariamente e fotodocumentada apés 72, 96 e 144 horas de crescimento. Os resultados
sdo representativos de trés experimentos independentes. C) Viabilidade celular de cepas de C. neoformans ap6s
exposicdo a MX e inducdo da sintese de melanina. Aliguotas de suspensdes de células foram coletadas das placas
de ensaio de melanina apds 144 h de incubacéo, e as células vidveis foram avaliadas por contagem de UFC. One-

way ANOVA com p0s-teste de Dunnett foi usado para comparar as médias dos resultados de trés experimentos
independentes.

O pré-tratamento das linhagens selvagem e mutantes com MX (0,417 mg/mL) blogueou
completamente a producdo da melanina, ndo sendo visivel qualquer alteracdo na caracteristica
translicida do meio indutor usado no teste (Figura 25B, painel superior). A inibi¢do da
producdo de melanina foi também observada nos fungos da linhagem selvagem. Para confirmar
a presenca de células viaveis durante o experimento foi realizada a contagem de UFC no tempo
de 144 h, a partir de aliquotas retiradas da placa teste (Figura 25C). Os resultados demonstram
a viabilidade das células ap6s tratamento com MX, indicando que a auséncia de melanina é

consequéncia de mecanismos inibitdrios responsivos a MX, e ndo a morte celular (Figura 25
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C). Os experimentos foram realizados em triplicata e o resultado se manteve 0 mesmo. A
inibicdo da producdo de melanina pelo tratamento com MX foi irreversivel, sendo o fendtipo
mantido ao longo dos 10 dias do experimento. Em contrapartida, a inibicdo do reparo de sitios
abasicos pela MX néo afeta significativamente a atividade de urease, outro importante atributo
de viruléncia de C. neoformans (dados ndo-mostrados). A manutencdo da atividade enzimatica
da urease foi observada também nas linhagens mutantes da via BER.

Foi comprovado que o pré-tratamento de células de C. neoformans com MX durante 1h
foi capaz de bloquear a producdo de melanina pelo fungo, mesmo na linhagem selvagem. A
MX ¢é altamente especifica e se liga rapidamente ao sitio abasico no DNA, sendo o produto
MX-AP forte e estavel (Gurkan-Cavusoglu et al. 2013). Essas caracteristicas bioquimicas do
composto conferem ao processo de blogqueio da producdo de melanina pela MX velocidade e
estabilidade, ja que a droga foi capaz de bloquear completamente a producdo do pigmento
durante todo o experimento (10 dias), mesmo apds curto periodo de exposicao.

Mutacdes e delecdo de genes relacionados a cromatina, como HDACS, induzem a
modulagdo da produgdo de melanina (Branddo et al. 2018). Neste trabalho, os autores
demonstraram que delecdes do gene HOS3, uma histona desacetilase envolvida na atividade de
metiltransferase, resulta em um atraso de 96 h na producdo de melanina, quando comparada
com a cepa do tipo selvagem (Brandao et al. 2018). Este fendtipo ainda ndo é completamente
entendido, mas conforme discutido por Brand&o et al., perturbacdes nas conformacgdes da
cromatina e alteragBes nos complexos envolvidos na ativagéo da transcri¢gdo pode comprometer
a transcricdo dos genes da laccase o que, por sua vez, retarda a ativacdo de cascatas de
sinalizacdo envolvidas na producdo de melanina (Brandao et al. 2018). Apesar de ndo terem
sido realizados experimentos de quantificacdo de transcritos do gene codificador da laccase, 0s
dados observados neste trabalho sobre a estrutura da sequéncia Apn2, especificamente a
conservacao do dominio zf-GRF, e a caracterizagdo de Apn2 como uma transcri¢do fator de
Jung et al. (2015)(Jung et al. 2015a), permitem sugerir o envolvimento da proteina Apn2 na

regulacao da transcricdo de genes LAC de C. neoformans.

A associacdo da producdo de melanina com a patogenicidade de C. neoformans é
amplamente discutida (Magditch, Liu, Xue, Idnurm, et al. 2012; Brunke et al. 2014). Diversos
estudos demonstraram a correlacéo entre a capacidade de C. neoformans de ser fagocitado e/ou

de proliferar intracelularmente, com baixa reincidéncia da doenca em pacientes (Sabiiti and
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May 2012; Sabiiti et al. 2014; Alanio, Desnos-Ollivier, and Dromer 2011). Diante desses fatos,
foi ampliada a andlise para avaliar a sobrevivéncia dos mutantes apn durante a interagdo com
macrofagos e a viruléncia em larvas de G. mellonella. Curiosamente, os mutantes apn foram
menos internalizados e mais susceptiveis a neutralizacdo pelos macrofagos M2 in vitro (Figura
26). O padréo de fenotipo dos mutantes de BER é congruente com a reducéo da producéo de
melanina, uma vez que a auséncia do pigmento, mesmo por um periodo limitado, pode ser

suficiente para sensibilizar o fungo a neutralizacédo pelo hospedeiro.

Estudos em células humanas relataram a participacdo de lesdes oxidadas e enzimas de
reparo de DNA na modulacao fisica da transcricdo de genes envolvidos na resposta ao estresse
oxidativo(Fleming, Ding, and Burrows 2017; Ba et al. 2014). Uma das rea¢cdes mais frequentes
das espécies reativas de oxigénio com o DNA é a oxidacdo da guanina a 8-o0xo0-7,8-
dihidroguanina pré-mutagénica (8-0x0G). Apesar da vulnerabilidade da guanina & oxidacéo, 0s
genes de vertebrados estdo principalmente embutidos em regiGes genémicas ricas em GC, e
mais de 72% dos promotores de genes humanos pertencem a uma classe com alto teor de GC.
Ba e chuequin (2004) demonstraram gque, em promotores, a lesdo oxidativa 8-0xoG pode servir
como uma marca epigenética e, quando complexado com a enzima de reparo oxidativamente
inativada 8-oxoguanina DNA glicosilase 1, fornece uma plataforma para a coordenacdo das
etapas iniciais de reparo do DNA e a montagem da maquinaria transcricional para lancar a
expressao imediata e preferencial de genes regulados por redox. Esse estudo demonstra que ,
ndo apenas as enzimas de reparo, mas também as lesGes propriamente ditas, tem papel

importante da facilitacdo da transcrigdo de genes responsivos ao controle redox celular.

Os resultados obtidos nesta tese demonstram que o uso do inibidor indireto de APEL,
Metoxiamina, foi capaz de bloquear a producdo de melanina por C. neoformans, ou seja, a
ligacdo da MX as lesGes de sitios abasicos no DNA do fungo foi capaz de bloquear a producéo
e acumulo do pigmento. Como a producdo da melanin é controlada pela expressédo do gene
LAC (lacase), e sabendo que a melanina participa da protecdo do fungo contra o estresse
oxidativo, é possivel sugerir que a expressao do gene da Lacase pode sofrer modulacdo em
resposta a presenca de lesbes oxidativas no DNA, bem como pela presenca de proteinas de
reparo de DNA (e consequente correcdo das lesdes). Essa sugestédo precisa de embasamento
experimental, contudo é de consideravel relevancia na caracterizagcdo de novos processos de

controle transcricional .
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5.13. Delecdo dos genes APN1 e APN2 compromete a sobrevivéncia de C.

neoformans no interior de macrdéfagos.

A fim de avaliar o impacto das diferencas fenotipicas observadas entre os fungos
mutantes e o selvagem na interacdo patdgeno-hospedeiro, foi realizado o ensaio de
fagocitose por macrofagos. A suspensdo contendo células fangicas foi diluida e co-
incubada com macréfagos primarios diferenciados da medula de camundongos (BMDC
do inglés, Bone Marrow-Derived Macrophages) conforme protocolo descrito em
Materiais e meétodos. Os resultados de porcentagem e indice de fagocitose nao
apresentaram diferencas significativas entre os mutantes. Além apresentar menos
leveduras internalizadas por macréfago, o nimero de macréfagos sem leveduras
internalizadas foi maior apos incubacdo com mutantes apnlA, apn2A, e apnlAapn2A,
apesar de os dados ndo serem estatisticamente significativos (Figura 26 B). Foi analisada
também a sobrevivéncia fungica ap6s internalizacao por macrofagos através da contagem
de UFC ap6s 2 h e 24 h de co-incubacdo. Os resultados demonstram que ap6s 2 h de
incubacdo com macréfagos o mutante apnlAapn2A apresentou reducdo significativa na
contagem de UFC, o que indica maior susceptibilidade do duplo mutante a neutralizacéo
pelo macrofago (Figura 26 C-D). Apds 24 h de interacdo os mutantes apn2A e
apnlAapn2A apresentaram menor contagem de UFC, demonstrando menor capacidade
de sobrevivéncia no interior de macréfagos (Figura 26 D).
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Figura 26. A auséncia dos genes APN em C. neoformans reduziu a sobrevivéncia flngica em macrdfagos
in vitro. BMDMs foram co-cultivados por 2 h ou 24 h com diferentes linhagens de C. neoformans
previamente opsonizados com 10 pg/mL de anticorpo 18B7. Triplicatas de cada linhagem foram
adicionadas a placa de 96 pocos contendo os macréfagos M2 em um MOI (multiplicity of infection) de 5:1.
(n = 3 experimentos, *** p < 0.001). A) Porcentagem de fagocitose. Os resultados da porcentagem de
fagocitose sdo apresentados como médias + intervalo de confianca de 95% de células fagociticas que
internalizaram o fungo. B) indice de fagocitose. Porcentagem de fagocitose foi calculada como a relagéo
entre macrofagos que fagocitaram e todos os macréfagos contados. C) Contagem de Unidades Formadoras
de Colbnias (CFU) recuperadas de BMDMs infectados com diferentes linhagens de C. neoformans, apos 2
h, ou (D) 24 h de infeccdo. as BMDCs foram lavadas, lisadas com solucdo de SDS (0,05%), semeadas em
meio YPD e incubadas a 30 °C por 48 h. Os resultados sdo apresentados como médias. Os pontos
representam os dados representativos de réplicatas técnicas. Teste estatistico: One-way ANOVA com pos-
teste de Dunnett** p < 0,01. Dados de trés experimentos biol6gicos independentes.

5.14. A delecdo de genes APN ndo induz efeitos significativos em modelo de

infeccéo em Galleria mellonella.

Para avaliar os efeitos da delecdo dos genes das AP-endonucleases na viruléncia
de C. neoformans foi utilizado o modelo animal Galleria melonela. A infeccdo de galerias
com as linhagens mutantes apn2A e apnlAapn2A resultou em um retardo na cinética de
inducdo de morte das lagartas, quando comparado a linhagem selvagem (Figura 27). A
auséncia de APN1 ndo alterou significativamente a viruléncia de C. neoformans neste

modelo de estudo.
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Figura 27. Avaliacéo da viruléncia de mutantes apn de C. neoformans usando modelo de infec¢do por G.
mellonella. As larvas foram infectadas na Gltima propata esquerda com 10 pL de suspensdo de células (total
de 10°) de cepas de C. neoformans (WT, apnlA, apn2A, apnlAapn2A mutantes) ou 10 pL de PBS
(controle). Apds a infecgdo, as lagartas foram incubadas a 37 °C e monitoradas diariamente para avaliagéo
da sobrevivéncia. A) Comparacao entre curvas de sobrevivéncia de largartas infectadas com H99 e apn2A.
B) Comparacdo entre as curvas de sobrevivéncia de lagartas infectadas com H99 e mutante apnlAapn2A.
C) Curvas de sobrevivéncia das larvas infectadas com WT, apnlA, apn2A, apnlAapn2A e o Controle PBS.
As curvas de sobrevivéncia foram analisadas usando o teste Log-rank (Mantel-Cox).

Os resultados observados em experimentos de G. mellonella corroboram os
observados em ensaios em macrofagos. Legran e colaboradores avaliaram a participacédo
da via BER na sobrevivéncia de C. albicans no interior dos macréfagos (M. Legrand et
al. 2008). Os autores usaram cepas de C. albicans mutantes para vias de reparo de DNA
para avaliar o papel da via BER na patogénese e determinar se existe uma relacéo entre a
sobrevivéncia de C. albicans em macréfagos e o reparo de bases oxidadas no DNA. Como
resultados, mutacdes nos genes NTG1 e APN1 ndo afetaram a sobrevivéncia das cepas
apos a fagocitose por macrofagos. Em S. cerevisiae, a interrup¢do de NTG1, APN1 e
APN2 ndo induzem alteracfes na sobrevivéncia no interior de macrofagos (M. Legrand
et al. 2008).

O envolvimento das proteinas de reparo de DNA em respostas celulares complexas,
como vias associadas a interacdo com fagdcitos, ndo era exatamente esperada. Santiago

et al. (2015) realizaram uma triagem em biblioteca de mutantes de C. neoformans para
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identificar genes envolvidos na resposta a internalizacdo por macréfagos e demonstraram
varios genes envolvidos na interacdo patdégeno-hospedeiro que ndo eram necessariamente
esperados (Santiago-Tirado et al. 2015). Um dos genes identificados foi o APNL1,
responsavel por uma diminuicdo na internalizacdo pelos macrofagos. No entanto, o
mecanismo através dos quais o0s produtos génicos individuais modulam as interagcGes com

os fagdcitos do hospedeiro ainda é pouco compreendido.

Uma vez que nenhuma diferenca significativa foi observada na producéo de capsula
ou urease entre os mutantes apn de C. neoformans, é possivel que outras caracteristicas
possam ser alteradas nesses mutantes para influenciar a internalizagdo do fungo. Sugere-
se, desta maneira, que a participacdo das proteinas Apn em outros mecanismos celulares,
além do reparo do DNA, como ocorre para 0 homoélogo mamifero APE1 (Evans, Limp-
Foster, and Kelley 2000; Tell et al. 2009). O impacto causado pela auséncia das proteinas
Apn na sobrevivéncia do fungo dentro dos macrofagos pode estar associado, mesmo que
em parte, ao atraso na produgdo de melanina, sensibilizando as células ao estresse
oxidativo induzido pelo fagocito. Essa ideia também pode ser a razdo para o ligeiro atraso
na morte de G. mellonella por cepas mutantes apn2A e apnlAapn2A (Figura 27), mas

muito ainda precisa ser esclarecido.
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Abstract: Pathogenic microbes are exposed to a number of potential DNA-
damaging stimuli during interaction with the host immune system.
Microbial survival in this situation depends on a fine balance between the
maintenance of DNA integrity and the adaptability provided by
mutations. In this study, we investigated the association of the DNA repair
response with the virulence of Cryptococcus neoformans, a basidiomycete
that causes life-threatening meningoencephalitis in immunocompromised
individuals. We focused on the characterization of C. neoformans APN1 and
APN?2 putative genes, aiming to evaluate a possible role of the predicted
Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases 1 and 2 of the base excision
repair (BER) pathway on C. neoformans response to stress conditions and
virulence. Our results demonstrated the involvement of the putative AP-
endonucleases Apnl and Apn2 in the cellular response to DNA damage
induced by alkylation and by UV radiation, in melanin production, in
tolerance to drugs and in virulence of C. neoformans in vivo. We also
pointed out the potential use of DNA repair inhibitor methoxy-amine in
combination with conventional antifungal drugs, for the development of
new therapeutic approaches against this human fungal pathogen. This
work provides new information about the DNA damage response of the
highly important pathogenic fungus C. neoformans.

excision

Keywords: Cryptococcus neoformans; base

endonucleases-like genes; APN1 and APN2; virulence

repair; AP-
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1. Introduction

DNA integrity and genome stability are crucial for the
adaptation and evolution of the species [1-3]. The ability of a
pathogenic microorganism to survive in distinct environments,
under different types of stresses, is usually related to phenotype
plasticity. However, extreme alterations in the genome can
compromise an organism’s viability, so cells employ different
mechanisms to preserve the genome from the mutagenic action of
genotoxic agents and to ensure the correct chromosome duplication
and transmission to the next generations. Molecular processes
underlying genome stability include DNA damage sensors, DNA
repair pathways and cell cycle checkpoints [2,4,5].

DNA repair is mediated by several proteins, in a complex
system of signal cascades, DNA damage sensors and effector
enzymes [4,6,7]. The base excision repair (BER) pathway is
responsible for the recognition and correction of non-bulky DNA
lesions such as oxidized bases and abasic sites (AP-sites) [8,9]. The
BER pathway is essential to maintain cell integrity and the
organism’s survival under oxidative stress.

The BER pathway involves five steps to remove the DNA
lesion and to restore DNA integrity: (i) excision of a damaged or
inappropriate base by glycosylase proteins; (ii) incision of the
phosphodiester backbone at the resulting abasic (AP) site by AP-
endonucleases (APE); (iii) termini clean-up to permit unabated
repair synthesis and/or nick ligation; (iv) gap-filling to replace the
excised nucleotide by DNA polymerase; and (v) sealing of the
remaining DNA nick by ligase [8,10]. In mammals, the disruption
of APE proteins blocks the entire BER pathway [11].

Two major classes of AP-endonucleases have been
characterized in Escherichia coli. The Xth family (exonuclease III) is
constitutive and abundant, representing about 90% of the total AP
activity. The Nfo (endonuclease IV) family represents 10-50% of the
AP-endonuclease activity in the cells [12-14]. AP-endonucleases
may act in functions beyond the AP-site cleavage. The most
extensively studied AP-endonuclease proteins are human APE1
and APE2. APE1 possesses multifunctional activity, acting as a
transcription factor and a redox activator [15]. Recently, it was
demonstrated that APE1 and APE2 are involved in epigenetic and
chromosomal alterations, facilitating the recruitment of the
transcriptional machinery to specific promoters and enabling the
formation of checkpoint protein complexes [16-18].

In Saccharomyces cerevisiae Apnl is the major AP-endonuclease
and belongs to the E. coli Nfo family. S. cerevisize Apn2 shares
homology with E. coli Xth and human APE1 and APE2 and has a
back-up role in the repair of AP sites when Apnl is absent [12,19].
Both possess APE and DNA 3'-phosphodiesterase activities [20].
Unlike apnlA mutants, S. cerevisiae apn2A mutants exhibit normal
sensitivity to the alkylating agent methyl methane-sulfonate (MMS)
and show no increase in spontaneous mutation rates, suggesting a
less prominent role in the repair of AP sites [12,20,21]. Studies with
Candida albicans revealed that Apnl has minor participation in the
susceptibility to DNA-damaging agents and drug response [22].
The function of C. albicans Apnl is still unclear. In
Schizosaccharomyces pombe, differently from S. cerevisiae, the Apn2
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protein resolves approximately 90% of the abasic lesions on the BER
pathway [23]. S. pombe Apn2 is phylogenetically closer to human
APE proteins and possesses important domains involved in
protein—protein interactions [23,24].

The mechanisms involved in the cellular response to DNA
damage and repair are of great clinical significance [25-29]. DNA
damage-inducing drugs, such as cisplatin and temolozomide and
DNA repair inhibitor drugs, such as methoxy-amine, are used in
cancer therapy [30-32]. Several antibiotic drugs are known to cause
chemical damage to DNA. Drugs from the bleomycin family bind
to DNA and induce double-strand breaks [33]. Antifungal drugs,
like polyenes, induce the production of reactive oxygen species
(ROS) [34]. Antimicrobial-induced ROS, such as hydroxyl radicals,
damage the DNA through the formation of abasic sites, DNA
strand breaks, and the incorporation of oxidized guanine residues
into the genome [33,35].

DNA damage and repair are also involved in microbial
virulence. Mutations are involved in the microevolution of several
pathogens, while pathogenic microbes have developed several
mechanisms to prevent DNA damage, which can be induced, for
example, by reactive oxygen, nitrogen, and chloride species during
host response to infection [36-39]. C. neoformans, the etiological
agent of cryptococcosis, is the major cause of illness in people living
with HIV/AIDS worldwide [40,41]. This ubiquitous basidiomycete
is highly adapted to extreme environmental conditions such as
desiccation, high temperatures and UV exposure [41,42].
Considering both environmental and host-related processes that
might induce DNA damage in C. neoformans cells, we decided to
investigate the involvement of the BER pathway in stress resistance
and virulence in this fungal pathogen by the functional
characterization of the BER pathway putative genes encoding Ap-
endonucleases 1 and 2.
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2. Materials and Methods
2.1. Strain Maintenance

The C. neoformans serotype A strain H99 (kindly donated by
Prof. J. Andrew Alspaugh, Duke University, Durham, NC, USA)
was used to generate apnl1A, apn2A, the double apnlAapn2A mutants
and the complemented strains. All the strains were stored in 35%
glycerol at -80 °C. Yeasts were cultured on YPD (Yeast extract —
Peptone — Dextrose) agar plates (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
dextrose and 1.5% agar pH 5.6) and incubated at 30 °C, unless
stated otherwise. Single colonies were inoculated in liquid YPD and
grown overnight at 30 °C, under agitation (150 rpm). Before the
experiments, cells were centrifuged at 4000 rpm and washed in
phosphate-buffered saline (PBS) 1x to remove the culture medium.

2.2. Phylogenetic Analysis of the Predicted C. neoformans Apnl and
Apn2 Proteins

The amino acid sequences of previously identified AP-
endonucleases of S. cerevisiae (ASP85051.1), S. pombe (NP_595522.1),
C. albicans (KHC89247.1), and Homo sapiens (AAD43041.1) were
obtained from the Broad Institute Fungal Genome Initiative
(https://www .broadinstitute.org/fungal-genome-initiative),
FungiDB (http://fungidb.org/fungidb/) and the NCBI (National
Center for Biotechnology Information) data base
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). All of the sites were accessed
on 5 November 2014. These sequences were compared with the
genome of C. neoformans var grubii H99 by using the Blastp tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Multiple
sequence alignments were performed by MUSCLE 3.7 (Multiple
Sequence Comparison by Log expectation):
http://phylogeny .lirmm.fr/phylo_cgi/simple_phylogeny.cgi
Task_type = muscle. From the comparison with the S. cerevisiae, C.
albicans and S. pombe, CNAG_05468 and CNAG_04268 were
assumed to correspond to the C. neoformans AP endonuclease 1
(Apnl) and Apn exodeoxyribonuclease III (Apn2) putative coding
sequences, respectively.

2.3. Disruption of the APN1- and APN2-Like Genes

The C. neoformans APN1 and APN2 putative genes were
deleted from the serotype A H99 strain background by biolistic
transformation and homologous recombination of the deletion
cassette. The double-joint PCR (DJ-PCR) strategy [43] was used to
construct the deletion cassettes. The first round of the DJ-PCR
method was performed with primer pairs to amplify the 5'- and 3'-
flanking regions of the target genes, using the H99 strain genomic
DNA as a template. The dominant selection markers for
Nourseotricin (NATr) and Hygromycin B (HYGr) were amplified
with the M13Fe (M13 forward extended) and M13Re (M13 reverse
extended) primers from the pPZPNAT and pPZPHYG?73 plasmids,
respectively. In the second round of PCR, the first-round amplicons
were used as a template for the amplification of the target gene
disruption cassettes with the 5’ or 3’ region of the NAT-split or
HYG-split marker. The split gene disruption cassettes were
introduced into the H99 strain by using the biolistic transformation
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method [43]. Stable Nourseothricin- or Hygromycin B- resistant
transformants were screened by colony PCR with the primer sets
listed in Table S1. The genotypes of all the positive transformants
were verified by PCR analysis (Figure S1) and described in Table
S2.

2.4. Phenotype Assays

For resistance to stress conditions, serial dilutions of cell
suspensions (10° to 10?> cells) were plated on YPD agar
supplemented with 0.03 mM menadione (MND), 4 mg/mL sodium
nitrite (NaNOz), 1 or 3 mM hydrogen peroxide (H202), 1.5 M
sodium chloride (NaCl), 1.5 M potassium chloride (KCl), 32.4
mg/mL calcium sulfate (CaSOs), 110 ug/mL hydroxyurea (HU),
0.03% ethyl methane-sulfonate (EMS), 2.5 M sorbitol, 0.03% methyl
methane-sulfonate (MMS), and 0.5 or 1 mg/mL caffeine. Plates were
incubated at 30 or 37 °C for 48 h. For the capsule expansion
measurement, cells were inoculated into chemically defined
minimal medium (15 mM dextrose, 10 mM MgSOs4, 29.4 mM
KH2POs, 13 mM glycine, 3 uM thiamine (pH 5.5)), incubated at 30
°C, at 150 rpm, for 2 days and counterstained with India ink. The
diameter of each cell body and surrounding capsule was measured
by Image] (Fiji) software. The average diameter of the capsule was
calculated by subtracting the cell body diameter from the whole cell
diameter (cell body + capsule). At least 100 cells were measured for
each assay.

For the analyses of phospholipase or urease activities, 10¢ cells
were spotted on Agar Egg emulsion medium or on Christensen’s
urea agar (0.1% peptone, 0.5% NaCl, 0.2% KH2POs, 0.1% glucose,
2% urea, 0.0016% phenol red), respectively, and incubated for 72 h
at 30 °C. Phospholipase activity (Pz) was measured by the ratio of
the colony diameter (DC) to the colony diameter plus precipitation
zone (DCP). Pz = 1 = no activity; 1 > Pz > 0.63 = phospholipase
activity [44]. Urease activity was analyzed by the change from
yellow to pink of Christensen’s urea medium color.

For the melanin production assay, cells were inoculated in
liquid minimal medium supplemented with 1 mM L-DOPA (1-3,4-
dihydroxyphenylalanine) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and
incubated at 30 or 37 °C, with shaking at 150 rpm, for 4 days in dark.
All the assays were performed as three independent experiments.

2.5. Growth Curve Analysis

Cell suspensions were adjusted to the concentration of 1 x 105
/mL in YPD medium. In a 96-well polystyrene microplate, 1 x 10*
cells/well were inoculated and the plates were incubated under
continuous agitation at 30 or 37 °C. Optical density was measured
every 30 min at 600 nm by the Eon biotek spectrophotometer
(BioTek Eon Microplate Spectrophotometers, Winooski, VT, United
States) for 96 h. All the assays were performed as three independent
experiments.

2.6. Evaluation of the Yeast Cells’ Resistance to Genotoxic Stress

For the UV irradiation susceptibility analysis, serial dilutions
of cell suspensions were spotted on YPD agar plates and exposed
to UV irradiation of 60 to 480 J/m? at 254 nm in a UV cross-linker
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chamber UVP CX-2000 (Fisher Scientific, Leicestershire, UK). The
plates were incubated at 30 °C for 2 days and photo-documented.
For viability analyses, 5 x 10? cells were washed, plated on YPD
plates and exposed to 120, 240 or 480 J/m? at 254 nm in a UV cross-
linker chamber. Plates were protected from light and incubated at
30 °C for 2 days for colony-forming unit (CFU) counting. Yeast cells
were spotted onto YPD agar containing the DNA damage stress-
inducing agents: HU (110 mM), MMS (0.03%), EMS (0.04%), N-
ethyl-N-nitrosourea (ENU) (200 pg/mL), ethidium bromide
solution (EtBr) (20 pug/mL).

For cell viability analyses, yeasts were inoculated in liquid
YPD containing MMS (0.1% or 0.2%), EMS (0.1% or 0.2%), methoxy-
amine (MX) (0.417 mg/mL to 1.67 mg/mL), or Zeocin (0.4% to
0.16%) and incubated for 1 h, at 30 or 37 °C, at 200 rpm. Five
hundred cells were washed, plated on YPD plates and incubated at
30 °C for 2 days for CFU counting. The assay was performed as
three independent experiments. Statistical test One-way ANOVA
with Dunnett’s post-test was applied, to compare the results.

For the evaluation of DNA fragmentation, 5 x 107 cells of the
C. neoformans strains were exposed to 0.08% Zeocin for 1 h in YPD
liquid medium at 30 °C at 200 rpm. Cells were washed with PBS,
and DNA was extracted using the Smash and Grab protocol. One
ug of genomic DNA was loaded in 1.5% agarose gel stained with
0.5 pg/mL EtBr. Genomic DNA from the unexposed H99 strain was
used as control. The pattern of DNA migration on agarose gel was
compared to genomic DNA of unexposed H99 to define the
presence of DNA trail and fragmentation. The assay was performed
as three independent experiments.

For the evaluation of the combined action of MX and H20z, 1 x
10¢ cells/mL were cultured in YPD medium containing 0.417
mg/mL MX combined with 3 mM or 5 mM H20, for 1 h, at 30 °C
and 150 rpm. Cells grown in YPD containing only 1 mM or 5 mM
H20: were used as control. Cell viability was assessed by CFU
counting. Results were represented in graphs as the ratio of cells
exposed to MX + H20: normalized to the cells exposed to H20:. For
the survival analysis, cells of the WT and mutant strains were
incubated in liquid YPD medium for 1 h, at 30 °C, and 150 rpm in
the absence (control) or in the presence of MX (0, 0.417, 0.834 or 1.67
mg/mL). Cells were then PBS-washed and the number of CFUs was
assessed. For the analysis of virulence factors after MX exposal,
cells from each strain were incubated with 0.417 mg/mL MX for 1
h, at 37 °C, PBS-washed, diluted and inoculated for melanin
production and urease activity analyses. Visual detection was
performed daily and documented after 72, 96 and 144 h of growth.
The assay was performed as three independent experiments.

2.7. MIC Determination Assays

A stock solution of each antifungal agent was prepared as
recommended by the NCCLS M27-A3 protocol. The following
ranges were tested: Amphotericin B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) 0.125 to 16 ug/mL; Fluconazole (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) 0.008 to 64 ug/mL. methoxy-amine was tested in the
range of 0.125 to 16 mg/mL. One hundred pL of each chemical
agent, diluted in RMPI medium, at a two-fold concentration, was
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placed in duplicate wells of sterile 96-well plates (Corning Glass
Works, Corning, NY, USA).

An aliquot of 5 x 10* yeast cells/mL in RPMI medium was
added to the wells containing the drugs. Plates were then incubated
at 37 °C, protected from light. End-points were macroscopically
checked after 72 h. MIC (minimum inhibitory concentration) was
defined as the lowest concentration at which there was a visually
complete inhibition of growth compared to controls. The assay was
performed as three independent experiments.

2.8. Evaluation of Drug Interactions

The interaction of amphotericin B (AmpB) with methoxy-
amine hydrochloride (MX) was evaluated by the microdilution
checkerboard method employing the H99, apnlA, apn2A and
apn1Aapn2A strains [45]. The drug concentrations varied from five-
fold dilutions below to four-fold above the estimated MIC. Fifty uL
of each drug, AmpB and MX, at a two-fold concentration in RPMI
medium were added to 96-well plates.

All the strains were grown in YPD broth and incubated for 20
h at 30 °C with shaking. Cells were washed with 1x PBS and the
inoculum concentration was adjusted to 1 x 10> cells mL-1. One
hundred pL of this solution was added to the wells containing 50
uL of both drugs at the 2x concentration. Positive controls without
drugs and negative controls without yeast cells were performed.
Plates were protected from light and incubated at 37 °C. After 72 h
of incubation, endpoint cultures were visually read. Tests were
performed in two biological replicates.

Cell proliferation was evaluated and fractional inhibitory
concentration index (FICI) was calculated as previously described
by Pfaller et al., (2015) [45]. FICI was calculated by the equation:
FICI = (MICa in combination/MICa tested alone) + (MICb in
combination/MICb tested alone); MICa: AmpB and MICb: MX. The
result of the FICI was interpreted as follows: <0.5-synergy, >0.5 and
<4.0-indifferent, >4.0-antagonism [45].

2.9. In Vitro Phagocytosis Assays
2.9.1. Ethics Statement

All the animal procedures were performed in accordance with
national and institutional guidelines for animal care and were
approved by the University of Brasilia (UnB) Committee of Ethical
Use of Animals (Proc. UnB Doc 52657/2011).

2.9.2. Infection of Bone Marrow-Derived Macrophages

Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were obtained
as previously described [46], by extracting the bone marrow from
femurs and tibiae of C57BL/6 mice 8 to 12 weeks old (Animal
Facility of the Institute of Biological Sciences of the University of
Brasilia). Cells were cultured in vitro on non-treated 100 mm Petri
dishes in complete RPMI 1640 medium (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 50
ug/mL of gentamicin, 50 uM 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) and 20 ng/mL recombinant GM-CSF (PeproTech;
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Ribeirao Preto, SP, Brazil). The cultures were incubated for 8 days
at 37 °C in a humidified 5% CO2 atmosphere. On day 3, 10 mL of
fresh complete medium was added to the culture. Half of the
medium volume was substituted on day 6. On day 8, BMDMs were
detached from plates with TrypLE™ Express (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and collected.

2.9.3. Phagocytosis Assay

Approximately 5 x 10¢* BMDMs were plated onto each well of
96-well polystyrene microplates with 100 pL of RPMI medium
supplemented with 10% FBS. The cultures were incubated for 24 h
at 37 °C in a humidified 5% CO: atmosphere. The supernatant was
removed and 2.5 x 105 yeast cells of C. neoformans (Multiplicity of
Infection; MOI = 5) were added to each well in 100 pL of RPMI
medium supplemented with 10% FBS and the 18B7 mAb (kindly
donated by Dr. Arturo Casadevall, Johns Hopkins University,
Baltimore, MD, USA) at 10 pg/mL. The co-cultures of C. neoformans
strains with macrophages were then incubated for 2 or 24 h post-
infection (hpi) at 37 °C in a humidified 5% CO:z atmosphere. After 2
h of interaction, non-internalized yeast cells were removed by
rinsing the wells with PBS. For the 24 h assays, fresh pre-warmed
RPMI medium with 10% FBS was added to the wells.

For the quantitation of phagocytosis, cells were fixed and
stained with Fast Panoptic kit (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil).
Under the Axio Observer Primovert GmbH microscope (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Germany), 200 macrophages per well were
observed for the determination of the percentage of phagocytosis
(percentage of macrophages that have phagocytized one or more
yeasts relative to the total number of cells counted) and the
phagocytic index (the average number of phagocytized yeast cells
per BMDM).

To determine the ability of the C. neoformans strains to
proliferate inside BMDMs, colony-forming unit (CFU) assays were
performed after 2 or 24 h of co-culture. After the incubation periods,
yeast cells were released by lysing the macrophages with 0.05%
SDS (Sodium dodecyl sulfate). For the 24 h assay, the supernatant
and lysate were pooled. The number of CFUs was determined by
serial dilution of each sample plated on YPD agar incubated at 30
°C and counted after 48 h. The phagocytic activity, defined as the
number of CFUs obtained from a well at the two-hour time point,
and intracellular growth, defined as the number of CFUs from the
24 h time point, were determined.

Three independent experiments were performed in technical
triplicate. The multiple group comparisons were conducted by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s post-
test. For the comparison of proportions, the Chi-square test was
performed with a p-value <0.05.

2.10. Wax Moth Larvae Infection

G. mellonella infection was performed as previously described
by Garcia-Rodas et al. [47]. Briefly, 16 randomly collected G.
mellonella larvae were inoculated with 10 uL of a 10¢ yeast cells/mL
suspension by injection in the last left pro-leg using a sterile 26-
gauge needle-fitted Hamilton syringe. G. mellonella larvae were
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inoculated with 1x PBS as control for the physical injury. Larval
survival was daily evaluated for 7 days. Larval death was defined
by the absence of movement in response to touch.

2.11. Statistical Analyses

Data are presented as the mean + standard deviation (SD)
unless otherwise stated. The statistical analysis was performed
using software GraphPad Prism version 6.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com).
The appropriate test is indicated for each experiment. p values <0.05
were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Apn2-Like C. neoformans is an Exolll/Apel Member of the AP
Endonucleases Family

The nucleotide sequences of S. cerevisine ScApnl (NCBI ID
853746) and ScApn2 (NCBI ID 852262) were used as queries for the
NCBI BLASTp search against six-frame translations of the C.
neoformans sequence database. The sequences CNAG_05468 and
CNAG_04268 of the C. neoformans genome presented the highest
identity with ScApnl and ScApn2 sequences, respectively. C.
neoformans Apnl (CnApnl) predicted protein contains 483 amino
acid residues, compared to 719 aa of the putative CnApn2 protein.
Both deducted sequences share only 22.51% identity. The predicted
CnApnl protein presents two discrete domains: a xylose
isomerase-like domain (position 138), and an nfo-apurinic
endonuclease domain (endonuclease IV-like protein; position 428).
The CnApnl putative protein presents 48.3% identity with the
Apnl of S. pombe, 45.8% with the E. coli Endonuclease 1V, 43.9%
with the Apnl of C. albicans and 42.4% identity with the S. cerevisiae
Apnl (Figure 1A).
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Figure 1. Comparative analysis of Apn deduced amino acid sequences. APN1-like (CNAG_05468)
and APN2-like (CNAG_04268) gene sequences from C. neoformans were used as query for Blastp
analyses. (A) Alignment results of Apnl amino acid sequences from C. albicans, S. pombe, S.
cerevisiae and E. coli, highlighting the cover and identity with the C. neoformans Apnl-like amino
acid sequence. (B) Alignment results of Apn2 sequences from S. pombe, H. sapiens, C. albicans, S.
cerevisiae and E. coli, highlighting the cover and identity with the C. neoformans Apn2-like deduced
amino acid sequences. NCBI accession numbers are depicted in each protein representation.
Triangles represent key-amino acids for the catalytic sites; Ident: percentage of amino acid
identity provided by Blastp analysis on NCBI. EEP: exonuclease-endonuclease-phosphatase. zf-
GRE: zinc finger domain.

The sequence CNAG_04268, encoding a putative exodes-
oxyribonuclease III, was defined as the putative Apn2 of C.
neoformans, and used as a query for BLASTp analyses on NCBI
against the genomes of S. pombe, Homo sapiens, S. cerevisiae, C.
albicans, and E. coli (Figure 1B). The predicted C. neoformans Apn2
shares several conserved and essential amino acid residues with S.
pombe Apn2, human APE2 and S. cerevisize Apn2.

The N-terminal region of the Apn2-like protein contains an
Exonuclease-Endonuclease-Phosphatase ~ (EEP)  superfamily
domain, conserved in all the analyzed species. This large
superfamily includes the catalytic domain of a diverse set of
proteins, including the Exolll family of AP endonucleases [48]. In
contrast to the Apn2 proteins from other organisms, the putative C.
neoformans Apn2 presents an Atrophin-1 domain. Atrophin
proteins are conserved transcriptional corepressors involved in
nuclear receptor signaling [49]. About 250 amino acid residues,
corresponding to the atrophin-1 superfamily domain of Apn2, are
missing in the Apnl-like protein (Figure 1A).
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3.2. apnlA, apn2A and apnlAapn2 A Mutant Strains Do Not Differ
from the Parental Strain Regarding Osmotic or Oxidative Stress
Sensitivity

AP-endonucleases knockout mutants were generated by
homologous recombination after biolistic transformation of the H99
strain. To confirm the precise replacement of the APN1 and APN2
loci with the selective marker, multiple combinations of PCR
primers were used (Figure S1A,B). The double mutant apn1Aapn2A
strain was also obtained. In order to verify if eventual phenotype
alterations were indeed due to the deletion of the DNA sequences,
APN1 and APN2 putative genes were reintroduced into the mutant
strain’'s genome, to create the reconstituted strains. The
reintroduction of the sequences into the mutant strains genomes
was confirmed by PCR (Figure S1A,B).

Initially, we evaluated if the putative APN1 and APN2 genes
affected growth or viability of C. neoformans yeast cells. We
observed no effect of the single or the double deletions on the
growth in solid YPD or on their growth kinetics in liquid YPD broth
at 30 or at 37 °C in comparison to the WT strain (Figures 52 and S3).
To evaluate the potential role of APN-like genes for C. neoformans
survival under stress conditions, apn1A, apn2A and the apn1Aapn2A
double mutant strains were tested for stress-related phenotypes.
Overall, disruption of APN1, APN2 or of both genes simultaneously
induced mild defective phenotypes in response to cell surface
stressors (sodium dodecyl sulfate, Sorbitol, caffeine), but none of
the genotoxic (Cadmium sulfate (CaSOs) or osmotic (sodium
chloride (NaCl) potassium chloride (KCl)) stressors, at the tested
concentrations, affected the growth of the C. neoformans mutant
strains at 30 or 37 °C (Figure S2A,B). Additionally, we did not
observe any significant difference in the mutant’s response to
oxidative stress induced by menadione (MND), sodium nitrite
(NaNO2) or hydrogen peroxide (H202) (Figure S4). These data
demonstrate that the putative APN1 and APN2 sequences are not
essential for growth or response of C. neoformans to those stressors.

3.3. C. neoformans APN1 and APN2-Like Genes Are Involved in the
Repair of DNA Radiation-Induced Lesions

To assess if the CnApnl and CnApn2 predicted proteins
participate in the repair of radiation-derived DNA lesions, WT and
mutant strains were exposed to different UV radiation dosages, and
the viability of fungal cells was evaluated. Disruption of APN1 and
APN2-like sequences resulted in increased susceptibility of C.
neoformans to UV radiation (Figure 2). Deletion of both the APN-like
genes induced a higher sensitivity to UV radiation when compared
to the single mutant strains’ phenotypes (Figure 2A). The
susceptibility of the strains to UV radiation was also investigated
by plating on YPD agar a defined number of cells after irradiation
with 120, 240 and 480 J/m2at 254 nm. Yeasts’ viability was estimated
by CFU counting, and the results indicated that the disruption of
APN?2 significantly affected the C. neoformans survival in a radiation
dose-dependent manner (Figure 2B). Even though moderate
resistance to UV radiation was observed for the apnIA strain when
compared to the WT, the double deletion of APNI and APN2
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promoted an even higher sensitivity to UV radiation than the APN2
single mutation (Figure 2B).
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Figure 2. Disruption of Apnl- and Apn2-like genes induced C. neoformans susceptibility to UV
radiation. (A) Ten-fold serial dilutions of C. neoformans WT, mutant and reconstituted strains of
yeasts were exposed to 120, 240 and 480 J/m? doses of UV radiation (254 nm) and grown at 30 °C,
for 48 h. The results are representative of at least three independent experiments. (B) Cell viability
(%) after UV irradiation. C. neoformans 5 x 10% cells were plated on YPD agar and exposed to UV
radiation at 120, 240 and 480 J/m? at 254 nm. The plates were incubated at 30 °C for 48 h, protected
from light, for colony forming unit (CFU) counting. Graph represents the percentage of viable
cells normalized by the percentage of viable control cells. The WT H99 strain was used as control
for statistical comparison. One-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett’s post-test was
used to compare the means of results from three independent experiments. Error bars represent
standard errors of the mean. *** p < 0.0001.

3.4. The Putative Apn2 Endonuclease Is Involved in Processing
Alkylation-Induced DNA Damage in C. neoformans

In order to evaluate the possible roles of CnApnl and CnApn2
predicted proteins in the repair of different types of DNA lesions,
the growth of the mutant strains was evaluated after their exposure
to different mutagenic agents. Neither the single mutant (apn1A
and apn2A) nor the double mutant (apnl1Aapn2A) strains displayed
any growth difference in comparison to the WT strain after
exposure to hydroxyurea (HU, 110mM), the alkylating compounds
methyl methane-sulfonate (MMS, 0.03%), ethyl methane-sulfonate
(EMS, 0.04%) and N-ethyl-N-nitrosourea (ENU, 200 pig/mL), or the
intercalating agent ethidium bromide (EtBr, 20 ug/mL) (Figure 3A).
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Figure 3. Predicted Apn2 endonuclease is required for yeast viability after exposure to DNA-
alkylating agents. (A) The different strains were serially diluted ten-fold and plated onto YPD
agar supplemented with DNA damage-inducing agents: 0.03% methyl methane-sulfonate
(MMS), 0.04% ethyl methane-sulfonate (EMS), 200 pg/mL N-ethyl-N-nitrosourea (ENU), 20
pg/mL ethidium bromide (EtBr) or 110 mM hydroxyurea (HU). The plates were incubated at 30
°C for 48 h. The results are representative of three independent experiments. (B) Cell viability
after exposure to 0.1 or 0.2% MMS or (C) 0.1 or 0.2% EMS. The strains were exposed to the agents
in liquid YPD for 1 h, at 30 °C and 150 rpm. Cells were then phosphate-buffer saline- (PBS)-
washed and plated on YPD agar for CFU counting. The graphs represent the percentage of viable
cells normalized by the percentage of viable control cells. The WT H99 strain was used as control
for statistical comparison. One-way ANOVA with Dunnett’s multiple-comparisons test was used
to compare the means of results from three independent experiments. Error bars represent
standard errors of the mean. *** p < 0.0001; *** p < 0.001; *p < 0.05.

We further submitted the mutants to higher concentrations of
MMS and/or EMS (0.1% or 0.2%) for 1h, at 30 °C, followed by CFU
counting to access yeasts’ viability (Figure 3B). Cells from the
apnlA single mutant were only sensitive to MMS-induced stress at
both tested concentrations. At 0.2% MMS, the survival of C.
neoformans apn2A was drastically reduced to less than 10% in
comparison to the wild-type cells (75% survival). Treatment with
EMS also promoted, to a lesser extent than MMS, a reduced
viability of the apn2A mutant in relation to the WT strain. In
comparison to the wild-type and single-gene deletion strains, the
apnlAapn2A double mutant was more sensitive to higher
concentrations of MMS and EMS. These results indicate a major
involvement of CnApn2 in the response to MMS and EMS-induced
alkylated DNA.

3.5. The Deletion of APN-Like Genes Results in Increased Sensitivity to
Zeocin and DNA Fragmentation

Zeocin is a genotoxic drug that intercalates into the DNA,
provoking double-strand breaks [50]. To evaluate the influence of
the predicted Apn proteins in the response of C. neoformans to
Zeocin, the mutant and WT strains were exposed to different
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concentrations of the drug, for 1h. The deletion of APN1 and APN2
resulted in increased sensitivity to Zeocin even in low doses (0.04%

or 0.08%) (Figure 4A).
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Figure 4. The ablation of the predicted Apnl and Apn2 proteins sensitized C. neoformans yeasts
to the exposure to Zeocin. (A) Cell viability of the WT and mutant strains after incubation with
different concentrations of Zeocin. Yeasts from WT and mutant strains were cultured in liquid
YPD containing 0.04%, 0.08%, 0.12% or 0.16% Zeocin for 1 h, at 30 °C, 150 rpm. Cells were then
PBS-washed and plated on YPD agar for CFU counting. Percent of viable cells was calculated
from the CFU counting. Data are presented as mean of three replicates. Statistical test: One-way
ANOVA with Dunnett’s post-test, * p <0.05. (B) Electrophoretic analysis in 1% agarose gel stained
with 0.5 pug/mL EtBr of C. neoformans strains DNA after exposure to 0.08% Zeocin for 1 h.
Unexposed mutant and H99 strains presented DNA with no fragmentation. Genomic DNA from
the unexposed H99 strain was used as control. The result is representative of three independent
experiments.

To investigate the possible contribution of the putative AP-
endonucleases in the protection of C. neoformans DNA from the
damage provoked by Zeocin, we qualitatively analyzed the DNA
fragmentation in the WT, apnlA, apn2A and apnlAapn2A mutant
strains. Unexposed and (0 h) control cells showed almost
undetectable levels of DNA fragmentation (Figure 4B).
Nonetheless, DNA smearing was observed after 1 h of exposure to
0.08% Zeocin for all the strains (Figure 4B). The apn2A mutant
displayed a marked increase in Zeocin-induced DNA
fragmentation in comparison to the WT (Figure 4B). The increase in
DNA fragmentation in apn2A suggests a reduced DNA repair
capability.

3.6. The Inhibition of Recognition of Abasic Sites By Methoxy-amine
Enhances the Fungicidal Effect of Amphotericin B

Amphotericin B (AmpB) generation of reactive oxygen species
contributes to the fungicidal effect of this drug [49]. We then
decided to evaluate whether compounds that inhibit the corrections
of oxidative lesions, such as the anti-cancer chemotherapeutic drug
methoxy-amine (MX), could increase the antifungal effect of AmpB.
We first determined the MIC values for MX, AmpB and
Fluconazole alone for each strain (Table 1). The mutant strains
apn2A and apnlAapn2A presented MIC values of 1.0 pg/mL of
Fluconazole, half of the MIC values presented by the H99, apnlA
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and reconstituted strains (2.0 pg/mL). Based on these values, we
used different combinations of the MX and AmpB drugs for a
checkerboard assay, to evaluate a possible drug interaction. The
combination of AmpB and MX showed synergism against all the
strains. The combination of these drugs was more effective against
the apn2A (FICI = 0.187) and apnlAapn2A (FICI = 0.219) strains than
for H99 (FICI = 0.375) and apnlA (FICI = 0.312) (Table 2).

Table 1. MIC values of amphotericin B (AmpB), methoxy-amine hydrochloride (MX) and
Fluconazole (Flu) against H99, apnlA, apn2A and apn1Aapn2A and reconstituted strains.

Replicate 1 Replicate 2
Strains AmpB MX Flu AmpB MX Flu
(ug/mL)  (mg/mL)  (ug/mL) (ug/mL) (mg/mL)  (ug/mL)

H99 0.25 1.25 2 0.25 1.25 2
apnlA 0.25 1.25 2 0.25 1.25 2
apn2A 0.125 0.626 1 0.125 0.626 1
apnlAapn2A 0.125 0.626 1 0.125 0.626 1
apnlA:APNI1 0.25 1.25 2 0.25 1.25 2
apn2A::APN2 0.25 1.25 2 0.25 1.25 2

Table 2. MIC values of amphotericin B (AmpB) and methoxy-amine hydrochloride (MX) in
combinations and fractional inhibitory concentration index (FICI) values.

Strains Replicate 1 Replicate 2
MICab MICba FICI MICab MICba FICI
H99 0.0625 0.292 0.50 0.0312 0.150 0.2498
apnlA 0.0156 0.292 0.3124 0.0625 0.078 0.3125
apn2A 0.0078 0.078 0.1874 0.0078 0.078 0.1874
apnlAapn2A 0.0156 0.078 0.2498 0.0078 0.078 0.1874

MICab: MIC of AmpB in combination with MX. MICba: MIC of MX in combination with AmpB.
The AmpB concentrations are expressed in pg/mL, and for MX in mg/mL.

Since MX inhibits the recognition and correction of abasic sites
by AP-endonucleases, we investigated the effect of MX exposure in
combination with H20z-induced oxidative stress in WT and APN-
like genes” mutant strains (Figure 5). The strains were exposed to 3
mM or 5 mM H202 in combination with 0.417 mg/mL MX, for 1 h,
at 30 °C and 150 rpm. Yeasts’ viability was assessed by CFU
counting. The exposure to 3 mM H20: combined with MX
provoked a significant decrease in cell viability for the apn1A and
the apn1Aapn2A mutant strains (Figure 5B), but not apn2A. After
exposure to 5SmM H20: and MX, there was a marked reduction of
CFU recovery for all the strains.
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Figure 5. Methoxy-amine (MX) enhances the effects of H2O2 on the viability of the C. neoformans
apnlAapn2A mutant strain yeasts. Cell survival of C. neoformans WT and mutant strains for the
combined exposure to MX and H202. Strains were cultured in liquid YPD containing 0.417 mg/mL
MX and (A) 3 or (B) 5 mM H20, for 1 h, at 30 °C and 150 rpm. Cells incubated only in YPD
containing 3 or 5 mM H202 were used as comparison. The graph represents the percent of survival
of each strain exposed to each condition described compared to the control condition (YPD
medium). Two-way ANOVA with Sidak’s multiple-comparisons test was used to compare the
means of results from three independent experiments. Error bars represent standard errors of
the mean. *** p < 0.0001; *** p < 0.001.

3.7. The CnApn1 and CnApn2-Like Sequences Are Required for the
Production of Melanin

We also evaluated the involvement of the predicted BER
proteins CnApnl and CnApn2 in the expression of some virulence-
associated phenotypes of C. neoformans in vitro, such as the
polysaccharide capsule, phospholipase and urease activities and
melanization. We did not observe any defect in the capsule
expansion after growth on inducing conditions at 30 or 37 °C
(Figure S5A), phospholipase (Figure S5B) or urease activity (Figure
S5C) in the mutant strains. However, deletion of APN2, but not of
APNI1, induced a marked delay in melanin production by C.
neoformans at 37 °C in 1 mM L-DOPA-inducing medium (Figure 6).
Prolonged incubation (144 h) resulted in late melanization of the
apn2A and apnlAapn2A strains. This defect did not seem to be
related to impaired cell growth or density, because there were no
significant differences in CFU counts at 72 or 144 h after melanin
synthesis among the strains (data not shown). The delayed melanin
synthesis was reversed in the apn2A:APN2 reconstituted strain
(Figure 6).
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72 h

144 h

Figure 6. The disruption of the Apn2-like gene of C. neoformans impairs melanin production. C.
neoformans yeasts were incubated in melanin-inducing minimal medium with 1 mM L-DOPA at
37 °C, 150 rpm, protected from light. Melanin production was visually assessed by the medium
color change from translucent to brown and photo-documented at 72 and 144 h. The result is
representative of three independent experiments.

3.8. The Recognition and Correction of Abasic Sites in DNA is Required
for Proper Melanin Production by C. Neoformans

To confirm the role of C. neoformans Apn2 in melanin
production, we decided to investigate the effects of MX presence
during the induction of melanin synthesis. First, we evaluated
possible effects on MX on fungal viability by treating cells of the
different strains with 0.417, 0.834 or 1.67 mM of this compound for
1h at 30 °C. As, at 0.417 mg/mL, this drug was not lethal to either
the WT or mutant strains (Figure 7A), this concentration was
chosen for the next experiments. The different strains were exposed
to 0.417 mg/mL MX, washed and subject to melanin-inducing
conditions. The pre-treatment of C. neoformans with MX delayed
and reduced the melanization levels of the wild-type strain (Figure
7B), resulting in a phenotype similar to the one observed for the
unexposed apn2A and apnlAapn2A mutant strains under inducing
conditions at 37 °C (Figure 7B). These effects were not associated
with cell death, because there was no differences in CFU counts
between untreated and treated samples (Figure 7C). Even after 10
days of incubation, the melanization levels of MX-treated wild-type
or mutant strains did not increase (data not shown).
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Figure 7. Apnl- and Apn2-like genes are required for melanin production by C. neoformans. (A)
Viability of C. neoformans cells after exposure to methoxy-amine (MX). Cells of the WT and mutant
strains were incubated in liquid YPD medium for 1 h, at 30 °C, and 150 rpm in the absence
(control) or in the presence of MX (0, 0.417, 0.83 or 1.67 mg/mL). Cells were then PBS-washed and
the number of CFUs was assessed. The graph represents the percent of survival of each strain
exposed to MX compared to the control condition. The wild-type H99 was used as a control group
for statistical comparison. One-way ANOVA with Dunnett post-test was used to compare the
means of results from three independent experiments. Error bars represent standard errors of the
mean. *** p < 0.0001; ** p < 0.001; * p < 0.05. (B) Melanin production after exposure of yeast
cells to MX. Cells from each strain were incubated with 0.417 mg/mL MX for 1 h, at 37 °C, PBS-
washed, diluted and inoculated for melanin production analyses. Visual detection was
performed daily and photo-documented after 72, 96 and 144 h of growth. Results are
representative of three independent experiments. (C) Cell viability of C. neoformans strains after
MX exposure and induction of melanin synthesis. Aliquots of cell suspensions were collected
from the melanin assay plates after 144 h of incubation, and viable colonies were assessed by CFU

counting. One-way ANOVA with Dunnett’s post-test was used to compare the means of results
from three independent experiments.
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3.9. Predicted C. neoformans Apnl and Apn2 Proteins Influence
Phagocytosis and Fungal Survival within Macrophages In Vitro

Phagocytes play multiple roles in cryptococcal pathogenesis,
and the ability to survive and proliferate inside phagocytes is
associated with patient outcome [51]. To access the impact of Apnl
and Apn2 on C. neoformans virulence, we evaluated the in vitro
interaction of the mutant strains with macrophages (activated
BMDMs) by means of phagocytosis and killing assays. We
observed a decrease in the rates of internalization and in the total
number of internalized yeast cells from mutant strains in
comparison to the WT (Figure 8A,B). In addition, the deletion of the
APN2-like gene led to a reduced number of viable C. neoformans
cells recovered from the macrophages (Figure 8C,D). Similar results
were obtained for the apnlAapn2A double mutant. In contrast, the
absence of the APN1-like gene did not change the number of fungal
CFUs after the interaction.
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Figure 8. The deletion of APN-like genes results in C. neoformans reduced phagocytosis and
survival in macrophages in vitro. Bone marrow-derived macrophages (BMDMs) were co-
cultured for 2 h or 24 h with previously opsonized fungal cells from the different strains of C.
neoformans. Each strain was inoculated into three wells of a 96-well polystyrene plate containing
macrophages at a MOI of 5. (A) Percentage of phagocytosis. Data are presented as mean +95%
C.I. (n =3 experiments, *** p <0.001). (B) Phagocytic index. (C) CFU counts of C. neoformans strains
recovered from bone marrow-derived macrophages (BMDMs) after 2 (D) or 24 h of co-incubation.
Error bars represent standard errors of the mean of three biological replicate experiments. The
wild-type H99 was used as a control group for statistical comparison. Statistical test: One-way
ANOVA with Dunnett’s post-test, * p < 0.05; ** p <0.01.

3.10. Deletion of APN Genes Provokes Minor Effects in the Wax Moth
Larva Model of Infection
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In vivo effects of the deletion of APN-like genes in C.
neoformans virulence were accessed by infection of Galleria
mellonella larvae. Infection with both apn2A and apn1Aapn2A strain
resulted in slightly delayed killing kinetics compared to the wild
type (Figure S6). The disruption of APN1 did not alter fungal
virulence in this model.
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4. Discussion

In this work, we examined the role of two BER pathway Apn-
like sequences in the proliferation, stress response and virulence of
the human pathogen C. neoformans. We identified two genes
encoding putative Apurinic/apyrimidinic (AP) endonucleases in
this fungus’ genome. The CnApnl (CNAG_05468) predicted
protein possesses the nfo domain (Exonuclease IV family), and is
consistently different from CnApn2, an Xth family protein (Figure
1B). From the sequences analyzed in this study, only the Apn2
proteins from C. neoformans, S. pombe and H. sapiens possess a zf-
GRF domain. The presence of the Athrofin-1 and zf-GRF domains
indicates a transcription regulation activity for the deducted
proteins [48,49]. The absence of this domain in the predicted
CnApnl and in the Apn2 proteins of other fungi suggests that Apn
proteins might display distinct roles in DNA repair and cellular
responses in yeasts.

C. neoformans (here CnApn2) was previously suggested to be a
transcription factor after a screening performed by Jung et al. (2015)
[52]. The authors evaluated the presence of DNA sequences
associated with transcriptional activity in the C. neoformans genome
database, detected that the CNAG_04268 null mutant had a growth
defect at 39 °C and further characterized the potential role of this
gene as transcription factor [52]. However, the authors did not
discuss the homology of the CNAG_04268 deducted protein with
DNA repair components, nor did they evaluate the effect of
combined disruption of Apnl and Apn2 in the context of DNA
damage-response and survival of C. neoformans.

To investigate the potential roles of the predicted AP-
endonucleases in the biology of C. neoformans, we constructed null
mutant strains in which the APN1 and APN2 putative genes were
deleted. The deletion of APN-like genes individually or
simultaneously indicated that none of the APN putative genes is
essential for C. neoformans growth under standard laboratory
conditions. The disruption of those genes did not affect the
response of C. neoformans to cell wall or membrane stressors (Figure
52). Similar results were previously reported in S. cerevisiae, C.
albicans and S. pombe [19,22,23].

In addition, deletion of CnAPN1 and CnAPN2 putative genes
did not affect the sensitivity of C. neoformans to different sources of
oxidative stress (H202, MND or NaNO) (Figure 2) as previously
observed for C. albicans apn1A mutants exposed to H20: [22]. In
contrast, the apn2 A mutant was slightly sensitive to H202 [23,53]. In
S. cerevisiae, the simultaneous ablation of the Ntgl, Ntg2, and Apnl
BER proteins resulted in increased recombination and mutation
rates but did not influence the response to the oxidizing agents
H20:2 and Menadione [54].

We demonstrated that C. neoformans APN deletions induced
increased sensitivity to MMS, EMS, MX and UV radiation in a dose-
dependent way (Figures 3 and 4). Notably, those agents are known
to induce SSB (Single Strand Breaks) and DSB (Double Strand
Breaks) on DNA. In contrast, a previous study reported that C.
albicans BER and NER mutants exhibited a WT sensitivity to EMS
and MMS [22,55], suggesting that the BER and NER pathways do
not play a major role in repairing DNA breaks in this organism
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[22,55]. They also observed that APN2 deletion in S. cerevisiae did
not affect its response to MMS-induced damage, but the
apnlAapn2A double mutant displayed a marked increased
sensitivity to MMS in comparison to the apnlA strain [22,55].

In the S. pombe BER pathway, mutant strains nthlA and apn2A
were sensitive to MMS while the apnlA strain was also sensitive to
oxidative stress. S. pombe apn2AapnlA double mutant was more
sensitive to the oxidative stress than the apn2A single mutant [23]
Disruption of APN2 in S. pombe also induced sensitivity to
phleomycin, which indicates Apn2 as the major AP-endonuclease
of this fungus [23].

We also observed that deletion of the C. neoformans APN2-like
gene resulted in altered responses to alkylating agents, when
compared to the WT and apnlA strains. The C. neoformans apn2A
strain also presented reduced viability and increased genomic
DNA fragmentation after exposure to Zeocin, a Bleomycin family
drug (Figure 5). The apn1A mutant still possesses the APN2 gene
and presented the WT-type phenotype in response to Zeocin
exposure. Taken together, these data suggest that Apn2 is the major
contributor not only to the AP-endonuclease but also to the 3'-
phosphodiesterase activity in C. neoformans. Curiously, although
the Zeocin exposure induced significant death in all mutant strains,
it did not provoke DNA fragmentation for the apn1Aapn2A double
mutant strains. This suggests that the mechanism of death induced
by Zeocin may be different for this mutant, not necessarily inducing
major DNA fragmentation, such as by accumulation of abasic sites,
by blocking RNA transcription and/or by cell cycle arrest.

The differences observed in the BER mutant strains’ responses
to UV radiation and alkylating agents of C. albicans and S. cerevisiae
compared to C. neoformans and S. pombe could be associated with
the proteins’ structure. The human homologues of the yeast Apn
proteins are involved in the repair of DSB of DNA [56,57] and
HsAPE2 presents a robust 3'=5' exonuclease activity towards
mismatched 3'-terminal bases, as well as 3'-phosphoglicolate
removal activity [57-59]. The S. pombe Apn2 and the C. neoformans
predicted Apn2 protein both present the same zf-GRF domain
described as important for the HsAPE2 3" exonuclease activity,
which is absent in the related proteins of C. albicans and S. cerevisiae,
and also in CnApnl (Figure 1). Our observations suggest that the
predicted AP-endonuclease 2 of C. neoformans potentially plays a
role in additional DNA repair pathways, beyond BER, probably
acting in the recognition and correction of SSB and DSB on DNA.

The differences between CnApnl and CnApn2 sequence
domains are probably the reason for the consistent distinct
phenotypes of Apn single mutants in response to stress conditions.
Apnl possesses only an AP-endonuclease domain and apnlA
mutants presented, in general, phenotypes similar to the WT strain.
Only the dose-dependent response to lower doses of UV radiation
and H20:2 + MX co-exposure phenotypes were specific for apnlA.

The resistance to lower doses of UV radiation observed in the
apn1A mutant strain could be associated with the reduction of DNA
cleavage performed by Apnl. The absence of Apnl could reduce
the cleavage of DNA strands at AP-sites (a UV-radiation induced
lesion) and consequently the formation of phosphodiester gaps in
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DNA strain. This mechanism can be associated with the data
observed in Figure 5, when apn2A mutants presented a WT
phenotype in response to 3 mM H:0: + MX, a combination that
induces base oxidation and AP-sites in DNA. The apn2A mutant
strain still possesses active Apnl proteins, whose activity could be
sufficient to maintain the WT-phenotype in the apn2A mutant
strain.

On the other hand, Apn2 possesses domains involved in
biological processes that go beyond DNA repair. The apn2A strain
was more susceptible to UV radiation, alkylation, oxidative and
antibiotic stress. Apn2 was also listed as a transcription factor, so it
is possible that some of the distinct phenotypes presented by the
mutant strain result from the absence of Apn2 transcriptional
activity. The apnlAapn2A double mutant presented similar
phenotypes to apn2A, except for the DNA fragmentation pattern
and the susceptibility to H20: with MX. The phenotypes observed
for double mutants do not always correspond to the absence of
individual genes, nor even to a synergic effect of both deletions.
Therefore, it is important to note that the apnlAapn2A mutant may
have a specific mechanism of cellular response to stress in order to
compensate for the disruption of the cellular AP- endonuclease
activity.

Cryptococcosis affects thousands of people yearly and,
although it is important to global health, therapeutic options are
extremely limited [60]. We demonstrated that the deletion of the
APN2-like gene slightly increased C. neoformans’ susceptibility to
fluconazole exposure, and that the simultaneous deletion of both
predicted APN sequences increased the fungus’ sensitivity to
AmpB and fluconazole in vitro. We also demonstrated that
exposure of C. neoformans to the synthetic AP-site inhibitor MX in
combination with AmpB significantly enhanced its antifungal
effect, even for the WT strain (Table 2). MX also sensitized cells to
the oxidative stress induced by H20: (Figure 5B).

DNA repair-inhibitor drugs, such as MX, are well established
in clinical practice as adjuvants [32]. Given the emergence of
antifungal drug-resistant strains and the increasing incidence of
systemic and invasive mycoses [33,61,62], the identification of
novel antifungal drug targets and adjuvant options is an urgent
clinical need. We demonstrated the synergism between MX and
AmpB, with an increased fungicidal effect on concentrations higher
than 75 pug/mL of MX. Although 75 and 150 pg/mL of MX are higher
concentrations than those used in clinical trials in cancer therapies
(100 mg/m? or 50 ng/mL of plasma) [63], our results are still
promising. The synergic effect of MX and AmpB is an interesting
starting point for further investigations and highlights the
possibility of using DNA repair inhibitors as a class of adjuvants in
antifungal therapy research.

The deposition of melanin in the cell wall is critical to the
virulence of C. neoformans and other pathogenic fungi [64-66]. We
demonstrated that the disruption of APN-like genes resulted in a
delay and significantly lower levels of melanin production by C.
neoformans (Figure 6) without compromising cell viability or
growth rate. Melanin production is activated by oxidative stress
conditions in several microorganisms [65,66]. In the absence of Apn
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activity, overlapping enzyme repair systems may be activated later
to eliminate the DNA damage accumulation and proceed with
melanin synthesis. This might explain the restored melanin
production after 144 h hours in the mutant strains (Figure 6).
According to our data, not only the AP-endonuclease activity of
Apn proteins, but also the generation/repair of the abasic site itself,
might play a role in melanin production by C. neoformans, since the
pre-treatment of C. neoformans strains with MX for 1 h had a
significant impact on the production of the pigment, even in the WT
strain (Figure 7). MX is highly specific and rapidly binds to abasic
sites on DNA. The MX-AP-site ligation is strong and stable [67].
Therefore, the phenotype of melanin production blockage is
prolonged (10 days), and it is observed even in response to a short
time of drug exposure.

C. neoformans is resistant to the host cell’s oxidative stress
response, mainly due to the production of melanin and antioxidant
compounds [37,39]. Several studies have demonstrated a
correlation between the capacity of C. neoformans clinical strains to
be phagocytosed, and/or to proliferate intracellularly, and poor
patient outcomes [68-70]. Due to their potential role in
melanization, we extended our analysis to evaluate the APN-like
mutant’s virulence during their interaction with macrophages and
G. mellonella larvae. Interestingly, both C. neoformans APN-like
mutants were less efficiently internalized and more susceptible to
killing by M2 macrophages in vitro (Figure 8). The involvement of
DNA repair proteins in complex responses, such as interaction with
phagocytes, was not exactly expected.

Santiago et al. (2015) used a mutant library screen to list genes
involved in macrophage uptake and demonstrated several non-
expected genes involved in pathogen-host interaction [51]. One of
the listed genes was APNI1, responsible for a decrease in
macrophage up-take. However, the mechanism of how individual
gene products modulate interactions with host phagocytes is still
poorly understood. Since no significant difference was observed in
capsule enlargement between apn mutants, other characteristics
may be altered in these mutants to influence fungal internalization.
We hypothesized the participation of Apn proteins in other cellular
mechanisms, beyond DNA repair, as occurs for the mammalian
homologue APE1 [17,71]. The impact of Apn proteins’ absence on
fungal survival inside macrophages may be associated, even in
part, with the delay in melanin production, sensitizing the cells to
the oxidative stress induced by the phagocyte. This idea can also be
the reason for the slight delay in G. mellonella killing by apn2A and
apnlAapn2A mutant strains (Figure S6), but much is still to be
clarified.

5. Conclusions

This work demonstrated the impact of AP-endonucleases-like
genes in the C. neoformans response to cell stress resistance and
virulence. C. neoformans AP endonucleases-like genes were shown
to be important in protecting the yeast cells against alkylation and
UV-induced damage in vitro. The disruption of C. neoformans
putative Apn proteins delayed the production of melanin, one of
the most important virulence factors in this fungus. The melanin
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production defect seems to be related to the absence of AP-repair
activity, since the exposure to MX completely abolished the
pigment production. The MX sensitized C. neoformans to H202
exposure and boosted the fungicidal effect of AmpB, in a synergic
way. The Apn-like activities were also required for the interaction
and growth inside murine macrophages. This work highlighted the
importance of DNA repair pathways for C. neoformans’ response to
cell stress conditions and the potential use of DNA repair inhibitors
to improve the antimicrobial effect of antifungal drugs.
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to oxidizing agents, Figure S5: The capsule expansion, phospholipase and
urease activities were unaffected by the disruption of Apn-like genes,
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6. Introducédo

A via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) é uma via importante para a
correcdo de lesdes bulky no DNA associadas a exposi¢do a radiagdo, como os dimeros de
pirimidina (Gillet and Scharer 2006). Em organismos de vida livre, como C. neoformans,
a exposicao a luz solar impde ao organismo mecanismos de defesa contra danos celulares
induzidos pela radiagéo, além de sistemas eficazes de correcdo de lesdes geradas no DNA.
Os genes envolvidos no sistema NER né&o sdo conservados em procariotos e eucariotos,
contudo os principios de reconhecimento das lesdes ocorre de maneira bastante parecida
(Y. Liu et al. 2011). A via NER de humanos envolve aproximadamente 30 proteinas
diferentes e é bastante estudada, uma vez que a auséncia de apenas uma das proteinas do
sistema NER desencadeia uma doenca limitante chamada Xeroderma Pigmentosum
(Aboussekhra et al. 1995). Dada a complexidade e impacto da condicéo para os pacientes
diagnosticados com Xeroderma Pigmentosum, as iniciais da doenca foram usadas para

denominar varias proteinas envolvidas na via NER, como XPA, XPB, XPC e etc.

A via NER pode ocorrer por dois mecanismos, a via NER iniciada em qualquer
ponto do genoma (GG-NER, do inglés global genome-NER) e a via NER associada a
RNA polimerase e a transcri¢do, envolvida na correcdo de les6es na fita de DNA que esta
sendo transcrita (TC-NER, do inglés transcription-coupled NER) (Gillet and Scharer
2006; Hanawalt 2003; Orlando D. Schérer 2013; Vermeulen and Fousteri 2013).
Resumidamente, as etapas da via NER sdo: o complexo formado pelas proteinas XPC-
RAD23 reconhece a desestabilizacdo helicoidal local causada por uma lesdo no DNA e
interage com TFIIH. O complexo TFIIH se fixa ao DNA em local proximo a lesdo por
meio de sua subunidade XPB, permitindo que a helicase XPD rastreie ao longo do DNA
verificando a presenca de lesfes. A formacdo do complexo XPC-TFIIH na lesdo é o que
permite a formacdo do complexo de pré-incisdo (associacdo das proteinas TFIIH, XPA,
RPA, XPG e ERCC1-XP) para fazer uma inciséo dupla na fita danificada, removendo o
dano. O gap resultante € preenchido por DNA polimerases (Pol & e Pol k ou Pol g),
juntamene com PCNA (do inglés Proliferating cell nuclear antigen), e a fita selada pela
acao da DNA ligase | (Orlando D. Schérer 2013) (Figura 28).
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Figura 28. Representacdo da atividade de reparo de lesdes por excisdo de nucleotideos (NER) em
mamiferos. A) LesGes volumosas de DNA que desestabilizam a dupla fita. Essas lesdes podem advir de
diferentes agentes e condicfes. B) Na via GG-NER (via de reparo gendmico), lesdes com forte distorgédo
sdo reconhecidas diretamente pelo complexo XPC-RAD23B, que se liga a fita ndo danificada oposta a
lesdo. C) TFIIH interage com XPC-RAD23B e abre o DNA com sua subunidade XPB, permitindo que
XPD rastreie 0 DNA até parar no dano. Em seguida, o complexo verifica a modificagdo quimica (volume)
da lesdo. D) O bloqueio de XPD na lesdo permite a formacéo do complexo de pré-incisao por recrutamento
de XPA, RPA e XPG. E) Recrutamento de ERCC1-XPF para o complexo (por interagdo com XPA) leva a
inciséo na porgao 5 ' da lesdo. F) Inicio da sintese de reparo por Pol 8 e Pol k ou Pol ¢ e fatores associados,
seguido por incisdo na porgdo 3 ' por XPG. G) A conclusdo da sintese de reparo e selagem do corte por
DNA ligase Illa / XRCC1 ou DNA ligase I completa o processo. Adaptado de Scharer, 2013.

O passo inicial de reconhecimento das lesdes bulky no DNA, realizado pelo
complexo XPC-RAD23B na via GG-NER esta relacionado, na grande maioria dos casos,
a eficiéncia final da via NER (Geacintov and Broyde 2017). A proteina XPC é a primeira
a reconhecer e se ligar ao DNA e é necessaria a formacao de todos os fatores envolvidos
no reparo de lesbes induzidas por radiacdo UV (Sugasawa et al. 2001; Hoogstraten et al.
2008).

Em leveduras o complexo de iniciacdo da via NER é formado pelo ortélogo de
XPC (Rad4) e a RAD23 [revisado por (Orlando D. Scharer 2013). Usando apenas energia
térmica, o Rad4 analisa 0 genoma e reconhece especificamente as lesfes, iniciando o

recrutamento de outros fatores componentes da via NER. Esses fatores, em ultima
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instancia, retiram e reparam a porcdo danificada do DNA. Em leveduras, as lesbes
reconhecidas por Rad4 incluem fotoprodutos induzidos por luz ultravioleta (ou adutos de
base volumosa) e adutos intrastrand induzidos por genotoxinas ambientais (X. Chen et
al. 2015). Essas lesdes sdo estruturalmente diversas, mas culminam na desestabilizacédo
e/ou distorcao local da dupla hélice de DNA (Prakash and Prakash 2000; Velmurugu et
al. 2016). Estudos cristalogréficos demonstraram que Rad4 ndo contata diretamente 0s
nucleotideos danificados, mas acomoda seletivamente os nucleotideos ndo danificados na
fita complementar; tal ligacdo indireta permite que Rad4 reconheca lesdes
extraordinariamente diversas, podendo ainda participar da correcdo de leses comumente

reconhecidas por outras vias de reparo de DNA (X. Chen et al. 2015).

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a importancia do gene CNAG_ 01338
presente no genoma de C. neoformans, aqui intitulado XPC, codificador da proteina

hipotética Rad4 de C. neoformans na resposta a agentes estressores e viruléncia fungica.

7. Resultados

7.1. O gene XPC de C. neoformans codifica uma proteina semelhante a Rad4 de
S. cerevisiae.

Para avaliar as caracteristicas do gene XPC de C. neoformans foram feitas analises de
alinhamento de sequencias usando as ferramentas Blatsx do NCBI. Foi utilizada a
sequéncia CNAG_01338 do gene XPC de C. neoformans como entrada (query) na
pesquisa em bancos de dados voltados aos organismos S. cerevisiae, S. pombe, C.
albicans e H. sapiens. Os resultados séo apresentados na Figura 29. As sequencias que
codificam as proteinas Rph41 e Rph 42 de S. pombe foram as que apresentarem maiores
valores de identidade com a sequéncia de XPC de C. neorformans. As sequencias que
codificam as proteinas Xpc de C. albicans (29% de identidade), Rad4p de S. cerevisiae
(24,7%) e XPC de H. sapiens (28,6%) também apresentaram dominios pertencentes a
superfamilia Rad4 (Figura 29). Importante notar que a sequéncia de XPC de C.
neoformans apresentou maior identidade com as sequencias codificadores das proteinas
de S. pombe, C. albicans e H. sapiens, em comparacdo com a proteina Rad4 de S.

cerevisiae.
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Figura 29. Representacdo do alinhamento de sequencias XPC/Rad4. Os alinhamentos foram gerados no
programa Blastx usando a sequéncia CNAG_01338 como entrada, contra os genomas de C. albicans, S.
pombe, H. sapiens e S. cerevisiae. Os resultados foram representados conforme o score de alinhamento. A
superfamilia Rad4 foi o dominio de atividade presente na sequéncia XPC de C. neoformans. Os dominios
Rad4 estdo representados conforme posicionamento na sequéncia de XPC de C. neoformans.

7.2.0 mutante xpcA apresenta sensibilidade a drogas genotoxicas e ao estresse
oxidativo.

Para avaliar a importancia do gene XPC/Rad4 na viruléncia de C. neoformans, foi
gerada uma cepa mutante, conforme executado para 0s demais genes ja descritos neste
trabalho (ver materiais e métodos). O mutante XpcA foi viavel e submetido a analise de
fendtipos e sensibilidade a drogas genotdxicas. Os resultados sdo apresentados na Figura
30 e demonstram aumento da sensibilidade a estresse osmatico induzido por KCI e NaCl
(1,5 M) (Figura 30A). Ensaios com outros agentes estressores como cafeina, sorbitol e
congo red foram realizados, contudo, ndo foi visualizada diferenca significativa no
crescimento entre as linhagens selvagens e mutantes. Fungos xpcA foram sensiveis aos
tratamentos com as drogas alcilantes MMS e EMS (0,03%), e ao estresse replicativo
induzido por HU (200 mM) (Figura 30A).

Para avaliar se a sensibilidade observada em meio sélido seria reproduzida nos
tratamentos em meio liquido, células das linhagens mutantes xpcA e selvagem foram
tratadas com MMS, EMS e o antibidtico genotoxico Zeocina por 1 h, e a sobrevivéncia
quantificada por contagem de UFC. A delecdo de XPC induz sensibilidade a todos os
agentes testados em meio liquido, sendo os mutantes 50% mais sensiveis ao tratamento

com Zeocina, quando comparado a linhagem selvagem (Figura 30B).
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Figura 30. O mutante XxpcA apresenta fendtipo alterado em resposta a0 estresse osmotico e genotoxico. A)
As células foram serialmente diluidas e pipetadas em meio YPD s6lido contendo KCI 1,5 M; NaCl 1,5 M;
MMS 0,03%; HU 100 mM e cultivadas durante 48h a 30° C. B) Quantificacdo da porcentagem de
sobrevivéncia das linhagens ap6s tratamento com Zeocina 0,08%; MMS 0,03% e EMS 0,034%. A
contagem de UFC foi realizada e a porcentagem de sobrevivéncia calculada em relagéo a contagem de UFC
em meio sem estressor e com estressor, dentro de cada linhagem. A linhagem H99 foi usada como controle.
C) Sessdo de placa de UFC obtida ap6s incubacao da linhagem xpcA com a droga Zeocina 0,08%. Setas
amarelas indicam tipos diferentes de morfologia de col6nia observados. Teste estatistico T-student. *denota
p< 0.01. Experimento representativo de triplicata.

Importante salientar a presenca de heterogeneidade na morfologia das col6nias
formadas por fungos da linhagem xpcA. Mesmo em condi¢des de crescimento normais
(YPD sem agentes estressores), foi possivel observar a formacao de col6nias irregulares,
caracterizadas por formato arredondado, centro homogéneo e extremidades enrugadas.
Apbs tratamento com Zeocina 0,08%, a frequéncia das colénias heterogéneas aumentou
visualmente, além de apresentarem conformacdes diferentes (Figura 30C). Como
observado na Figura 30 (C), foi detectada a formacé&o de trés tipos basicos conformacéo
de col6nias, indicados pelas setas amarelas. Esse fendtipo foi observado ao longo das

replicatas experimentais, em frequéncias diferentes.

7.3. O Mutante xpcA apresenta sensibilidade ao estresse oxidativo
Em seguida, o mutante xpcA foi avaliado quanto a sensibilidade a agentes
indutores de estresse oxidativo. Os agentes estressores H202, MND foram usados para
avaliagdo dos fenotipos de sensibilidade. Os mutantes XpCcA apresentaram resisténcia ao
tratamento com 5 mM de H20- e sensibilidade ao tratamento com 300 uM de MND, em

meio sélido a 30 °C e 37 °C (Figura 31). O perfil de sensibilidade foi também avaliado
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para tratamentos em meio YPD liquido contendo H>O> (3 mM) e MND (100 puM) e o
perfil observado foi de sensibilidade significativa ao tratamento com H.O> (Figura 31
B). O tratamento com Menadiona, nas concentracdes analisadas em meio liquido, ndo

induziu diferencas fenotipicas no mutante xpcA.
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Figura 31. O mutante xpcA apresenta fen6tipo alterado em resposta ao estresse oxidativo. A) As células
das linhagens mutantes xpcA e selvagem foram serialmente diluidas e pipetadas em placas YPD contendo
H,02 5 mM ou MND 300 uM. As placas foram incubadas em estufa 37 °C, por 48 h. Resultado
representativo de trés replicatas. B) Células foram incubadas em meio YPD liquido contendo H,O, 3 mM
ou MND 100 uM, a 37 °C, sob agitacdo por 1, e a sobrevivéncia medida por contagem de UFC. Teste
estatistico T-student. *denota p< 0.05; barras de erro representam o desvio padrdo da amostra. Experimento
representativo de triplicata

O estresse oxidativo, como discutido no capitulo anterior deste trabalho, induz
lesGes caracteristicas no DNA, as quais s@o prioritariamente reconhecidas pela via BER
de reparo de DNA. Foi também comentado no capitulo anterior que existe a possibilidade
de sobreposicdo das vias de reparo dependendo das situagdes celulares e condicdes de
estresse a que 0 patdgeno seja exposto. A proteina Rad4 é fator componente da via NER
de reparo de DNA contudo, ja foi associada as situagdes de estresse oxidativo em C.
neoformans.

Em um estudo utilizando H20, como indutor de estresse oxidativo, Upadhya e

colaboradores demonstraram que alguns genes do sistema NER de reparo de DNA, como
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RAD4, RAD16 e RAD7 foram continuamente induzidos na maior parte dos tempos de
tratamento testados pelo grupo (Upadhya et al. 2013a). Neste estudo, os autores
expuseram células fungicas a 1mM de H202, em meio YNB &cido, e avaliaram a
expressao desses genes apos 5, 15, 30, 45 e 60 min de exposicdo, por meio de hibridizagdo
por microarranjos. A proteina Rad7 de S. cerevisiae apresenta funcao de ubiquitina ligase
e sua interacdo com as proteinas Rad16 e Rad4 é critica para a atividade de reparo por
excisdo de nucleotideos dependente de proteassomo (Reed and Gillette 2007). O aumento
dos niveis dos transcritos de Rad4, Rad16 e Rad7 em C. neoformans sugere que as
proteinas possam estar envolvidas no reparo das lesdes no DNA, induzidas por H203, de
maneira dependente de proteassomo (Upadhya et al. 2013a). A via do proteossoma
dependente da ubiquitina é um dos véarios processos celulares que requerem ATP e é
critica para manter a homeostase celular. A ubiquitinacdo de proteinas € importante
durante varias condicdes de estresse em leveduras e eucariotos superiores e, mais
recentemente, demonstrou-se que a ubiquitinacdo de proteinas € importante para a
resisténcia ao estresse, adaptacéo e viruléncia de C. albicans (Leach et al. 2011). Estudos
em C. neoformans também demonstraram a importancia do sistema de degradacédo
proteassomal dependente de ubiquitina para a resposta ao estresse oxidativo (Ko et al.
2009).

Posteriormente, em 2010, Li e colaboradores demonstraram uma nova funcéo de
Rad4 / XPC na protedlise mediada por Ubiquitinacéo e proteassoma (Y. Li et al. 2010).
Os autores descobriram que Rad4 e Rad23 compartilham varios substratos comuns. Os
substratos nas células rad4A sao ubiquitilados, indicando que Rad4 regula um evento de
po6s-ubiquitinacdo. O dominio de ligacdo de Rad4 é crucial para o funcionamento de
Rad23 na degradacéo, sugerindo que Rad4 e Rad23 trabalham juntas na proteolise (Y. Li
et al. 2010). Uma caracteristica importante notada na pesquisa foi que ap0s a exposi¢do
das células ao dano ao DNA, Rad4 ficou concentrada no nucleo e a degradacédo de seu
substrato ndo-nuclear foi deficiente. Em humanos, a proteina XPC também se liga a
proteina Ufd2 humano e regula a degradacdo do substrato UFD, sugerindo que a

regulacao proteolitica é uma caracteristica conservada de Rad4/XPC(Y. Li et al. 2010).

Em S. pombe, 0 mutante rad4.116, além de ser sensivel a radiacdo UV, também
foi termosensivel (Fenech et al. 1991). Os autores descobriram que a regido N-terminal
do produto do gene RAD4 tem duas regides de similaridade de sequéncia com a parte C-

terminal do gene XRCCI humano, que foi clonado por Thompson et al. (Caldecott et al.
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1995). O mutante rad4.116 é extremamente sensivel a MMS e EMS (cerca de 10 vezes
mais sensivel do que o tipo selvagem) e ligeiramente sensivel (cerca de 2 vezes mais do
que o tipo selvagem) a radiacgdo ionizante e luz UV (Thompson et al. 1982). Além disso,
células mutantes apresentaram um nivel muito alto de trocas de cromatides irmas e uma
taxa reduzida de quebras de simples fita apos o tratamento com radiagdo ionizante ou
MMS (Thompson et al. 1982).

7.4. Delecdo do gene XPC compromete a producdo de fosfolipase mas nao
interfere no acimulo de melanina em C. neoformans.

Para avaliar a relevancia da via NER de reparo de DNA na expresséo de atributos
de viruléncia em C. neoformans, a producdo de urease, fosfolipase e melanina pela
linhagem xpcA foi avaliada. O mutante XxpcA foi eficiente na produgdo de urease e
melanina, apresentando fendtipo semelhante ao apresentado pela linhagem parental H99
(Figura 32 A). Foi observado que a producédo de fosfolipase em meio de gema de ovo
pelo mutante xpcA foi significativamente menor quando comparado a observada pela
linhagem selvagem (Figura 32 B), demonstrando o comprometimento da producéo e/ou

eficiéncia da atividade enzimatica no mutante NER.
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Figura 32. Delecdo de XPC reduz a producéo de fosfolipase mas ndo interfere na produgéo de melanina ou
urease. A) As células foram cultivadas em meio Christensen’s para analise da produgdo e atividade de
urease (documentacao apés 48h de crescimento em meio indutor); e em meio minimo (MM) suplementado
com L-DOPA para avaliagdo da produgdo e acimulo de melanina (documentacdo ap6s 48 h e 72 h de
crescimento em meio indutor). B) As células foram cultivadas durante 48h a 30 © C em meio agar contendo
gema de ovo. H99 foi usado como controle. A presenca do halo translicido ao redor da coldnia indica
atividade de fosfolipase (Pz). A Pz foi mensurada de acordo com (MF, ID, and LO 1982). Teste estatistico
T-student. * p< 0.01; barras de erro representam o desvio padrdo da amostra. Experimento representativo
de triplicata.
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A capacidade de producdo de capsula em condi¢bes de inducdo in vitro foi
avaliada. As leveduras das diferentes linhagens foram incubadas em meio indutor de
capsula (MM + tiamina), a 30 °C e 37 °C e a producdo da cépsula polissacaridica foi
visualizada e quantificada através do método de exclusdo de nanquim. N&o foram
detectadas diferencas significativas de tamanho da capsula entre as linhagens mutantes
para a via NER e a linhagem selvagem H99. O mutante XpCA apresentou aumento
significativo no tamanho da célula quando incubado a 37 °C em meio indutor, mas sem

apresentar aumento significativo no tamanho da cépsula (dados ndo mostrados).

7.5. Delecdo do gene XPC ndo interfere no processo de fagocitose por
macrofagos.

Para avaliar se a auséncia do gene XPC induziria alteracBes no reconhecimento
de C. neoformans por células de defesa do hospedeiro, foi realizado o ensaio de fagocitose
por macrofagos. A suspensdo contendo células fungicas foi diluida e co-incubada com
macrofagos diferenciados provenientes da medula de camundongos conforme protocolo
descrito em Materiais e Métodos. Como resultado, observamos gque os macréfagos M2
apresentaram porcentagem e indices de fagocitose semelhantes, independente da
linhagem fungica co-incubada. Os dados obtidos para cepas selvagem e mutante xpcA
ndo apresentaram diferencas significativas (Figura 33A e B).
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Figura 33. Dele¢do do gene XPC ndo interfere no processo de fagocitose por macr6fagos. O experimento
de fagocitose foi realizado conforme descrito na secdo material e métodos. Ndo houve diferenca
significativa na porcentagem de fagocitose (A) ou indice de fagocitose (B) das linhagens selvagem e
mutante XpcA por macrofagos M2, nas condicdes testadas.

Pesquisas mais recentes com C. albicans apresentaram que Rad4 é critica na
resposta mediada por Rad23 ao UV e tem funcbes semelhantes, regulando a morfogénese
celular e a formacéo de biofilme, mas ndo desempenha um papel importante na viruléncia
fangica. Frente a isso, 0s autores concluiram que a supressao da viruléncia mediada por

componentes da etapa de iniciacdo da via NER € mais atribuida a proteina Rad23, e ndo
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a Rad4, e é provavelmente devida ao seu papel na degradacéo de proteinas, em vez da via
NER em C. albicans (Feng et al., 2020).

A natureza multifuncional das proteinas de reparo tem um objetivo pratico. O
trafego de proteinas no DNA ¢€ bastante pesado, com replicagdo e transcricdo continuas,
0 que exige uma dindmica de exposicdo, enovelamento, leitura, checagem e correcdo de
lesbes muito eficaz. Em situaces de danos ao DNA, as lesdes exigem atencdo imediata
para evitar o bloqueio da transcricdo e a instabilidade genémica (Pichiorri et al. 2008;
Shiloh and Lehmann 2004). A velocidade no reparo € melhor atingida pela mobilizagédo
de proteinas existentes no nlcleo, do que por meio da sintese de novo de proteinas para
atender as demandas das reacGes de reparo. Uma vez que as lesdes estejam corrigidas, as
proteinas poderiam retomar suas funcGes normais, o que por sua vez facilitaria o
acoplamento funcional do reparo do DNA com varios eventos celulares (Y. Li et al.
2010). Esse processo multifuncional é estabelecido e bem caracterizado nas proteinas de
reparo de DNA de humanos, como na proteina APE1 (Evans, Limp-Foster, and Kelley
2000; M. Li and Wilson 2014a). A proteina APE1 humana apresenta multifuncbes na
célula, atuando como regulador redox de fatores de transcri¢do no citoplasma, e participa
do metabolismo de RNA e reparo de DNA no nucleo. A mesma proteina APE1 pode ser
translocada do citoplasma ao nucleo através da exposicdo de um sinal de localizacdo
nuclear em sua sequéncia proteica, e posteriormente retornar ao citoplasma apds correcéo
das lesdes e restauracao do equilibrio celular. Muito ainda precisa ser estudado e avaliado,
contudo é possivel que outras proteinas de reparo possam também apresentar atividades

multifuncionais.

NoOs demonstramos que 0 mutante XpCA apresentou redugdo significativa da
producdo de fosfolipase. Muitos fatores da via NER participam de outros eventos ndo
relacionados ao reparo de DNA (Hanawalt 2003). Por exemplo, a proteina RPA (do inglés
Replication Protein A), participa da via NER e ¢ essencial para a replicacdo do DNA.
Outro fator da via NER, o TFIIH, também é necessario para a transcri¢cdo dependente de
RNA polimerase Il. Todavia, a proteina Rad4 € considerada apenas uma proteina de
reparo de DNA (Y. Li et al. 2010). Estudos em Candida albicans demonstraram a
participacdo das proteinas RAD23 e RAD4 na manutencdo da expressdo de genes de
fatores de viruléncia (Feng et al. 2020). Por meio de RNA-seq e gRT-PCR, os autores
descobriram que RAD23 e RAD4 desempenham papéis criticos na manutencao dos niveis

de expressao de varios genes relacionados a producdo de fatores de viruléncia. Diante
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deste resultado, os autores propuseram um modelo regulatério de Rad23 na resposta UV
e viruléncia, onde Rad4 desempenha um papel critico na resposta UV, enquanto apenas
Rad23, mas ndo Rad4, desempenha um papel critico na regulacéo da viruléncia, que pode

depender da regulacao da expressao genes chave como SUN41 (Feng et al. 2020).

Verma et al., 2019 estudou o papel da proteinas Rad23 de C. neoformans (Verma,
Shakya, and Idnurm 2019). Os autores observaram que a auséncia de determinados
dominios da proteina Rad23 influenciavam a transcricdo de genes envolvidos na
viruléncia de C. neoformans (Verma, Shakya, and Idnurm 2019). A caracterizacdo de
dominios especificos de Rad23 revelou que o dominio de ligacdo a XPC (Rad4) €
necessario para resisténcia a radiacdo, mas dispensavel para viruléncia. Em contraste, um
dominio de ligacdo de ubiquitina em Rad23 € necessario para a viruléncia total ((Verma,
Shakya, and Idnurm 2019), sugerindo que a funcéo de reparo do DNA dessa proteina ndo
é necessaria para seu papel na viruléncia. Os resultados observados para a proteina Rad23
de C. neoformans e C. albicans sdo semelhantes, contudo, pouco se sabe sobre os papéis

desempenhados pela proteina Rad4 de C. neoformans.

8. Discusséo

O estudo das caracteristicas moleculares dos microrganismos proporciona o
conhecimento dos mecanismos celulares que regem as manifestacGes fenotipicas de
interesse médico global, como a producdo de atributos de viruléncia e mecanismos de
resisténcia a estresses e drogas (Sullivan et al. 1996; S. P. Brown, Cornforth, and Mideo
2012). Quando analisado sob o prisma dos patdégenos oportunistas, a dindmica de
respostas ao ambiente se torna ainda mais complexa, diante da heterogeneidade das
condicdes a que sdo expostos 0s microrganismos em suas diferentes fases do ciclo de
vida. O patdgeno oportunista humano C. neoformans é considerado um fungo de grande
importancia para a saide mundial (McDonald, Wiesner, and Nielsen 2012; Nosanchuk,
Stark, and Casadevall 2015). A adaptacdo de C. neoformans aos diferentes ambientes e
climas ao redor do mundo é responsavel também pela eficiéncia do microrganismo em
infectar hospedeiros em um mesmo ciclo de vida (D. L. Goldman et al. 1998). As bases
genéticas e moleculares da dindamica de sobrevivéncia dos patdgenos em contato com 0s
hospedeiros explicitam a importancia dos mecanismos de controle da expressdo génica,
do reparo de DNA e da sinalizacdo de danos celulares para o estabelecimento das

infeccdes.
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Neste trabalho foram identificadas e caracterizadas as enzimas Ap-endonucleases de
C. neoformans. Foi examinado o papel do sistema BER de reparo de DNA na
sobrevivéncia e resposta a drogas genotdxicas deste patdégeno. Foram identificados dois
genes que codificam sequéncias preditas como sendo referentes a Apns no genoma de C.
neoformans. Um ponto importante a ser discutido é a diferenca nos fenotipos
apresentados pelos mutantes apnlA e apn2A, apesar dos genes serem, a principio,
redundantes na via BER. As diferencas entre os dominios de sequéncia CnApnl e
CnApn2 sdo provavelmente a razdo para as diferencas consistentes entres os fenotipos
apresentados pelos mutantes Apn em resposta a condicdes de estresse. Apnl possui
apenas um dominio de endonuclease AP e os mutantes apnlA apresentaram, em geral,
fendtipos semelhantes a cepa selvagem. Apenas a resposta dose-dependente a doses mais
baixas de radiacdo UV, e fenotipos de co-exposicdo H.O, + MX foram especificos para

apnlA.

A resisténcia a doses menores de radiagdo UV observada na cepa mutante apnlA
pode estar associada a reducdo da clivagem do DNA realizada por Apnl. A auséncia de
Apnl poderia reduzir a clivagem de sitios AP no DNA (leséo induzida por radiacdo UV)
e, consequentemente, a formacdo quebras nas ligacbes fosfodiéster do DNA, na cepa
mutante. Esse mecanismo pode ser associado aos dados observados na Figura 18, quando
0s mutantes apn2A apresentaram um fen6tipo selvagem em resposta a H.O2 + MX 3 mM,
uma combinacdo que induz a oxidacdo de bases e sitios AP no DNA. A cepa mutante
apn2A ainda possui proteinas Apnl ativas, cuja atividade pode ser suficiente para manter

o fenétipo parental na cepa mutante apn2A.

Por outro lado, a proteina Apn2 possui dominios envolvidos em processos bioldgicos
que vao além do reparo de DNA. A linhagem apn24 foi mais susceptivel a radiagédo UV,
alcilacéo, e aos estresses induzidos por antibidticos e agentes oxidantes. Apn2 também
foi listada como um fator de transcricdo, entdo é possivel que alguns dos fenotipos
distintos apresentados pelo mutante apn24 resulte da auséncia da atividade transcricional
de Apn2. No geral, a linhagem apnidapn24 apresentou fendtipos semelhantes ao
observado para o mutante apn2, exceto no padréo de fragmentacdo do DNA em resposta
a Zeocina e o perfil de sensibilidade a H20O. e MX. Os fendtipos observados para o duplo
mutante nem sempre correspondem ao padrdo apresentado pelos mutantes simples (de

genes individuais), ou a um efeito sinérgico pela delecdo conjunta dos dois genes. Desta
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maneira, é importante notar que a linhagem apni4apn24 possui mecanismos especificos

de resposta celular ao estresse.

A principio, a via BER de reparo de DNA néo € a via responsavel prioritariamente
por reparos de lesdes causadas pela Zeocina. Contudo, os resultados apresentados neste
trabalho demonstram a alta sensibilidade dos mutantes BER ao tratamento com Zeocina,
mesmo em baixas concentracdes, o que abre possibilidade da participacdo das enzimas
AP-endonucleases em vias além da excisao de bases. Esse achado € ainda reforcado pelo
padrdo de sensibilidade a radiacdo UV, geradora de lesdes alcilantes volumosas,
comumente corrigidas pela via NER de reparo de DNA. Estudos vastos relatam a
sobreposicdo das enzimas das vias de reparo nas mais diversas atividades celulares em
varios organismos (Fenech et al. 1991; Tishkoff et al. 1997; Pichiorri et al. 2008; Jung et
al. 2016a; Palmer et al. n.d.; Yasui 2013). Esse conhecimento pode ser aplicado ao C.
neoformans, conforme observado neste estudo. Nesse sentido, € possivel que as enzimas
Apn de C. neoformans possam atuar em atividade caracteristicas de etapas de vias de

reparo como a incisdo na via NER ou na clivagem da fosfodiéster em DSBR.

9. Concluséo

Neste trabalho foram apresentamos resultados que demonstram a importancia do
estudo e caracterizacdo de enzimas de reparo de DNA para a resposta de C. neoformans
as alteracdes do ambiente. NO6s demonstramos que a regulacao dos sistemas de reparo de
DNA por excisdo de bases (BER) e de nucleotideos (NER) tem impacto no
funcionamento celular em resposta a diferentes tipos de condi¢des de estresse, desde 0
estresse oxidativo, até o estresse causado por exposicdo a agentes antibioticos. A
modulacdo do reparo de DNA por excisdo de bases tem impacto direto na producéo e
acumulo de melanina por C. neoformans, e esse impacto tem caracteristica irreversivel
com a incubag&o com Metoxiamina, um inibidor sintético da via BER de reparo de DNA.
Esse resultado demonstra a importancia direta do reparo de sitios abasicos no DNA para
a expressao de um atributo de viruléncia por C. neoformans. Foi demonstrado também,
que a exposicdo de fungos da linhagem selvagem e mutante BER a Metoxiamina
apresentou resultados sinérgicos quando utilizada junto ao antibidtico Anfotericina B,
aumentando significativamente o efeito fungicida da droga. Foi apresentado que a
proteina XPC/Rad4 também tem papel importante na producdo de fosfolipase e na
resposta ao estresse oxidativo induzido por H202, provavelmente em decorréncia de uma

atividade junto ao sistema de degradacdo proteassomal dependente de ubiquitinacéo.
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Juntos esses dados suportam a possivel atividade multifuncional das proteinas de reparo
de DNA, além da relacdo existente entre o reparo de DNA e 0s mecanismos de

sobrevivéncia e viruléncia de C. neoformans.
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11. Apéndices

Tabela Al. Linhagens de C. neoformans usadas neste estudo.

Linhagens Gene Gendtipo Fonte

H99 - MATa Duke University
RT5 APN1 apnliA :: NAT MATa Este estudo

RT2 APN2 apn2A :: HYG MATa Este estudo

RT3 APNL/APN2 apnlA = NAT + apnIh = g estudo

HYG MATa

apniA : NAT + APN1 +

RT14 apnlA + APN1 0Zp (HYG) MATa Este estudo
Apn2A 0 NAT + APN2 +

RT13 apn2A + APN2 0Zp (NAT) MATa Este estudo

RT30 XPC xpcA :: HYG MATa Este estudo

Tabela A2. Oligonucleotideos usados neste estudo.

Cédigo Identificacéo Sequéncia (5°-3”)

APN1

P1(APN1) 5'ext APN1F CGAGGAGCATAAGGAAGGAGA
P10(APN1) 3'ext_APNI1R GCATGACAACTTTCCCCTAGC
P3 (APN1) 5'APN1F GAGTTAAGGGGTGGGAGGAAT
P4 (APN1) 3'APN1R TCGCTGGAGTCTGTAGCTTGA
P5 (APN1) nat_F AGCAAGACCCATCAAAGCTCTA
P6 (APN1) nat_R CTCCAGAACATTCGTCGCTTAC

P11(APN1) M13_5'APN1R ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGTCTGGGCCTTTCACTCAAG
AC

P12(APN1) M13F_3'APN1F GCACTGGCCGTCGTTTTACCAGACACGGCAGCTATCATTC

APN2

P1(APN2) 5'ext_APN2F CAAGCACCTTCTTACCCTCCT
P10(APN2) 3'ext_APN2R CCACTTACCAAAGCTCACTGG
P3 (APN2) 5'APN2_F GAATCGGACGATGATGCTGT
P4 (APN2) 3'APN2R CAAACCCCATTCCCTACTGAC
P5 (APN2) hyg_F GCGGGAGATGCAATAGGTCAG
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P6 (APN2) hyg_R AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT

P11(APN2) M13 5APN2R  ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGCTGTGTAGTGTCCCGATCC
AT

P12(APN2) MI13F_3APN2F  GCACTGGCCGTCGTTTTACCCCTTCTGGTTTAGCTGACG

XPC

P1(XPC) 5'ext_XPCF GTTATGGTGGGGTGAAGGATG

P10(XPC) 3'ext_XPCR GCCTGATCCCAGCTTGAGTAG

P3 (XPC) 5'XPC_F TTGAACTGCGTGAGTGATGG

P4 (XPC) 3'XPCR CGATGACGAGGCATAGCTACA

P5 (XPC) hyg_F GCGGGAGATGCAATAGGTCAG

P6 (XPC) hyg_R AGCTCTCGGAGGGCGAAGAAT

P11 (XPC) M13_5'XPCR ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGATGTGCTGTACTGGGGAAG
GT

P12 (XPC) MI13F_3XPCF  GCACTGGCCGTCGTTTTACGGCTATTAGTTCGGCAGATCC
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