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RESUMO

Os fosfolipidios séo moléculas fundamentais para a estrutura e funcdo da membrana plasmatica
de células eucarioticas e procariéticas, aléem de estarem envolvidos no processo de adaptacao
ao meio ambiente e sinalizacdo celular. Atualmente, diversos estudos exploram as vias de
biossintese de fosfolipidios como potencial alvo terapéutico contra fungos patogénicos, sendo
assim, esse estudo teve por objetivo investigar o papel das vias de biossintese de fosfatidilcolina
na viruléncia do fungo Cryptococcus neoformans, através da construgdo e caracterizacdo de
mutantes deletados para os genes OPI3 e PCT1 que codificam as enzimas das vias CDP-DAG
e Kennedy, respectivamente. Os mutantes foram obtidos através de técnicas moleculares de
delecdo génica por Double Joint-Polymerase Chain Reaction (DJ-PCR) e biobalistica, e
submetidos a testes fenotipicos para avaliar os principais atributos associados a viruléncia de C.
neoformans. O mutante com delecdo do gene OPI3, da via de novo, possui crescimento
significativamente afetado na auséncia de colina no meio de cultura, enquanto o duplo mutante
para as duas vias, opi3ApctlA, consegue crescer apenas na presenca de extrato de levedura, ou
em agar gema de ovo, possivelmente pela assimilacdo de substratos utilizados por uma terceira
via. Ambos os mutantes induzem céapsulas polissacaridicas maiores que o selvagem KN99a,
enquanto em testes de sucetibilidade a antiflngicos, o mutante pctlA apresentou maior
suscetibilidade aos azdis, fluconazol e itraconazol. Os resultados indicam que essas vias podem
estar associadas com mecanismos celulares que regulam a sintese de capsula polissacaridica,
além de papel na viruléncia e integridade da membrana plasmatica.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans; Viruléncia; Delecdo génica; Vias biossintéticas;
fosfatidilcolina.



ABSTRACT

Phospholipids are fundamental molecules for the structure and function of the plasma mem-
brane in both eukaryotic and prokaryotic cells, as well as being involved in environmental adap-
tation processes and cell signaling. Currently, various studies explore phospholipid biosynthesis
pathways as potential therapeutic targets against pathogenic fungi. Thus, this study aimed to
investigate the role of phosphatidylcholine biosynthesis pathways in the virulence of the fungus
Cryptococcus neoformans through the construction and characterization of knockou mutants
for the OPI3 and PCT1 genes, which encode the enzymes of the CDP-DAG and Kennedy
pathways, respectively. The mutants were obtained through molecular gene deletion techniques
using Double Joint-Polymerase Chain Reaction (DJ-PCR) and biolistics, and were subjected to
phenotypic tests to evaluate the main attributes associated with C. neoformans virulence. The
mutant deleted for the OPI3 gene, from the de novo pathway, showed significantly affected
growth in the absence of choline in the culture medium, while the double mutant for both
pathways, opi3ApctlA, was able to grow only in the presence of yeast extract or on egg yolk
agar, possibly due to the assimilation of substrates used by a third pathway. Both opi3A and
opi3ApctlA mutants induced larger polysaccharide capsules than the wild-type KN99a, while
in antifungal susceptibility tests, the pctlA mutant showed greater susceptibility to the azoles,
fluconazole, and itraconazole. The results indicate that these pathways may be associated with
cellular mechanisms that regulate polysaccharide capsule synthesis, as well as play a role in
virulence and plasma membrane integrity.

Keywords: Cryptococcus neoformans; Virulence; Gene deletion; Biosynthetic pathways;
phosphatidylcholine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cryptococcus neoformans e a criptococose

O Cryptococcus neoformans é um fungo basidiomiceto dimorfico, presente no ambiente
de forma ubiqua, sendo encontrado em arvores, plantas em decomposicao, e principalmente em
excreta de aves, como no guano de pombos. Este organismo possui um ciclo de vida com duas
formas distintas: a forma teleomérfica, distinguida por hifas mono ou dicaridticas formadas a
partir da fusdo de leveduras com alelos sexuais compativeis (MATa/MATa), e a forma
anamorfica, caracterizada por leveduras encapsuladas hapldides, que se reproduzem por
brotamento (Casadevall e Perfect, 1998; Kwon-Chung et al., 2014; Zhao et al., 2019).

Além de saprofita, C. neoformans também pode ser um patégeno oportunista, com a
possibilidade de seus esporos ou leveduras dessecadas serem inaladas por seres humanos o que
propicia o inicio de um quadro infeccioso, a criptococose, visualizado na Figura 1 (Kwon-
Chung et al., 2014; Zhao et al., 2019). Essa doenca afeta inicialmente os pulmdes, mas devido
ao neurotropismo do fungo C. neoformans, a infeccdo pode se agravar pela sua disseminagéo
para o sistema nervoso central (SNC) do paciente, evoluindo para um quadro de

meningoencefalite criptococica (MC) (Bicanic e Harrison, 2004).

Inalagéo

Solo,cascade arvores,
fezes de pombos

Fungemia

[ ‘\/ ‘ ¢
Infecgaofulminante noSNC Cruzamento da Barreira
Hematoencefalica

Figura 1: Infec¢do por propagulos contaminantes de C. neoformans e o desenvolvimento da criptococose.
Leveduras dessecadas ou esporos sdo dispersados pelo ar e podem ser aspirados pelo hospedeiro. A infeccdo se
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inicia no tecido dos alvéolos pulmonares onde ocorre a proliferacdo das células flngicas ocasionando um quadro
inflamatorio de pneumonia criptocécica. Caso o organismo do hospedeiro ndo consiga conter a infeccdo, o fungo
pode se disseminar pela corrente sanguinea e cruzar a barreira hematoencefélica (BHE), progredindo para um
grave quadro clinico de meningoencefalite criptocdcica. Figura adaptada de Kwon-Chung et al., 2014.

Para tratamento da criptococose, utiliza-se trés medicamentos antifingicos principais:
Anfotericina B (AmB), Fluconazol (FLC) e 5-Fluorocitosina (5-FC), dependendo da forma da
doengca e das condicdes do paciente (Perfect et al., 2010). Para os pacientes n&o
imunossuprimidos com criptococose pneumocacica, é recomendada a utilizagdo de FLC, porém,
voriconazol, itraconazol, ou posaconazol, também sdo alternativas possiveis (Spadari et al.,
2020; Perfect et al., 2010). Entretanto para pacientes com MC é recomendado terapia com AmB
junto com 5-FC, e para consolidagdo e manutencao do tratamento, deve-se utilizar FLC por no
minimo 6 meses (Spadari et al., 2020; Perfect et al., 2010). O tratamento da MC possui varias
dificuldades, como a barreira hematoencefalica (BHE), que dificulta a difusdo de moléculas
grandes como AmB para 0 SNC, as bombas de efluxo que reduzem a concentracdo dos
medicamentos no SNC, a hepatotoxicidade e os efeitos adversos desses antiflngicos, além do
aumento da incidéncia de cepas resistentes ao FLC (Bongomin et al., 2018; Spadari et al., 2020;
Wirth et al., 2018).

Apenas no ano de 2020, mais de 110.000 mortes por MC foram relatadas em todo o
mundo, e a maioria delas sdo de pessoas com alguma imunodeficiéncia, principalmente
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Aguda (AIDS) (Zhao et al., 2023). Além disso,
0 surgimento de variantes resistentes a medicamentos antifingicos e o aumento da
infectibilidade em pacientes imunocompetentes tornam a criptococose uma preocupacao para a
salde publica (Pyrgos et al., 2013; Zhao et al., 2023), tanto que C. neoformans esta no grupo
de prioridade critica da lista de fungos patogénicos prioritarios da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 2022).

Um fator importante na patologia e epidemiologia da criptococose € a imensa
variabilidade genética e fenotipica do fungo C. neoformans, que possui trés sorotipos diferentes,
A, D, e AD, determinados pela reatividade imunoldgica de suas capsulas polissacaridicas
(Franzot, Salkin, Casadevall, 1999). O sorotipo A, C. neoformans var. grubii, € 0 mais
prevalente em infeccBes nos seres humanos, presente em um total de 95% dos infectados por
todo o0 mundo, e em mais de 99% dos pacientes também infectados com HIV (Human
Immunodeficiency Virus) (Casadevall, Perfect, 1988; Franzot, Salkin, Casadevall, 1999). Ja o

sorotipo D, C. neoformans var. neoformans, € mais prevalente no norte da Europa, e tende a
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afetar pacientes idosos ou em tratamentos com corticosteroides (Bennett, Kwon-Chung,
Howard, 1977; Dromer et al., 1996; Franzot, Salkin, Casadevall, 1999).

O ultimo sorotipo, AD, é uma variedade hibrida, surgida a partir de multiplos eventos de
hibridizag&o, possuindo uma significativa heterogeneidade adquirida das cepas parentais Ae D
(Xu, et al., 2002). Ja os sorotipos B e C, sdo pertencentes ao complexo C. gattii, e mais
prevalente em zonas tropicais ou subtropicais (Kwon-Chung; Bennett, Theodore, 1978; Franzot,
Salkin, Casadevall, 1999). Além disso, C. gattii é notdrio na capacidade de infectar individuos
imunocompetentes, ao contrario de sua espécie irma, porém, sdo menos prevalentes os casos de

meningoencefalite, com a infec¢do ficando restrita aos pulmdes (Galanis et al., 2010).

Por fim, foi descoberto que existe uma correlacdo do tipo sexual com a severidade da
infeccdo, sendo o tipo sexual oo mais prevalente em infec¢des sistémicas com disseminagédo para
o sistema nervoso central (SNC) (Nielsen et al., 2003; Nielsen et al., 2005). Vale ressaltar que
existe uma prevaléncia do tipo o no sorotipo A, porém a descoberta do isolado clinico da
Tanzania, 125.91 (sorotipo A, MATa), permitiu a geracdo da cepa laboratorial de referéncia,
KN99a (Langeler et al., 2000; Nielsen et al., 2003). Para isso, foi realizado o cruzamento da
cepa referencial advinda de isolado clinico, H99 (sorotipo A, MATa), com KNA14 (sorotipo A,
MATa), a progénie de 125.91 e 8-1 (sorotipo A, MATa) (Nielsen et al., 2003). Posteriormente,
dez retrocruzamentos de KNA14 com a cepa H99 resultaram na cepa KN99a ¢ KN99a, ambas
congénicas a H99, possuindo genoma idéntico com excecdo do locus sexual MAT, o que
auxiliou na discussao da patogenicidade e sua relagdo com o tipo sexual (Nielsen et al., 2003;
Nielsen et al., 2005).

1.2 Atributos associados a viruléncia de C. neoformans

Quanto a viruléncia e patogenicidade do C. neoformans em seres humanos, ou seja, sua
capacidade de causar doenca em um individuo e as interacbes com o hospedeiro que
determinam a gravidade da mesma, existem certos fenotipos que estdo associados e que
auxiliam o fungo a resistir e evadir a resposta imunologica do hospedeiro (Alspaugh, 2015),
caracteristicas mostradas na Figura 2. Um fator essencial para a sobrevivéncia do patdgeno no
hospedeiro humano é a capacidade de persistir e se reproduzir a 37°C, superando a barreira

térmica dos mamiferos (Brown, Campbell e Lodge, 2007).
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Figura 2: Principais aspectos relacionados a viruléncia de C. neoformans e suas interagdes com o hospedeiro.
A cépsula polissacaridica de glucoronoxilomanana (GXM) presente externamente a parede celular, auxilia o fungo
a evadir o sistema imunolégico. A enzima lacase converte L-DOPA presente no citoplasma, em melanina,
acumulada em granulos entre a parede celular e a membrana, formando um revestimento protetor. Fragmentos de
quitina, polissacaridio presente na parede celular flngica, alteram resposta imunolégica adaptativa. A secrecdo
extracelular de enzimas e proteinas, como a fosfolipase PLB1, urease, e proteina CPL1, sdo importantes para
disseminacdo no organismo do hospedeiro, passagem pela barreira hematoencefalica (BHE), e imunomodulacéo.
Figura adaptada de Chen et al., 2022.

Outro atributo importante esta presente na estrutura de sua célula, a capsula
polissacaridica, formada por polimeros de glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana
(GalXM), ancorados na parede celular, permitindo C. neoformans evadir o sistema imunolégico
do hospedeiro, mascarando componentes imunogénicas da parede como as 3-glucanas, modular
a resposta imune com o GalXM, tornando-a menos eficiente, e se proteger mecanicamente de
ser fagocitado por macréfagos (Decote-Ricardo et al., 2019 ; Zaragoza, 2009). A presenca de
melanina na parede celular do fungo, que permite a adaptacdo a ambientes com alta incidéncia
de raios ultravioleta, também contribui para sua viruléncia, ajudando o patégeno a sobreviver
ao ataque oxidativo no interior de fagolisossomos e modificando a resposta de macrofagos
(Alspaugh, 2015; Yang et al., 2002).

Além disso, a secrecédo de enzimas extracelulares como a fosfolipase e urease, é essencial
para a invasdo do epitélio pulmonar e sobrevivéncia nos fagolisossomos (Cox et al., 2001; Fu
et al., 2018). A liberacdo de vesiculas extracelulares que possuem metabolitos e enzimas que
auxiliam na sobrevivéncia do fungo, também podem modular a resposta imunoldgica do
hospedeiro (Oliveira et al., 2010; Rodrigues et. al, 2008). Por fim, esses atributos, e

possivelmente outros ainda néo relatados, aliados a uma ineficiente resposta imunolodgica, séo
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essenciais para que C. neoformans infecte e invada o tecido pulmonar, sobreviva no interior de
macrofagos, se dissemine pela corrente sanguinea e atravesse a barreira hematoencefélica

(BHE), ocasionando um quadro infeccioso de dificil resolucdo (Kwon-Chung et al., 2014).

1.3 A membrana plasmatica como alvo antifangico

Doencas causadas por fungos patogénicos, como a criptococose, tém se tornado
emergentes com o desenvolvimento de tratamentos para imunossupressdo de pacientes com
diferentes condi¢des médicas, aliado ao surgimento de variantes resistentes pela utilizacdo
prolongada de medicamentos antifingicos (Friedman e Schwartz, 2019). As reduzidas opgoes
de tratamento dessas doencas pressionam pesquisadores a desenvolverem novas estratégias
terapéuticas, podendo-se mencionar a busca por novos compostos antiflngicos, o estudo da
interacdo entre patdgeno-hospedeiro, e a compreensdo da biologia desses fungos através de

técnicas de manipulacéo e delecdo génica (Vandeputte et al., 2012).

Algumas estratégias terapéuticas ja utilizadas tém como alvo a membrana plasmatica
fangica, devido a presenca do ergosterol. A composicao dessa estrutura essencial para a célula
é afetada por diferentes classes de antifingicos utilizados na medicina clinica, entre eles, 0s
polienos, azois e as alilaminas. Os polienos, como a AmB, sdo compostos produzidos e isolados
de culturas de bactéria, Streptomyces nodosus, e s&o utilizados como antifingicos. O principal
mecanismo de a¢do dessas moléculas, demonstrado na Figura 3, ocorre pela associacdo com 0
ergosterol, esterol presente na membrana fungica, ocasionando a formacdo de poros na
membrana (Holz, 1974; Lemke; Kiderlen, Kayser, 2005; Vandeputte et al., 2012). Outros
estudos também demonstraram uma possivel acdo pré-oxidante no interior das células fingicas
induzindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Mesa-Arango; Scorzoni e
Zaragoza, 2012). Entretanto, apesar dos polienos terem como alvo um esterol presente apenas
em fungos, esses compostos ainda possuem afinidade ao colesterol presente em humanos,
explicando a toxicidade e os efeitos colaterais associados ao uso desses antifingicos (Laborin
e Vargas, 2009; Lemke; Kiderlen, Kayser, 2005).

Enquanto os polienos agem diretamente no ergosterol, os azdis, classe de agentes
fungistaticos mais utilizada no tratamento clinico, possuem acao indireta, inibindo a sintese do
esterol (Nozawa e Morita, 1986; Vandeputte et al., 2012). Os azéis podem ser divididos em
categorias conforme sua estrutura molecular, como por exemplo, 0s imidazois com dois atomos

de nitrogénio no anel azolico e os triazdis com trés (Nozawa e Morita, 1986). Os imidazois,
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como o cetaconazol, afetam a atividade de diferentes enzimas de membrana e sintese lipidica,
enquanto os triazdis, como o fluconazol, inibem uma enzima do citocromo P-450, lanosterol
14a-demetilase, codificada pelo gene ERG11 (Carrillo-Munoz et al., 2006; Nozawa e Morita,
1986). A inibicdo dessa enzima (Figura 3) afeta a sintese de ergosterol, importante para a
manutencdo da estrutura da membrana plasmaética, além de gerar acimulos de compostos
toxicos como o 14-methylergosta-8,24(28)-dien-3,6-diol, inibindo o crescimento flngico
(Akins, 2005).

TR
222 WPolienos

Ergosterol (b)

Lanosterol

Figura 3: Mecanismo de acao dos antiflngicos azoéis e polienos. (a) Azois interrompem a sintese de ergosterol
pela inibigdo da enzima 14a-demetilase (ERG11) que converte lanosterol em ergosterol. (b) Polienos se associam
com o ergosterol alterando a estrutura da membrana plasmatica e facilitando a formag&o de poros e extravasamento
de conteldo celular. Figura adaptada de Ruiz-Baca et al., p. 39, 2021.

Apesar da enzima lanosterol 14a-demetilase ndo ser encontrada em células de mamifero,
0s azois ainda possuem uma pequena, mas significativa, afinidade pelas enzimas do citocromo
P-450 que sintetizam colesterol no figado de humanos, causando efeitos adversos (Carrillo-
Munoz et al., 2006). Os triaz6is mais recentes possuem uma especificidade mais alta para
Ergllp, mas outros estudos utilizando estratégias de dele¢do génica, investigaram o papel da
enzima Erg6, que ndo esta envolvida com o P-450, tornando-se um alvo promissor (Akins,

2005). A delecdo de ERG6 em Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e C. neoformans,
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afetam diversos aspectos fenotipicos, além de aumentar a suscetibilidade a diferentes
antifungicos, principalmente azois em C. neoformans (Gaber et al., 1989; Jensen-Pergakes et
al., 1998; Oliveira et al., 2020).

Outra classe de antifingicos que interrompem a sintese de ergosterol sdo as alilaminas e
seus derivados, como por exemplo, a terbinafina. Esses compostos possuem ac¢do fungicida
contra diversos fungos patogénicos, principalmente em dermatéfitos, sendo utilizados
majoritariamente para o tratamento de micoses subcutaneas (Georgopoulos et al., 1981; Ryder,
1992). A sua acdo fungicida ocorre pela inibicdo da enzima esqualeno epoxidase,
interrompendo a sintese de lanosterol e, consequentemente, ergosterol (Ryder, 1992). Assim,
induz-se um acumulo de esqualeno no interior da célula, além da reducdo dos niveis de
ergosterol, afetando a estrutura e funcdo da membrana plasmatica (Hammoudi Halat et al.,
2022).

E importante ressaltar que a membrana plasmatica possui em sua composicao diversas
proteinas e lipidios além do ergosterol. Outros componentes e vias essenciais tém sido alvos de
estudos, como por exemplo, a biossintese de fosfolipidios, principal classe de lipidios que
compde a membrana plasmatica e de organelas (L&ésel, 1990, p. 125). Esses lipidios sdo um
alvo promissor para o desenvolvimento de antifungicos e compreensdo do papel desses
metabolitos e suas vias na viruléncia e patogenicidade dos fungos (Pan; Hu, Yu, 2018; Sant et
al., 2016; Van Meer; Voelker, Feigenson, 2008). Seguindo essa trilha, este estudo pretende
investigar o papel dos fosfolipidios, mais especificamente a fosfatidilcolina (PC), em aspectos

patobioldgicos de C. neoformans.

1.4 A biossintese de fosfolipidios

1.4.1 Fosfolipidios e suas fun¢bes

Os fosfolipidios estdo presentes nas células de todos os organismos eucariéticos e
procaridticos e sdo moléculas formadas a partir da ligacdo ester de cadeias de acidos graxos
saturados ou insaturados a um grupamento glicerofosfato que pode estar ou ndo associado a um
aminoalcool por ligacdo fosfodiéster, conforme mostrado na Figura 4 (Pichot; Watson, Norton,

2013). Devido ao seu carater anfipatico, os fosfolipidios sdo o0s principais componentes de



21

membranas celulares e de organelas, mas também possuem papel no metabolismo e sinaliza¢éo

celular (Carman e Henry, 1999).
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Figura 4: Estrutura quimica do fosfolipidio 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicero-3-fosfocolina (Fosfatidilcolina). A
molécula utilizada como exemplo de fosfolipidio pode ter outros grupos polares na cabeca hidrofilica:
fosfatidiletanolamina (PE) com o aminoalcool etanolamina; fosfatidilglicerol (PG) com glicerol; fosfatidilinositol
com o alcool inositol; fosfatidilserina com o aminoacido serina (Ser). Figura adaptada de Drescher e Van
Hoogevest, v. 12, n. 12, p. 1235, 2020.

Para cumprir seu papel, os fosfolipidios assumem diversas estruturas moleculares com
cadeias de acidos-graxos longas ou curtas, saturadas ou insaturadas, e cabecas hidrofilicas de
diferentes composicdes, tudo isso alterando a fluidez da membrana, sua permeabilidade,
curvatura e arquitetura (Wang e Tontonoz, 2019). Cada classe de fosfolipidio pode exercer
diversas funcBes, mas possuem uma atuacdo principal na célula, por exemplo, a estrutura
molecular da PC permite o controle da fluidez, permeabilidade, e curvatura da membrana
plasmatica da célula (McMaster, 2017), ao passo que a fosfatidiletanolamina (PE), possui papel
fundamental na integracdo e conformacdo de proteinas de membrana a partir da formacédo de

fases hexagonais na membrana plasmatica (Figura 5) (Killian, 2004).
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Figura 5: Polimorfismo lipidico e o efeito da forma-estrutura molecular na formag&o de fases ou arranjos.
Moléculas com forma conica como a fosfatidiletanolamina (PE) tendem a ndo formar estruturas em bicamadas e
se relinem em fases hexagonais invertidas (Hy), conforme mostrado na figura. A forma cilindrica das moléculas
de fosfatidilcolina (PC) tende a formar estruturas em bicamada, e essas se relinem em uma fase lamelar cristalina
(La), conforme figura. Figura adaptada de Basu Ball, Neff e Gohil, 2018.

Outro papel importante dos fosfolipidios € a transducéo de sinais na célula, cuja funcéo é
exercida, principalmente, pelo fosfatidilinositol (Pl). Pl é o precursor da molécula
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI(4,5)P2), cuja hidrélise gera metabdlitos essenciais em
diversas vias de sinalizacdo celular (Zhang, 1998). Vale notar que as vias de sinalizacdo
envolvendo inositol e Pl estdo intimamente associadas com regulacdo da sintese de outros
fosfolipidios como a PC (Carman e Henry, 1999), ressaltando a importancia dos estudos dessas

vias regulatorias para melhor entendimento da biossintese fosfolipidica.

Os fosfolipidios séo sintetizados a partir da conversao de uridina-trifosfato (UTP) em
citidina-trifosfato (CTP) por uma CTP-sintetase, e posteriormente a partir de CTP e acido
fosfatidico, ha a formacdo de citidina-difosfato-diacilglicerol (CDP-DAG) pela CDP-DAG
sintase. Este composto é um dos principais substratos para as reagdes formadoras de

fosfolipidios nas células, como mostrado na Figura 6 (Kent, 1995).
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Figura 6: Sintese das principais moléculas de fosfolipidios nas células de leveduras. Acido fosfatidico (PA),
sintentizado a partir de glicerol-3-fosfato por uma reacdo de duas etapas, é a molécula precursora da sintese de
citidina-difosfato-diacilglicerol (CDP-DAG) e diacilglicerol (DAG). Além de participar da sintese de
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS), CDP-DAG é o principal
precursor da via de novo de biossintese de fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilcolina (PC) (representada pelas
setas amarelas). DAG é utilizado nas ultimas reacOes da via alternativa Kennedy (representada pelas setas azuis),
gue assimila etanolamina e colina livres para a biossintese de PE e PC, respectivamente. MME, monometil
fosfatidiletanolamina. DME, dimetil-fosfatidiletanolamina. Etn, etanolamina. P-Etn, fosfoetanolamina. CDP-Etn,
citidina difosfoetanolamina. Cho, colina. P-Cho, fosfocolina. CDP-Cho, citidinadifosfocolina. Em vermelho, estéo
representados 0s genes das enzimas envolvidas na biossintese de fosfolipidios. Figura criada pelo autor no
biorender.com, utilizando como referéncia Carman e Han (2009).

1.4.2 Fosfatidilcolina e suas vias biossintéticas

Um dos mais abundantes fosfolipidios das células eucaridticas, a PC, € sintetizada por
diferentes vias metabdlicas, entre elas: a via CDP-DAG, e a via Kennedy (Gibellini e Smith,
2010; Kent, 2005). Em leveduras, a producdo de PC pela via CDP-DAG ¢ realizada a partir da
sintese de fosfatidilserina (PS) (Figura 6), com a utilizacdo de CDP-DAG e serina pela enzima
sintase Cho1l, e subsequente conversdo desse fosfolipidio em PE pelas enzimas descarboxilases
Psdl e Psd2, que sofreré entdo a agdo das metilases Cho2 e Opi3 obtendo-se PC (Figura 6 e 7)
(Carman e Han, 2009).
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Por outro lado, a via Kennedy é conhecida por ser uma via alternativa em fungos, mas em
mamiferos é a principal via utilizada para sintese de PC (McMaster, 2017). A sintese de PC por
tal via, observada na Figura 6 e 7, ocorre pela assimilacao de colina advinda do meio externo
para efetuar a sintese em trés reacdes: cloreto de colina importado para o interior da célula pelo
transportador Hnml e fosforilado em fosfocolina pela enzima colina quinase (Cki),
posteriormente, CTP e fosfocolina serdo os precursores utilizados pela citidiltransferase (Pctl)
para a sintese de CDP-colina, e na ultima etapa, uma fosfotransferase (Cpt1l/Ceptl/Eptl), que
detém afinidade tanto para colina quanto para etanolamina, utiliza os precursores CDP-colina
e diacilglicerol para obtencéo da PC (Carman, Han, 2009; McMaster, 2018). Vale ressaltar que
essa via estd associada com a regulacdo do trafego de vesiculas intracelulares, mais
especificamente com a inibicdo pela proteina transportadora de PC/PI, Sec14p, possibilitando
a formacdo de vesiculas pela reducdo de PC na membrana do complexo golgiense (Howe,
McMaster, 2001).

Existe ainda uma terceira via de sintese de PC presente em fungos (Figura 7) que utiliza
uma aciltransferase recentemente caracterizada, que faz parte de uma familia préopria de
proteinas que consegue converter glicero-3-fosfocolina (GPC) em lisofosfatidilcolina, molécula
que a enzima Alel utiliza para sintetizar PC (Gtab et al., 2016). Essa via de acilacdo ou
desacilacdo da PC utiliza GPC produzido internamente na célula, pela acdo da fosfolipase PIbl
na PC, ou GPC exdgeno, importando essa molécula pelo transportadores Git3/4 presentes na
membrana plasmatica. A delecdo do gene GPCL1 contribui com a sintese de PC da membrana
plasmatica e na transicdo dimorfica do fungo C. albicans, com a delecao do gene GPC1
alterando a viabilidade celular e viruléncia (King et al., 2024). Vale ressaltar que varios grupos
de organismos, incluindo clordfitas, plantas, fungos e animais invertebrados ndo-artrépodes,

possuem essa via, 0 que ndo se confirma em mamiferos como o ser humano (Gtab et al., 2016).
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Figura 7: Esquema da sintese de fosfatidilcolina (PC) pela via de reacila¢éo de glicerofosfocolina (GPC), em
Candida albicans. As setas vermelhas indicam as etapas da via de desacilacdo/reacilacdo de PC. GPC pode ser
internalizado pelo transportador Git3 ou Git4 ou desacilado pela fosfolipase PIbl. A acdo da enzima Gpcl converte
GPC em lisofosfatidilcolina (LPC) que sofre agdo da Lptl para formar PC. Contribuindo para biossintese de PC,
também estéo representadas a via Kennedy e a via de metilagdo de fosfatidiletanolamina (PE) (via CDP-DAG).
MME, monometil fosfatidiletanolamina. DME, dimetil-fosfatidiletanolamina. Cho, colina. P-Cho, fosfocolina.
CDP-Cho, citidinadifosfocolina. Figura adaptada de King et al., 2024.

1.5 Sintese de fosfolipidios como alvo terapéutico

A sintese de fosfolipidios como alvo terapéutico em fungos patogénicos é um campo que
vem sendo consolidado com o tempo. As enzimas fosfatidilserina sintase Psdl e Psd2, e
fosfatidiletanolamina N-metiltransferases, Cho2/Pem1 e Opi3/Pem2, sdo os principais alvos de
estudos por ndo possuirem enzimas com mesmas fungdes em mamiferos ou representarem uma
pequena parcela da sintese, como é o caso da metiltransferase, Pemt, que participa de 30% da
sintese de PC no figado de mamiferos. Consequentemente, medicamentos antifungicos teriam
mais especificidade contra as células fungicas devido as diferencas dessas vias entre fungos e
mamiferos (Cassily e Reynolds, 2018). Alguns compostos sdo promissores como a
hidroxolamina (inibidor de PS sintase) e etionina (analogo de metionina) que tem como alvo a
PE N-metiltransferase. Além disso a sintese de PE e PC pela via CDP-DAG ¢ observada apenas
no figado dos mamiferos, em uma taxa menor que pela via Kennedy, enquanto o resto do
organismo utiliza estritamente a via Kennedy para sua biossintese de PC (McMaster, 2017; Pan
etal., 2018).

Outros estudos também confirmam que a biossintese de fosfolipidios possui fungdes além
da composicao e homeostase da membrana plasmatica, por exemplo, delecdo de CHO2 e OPI3

afeta a capacidade de Fusarium graminearum de crescer em meio pobre em nutrientes,
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alterando também a morfologia das coldnias e a viruléncia em infeccéo do trigo (Wang et al.,
2019). Em C. albicans, foram demonstradas alteracfes no perfil dos fosfolipidios quando o
fungo realizava sua transicao dimorfica, alterando as concentracdes de FC, FE e FI/FS, e o grau
de insaturacdes dessas moléculas, principalmente na FC, indicando o papel fisiologico desses
metabolitos e vias associadas na modulagdo da fluidez e curvatura da membrana para

transformacéo da levedura em hifa (Yano et al., 1982).

Ademais, ainda em C. albicans, foi observado que na auséncia da enzima sintetizadora
de PE pela via CDP-DAG, existe uma relevante reducdo da viruléncia do patégeno, que ndo
consegue obter etanolamina suficiente do hospedeiro para a formacéo do fosfolipidio pela via
Kennedy, mas a complementacéo de etanolamina retorna o0 mutante ao fenotipo original, sendo
gue o aumento da producéo de fosfolipidios por essa via de biossintese aumenta a viruléncia do
fungo (Davis et al., 2018; Tams et al., 2019).

O estudo da via alternativa em fungos também demonstrou resultados interessantes. Por
exemplo, em Metarhizium robertsii, fungo patogénico de insetos, quando deletado o gene
analogo ao da enzima Opi3, foram observadas alteracdes fenotipicas visiveis na producdo de
conidios, incluindo reducdo na concentracdo de PC, mas sem alteracdo na viruléncia. Em
contrapartida, o oposto é observado com a delecdo do gene da citidiltransferase, cujo mutante
ndo possui alteracBes fenotipicas aparentes, mas viruléncia atenuada (Chen et al., 2018).
Segundo Chen e colaboradores (2018), esses resultados refletem diferentes funcGes de cada via
na biogénese de corpos lipidiocs, autofagia e sintese de diferentes espécies de PC. Apesar de
ndo representarem alvos terapéuticos primarios, as enzimas da via Kennedy de biossintese de
PC em fungos, e suas vias regulatdrias associadas, possuem proteinas presentes apenas nesses
organismos, como a proteina Secl14, e sua associacdo com a fosfotransferase Cptl (Howe e
McMaster, 2016; McMaster, 2017).

Por fim, estudos nessa area com C. neoformans estdo em seu inicio, mas Konazerwska e
colaboradores (2019) conseguiram provar que a sintese de PS pela enzima Chol (Figura 6) é
essencial para a viabilidade deste fungo e funcdo mitocondrial, e esses resultados sé puderam
ser observados pela inibigdo com sulfato de cobre (CuSOs), pois 0 mutante com delecéo génica
de CHOL era inviavel. Além do mais, foi descoberto que a bleomicina, um medicamento
quimioterapico, altera a sintese desse fosfolipidio pela inibicdo de Chol (Pokharel et al., 2022).
Dessa forma, este estudo pretende explorar se a biossintese de fosfatidilcolina pela via CDP-

DAG e via Kennedy possuem papel nos fendtipos associados a viruléncia desse organismo.
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2. JUSTIFICATIVA

C. neoformans é um dos primeiros fungos na lista de prioridades de fungos patégenos da
OMS (2022), sendo agente etiologico de uma das doencas fungicas que mais matam pessoas
por ano. A criptococose, principalmente a MC, é uma infeccdo persistente, de dificil resolucdo
e existem poucas opgdes efetivas de antifungicos, entre elas a AmB, que esta no mercado ha
mais de 50 anos e possui efeitos colaterais nocivos ao paciente. Devido aos obstaculos
apresentados no tratamento da MC, faz-se necessario ampliar os estudos e conhecimentos sobre
a biologia celular de C. neoformans, a procura de novos alvos terapéuticos. Assim, baseando-
se em estudos que demonstram o envolvimento da biossintese de fosfolipidios na viruléncia de
fungos patogénicos, e considerando que essas vias foram pouco estudadas em C. neoformans,

esse estudo investiga o papel das vias biossintéticas de PC na patobiologia desse fungo.
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3. OBJETIVOS

Analisar o impacto da interrupcéo génica de diferentes vias da biossintese de PC na biologia

celular e viruléncia do fungo patogénico C. neoformans.

Objetivos especificos:

1. Procurar em bancos de dados os genes das enzimas chaves que catalisam as Ultimas reagdes
da sintese de PC pela via CDP-DAG e via alternativa Kennedy.

2. Construir mutantes, utilizando técnica de delecdo génica por biobalistica, que possuem

delecdo nos genes de cada via ou das duas simultaneamente.

3. Realizar ensaios para averiguar o impacto da delecdo dos genes das vias de biossintese de

PC nos fendtipos associados a viruléncia do fungo.

4. Averiguar suscetibilidade dos mutantes a antifingicos convencionais, principalmente da

classe dos azois e poliénicos que afetam a estabilidade da membrana plasmatica.

5. Avaliar interacdo patdgeno-hospedeiro aplicando as cepas mutantes em ensaios in vitro com

macrofagos de camundongos e in vivo com modelo de infeccdo em Galleria mellonella.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Linhagens e inoculo

As linhagens de fungo utilizadas neste estudo estdo descritas na Tabela 1. Os fungos
foram armazenados a -80°C em tubos com uma mistura de 75% YPD e 25% glicerol. Para
utilizagdo em experimentos, salvo excegdes, as cepas eram retiradas do freezer -80°C, a cada
15 dias, e cultivadas em placas de YPD solido (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2%
dextrose, 1,5% &gar, pH 5,6) a 30°C por 48 h a 72 h. As col6nias isoladas de cada cepa foram

utilizadas para in6culo em YPD liquido 24 h antes de cada experimento.

Tabela 1: Linhagens do fungo C. neoformans utilizadas neste estudo

Linhagem Descricao e codigo GenBank Origem
KN99a Linhagem selvagem (Wt) Biblioteca de mutantes do
(Brown et al., 2014)
pctlA Mutante deletado para PCT1 (CNAG_00424) Mutante construido neste
estudo
eptiA Mutante deletado para EPT1 (CNAG_06543) Biblioteca de mutantes do
(Brown et al., 2014)
opi3A Mutante deletado para OP13 (CNAG_06839) Biblioteca de mutantes
(Brown et al., 2014)
opi3ApctlA Duplo mutante deletado para PCT1 e OPI3 Mutante construido neste

pctlA::NEO::PCT1

opi3A::NEO::OPI3

0pi3ApctlA::NEO::PCT1

opi3ApctlA::NEO::OPI3

(CNAG_00424 e CNAG_06839)

Reconstituido pct1A + PCT1

Reconstituido opi3A + OPI3

Reconstituido pctlAopi3A + PCT1

Reconstituido pctlAopi3A + OPI3

estudo

Reconstituido construido
neste estudo

Reconstituido construido
neste estudo

Reconstituido construido
neste estudo

Reconstituido construido
neste estudo

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2. Sequéncias genéticas dos genes que codificam as enzimas hipotéticas das vias
de PC e oligonucleotideos utilizados

Obteve-se inicialmente as sequéncias previamente anotadas dos genes relacionados a

sintese de PC da cepa H99 que estdo presentes no banco de dados FungiDB
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<http://fungidb.org>, sequéncias genéticas encontradas de C. neoformans e genes equivalentes

em leveduras estdo indicadas na Tabela 2. A partir da sequéncia de nucleotideos,

CNAG_00424 (Cn PCT1), foram desenhados os oligonucleotideos iniciadores de reacdo de

polimerase em cadeia (PCR) (Tabela 3) com a ferramenta Primer3 <https://primer3.ut.ee/>,

para executar a delecdo génica na cepa parental e no mutante com delecdo em Cn OPI3. Foram

encontrados mutantes com delegéo das sequéncias CNAG_06543 e CNAG_06839 na biblioteca

de mutantes do laboratério de Hiten Madhani (Brown et al., 2014).

Tabela 2: Sequéncias genéticas das vias de sintese de PC de C. neoformans, utilizadas neste estudo, e genes

equivalentes em outras leveduras.

C. neoformans (Cédigo GenBank)

S. cerevisiae (Codigo GenBank)

C. albicans (Cddigo GenBank)

CNAG_00424
CNAG_06543

CNAG_06839

PCT1 (YGR202C)
CPTL/EPT1 (YHR123W)

OPI3 (YJR073C)

PCT1 (C4_00570C_A)
EPTL (C7_02690C_A)

PEM2 (C3_06570C_A)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 3: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste estudo e os respectivos alvos.

(continua)
Iniciador | Nome Sequéncia 5°-3’ Alvo
1 LF583 TCCAGCCTCTGAGAATAGTT DJ-PCR (PCT1)
Reconstituicdo (PCT1)
2 LF584 | ATCATGTCATAGCTGTTTCCTGGCAGT DJ-PCR (PCT1)
GATAGTATAGAGCTG

3 LF20 CAGGAAACAGCTATGACATGAT DJ-PCR (PCT1)
DJ-PCR (PCT1)

4 LF585 CACAGTTTGCCAGTGATAC Confirmatério
DJ-PCR (PCT1)

5 LF586 CTGACCTATTGCATCTCCCGC Confirmatério

6 LF21 GTAAAACGACGGCCAGTGC DJ-PCR (PCT1)
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Tabela 3: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados neste estudo e os respectivos alvos.

(concluso)

7 LF587 | GCACTGGCCGTCGTTTTACCTGTACT DJ-PCR (PCT1)
ACTCGCTATCGTT
DJ-PCR (PCT1)
8 LF588 GGTGTTTATCCTGAAGTGG Reconstituicio (PCT1)
9 LF589 CTACCAGAAGCCCTTTAATC Confirmatério externo ao lécus (PCT1)
10 LF495 CCATCTCTCAACGCCATCTTC Confirmatdério interno (PCT1)
11 LF496 TCGACCCTCAGATGTTCCTGT Confirmatdério interno (PCT1)
12 LF590 CTCCCTATCCACACTAACC Confirmatdrio externo ao lécus (PCT1)
13 LF575 ATTCCCTTCCCTTCCCGTCTA Reconstituicao (OPI3)
14 LF576 CCGAGATAAGTGCCAGTGACA Confirmatdrio interno (OPI3)
15 LF577 TTGTACGCCTTTGTTGCCATG Confirmatdrio interno (OPI3)
16 LF578 GAGAAATGTCGGTAGGCGGAT Reconstituicao (OPI3)

As caudas de nucleotideos dos iniciadores 2 e 7, necessarias para fusdo dos fragmentos da regido flanqueadora

com os fragmentos da marca de selecdo, estdo representadas em vermelho. Fonte: Elaborada pelo autor.

Por conseguinte, a partir das sequéncias de aminoacidos dos genes presentes na Tabela

2, foram realizados alinhamentos utilizando a ferramenta BLASTp (Basic Local Alignment

Search Tool) <https://blast.ncbi.nlm.nih.gov> para se obter sequéncias similares em outras
espécies. Também foi feita analise de dominios conservados utilizando o banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi>. A visualizacdo dos alinhamentos foi

executada com o programa Clustal Omega <https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo>

em conjunto com Jalview v.2.11.2 (Waterhouse et al., 2009), utilizando-se as sequéncias do
respectivo gene da via de biossintese de PC, encontrados em C. neoformans, C. albicans,
Aspergillus fumigatus, S. cerevisiae, e Homo sapiens. As sequéncias alinhadas foram utilizadas
no programa Sequence Manipulation Suite: Ident and Sim

<https://www.bioinformatics.org/sms2/ident_sim.html>, e no SIM — Alignment Tool for
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Protein Sequences — Expasy <https://web.expasy.org/cgi-bin/sim/sim.pl?prot>, para anélise de
identidade e similaridade dos dominios conservados das sequéncias.

4.3 Extracdo de DNA gendmico

As extracGes de DNA genémico das células de C. neoformans foram realizadas conforme
protocolo adaptado Smash and Grab (Hoffman, Winston, 1987). Células de culturas crescidas
a 30°C por 24h a 48h em 5 mL de YPD liquido foram lavadas trés vezes, centrifugando
(velocidade 2000xg) por 5 min, descartando o sobrenadante e ressupendendo em salina (NaCl
0,9%), e na ultima lavagem, foram ressuspendidas em tubos de 1,5 mL com 500 puL de tampao
TENTS (Tris HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM, pH 8,0; NaCl 100 mM; Triton 2%; SDS 1%)
e 200 puL de pérolas de vidro (didmetro: 400 um - 600 um, Sigma). Em seguida, foram
adicionados 500 pL de fenol: cloroformio: alcool isoamilico, 25:24:1 (Bioagency), e 0s tubos
foram agitados em vortex por 10 min. Apds agitacdo, os tubos foram centrifugados (13 300xg)
por 15 min para ser coletado o sobrenadante contendo o DNA. Foram adicionados aos
sobrenadantes 50uL de acetato de sodio (NaOAc) 3 M e 1 mL de alcool etilico (EtOH) 100%,
para precipitacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram centrifugados (13.000xg) por 15 min,
descartado o sobrenadante e adicionados 200 puL de EtOH para lavar o DNA. Apos leve agitagdo,
os tubos foram novamente centrifugados (13.000xg) por 5 min, retirando-se com pipeta 0
excesso de alcool e mantendo-se os tubos abertos para secar. Por fim, foram adicionados aos
tubos 50 pL de H20 milliQ com 150 pug/mL de RNAse A para serem incubados a 37°C por 4 a
12 h. A concentracdo do DNA foi avaliada em nanoespectrofotdometro (NanoDrop) e a
integridade analisada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 0,5

pg/mL.

4.4. Construgdo dos mutantes

Para a construcdo dos mutantes pct1A e opi3A pctlA, na linhagem parental KN99a., foram
utilizados os cassetes de delecéo génica, que substituiriam a regido codificadora (Open Reading
Frame - ORF) dos genes alvos a partir da recombinacdo génica homologa, que utiliza
biobalistica para levar ao nucleo da célula os fragmentos de DNA flanqueadores do gene de
interesse contendo a marca de selecédo. Esse cassete de delecéo foi construido conforme Figura
8, constituido pelas regides flanqueadoras 5’ ¢ 3” do gene PCT1 por uma sequéncia genética

composta pelo gene da marca de selecdo de resisténcia ao antibidtico Higromicina B, HYGF,
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presente no plasmideo pPZP-HYG2 (Contendo gene HPH, controlado por promotor de actina

e terminador TrpC de C. neoformans. Walton et al., 2005). A delegéo génica foi realizada em

trés etapas, conforme o protocolo de Kim et al., 2009.

- 3 [LF20) 200pb 7 (LFs87)
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Figura 8: Procedimento para transformacéo do C. neoformans utilizando fragmentos da marca de sele¢do
HYG. Inicialmente, as regides flanqueadores 5’ e 3°, do gene alvo, foram amplificadas por PCR utilizando os
iniciadores 1 (LF584) e 2 (LF584), ¢, 7 (LF587) ¢ 8 (LF 588), respectivamente. Os fragmentos 5° ¢ 3° do marcador
HYG, também foram amplificados com os iniciadores 3 (LF20) e 4 (LF585), e, 5 (LF586) e 6 (LF21),
respectivamente. Na segunda etapa, o fragmento 5’ da regido flanqueadora e 5’ do marcador HYG, foram
fusionados e amplificados através de reagdo de PCR utilizando os iniciadores 1 e 4 (Double joint PCR). O mesmo
foi feito com a regido 3’ dos fragmentos utilizando os iniciadores 5 e 8. Os dois fragmentos foram reunidos e
inseridos no ndcleo da célula pela técnica de biobalistica, onde trés eventos de recombinacdo homdloga
substituiram o gene desejado pelo cassete com a marca de selecdo. PCT1, gene da colina citidiltransferase. HPH,
gene de resisténcia a Higromicina B. PACT, promotor do gene da sintese de actina, ACT. TTRPC, regido
terminadora do gene da sintese de triptofano, TRPC. Figura adaptada de Kim et al., 20009.

4.4.1. Amplificacéo dos fragmentos do cassete de delecéao

Conforme Figura 8, os quatro fragmentos iniciais do cassete de delec&o, constituido pela
regido flanqueadora 5° do gene alvo (1 + 2), regidio 5’ da marca de sele¢io HYGR (3 + 4), regido
3’ da marca de selecio HYGR (5 + 6), e regido flanqueadora 3’ do gene alvo (7 + 8), foram

amplificados atraves de reacdo polimerase em cadeia (PCR), utilizando os iniciadores
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necessarios (Figura 8 e Tabela 2) para a enzima Taq DNA polimerase iniciar a reacdo em
cadeia.

As PCRs foram realizadas com cinco unidades (5U) da enzima EasyTaq DNA
Polymerase (TRANS), dNTPs 0,4 uM, 100 ng de DNA genémico/50 ng de DNA plasmidial, e
0,4 UM dos pares de iniciador em cada tubo. Foi utilizado o termociclador (Applied Biosystems

Veriti, Thermo Fisher) com o seguinte ciclo de reacéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 2 minutos 1x
94°C 30 segundos
53°C 30 segundos 35x
72°C 1:40 segundos
72°C 5 minutos 1x
4°C Indeterminado -

Apbs as reacdes de amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1% corado com 0,5 pg/mL de brometo de etideo, fotografando-se o gel em um
fotodocumentador com luz ultravioleta (302 nm). Em seguida, os fragmentos foram purificados
utilizando-se o Kit de Purificagdo de PCR, de acordo com as instrugdes do fabricante (MEBEP

Bio Science). A concentracdo de cada fragmento foi verificada em nanoespectrofotémetro.

4.4.2 Construcdo dos cassetes de delecdo génica

Os cassetes com a marca de selecdo de resisténcia a Higromicina B, utilizados na delegéo
génica, foram preparados a partir da unido dos fragmentos iniciais da etapa anterior, pela técnica
de Double-Joint Polymerase Chain Reaction (DJ-PCR). Esse procedimento permite utilizar
como molde em uma PCR, fragmentos amplificados, 1 + 2 e 3 + 4 (Figura 8), para amplificagdo
de um s6 fragmento, 1 + 4 (Figura 8), compondo a metade 5’ da marca de selegdo, sendo
realizado o mesmo com as sequéncias, 5 + 6 e 7 + 8 (Figura 8), para construir a metade 3°, 5 +

8 (Figura 8). Essa reacdo e possivel devido a presenca de uma cauda nos iniciadores 2 e 7
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(Tabela 3), formada por uma sequéncia de aproximadamente 20 nucleotideos reversamente
complementares as regides terminais 5’ ¢ 3’ do gene HPH, respectivamente, possibilitando a

unido desses fragmentos pela polimerizacdo do DNA.

A amplificacdo dos cassetes de delecdo 1 + 4 e 5 + 8 (Figura 8) para delecdo do gene
CNAG_00424 em background KN99a, foi efetuada por DJ-PCR a partir de 20ng de cada par

dos fragmentos iniciais (1 +2e 3 +4; 5+ 6 e 7 + 8), utilizando-se 5U da enzima LongAmp®

Hot Start Tag DNA Polimerase (NEB), 0,4uM de cada iniciador e 0,4mM de dNTPs em cada
tubo.

Ciclo de reacéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 30 segundos 1x
94°C 30 segundos
53°C 1 minuto 35x%
65°C 2:05 segundos
65°C 10 minutos 1x
4°C Indeterminado -

Os fragmentos desejados foram isolados de gel de agarose 1,5% e purificados utilizando-
se o kit, Gel DNA Purification, conforme instrucdes do fabricante (MEBEP Bio Science).Apos
purificacdo, os fragmentos foram analisados por eletroforese para se avaliar a integridade e
pureza, e em seguida, averiguou-se a concentracdo de DNA das amostras em
nanoespectrofotdmetro para fazer ajuste de aproximadamente 1000 ng de cada fragmento por
tiro de biobalistica.

4.4.3 Delecgéo génica por biobalistica
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A delecdo dos genes das enzimas de biossintese de PC por biobalistica foi realizada
utilizando o protocolo adaptado de Toffaletti et al., 1993. Esse método exige a precipitacdo de
1000 ng de cada fragmento do cassete de delecdo em microparticulas de tungsténio estéreis
pipetadas sobre uma membrana de ruptura inserida em um disco carreador. O disco é encaixado
na maquina de biobalistica PDS-1000/He (Bio-Rad), que utiliza gas Hélio (He) para gerar
pressdo alta o suficiente (aproximadamente 1300 psi) para romper a membrana e projetar as
particulas em alta velocidade sobre o fungo posicionado em uma placa de Petri abaixo da

membrana.

As cepas utilizadas para biobalistica, KN99a e opi3A, foram crescidas por 48h em 80mL
de YPD, e as células dos cultivos foram lavadas com solucdo salina (NaCl 0,9%), sendo
ressuspendidas em 5 mL de salina, utilizado para inocular toda a superficie das placas de Petri
com 20 mL de YPD + D-Sorbitol 1M (necessario como estabilizante osmético), suplementadas
ou ndo, com 100uM de fosfocolina (Sigma-P0378), 100 pg/mL de fosfatidilcolina (Sigma-
P5394), ou 1% lecitina de soja em alcool. Apos os tiros, as placas foram incubadas a 30°C por
24 h e posteriormente a superficie das placas com o fungo foi lavada com solucdo salina,
transferindo-se a suspensdo para cada placa contendo 50 mL de YPD + 200 pg/mL de
Higromicina B suplementadas ou ndo, como descrito anteriormente, e incubando-as por
aproximadamente uma semana a 30°C. A Higromicina B possui a funcéo de selecionar apenas
as células que tiveram o gene de resisténcia recombinado e inserido em seu genoma, permitindo

0 crescimento apenas dos transformantes.

4.5 Reconstitui¢do dos mutantes por PCR

Para reconstituicdo dos mutantes pctlA, opi3A e opi3ApctlA, foram amplificados por
PCR os genes PCT1 e OPI3 utilizando os iniciadores 1 + 8 e 13 + 16, respectivamente (Figura

9 e Tabela 3). Nos tubos de reacdo, foram adicionados 100 ng de DNA genémico da cepa
KN99a, 5U da enzima LongAmp® Hot Start Tag DNA Polimerase (NEB), 0,4uM dos

respectivos pares de iniciador e 0,4mM de dNTPs.
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Ciclo de reacéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 2 minutos 1x
94°C 30 segundos
52°C 30 segundos 35x
65°C 3:30 segundos
65°C 10 minutos 1x

4°C Indeterminado -

Foi avaliada a concentracdo e integridade dos cassetes conforme descrito previamente. A
biobalistica foi executada conforme descrita anteriormente, realizando-se uma co-
transformacdo, utilizando 1000 ng do cassete 1 + 8 e 1000 ng do plasmideo pJAF1 (plasmideo
que contém o gene de resisténcia a neomicina ou G418, NeoR, controlado por promotor e
terminador de actina de C. neoformans. Fraser et al., 2003) para cada tiro de biobalistica. As
placas de transformacdo foram incubadas por 24h e lavadas para transferéncia das células para
placas de selecdo (YPD agar + 200 pg/mL de Neomicina). As col6nias que cresceram em meio

seletivo foram utilizadas para triagem.

A triagem dos reconstituidos foi realizada utilizando agar YPD + Neomicina 200 pg/mL
para selecionar os transformantes resistentes. Ademais, para selecionar os reconstituidos
opi3A::OPI3 e opi3ApctlA::OPI3, foram utilizadas placas com agar meio minimo (MM)
guimicamente definido (agar 1,5%, Dextrose 15 mM, MgSO4 10 mM, Glicina 13 mM, KH2PO4
29,4 mM e Tiamina 3 uM, pH 5,5), pois foi verificada anteriormente a inibig&o do crescimento
dessas cepas em meio minimo ndo suplementado. Também foi utilizadas placas de MM agar
suplementadas com cloreto de colina ImM para recuperar a sintese pela via Kennedy conforme

McGraw e Henry (1989), selecionando as coldnias que cresceram nessa condig&o.
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Figura 9: Iniciadores e fragmentos de DNA utilizados para a reconstitui¢éo génica e confirmacéo de delecéo
e reconstituicao por PCR. (a) Os iniciadores 1 (LF583) + 8 (LF588), foram utilizados para amplificacdo do gene
PCT1 para reconstituicdo. A confirmacdo de delecdo e reconstituicdo de PCT1 foi realizada utilizando os
iniciadores 11 (LF496) + 10 (LF495) para amplificacdo do fragmento interno do gene. (b) A confirmagdo de
delecdo e insercdo do cassete da marca de sele¢cdo HY G foi realizada com a amplificacdo dos fragmentos externos
ao locus, utilizando os iniciadores 9 (LF589) + 4 (LF585) e 5 (LF586) + 12 (LF590). (c) Para reconstituir o gene
OPI3, foi amplificado o gene com a utilizacdo dos iniciadores 13 (LF575) + 16 (LF578). A confirmagdo de
reconstituicdo foi realizada com a amplificagdo do fragmento interno do gene com os iniciadores 15 (LF577) + 14
(LF576). Figura elaborada pelo autor.

4.6 Confirmacao da dele¢éo e da reconstitui¢ao génica dos transformantes

Para confirmacdo da delecdo génica dos transformantes, foi realizada a passagem das
colbnias das placas de transformacdo para placas com agar YPD sem Higromicina B e
incubadas a 30°C por dois dias. Em seguida, outra passagem para placas com agar YPD +
200ug/mL de Higromicina B foi efetuada, testando assim a estabilidade mit6tica da marca de
selecdo. Por conseguinte, foram selecionados transformantes para extracdo de DNAGQg,

previamente descrita, e subsequente realizagdo das PCRs de confirmagdo de delecdo. Foi
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necessario efetuar duas etapas de confirmagao: a primeira com amplificagdo de um fragmento
interno do gene alvo utilizando os iniciadores 10 + 11 (Figura 9 e Tabela 3), e depois, a partir
do DNA dos transformantes que nao amplificaram, foi efetuada mais uma reacdo com 0s
iniciadores 9 + 4 e 5+ 12 (Figura 9 e Tabela 3), cujos fragmentos resultantes indicariam a

presenca da marca de selecdo inserida corretamente no ldcus do gene deletado.

A confirmacédo de delecdo do gene PCT1 em KN99a e no mutante opi3A, foi executada
com PCR confirmatoéria, utilizando em cada tubo de reagdo: 2,5 U da enzima EasyTaq DNA
Polymerase (TRANS); aproximadamente 200 ng de DNA dos transformantes, cepa selvagem
ou mutante opi3A, como controle positivo; dNTPs 0, 2mM; e 0,4 uM dos pares de iniciador 10
+ 11 (Tabela 3).

Ciclo de reacéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 2 minutos 1x
94°C 30 segundos
60°C 30 segundos 35x
72°C 15 segundos
72°C 5 minutos 1x
4°C Indeterminado -

Foram escolhidos os DNAs dos transformantes que ndo amplificaram o fragmento 10 +
11 para a etapa seguinte de confirmacdo da recombinagdo homdloga das regides 5’ ¢ 3 da
marca de sele¢do. Para esse fim, foram utilizados em cada tubo de reacdo: 5 U da enzima

LongAmp® Hot Start Tag DNA Polimerase (NEB); 200 ng de DNA de cada transformante,

cepa selvagem ou mutante opi3A, como controle negativo; 0,3 mM de dNTPs e 0,4uM dos

pares de iniciadores 9 + 4 ou 5 + 12 (Tabela 3).
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Ciclo de reagéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 2 minutos 1x
94°C 30 segundos
54°C 30 segundos 35x
65°C 2:05 segundos
65°C 10 minutos 1x
4°C Indeterminado -

Como descrito, os amplicons foram analisados por eletroforese em gel de agarose, e foram
escolhidos os transformantes que amplificaram ambos os fragmentos do cassete de delegéo,
confirmando delecdo génica dos mutantes pctlA e duplo mutante opi3ApCt1A.

Para confirmacdo de reconstituicdo dos genes PCT1 nas cepas pctlA e opi3ApctlA, e
OPI3 nas cepas opi3A e opi3ApctlA, foram extraidos os DNAs dos transformantes e executadas
PCRs com os iniciadores do fragmento interno dos genes, 10 + 11, para PCT1, e 14 + 15, para
OPI3 (Tabela 3). Cada tubo de PCR continha a enzima EasyTaq DNA Polymerase (TRANS)
2,5 U, dNTPs 0,4 puM, aproximadamente 200 ng de DNA gendmico dos transformantes e dos
mutantes, como controle negativo, além de 0,4 UM dos pares respectivos de iniciadores.

Ciclo de reacéo:

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 2 minutos 1x
94°C 30 segundos
52°C 30 segundos 35x
72°C 32 segundos
72°C 5 minutos 1x

4°C Indeterminado -
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Apos andlise das PCRs por eletroforese, foram escolhidos os transformantes que

amplificaram o fragmento interno do gene, confirmando reconstituigéo.

4.7. Caracterizacao fenotipica dos mutantes

Os mutantes descritos na Tabela 1 foram utilizados nos testes de caracterizagdo
fenotipica. Para execugdo dos ensaios as cepas foram cultivadas e lavadas com salina conforme
descrito anteriormente, e a concentracdo celular era obtida por contagem em Camara de

Neubauer, tendo a densidade celular ajustada para utilizacéo especifica em cada teste.

4.7.1 Curvas de crescimento

Investigou-se a taxa de crescimento de cada mutante em meio YPD liquido e em MM
liquido, em diferentes temperaturas, 30 °C e 37 °C. As células dos mutantes e suas linhagens
selvagens foram inoculadas no meio de cultura a ser utilizado, com densidade celular final de
5 x 10* células/mL. Posteriormente foram transferidos 200uL de cada inéculo para pogos de
microplaca de 96 poc¢os. Foram realizadas duplicatas ou triplicatas técnicas para cada cepa e

duas replicatas biologicas.

As placas foram incubadas em espectrofotdbmetro de microplacas (Epoch 12, software
Gen5 v.3.11, Biotek), em temperatura de 30 °C ou 37 °C, agitadas a 180 cpm ao longo de 96 h
a 120 h, com intervalos de leitura de densidade 6tica (OD 600 nm) de 30 minutos. As analises
estatisticas foram realizadas com os resultados de OD 600 nm em pontos especificos da curva,

utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8 para Windows < https://www.graphpad.com/>.

Foram aplicados o teste de analise de variancia de uma via (One-Way ANOVA), com correcao

de Tukey para multiplas comparacdes.

4.7.2 Teste de suscetibilidade a agentes estressores

As células lavadas e ressuspensas em solucdo salina foram ajustadas para densidade
celular inicial de 2 x 108 ou 2 x 107 células/mL e subsequentemente foram diluidas seriadamente
a concentragdes de 2 x 10% ou 2 x 102 células/mL, sendo inoculados 5 uL de cada diluigio em

placas de YPD agar (pH 5,6) com diferentes agentes estressores (Tabela 4). As placas foram


https://www.graphpad.com/
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incubadas a 30°C e foram visualmente observadas a cada 24 horas e fotografadas apds

surgimento das colonias (Hu e Kronstad, 2010).

Para a preparacao dos diferentes meios estressores, adicionou-se 0 Vermelho do Congo
(Sigma), Calcofluor White (Fluorescent Brightener 28, Sigma) ou cloreto de sédio (NaCl),
diretamente no preparo do YPD &gar antes de autoclavar por 15 minutos, enquanto o nitrito de
sodio (NaNO), peroxido de hidrogénio (H202) ou dodecil sulfato de sodio (SDS), foram
previamente solubilizados em agua destilada e esterilizados por filtracdo, adicionando-se essas
solucBes ao YPD 4&gar derretido, ja autoclavado. As concentracBes de uso de cada composto

estdo indicadas na Tabela 4.

Tabela 4: Agentes estressores, concentracdo e mecanismos de estresse

Agente estressor Concentracdo em meio YPD Mecanismo de agéo
H20; 3mM Estresse oxidativo
NaNO; 2 mg/mL Estresse oxidativo
Vermelho do Congo 0,5% Estresse de parede celular
Calcofluor White 1,5 mg/mL Estresse de parede celular
SDS 0,02% Estresse de membrana plasmatica
NaCl 1M Estresse osmético

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.3 Ensaio de melanizacéo

O fenotipo de melanizacdo foi avaliado conforme protocolo adaptado de Eisenman e
colaboradores (2011). Foram inoculadas 1 x 107 células de cada cepa em placas de MM éagar
suplementado com L-DOPA 1mM (Sigma-Aldrich) com ou sem cloreto de colina 1 mM. As
placas foram incubadas a 30°C por uma semana e protegidas da luz. As placas foram
fotografadas nas mesmas condicGes de local e luminosidade em intervalos de tempo definidos,
72h,96 he 120 h.
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4.5.4 Inducdo de capsula polissacaridica

A capacidade de expansdo de cépsula polissacaridica foi determinada a partir da
inoculagdo de 2 x 107 células em 2 mL de meio indutor de capsula, em placa de cultivo de 12
pocos. O meio de indugdo é composto de Sabouraud Difco liquido (receita Difco™ : peptona
0,5%, extrato de carne 0,5%, dextrose 4%, pH 5,6) diluido em proporcao 1:10 em tampéo de
sal sodico de acido morfolinopropanosulfénico (MOPS 50mM, pH 7,3), conforme Zaragoza e
Casadevall (2004). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, e, posteriormente, foram
retirados 1mL de cada cultivo para observagdo da capsula com tinta nanquim (células em 80
uL de solugdo salina + 20 pL de tinta nanquim, proporgéo 1:5). A tinta nanquim é um pigmento
com propriedades ibnicas que ndo consegue se difundir pela capsula polissacaridica ndo-ionica,

possibilitando a visualizagao de sua estrutura em contraste com o meio.

As laminas foram preparadas com Syl da suspensao de células com tinta nanquim e
fotografadas em microscépio Nikon (ECLIPSE Si), com camera acoplada (RoHS, BC1200),
em objetiva de 100x. O diametro capsular de 100 células por cepa foi medido a partir do
diametro total deduzido do didmetro do corpo celular. As medicdes foram executadas com
auxilio da ferramenta de andlise e processamento de imagens, ImageJ v.1.53r <
https://imagej.net/ij/>, e para as analises estatisticas, aplicou-se teste One Way ANOVA néo

com correcdes de Dunnett. Foram realizadas duas replicatas técnicas e bioldgicas.

4.5.6 Ensaio de secrecao de fosfolipase

Para investigar a capacidade dos mutantes de secretar fosfolipases, foram preparadas
placas de 4gar gema de ovo (Chen et al., 1997). Inicialmente, o meio base (Peptona 1%, glicose
2%, NaCl 5,7%, cloreto de calcio 0,055%, agar 2%) foi autoclavado e resfriado até
aproximadamente 55°C e adicionou-se solucgéo de gema de ovo (50% gema de ovo e 50% salina)
em proporcdo 1:5. As placas prontas foram ento inoculadas com 1 x 107 células de cada cepa
em 5uL de in6culo. Em seguida, as placas foram incubadas a 30°C por 48 h e fotografadas para
medicdo das colbnias e dos halos de precipitagdo no programa ImagelJ v.1.53r <

https://imagej.net/ij/>. As coldnias de cepas que secretam fosfolipases formam um halo de

precipitado nesse meio, e a secre¢do pode ser medida indiretamente através do valor da zona de
precipitacdo, Pz, obtido pela razdo entre o didmetro da col6nia e o diametro total com
precipitado. Valores de Pz = 1 indicam fendtipo negativo para secrecao de fosfolipase enquanto

Pz < 1 indicam fenotipo positivo, e Pz < 0,5, muito positivo. Foram realizados dois testes com


https://imagej.net/ij/
https://imagej.net/ij/
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duplicata técnica para cada cepa, e a analise estatistica feita por One Way ANOVA com

correcdo de Tukey para multiplas comparaces.

4.5.7. Analise de secrecdo de urease

Para averiguar a secrecao extracelular da enzima urease, foram utilizados 10 mL de meio
de Christiansen sélido (peptona 0,01%, NaCl 0,05%, KH2PO4 0,02%, vermelho de fenol
0,0016%, dextrose 0,1%, ureia 2%, agar 2%, pH 5,5), em placas de Petri pequenas (Canteros et
al., 1996). O vermelho de fenol presente no meio muda sua coloracdo amarelada em pH acido
para tons mais rosados conforme o pH alcaliniza, consequéncia da hidrélise da ureia em amonia

(NHs3), uma base fraca, pelas enzimas secretadas.

Foram inoculadas 107 células em cada placa com agar Christiansen. Em seguida, os tubos
foram incubados a 30°C por 24 h a 72 h. As placas foram fotografadas nas mesmas condigdes
de local e luminosidade a cada 24 horas. Foram feitas duplicatas técnicas de cada cepa em dois

experimentos repetidos.

4.6. Ensaio de suscetibilidade a antifingicos

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifungicos, anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e cerulenina, foi avaliada nas cepas de linhagem KN99a, de acordo com o protocolo
adaptado de microdiluicdo em placa, EUCAST (v. E def. 7.4, 2023). As placas foram
preparadas utilizando meio liquido RPMI 1640 (com L-glutamina e indicador de pH sem
bicarbonato) suplementado com glicose para uma concentracao final de 2%, tamponado com
0,165 mol/L de MOPS, e pH ajustado para 7.0. Fez-se uma dilui¢do em série dos antifungicos
1:2 para atingir concentracdes finais de 8 pg/mL a 0,032 pg/mL de anfotericina B e itraconazol,
e 64 ng/mL a 0,125 pg/mL de fluconazol. Cada pogo tinha 100 pL de RPMI 1640 com

antifungico.

Os fungos foram previamente cultivados em YPD liquido por 24h a 30°C, e apds lavagem
e ressuspensdo das células, estas foram contadas em Cémara de Neubauer para ajustar
concentragéo celular em RPMI 1640 com uma densidade celular de 5 x 10°células/mL. Foram

inoculados 100 uL por poco com os indculos de cada cepa em duplicatas, e seguidamente, as
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placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. As analises das placas foram realizadas
visualmente e por leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 595 nm para determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM), que, para a anfotericina B, é a concentragdo que inibe
ao menos 90% do crescimento fangico, enquanto para o itraconazol e fluconazol é aquela que

inibe ao menos 50% do crescimento.

4.7. Ensaio de interagdo com macro6fagos murinos derivados de medula dssea

4.7.1 Obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos

Os camundongos (Mus musculus) utilizados neste estudo - linhagem C57BL/6 selvagem

(WT), foram mantidos no biotério da Universidade de Brasilia com agua e comida ad libitum e
utilizados para experimentacdo quando atingiram entre 8 e 12 semanas de idade. Todos 0s
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o projeto aprovado pelo
Conselho de Etica da Universidade de Brasilia (Processo SEI n° 23106.113772/2020-80).

Os ensaios de fagocitose foram realizados conforme protocolo adaptado de Nicola e
Casadevall (2012). Para obten¢do dos macrdfagos, foi realizada lavagem, com tampéo PBS, da
medula éssea do fémur de camundongos, e as células foram ressuspendidas em RPMI 1640
(com L-glutamina e indicador de pH, sem bicarbonato de sodio) suplementado com 100pug/mL
de gentamicina. Foi adicionado tampéo de lise para eliminar as heméacias presentes, e as células
foram entdo contadas em Camara de Neubauer para transferir 2 x 10°® células/mL em placas de
Petri com 10mL de meio RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco), além de 20
ng/mL do fator estimulador de coldénias de macr6fagos e granulécitos (GM-CSF,

ImmunoTools), e 50 uM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich).

As placas foram armazenadas em incubadora a 37°C, sob atmosfera de 5% CO2 por 8 dias,
adicionando 10mL de meio estimulador no 3° dia e renovando com 10 mL de meio no 6° dia.
No 8° dia, as placas tiveram o sobrenadante descartado, e os macrofagos, agora aderidos na
superficie do fundo, foram incubados por 30 minutos em solucdo TrypLE™ para desaderi-los.
Em seguida, as placas foram lavadas com PBS e os macrofagos recuperados foram contados
em Cémara de Neubauer, ressuspendidos em RPMI 1640 + 10% SFB, e 5 x 10* células por
poco foram transferidas em 100uL para placas de 96 pogos, posteriormente incubadas a 37°C

sob atmosfera de 5% CO», por 6 horas. ApoOs esse tempo, cada experimento teve um grupo
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estimulado, ou ndo, com IFN-y 500 Ul, e apds 24 horas, no dia da interagdo com C. neoformans,
0 grupo tratado foi reestimulado com IFN-y 500 Ul.

4.7.2 Avaliacéo da atividade fagocitica dos macrofagos

Para infeccdo dos macrofagos, as cepas mutantes e selvagem foram previamente crescidas
por 24 horas em YPD liquido, as células foram lavadas trés vezes com PBS, contadas em
Céamara de Neubauer, e ressuspendidas em RPMI 1640. As células fungicas foram opsonizadas
em RPMI com anticorpo monoclonal anti-GXM 18B7 em uma concentracdo de 10 pug/mL, e
inoculadas nas placas com os macrdéfagos, em multiplicidade de infeccdo (MOI) de 5. Em

seguida, as placas foram incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% CO>, por 2 horas e 24 horas.

Apos 2 horas, as placas foram lavadas com PBS para remoc¢éo de fungos em suspenséo,
e seguidamente, foi utilizado o Kit Pandtico Rapido (LB Laborclin) para fixacdo e coloracédo
hemoxilina-eosina dos macréfagos de cada poco. Os pocgos foram fotografados em microscopio
invertido (EVOS), e foi posteriormente avaliado a cada 100 macréfagos por poco, a quantidade
de macrdfagos fagociticos e o nimero de leveduras internalizadas. O indice fagocitico (IF) foi

estipulado a partir da seguinte formula:

IF @)= (macrdfagos fagociticos/total de macrofagos) x n° de leveduras fagocitadas x 100

4.7.3 Avaliacdo da atividade fungicida dos macréfagos

Para determinar a atividade fungicida dos macr6fagos com os mutantes e selvagem, 0s
macréfagos foram plaqueados em duas placas de 96 pogos, com ou sem estimulo por 24 h,
conforme descrito anteriormente. No dia da cocultura, apds 2 h de interacdo, as placas foram
lavadas com PBS, e em uma delas, os macrdfagos foram lisados utilizando 100 puL de uma
solucéo de agua destilada com SDS 0,05%. Esse lisado foi diluido e plaqueado em YPD &gar a
30°C por 48 horas para contagem de unidades formadoras de colénias (UFC). Foi adicionado a
outra placa, 100 uL. de RPMI + 10% SFB (IFN-y 50 ng/mL no grupo com estimulo), e incubada
por aproximadamente 24 horas, quando foi realizada novamente a lise dos macrofagos e

contagem das UFCs. A atividade fungicida (AF) foi calculada com a formula:

AF ) = {[média UFC (2h) — UFC (24h)] / UFC (24h)} x 100.
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Os dados foram analisados aplicando o teste de ANOVA de duas vias com correcdo de
Tukey, utilizando o selvagem KN99a. como controle. Foram realizadas trés replicatas técnicas

em duas replicatas biologicas.

4.8 Teste de infeccdo em modelo Galleria mellonella

Foi realizado teste de viruléncia in vivo com lagartas da espécie Galleria mellonella
conforme Mylonakis e colaboradores (2005). As lagartas no Gltimo estagio larval foram pesadas,
separando as que tinham peso acima de 200 mg para o experimento. No dia da infeccéo, as
células de cada cepa de C. neoformans foram ressuspendidas em PBS e o indculo foi ajustado
para concentragdo de 5 x 108 célula/mL. As lagartas foram infectadas na Gltima perna abdominal
esquerda, inoculando-se 10 uL com uma seringa Hamilton estéril, e em seguida, foram
incubadas a 37°C. Para cada linhagem testada foram utilizadas 12 lagartas e um grupo como
controle negativo foi inoculado com apenas PBS. Diariamente, foram contadas as lagartas vivas
até o 10° dia. Para a andlise dos dados foram feitos teste de Mantel-Cox e Gehan-Breslow-

Wilcoxon.

4.9 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 8.3
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). Valores de p < 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos



48

5. RESULTADOS

5.1 Sequéncias dos genes que codificam as enzimas da biossintese de PC

5.1.2 CNAG_00424 codifica Pctl em linhagem H99

CNAG_00424 (H99), fosfocolina

citidiltransferase (Pctl) em C.neoformans. PCT1 tem cinco éxons, gerando apenas um

¢ a sequéncia codificadora da provavel

transcrito com 1362 nucleotideos, traduzidos em uma proteina de 453 aminoacidos. Analises
dos dominios conservados indicam a presenca do motivo de CTP:fosfocolina citidiltransferase
(e-value = 1.1e-23) com maior porcentagem de identidade (50,0 %) a PCT1 de C. albicans,
dentre as sequéncias de citidiltransferase escolhidas (Figura 10). A sequéncia nucleotidica foi
utilizada no desenho dos oligonucleotideos para a construcdo do mutante pctlA
(CNAG_00424), e o duplo mutante opi3Apctl1 A em background KN99a

CNAG_00424
Candida_albicans
Aspergillus_fumigatus
Saccharomyces_cerevisiae
Homo_sapiens
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Sacchamomyces_cerevisiae 33 - - - - - - - .- - o e el o REETEEQDNEDKDE- - - - - - -« - .- SKNQ L I 51
Homo_sapiens 1 -MDAQCSAKVN- - - - - A- - -RKRRKEAPGPMNGATEE - - - =« - =« c o ommennn DGVPSK -« -« -« v v vmnnnn a3

CNAG_00424
Candida_albicans
Aspergillus_famigatus
Saccharomyces_cemmvisiae
Homo_sapiens

GNAG_00424
Candida_albicans
Asperyillus_fumigatus
Saccharomyces_cerevisiae
Homo_sapiens

212 TSSIQSPNSAGGPPKMYTRAVERTE
86 -DHIDTKPNHKKR-KIKTK- AEEEF
116 SSDIEHGATG-RP-GLHIKTAGADA
52 -.--ENKDTQLTP-RKRRR-LTKEF

-DIKGFVERAIHGRGQEDGVERWWKT
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34 - . -VQRCAVGLRQPAPFSDEIEVDFSKPYVRV - - - - - .ottt TMEEASRGTHCE

CNAG_00424 RDGFFDSKLEKNGHPELLAADMDWDSSA 435
Candida_albicans Ki N-FS ATR - - K L KMN 282
Aspergillus_fumigatus Q Q-FK ASR- -Q | KKN 331
Saccharomyces_cerevisiae K N-FARBATR- -Q LKKN 265
Homo_sapiens \ N-LQ YTA- - K F INEK 238
CNAG_00424 436 SVEKREKRKAAHHHKWVEKK - « - o oot m e 453
Candida_albicans 283 ELEF KK- - - - - INDFRTYWMKNKT - - - - - - - NINN---VSRDLYFEIREFMRGKKF ---DFQKFI----EDGNS 335
Aspergillus_fumigatus 332 ELEIKR- - - - - VMELRDS IRNNWTATG- - -QELGR- - - ELRQLWQONSRPGSPAPSA- - - RNSMDL-GSVRGGNG 301
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L -
Candida_albicans 336 - .- - QNSSNHGSDEESTNS. . - SKVSSP- - .- .. LSDFASKY IGNRNKDLNRKG I LNNFKG-WINRDDHSEQET 305
Aspergillus_fumigatus 32 6GL----TSPTGGQAKSHVSRLEALGRPDSPVGTNGRNEDFATGY - - - - - - - - - SLGLIGGVRA-WMMRSRRSLMES 452
Sacchaomyces_cerevisiae 322 KQONQRQRKQNFLDDPFTRKL- - - IREASE- - - - - - ATEFANEFTGENSTAKSPDDNGNLFSQ- - . -EDDE- - - - - are
Homo_sapiens 308 RMLQA- ISPKQ- - - - -« SPSS TRERSPSPSERWPFSGKTSPPCSPANLSRHKAAAYDISEDE- - - - - 365
CNAG DOF2d et e e e e maeaesetaee st aeacaetaaee ettt a e

Candida_albicans 306 EEEIKPIVI] - -KPIRRSRRLSGGSSTSSVPSTPVKRTASSASTTPKRKSPLKKSSSVKNTPKTK 457
Aspergillus_fumigatus 453 RPHSPTSEDDPEPELET- TNGHGGSDRSLHASS - - - - - v v v v vttt it e 484
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Figura 10: CNAG_00424 codifica gene da enzima Pctl na linhagem H99 de C. neoformans. Alinhamento de
aminoacidos a partir da sequéncia CNAG_00424, com as fosfocolina citidiltransferases (Pctl) de C. albicans
(GenBank: C4_00570C_A), Saccharomyces cerevisiae (GenBank: YGR202C), Aspergillus fumigatus (GenBank:
Afulg09290), e Homo sapiens (Acesso UniProt: P49585). Os aminoacidos estdo destacados conforme a
conservacao entre as sequéncias, quanto mais escuro, mais conservado. O retangulo preto representa a sequéncia
de aminodcidos correlata ao motivo de citidiltransferase. Imagem gerada por ClustalO e Jalview v.2.11.3.2.

5.1.3 CNAG_06543 codifica Eptl bifuncional em linhagem H99

Foi encontrada no banco de dados do FungiDB e do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), uma unica sequéncia que codifica uma fosfolipidio fosfotransferase
hipotética em C. neoformans (H99). A sequéncia encontrada, CNAG_06543, possui 6 éxons,
gerando apenas um transcrito de 1.687 nucleotideos, traduzido a uma proteina de 430
aminoacidos. As analises dos dominios conservados predizem que essa proteina possui motivo
de etanolamina fosfotransferase (e-value = 2.3e-15), com maior porcentagem de identidade
(53,6 %) a EPT1 de C. albicans, dentre as sequéncias de etanolamina fosfotransferase
escolhidas (Figura 11). Esse resultado condiz com o que foi demonstrado na literatura, que
algumas formas dessa enzima possuem dupla afinidade, tanto para CDP-etanolamina quanto
para CDP-colina (Gibellini e Smith, 2010; McMaster, 2017).

Assim, aparentemente C. neoformans ndo possui uma fosfotransferase com afinidade
unica a CDP-colina, e por essa razao foi realizada apenas a caracterizacdo do mutante com
delecdo em EPTL, preferindo-se focar nos mutantes que ndo possuem alteracdo na sintese de
PE para a reconstituicdo génica, analise de suscetibilidade a antifingicos e ensaios de interacdo
patégeno-hospedeiro, in vitro e in vivo. Por fim, 0 mutante ept1A utilizado neste estudo possui
a sequéncia CNAG_06543 deletada com marca de selecdo de resisténcia a nourseotricina N-
acetil transferase (NAT) e foi obtido do banco de mutantes do laboratorio de Madhani (Brown
etal., 2014).
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Figura 11: CNAG_06543 codifica gene da enzima Eptl na linhagem H99 de C. neoformans. Alinhamento de
aminoacidos a partir da sequéncia CNAG_06543, com as CDP-etanolamina/colina fosfotransferases (Eptl) de C.
albicans (GenBank: C7_02690C_A), Aspergillus fumigatus (GenBank: Afu8g04940), Saccharomyces cerevisiae
(GenBank: YHR123W), e Ceptl de Homo sapiens (Acesso UniProt: Q9Y6K0). Os aminodcidos estdo destacados
conforme a conservagéo entre as sequéncias, quanto mais escuro, mais conservado. O retangulo preto representa
a sequéncia de aminoacidos correlata ao motivo de etanolamina fosfotransferase. Imagem gerada por ClustalO e
Jalview v.2.11.3.2.

5.1.4 CNAG_06839 codifica Opi3 em linhagem H99

CNAG_06839 é uma sequéncia anotada, codificadora da fosfatidiletanolamina N-
metiltransferase (Opi3) hipotética em C. neoformans. Possui quatro éxons com um 0nico
transcrito de 1.342 nucleotideos, traduzido em uma proteina de 315 aminoacidos. As analises
dos dominios conservados detectaram motivo de fosfolipidio-metiltransferase (e-value = 3.9e-
33), com maior porcentagem de identidade (56.8%) a PEM2 de C. albicans, dentre as
sequéncias de fosfatidiletanolamina-metiltransferase escolhidas (Figura 12), indicando a
presenca de sitio catalitico para conversdo de PE em PC. O mutante opi3A, obtido da biblioteca
de mutantes de C. neoformans, do laboratério de Madhani (Brown et al., 2014), foi utilizado
para construcdo do duplo mutante opi3ApctlA, e possui delecdo na sequéncia CNAG_06839,
com marca de selecdo NAT e ja foi parcialmente caracterizado em estudo anterior (Muniz,
2015).
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Figura 12: CNAG_06839 codifica gene da enzima Opi3 na linhagem H99 de C. neoformans. Alinhamento de
aminoacidos a partir da sequéncia CNAG_06839, com as fosfatidiletanolamina metiltransferases de C. albicans
(Cddigo GenBank: C3_06570C_A), Saccharomyces cerevisiae (Cddigo GenBank: YJR073C), Aspergillus
fumigatus (Cédigo GenBank: Afulg09050) e Homo sapiens (Acesso UniProt: Q9UBM1). Os aminoacidos estdo
destacados conforme a conservagdo entre as sequéncias, quanto mais escuro, mais conservado. O retangulo preto
representa a sequéncia de aminodacidos correlata ao motivo de fosfolipidio metiltransferase. Imagem gerada pelo
programa Jalview v.2.11.3.2.

5.2 Construcao das cepas mutantes e reconstituidos

Os fragmentos do cassete de delecdo foram amplificados (Figura 13), para transformacéo

genética por biobalistica das diferentes linhagens. Foi avaliada a estabilidade mit6tica da marca

de selecdo através da passagem dos transformantes em agar YPD e, depois, novamente em agar

YPD seletivo

contendo Higromicina B. Em seguida, constatou-se por PCR e analise

eletroforética a delecdo dos genes: PCT1 (CNAG_00424), nos transformantes A2, A9, A48,

A87, A93 e

B16 (Figura 14); e PCT1/OPI3 (CNAG_00424 /CNAG_06839),

transformantes A16, A29, A36, A48, A66, B28, B31, C3, C6, C22 e C27 (Figura 15).
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Figura 13: Etapas da construcéo do cassete de dele¢do do gene PCT1 na linhagem KN99a. Fragmentos de
DNA amplificados por PCR e analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) com brometo de etideo.
Utilizado marcador de referéncia DNA Ladder RTU 1 kb (Kasvi). (a) Fragmentos prévios para constru¢do do
cassete de delegdo: 1 + 2 (5’PCT1, 954 pb), 3 + 4 (5’HPH, 985 pb), 5 + 6 (3’HPH, 1451 pb) e 7 + 8 (3’PCT1,
1117 pb). (b) Cassetes de dele¢do 1 + 4 (5’PCT1 + 5’HPH, 2405 pb) e 5+ 8 (3’HYG + 3°’PCT1, 2102 pb), obtidos
através da técnica, DJ-PCR. Fragmentos desejados estdo representados pelo retangulo vermelho. (c) Cassetes de
delecéo purificados por extracéo de gel de agarose.

a

A2 A8 A9 A20 A3l A54 A67 AT72 A87 A90 A93 A97 S

Bl6 B2l B32 B38 B50 B52 B53 B87 B88 B89 B9l Blll S

b C

A2 A8 A9 A67 A72 A87 A93 Bl6 BII S A2 A8 A9 A87 A93 Bl6 S

2500ph

1500pb

Figura 14: Delec¢iio do gene PCT1 confirmada nos transformantes da linhagem KN99a. Fragmentos de DNA
amplificados por PCR e analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) com brometo de etideo. Utilizado
marcador de referéncia HighRanger 1 kb (NORGEN). A cepa selvagem KN99a (S) foi utilizada como controle
positivo da amplificacdo do fragmento interno do gene alvo por PCR, e negativo da amplificacéo das extremidades
da marca de sele¢cdo HYG. (a) Fragmentos internos do gene PCT1 (210 pb). (b) Fragmentos 5° do cassete de
dele¢do HYG (2621 pb). (c) Fragmentos 3” do cassete de delecdo HYG (2292 pb). Retangulo vermelho indica as
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bandas que confirmam insercéo do cassete de dele¢do no genoma. Os transformantes que ndo amplificaram o
fragmento interno do gene (a), foram escolhidos para confirmag&o da insercéo do cassete de delecéo (b e c).

a

Al6 A25 A29 A36 A46 A48 A66 A70 A81 A96 B23 B25 A

500pb

B31 B34 B69 B88 BI1 B98 C3 C6 C16 C22C27 B28 A

500pb

b c

Al6 A29 A36 A48 A66 A8l B23 B9L Al6 A29 A36 A48 A66 B23 B3l B9I C3 C6 C22

C3 C6 Cl6 C22 C27 B28

Figura 15: Delecéo do gene PCT1 confirmada nos transformantes de linhagem mutante opi3A. Fragmentos
de DNA amplificados por PCR e analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) com brometo de etideo.
Utilizado marcador de referéncia HighRanger 1 kb (NORGEN). A cepa mutante parental opi3A (A) foi utilizada
como controle positivo da amplificacdo do fragmento interno do gene alvo, e negativo da amplificacdo das
extremidades da marca de sele¢cdo HYG. (a) Fragmentos internos do gene PCT1 (210 pb). (b) Fragmentos 5’ do
cassete de delegdo HYG (2621 pb). (c) Fragmentos 3’ do cassete de delegdo HY G (2292 pb). Retangulos vermelhos
indicam bandas que confirmam inser¢do do cassete de delecdo no genoma. Os transformantes que néo
amplificaram o fragmento interno do gene (a), foram escolhidos para confirmagdo da insercdo do cassete de
delecéo (b e c).

As sequéncias dos genes PCT1 e OPI3, foram amplificadas (Figura 16a) para
reconstituicdo génica por biobalistica das cepas opi3A, pct1A e opi3ApctlA, e os transformantes
obtidos foram selecionados em placas contendo Neomicina. Uma nova triagem foi realizada
com os transformantes opi3A::OPI3 e opi3ApctlA::OPI3 utilizando agar MM sem
suplementacéo, e os transformantes que cresceram nesse meio foram escolhidos para extracao
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de DNA gendmico, e amplificacdo do fragmento interno do gene, confirmando reconstituicéo
nos transformantes A62 e A95 (opi3A::OPI3), e A6, A31 e A38 (opi3ApctlA::OPI3) (Figura
16b e 16d). A triagem do transformante opi3ApctlA::PCT1 foi feita com agar MM
suplementado com colina, e a confirmacéo da reconstituicdo dos transformantes foi efetuada
conforme descrito anteriormente, obtendo-se os reconstituidos, A34 e A71 (Figura 16e). Por
fim, foi utilizado apenas agar seletivo com neomicina para triagem dos transformantes
pctlA::PCT1, escolhendo-se 10 transformantes dos quais apenas um, Al, teria confirmacdo de

reconstituicdo (Figura 16c).

PCTI a orPB3

10000pb

3000pb
2000pb

1000pb

b c

A6 A31 A8 A S Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A S

d e

A62 A95 Al0OL A S A34 A67 ATI A85 A87 A93 All2 A S
300ph

Figura 16: Reconstituicdo dos genes PCT1 e OPI3 confirmada nos mutantes pctlA, opi3A e opi3ApctlA.
Fragmentos de DNA amplificados por PCR e analisados por eletroforese em gel de agarose (1%) com brometo de
etideo. Utilizado marcador de referéncia HighRanger 1 kb (NORGEN). Foram utilizados os DNAs do selvagem
KN99a como controle positivo (S) e dos mutantes parentais respectivos como controle negativo da confirmagéo
de reconstituicdo (A). (a) Genes PCT1 (3555 pb) e OPI3 (3881 pb) amplificados para reconstituicdo dos mutantes.
(b) Fragmentos internos do gene OPI13 (499 pb) dos reconstituidos opi3A::OPI3. (c) Fragmentos internos do gene
PCT1 dos reconstituidos (pctlA::PCT1). (d) Fragmentos internos do gene OPI3 (499 pb) dos reconstituidos
opi3ApctlA::OPI3. (e) Fragmentos internos do gene PCT1 dos reconstituidos opi3ApctlA::PCT1. Os
transformantes que amplificaram os fragmentos do gene interno confirmaram reconstituicao.
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5.3 Caracterizacdo fenotipica dos mutantes

5.3.1 Biossintese de fosfatidilcolina é importante para crescimento celular em
diferentes condicdes

As vias de biossintese de PC sdo essenciais para proliferacdo celular em leveduras,
inibicdo da principal via, CDP-DAG, é compensada pela assimilacdo de colina exdgena para
sintese de PC pela via alternativa Kennedy (McGraw e Henry, 1989; McMaster, 2018). Dessa
forma, foi avaliada a velocidade de crescimento dos mutantes sob diferentes temperaturas e
disponibilidade de nutrientes. Foi realizada curva de crescimento em meio YPD a 30°C e 37°C,
e em meio MM a 30°C e 37°C. Os mutantes opi3A e opi3ApctlA mantiveram crescimento
normal a 30°C e 37°C em YPD (Figura 17), mas este foi reduzido ou inibido significativamente
(p <0,0001) em MM sem a presenca de colina (Figura 18), evidenciando um déficit metabolico
da sintese de PC. A suplementacdo com colina recuperou o crescimento de opi3A a 30°C em
MM, mas ndo completamente a 37°C (Figura 18a), indicando termossensibilidade em

condigdes restritas de nutrientes.

Vale ressaltar que o duplo mutante ndo cresceu em MM mesmo com a suplementacéo de
colina (Figura 18), confirmando que a via Kennedy em C. neoformans é responsavel pela
assimilacdo exdgena de colina para producdo de PC, entretanto, os mutantes pctlA e eptlA,
mantiveram fenotipo semelhante ao selvagem em todas as condi¢des (Figura 17 e 18),

indicando que essa ndo é a principal via de biossintese do fosfolipidio no fungo.



56

30°C
2.0
- KN99a
L5 = opi3A
g
g - eplIA b
g 10+ - pclIA
2 o -+ opi3ApetIA 30°C 37°C
-e- YPD
-0 --0--0--0-0 Kn9%¢
0.0 T T T T T T T T T op.r'.? A
0 4 8 12 24 32 48 72 9%
Tempo (h) eptIh
pctlA
37°C 0pl‘3ﬁpc?1 A
0.8
- KN9%a
y - OpI3A
E A
e
= K
g o - pctiA
8 we- opi3ApetIA
- --®--@--®- -0 -=- YPD

T T T T T T T T
0 4 8 12 24 32 48 T2 9%
Tempo (h)

Figura 17: Os mutantes da via de sintese de PC tém crescimento normal em YPD a 30°C e 37°C. 10* células
de cada cepa foram inoculadas em diferentes meios para medicdo das curvas por leitura de densidade 6tica (600
nm) em intervalos de 30 minutos, por 96 horas. Cepa selvagem parental KN99a foi utilizada como controle. (a)
Crescimento a 30°C e 37°C em YPD. (b) Os mutantes foram inoculados em diluigdo seriada (10®- 102 células) em
placas de agar YPD a 30°C ou 37°C, por 72 horas.
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Figura 18: O duplo mutante opi3ApctlA tem crescimento celular inibido em MM, enquanto Opi3A cresce
somente na presenca de colina. 10* células de cada cepa foram inoculadas em diferentes meios para medicéo das
curvas por leitura de densidade 6tica (600nm) em intervalos de 30 minutos, por 96 horas. Cepa selvagem parental
KN99a foi utilizada como controle. () Crescimento em MM a 30°C e 37°C suplementado ou ndo com cloreto de
colina 1mM. (b) Os mutantes foram inoculados em diluigdo seriada (108 - 102 células) em placas de MM a 30°C
(e) ou 37°C (f), com ou sem suplementacdo de 1mM de cloreto de colina, e incubadas por 72 horas.

5.3.2 O mutante opi34pctla é mais sensivel a estresse de membrana

Para averiguar se a delecdo dos genes envolvidos com a sintese de PC causa defeitos na
parede celular e manutencdo da membrana plasmatica, 0s mutantes e a cepa selvagem foram
inoculadas em meios suplementados com SDS, um detergente desestabilizante de membrana,
ou Calcofluor White e Vermelho do Congo, pigmentos que desestruturam a parede celular pela
associacdo com os polimeros de quitina (Ram e Klis, 2006). Foi observada diferenca no
crescimento do duplo mutante opi3ApctlA em meio suplementado com SDS a 30°C (Figura
19a), podendo-se inferir alteragdes na homeostase de membrana nessa cepa. As outras cepas

mutantes ndo tiveram alteracdes.
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Foi também avaliada a osmoregulacdo e permeabilidade de membrana, crescendo 0s
mutantes em placa de YPD suplementado com NaCl 1M. N&o houve diferenca entre os
mutantes e o selvagem (Figura 19b), apontando para uma osmorregulacao e integridade de
membrana semelhante ao selvagem. Por fim, foi investigada a capacidade dos mutantes de
crescer em meios suplementados com substancias oxidantes como o nitrito de sédio (NaNO3)
e perdxido de hidrogénio (H202). Ndo houve diferenca aparente entre os mutantes e o selvagem

(Figura 19c) o que indica permeabilidade de membrana inalterada (Branco et al., 2004 ).

YPD Vermelho Congo 0,5%  Calcofluor White 1,5 mg/mL SDS 0,02%

NaNO2: 4 mg/mL H20: 3 mM

Kn9%a
opi3A
C ept1A
pctiA
opi3ApctiA

Figura 19: O duplo mutante opi3A/pct1A é mais sensivel a estresse de membrana plasmatica. Os mutantes
foram inoculados em diluicdo seriada (10 - 102 células) em placas de YPD com diferentes agentes estressores e
incubadas a 30°C. A cepa selvagem KN99a foi utilizada como controle. (a) Crescimento em condigdes de estresse
de parede celular e membrana plasmatica. (b) Crescimento em condicao de estresse osmatico. (c) Crescimento em
condicBes de estresse oxidativo.
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a ept1A
pctiA
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5.3.3 Mutante opi34 tem a capacidade de melanizagéo restaurada com a presenca de
colina

A capacidade de sintetizar melanina auxilia o fungo C. neoformans a sobreviver no
interior dos macréfagos, protegendo do ataque de espécies reativas de oxigénio, permitindo,
dessa forma, a sua disseminacdo no hospedeiro (Wang e Casadevall, 1994). Este fenétipo foi
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analisado apds 72 horas de indugdo em MM suplementado com L-DOPA, e os resultados
demonstram que os mutantes da via Kennedy tiveram fenotipo de melanizagdo comparavel ao
da cepa selvagem (Figura 20). Porém, o mutante opi3A teve reducdo da capacidade de
melanizacdo em MM sem suplementacdo de colina, enquanto todas as outras cepas
apresentavam escurecimento intenso aparente apos 96 horas (Figura 20). J& na presenca de
colina, foi observado aumento do crescimento e de melanizagcdo do mutante, enquanto o duplo

mutante ndo cresceu nas condicdes do teste.

Kn99a opi3A ept!A  pct1A opi3Apct1A

sem
suplementagao

+1mM colina

sem
suplementagao

+1mM colina

sem
suplementagao

+1mM colina

Figura 20: O mutante opi3A recupera completamente a capacidade de melaniza¢io em meio suplementado
com colina. Os mutantes de cepa parental KN99a, foram crescidos em agar MM suplementado com L-DOPA
1mM, incubadas a 37°C, para inducéo de melaniza¢do. O meio também foi suplementado ou ndo com 1mM de
cloreto de colina. As placas foram fotografadas em mesmas condi¢des de iluminagdo por intervalos de tempo
determinados, 72, 96 e 120 horas.

5.3.4 Delecgéo do gene OPI3 aumenta expansédo da cdpsula polissacaridica

C. neoformans é um dos Unicos fungos conhecidos que possuem capsula polissacaridica
(Zaragoza et al., 2009), e a capacidade de expandir essa estrutura é um fenétipo essencial para
a sobrevivéncia no interior do hospedeiro (Bojarczuk et al.,, 2016). Para avaliar essa
caracteristica nos mutantes das vias de PC, foi efetuada a inducéo de capsula com crescimento
das células a 37°C em meio indutor (Constituido de Sabouraud Difco™, diluido dez vezes em
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tamp@o MOPS). Ndo houve alteragdes na espessura capsular dos mutantes pct1A e ceptlA, em
relacdo ao selvagem KN99 (Figura 21). Entretanto, opi3A e o duplo mutante opi3ApctlA
tiveram capsula significativamente mais espessa (p < 0,0001), com capsulas 35% e 45% mais
espessas, respectivamente (Figura 21b). Os resultados indicam que a via CDP-DAG de sintese

de PC esté envolvida na capacidade do fungo de acumular polissacaridios em sua capsula.
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Figura 21: O mutante opi3A e duplo mutante opi3ApctlA produzem cApsula mais espessa em condicdo
indutora. Foram utilizados os mutantes da linhagem parental KN99a para crescimento em meio indutor
(Sabouraud &cido, pH 5,6, diluido 10X em tampao MOPS) a 37°C por 48 horas. A cepa parental foi utilizada como
controle positivo em meio indutor e negativo sem indugdo em meio Sabouraud. (a) A microfotografia das células
das cepas KN99a, 0pi3A, pctlA, eptlA, e opi3ApctlA, foi realizada em suspensdo de 20% tinta nanquim. Foi
utilizada a cepa KN99a em meio Sabouraud como controle negativo. Barra de escala representa 20pm. (b) Foi
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realizada medicdo de 50 células por cepa em duas replicatas técnicas, utilizando a ferramenta ImagelJ, sendo a
espessura capsular obtida pela diferenca entre o didametro total das células e o corpo celular. Os mutantes, opi3A e
opi3ApctlA, apresentaram, respectivamente, capsula 35% e 45% significativamente mais espessa que o selvagem.
Analise estatistica dos dados efetuada com teste ANOVA de uma via, com correcdo de Dunnett para multiplas
comparaces.

5.3.5 Mutantes das vias de PC secretam fosfolipases

Os mutantes das vias de PC tiveram o fendtipo de secrecéo de fosfolipase avaliado com
0 crescimento das cepas em &gar gema de ovo 10%, onde a acdo catalitica das enzimas gera um
halo de precipitacdo ao redor das colénias dos fungos. Todas as cepas secretaram fosfolipases,
indicado pela formacédo de um halo de precipitado ao redor das col6nias (Figura 22). Também
foi medida a zona de precipitacdo (Pz), valor obtido da razéo entre o didmetro da coldnia e o
diametro total com precipitado. Valores de Pz < 1 indicam cepas positivas para secrecdo de
fosfolipase (Chen et al., 1997). N&do houve diferenca significativa entre os valores de Pz das

colbnias, sendo a média de 0,71.

O égar utilizado neste experimento ndo possui extrato de levedura em sua composicao
base (Chen et al., 1997), o que aponta a importancia das fosfolipases extracelulares na
assimilacdo dos lipidios presentes na gema de ovo necessarios para o crescimento do duplo
mutante opi3ApctlA, considerando a incapacidade de assimilacdo de colina pela via alternativa
Kennedy com a delecdo de PCT1, e a inibicdo da sintese de novo pela via CDP-DAG com a
delecdo de OPI3.

Kn9%a opi3A eptlA pctlA opi3ApctlA
_ = .

Pz= 0,7426 0,7431 0,6742 0,6980 0,7150

Figura 22: O mutante opi3A e duplo mutante Opi3ApcCtlA sio capazes de crescer em agar gema de ovo
através da secre¢do de fosfolipases. Os mutantes e cepa parental KN99a foram inoculados em placas com dgar
gema de ovo (10%), e incubados a 30°C por 48h a 72h. Apds o periodo de incubacgéo, as placas foram fotografadas
e analisadas no programa ImageJ para medi¢do das coldnias. Pz é a razdo entre o diametro da col6nia (DC) sobre
o diametro total com precipitado (DT). As cepas positivas para secrecdo de fosfolipases tém o valor de Pz < 1,
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enguanto aquelas que ndo secretam tem valor de Pz = 1. Foram realizadas duas replicatas bioldgicas e utilizado
teste de One Way ANOVA para andlise estatistica dos dados.

5.3.6 Mutantes da via de PC secretam urease

Outro atributo de viruléncia importante na patobiologia do C. neoformans é a secrecdo de
urease, enzima que hidrolisa ureia, auxiliando na sobrevivéncia no interior de macréfagos, pela
reducdo da acidificagdo do fagolisossomo, além do papel dessas enzimas na disseminacéo do
fungo para o sistema nervoso central, permitindo a passagem pela barreira hematoencefalica
(Fu et al., 2018; Olszewski et al., 2004). Todos os mutantes avaliados para este fenotipo, em

meio Christiansen a 30°C e 37°C, secretaram urease (Figura 23).

Kn99a opi3A ept1A pct1A opi3Apct1A  C. parapsilosis

. . . . . . o
+ + + + + -
. . . - - . e
+ + + + -+ -
Figura 23: Os mutantes das vias de fosfatidilcolina secretam urease. Os mutantes de cepa parental KN99a
foram crescidos por 72 horas, a 30°C, em meio Christiansen, que modifica cor conforme ocorre a hidrolise da

ureia em amdnia e consequente aumento do pH. As placas foram fotografadas apds 72 horas de crescimento. O
sinal (+) indica cepas que secretam urease, enquanto (-) € o controle negativo, neste caso C. parapsilosis.

5.4 Diminuicio da CIM de antifingicos convencionais na cepa mutante pct1A

Foi determinada a CIM de diferentes antifingicos para os mutantes das vias de PC
conforme protocolo de microdiluicdo do EUCAST. A CIM de Anfotericina B (AmB) foi a
mesma para todos os mutantes (Tabela 5). Considerando os resultados obtidos em outras
pesquisas com a delecdo do gene ERG6 da via de ergosterol (Gaber et al., 1989; Jensen-
Pergakes et al., 1998; Oliveira et al., 2020) que demonstraram que o0s niveis do esterol na
composi¢do da membrana afetam a sensibilidade do fungo a AmB, pode-se concluir que
provavelmente nenhum dos mutantes deste estudo tem alteracBes nos niveis de ergosterol na
membrana plasmatica. A diferenca de CIM entre pctlA, pctlA::PCT1 e KN99a, esta dentro
da faixa de erro de uma diluicdo para mais e para menos comparado a cepa controle.
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Também foi avaliada a CIM dos triazéis fluconazol e itraconazol, antifangicos inibidores
da sintese do ergosterol (Nozawa e Morita, 1986). A maioria dos mutantes apresentou CIM, de
ambos azdis, semelhante a CIM para a cepa selvagem KN99a, enquanto o mutante pctlA
apresentou CIM quatro vezes menor para fluconazol e itraconazol, assinalando uma maior
sensibilidade a esses antifungicos (Tabela 5). O reconstituido pctlA::PCT1 recuperou 0s
valores de CIM dos antifungicos semelhante ao selvagem, e a diferenga de CIM do fluconazol,

entre a cepa parental e o reconstituido, esta dentro da faixa de uma diluicdo (Tabela 5).

O duplo mutante, opi3ApctlA, ndo cresceu nas condi¢cdes do experimento, pela
incapacidade de assimilar a colina presente no meio RPMI 1640 para sintese de PC, entretanto,
seus reconstituidos, opi3ApctlA::PCT1 e opi3ApctlA::OPI3, cresceram. O reconstituido
opi3ApctlA::PCT1 teve CIM semelhante a cepa opi3A (Tabela 5), porém a reconstituicdo
apenas de OPI3 em opi3ApctlA::OPI3 ndo recuperou os niveis de sensibilidade aos azois
semelhante & cepa parental, com CIM de ambos antifingicos 16 vezes menor. Esse resultado
indica um possivel papel da via Kennedy na suscetibilidade de C. neoformans a esses
antifangicos.

Tabela 5: Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) de diferentes antifingicos nos mutantes dos genes das
vias de PC e seus reconstituidos

CIM(pg/mL)
Cepa Anfotericina B Fluconazol Itraconazol

KN99a. 0,06 2 0,12
pctlA 0,12 0,5 0,03
pctlA::PCT1 0,12 1 0,12
opi3A 0,06 2 0,12
opi3A::OPI3 0,06 2 0,12
opi3ApctlA::PCT1 0,06 2 0,12
opi3ApctlA::OPI3 0,06 0,12 0,008

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5 A via CDP-DAG ¢ importante para a sobrevivéncia no interior de macréfagos

Para investigar a capacidade dos mutantes de sobreviverem no interior de macrofagos,
foi realizada a interacdo in vitro de macrofagos derivados de medula éssea (Bone Marrow-
Derived Macrophages, BMDM) de camundongos com as leveduras das cepas pctlA, opi3A e

opi3ApctlA, para avaliar a capacidade fagocitica e resposta fungicida dos macréfagos as
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diferentes cepas. Na infeccdo causada por C. neoformans, a eliminacdo efetiva do fungo ocorre
com a polarizagdo dos macrofagos para um perfil inflamatério M1, envolvendo a maturagdo do
fagolisossomo, secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, e diminuicdo da proliferacdo do
patogeno fagocitado, possibilitando assim sua eliminagéo (Hardison et al., 2010). Dessa forma,
para obtencéo de macrdfagos com perfil inflamatdrio, foi utilizado GM-CSF para diferenciagdo,
e estimulo com IFN-y. GM-CSF é capaz de induzir aumento da expressao de citocinas pro-
inflamatdrias e ativacdo de resposta imunolodgica adaptativa Thl (Krausgruber et al., 2011;
Lawrence e Natoli, 2011), porém também se optou por ter um grupo estimulado com IFN-y
para ativacdo classica M1, sabendo-se que essa citocina tem papel positivo na eliminacéo do C.
neoformans (Hardison et al., 2010).

Para determinacdo do indice fagocitico (IF), as placas contendo os BMDMs foram
infectadas com as leveduras dos mutantes em MOI de 5:1 por 2 horas. Apds esse intervalo, as
placas foram lavadas e coradas com kit Pandtico para visualizacdo em microscopio. A contagem
de macrofagos e leveduras internalizadas ndo revelou diferenca do indice fagocitico dos

macrofagos para as diferentes cepas mutantes (Figura 24 a).

Jé& para avaliar a atividade fungicida (AF) dos macréfagos, as placas foram inoculadas
com as cepas mutantes e incubadas por 2 e 24 h. Em cada intervalo p6s-infec¢do, os macrofagos
foram lisados para contagem de UFC, e foi calculado a AF pela diferenca das UFCs. As analises
estatisticas dos dados de AF, revelaram uma atividade fungicida significativamente maior (p <
0,05) para mutantes opi3A e opi3ApctlA (Figura 24 b), obtendo-se zero colonias na maioria

das placas de UFC das duas cepas em 24 h de interacao.



65

80 ns ns
- mm Mo + KN9Sa
=
e 60 B MO - opi3A
g Ml MO = pctiA
S 40- Em M - opi3ApetiA
A
F
& 20
=
ol
0-
S/ Tratamento IFN-y

m MP - KN99a
B M+ opi3A
Bl M+ pcti
M+ opiddpet]A

Atividade fungicida (%)

S/ Tratamento IFN-y

Figura 24: BMDMs estimulados com GM-CSF e ou IFN-y séo mais eficientes em eliminar as leveduras dos
mutantes opi3A, e duplo mutante opi3ApctlA. Os BMDMs (M®) diferenciados com GM-CSF e estimulados ou
ndo com 50nM de IFN- y 24 horas antes do experimento, foram infectados em um MOI de 5, e incubados por 2 e
ou 24 horas a 37°C, em atmosfera de 5% CO,. (a) Apos duas horas, as placas foram lavadas e coradas com o kit
Pandtico répido para marcar as células e visualiza-las no microscépio. O indice fagocitico (IF) foi obtido pela
razdo dos macrdfagos contendo células fingicas x nimero de células fangicas em relacdo ao numero total de
macrofagos x 100 (%). Nao houve diferenca significativa entre os grupos (ns). (b) Anélise da taxa de eliminacao
do fungo pelos macréfagos obtida a partir da seguinte férmula: 100 - (UFC obtida em 24 horas / média de UFC
obtida em 2 horas x 100) (%). Esses dados sdo representativos de uma duplicata biolégica, realizando-se triplicatas
técnicas em ambas. Foi utilizada a cepa KN99a como controle positivo, e apenas macréfago no controle negativo.
Para as andlises estatisticas, foi aplicado o teste de ANOVA de duas vias com corre¢do de Dunnet para multiplas
comparacdes.

5.6 O duplo mutante opi3ApctlA é hipovirulento em G. mellonella

Para investigar a viruléncia in vivo dos mutantes pct1A, opi3A e opi3ApctlA, foi efetuado
um ensaio de infeccdo em modelo larval de G. mellonella. Essa lagarta € um 6timo modelo para
estudo da viruléncia de C. neoformans, devido a facilidade de cuidado e manuseio, os fatores
de viruléncia que impactam na infeccdo em mamiferos também possuem papel no inseto, e a

possibilidade de se utilizar tratamentos com antifingicos (Mylonakis et al., 2005).
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A curva de sobrevivéncia teve duracdo de 10 dias, e as lagartas infectadas foram
incubadas a 37°C e observadas diariamente. Apenas o0 duplo mutante opi3Apct1lA e um de seus
reconstituidos, opi3Apct1A::PCT1, foi hipovirulento (Figura 25). Enquanto o selvagem matou
todas as lagartas no sexto dia, apenas no nono dia que uma lagarta morreu pela infec¢do com
opi3ApctlA (Figura 25 c). Esses resultados indicam que o duplo mutante ndo consegue obter
0s nutrientes necessarios para sintese de PC e proliferacdo no interior do inseto ou sua
termossensibilidade em condicdes de baixa disponibilidade nutricional (Figura 18), pode afetar

sua eficiéncia na capacidade de causar infeccdes a 37°C.
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Figura 25: O mutante opi3ApctlA possui viruléncia reduzida em modelo de infecgio de G. mellonella.
Leveduras das cepas mutantes foram cultivadas por 16h, lavadas e ressuspendidas com PBS. Em seguida 10uL de
PBS com 5 x 10* células de cada cepa foram inoculadas com microseringa na Gltima properna esquerda de 12
larvas por grupo. O controle positivo foi inoculado com a cepa parental KN99a,, enquanto o controle negativo foi



67

inoculado apenas com PBS. As curvas (a), (b), e (c), possuem os mesmos grupos de controle (KN99a ¢ PBS)
advindos de um Ginico experimento. (a) Curva de sobrevida com o mutante deletado para PCT1 e seu reconstituido.
(b) Curva de sobrevida com o mutante deletado para OPI3 e seu reconstituido. (c) Curva de sobrevida com o duplo
mutante opi3Apct1A e os reconstituidos de cada gene. O duplo mutante demonstrou ser significativamente menos
virulento (p < 0,0001) em relagdo ao selvagem (KN99a). Para as analises estatisticas foram realizados os testes de
Mantel-Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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6. DISCUSSAO

A partir da investigacao in silico dos genes relacionados as vias de biossintese de PC foi
observado que C. neoformans possui apenas um gene codificador de fosfotransferase da ultima
etapa da via Kennedy com dominio conservado de etanolamina-fosfotransferase, eptl (Figura
12). Vale ressaltar que ja& foi demonstrado que a levedura S. cerevisiae possui dois genes de
fosfotransferases, CPT1 e EPT1, o primeiro codifica, Cptl, uma enzima com afinidade
especifica a CDP-colina, e 0 segundo codifica, Eptl, uma enzima bifuncional com afinidade
tanto para CDP-colina, quanto para CDP-etanolamina (McMaster e Bells, 1994). Esse modelo
referencial de leveduras néo reflete a realidade encontrada em C. albicans, que aparentemente
apresenta apenas a fosfotransferase Eptl com funcdo dupla de sintese de PE e PC (Tams et al.,

2019), e, ao que tudo indica, em C. neoformans também (Figura 26).

Via Kennedy
Etn Col
l Eki1 Cki1 (CNAG_04408) l
P-etn P-col
l Ect1 Pct1 (CNAG_00424) l
CDP-Etn CDP-Col

\

Ept1 (CNAG_06543)

Via de reacilagdo de PC

PE — MME —— DME > PC < LPC «<— GPC
Cho2 (CNAG_03139) Opi3 (CNAG_06839) Ale1 (CNAG_00365)  Gpc1 (CNAG_03991)
Via CDP-DAG

Figura 26: Vias de biossintese de fosfatidilcolina em C. neoformans. A principal via de biossintese em fungos,
CDP-DAG (setas amarelas), sintetiza fosfatidilcolina (PC) em trés reacBes de metilacdo da fosfatidiletanolamina
(PE). A via alternativa Kennedy (setas azuis) sintetiza PC pela assimilagdo de colina. A Gltima reagdo da via é
catalisada por uma fosfotransferase bifuncional (Eptl), que converte tanto CDP-etanolamina quanto CDP-colina
em PC. A via acessoria de reacilacdo (setas vermelhas) sintetiza PC a partir da acilacéo de glicerofosfocolina (GPC)
pela enzima Gpcl. MME, monometil fosfatidiletanolamina. DME, dimetil-fosfatidiletanolamina. Etn,
etanolamina. P-Etn, fosfoetanolamina. CDP-Etn, citidina difosfoetanolamina. Cho, colina. P-Cho, fosfocolina.
CDP-Cho, citidinadifosfocolina. LPC, lisofosfatidilcolina. Em vermelho, estdo representadas as enzimas
envolvidas na biossintese de PC. Em parénteses estdo os codigos CNAG utilizados neste estudo, que se referem
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as sequéncias gendmicas presentes no banco de dados do Projeto Genoma H99 do Broad Insitute. Figura elaborada
pelo autor no biorender.com.

Observou-se que a auséncia da enzima Opi3 gerou um mutante com crescimento
debilitado na auséncia de colina (Figura 18), e, aliado ao fato de que a delecdo de PCT1 nesse
mutante impede a recuperacdo do crescimento pela incorporacdo de colina exogena (Figura
18), pode-se inferir que essas enzimas estdo envolvidas na sintese de PC, com Cn Opi3
realizando a sintese de novo do fosfolipidio e Cn Pctl participando da assimilacdo de colina
exogena (Cole; Vance, Vance, 2012).

Insta ressaltar que os estudos presentes na literatura investigam essas vias de sintese de
PC em fungos ascomicetos, como a levedura S. cerevisiae e o patdgeno C. albicans. Porém nédo
hd pesquisas que investiguem essas vias em C. neoformans, um importante patdgeno
basidiomiceto. Estudos relacionados como o de Konarzewska e colaboradores (2019),
revelaram que a via alternativa Kennedy, ndo é capaz de recuperar a viabilidade dos mutantes
com delecdo de CHO1, envolvido na sintese de PS no inicio da via CDP-DAG. Apesar disso,
foi elucidado que a via Kennedy esté ativa em C. neoformans, o que foi confirmado neste estudo
com o crescimento do mutante opi3A recuperado com a incorporagdo de colina pela via

Kennedy (Figura 18)

Quanto as caracteristicas fenotipicas dos mutantes obtidos, é interessante observar que
nenhum teve crescimento reduzido a 37°C em YPD (Figura 17 a). Ja alteracGes no niveis de
outros lipidios de membrana como o ergosterol afeta o crescimento de C. neoformans a 37°C,
como foi demonstrado no mutante deletado para ERG6 (Oliveira et al., 2020). Ao que tudo
indica, diferentemente da via metabdlica do ergosterol, as vias biossintéticas de PC conseguem
atuar de forma a compensar uma das vias inibidas, pela utilizacdo de substratos presentes no

meio rico em nutrientes, YPD.

Esses dados sdo corroborados com a caracterizacdo parcial do mutante, realizada por
Muniz (2015), que demonstrou que o crescimento de opi3A em YPD a 37°C se assemelha a
linhagem selvagem, mas em meios mais pobres em nutrientes como Sabouraud e MM, as altas
temperaturas afetam a velocidade de crescimento do mutante, afinal, a via Kennedy consegue
suprir a sintese do fosfolipidio em condic¢des nas quais existem altas concentracfes de colina
extracelular disponivel (Tams et al., 2019; McGraw e Henry, 1989; Muniz, 2015; Wang et al.,
2019). Muniz (2015) também observou atraso no processo de melanizacéo de opi3A que pode
ser explicado pela reduzida densidade celular em MM (Einsenman et al., 2011), e confirmado
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neste estudo pela recuperagdo completa do fen6tipo e melanizagéo téo rapida quanto o selvagem
na presenca de colina (Figura 20).

Além disso, a PC é um fosfolipidio associado a regulacéo da integridade da membrana
plasmatica, incluindo fluidez e permeabilidade (McMaster, 2017). Thibault e colaboradores
(2012) demonstraram que a razao entre PC e PE em S. cerevisiae € essencial para manutencdo
das membranas celulares e dobramento de proteinas de membrana, e quando ha auséncia das
metiltransferases Cho2/Opi3, o desequilibrio dos niveis de PE e PC geram uma dréstica
mudanca na regulacdo protebmica consequéncia da resposta as proteinas desenoveladas (UPR
- Unfolded Protein Response), iniciada pela ativacdo do receptor Irel presente na membrana do
reticulo endoplasmaético (RE). Essa resposta aumenta os niveis de proteinas das membranas
celulares envolvidas na homeostase proteica como a chaperona Hsp12 (Balogh, 2013; Thibault
et al., 2012). Esse desequilibrio entre os niveis de fosfolipidios poderia explicar a
termossensibilidade do mutante opi3A em condi¢des mais restritivas de nutrientes nas quais

haveria uma reducdo significativa da sintese de PC (Figura 17 a).

Quanto ao duplo mutante opi3ApctlA, o seu crescimento so foi observado em meios que
continham extrato de levedura (YPD) ou altas concentracdes de lipidios (gema de ovo). Existem
alguns substratos candidatos que tornam isso possivel, entre eles a prépria CDP-colina, 0
precursor utilizado pelas fosfotransferases Ept1/Cptl para a ultima etapa de biossintese de PC
(McMaster e Bells, 1994; McMaster, 2017), considerando que neste mutante foi deletado o
gene PCT1 responsavel pela conversdo de fosfocolina em CDP-colina. Entretanto, ndo é
conhecido nenhum transportador para interiorizacdo dessa molécula nas células de leveduras,
assim o provavel responsavel por esse crescimento seria o lipidio glicerofosfocolina (GPC),
precursor utilizado na via de reacilacdo de GPC para sintese de PC (Figura 7) (Gtab et al.,
2016). Esta hipotese seré avaliada com a caracterizacao desta via em C. neoformans.

Um dos principais fendtipos associados a viruléncia de C. neoformans, a céapsula
polissacaridica (Casadevall e Perfect, 1998), foi afetada positivamente pela delecdo de OPI3 na
cepa opi3A e opi3ApctlA (Figura 21). A capsula de GXM é regulada por diferentes vias de
sinalizacdo, incluindo as vias das proteino-quinases ativadas por mitégenos (MAPK) (Jung e
Bahn, 2009). Dentre elas, a via da MAPK Hogl, € ativada por sinais relacionados a diferentes
tipos de estresse, incluindo estresse osmatico, oxidativo, de parede celular, e altas temperaturas
(Chen e Thorner, 2007). Hogl esta presente no fim da via de sinalizagdo e sua fosforilagéo
permite a translocacdo para o nucleo e ativacdo de diversos genes relacionados a resposta a

estresse, incluindo formacéo de cdpsula polissacaridica (Jung e Bahn, 2009). Insta ressaltar que
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Husain et al. (2022) elucidaram o envolvimento do receptor da UPR, Irel, na ativagdo de Hog1,
dessa forma, ndo é improvavel que Hogl esteja sendo ativado por sinais de estresse de RE nos

mutantes, aumentando a expressdo dos genes relacionados a sintese de capsula polissacaridica.

Ademais, o ciclo celular também estd envolvido com a regulacdo da cépsula
polissacaridica, demonstrado no estudo de Garcia-Rodas e colaboradores (2014) no qual
mutantes de C. neoformans com genes de ciclinas G1/S interrompidos exibiram céapsulas
maiores, confirmando a coordenacgdo entre o crescimento da capsula e o ciclo celular. Essa
explicacdo pode ser corroborada pela microfotografia do duplo mutante em meio indutor de
capsula (Figura 21), cujas células possuem morfologia semelhante a um “cometa” com

maultiplas células filhas em sequéncia, indicando uma possivel alteracdo no ciclo celular.

Outro aspecto afetado pela delecdo de OPI3 foi a reduzida sobrevivéncia no interior dos
macrofagos in vitro (Figura 24 b), possivelmente devido a reducdo da disponibilidade de
nutrientes no interior dos fagolisossomos de macrofagos (Appelberg, 2006) aliada a
acidificacdo e ataque por espécies reativas de oxigénio (ROS) (Tjelle; Lovdal, Berg, 2000).
Porém esse resultado esté divergente daqueles obtidos dos ensaios em G. mellonella, nos quais
a viruléncia apresentou-se inalterada no mutante opi3A (Figura 25 b). Na literatura, delecédo de
OPI3 afeta diferenciadamente a viruléncia, resultante das diferencas fisioldgicas do patdgeno.
Em C. albicans, a delecdo do gene das metiltransferases Peml e Pem2, resulta na
hiperviruléncia do fungo causada pela producédo aumentada de PE pela via Kennedy, enquanto
a delecdo do gene da fosfotransferase Eptl diminui a carga flngica nos rins de camundongos
(Tams et al., 2019). J& em Aspergillus fumigatus, delecdo do gene ChoC, analogo ao OPI3,
reduziu significativamente a viruléncia do fungo também em modelo murino, devido a inibicéo
da expressao da enzima colina quinase, Af Ck1, reduzindo a capacidade de assimilar colina do
hospedeiro pela via Kennedy (Pan et al., 2024).

Portanto, os resultados encontrados em C. neoformans parecem se assemelhar mais com
0 que ja foi observado em C. albicans do que em A. fumigatus, pois mesmo com a delecao de
OPI3, o fungo consegue incorporar colina dos tecidos do hospedeiro pela via Kennedy,
possibilitando sua proliferacdo, além de manter a capacidade de melanizar (Figura 20), secretar
fosfolipases e ureases (Figura 22 e 23), e expandir a capsula polissacaridica (Figura 21).
Entretanto, a delecdo em conjunto de OPI13 e PCT1 afetou drasticamente a viruléncia do fungo
(Figura 25 c), possivelmente devido a uma incapacidade de assimilar os nutrientes necessarios
para biossintese de PC ou devido a algum defeito na manutencdo da membrana plasmética

frente aos estresses enfrentados no interior do hospedeiro, considerando a sensibilidade desse
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mutante ao detergente SDS (Figura 19) e termossensibilidade em baixa disponibilidade
nutricional (Figura 18). E importante frisar que os resultados obtidos com G. mellonella ndo

refletem necessariamente em um modelo murino, sendo necessario realizar essa investigacao.

Enquanto os mutantes com delecdo em OPI3 apresentaram diferentes caracteristicas
fenotipicas em relacdo ao a cepa selvagem, os mutantes da via Kennedy de PC, ept1A e pctlA,
demonstraram serem mais semelhantes, apesar de Cn Eptl aparentemente ser uma enzima
bifuncional e também participar da sintese de PE. Estudos com mutantes dessa via apresentam
resultados diversos, como citado anteriormente, Chen et al. (2018) demonstrou em
experimentos com o fungo M. robertsii, que o gene Pct (PCT1) ndo é importante para o
crescimento e morfologia das colonias, para a formacdo de apressério, porém o fungo teve
viruléncia atenuada em modelo de infeccdo larval. JA& em estudos com F. graminearum,
mutantes da via Kennedy apresentaram alteracGes na morfologia de coldnias e producéo de
conidios, entretanto foram t&o virulentos quanto o selvagem em infecgdo de trigo (Wang et al.,
2019). Esses resultados refletem uma heterogeneidade interespecifica, e possivelmente

intraespecifica, do papel dessas vias na fisiologia celular dos fungos.

Apesar de sua semelhanga com o selvagem KN99a, o mutante pct1A é mais sensivel aos
antifngicos da classe dos azdis, diferente do mutante opi3A (Tabela 5). Esse resultado pode
ser fruto de diferentes fatores. Um deles, consiste no fato de que a via Kennedy é responséavel
pela sintese de espécies diferentes de PC, com cadeias de &cidos graxos mais saturadas menores
(DeLong et al., 1999; Gibellini et al., 2010). Boumann e colaboradores (2005) demonstraram,
em S. cerevisiae, os efeitos da delecdo de CHO2/OPI3 nos tamanhos e insaturacdes das
moléculas de PC, PE e triacilglicerdis. Essa alteracdo do perfil lipidico ocorre com a reciclagem
de PC de cadeias longas e insaturadas pela via Kennedy. Esse processo tem o propoésito de
manter a curvatura étima de membrana, tendo em vista que PC com cadeias curtas e saturadas
consegue manter a bicamada de fase lamelar (Figura 5), mesmo com a assimetria de PE devido
as delecbes de CHO2/OPI3. Seguindo essa linha de raciocinio, é possivel que a delecéo de
PCT1 altere a capacidade do fungo de regular a integridade e permeabilidade da membrana
plasmatica, gerando um efeito sinérgico com azdis como o fluconazol, que também afeta a

permeabilidade pela alteracdo da biossintese de ergosterol (Pais et al., 2020).

Outra explicacdo possivel para a sensibilidade aumentada de pctlA aos azdis, esta na
biogénese de vesiculas intracelulares. As enzimas Pctl e Cptl, estdo associadas a proteina de
transporte Secl14p na formacéo de vesiculas intracelulares no complexo golgiense (Henneberry

et al., 2001). Demuyser et al. (2019) comprovou em S. cerevisiae, C. albican se C. glabrata,
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que a inibicdo do transporte vesicular diminui os niveis de ergosterol na membrana plasmatica,
aumentando a sensibilidade ao antifungico fluconazol. Porém, como ndo foi observada
alteracdo no CIM de AmB (Tabela 5), é improvavel que delecdo de PCT1 tenha afetado o
transporte de ergosterol para a membrana plasmatica. Por fim, o papel regulatorio dessas vias

na homeostase de membrana aparentam ser um importante alvo de estudos nos fungos.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Ao longo deste trabalho, foi observado os efeitos da delecdo de duas vias diferentes de
biossintese de PC na patobiologia de C. neoformans. Os resultados indicam que apesar de cada
via compensar a inibicdo da outra pela sintese de PC, elas possuem papéis importantes na
fisiologia do fungo, como a expanséao de capsula polissacaridica e resisténcia aos antifungicos
azoéis. Além disso, a hipoviruléncia do duplo mutante opi3ApctlA em modelo larval é uma
caracteristica emergente da delecdo das duas vias, indicando a importancia de cada uma para a
capacidade de C. neoformans infectar o hospedeiro. Alias, faz-se necessario identificar e
caracterizar uma possivel terceira via de sintese de PC por reacilacdo de GPC, e confirmar se 0

crescimento do duplo mutante em YPD pode ser atribuido a esta via.

E necessario ressaltar que ndo foi possivel realizar a quantificacio dos fosfolipidios totais
e da PC presentes nas membranas dos mutantes. Esses dados serdo importantes para averiguar
a contribuicdo de cada via na sintese de PC, além de observar se a célula do fungo aumenta a
sintese de outros fosfolipidios de forma compensatoria, e confirmar se as alterac6es fenotipicas
observadas sdo consequéncias da reducdo dos niveis de PC na célula ou se essas vias
contribuem para outros processos fisioldgicos.

Outra perspectiva para este trabalho remete ao que Tams e colaboradores (2019)
observaram com o duplo mutante de C. albicans, cho2A/Apem2A/A. Esse mutante ndo €
virulento em camundongos devido a sintese compensatéria de PE pela via Kennedy, assim,
considerando as semelhangas fenotipicas discutidas desse mutante com opi3A de C. neoformans,
faz-se necessario averiguar a capacidade dos mutantes deste estudo de infectar camundongos e
elucidar o papel de cada via para o fungo em um modelo mamifero de infeccdo. Além disso, é
importante avaliar o impacto da inibicdo da sintese de PC na biogénese das vesiculas
extracelulares e seu contetdo, considerando sua importancia na patogenicidade de C.

neoformans.

Também precisa-se realizar analises microscopicas para investigar os possiveis efeitos da
reducdo de PC nas estruturas de organelas membranosas e suas fungdes, como a mitocondria,
além da biogénese de vesiculas intracelulares, vacuolos e corpos lipidicos. Por fim, apesar de
confirmado o papel dessas vias na patogénese de C. neoformans, as enzimas associadas também
estdo presentes em mamiferos, dessa forma, precisa-se conhecer melhor a regulagao dessas vias

e o envolvimento delas em diferentes aspectos fisioldgicos do fungo e sua adaptabilidade ao
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hospedeiro, para assim encontrar o alvo antifingico mais efetivo no tratamento de doencas

fangicas.
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