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Resumo

A criptococose é uma doenca fungica invasiva causada majoritariamente
pelas espécies patogénicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.
Estudos epidemiologicos recentes sugerem que a infeccdo causada por C. gattii
desenvolve mais frequentemente criptococomas pulmonares, enquanto que C.
neoformans estabelece principalmente quadros de meningoencefalite. Embora
ocorra essa associa¢do, 0 mecanismo de disseminacdo dessas espécies ndo estd
completamente elucidado, instigando a utilizacdo de diferentes abordagens na
caracterizacdo da infeccdo. O desenvolvimento de microrganismos
bioluminescentes tem permitido o monitoramento em tempo real da infecgéo em
modelos animais. No presente trabalho, diferentes estratégias foram utilizadas
para a construcdo de linhagens de C. neoformans e de C. gattii expressando o
gene reporter luciferase Renilla, sem sucesso. Paralelamente, em uma segunda
abordagem, bactérias bioluminescentes (BL) foram isoladas de amostras de agua
marinha coletadas nas adjacéncias da zona estuarina do rio Tramandai, com o
objetivo de selecionar o cassete lux (CDABE) para a utilizagdo como gene
reporter. Todos os isolados apresentaram luminescéncia a 28°C, mas, quando
incubados a 37°C, somente o isolado BL6 permaneceu com uma atividade
luminescente consideravelmente reduzida. Portanto as bactérias bioluminescentes
pertencentes aos géneros Vibrio, Photobacterium e Enterovibrio isoladas do rio
Tramandai ndo apresentaram niveis de emissdo de luminescéncia adequados a
temperatura fisiologica humana para a utilizacdo do cassete lux como gene

repdrter para monitoramento de infeccdes in vivo.
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Abstract

Cryptococcosis is an invasive fungal disease caused mainly by
pathogenic species Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii. Recent
epidemiological studies have suggested that infection with C. gattii develops
more frequently pulmonary cryptococcomas, while C. neoformans establishes
mainly neurological damages. Although exists this association, the mechanism of
dissemination of these species is not completely understood, instigating the use
of different approaches for the characterization of the infections. Alternatively,
the development of bioluminescent organisms has allowed the real-time
monitoring of infection in animal models. In this study, different strategies were
used to construct strains of C. neoformans and C. gattii expressing Renilla
luciferase reporter gene without success. In a second approach, bioluminescent
bacteria (BL) were isolated from seawater samples collected in the vicinity of the
river Tramandai estuarine zone, in order to select the lux cassette (CDABE) for
use as a reporter gene. All isolates showed luminescence at 28°C, but when
incubated at 37°C, only the isolate BL6 remained with a considerably reduced
luminescent activity. Thus, bioluminescent bacteria belonging to the genera
Vibrio, Photobacterium and Enterovibrio isolated from Tramandai river estuary
zone presented unsuitable luminescence emission levels at human physiological
temperature, preventing the use of lux cassette as a reporter gene in experiments

to monitoring cryptococcosis infection.
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1. Introducao

Fungos infecciosos estdo entre um amplo grupo de patdgenos microbianos
que emergem concomitantemente devido a pandemia da AIDS, bem como o
aumento no numero de pacientes imunocomprometidos (Byrnes et al., 2011). A
criptococose € uma infeccdo fangica causada por Cryptococcus neoformans e por
Cryptococcus gattii cuja manifestacdo mais comum € a meningite criptococécica
(Park et al., 2009). Aproximadamente um milhdo de casos de criptococose
ocorrem anualmente em todo o mundo, envolvendo principalmente pacientes
infectados com HIV (Mora et al., 2012). A incidéncia de pacientes
imunocompetentes com meningite criptococdcica também esta aumentando no
Noroeste da América na Costa do Pacifico, sendo C. gattii a espécie responsavel
por estes casos (Sabiiti & May, 2012). Para entender a patogénese da infeccéo
invasiva causada por estas duas espécies € fundamental conhecer o processo de
disseminacdo do patégeno em seu hospedeiro (Eisenman et al., 2007). Estudos
epidemioldgicos recentes sugerem que em pacientes infectados com C. gattii, a
doenca ocorre principalmente no pulméo, enquanto aqueles infectados com C.
neoformans desenvolvem meningoencefalite, porém as diferencas no mecanismo
de disseminacdo entre estas duas espécies ndo estdo totalmente elucidadas
(Ngamskulrungroj et al., 2012). Dentre as metodologias utilizadas para a
determinacdo das vias de disseminacdo de microrganismos patogénicos em seus

hospedeiros, destaca-se a imagem bioluminescente (BLI) (Brock, 2011).
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Bioluminescéncia € um processo de emissdo de luz visivel como consequéncia de
uma reacdo enzimatica. Esta reacdo é catalisada por luciferases que séo
encontradas principalmente em organismos marinhos. Assim a expressdo de
luciferase em microrganismos patogénicos, associada a um substrato, permite
localizar o patégeno no hospedeiro devido a emissdo de fétons de luz (Hutchens
& Luker, 2007). O presente trabalho tem como objetivo construir linhagens
bioluminescentes de C. neoformans e C. gattii visando compreender o0s

mecanismos de disseminacao destas leveduras no hospedeiro.

1.1 Cryptococcus spp.: caracteristicas gerais

Mais de 50 espécies pertencentes ao género Cryptococcus estdo
distribuidas na natureza. Cryptococcus spp. podem ser isoladas de varias fontes
ambientais como solo, ar, 4&gua, animais e excretas de pombos
(Khawcharoenporn et al., 2007). Dentre as espécies incluidas no género, poucas
sdo consideradas patogénicas, e estas apresentam diferentes caracteristicas que
conferem viruléncia (Petter et al., 2001). As espécies que causam doenca em
humanos e animais sdo C. neoformans e C. gattii (Casadevall & Perfect, 1998),
embora a incidéncia de infeccbes causadas por outras espécies como
Cryptococcus laurentii e Cryptococcus albidus tém aumentado recentemente
(Burnik et al., 2007). C. neoformans foi isolado pela primeira vez em 1894 do
suco de frutas pelo cientista italiano Francesco Sanfelice (Knoke et al., 1994). O

primeiro caso de criptococose humana foi descrito pelo cientista alemé&o Busse,
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que em 1895 isolou uma levedura encapsulada de um paciente que apresentava
uma micose desconhecida (Heitman et al., 2010). In 1905, Von Hansemann
reportou o primeiro caso de meningite criptocococica (Revisado por Negroni,
2012).

A criptococose é uma doenca resultante da inalacdo de propagulos
infecciosos do ambiente. O fungo pode estabelecer uma infeccdo pulmonar e se
disseminar para o sistema nervoso central. A infeccdo no sistema nervoso central
representa a forma mais grave da criptococose. A meningite criptococdcica €é
considerada a terceira complicacdo neurolégica mais frequente em pacientes com
AIDS. Atualmente, o aumento no numero de casos de criptococose € paralelo a
epidemia global de HIV/AIDS (Revisado por Sabiiti & May, 2012).

C. neoformans e C. gattii sdo leveduras encapsuladas classificadas em
quatro sorotipos (A, B, C e D), de acordo com as caracteristicas antigénicas da
capsula polissacaridica. Os sorotipos A e D correspondem a C. neoformans var.
grubii e C. neoformans var. neoformans, respectivamente. Ja os sorotipos B e C
correspondem a C. gattii (anteriormente descrito como C. neoformans var. gattii)
(Springer et al., 2010; Franzot et al., 1999). As variedades sao divididas em tipos
moleculares: VNI, VNIl e VNB correspondem a C. neoformans var. grubii;
VNIV corresponde a C. neoformans var. neoformans, VNIII (sorotipo hibrido
AD); e VGI, VGII, VGIIl e VGIV sdo correspondentes a C. gattii
(Ngamskulrungroj et al., 2009). O sorotipo A de C. neoformans var. grubii é

distribuido mundialmente e é responsavel por 95% dos casos de criptococose. O
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sorotipo hibrido AD é geograficamente restrito ao sul da Africa (Litvintseva et
al., 2006).

Os sorotipos B e C de C. gattii sdo endémicos de regides tropicais e
subtropicais, e responsaveis por 70% a 80% dos casos de criptococose em
hospedeiros imunocompetentes na Australia, Nova Guiné e América do Sul, no
entanto em 1999 C. gattii causou um surto de criptococose na llha de Vancouver,
Canada, regido de clima temperado (Casadevall & Perfect, 1998). Um estudo
preliminar dos aspectos clinicos do surto de criptococose na ilha de Vancouver
revelou 38 casos de pacientes com criptococose infectados por C. gattii, sendo o
diagnostico destes pacientes realizado entre janeiro de 1999 e dezembro de 2001
(Hoang et al., 2004). Este numero foi maior do que o nimero de casos de
pacientes infectados por C. gattii na Australia, onde C. gattii € endémico. O surto
na ilha de VVancouver enfatiza a importancia de estudar o patdgeno C. gattii, visto
que a maioria das informacdes na literatura é restrita a C. neoformans. A
linhagem R265 de C. gattii hipervirulenta foi isolada na ilha de Vancouver e
atualmente é alvo de varios estudos (Kidd et al., 2004).

Como saprofitos, isolados clinicos de C. neoformans estdo presentes no
ambiente, principalmente no solo e associados a excretas de pombos (Lin, 2009).
Diferentemente, linhagens de C. gattii s&o comumente encontrados em eucaliptos
ou em outras espécies de arvores (Lin, 2009).

Particulas no ar sdo responsaveis por disseminar diversas infeccbes

respiratérias em humanos. Assim como outras infecgdes fangicas, a criptococose
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é iniciada principalmente pela deposicdo de esporos ou células nos alvéolos
pulmonares (Casadevall & Perfect, 1998). C. neoformans € isolado tanto de
pacientes quanto do ambiente na forma leveduriforme. No entanto esse
microrganismo pode sofrer uma transicdo dimorfica estabelecendo o
desenvolvimento de hifas por duas rotas de diferenciacdo distintas: mating e a
frutificacdo monocariotica. O ciclo sexual de C. neoformans ocorre a partir da
fusdo de células haploides de mating types opostos, a e a (MATa e MATa) para a
producdo de filamentos dicaridticos (Idnurm et al., 2005). Estes passam por
meiose, levando a producdo de basididsporos. As duas variedades de C.
neoformans possuem diferencas no mating. Estudos epidemiologicos das
linhagens de C. neoformans var. neoformans mostraram que isolados clinicos séo
usualmente mating o (96%), sendo mais virulento quando comparadas as
linhagens de mating a (Kwon-Chung et al., 1992). Em C. neoformans var. grubii,
a maioria dos isolados também apresentam mating o (Nielsen et al., 2003).
Linhagens de C. neoformans var. neoformans podem se diferenciar e apresentar
frutificacdo monocaridtica. Durante o processo de frutificacdo monocariotica
celulas do mesmo mating a sofrem diploidizagdo em resposta a limitagao de
nutrientes (Figura 1) (Lin et al., 2005). Embora a frutificagdo e o mating
possuam fatores morfolégicos similares, as hifas que sdo produzidas durante a
frutificacdo sdo monucleadas e ndo sdo conectadas, ja as células produzidas
durante o mating contém dois nucleos e sdo conectadas por uma ramificacao

curta (Wickes et al., 1996).
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Figura 1. Ciclo celular de Cyptococcus neoformans. Esporos resultantes do mating entre
as células de mating opostos (MATa ou MATa) e da formacdo dicaridtica de células MATa
para estabelecer células monocaridticas. Em ambos os casos, o desenvolvimento sexual
da filamenta¢do monocariética ou dicaridtica resultam na meiose e na esporulacdo. Os
esporos germinados se dividem por brotamento para produzir células haploides

leveduriformes. Figura adaptada de Kronstad et al., 2012.

20



1.2 Viruléncia

A adaptacdo de microrganismos a um determinado ambiente esta associada
a determinantes que possibilitem sua sobrevivéncia em nichos ecoldgicos
especificos (Zaragoza et al., 2009). Estes determinantes sdo os fatores de
viruléncia que propiciam ao microrganismo transpor as defesas do hospedeiro
infectado (Casadevall & Perfect, 1998). Os principais fatores de viruléncia em C.
neoformans/C. gattii sdo a presenca de uma capsula polissacaridica, a sintese de
melanina, a habilidade de desenvolvimento a 37°C e a presenca de enzimas

degradativas (Kozel et al., 1995).

Figura 2. Fatores de viruléncia em C. neoformans e C. gattii. (A) Células de C. neoformans
coradas com tinta da india evidenciando a presenca da capsula polissacaridica. (B) Colénia de
C. gattii ndo melanizada e melanizada em meio contendo L-DOPA apds 7 dias de incubacao.

Figura adaptada de Ma & May, 2009.

Cépsula polissacaridica

C. neoformans e C. gattii produzem uma complexa capsula polissacaridica
composta de glicuroxilomanana (GXM), galactoximanana (galXM) e

manoproteinas (Zaragoza et al. 2009). A capsula polissacaridica é o principal
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fator de viruléncia de C. neoformans (Figura 2A) (Mcclelland et al., 2006).
Mutantes acapsulares de C. neoformans sdo avirulentos em modelos murinos de
infeccdo experimental (Zaragoza et al., 2009). A sintese da capsula € induzida
por soro, limitacdo de ferro e niveis fisiologicos de CO,, podendo a cépsula ser
visualizada através da coloracdo com tinta da China. No ambiente, a capsula tem
um importante papel de protecdo do microrganismo contra condic¢des de estresse,
como a desidratacdo (Zaragoza et al., 2009). In vivo, o tamanho da capsula é
influenciado pelo érgéo e pelo periodo da infeccdo, sendo maior nos pulmdes e
na fase aguda da doenca (Clancy et al., 2006). A capsula tem um papel
importante na interacdo de Cryptococcus com o hospedeiro, pois com suas
propriedades imunomodulatdrias promove a evasdo imune e sobrevivéncia do
patogeno dentro do hospedeiro (Vecchiarelli, 2000).
Melanina

A melanina é um pigmento de coloragéo preta ou marrom, hidrofébica com
carga negativa e possui um alto peso molecular produzido pela polimerizacao
oxidativa de compostos fenolicos (Figura 2B) (Casadevall et al., 2000). A sintese
de melanina é catalisada pela enzima lacase e requer a presenca de substrato
exogeno. O tipo de pigmento sintetizado varia de acordo com a estrutura quimica
do substrato adicionado ao meio (Casadevall et al., 2000). Estudos in vitro
demonstraram que a lacase pode proteger o fungo da atividade oxidativa dos
macrdfagos alveolares, contribuindo para viruléncia independente de seu papel

na catalisagdo da polimerizacdo da melanina (Emery et al., 1994). No ambiente a
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melanizacdo ¢ um mecanismo de protecdo contra amebas (Steenbergen et al.,
2001), altas temperaturas e contra a radiacao ultravioleta (Casadevall & Perfect,
1998).

Desenvolvimento a 37 °C

A habilidade de desenvolvimento a temperatura fisiologica é essencial para
que ocorra a proliferacdo e manutencdo da infeccdo por C. neoformans e C.
gattii. Desenvolvimento a 37 °C esta associado com a transi¢cdo da forma micelial
para leveduriforme, que ocorre em fungos dimoérficos como Histoplasma
capsulatum e Blastomyces dermatidis (Kraus et al., 2004). Dentre o complexo de
espécies Cryptococcus, somente C. neoformans e C. gattii sdo capazes de
estabelecer desenvolvimento normal acima de 30 °C (Perfect et al., 2006).
Enzimas degradativas

C. neoformans produz enzimas degradativas, como fosfolipases, proteinases
e ureases. Estudos recentes demonstraram que estas enzimas degradam
membranas comprometendo a integridade intracelular e intercelular do
hospedeiro facilitando a disseminacdo do patdgeno até o cérebro (Revisado por
Sabiiti & May, 2012).

As proteinases produzidas por C. neoformans degradam as seguintes
proteinas do hospedeiro: colageno, elastina, fibrinogénio e imunoglobulinas
(Chen et al., 1996). Alguns estudos sugerem gue as proteinases e fosfolipases séo
produzidas durante a replicacdo de C. neoformans no interior de macréfagos,

provendo nutrientes ao patdgeno e causando danos ao sistema de defesa do
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hospedeiro (Chen et al., 1996; Tucker & Casadevall, 2002). Assim como as
proteinases, as fosfolipases atuam como enzimas degradativas, sendo capazes de
hidrolisar um ou mais ésteres ligados a glicerofosfolipideos (Wright et al., 2004).
A acgéo de fosfoslipases pode resultar na desestabilizacdo de membranas e lise
celular promovendo a infeccdo no pulméo e a disseminacdo das leveduras no
sangue (Ghannoum et al., 2000; Santangelo et al., 2004). A enzima urease
catalisa a hidrolise de ureia a aménia e carbamato e é considerado um importante

fator de viruléncia em C. neoformans (Steenbergen et al., 2003).

1.3 Mecanismos de disseminacéao

A criptococose pode potencialmente ocorrer em qualquer parte do corpo
humano como pele, figado, bago, prostata, trato urinario, porém os 6rgdos mais
afetados sdo os pulmdes e o cérebro (Liu et al., 2009). Os mecanismos de
disseminacdo envolvem varias etapas. Acredita-se que o fungo estabelece a
infeccdo no pulméo a partir da inalagdo de esporos ou leveduras dissecadas do
ambiente. A colonizacdo no hospedeiro pode resultar em nenhuma doenca, onde
o fungo é eliminado pela resposta imune do hospedeiro; uma infeccédo
assintomatica, na qual o fungo entra em estado de laténcia e s6 é reativado
quando o sistema imune do hospedeiro torna-se comprometido; em doenga
pulmonar, caracterizada por ndédulos pulmonares e inflamacéo dos pulmdes (Wu

et al., 2009; Kischi et al., 2006); ou ainda uma disseminacao que pode ocorrer
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potencialmente em todos os o6rgdos causando uma infec¢do sistémica, e

disseminacdo para o sistema nervoso central (Lin et al., 2006).

Celulas

3 Deposicdo nos
Leveduriformes/Esporos

alvéolos

Inalagio

Disseminacdo
para o Sistema
Nervoso Central

Eucaliptos Excretas de
pombos

Figura 3. Ciclo da infecgdo de Cryptococcus. A infeccdo em humanos é estabelecida através
da inalacdo de esporos ou leveduras dissecadas de fontes ambientais. Em hospedeiros
imunocomprometidos, o fungo pode permanecer na forma dormente ou na forma latente e se
disseminar para o sistema nervoso central. Adaptacdo da imagem disponivel em

http://www.bmolchem.wisc.edu/research.html.

C. neoformans tem a propensao de se disseminar para o sistema nervoso
central, ultrapassando a barreira hematoencefalica (BHE), e causar o quadro mais
grave da doenca, a meningoencefalite (Chen et al., 2003). A BHE é uma barreira
entre a circulagdo sanguinea e o parénquima cerebral e € composta
principalmente por células microvasculares endoteliais especializadas (Correale
et al., 2009). E responsavel por manter a homeostase bioquimica do sistema
nervoso central (SNC) (Rubin & Staddon, 1999). Recentes estudos tém sugerido
diversos mecanismos utilizados por Cryptococcus para atravessar a BHE.

Cryptococcus pode atravessar a BHE e entrar no SNC atraves da penetracéo
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transcelular, entrada paracelular e transmigracdo por células imunes (modelo

cavalo de troia) (Figura 4) (Revisado por Sabiit and May, 2012).
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Figura 4. Modelo da disseminacdo de Cryptococcus neoformans do ambiente ao cérebro
humano. Esporos ou leveduras dissecadas colonizam o espaco alveolar no pulmao a partir
da inalacdo e podem permanecer na forma latente envolvido por granuloma ou se
disseminar para o sistema nervoso central atravessando a BHE via paracelular (A),

transcelular (B) ou por células fagociticas (C). Figura adaptada de Sabiit and May, 2012.

A via transcelular permite o patdgeno atravessar a BHE por trancitose, a
partir de células endoteliais microvasculares do cérebro, aproveitando o processo
celular endocitico sem a disrupcdo das juncdes (Charlier et al., 2005; Chang et
al., 2011). No modelo paracelular a levedura ultrapassa a barreira por espagos
intercelulares, denominado  juncdes, causando danos na barreira
hematoencefalica. Estudos sugerem que mudancgas na estrutura e no tamanho da
capsula sdo responsaveis pelo dano no endotélio (Kim et al., 2008). Chen et al.,
2003 demonstraram que C. neoformans se liga ao endotélio microvascular

provocando alteracdes nas juncdes, ultrapassando a BHE.

26



Cryptococcus € um patdgeno facultativo intracelular que pode sobreviver e
se replicar dentro de macrofagos evitando o ambiente hostil do hospedeiro
(Feldmesser et al., 2000). No modelo cavalo de troia a disseminacéo é facilitada
pela interacdo entre a levedura e a célula fagocitica (Kronstad et al., 2011).
Cryptococcus € engolfado por macréfagos no estagio inicial da infeccéo, e estas
células levam o patdgeno até o sistema nervoso central. O escape do patdgeno
pode ocorrer por lise ou expulsdo mantendo a viabilidade das células. O processo
de expulsdo pode também resultar em movimento célula a célula, onde as células

das leveduras passam entre macrofagos adjacentes (Shea et al., 2006).

1.4 Meningoencefalite criptococécica (MC)

Meningite é a manifestacdo mais frequente e severa da criptococose. A
infeccdo no espaco subaracndideo é acompanhada pelo envolvimento do
parénquima cerebral, assim o termo meningoencefalite pode ser o mais
apropriado (Bicanic & Harrison, 2005). Meningoencefalite criptococécica (MC)
tipicamente afeta grupos de alto risco como pacientes com HIV/AIDS (30 -
100% de mortalidade) ou recipientes de 6rgaos transplantados, mas também afeta
individuos imunocompetentes (Park et al.,, 2009). Os principais sintomas
apresentados pela doenca sdo dor de cabeca, febre, mal-estar, estado mental
alterado e sintomas menos frequentes como déficit neuroldgico e niveis de

consciéncia diminuida (Bicanic & Harrison, 2005). Patologicamente vitimas com

27



MC sem HIV apresentam mais inflamac¢des no tecido do cerebro. Vitimas com
MC associada a HIV analisadas apés a morte apresentaram alto nimero de
ceélulas de C. neoformans na &rea aracnoide e este nimero foi associado com o
aumento da pressao intracraniana, o que sugere a acumulacdo de C. neoformans
na obstrucéo aracnoide (Lee et al., 1996).

C. neoformans € responsavel por 99% dos casos de MC e é a principal
causa de doenca em pessoas imunocomprometidas, enquanto C. gattii é
responsavel por 1% dos casos infectando principalmente pessoas
imunocompetentes. Embora as complicacBes subjacentes e a evolucdo clinica
sejam diferentes, a forma e a gravidade da doenca ndo variam entre os dois
agentes etioldgicos (Mora et al., 2012; Steele et al., 2010).

OrientagOes para o tratamento foram elaboradas de acordo com a gravidade
da doenca do paciente ou a presenca de outras patologias subjacentes, tais como
HIV ou recipiente de orgdo transplantado. Por exemplo, para pacientes
infectados com HIV é indicado anfotericina B desoxicolato (0,7-1,0 mg/kg) e
flucitosina (100 mg/kg) durante 4 dias, seguido de 2 semanas de fluconazol de (6
mg/kg). O antiflngico corrente mais eficaz é a anfotericina, que é tdxico e requer
sofisticados procedimentos de administracdo que ndo sdo facilmente acessiveis
em locais com poucos recursos onde a MC € mais prevalente (Perfect et al.,

2010).
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1.5 Metodologias utilizadas para avalia¢ao da disseminacao de

microrganismos

1.5.1 Contagem de CFU de 0rgéaos isolados

Técnicas de pesquisas microbioldgicas muitas vezes dependem da precisao
do resultado de contagem de unidades formadoras de colbnias (CFU).
Rotineiramente quando o0 ensaio tem o intuito de avaliar a disseminacdo do
patdgeno no hospedeiro, os 6rgdos sdo macerados separadamente, e diluicdes
seriadas do macerado séo plaqueadas em triplicata. Ap6s a incubacdo apropriada
para 0 microrganismo de escolha, o numero de CFU é determinado (Brugger et
al., 2012). Embora esta técnica permita avaliar a progressdo da doenga em
modelos experimentais, ela também possui algumas limitacGes, como uma
analise da infeccdo somente em tempos especificos e em 6rgdos especificos. E
impossivel distinguir os acontecimentos entre dois intervalos de tempos
determinados ou se a infec¢do progrediu para algum 6rgdo ndo analisado. Outra
limitacdo € a dindmica da infeccdo que ndo pode ser seguida no mesmo grupo de
animais, pois os dados de cada tempo sdo obtidos utilizando animais diferentes

(Andreu et al., 2010).
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1.5.2 Métodos Opticos para deteccdo da imagem in vivo

No campo da imagem Optica, a imagem biofotbnica € uma técnica
altamente sensivel, ndo toxica e ndo invasiva. E baseada na deteccdo da luz
visivel que surge a partir da excitacdo de uma proteina fluorescente ou da reacdo
de oxidacdo -catalisada por uma enzima luciferase (fendbmeno chamado
bioluminescéncia). Embora a luz emitida seja fraca, ela é detectada externamente
por detectores de fotons sensiveis que sdo cameras dispositivas de carga
acoplada. Conforme a luz passa através de varios tipos de tecidos (incluindo pele,
musculo e 0ssos) € possivel observar e quantificar a distribuicdo espacial e
temporal da producdo de luz a partir de animais vivos (Zacharakis et al., 2005;
Hoffman & Yang, 2006).

Tecnologias de imagem molecular tém muitas aplicagdes, como o estudo de
doencas infecciosas, oncologia, toxicologia e expressdo génica (Zhang et al.,
2001). Combinando sistemas repdrteres com cameras de carga acoplada (CCD)
que detectam a luz transmitida através do tecido animal é possivel monitorar
diversos processos bioldgicos in vivo (Contag & Bachmann, 2002). Duas classes
de repodrteres Opticos sdo amplamente utilizadas, os bioluminescentes e

fluorescentes (Mason, 1999).
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1.5.2.1 Imagem fluorescente

Repdrteres fluorescentes ndo requerem a presenca de um substrato, mas
necessitam de uma excitacdo de luz externa. Incluem proteinas como a proteina
fluorescente verde (GFP), DsRed, mCherry, proteina fluorescente amarela
(YFP), dentre outras (Blader, 2001). Muitas proteinas fluorescentes tém
aplicagdes nas metodologias de citometria, microscopia, e também no
monitoramento da distribuicdo de drogas, moléculas ou anticorpos (Rice et al.,
2001). Os sinais de fluorescéncia sdo mais brilhantes do que o0s sinais
bioluminescentes, porém a taxa de background é mais forte na fluorescéncia
devido os altos niveis de autofluorescéncia dos tecidos. A sensibilidade da
deteccdo de proteinas fluorescentes € menor, com isso € necessario um maior

namero de células para uma andlise por imagem (Troy et al., 2004).

1.5.2.2 Imagem bioluminescente

Imagem bioluminescente (BLI) é uma técnica ndo invasiva que pode ser
utilizada para monitorar microrganismos em animais vivos. A bioluminescéncia
¢ a emissdo de luz fria e visivel por organismos vivos, € um fenémeno natural
que ocorre em muitas espécies, mas ndo em mamiferos (Rice et al., 2001). A
enzima que catalisa a oxidacdo do substrato luciferina emitindo luz € a luciferase
(Greer & Szalay, 2002). Luciferina e luciferase sdo denominacdes genéricas, pois
existem cinco sistemas luciferase - luciferina caracterizados (Andreu et al.,

2011).
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A aquisicdo de imagens bioluminescentes requerem células ou tecidos que
expressem um cassete contendo um gene reporter bioluminescente regulado por
um promotor constitutivo selecionado. Para conferir um fenotipo
bioluminescente no microrganismo é necessario que 0s genes repdrteres sejam
expressos de forma estavel e suficiente. Quando estas células séo injetadas no
camundongo a disseminacdo pode ser visualizada pela intensidade da luz
emitida. Para inducédo da producéo da luz é necessario a presenca de um substrato
(Sato et al., 2004). A observacéo e a quantificacdo da producéo de luz revelam a
distribuicdo espacial e temporal de processos biolégicos em animais vivos

(Figura 5) (Contag & Bachmann, 2002).
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Figura 5. Representacdo esquematica da aquisi¢cao de imagem bioluminescente para o
monitoramento de células in vivo e ex vivo. Ap0s a injecdo do substrato é produzida a luz
de células marcadas com a luciferase e esta luz é detectada na camera de carga acoplada. Os

fétons captados geram a imagem. Figura adaptada de Prescher & Contag, 2010.
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Esta técnica pode reduzir o numero de animais requerido para o
experimento, porque multiplos ensaios podem ser realizados com o0 mesmo
animal, diminuindo também os efeitos da variacdo bioldgica. Outra vantagem da
utilizacdo de luciferases como indicadores Opticos em células de mamiferos e
tecidos é o baixo background, devido a auséncia de luz enddgena das células
mamiferas (Contag et al., 1998).

A sensibilidade da deteccdo de fontes de luz interna depende de varios
fatores, incluindo o nivel de expressdo da luciferase, a profundidade que as
células marcadas estdo localizadas e a sensibilidade do sistema de deteccéo
(Hollingshead et al., 2004). Avancos importantes na tecnologia do detector tém
colaborado para uma melhor qualidade da imagem e uma maior sensibilidade.
Fotons sdo detectados pelo dispositivo especializado de carga acoplado (CCD)
que converte fétons em elétrons gerando a imagem BLI (Oshiro, 1998). Varios
sistemas bioluminescentes sdo identificados na natureza (Tabela 1), cada um
requer um substrato especifico para uma determinada enzima. As luciferases
mais utilizadas como gene reporter sdo Firefly (Photinus pyralis; FLuc), Renilla
(sea pansy; RLuc), Click beetle (Pyrophorus plagiophthalamus) e de vaérias

espécies bacterianas (Vibrio fisheri, Vibrio harveyi) (Hastings et al., 1996).
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Tabela 1. Luciferases utilizadas como gene repdrter. Adaptada de Prescher & Contag,
2010.

Pico Tamanho
Luciferase Substrato emissao aproximado Comentarios
nm KDa
Firefly (Fluc) Norte %_(S 612 61 Requer ATP
Americano Y ¢
Besouro vermelho “‘(@5 “j\of > 611 61 Requer ATP
Besouro verde o 544 61 Requer ATP
D- luciferina
Renilla reniformis o WIQ-OH 480 36 Pode ser usada em
(Rluc nativo) 8! ambientes
| ] extracelulares
Renilla reniformis Q/[N 535 36 Enzima mutante com
(Rluc8.6-535) o emiss&o de luz
vermelha
. Coelenterazina 480 20 Enzima naturalmente
Gaussea princeps secretada
(Gluc)
490 A: 42 Operon lux (CDABE)
Lux AB FMNH2 + B: 37 bacteriano codifica
longa cadeia de todos componentes
aldeido necessarios para
paraemissao de luz

A luciferase Firefly foi purificada e caracterizada em 1978 (Wilson et al.,
1998). Trés anos depois foi utilizada como gene repoOrter em células de
mamiferos, e tornou-se uma Otima ferramenta para estudo da regulacéo génica in
vivo. Luciferase Firefly produz fétons de luz numa reacdo que requer ATP,
magneésio e o substrato luciferina. A emissdo de luz da reacdo catalisada pela
luciferase Firefly tem o comprimento que abrange uma faixa de 550 nm a 572
nm (DelLuca et al., 1978). Em P. pyralis a luciferase Firefly esta localizada nos
peroxissomos de células especializadas chamada fotocitos na parte posterior do
abddmen (Revisado por Brock et al., 2011).

A luciferase Firefly é amplamente utilizada como reporter genético em

varios tipos celulares. Mwakingwe et al., 2009 construiram linhagens do parasita
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Plasmodium yoelii expressando a luciferase Firefly para o monitoramento de
estagios do parasita no figado de camundongos. Recentemente construiram
linhagens de Mycobacterium tuberculosis expressando a luciferase Firefly com o
objetivo de monitorar a eficacia do tratamento da tuberculose com antibidtico em
camundongos (Andreu et al., 2013).

A Luciferase Renilla € uma enzima que catalisa a reacdo quimica que é
responsavel pela bioluminescéncia verde da Renilla reniformis, um coral mole
também conhecido como sea pansy e membro da classe antazoa. In vitro, a
enzima catalisa a reacdo de descarboxilagéo oxidativa do substrato coelenterazina
na presenca de O, resultando na emissdo de luz azul (com méaxima emissédo de
480nm) e a formacao de oxiluciferina e CO,, como produtos da reacdo (Revisado
por Bhaumik et al., 2002). A bioluminescéncia in vivo resulta da transferéncia de
energia oxiluciferina para proteina fluorescente verde que entdo emite luz verde
com uma emissdo maxima de 509 nm (Ward et al., 1979). A enzima é uma
cadeia de polipeptidios de 35 KDa na forma ativa (Matthews et al., 1977) e é
imediatamente ativa ap06s a traducdo sem o requerimento de modificacdes pos
traducionais. Leoning et al., 2007 realizaram estudos cristalograficos da
luciferase Renilla com uma resolucdo de 1.4 A e reportaram que a enzima
demonstra uma classica B-hidrolase enovelada. O cDNA da enzima luciferase
Renilla foi clonado pela primeira vez por Lorenz et al., 1991 que determinaram
que a proteina contém 311 residuos de aminoacidos. Subsequentemente, o

mesmo grupo demonstrou a expressdo da enzima em células de mamiferos
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transfectadas e sugeriu seu potencial uso como marcador para expressao de genes
em mamiferos (Lorenz et al., 1996). A luciferase Renilla recombinante expressa
em celulas de mamiferos mostrou ser idéntica a proteina nativa em termos de
massa molecular e reatividade imunoldgica (Lorenz et al., 1996). A enzima foi
subsequentemente desenvolvida para ser utilizada como gene repérter em
sistemas de cultura de células de mamiferos (Sherf et al., 1996). Luciferase
Renilla foi utilizada como repdrter bioluminescente em Candida albicans
(Srikantha et al., 1996). A enzima luciferase Renilla ndo requer cofatores gerados
pela célula hospedeira como ATP, requer somente a presenca de O,. A maior
limitacdo encontrada na aplicacdo da luciferase Renilla é o substrato utilizado por
esta enzima, a coelenterazina. Este substrato tem dificuldades de penetrar na
célula eficientemente, dificultando a visualizacdo da imagem intracelular in vivo

(Pichler et al., 2004).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Construir linhagens bioluminescentes de C. neoformans e C. gattii visando
compreender 0s mecanismos de disseminacdo destas leveduras no hospedeiro

murino.

2.2 Objetivos especificos

Construir linhagens de C. neoformans e C. gattii expressando a ORF que

codifica para luciferase Renilla.

. Avaliar a atividade bioluminescente das linhagens C. neoformans e C.
gattii recombinantes para utilizacgdo no monitoramento in vivo da
criptococose em modelo experimental.

. Isolar e identificar bactérias bioluminescentes de ambientes marinhos na
regido Sul do Brasil.

. Quantificar a emissdo de luminescéncia dos isolados e avaliar a
estabilidade da luminescéncia em diferentes temperaturas.

. Selecionar bactérias luminescentes marinhas que possuam luciferases

com potencial para serem utilizadas como gene reporter.

A apresentacao desta dissertacdo foi organizada em dois capitulos:
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Capitulo 1:

Expressao da luciferase Renilla nas linhagens H99

de C. neoformans e R265 de C. gattii.

Capitulo 2:

Isolamento e caracterizacao de bactérias bioluminescentes
do ambiente natural marinho de Tramandai,

Rio Grande do Sul, Brasil.

3. Capitulo 1:

Expressdo da luciferase Renilla nas linhagens H99 de C.

neoformans e R265 de C. gattii.

O estudo de processos patogénicos e frequentemente limitado a ensaios ex-

vivos correlacionados com culturas celulares (Fradin et al., 2003). O
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monitoramento em tempo real de infecgbes microbianas tornou-se parte
integrante do estudo de interagdes entre patdgeno e hospedeiro. Recentemente
essa abordagem foi aplicada no monitoramento de infecgdes fangicas (Gow et
al., 2012). A primeira tentativa de clonagem do gene reporter luciferase em
leveduras foi realizada em 1988. Tatsumi et al., 1988 construiram um cassete
utilizando a luciferase Firefly e inseriram na levedura Saccharomyces cerevisiae.
O cDNA nativo foi clonado sob controle do promotor alcool desidrogenase sendo
o rendimento maximo obtido de luciferase na cultura de 10ng/ml. Essa
quantidade foi considerada baixa para ser utilizada como repérter in vivo (Vieites
etal., 1994).

A maior limitagdo do ensaio in vivo € a distribuicdo do substrato nas
células. A luciferase Firefly possui um dominio C-terminal com 12 aminoéacidos,
e um peptideo sinal que direciona a proteina ao peroxissomos. A localizacéo da
luciferase nos peroxissomos poderia impedir o contato do substrato com a
enzima, gerando a baixa emissédo de luz. Assim, a remoc¢édo do peptideo sinal foi
realizada e a emisséo de luz aumentou significativamente (McNabb et al., 2005;
V"alimaa et al., 2008).

Similar ao ocorrido em S. cerevisiae, a primeira clonagem da luciferase
Firefly em Candida albicans nédo teve sucesso (Srikantha et al., 1995). Com a
expressdo da Firefly regulada pelo promotor WH11, a bioluminescéncia nao foi
detectada. Este resultado negativo foi atribuido a presenca de varios residuos de

leucinas codificadas pelo codon CUG, que é traduzido em serina em C. albicans
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gerando uma proteina ndo funcional (Srikantha et al., 1996; Soll et al., 1998).
Com o intuito de gerar um sistema reporter bioluminescente adequado para
estudar a expressdo génica em C. albicans, a luciferase Renilla foi utilizada
(Srikantha et al., 1996).

Doyle et al., 2006 utilizaram a luciferase Firefly regulada pelo promotor
ENOI de C. albicans para o monitoramento de infeccGes fungicas. O fator
limitante foi a pouca permeabilidade do substrato nas hifas, sendo considerada
uma desvantagem na utilizacdo desse sistema reporter em C. albicans, pois a
formacédo de pseudohifas contribui para a viruléncia de C. albicans (Biswas et
al., 2007). Devido as limitacdes de estudar a infeccdo fungica sistémica de C.
albicans utilizando a luciferase Firefly, Enjalbert et al., 2009 investigaram as
possibilidades de utilizar a luciferase Gaussia princeps (Gluc) para o
monitoramento da infeccdo de C. albicans, pois Gluc é naturalmente secretada.
Para evitar a distribuicdo sisttmica de Gluc, a ORF que codifica para luciferase
Gaussia foi fusionada na sequéncia codificadora da proteina PGA59, uma
proteina requerida para integridade da parede celular, resultando no ancoramento
desta proteina a parede celular. A expressao da luciferase correspondente a fusdo
PGA59gLUC foi localizada na superficie celular de C. albicans, permitindo a
deteccdo da luciferase em células intactas. Células de C. albicans que produziram
Gluc ancorada a parede celular foram comparadas a células de C. albicans
expressando a luciferase Renilla (Rluc). A intensidade da luminescéncia foi mais

alta no sistema Gluc. Este sistema foi Util para estudar a progressdo da doenca
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cutanea, subcutanea e a infeccdo vaginal. Na infeccdo cutanea o substrato foi
adicionado diretamente na pele infectada e na infec¢do vaginal o substrato foi
adicionado no lumen vaginal. Utilizando este método, a coelenterazina alcangou
0 local da infeccdo em quantidades suficientes, podendo ser realizada a
correlagdo da luminosidade com a carga fungica. Quando o sistema Gluc
ancorado a parede celular foi utilizado para estudar a progressdo de infeccBes
sistémicas, nenhum resultado satisfatério foi obtido. Varios fatores sdo apontados
por impedir o monitoramento de infeccdes sistémicas. O maior problema
discutido pelos autores é a distribuicdo limitada de coelenterazina apds a injecéo
intraperitoneal (Claes et al., 2009).

Linhagens bioluminescentes de Aspergillus fumigatus foram construidas a
partir da expressao do gene luciferase Firefly regulada pelo promotor constitutivo
GPDA de A. fumigatus (Brock et al., 2008). Com estas linhagens foi possivel
realizar o monitoramento da eficacia de diferentes antifungicos in vitro. Alem
disso, foi possivel visualizar a imagem no estagio inicial da infeccdo pulmonar
utilizando o substrato luciferina, sendo injetado por via intraperitoneal, porém
durante os estagios posteriores da infeccdo, o sinal de luz obtido diminuiu. Varias
explicacdes foram discutidas para essa diminuicdo da luminescéncia nos estagios
finais da aspergilose invasiva, como a diminuicdo do substrato luciferina nos
pulmdes infectados devido a pouca disponibilidade de oxigénio necessaria para
atividade da luciferase Firefly. Esta falta de oxigénio € resultante do estresse

clinico gerado pela injecdo do substrato. E necessario ainda encontrar uma
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luciferase reporter adequada a fim de permitir a imagem de infec¢cdes fungicas
invasivas (Christophe et al., 2010).

Portanto, neste trabalho objetivamos expressar a luciferase Renilla nas
linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii visando compreender 0s

mecanismos de disseminacdo destas leveduras no hospedeiro murino.
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3.2 Materiais e métodos

3.2.1 Linhagens fungicas, plasmideos e meios de cultivo.

C. neoformans linhagem H99 e C. gattii linhagem R265 foram utilizadas

nos experimentos de transformacéo. As linhagens foram mantidas no meio YP

(2% de glicose, 2% de peptona, 1% de extrato de levedura e 1,5% de agar).

D

O

vetor pRL-CMV (Promega) (Lorenz et al., 1991) foi utilizado para amplificagéo

da ORF que codifica para luciferase Renilla (Figura 6A). O vetor pJAF15 (Fras

er

et al., 2003) possui o cassete que confere resisténcia a higromicina (Figura 6B).

As linhagens recombinantes foram mantidas em YPD com 200 ug/ml de

higromicina. Os primers utilizados neste estudo estdo listados na Tabela 2.

A B
>, Promoter P1 . n;:ll
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“. ;'7 Promoter |
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Figura 6. Representacdo esquematica dos vetores pRL-CMV e pJAF15. (A) O vetor pRL-
CMV possui a ORF que codifica para luciferase Renilla. (B) O vetor pJAF15 possui 0

cassete que confere resisténcia a higromicina.
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3.2.2 Clonagem da sequéncia codificadora de luciferase em
vetor pJAF15.

Para expressdao da luciferase Renilla nas linhagens de C. gattii e C.
neoformans, o fragmento correspondente a sequéncia codificadora da luciferase
Renilla e a regido promotora CMV foi amplificado por PCR, utilizando-se como
molde o vetor pRL-CMV (Lorenz et al., 1991). O fragmento amplificado foi
tratado com Klenow e fosforilado com a enzima T4 PNK, de acordo com
instrucdes do fabricante. O vetor pJAF15, o qual contém a marca de resisténcia a
higromicina, foi linearizado com a endonuclease de restricio EcoRV e
defosforilado com a enzima SAP. Aproximadamente 100 ng do vetor e 25 ng do
fragmento foram submetidos a uma reagdo de ligacdo contendo a enzima T4
DNA ligase. O produto foi transformado por eletroporacdo em células da
linhagem TG2 de E. coli. A identificacdo dos clones recombinantes foi realizada
por PCR de colbnia utilizando os primers PRLCMVF E PRLCMVR, os quais
amplificam a regido promotora CMV e a ORF que codifica para luciferase
Renilla. A extragcdo do DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina (Sambrook
& Russell, 2001) e novamente confirmada por PCR. O plasmideo gerado foi

denominado pPCMV-JAF15.
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3.2.2.1 Transformacéao do vetor pCMV-JAF15 nas linhagens
H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii.

Aproximadamente 10 ug do vetor pCMV-JAF15 foi transformado nas
linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii por biobalistica (Toffaletti
et al., 1993). Os transformantes foram selecionados em presenca de higromicina,
a qual foi utilizada como marca de selecdo. Para confirmar a insercdo do
plasmideo nas linhagens recombinantes de C. neoformans e C. gattii, DNA
gendmico foi extraido e amplificado por PCR utilizando os primers PRLCMVF e

PRLCMVR.

3.2.2.2 Andlise in vitro da expressao de luciferase

As linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii recombinantes
foram cultivadas em YPD por 24 horas a 30°C com agitacdo de 200 rpm. Apds
centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 1 ml de tampdo LA (0,5 M
NaCl, 0,1 M K,HPO,, 1 mM EDTA, 0,6 mM azida sodica, 1 mM PMSF). Uma
aliguota de 100 ul das células e 1,25 puM do substrato coelenterazina foram
incubados em microplacas pretas para visualizar a bioluminescéncia dos
transformantes no sistema IVIS Lumina.

Este mesmo ensaio foi repetido utilizando o extrato proteico total das
linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii recombinantes. Para
obtencéo do extrato proteico total, as linhagens recombinantes e selvagens H99 e

R265 foram inoculadas em 50 ml de meio YPD e incubadas a 30 °C em shaker
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com agitacdo de 200 rpm a 30 °C. Apds liofilizacdo, a lise celular foi realizada
por maceracdo em nitrogénio liquido, 5 ml de PBS foram adicionados e
procedeu-se agitacdo por 1 minuto em vortex intercalada por incubagdo em gelo
por 1 minuto. Esta etapa de agitagéo e incubacao foi repetida 5 vezes e as células
foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. Apds centrifugacdo o

sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas determinada.

3.2.2.3 Preparacao do RNA e sintese de cDNA

Linhagens de C. neoformans e C. gattii recombinantes e selvagens foram
inoculadas em 50 ml de meio YPD e incubados com agitacdo de 200 rpm a 30°C
por 24 horas. RNA total foi extraido apos liofilizacdo das células utilizando o
reagente trizol (Invitrogen), de acordo com instru¢cbes do fabricante. As
linhagens recombinantes foram incubadas por 24 horas a 200 rpm em meio YPD
completo e em meio YPD sem glicose com sorbitol (1 M).

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase
reversa RT-MMLV (Invitrogen) utilizando-se 2 pg de RNA total. Os primers
LUCF e LUCR foram utilizados para amplificacdo de transcritos referentes ao
gene que codifica para luciferase. Como controle, niveis de transcritos do gene

que codifica para actina foram determinados por RT-PCR.
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3.2.3 Fusao dos fragmentos por PCR

O fragmento correspondente a sequéncia codificadora luciferase Renilla do
vetor pRL-CMV (Promega) foi amplificado por PCR com os primers LUCF e
LUCR. Os fragmentos correspondentes a regido promotora de histona H3, a
regido terminadora de histona H3, e a sequéncia codificadora do peptideo sinal
da proteina lacase foram amplificados por PCR com os primers PH3F e PH3R;
TH3F e TH3R; PSF e PSR, respectivamente, do DNA genémico de C.
neoformans. Os primers sdo especificos para cada sequéncia alvo e possuem 15
pb adicionais de extensdo complementar nas extremidades, para possibilitar a
fusdo dos fragmentos. Os amplicons foram purificados com o kit PureLink®
PCR Purification (Invitrogen).

Em uma primeira etapa, os fragmentos sdo fusionados por PCR sem a
presenca de primers (Figura 10). Em uma segunda etapa, o produto de fusdo
obtido foi amplificado utilizando os primers PH3F e TH3R e analisado por
eletroforese em gel de agarose (0,8%). A confirmagéo da fuséo foi realizada por
clivagem com as enzimas de restricdo EcoRV, Pvull, Avall, Spel. Paralelamente,
o fragmento correspondente a marca de selegdo a higromicina, foi amplificado
por PCR utilizando os primers ECLACHIGF e ECLACHIGR e purificado com o
kit PureLink® PCR Purification (Invitrogen). O vetor pJAF15 (Fraser et al.,

2003) foi utilizado como molde nesta reacéo.
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3.2.3.1 Co-transformacéao na linhagem R265 de C. gattii

Aproximadamente 10 pg do produto da fusdo e 10 pg do cassete de
resisténcia higromicina foram combinados, precipitados e preparados para co-
transformacdo em C. gattii utilizando a técnica de biobalistica (Toffaletti et al.,
1993). Os transformantes foram plaqueados em meio YPD com 200 pg/ml de
higromicina. O DNA genémico foi extraido dos transformantes que
permaneceram estaveis em meio com antibiotico e o screening foi realizado por
PCR. A sequéncia que codifica para a luciferase Renilla foi amplificada
utilizando os primers LUCF e LUCR e para amplificar a sequéncia da marca de

selecéo, os primers utilizados foram ECLACHIGF e ECLACHIGR.

3.2.3.2 Andlise in vitro de expressao de luciferase

Para as analises in vitro de expressao de luciferase, as linhagens selvagem e
recombinante de C. gattii foram cultivadas em YPD por 24 horas a 30°C com
agitacdo (200 rpm). Apos centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 1 ml
de tampéo LA (0,5 M NaCl, 0,1 M K,HPO,, 1 mM EDTA, 0,6 mM azida sddica,
1 mM PMSF). Uma aliquota de 100 ul das células de cada cultivo e 1,25 uM do
substrato coelenterazina foi adicionada em microplacas pretas para visualizar a
emissdo de bioluminescéncia dos transformantes no sistema IVIS Lumina. Este
mesmo ensaio foi repetido utilizando o extrato proteico total da linhagem R265

de C. gattii recombinante e selvagem, conforme descrito anteriormente.
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3.2.3.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As linhagens R265 de C. gattii selvagem e recombinante foram inoculadas
em 50 ml de meio YPD e incubadas com agitacdo de 200 rpm a 30°C por 24
horas. RNA total foi extraido apds liofilizacdo das células utilizando o reagente
trizol (Invitrogen), de acordo com instrucdes do fabricante. A sintese da primeira
fita de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa RT-MMLV
(Invitrogen) utilizando-se 2 pg de RNA total. Os primers LUCF e LUCR foram
utilizados para amplificacdo de transcritos referentes ao gene que codifica para
luciferase. Como controle, niveis de transcritos do gene que codifica para actina

foram determinados por RT-PCR.
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Tabela 2. Lista de primers utilizados para a constru¢do do vetor para expressédo de

luciferase Renilla em C. gattii e C. neoformans.

Primers Sequéncia (5’ - 3°)
PRLCMVF AAAAAAAAGGATCCCAATATTGGCATTAGCCATATT
PRCMVR AAAAAAAAAGCTTTTATCGATTTTACCACATTTGTAG
LUCF CCATGGATGACTTGGAAAGTTTAT
LUCR CCATGGATTGTTCATTTTGAGAAC
AMpH3PF GCGAATTCTGCAGATCGGCAGATACGATATGTTGGCGC
AMpH3PPS TGTAGTCGAGTACATGGTGATAGATGTGTTGTGG
AMPpPSF AACACATCTATCACCATGTACTCGACTACAGCT
AMPpPSR AACACATCTATCACCATGTACTCGACTACAGCT
AMpLucPSF CACGAACGTCGTGTGATGACTTCGAAAGTTTATGAT
AMpLucR GCTAATAAAAGCTGCTTATTGTTCATTTTTGAGAACTCGC
AMPpH3TF AAAAATGAACAATAAGCAGCTTTTATTAGCTTGGCTTTTGTAGACT
AMPpPH3TR GCCAGTGTGATGGATTTGTACGCTTGATTGTTC
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3.3 Resultados

3.3.1 Construcao e insercao do vetor pCMV-JAF15 nas
linhagens H99 de C. neoformans e R265 de C. gattii

A representacdo esquematica da estratégia de construcdo do vetor pCM-
JAF15 esta evidenciada na figura 7A. A sequéncia codificadora de luciferase
Renilla e a regido promotora CMV foram eficientemente amplificadas por PCR
para posterior clonagem no vetor pJAF15. A clonagem no vetor pJAF15 resultou
em 3 colonias recombinantes do total de 12 coldnias transformantes, confirmadas
por PCR apos a extracdo de DNA plasmidial. Os plasmideos recombinantes
apresentaram amplificacdo de um fragmento de 1800 pb, correspondente ao

tamanho do fragmento inserido (Figura 7B).

PRLCMVF PRLCMVR

2000pb

v Rluc

Figura 7. (A) Representacdo esquematica da construcdo do vetor pCMV-JAF15 para
expressdo de luciferase Renilla nas leveduras H99 e R265. (B) Confirmagéo da construcéo do
vetor pCMV-JAF15 por amplificacdo do promotor CMV e do gene luc por PCR. M: marcador
molecular 1 Kb, CP ( controle positivo) PRLCMV, Colbnias: 1, 2, 3 e CN(controle negativo):
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O plasmideo obtido foi transformado nas linhagens H99 de C. neoformans e
R265 de C. gattii. A transformacdo das linhagens R265 de C. gattii e H99 de C.
neoformans resultou em 8 colbnias transformantes para C. neoformans e 4
coldnias transformantes para C. gattii. A confirmagéo da insercdo foi realizada
por PCR ap0s a extragdo de DNA gendmico dos transformantes. O produto de
amplificacdo de 1800 pb observado apds eletroforese corresponde ao tamanho do

fragmento inserido (Figura 8).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

H99

2000pb

1 2 3 4 5 6

Figura 8. Confirmacdo da insercdo do gene luc por PCR em transformantes de C. neoformans
(painel superior) colonias: 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10, CP(controle positivo): 11 e CN(controle

negarivo): 12, e C. gattii (painel inferior) CP(controle positivo): 1, colonias: 2, 3,4, 5 e CN: 6.

3.3.1.1 Andlise de emisséao de bioluminescéncia por linhagens de

C. neoformans e C. gattii recombinantes.

As linhagens recombinantes de C. neoformans e C. gattii foram incubadas
com o substrato coelenterazina e visualizadas no sistema IVIS Lumina. A

bioluminescéncia nestas linhagens ndo foi detectada. A emissdao de
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bioluminescéncia também foi avaliada em extratos proteicos de células
transformantes, entretanto ndao obtivemos resultados positivos de emisséo.

Com o intuito de verificar a expressao de luciferase nas linhagens de C.
neoformans e C. gattii transformantes, os niveis de transcritos do gene que
codifica para luciferase foram determinados por RT-PCR semi-quantitativo. No
entanto, ndo foi detectada expressdo de luciferase nestas linhagens na condigéo
de cultivo avaliada (Figura 9). O promotor CMV na levedura S. cerevisiae tem
expressdo constitutiva quando as células sdo expostas ao estresse osmatico, com
isso as linhagens recombinantes foram incubadas em condigdes de estresse
osmotico e a expressdo também ndo foi observada, ndo sendo funcionais para o

nosso estudo.

Figura 9. RT-PCR semi-quantitativo para avaliacdo da expressdo do gene luc nos
transformantes de C. neoformans e C. gattii. Painel superior: transformantes 2, 3, 4, CP
(controle positivo): 1 e CN (controle negativo): 5. Painel inferior: A expressdo de B- actina

foi utilizada como controle.

3.3.2 PCR de fusao e co-transformacao

Em virtude dos resultados anteriormente descritos, utilizamos como

estratégia alternativa a utilizacdo de um promotor endégeno de C. neoformans
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para controle da expressédo de luciferase. O promotor escolhido foi o de histona
H3, o qual é considerado forte e constitutivo, e tem sido amplamente utilizado
em C. neoformans (Jung et al., 2013). Desta forma, a regido promotora de
histona H3, um peptideo sinal para enderecamento a membrana celular, o gene
luc, e a regido terminadora de histona H3 foram fusionadas por PCR, conforme a

representacao esquematica evidenciada na Figura 10.
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I reagao 2 reagio
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Figura 10. Representacdo esquematica da fusdo dos fragmentos por PCR. No primeiro round é
realizada a amplificacdo dos fragmentos utilizando primers especificos 1, 2, 3,4,5,6,7,8¢ 9
com 15pb de extensdo complementares entre as extremidades dos fragmentos. No segundo
round a reacdo de PCR é realizada sem primers especificos. No terceiro round a amplificacdo

do produto final é realizada utilizando os primers externos (1 e 8).

Os fragmentos correspondentes a sequéncia codificadora luciferase Renilla,
a regido promotora histona H3, o peptideo sinal, e a regido terminadora histona
H3 foram eficientemente amplificados por PCR (Figura 11A) e fusionados por
PCR. O produto da fuséo apresentou tamanho predito de 2000 pb, confirmado

por eletroforese (Figura 11C). A digestdo da regido promotora histona H3, do
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peptideo sinal, da luciferase, e da regido terminadora histona h3, com as
endonucleases de restricdo EcoRV, Pvull, Avall e Spel respectivamente,
confirmam a sequéncia correta do produto obtido a partir da fusédo (Figura 12D e
12E). Optamos por uma estratégia de co-transformagdo do produto oriundo da

fusdo e da marca de selecéo a higromicina em células de C. gattii.

1° round 2° round 3° round

M1 23456178

900pb

500pb
400pb

200pb

D Pvull  Spel EcoRV Avall
M PS TH3 PH3 LUC

Signal peptide

1600b| i
° Promoter . Terminator
(585)

Spel (1700)
\ EcoRV (405) Avall (784) Avall (1506) /

500bp

Figura 11. PCR de fusédo (A) O gene Rluc (1) foi amplificado por PCR a partir do vetor
comercial pRL-CMV (Promega). O peptideo sinal (5), regido promotora histona H3 (3) e
terminador histona H3 (7) foram amplificados por PCR utilizando-se como molde DNA
gendmico da linhagem H99 de C. neoformans (2, 4, 6, 8 sdo controles negativos do PCR). (B)
Os fragmentos foram fusionados por PCR. (C) O tamanho do produto PCR fusdo foi
confirmado por eletroforese. (D) Digestdo da regido promotora histona H3 (PH3), do peptideo
sinal (PS), da luciferase (LUC), e da regido terminadora histona h3 (TH3), com as
endonucleases de restricdo EcoRV, Pwvull, Avall e Spel respectivamente, confirmam a
sequéncia correta do produto obtido a partir da fusdo. (E) Representagdo esquematica dos

fragmentos fusionados por PCR. O marcador molecular esté indicado em pb.



Apos a transformacdo, os transformantes foram cultivados em meio YPD
com higromicina. De sete col6nias transformantes, trés permaneceram estaveis
no meio com antibiotico. O screnning para confirmacdo da insercdo da marca de
selecdo e do produto de fusdo foi realizado por PCR apds a extracdo de DNA
genbmico. Apenas em um transformante a marca de selecdo e a sequéncia

correspondente a luciferase Renilla foram amplificadas (Figura 12).

1800pb - -
900pb - [e=)

Figura 12. Confirmacéao da inser¢do do cassete higromicina (marca de selecdo) e do gene luc
por PCR na linhagem R265 de C. gattii recombinante. (A) Amplificacdo da marca de sele¢éo:
colbnias 3, 4, 5 e CN: controle negativo. (B) Amplificacdo do gene luc: colbnias 3, 4, 5; CP

(controle positivo): luc; CN, e M: marcador molecular 1 Kb.

3.3.2.1 Andlise da expressao de luciferase in vitro na linhagem

recombinante de C. gattii.

A linhagem recombinante de C. gattii selecionada foi incubada com o
substrato coelenterazina e visualizada no sistema VIS LUMINA. A emissdo de

bioluminescéncia ndo foi detectada. Da mesma forma, a emissao de
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bioluminescéncia em extrato proteico de células na presenca do substrato
coelenterazina também néo foi detectada.

Adicionalmente, a expressdo de luciferase Renilla na linhagem
recombinante de C. gattii ndo foi detectada por RT-PCR semi-quantitativo
(Figura 13), impossibilitando a utilizacdo desta linhagem para o monitoramento

in vivo da infeccdo em modelo experimental de criptococose.

S00ph

B- actina

Figura 13. RT-PCR semi-quantitativo para avaliacdo da expressdo do gene luc na linhagem
recombinante. (A) M: marcador molecular 1kb, 3: R265 recombinante , 2: R265 selvagem,
CP (controle positivo): 1 e CN (controle negativo): 4. (B) A expressdo de B- actina foi
utilizada como controle, 2: R265 recombinante R265, 3: R265 selvagem, 4:CN, M: marcador

molecular 1 kb.

Os sistemas reporteres bioluminescentes sdo amplamente utilizados para
analise da interacdo entre patdgenos e seus hospedeiros. Permitem o
monitoramento da infeccdo microbiana em tempo real, destacando também a
grande vantagem de ndo ser uma metodologia invasiva (Rice et al., 2001).
Devido a técnica ainda possuir algumas limitacdes e a construcdo de vetores de

expressdo ser dificil e laboriosa, varios fatores devem ser considerados para a
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geracdo de linhagens bioluminescentes, como a escolha do gene repdrter
bioluminescente utilizado (Andreu et al., 2010).

Inicialmente, para geracéo de linhagens bioluminescentes de Cryptococcus
construimos o vetor pCMV-JAF15. A insercdo do vetor pCMV-JAF15 foi
confirmada nas linhagens de Cryptococcus, porém a emissdao de
bioluminescéncia das linhagens recombinantes ndo foi detectada. A
acessibilidade ao substrato pode interferir na atividade da luciferase Renilla. Para
que a enzima luciferase Renilla possa catalisar a reacdo de emissdo de luz é
necessario a adi¢do do substrato coelenterazina, poréem a localizagdo da Rluc na
célula pode dificultar o acesso da enzima ao substrato, impedindo a emisséo e
deteccdo de bioluminescéncia (Saville et al., 2003). Com isso, as células das
linhagens recombinantes foram lisadas e o extrato proteico bruto foi incubado
diretamente com o substrato. A deteccdo da bioluminescéncia foi avaliada,
porém novamente foi ausente.

No vetor pCMV-JAF15 a expressdo do gene luciferase Renilla é regulada
pelo promotor CMV (Citomegalovirus). O promotor CMV € amplamente
utilizado em células eucarioticas e tem expressdo constitutiva (Santacreu et al.,
2010), porém ndo ha evidéncias na literatura da utilizacdo deste promotor em
Cryptococccus. Santacreu et al.,, 2010 reportaram que o promotor CMV na
levedura S. cerevisiae tem expressdo constitutiva quando as celulas séo expostas
ao estresse osmotico. A avaliacdo da expressdo da luciferase foi realizada apos a

incubacdo das linhagens em condicdo de estresse, porém ndo foi detectada. A
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hipbtese mais aceita para a auséncia de bioluminescéncia das linhagens
recombinantes foi a utilizacdo do promotor CMV, porque os niveis de transcritos
da ORF que codifica a luciferase Renilla ndo foram detectados quando avaliados
por RT-PCR.

Como alternativa para expressar a luciferase Renilla na linhagem de C.
gattii o promotor histona H3 de C. neoformans foi utilizado. Este promotor tem
sido amplamente utilizado em C. neoformans (Jung et al., 2013). Também
incluimos na estratégia de clonagem um peptideo sinal com dominio
transmembrana para possibilitar o enderecamento da luciferase Renilla a
membrana celular. A principal vantagem de utilizar uma proteina reporter
secretada ancorada na membrana, em comparacdo com uma proteina repdrter
intracelular, é facilitar a acessibilidade da enzima ao substrato (Donat et al.,
2012). O gene Rluc foi bem estudado como gene reporter em C. albicans.
Enjalbert et al., 2009 testaram se a luz pode ser detectada a partir de células
intactas de C. albicans expressando o gene Rluc intracelular, e compararam com
extrato de celulas lisadas da mesma cultura. Extratos celulares apresentaram 50x
mais atividade bioluminescente do que as células intactas. Estes dados sugerem
que o substrato coelenterazina ndo penetra nas células de C. albicans
eficientemente.

Uma metodologia assistida por PCR foi utilizada para fusionar o0s
fragmentos correspondentes a regido promotora de histona H3 e terminadora de

histona H3, o peptideo sinal e a luciferase Renilla. O produto da fusdo dos
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fragmentos de DNA foi obtido e confirmado por diferentes metodologias. Em
mais de uma estratégia de clonagem utilizada ndo foi possivel clonar a ORF que
codifica para luciferase Renilla regulada pelo promotor de histona H3 nos
plasmideos pJAF15 ou pAl4, e por isto utilizamos alternativamente a estratégia
de co-transformacdo. Um clone recombinante foi obtido, porém ndo detectamos
emissdo de bioluminescéncia na linhagem recombinante de C. gattii.

A utilizacdo de um sistema repdrter bioluminescente para C. neoformans e
C. gattii é de extrema importancia cientifica, visto que na literatura a
disseminacdo de C. neoformans e C. gattii ndo foi avaliada ainda por imagem. A
primeira abordagem referente a construcdo de linhagens bioluminescentes de C.
neoformans foi recentemente descrita. Ding et al., construiram plasmideos
responsivos a cobre, na qual a expressdo da luciferase é regulada pelo promotor
CTR4 em condicdes limitantes de cobre e pelo promoter CMT1 em resposta a
elevados niveis de cobre. Este plasmideo foi transformado em C. neoformans e a
atividade da luciferase foi avaliada nos estagios iniciais da infeccdo de C.
neoformans em camundongos. A emissdo de luminescéncia ndo foi observada
nos pulmdes quando o substrato luciferina foi injetado via intraperitoneal.
Somente com administragdo via intranasal foi possivel detectar emissdo de
luminescéncia (Ding et al., 2013).

InvestigagBes utilizando o sistema de imagem bioluminescente para o
monitoramento de infec¢Bes flngicas in vivo sdo basicamente limitadas a C.

albicans e A. fumigatus (Brock, 2011). Em ambos os trabalhos foi possivel a
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visualizacdo da infecgdo superficial in vivo destes patdgenos, contribuindo para o
entendimento dos mecanismos da patogenicidade e a resposta do hospedeiro a
doenca (Doyle et al., 2004). Contudo € necessario ainda encontrar uma luciferase
reporter adequada a fim de permitir a imagem de infecc¢des fangicas invasivas. O
ambiente de infec¢bes invasivas ndo é o0timo para a atividade da luciferase ou
para disponibilidade de substrato, porém em infec¢des superficiais ja é possivel

realizar o monitoramento da infeccdo de linhagens fungicas (Brock, 2011).
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3.4 Conclusao

Ap0s a utilizacdo de diferentes estratégias ndo foi possivel gerar um sistema
repérter adequado para expressdo de luciferase Renilla em C. neoformans e C.

gattii.
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3.5 Perspectivas

- Construir linhagens bioluminescentes de C. neoformans e C. gattii utilizando

outro gene que codifica para luciferase como reporter.

- Avaliar a possibilidade de utilizar o cassete lux bacteriano completo para

construir linhagens bioluminescentes de C. neoformans e C. gattii.
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4. Capitulo 2:

Isolamento e caracterizacéo de bactérias bioluminescentes do
ambiente natural marinho de Tramandai, Rio Grande do Sul,

Brasil.

4.1 Bioluminescéncia

A bioluminescéncia pode ser conceituada como um processo de emissao
de luz visivel por um organismo vivo resultante de uma reacdo quimica natural
(Haddock et al., 2010). A grande maioria dos organismos bioluminescentes
reside no oceano. O fundo do mar é iluminado por uma variedade de organismos
marinhos como crustaceos, cefaldpodes, cnidarios, equinodermas, anelideos,
dinoflagelados e bactérias (Widder et al., 2010). Dentro da biosfera mais de 700
géneros sao conhecidos por conter espécies luminosas, 80% destes sdo
encontrados no ecossistema marinho. Ocupam variados habitats, dos polos aos
tropicos, da superficie das aguas ao fundo do mar (Haddock et al., 2010). A
luminescéncia é quase ausente em agua doce, com excec¢do de algumas larvas. Na
terra 0 vagalume é o exemplo mais evidente, mas existem também besouros,
moscas, fungos, lacraias e minhocas bioluminescentes (Meighen, 1991). A
biologia e a regulacdo da bioluminescéncia diferem entre os grupos. Enquanto as
bactérias e alguns sistemas emitem luz continuamente, outros sistemas emitem

somente flashes que duram de 0,1 a 1 segundo. Estes requerem que a reagao
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enzimatica seja rapida (Wilson et al., 1998). A bioluminescéncia é utilizada pelos
organismos para varios fins como a camuflagem, iluminagdo e comunicagdo com
0s membros da mesma espécie. (Haddocket et al., 2011). O valor adaptativo da
emissdo de luz é evidente em bactérias luminosas que sdo simbiontes de peixes:
as bactérias fornecem luz ao hospedeiro que utiliza essa luz para atrair presas,
fugir de predadores e atrair parceiros para o acasalamento, enquanto o hospedeiro
fornece um ambiente ideal para o desenvolvimento das bactérias (Dunlap et al.,
2009).

As bactérias marinhas bioluminescentes sdo pertencentes a familia
Vibrionaceae. Os sete principais géneros que estdo incluidos nesta familia séo
Vibrio, Listonella, Photobacterium, Enterovibrio, Aliivibrio, Grimontia, e
Salinivibrio. As espécies luminescentes mais estudadas sdo as bactérias Vibrio
harveyi, Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum e Photobacterium
leiognathi (Meighen et al., 1991).

As bactérias do género Vibrio sdo abundantes no ambiente aquético
incluindo estuérios, aguas costeiras marinhas e sedimentos marinhos. Varias
espécies tém papeis ecoldgicos, pois suas estratégias de vida incluem associa¢fes
mutualisticas com organismos marinhos. Algumas espécies como V. cholerae, V.
parahaemolyticus e V. vulnificus sdo patégenos de humanos e de outros
organismos eucariotos. Alguns destes patdgenos sdo conhecidos por colonizar a
superficie de animais marinhos sem causar doenca. V. harveyi é responsavel por

causar doenga em alguns animais marinhos, produzindo alta taxa de mortalidade
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em camarles, e também faz associacbes mutualisticas com o hidrozoario
Aglaophenia octodonta e alguns peixes com 6rgdos luminosos. As bactérias
pertencentes a familia Vibrionaceae geralmente sdo gram negativas, moveis e
mesofilas (Thompson et al., 2004).

P. leiognathi e P. phosphoreum fazem associa¢des simbioticas com peixes.
Estas bactérias colonizam os 6rgdos luminosos do hospedeiro e tem um papel na
comunicacéo, atraindo presas e evitando predadores (Meighen, 1991).

Novas espécies de bactérias marinhas bioluminescentes foram descritas
recentemente, como Photobacterium kishitanii, isolada da pele e de 6rgdos
luminosos de peixes do Japdo, Havali, Africa do Sul, e Flérida (Ast et al., 2007);
Vibrio azureus, Photobacterium aquimaris, Vibrio sagamiensis, Alivibrio sifiae,
isolados da agua do mar do Japdo (Yoshizawa et al., 2010) e Aliviibrio
finisterrensis encontrado em mariscos (Beaz-hidalgo et al., 2009).

Embora enzimas luciferases ja tenham sido isoladas de organismos
marinhos como a luciferase Renilla (Rluc) (cnidario Renilla reniliformis) e
Gaussia (Gluc) (copépode Gaussia princeps) para aplicacdes biotecnoldgicas, o
ambiente marinho continua sendo um recurso rico inexplorado para o isolamento
e caracterizagdo de sistemas luciferases com potencial para a utilizacdo em
diversas aplicacbes na biologia molecular (Gahan et al., 2012). A luciferase
bacteriana ¢ distinta das luciferases Fluc, Rluc e Gluc. Embora as espécies mais
estudadas que contém o operon lux sdo as bactérias marinhas do género Vibrio, a

emissdo de bioluminescéncia é presente em diversos filos bacterianos, e em todos
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os exemplos ja documentados 0 método basico da producdo da luminescéncia € o

mesmo (Close et al., 2009).

4.1.2 Sistema lux

O sistema lux bacteriano é basicamente codificado pelo operon luxCDABE
(Figura 14A). A luciferase bacteriana (luxAB) catalisa a oxida¢do de uma longa
cadeia de aldeido na presenca de FMNH2 (monucleotideo flavina redutase) e O,

emitindo luz aproximadamente de 480 nm (Figura 14B) (Waidmann et al., 2011).

A
[ TuxC > iuxD>| JuxA >{ JuxB | fuxE>
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FMNH, + RCHO + 0, “222%, F)MIN + RCOOH +H,0 +

i
] luxAB ‘
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Figura 14. Organizacdo do operon lux em espécies Vibrio e Photobacterium (A). Reacdo
quimica da geracdo de luz produzida pela bactéria bioluminescente. Os genes IuxAB
codificam a enzima luciferase. Os genes lux CDE codificam o complexo &cido graxo redutase
que regenera a longa cadeia de aldeido, o substrato (B). Figura adaptada de Gahan et al.,
2012.

Os genes luxAB codificam as subunidades a- and B- da luciferase

heterodimérica, enquanto os genes flanqueadores luxCDE codificam um
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complexo redutase &cido graxo, responsavel pela regeneracdo da longa caldeia de
aldeido graxo, que é utilizada como luciferina. Assim, a adigdo exogena de
substrato ndo € necessaria (Meighen, 1991). O gene luxF é adicional e esta
localizado entre o luxB e IuxE em muitas espécies de Photobacterium, mas é
ausente em Vibrio sp. e P. luminescente (Figura 15)(Soly et al., 1988). Este gene
codifica uma flavoproteina homologa as subunidades da luciferase, mas
aparentemente ndo esta relacionado com a luminescéncia. Adjacente a IuxE,
todas as espécies bioluminescentes marinhas possuem luxG, o qual codifica uma
flavina redutase (Figura 15) (Lee et al., 1991). Em V. harveyi, o gene luxH foi
identificado como parte do operon lux. O produto do gene luxH pode estar

envolvido na biossintese de riboflavina, gerando FMN (Swartzman et al., 1990).
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Figura 15. Organizacdo genética de operons lux de V. harveyi ATCC BAA-1116, V. fischeri
ES114, P. leiognathi ATCC 25521, P. phosphoreum ATCC 11040 and P. luminescens subsp.
laumondii TTO1. Genes do operon lux e genes lux acessorios sdao demonstrado em diferentes

cores. Figura adaptada de Waidmann et al., 2011.
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A geracdo de luz das bactérias marinhas € influenciada por vérios fatores e
é regulada por autoinducdo ou quorum sensing (QS) (Dunlap et al., 1991).
Quorum sensing é um sistema de comunicacdo intercelular que vincula a
expressdo génica a densidade celular bacteriana, envolvendo a producdo
auténoma de um feromdnio que é chamado de auto-indutor (Zhang et al., 1993).
O sinal bioluminescente s6 é produzido quando ha uma densidade populacional
alta (Swartzman et al., 1992). Este mecanismo permite que a producdo da luz
seja regulada e expressa quando é benéfico para o organismo, ndo consumindo
energia metabdlica desnecessaria. Em algumas espécies luminescentes o
autoindutor (I) é produzido pelo gene luxl e o ativador transcricional (R) é
produzido pelo gene luxR. Quando os dois componentes interagem, ha um

aumento da expressdo dos genes luxCDABE (Close et al., 2012).

4.1.3 Aplicacgdes do sistema repoérter lux bacteriano

Os mecanismos responsaveis pela bioluminescéncia foram bem explorados
e o sistema lux ganhou destaque sendo referido como potencial reporter devido a
facil deteccdo e quantificacdo da luz visivel produzida pela proteina Lux (Gahan,
2012).

As aplicagdes moleculares da bioluminescéncia foram iniciadas a partir do
desenvolvimento de sistemas lux reporteres para analise do crescimento e
viabilidade de bactérias in vitro (Stewart et al., 1992). Os estudos iniciais da
utilizacdo do sistema lux como repdrter ocorreram em 1982, quando Belas et al.,

demonstraram a construgdo de linhagens de E. coli bioluminescentes contendo os
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genes luxA e luxB de V. harveyi com adicdo de substrato exogeno (Belas et al.,
1982). Apos foi realizada a insergdo do cassete lux completo (luxCDABE) em E.
coli. Esta foi a primeira construcdo de E. coli recombinante capaz de emitir luz
sem a adicdo de substrato exdgeno (Engebrecht et al., 1983). A luciferase da
bactéria marinha Vibrio sp. foi amplamente utilizada em sistemas modelo que
necessitam de baixa temperatura para o crescimento, como plantas (Nicotiana
tabacum, Arabidopsis thaliana) e organismos ndo mamiferos como Zebra fish
(Dario rerio) (Greer & Szalay, 2002).

Umas das principais aplicagdes do sistema reporter bioluminescente €
investigar interacGes de bactérias com seus hospedeiros. Infec¢Ges do patdgeno
bacteriano podem ser visualizadas em pequenos animais, como camundongos
(Waidmann et al., 2011). Salmonella thiphimurium foi o primeiro patogeno
visualizado por imagem in vivo. O sistema reporter utilizado foi o operon
luxCDABE de P. luminescens. O trabalho demonstrou a localizacdo do patdgeno
em animais vivos e a avaliacdo da eficicia do tratamento com antibi6tico em
animais infectados (Contag et al., 1995). O operon luxXCDABE também foi
otimizado para expressdo em bactérias gram positivas, permitindo o
monitoramento do tratamento de amoxicilina contra infecgdes de S. aureus, S.
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa em camundongos (Francis et al., 2001).

A expressdo do cassete lux em eucariotos foi realizada pela primeira vez
na levedura S. cerevisiae. Os genes lux A, B, C, D, e E isolados de Photorhabdus

luminescens foram clonados e funcionalmente expressos na levedura S.
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cerevisiae. Neste estudo foi utilizada uma estratégia alternativa para construcao
do vetor. Os genes IluxA e luxB foram expressos independentemente via
clonagem bidirecional no vetor de expressdao pBEVY-U, porgue anteriormente 0s
genes luxA e luxB fusionados, utilizados como repérter, apresentaram um nivel
baixo de expressdéo em uma variedade de células eucaridticas. Células de S.
cerevisiae recombinantes produziram altos niveis de bioluminescéncia,
comparados aos sistemas procarioticos contendo o cassete luxCDABE (Gupta et
al., 2003).

O cassete lux de P. luminescens foi também utilizado para monitorar
compostos estrogénicos no ambiente utilizando S. cerevisiae como linhagem
reporter (Sanseverino et al., 2005). Recentemente imagem bioluminescente (BLI)
foi utilizada para o monitoramento de infec¢des do M. tuberculosis e B. anthracis
em camundongos (Andreu et al., 2010; Sans et al., 2008).

Close et al., 2010 otimizaram o cassete lux para expressdo em linhagens
celulares mamiferas. Para expressdo do cassete luxCDABE em células humanas
os genes foram separados por elementos IRES e divididos em dois plasmideos
que foram simultaneamente expressos no hospedeiro. As linhagens celulares de
mamiferos apresentaram um sistema de luminescéncia autdbnoma permitindo o
monitoramento dessas células in vivo sem adi¢do de substrato exdgeno.

Portanto, neste trabalho objetivamos isolar bactérias bioluminescentes de

amostras de dgua marinha coletadas nas adjacéncias da zona estuarina do rio
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Tramandai, com o intuito de selecionar o cassete lux (CDABE) para a utilizacdo

como gene repdrter nas linhagens de C. neoformans e C. gattii.
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4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Coleta de amostras

A coleta de amostras de agua para o isolamento de bactérias
bioluminescentes foi realizada no dia 19 de abril de 2011. As amostras foram
obtidas nas adjacéncias da zona de estuario da Bacia do Rio Tramandai, Litoral
norte do Rio Grande do Sul.

Amostras de agua superficial do estuario e do mar foram coletadas em trés
pontos de Tramandai: zona estuario, de pds-arrebentacdo, e nas monobdias do
TEDUT, da Transpetro, com uma distancia de cerca de duas milhas da costa.
Recipientes de vidro estéreis foram lancados superficialmente na ldmina d"agua
para coleta das amostras. Os recipientes foram mantidos em isopor com gelo e

transportados ao laboratorio em Imbé (Ceclimar).

4.2.2 Meios de cultura e isolamento de bactérias

bioluminescentes

Os meios de cultura utilizados neste estudo foram agar marinho sélido
(0,5% de peptona, 0,1% de extrato de levedura, 0,00812% de cloreto férrico,
0,1% de citrato de sddio, 1,5% de cloreto de sddio e 2% de agar), e LB (Luria
Bertani).

Aliguotas de 0,1 e 1 ml de cada amostra de agua foram inoculadas em
placas de petri contendo agar marinho. As culturas foram incubadas a 28°C por

24 horas. O monitoramento foi realizado numa sala escura diariamente por até
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cinco dias, para verificacdo da atividade bioluminescente das bactérias. As
col6nias bioluminescentes foram selecionadas em agar marinho. Os isolados que
permaneceram bioluminescentes foram inoculados em 3 ml de &gar marinho,
incubados a 28 °C com agitacdo de 200 rpm por 18 horas. Uma aliquota de 900
ul da cultura resultante foi adicionada a 900 pl de glicerol 40% e estocada a -80

°C.

4.2.3 Extracédo do DNA gendmico

Uma coldnia de cada isolado foi inoculada em 3 ml de LB liquido e
incubados overnight a 28 °C com agitacdo de 200 rpm por 18 horas. As células
foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e
para lise enzimética o sedimento foi suspendido em 2 ml de solucdo lisozima (5
mg/ml lisozima, 50 mM de Tris—HCI pH 8). Para lise quimica foi adicionado 2
ml da solucdo de SDS (100 mM EDTA pH8, 50 mM Tris-HCI pH 8, 20% de
SDS), seguido de agitacdo vigorosa por 5 minutos. As amostras foram incubadas
por 15 minutos a 60°C e posteriormente por 10 minutos a temperatura ambiente.
Foi adicionado 1 volume de fenol-cloroférmio. As amostras foram centrifugadas
a 2700 x g a 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado. Para
precipitacdo, 0,7 volumes de isopropanol e 0,1 volumes de acetato de sodio 3 M
foram adicionados. As amostras foram incubadas overnight a -20 °C. Apés,
foram centrifugadas por 10 minutos a 2700 rpm, e o sobrenadante foi descartado.

O pellet foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em agua Milli-Q.
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4.2.4 Determinacgao de polimorfismos de regides de

microssatélite

A utilizacdo da analise de polimorfismos é baseada na amplificacdo de
regides repetitivas que se organizam em tandem no DNA. O iniciador utilizado
foi a sequéncia microssatélite (GTG)s. A reacdo de amplificacdo foi realizada em
volume final de 25 pl, contendo 1 ul de DNA genémico (50 ng/ul), 2,5 ul de
dNTP (1 mM), 1ul de iniciador (GTG)s (10 pmol/ ul), 2,5 pl de tampéo 10X (10
mM tris-HCI pH8, 50 mM KCI) 1 ul MgCl, (50 mM), 1,5ul Mg(CHsCOO),, 1 ul
de Tag DNA polimerase (1 U/ul) (Invitrogen). O programa utilizado para
amplificacdo possui as seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94 °C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos (94 °C por 1 min, 50 °C por 1 min, 72 °C por 1
min) e 72°C de extensdo final por 6 minutos. Os produtos de PCR foram
separados em gel de agarose 1,3% em eletroforese a 50 V por 75 minutos. O gel
foi corado com 0,5 mg/ml de brometo de etideo e visualizado com luz UV. Os

primers estdo listados na Tabela 3.

4.2.5 Amplificacdo do gene 16S rDNA

O fragmento correspondente a regido 16S do DNA ribossomal foi
amplificado por PCR com os iniciadores externos F27 e R1492. A reacdo de
PCR foi realizada com os seguintes componentes: DNA genomico (50 ng/ul), 2,5
pl de dNTP (1 mM), 1 ul de iniciador (F27 e R1492; 10 pmol/ul), 2,5 pl de
tampéao 10X (10 mM tris-HCI pH8, 50 mM KCI) 1 pl MgCl, (50 mM), 1 ul de

Taq DNA polimerase (1 U/ul) (Invitrogen). O volume final da reagédo foi de 25
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pl. O programa utilizado para amplificagdo possui as seguintes condigdes:
desnaturacdo inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos (94 °C por 1
min, 54 °C por 30 s, 72 °C por 2 minutos) e 72 °C de extensdo final por 6 min.
Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose 0,8%. Os amplicons
obtidos foram purificados por precipitacdo com RNA transportador (tRNA). Para
a reacdo de precipitacdo utilizamos 20 ul do produto de PCR, 2 ul de tRNA (1
ug/ul), 60 ul de etanol absoluto gelado. A reacéo foi incubada overnight a -20 °C.
Subsequentemente, a mistura foi centrifugada por 30 minutos a 13000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado com 200 pl de etanol 70%
e ressuspendido em 20 pl de agua Milli-Q. A quantificacdo foi realizada com o

fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen).

4.2.6 Sequenciamento do gene 16S rDNA

Aproximadamente 200 ng de DNA genémico amplificado com os primers
F27 e R1493 foram utilizados para a reacdo de sequenciamento na plataforma
MEGABACE 1000. A reacdo de sequenciamento foi realizada com os primers
internos F357, R518, F945, R1087. O volume final para cada reacdo foi de 10 pl,
contendo 1 pl de DNA, 4 ul de agua Milli-Q, e 5 pl do MIX composto por 4
do Kit DYEnamic ET DYE Terminator Cycle sequencing (Mega BACE) e 1 pl
de primer (5 pmol/ul). O programa utilizado possui as seguintes condicdes: 35
ciclos (desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 55 °C por 20 s e extensao a

60 °C por 90 s).
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4.2.7 Analise filogenética
As sequéncias foram analisadas no programa STADEN PACKAGE

(Bonfield, 2000) e comparadas no banco de dados do NCBI utilizando o
algoritmo Blastn para uma identificacdo inicial dos isolados bacterianos. A
arvore filogenética foi construida utilizando o método de andlise méaxima de
verossimilhanca no programa MEGA 5. Para construcdo da arvore filogenética
foram adicionados membros da familia Vibrionaceae ja caracterizados e 0s

isolados bioluminescentes.

4.2.8 Caracterizacao dos isolados bioluminescentes

A morfologia das bactérias bioluminescentes foi avaliada em microscopio
dptico apds coloracdo pelo método de gram.

A deteccdo e a quantificacdo da emissdo de luz dos isolados
bioluminescentes foi avaliada no software Living Image 3.1 do sistema IVIS
Lumina, Caliper Life Sciences. Os parametros utilizados pelo software foram
F/stop 8, binning médio e 1 s de tempo de exposicdo para deteccdo das células.
Para a quantificacdo da emissao de luminescéncia, trés indculos independentes de
cada isolado foram cultivados a 28 °C por 18 horas a 200 rpm. Aliquotas de 200
ul de cada cultivo foram transferidas para microplacas pretas e a emissao de luz
foi avaliada no sistema IVIS Lumina. Para a avaliacdo da termoestabilidade, os
isolados foram cultivados a 28 °C e a 37 °C por 18 horas em &gar marinho

liquido. A termoestabilidade da luciferase dos isolados também foi avaliada em
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placas de petri com agar marinho sélido. Os isolados foram estriados em agar

marinho so6lido e incubados a 28 °C e a 37 °C por 24 horas.

Tabela 3. Primers utilizados para amplificacdo da sequéncia 16S rDNA das bactérias.

Primers Sequéncia (5’ - 3°)

F27 AGAGTTTGATCMFGGCTCAG
R1492 TACGGYTACCTTGTTACGACTT
F357 ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
R518 ATTACCGCGGCTGCTGG

F945 GGGCCCGCACAAGCGGGTGG
R1087 CTCGTTGCGGACTTTAACCC

4.3 Resultados

4.3.1 Bactérias bioluminescentes isoladas

Em dois pontos de coleta da agua do mar foram isoladas bactérias

bioluminescentes. Seis bactérias foram isoladas no ponto 1 (estuario) e duas no

ponto 3 (monoboias) (Figura 16). As bactérias isoladas foram identificadas como
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bactérias luminescentes e denominadas BL1, BL2, BL3, BL4, BL5, BL6, BL7, e

BLS.

Figura 16. Pontos de coleta de 4gua marinha. Ponto 1 estuério esta localizado em Imbé.
Ponto 2 esta localizado em Tramandai na zona pos arrebentacdo e o ponto 3 também em
tramandai, proximo as monoboias da empresa Transpetro, a cerca de 2 milhas da costa.

Imagem adaptada de Google earth 2013.

4.3.2 Identificacdo dos isolados bioluminescentes

Os isolados foram agrupados pela técnica DNA fingerprinting
Microssatélite — Primed (MSP-PCR). O perfil genotipico de 8 bactérias
bioluminescentes foi avaliado. Comparando os padrdoes de bandas dos
fragmentos amplificados, podemos observar trés perfis genotipicos. Os isolados
BL2, BL4, BL6, BL7 e BL8 apresentam perfil genotipico similar. BL1 e BL3
também apresentaram um perfil similar quando comparados, e o isolado BL5

apresenta um perfil genotipico que difere de todos os isolados (Figura 17).
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BL1 BL2 BL3 BL4 BL5S BL6

Figura 17. Perfil genotipico das bactérias bioluminescentes. O DNA das bactérias
bioluminescentes foi amplificado por MSP-PCR utilizando o iniciador (GTG)s. As bactérias
luminescentes estdo identificadas como BL1, BL2, BL3, BL4, BL5, BL6, BL7, BL8. M:
marcador de tamanho molecular 1Kb plus (Invitrogen).

A sequéncia 16S do rDNA dos isolados BL1, BL2, BL3, BL6, BL7 e BL8
foi completamente sequenciada. Nos isolados BL4 e BL5 a sequéncia 16S rDNA
foi sequenciada parcialmente (900pb). Com a analise filogenética foi possivel
confirmar que todas as bactérias bioluminescentes pertencem a familia
Vibrionaceae da classe gammaproteobactéria.

A Figura 18 demonstra a analise filogenética das bactérias bioluminescentes
isoladas entre as espécies da familia Vibrionaceae ja caracterizadas. Os isolados
BL2, BL4, BL6, BL7 e BL8 apresentam alta similaridade de 98% - 99% com as
espécies V. harveyi, e outras espécies de Vibrio, incluindo V. campbellii, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus and V. proteolyticus. BL1 e BL3 tem baixo
grau de similaridade com as espécies do género Vibrio (90% - 95% similaridade),
e formam um cluster com o género Enterovibrio. BL5 forma um cluster com o

género Photobacterium, sendo identificada como espécie P. leiognathi (99% de
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similaridade). As andlises do perfil genotipico foram confirmadas com os dados

do sequenciamento,

isolados identificados pertencem aos géneros

Photobacterium, Vibrio e Enterovibrio.

Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 (NR 041838.1)
Vibrio campbellii ATCC 25920 (AF426824.1)

—|: Vibrio alginolyticus GCSL 29 (DQ497399.1)

BL7
BL2
BL8

BL4

Vibrio proteolyticus ATCC 15338 (NR 026128.1)
— Vibrio aerogenes CECT 7868T (HE795126.1)

L Vibrio harveyi ATCC 14126 (AF426825.1)
— Photobacterium leiognathi ATCC 25521T (X74686.1)

L—BL5
— Grimontia hollisae 75-80 (NR 025574.1)

L Vibrio gazogenes PB 1 (NR 029256.1)

Sallinivibrio costicolaNCIMB 701-T (X95527.1)
Enterovibrio norvegicus LMG 19839T (J842348.1)

0,01

BL1
— us

Figura 18. Arvore filogenética nfo enraizada derivada do método de analise maxima

verossimilhanca da sequéncia do gene 16S rDNA de bactérias luminescentes isoladas e de

outros membros da classe gammaproteobacteria. As analises filogenéticas foram realizadas no

programa Mega 5.

4.3.3 Caracterizacao das bactérias bioluminescentes

O método de coloracdo de Gram permitiu a visualizacdo de bacilos gram

negativos. Todos os isolados apresentaram morfologia semelhante (Figura 19).
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Figura 19. Coloragdo de Gram dos isolados bioluminescentes. Os oito isolados

apresentaram coloragdo gram negativa.

foram realizadas com o software 3.1 Living Image no sistema IVIS Lumina. De
acordo com a quantificacdo da emissdo de luz, os isolados BL3 (3,25E+08
fotons/segundo) e BL6 (4,50E+08 fétons/segundo) emitem a luminescéncia mais

intensa (Figuras 20A e 20B).

A BL1 BL2 BL3 BL4 BL5 BL6 BL7 BL8 E
20

05
B $,00€+08

4506408 R
4006408 P/SEC/Cm Z/SI'

3508408
3,00€+08

430008 » BL- Bactéria Luminescente
2,00€+08

1,50€+08

1,00€+08

$.00€+07 l

0.00€+00

BL1 BL2 BL3 BL4 BLS BL6 BL7 BLS

Foétons/segundos

Figura 20. Visualizagéo e quantificagdo da bioluminescéncia. Determinagdo da emisséo de
luz das bactérias marinhas identificadas como BL1, BL2, BL3, BL4, BL5, BL6, BL7 e BL8
utilizando o sistema IVIS Lumina. Trés inéculos de cada isolado foram cultivados a 28°C por
18 horas a 200rpm. Uma aliquota de 200ul de cada cultivo foi transferida para microplacas
pretas em triplicata representado por A, B, C (A). Quantificacdo da emissdo de luz demonstrada

no painel A utilizando o software Living Image, 3.1 (B).
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A termoestabilidade da luciferase das bactérias luminescentes tambem foi
verificada. As temperaturas avaliadas foram 28 °C e 37 °C. BL1, BL2, BL3,
BL4, BL5, BL7 e BL8 ndo emitiram luminescéncia quando incubados a 37 °C
(Figura 21A). O unico isolado que emitiu luminescéncia quando incubado a 37
°C foi BL6, porém a emissdo da luminescéncia diminuiu consideravelmente

(Figura 21B).

BL1 BL2 BL3 BL4 BLS BL6 BL7 BL8

28°C

BL6

p/sec/cm”2/sr p/sec/cm”2/sr

Figura 21. Avaliacdo da termoestabilidade da luciferase de bactérias bioluminescentes.
As bactérias bioluminescentes foram incubadas a 28°C e a 37°C em agar marinho com
agitacdo de 200 rpm (A). A bactéria bioluminescente 6 emite luminescéncia quando incubada
37°C. A visualizacdo foi realizada no software Living Image 3.1 do sistema IVIS Lumina

(B).
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4.4 Discussao

Neste trabalho foram isoladas oito bactérias bioluminescentes de
amostras de aguas coletadas em dois pontos nas adjacéncias da zona estuaria do
rio Tramandai, litoral norte do Rio Grande do Sul. O objetivo principal do
isolamento é encontrar uma bactéria que emita alto nivel de luminescéncia e que
esta luminescéncia permaneca estavel a temperatura fisiologica humana (37 °C).
Construcdes reporteres que utilizam o cassete lux bacteriano completo
(luxCDABE) tem muitas vantagens, como a luminescéncia autbnoma, ou seja nao
€ necessario a adicdo de substrato, nem a excitacdo por uma fonte de luz externa
(Revisado por Gahan, 2012). O principal obstaculo na utilizacdo de luciferases
bacterianas como repérter é a termoestabilidade. Algumas bactérias
bioluminescentes ja descritas na literatura como V. harveyi possui a enzima
luciferase termoestavel a 30 °C, porém quando é expressa em altas temperaturas
a enzima ndo enovela corretamente, ndo emitindo luminescéncia (Tinikula et al.,
2012). O isolado BL6 identificado como pertencente ao género Vibrio foi o Gnico
isolado que emitiu luminescéncia quando incubado a 37 °C, mas a luminescéncia
diminuiu consideravelmente (Figura 21A). Este fator deve ser considerado para
selecdo da luciferase bacteriana como potencial reporter. Estudos reportaram que
a luciferase de espécies do género Vibrio € mais termoestavel do que a luciferase
de espécies do género Photobacterium (Suadee et al. 2007). A diferenca da

termoestabilidade de luciferases entre as espécies do género Vibrio também é

84



variavel. Suadee et al., avaliaram a termoestabilidade do operon lux produzido
pela bactéria marinha Vibrio Campbellii. Embora a sequéncia da luciferase de V.
campebllii tenha 98% de identidade com a sequéncia da luciferase de V. harveyi,
a luciferase de V. campebllii é mais termoestavel a 37 °C (Suadee et al., 2007),
possuindo um potencial para ser utilizada como gene repdrter em eucariotos.

A identificacdo dos isolados bioluminescentes foi baseada em
caracteristicas genotipicas com dados de andlise filogenética. Atraves da
metodologia MSP-PCR, observamos diferentes perfis genotipicos entre as
bactérias luminescentes. Essas diferencas também foram observadas quando
sequenciamos a regido 16S rDNA. O isolado BL5 apresentou um padréo de
bandas distinto quando comparado com as outras bactérias luminescentes.
Através da analise da sequéncia 16S rDNA, BL5 é identificado como P.
leionagnathi. BL1 e BL3 apresentaram baixa similaridade com espécies do
género Vibrio (90% - 95% similaridade), formando um cluster com o género
Enterovibrio. A alta similaridade da sequéncia 16S rDNA das linhagens BL2,
BL4, BL6, BL7 e BL8 com V. harveyi, V. campbellii, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus e V. proteolyticus impediu uma identificacdo especifica em
nivel de espécie, mas podemos inferir que estas bactérias pertencem ao género
Vibrio. A analise da regido 16S rDNA possui algumas limitagcbes como a pouca
diferenciacdo entre alguns géneros, devido a alta similaridade entre as sequéncias
(Stackerbrandt et al., 1994). Para uma identificacdo mais precisa é necessario,

muitas vezes, realizar outras metodologias adicionais ao sequenciamento como,
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caracterizacdo bioquimica, fisiologica e morfoldgica. Chiu et al., realizaram o
isolamento e a identificacdo de 27 bactérias bioluminescentes da costa de
Taiwan. A identificacdo dos isolados foi realizada utilizando as seguintes
metodologias: diferencas nas caracteristicas fenotipicas, genotipicas e analise
filogenética, possibilitando uma identificacdo completa dos isolados (Chiu et al.,
2007).

Portanto, as bactérias bioluminescentes dos géneros Vibrio,
Photobacterium e Enterovibrio isoladas do rio Tramandai ndo apresentaram
niveis de emissdo de luminescéncia adequados a temperatura fisioldgica humana
para a utilizacdo do cassete lux como gene repdrter em experimentos para o

monitoramento da criptococose in vivo.
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4.5 Conclusao

- Oito bactérias bioluminescentes foram isoladas da agua do mar em dois
pontos nas adjacéncias da zona de estuario do rio Tramandai. Estes isolados
foram identificados como pertencentes aos géneros Vibrio, Photobacterium e
Enterovibrio.

- Os isolados BL1, BL2, BL3, BL4, BL5, BL6, BL7 e BL8 apresentaram
niveis de emissdo de luminescéncia quando incubados a 28 °C, porém quando
incubados a temperatura fisiologica humana (37 °C), somente o isolado BL6
emitiu luminescéncia, e esta foi consideravelmente reduzida.

- As bactérias bioluminescentes isoladas do rio Tramandai ndo apresentaram
niveis de emissdo de luminescéncia adequados a temperatura fisioldgica humana
para a utilizacdo do cassete lux como gene repdrter em experimentos para o

monitoramento da criptococose in vivo.
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4.6 Perspectivas

- Realizar uma metodologia adicional ao sequenciamento do 16S rDNA
para identificacdo dos isolados em nivel de espécie.

- Realizar novamente a coleta de agua do mar e isolar novas bactérias
bioluminescentes com o intuito de avaliar a diversidade destes micro-

organismos no litoral norte do Rio Grande do Sul.
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