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RESUMO

Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans séo leveduras encapsuladas e os principais
agentes causadores da criptococose. Essa infec¢do é caracterizada por atingir os pulmdes e se
disseminar para o sistema nervoso central, causando meningite. C. neoformans infecta
principalmente pacientes imunocomprometidos, embora ja existam relatos de infeccdo em
pacientes saudaveis. Ja C. gattii infecta individuos imunocompetentes. As manoproteinas, que
correspondem a aproximadamente 1% da composicdo da capsula de Cryptococcus, sdo
altamente imunogénicas e induzem resposta imune mediada por células T durante a infeccdo
em modelo murino. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é avaliar o potencial
imunoterapéutico de uma manoproteina de C. gattii recombinante em ensaios de infeccédo
experimental. Andlises in silico do genoma de C. gattii evidenciaram a presenca de um gene
codificador de uma manoproteina com massa predita de 43 kDa, anotada como proteina
hipotética conservada, a qual denominamos MP43. Essas analises sugerem que MP43 possui
todas as caracteristicas essenciais de uma manoproteina: uma regido rica nos aminoacidos
serina e treonina, em que as manoses sdo adicionadas; um dominio C-terminal de
ancoramento a GPI; e uma regido na porcdo N-terminal onde se localiza um peptideo sinal
para secre¢do. Com o intuito de expressar MP43 em Pichia pastoris para posterior purificacao
e utilizacdo em ensaios de avaliacdo do potencial imunoterapéutico no tratamento da
criptococose, primers foram projetados a fim de eliminar as regiGes do peptideo sinal e da
ancora de GPI, para maior eficiéncia durante a purificacdo. O fragmento correspondente a
regido codificadora de MP43 foi amplificado e clonado no plasmideo pHIL-S1, amplamente
utilizado em sistemas de expressdo em P. pastoris. Esse vetor possui uma sequéncia que
codifica um peptideo sinal e um promotor induzido por metanol. A confirmacdo da
construgéo foi realizada por clivagem com a enzima Bglll e posterior sequenciamento. A
transformacédo em P. pastoris foi realizada através de eletroporacédo de células competentes de
duas linhagens diferentes da levedura: KM71, que possui o0 gene AOX1 que codifica a enzima
alcool oxidase deletado e GS115, que possui 0 gene AOX1 intacto. Ambas as linhagens
possuem o gene HIS4 ndo funcional. Inicialmente foram obtidas 4 colénias recombinantes,
duas da linhagem KM71 e duas da linhagem GS115. A expressao heteréloga da MP43 nessas
quatro linhagens nédo foi bem sucedida e estamos realizando outro processo de transformagao
para avaliacdo de novos transformantes. ApOs a expressdo e purificagdo da manoproteina
MP43 serdo realizados testes para avaliar o potencial imunoterapéutico da mesma em modelo

murino de criptococose.



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are encapsulated yeasts, the etiological
agents of cryptococcosis in humans. This disease is characterized by lung infection that may
spread to the brain, causing meningoencephalitis. C. neoformans infects preferentially patients
with compromised immune system, while C. gattii has the ability to infect immunocompetent
individuals. The mannoproteins, which correspond to approximately 1% of the composition
of Cryptococcus capsule, are highly immunogenic and elicit immune responses mediated by T
cells during the infection in a murine model. In this context, the aim of this study is to
evaluate the immunotherapeutic potential of one recombinant mannoprotein of C. gattii in
trials of experimental infection. In silico analysis of the C. gattii genome revealed the
presence of one mannoprotein with a predicted molecular mass of 43 kDa, annotated as a
conserved hypothetical protein, which we named MP43. This analysis suggested that MP43
has all the essentials features of a mannoprotein: a serine-threonine-rich region; one C-
terminal domain for GPI anchoring; and a signal peptide on the N-terminal domain for
secretion. In order to express the mannoprotein MP43 in Pichia pastoris for subsequent
purification and use in immunotherapeutic trials, primerswere designed to eliminate the
regions that code for the signal peptide and the GPI anchor, to increase the efficiency during
the purification. The fragment was amplified and cloned into the pHIL-S1 plasmid, widely
used in P. pastoris expression systems. This vector comprises a sequence encoding a signal
peptide and a promoter induced by methanol. The confirmation of the construct was made by
cleavage with Bglll and subsequent sequencing. Transformation of P. pastoris was carried out
by electroporation with competent cells of two different strains of the yeast: KM71, which has
the AOX1 gene that encodes alcohol oxidase enzyme deleted and GS115, which has the AOX1
gene intact. Both strains have the HIS4 gene not functional. The insertion of the vector into
the yeast genome occurred via homologous recombination and the transformants were
selected for histidine auxotrophy. Initially, four recombinant colonies were obtained, two of
the KM71 strain and two of the GS115 strain. The heterologous expression of MP43 in these
four strains was not successful and we are now performing another transformation process for
the evaluation of new transformants. After the expression and purification of the recombinant
MP43 of C. gattii, tests will be conducted to evaluate the immunotherapeutic potential in a

murine model of cryptococcosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerais

C. neoformans e C. gattii sé&o leveduras patogénicas e 0s principais agentes
responsaveis pela infeccdo e desenvolvimento da criptococose em seres humanos. As duas
espécies variam em sua distribuicdo geografica, epidemiologia, patologia e caracteristicas
moleculares (Cogliati, 2013). Estima-se que C. gattii e C. neoformans divergiram de um

ancestral comum héa 18,5 e 37 milhdes de anos, respectivamente (Lin e Heitman, 2006).

C. gattii pode ser subdividido nos sorotipos B e C, possuindo quatro tipos moleculares:
VGI, VGII, VGIII e VGIV, sendo os dois primeiros associados a infeccdo em individuos
saudaveis e os dois Ultimos a infeccdo em individuos imunocomprometidos (Byrnes et al.,
2011). Os tipos moleculares VGI e VGII estdo associados ao sorotipo B, e VGIII e VGIV ao
sorotipo C (Lin e Heitman, 2006). O genétipo VGII ¢é dividido em trés principais sub-
genotipos: VGlla, VGIIb, e VGlIc, emergentes no Noroeste do Pacifico. O sub-genétipo
VGlla possui fenotipo de hiperviruléncia quando comparado ao sub-genétipo VGlIIb,
enquanto VGllc tem perfil de viruléncia similar ao do sub-genétipo VGlla (Byrnes et al.,
2010). Primeiramente, acreditava-se que a ocorréncia de C. gattii era limitada as regibes
tropicais e subtropicais, como Australia, Nova Zelandia e sudeste da Asia (Kwon-Chung e
Bennett, 1984). Porém, este panorama foi alterado ap6s o surto de infeccdo por C. gattii
sorotipo B, tipo molecular VGII, na ilha de Vancouver, Canada, no ano de 1999, admitindo-se
também a existéncia desta espécie em regides temperadas (Datta et al., 2009). Um trabalho
recente de Hagen e colaboradores (Hagen et al., 2013) indica que h& maior probabilidade do
gendtipo VGII de C. gattii ter tido origem na América do Sul, mais especificamente na
Amazonia e, a partir desse local, ter se disseminado para o noroeste da América do Norte,

sendo responsavel pelo surto em Vancouver, Canada.

C. neoformans é um patdgeno ubiquo de distribuicdo mundial e é caracterizado pela
existéncia de trés diferentes sorotipos: A (C. neoformans var. grubii), D (C. neoformans var.
neoformans) e o hibrido AD. O sorotipo A é constituido pelos tipos moleculares VNI, VNII e
VNB, o sorotipo D pelo tipo molecular VNIV, e o sorotipo hibrido AD é constituido pelo tipo
molecular VNIII (Lin e Heitman, 2006) (Figura 1).
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Figura 1. Especiacdo de C. neoformans e C. gattii e seus diferentes sorotipos e genotipos.
Estima-se que C. neoformans e C. gattii tenham divergido ha 37 e 18,5 milhdes de anos,
respectivamente. Existem trés diferentes sorotipos de C. neoformans: A (genétipos VNI, VVNII
e VNB), D (gendtipo VNIV) e o hibrido AD (genétipo VNIII). S&o conhecidos dois sorotipos
de C. gattii: B (genotipos VGI, VGII) e C (gen6tipos VGIII e VGIV). Adaptado de Lin e
Heitman (2006).

1.2. Criptococose e resposta imune

C. gattii e C. neoformans sdo fungos leveduriformes, encapsulados e os principais
agentes causadores da criptococose. Essa infec¢do é caracterizada por atingir os pulmdes e se
disseminar para o sistema nervoso central, causando meningite. Atinge principalmente
pacientes imunocomprometidos, porém ha incidéncia marcante em pacientes
imunocompetentes. Estimativas apontam um milhdo de casos de infeccdo por C. neoformans
no mundo, gerando 620 mil mortes anualmente (Park et al., 2009). Infec¢des por C. gattii e C.
neoformans ocorrem com maior prevaléncia em pacientes que possuem resposta de células T
deficiente, como, por exemplo, pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(SIDA/AIDS), transplantados, portadores do virus da hepatite B ou C ou pacientes tratados
com imunossupressores (Mitchell e Perfect, 1995; Husain et al., 2001). Estimativas do ano de
2009 apontam que até 12% dos pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) no mundo desenvolve criptococose e, em alguns paises da Africa, C. neoformans
desponta como a causa mais comum de meningite (Park et al., 2009). No Brasil, C.
neoformans é o maior causador de micose sistémica em pacientes com AIDS, causando até

51% dos 6bitos nesses individuos (Prado et al., 2009). Dados da Secretaria Estadual da Saude



do Rio Grande do Sul (SES-CEVS-TABNET) demonstram que, de 2007 a dezembro de 2013,
aproximadamente 20% dos pacientes notificados com meningite por Cryptococcus foram a
obito por complicacdes da doenca (Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul,
2013).

A infeccdo humana por leveduras do género Cryptococcus é adquirida de fontes
ambientais, sendo que C. gattii estd predominantemente associado a arvores de eucaliptos
(Eucalyptus calmadulensis) e madeiras em decomposicdo (Ma e May, 2009). Ja C.
neoformans € isolado de solo e excretas de aves, principalmente pombos (Columba livia), os
quais séo considerados a maior fonte ambiental desta levedura (Casali et al., 2003; Ma e May,
2009). A infeccdo ocorre por inalacdo de esporos ou leveduras dessecadas presentes no
ambiente (Lin e Heitman, 2006) (Figura 2). Em modelo murino de infec¢do, C. gattii
(linhagem R265, isolada de pacientes infectados no surto de Vancouver, Canada) fica mais
restrito & infeccdo pulmonar, raramente se disseminando para o sistema nervoso central; ja C.
neoformans, que possui tropismo acentuado pelo tecido cerebral, pode causar uma forma mais

grave da doenca, caracterizada por um quadro de meningoencefalite (Perfect, 2012).

Eucalipto

\ Excreta de Ameba
pombo 2%
/
/ \\
/7
y \

Levedura Dessecada/Esporo

Figura 2. Ciclo infeccioso de C. neoformans e C. gattii. Cryptococcus pode ser isolado do
ambiente, associado a arvores de eucalipto, solo, excreta de pombos e amebas. Os pombos sdo
considerados a principal forma de dispersdo do fungo. A infeccdo ocorre por inalagcdo de
esporos ou células dessecadas, que se depositam nos alvéolos pulmonares, causando
pneumonia, e podem se disseminar para 0 sistema nervoso central, causando
meningoencefalite. Adaptado de Coelho, Bocca e Casadevall (2014).



Apos a deposicdo das células fangicas no pulméo, o primeiro contato com o sistema
imune é a interacdo com os macrdfagos alveolares. Apos a fagocitose de Cryptococcus por
macrofagos, a levedura pode ser eliminada pela apresentacdo de antigenos as células T, pode
entrar em um estado de laténcia ou pode sobreviver e estabelecer a infeccdo pulmonar
(Mcquiston e Williamson, 2012). Para a disseminagdo ao sistema nervoso central, as
leveduras do género Cryptococcus podem atravessar a barreira hematoencefélica por
transporte mediado por macréfagos alveolares, mecanismo denominado como “Cavalo de
Troia” ou por transcitose direta, processo no qual as células fungicas sofrem alteracGes

morfolégicas para interagir com as células endoteliais (Kronstad et al., 2011).

A resposta mediada por células T inicia-se nos érgdos linfoides secundéarios, havendo
o reconhecimento do complexo peptideo-MHC exposto nas células apresentadoras de
antigenos (APCs) por células T virgens, pois os linfocitos T ndo sdo capazes de reconhecer
antigenos na forma nativa. Ap@s a ativacdo das células T, por reconhecimento de MHC do
tipo 1 ou Il, as mesmas se proliferam através da resposta autdcrina a Interleucina-2 (I1L-2) e
podem ativar resposta de linfocitos T helper ou citotdxico. A principal resposta imune contra
leveduras do género Cryptococcus é atraves da ativacao de linfocitos T helper (CD4+) pela
apresentacdo de antigenos via MHC do tipo Il, porém a ativacao de linfocitos T citotoxicos
(CD8+) ndo pode ser descartada (Huffnagle et al., 1994).

A resposta Thl é caracterizada pela secrecdo de INF-y, TNF-o ¢ IL-12, ativacdo de
macrofagos e inducdo de linfocitos B para opsonizacdo do patdgeno. Neste caso,
Cryptococcus € eliminado pela ativacédo classica de macrofagos (Kawakami et al., 1995; Hoag
et al., 1997; Herring et al., 2002; Wormley et al., 2007). Também ja foi demonstrado que a
secrecdo de IL-17 e IL-23 é capaz de induzir uma resposta chamada de Thl7, ativando
macrofagos e protegendo o hospedeiro (Miller et al., 2007). A resposta Th2 é caracterizada
pela secrecdo de I1L-4, IL-10 e IL-13, ativacdo de linfécitos B para producdo de anticorpos e
alternativa ativacdo de macrofagos. Na infeccdo por Cryptococcus, ha inducgéo de células do
sistema imune inato para fagocitar o patdgeno, porém a levedura consegue se proliferar (Hoag
et al., 1997; Koguchi e Kawakami, 2002; Wozniak et al., 2012). Geralmente o equilibrio entre
as respostas Thl e Th2 esta relacionado a surtos da infeccdo de, preferencialmente, patégenos
intracelulares (Koguchi e Kawakami, 2002). J& foi mostrado que a troca de resposta Thl para
Th2 induz a expressdo de fatores de viruléncia em C. neoformans (Osterholzer et al., 2009)
(Figura 3). Porém, apenas uma resposta Thl e Thl7 forte ndo foi capaz de proteger

camundongos contra a infeccdo e disseminacdo de C. neoformans (linhagem H99) para o



Sistema Nervoso Central (Zhang et al., 2009). Uma possivel explicacéo para a efetividade de
C. gattii em infectar pacientes imunocompetentes pode estar associada a modulacdo da
maturacdo de células dendriticas. Essas células, como apresentadoras de antigenos, sao
eficazes em internalizar e eliminar células fangicas de C. gattii, porém as células dendriticas
imaturas falham ao entrar no processo de maturagdo, ndo havendo aumento de expresséo de

MHC do tipo Il, o que leva a uma resposta de células T diminuida (Huston et al., 2013).
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Figura 3. Equilibrio entre as respostas Thl e Th2 durante infec¢do por Cryptococcus spp.
Células do sistema imune inato controlam a diferenciacdo de linfécitos T CD4+ através da
producéo de citocinas. Quando ha producao de IL-2 pelas células apresentadoras de antigenos
apos a fagocitose de Cryptococcus spp., linfocitos T CD4+ virgens se diferenciam em
linfocitos Thl. Essas celulas produzem IFN-y, ha ativacdo de macrdfagos e € possivel
visualizar células de C. neoformans em granulomas no interior dos macrofagos. Quando ha
producdo de IL-4 pelas células apresentadoras de antigenos ap6s a fagocitose de
Cryptococcus spp., células T CD4+ virgens se diferenciam em linfocitos Th2. Essas células
produzem IL-4 e é possivel visualizar a proliferacdo de C. neoformans no espaco alveolar.
Adaptado de Ishii e Kawakami (2012).

1.3. Fatores de viruléncia em Cryptococcus spp.

A sobrevivéncia de Cryptococcus sp. no hospedeiro € possivel pela expressdo e
combinacédo de distintos fatores de viruléncia e, também, pela suscetibilidade do hospedeiro.
Tanto C. neoformans quanto C. gattii possuem fatores de viruléncia bem estabelecidos e,

alguns deles, seréo elucidados abaixo:



1.3.1. Termotolerancia

As espécies de Cryptococcus patogénicas de mamiferos possuem a capacidade
de se desenvolver a 37°C. Essa habilidade pode explicar a distribuicdo mundial de C.
neoformans e C. gattii e € uma caracteristica que diferencia outras espécies de Cryptococcus
gue ndo conseguem estabelecer a infecgcdo, mas possuem outros fatores de viruléncia, como a

capsula polissacaridica e producdo de melanina (Coelho et al., 2014).

1.3.2. Cépsula polissacaridica

Além da parede celular de Cryptococcus, composta por oligbmeros de quitina e
quitosana, a levedura também é envolvida por uma cépsula polissacaridica. Essa capsula é
composta pelos polissacarideos glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomana (GalXM) e
por manoproteinas. Essa estrutura pode atingir um tamanho muitas vezes maior do que o
didmetro do corpo celular da levedura no momento da infeccéo, e confere vantagem ao fungo
no processo de interacdo patdgeno-hospedeiro (Coelho et al., 2014). A cépsula de C.
neoformans e C. gattii € imunomodulatéria e pode afetar a migracdo de células do sistema
imune (Ellerbroek et al., 2004; Ellerbroek et al., 2004), inibir a secrecdo de citocinas
(Siegemund e Alber, 2008), interferir na apresentacdo de antigenos via MHC (Villena et al.,
2008) e impedir a proliferacdo de células do sistema imune inato (Lupo et al., 2008).
Provavelmente, a mais importante funcao da capsula seja a interferéncia na fagocitose, pois ha
auséncia da mesma quando as células fangicas ndo sao opsonizadas (Shoham e Levitz, 2005;
Coelho et al., 2014).

1.3.3. Producdo de melanina

A producédo de melanina é importante para a viruléncia de leveduras do género
Cryptocoocus, sendo este pigmento sintetizado pela enzima lacase. Mutantes de C.
neoformans para essa enzima tém sua viruléncia atenuada em modelo murino de infecgéo
(Kwon-Chung et al., 1982). Além de a melanina ser uma molécula antioxidante, ela também é
um importante componente da estrutura da parede celular de Cryptococcus e € reconhecida

por anticorpos durante modelo de infec¢cdo murino experimental (Rosas et al., 2001).

1.3.4. Urease

A enzima urease é responsavel pela hidrolise da ureia, gerando amonia e CO»,

0 que facilita a captacéo de nitrogénio pela levedura. Esta enzima pode estar relacionada com



a disseminacdo de Cryptococcus para o cérebro, pois mutantes nulos para o gene codificador
de urease foram capazes de causar meningoencefalite em modelo murino de infeccdo, mas

ndo pneumonia (Cox et al., 2000).

1.4. Manoproteinas

Manoproteinas correspondem a aproximadamente 1% da composic¢do da capsula de
Cryptococcus (Levitz et al., 2001) e tém a capacidade de ativar resposta imune no hospedeiro
(Huang et al., 2002). A resposta imune mediada por células T € essencial para defesa do
hospedeiro durante o desenvolvimento da criptococose (Voelz e May, 2010), e manoproteinas
sdo capazes de induzir este tipo de resposta (Levitz e Specht, 2006). Manoproteinas possuem
algumas caracteristicas essenciais, como a presenca de uma regido rica nos aminoacidos
serina e treonina, local no qual ocorre a O-glicosilacdo, uma ancora de GPI e um peptideo
sinal para secrecdo (Levitz e Specht, 2006). A ancora de GPI serve para se ligar a membrana
plasmatica ou a B-1,6-glicanos da parede celular e a clivagem da ancora pode levar a
exportacdo da proteina (Djordjevic et al., 2005). No genoma de C. neoformans, foram

encontrados 40 genes putativos codificadores de manoproteinas (Levitz e Specht, 2006).

Mais da metade das proteinas encontradas no sobrenadante de C. neoformans sdo
manoproteinas (Mansour, Schlesinger e Levitz, 2002) e, as que ndo sdo secretadas, estdo
associadas ao lado interno da parede celular (Vartivarian et al., 1989). Esta caracteristica
difere de Candida albicans, por exemplo, pois todas as suas manoproteinas estdo expostas
para 0 meio extracelular (Bates et al., 2005). A manoproteina Cigl de C. neoformans é
secretada para o meio extracelular e tem sua expressdo aumentada em condi¢cdes de privacdo
de ferro. E atribuida como sua funcio a absorcdo de componentes hemes para o interior da
célula. A delecdo do gene CIG1, juntamente com o gene codificador da ferroxidase CFOL1,
atenuam a viruléncia de C. neoformans em modelo de infeccdo murino (Cadieux et al., 2013).
Ja a manoproteina MP98 de C. neoformans, foi encontrada mais préxima a parede celular do
fungo, ou seja, esta interagindo com a regido interna da capsula polissacaridica e a regido

externa da parede celular, ndo estando exposta ao meio (Jesus et al., 2010).

Inimeros fungos expressam manoproteinas capazes de elicitar resposta imune no
hospedeiro, como, por exemplo, C. albicans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e

Penicillium marneffei. A capacidade das manoproteinas de interagirem com a parede celular



dos fungos pode contribuir com a patogenicidade dos mesmos, como visto para a
manoproteina Epal de Candida glabrata, capaz de mediar a adesdo a células epiteliais
(Frieman et al., 2002). A deficiéncia de manosilagdo em mutantes de C. albicans atenua sua

viruléncia em modelo de infeccdo murino (Bates et al., 2005).

O processo de glicosilagdo em mamiferos e fungos é bastante conservado no aspecto
geral, sendo as proteinas primeiramente encaminhadas ao reticulo endoplasméatico onde
ocorre a glicosilacdo, posteriormente sdo direcionadas ao Golgi para o processamentoe, por
fim, as organelas ou compartimentos especificos. H4 uma diferenca na N-glicosilacdo do
aminoacido asparagina em relacdo aos tipos de monossacarideos adicionados e na quantidade
de genes codificadores de enzimas glicosiltransferases. Enquanto os mamiferos possuem uma
gama maior tanto de enzimas quanto de monossacarideos, os fungos utilizam principalmente
residuos de manose para formacéo de N-glicanas. Em mamiferos, os residuos de manose sao
encontrados no inicio de N-glicanas (Levitz e Specht, 2006). As N-glicanas de proteinas
fangicas podem chegar até 200 residuos de manoses, enquanto O-glicanas sao muito menores,
possuindo de dois a trés residuos de manoses. Porém, para C. neoformans ndo ha predicdo de
cadeias de manoses tdo longas. A O-glicosilacdo dos aminoacidos serina e treonina também
difere entre os mamiferos e fungos, sendo que nos fungos ha apenas adicdo de residuos de
manoses, enquanto nos mamiferos ha adi¢do de outros véarios residuos, como, por exemplo,

N-acetilglicosamina, glicose e galactose (Levitz e Specht, 2006) (Figura 4).
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Figura 4. Caracterizacdo de N-glicosilacdo e O-glicosilacdo em mamiferos e fungos. N-
glicanas fangicas encontradas nas proteinas da parede celular podem conter até 200 residuos
de manose (esfera rosa). Porém, tal predicdo ndo foi realizada especificamente para C.
neoformans. N-glicanas de proteinas de mamiferos representam um exemplo de inimeras
adicdes ao nucleo ManzGIcNAc,. O-glicanas de fungos apresentam tipicamente de dois a trés
residuos de manose, enquanto O-glicanas de mamiferos podem ter outros monossacarideos
adicionados aos aminoacidos serina e treonina. Adaptado de Levitz e Specht (2006).

A glicosilacdo de proteinas com residuos de manose é essencial para a inducdo da
resposta imune via células T no hospedeiro, através do reconhecimento de antigenos pelas
células dendriticas pelos receptores de manose e apresentacdo dos mesmos as células T
(Mansour et al., 2002; Lam et al., 2005). A MP98 recombinante de C. neoformans glicosilada
foi capaz de induzir resposta de células T CD4+ mais eficientemente, medida através da
secrecdo de IL-2, em relagdo a MP98 recombinante ndo glicosilada, mostrando a importancia
da glicosilacdo como fator imunogénico nas manoproteinas. Apenas proteinas O-glicosiladas
com residuos de manose também foram capazes de induzir resposta imune mediada por
células T. A resposta de células T foi diminuida quando células dendriticas foram pre-
incubadas por inibidores dos receptores de manose, mostrando o papel das mesmas como

apresentadoras de antigenos (Specht et al., 2007).

1.5. Pichia pastoris

P. pastoris é um modelo eucaridtico de expressdo de proteinas heterdlogas, sendo uma

alternativa a utilizacdo de modelos procaridticos de expressdo, como Escherichia coli. A



vantagem em utilizar esse modelo eucariotico para expressao de proteinas recombinantes esta
na presenca de processamento de proteinas e modificagdes pds-traducionais, como a
glicosilacdo, modificacbes ndo encontradas em modelos procarioticos de expressdo. P.
pastoris € uma levedura capaz de metabolizar metanol, devido a presenca de genes
codificadores das enzimas alcool oxidase e formaldeido desidrogenase em seu genoma, e 0S
promotores dos respectivos genes sdo utilizados para controle da expressdo de proteinas
recombinantes (De Schutter et al., 2009).

P. pastoris é tdo facilmente manipulada geneticamente quanto Saccharomyces
cerevisiae e de facil cultivo, possuindo alta taxa de crescimento. O seu genoma é constituido
de quatro cromossomos e a inser¢do de DNA linear no genoma de P. pastoris acontece com
alta taxa de recombinacdo homologa. Essa levedura é capaz de produzir altos niveis de
proteinas extracelulares e intracelulares e ndo é um modelo apenas para producédo de proteinas
recombinantes glicosiladas, pois a expressdo da proteina albumina para fins terapéuticos é
realizada em P. pastoris (Daly e Hearn, 2005).

Sistemas de glicosilacdo em P. pastoris sdo caracterizados por gerar modificacdes em
proteinas especificas tanto por N-glicosilacdo quanto por O-glicosilacdo. N-glicanas sao
constituidas de 8 a 14 manoses, enquanto O-glicanas sdo menores (Bretthauer e Castellino,
1999). As N-glicanas sdo moléculas ramificadas, sendo os residuos geralmente adicionados
um de cada vez, enquanto O-glicanas séo sintetizadas como uma cadeia Unica. Em diferentes
linhagens de P. pastoris, geralmente € um residuo de manose o ultimo a ser adicionado na
cadeia glicidica tanto de O-glicanas quanto de N-glicanas, e essa variabilidade nas cadeias
glicidicas pode alterar a especificidade de ligacdo de antigenos nos receptores de manose
(Lam et al., 2005). Conforme as informacdes mostradas, € provavel que a glicosilagdo entre
as espécies do género Cryptococcus e Pichia pastoris sejam similares, pois em ambas ndo ha
predicdo de N-glicanas longas e as O-glicanas sdo formadas por cadeias curtas compostas

apenas de residuos de manose.

1.6. Tratamentos convencionais X tratamentos alternativos para a criptococose

Os principais antifungicos utilizados no tratamento da criptococose sdo fluconazol,
flucitosina e anfotericina B. Fluconazol e anfotericina B sdo compostos que alteram a

composi¢do da membrana plasmatica, pois interferem na sintese do principal esterol da
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membrana fungica, denominado ergosterol. A flucitosina gera deficiéncia no processo de
transcricdo, sendo ribonucleotideos incorporados erroneamente e também interfere na
replicacdo do DNA (Loyse et al., 2013). Além do uso continuo desses antifingicos ser toxico
para 0s pacientes, 0 nimero de isolados de leveduras do género Cryptococcus resistentes esta
aumentando, devido a alteracdo na importacdo da droga, alteracdes nas enzimas alvo tanto
pelo aumento no conteddo celular quanto por alteracdes estruturais ou pelo aumento da

expressao de proteinas transportadoras (White et al., 1998; Espinel-Ingroff, 2008).

Além da busca por moléculas naturais com capacidade antifungica (flavonoides, por
exemplo), ha um grande interesse na area da imunoterapia, através da utilizacdo de anticorpos
monoclonais e citocinas no tratamento da criptococose. O uso de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-12, melhora a resposta do sistema imune contra a infeccdo e o uso de INF-y ¢
importante para o controle do desenvolvimento da criptococose em pacientes HIV positivos
(Gullo et al.,, 2013). Tentativas de tratamento utilizando imunizacdo com anticorpos
monoclonais contra o principal polissacarideo da capsula de Cryptococcus, glicosilceramidas,
melanina ¢ p-glicanas apresentaram excelentes resultados em modelos de infeccédo

experimental (Antachopoulos e Walsh, 2012).

Devido a toxicidade dos atuais antifingicos no tratamento da infeccdo causada por C.
gattii e C. neoformans, estudos que visem contribuir para inovacGes na area de estratégias
imunoterapéuticas para a criptococose sdo de grande relevancia. A resposta imune mediada
por células T é essencial para defesa do hospedeiro durante o desenvolvimento da
criptococose e as manoproteinas sdo altamente imunogénicas e induzem este tipo de resposta
imune durante a infeccdo. Nesse contexto, o desenvolvimento do presente projeto visou a
producdo da manoproteina recombinante MP43 de C. gattii, com o intuito de avaliar o

potencial imunoterapéutico desta manoproteinaem modelomurino de infeccdo experimental.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial imunoterapéutico de uma manoproteina recombinante de

Cryptococcus gattii em modelo murino de criptococose.
2.2. Objetivos especificos
- Andlise in silico da manoproteina MP43 de C. gattii;

- Expresséo heter6loga da manoproteina MP43 em P. pastoris.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens

A linhagem de C. gattii utilizada no trabalho e proveniente do surto de criptococose
ocorrido em Vancouver, Canada, denominada R265 e foi doada gentilmente pelo Dr. Wieland
Meyer. Para propagacao do vetor de expressdo foi utilizada a linhagem de E. coli TOP 10F'.
Para expressdo da proteina recombinante MP43 em P. pastoris foram utilizadas as linhagens
GS115 e KM71 e, como controle, a linhagem GS115-Albumina, a qual secreta a proteina
recombinante albumina (Pichia Expression Kit, Invitrogen). As linhagens KM71 e GS115-
Albumina possuem o gene AOX1, codificador da enzima alcool oxidase, interrompido, sendo
elas consideradas Mut®. Em leveduras da linhagem GS115, o gene AOX1esta integro, sendo
ela considerada Mut™. Todas as linhagens de P. pastoris utilizadas sdo auxotroficas para a

producdo de histidina.

3.2. Meios de cultura

Para o crescimento de E. coli TOP10F' foi utilizado o meio de cultura Luria Broth (LB)
e, quando necessario, foi adicionado 1,5% (v/v) de &gar. Para o crescimento das linhagens de
P. pastoris foram utilizados os seguintes meios: YPD (2% glicose, 2% peptona e 1% extrato
de levedura), MD (1,34% YNB, 4x10% biotina, 2% glicose), MM (1,34% YNB, 4x10°%
biotina, 0,5% metanol), BMG (100 mM fosfato de potassio monobasico pH 6, 1,34% YNB,
4x10°% biotina, 1% glicerol), BMM (100 mM fosfato de potassio monobasico pH 6, 1,34%
YNB, 4x10™% biotina, 0,5% metanol), BMGY (1% extrato de levedura, 2% peptona, 100
mM fosfato de potassio monobasico pH 6, 1,34% YNB, 4x10°% biotina, 1% glicerol),
BMMY (1% extrato de levedura, 2% peptona, 100 mM fosfato de potassio monobasico pH 6,
1,34% YNB, 4x10°% biotina, 0,5% metanol). Para a lise celular de P. pastoris foi utilizado
um tampéo de lise (0,05 M fosfato de s6dio monobasico pH 7,4, 0,001 M EDTA e 5%

glicerol), conforme instrucGes do fabricante.

3.3. Analise in silico do gene MP43 de C. gattii

O numero de acesso da sequéncia génica codificante de MP43 no Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus neoformans b/MultiHome.h

tml) é CNBG_4278. A presenca do peptideo sinal na potencial manoproteina MP43 foi
avaliada pelo algoritmo Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e as regides ricas
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em serina/treonina  foram identificadas pela analise no software Bioedit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). A predigdo de um sitio para ligacdo de uma

ancora de GPI foi realizada pelo algoritmo GPI-SOM (http://gpi.unibe.ch/). A predi¢do da

massa molecular e do ponto isoelétrico (pl) da manoproteina MP43 foi realizada no algoritmo
Compute  pl/Mw no portal de recursos de  bioinforméatica  ExPASy
(http://web.expasy.org/compute_pi/). A analise de dominios conservados foi realizada no

algoritmo PROSITE (http://prosite.expasy.org/). A analise de O-glicosilacéo foi realizada no

algoritmo GlycoEP (http://www.imtech.res.in/raghava/glycoep/submit.html).

3.4. RNAseq

Previamente, foi realizado por nosso grupo de pesquisa (Schneider et al., 2012) uma
analise quantitativa da expressdo génica de C. gattii linhagem R265 durante o processo de
interacdo com o hospedeiro por RNAseq. Camundongos BALB/c foram infectados com 10°
células de C. gattii e apds 24 h foi coletado lavado brénquio-alveolar para posterior extracdo
de RNA. Paralelamente, foram realizados cultivos de C. gattii em privacdo de micronutrientes,
pela acdo de quelantes de zinco (TPEN) e cobre (BCS). Para analise dos resultados e
determinacdo da expressdo diferencial de MP43 nestas condi¢Oes, a qual ndo havia sido
analisada pelo grupo de pesquisa, foi quantificado o nimero de reads referentes a transcritos
do gene CNBG_4278 e este valor foi dividido pelo tamanho do transcrito em Kkilobases
(RPK). Por fim, o valor de RPK foi dividido pelo nimero total de reads obtidos pelo
sequenciamento (RPKM).

3.5. Extracdo de RNA

Foi extraido RNA de células de C. gattii cultivadas por 18 h a 30°C em 20 ml de YPD
liquido. O cultivo foi centrifugado a 7.000 x g por 10 min e as células foram congeladas em
nitrogénio liquido, liofilizadas e maceradas. Uma aliquota do macerado foi transferida para
um tubo contendo 1 ml do reagente TRIzol (Life Technologies). Apds a homogeneizacao
manual, o extrato foi centrifugado a 12.000 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante da
centrifugacdo foi retirado e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente,
foram adicionados 0,2 ml de cloroférmio ao sobrenadante e os tubos foram agitados
manualmente por 15 min e incubados a temperatura ambiente por 3 min. A amostra foi
submetida a centrifugagédo a 12.000 x g por 15 min, a 4°C. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo e o RNA foi precipitado com 0,5 ml de isopropanol a temperatura ambiente por

10 min. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada a 12.000 x g por 10 min a 4°C e 0
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precipitado foi lavado com etanol 70%. A amostra foi ressuspendida em agua previamente
tratada com DEPC. Aproximadamente 1 pug de RNA foi tratado com DNAse (Thermo

Scientific) por 30 min a 37°C e inativada conforme instrugdes do fabricante.

3.6. Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA foi utilizada a enzima tanscriptase reversa (RT) Inprom 1l
(Promega)e 0,2 pg de RNA previamente tratado com DNAse, conforme instrugfes do
fabricante. A reacéo foi incubada a 42°C por 1 h.

3.7. Clonagem da regido codificadora de MP43 no vetor de expressdo pHIL-S1

O vetor pHIL-S1 foi selecionado para a realizacdo da expressdo heter6loga em P.

pastoris (Pichia Expression Kit, Invitrogen). Esse vetor possui 8.260 pb e apresenta a
sequéncia codificadora do peptideo sinal PHOL1, o qual transloca a proteina recombinante para
0 sobrenadante de cultivo, o gene HIS4 para selecdo auxotrofica em P. pastoris, o promotor
AOX1 induzivel a metanol, o terminador AOX1 e marca de resisténcia a ampicilina para
selecdo em bactérias. Para a amplificacdo da regido codificadora do gene MP43 de C. gattii
foram projetados primers que excluissem as regides codificantes do peptideo sinal e do sitio
O0mega de ancoramento a GPl. No primer direto foi adicionado um sitio de clivagem
reconhecido pela enzima EcoRl (MP34F 5’-
AAAAAAGAATTCTGCGTCCAGTTTGACTCG-3). No primer reverso foram adicionados
um sitio de clivagem reconhecido pela enzima BamHI e um tag de histidinas (MP43R 5’-
AAAAAAGGATCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGAGAATTGGTACTAGCAGA-3’).
A amplificacdo da regido codificadora de MP43 foi realizada através da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A temperatura de anelamento dos primers foi de 55°C e o restante das
condicdes foram seguidas conforme descrito pelo fabricante da Tag DNA polimerase High
Fidelity (Invitrogen). Como molde para amplificacdo por PCR foi utilizado cDNA de C. gattii
R265. Apos a amplificacdo, as extremidades do amplicon foram clivadas com as enzimas
EcoRI e BamHI simultaneamente por 2 h a 37°C. O vetor pHIL-S1 também foi clivado com
as enzimas EcoRI e BamHI por 3 h a 37°C, porém a digestdo ocorreu sequencialmente. Para a
realizacdo da ligacdo, foram utilizados 100 ng do vetor linearizado e 50 ng do inserto. A
ligacdo foi realizada com a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), conforme protocolo do
fabricante.
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3.8. Transformacdo em E. coli TOP10F'

A transformacédo do plasmideo recombinante de pHIL-S1_MP43 em E. coli TOP10F'
foi realizada por choque térmico, conforme Sambrook & Russell, 2001. As colbnias

transformantes foram selecionadas em meio LB acrescido do antibiotico ampicilina (100

pa/ml).

3.9. Confirmacéo da construcdo do plasmideo recombinante pHIL-S1_MP43

Para a confirmacdo da construgdo do plasmideo recombinante pHIL-S1 _MP43, foi
extraido DNA plasmidial de 6 col6nias e realizado PCR com os primers MP43F e MP43R.
Posteriormente, o plasmideo foi clivado com a enzima Bglll por 3 h a 37°C, com predicdo de
liberacdo de fragmentos de 5183 pb, 2868 pb e 1291 pb. O sequenciamento do vetor foi
realizado por prestacdo de servigos na ACTGene com os primers MP43F e MP43R. Para
avaliacdo do sequenciamento, foram realizadas andlises de comparagdo de sequéncias pelo
algoritmo BLAST com a sequéncia CNBG_4278 como query e o resultado do

sequenciamento como subject.

3.10. Transformacéo do vetor pHIL-S1_MP43 em P. pastoris

Apos a confirmacdo da construcdo do plasmideo recombinante, foram preparadas
células eletrocompetentes de P. pastorisdas linhagens KM71 e GS115, conforme protocolo do
kit Pichia expression kit (Invitrogen). Foram clivados 10 pg do plasmideo pHIL-S1_MP43
com a enzima Sall por 3 h a 37°C (sitio de clivagem localizado no gene HIS4) para
linearizag&o. A linearizacdo neste sitio favorece o evento de recombinagdo homdloga no l6cus
his4 do genoma das linhagens de P. pastoris. A eletroporacdo foi realizada conforme
protocolo do manual do eletroporador Gene Pulser X-cell (Bio-Rad). As coldnias
transformantes foram selecionadas em meio MD, na auséncia de histidina. DNA genémico foi
extraido de quatro colbnias transformantes, GS115-1, GS115-2, KM71-1 e KM71-2. Para
confirmacéo da insercdo do vetor de expressédo no genoma dessas linhagens, foi realizado um
PCR com os primers MP43F e MP43R.

3.11. Expresséo heteréloga de albumina em P. pastoris

Primeiramente foi realizada uma padronizacdo da expressdo de proteinas
recombinantes em P. pastoris com a linhagem controle GS115-Alb, a qual secreta albumina

para o meio de cultivo. Para isso, foram testados os diferentes meios de indu¢do: MD, BMG,
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BMGY, MM, BMM e BMMY (Pichia Expression Kit, Invitrogen). A inducdo da expresséo
de albumina recombinante foi padronizada como segue: primeiramente foi realizado um
indculo da linhagem em 20 ml de YPD a 30°C e 200 rpm durante 16-18 h. Posteriormente,
um aliquota de 500 pL foi submetida a centrifugacdo a 15.700 x g por 2 min, e o0 precipitado
de células foi ressuspendido em 500 puL de YNB 1X. Esta suspensdo de células foi inoculada
em 100 ml de BMGY a 30°C e 200 rpm até atingir ODgoo = 2 - 6. Posteriormente, o cultivo
em BMGY foi centrifugado a 3.000 x g por 5 min e as células foram ressuspendidas em 20 ml
de BMMY. Para a inducédo da expressdo, metanol foi adicionado na concentracéo final de 0,5%

v/v a cada 24 h, por um total de 144 h.

3.12. Quantificacdo proteica

A quantificagdo de proteinas presentes no sobrenadante do cultivo de cada ensaio de
inducdo foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Para isto, 1 ml do reagente
de Bradford (Bio-Rad) foi incubado com 20 uL do sobrenadante de cada cultivo e a
absorbancia da amostra foi determinada em espectrofotdmetro a 595 nm. A curva padrdo
utilizada para conversdo da absorbancia em concentracdo proteica foi realizada com

concentragdes distintas de BSA.

3.13. Espectrometria de massas

Para confirmacdo da expressdo da albumina, amostras de sobrenadantes dos cultivos
obtidos conforme descrito acima foram analisados em gel de poliacrilamida 12%, conforme
protocolo descrito (Sambrook & Russel, 2001). Para visualizagdo das proteinas apds
eletroforese, o gel foi submergido em solucdo de Coomassie G (50% metanol, 10% acido
acetico, 0,05% Coomassie Brilliant Blue R-250). A banda teoricamente correspondente a
albumina foi excisada e incubada em solugdo Destain (50% metanol e 5% acido acético) para
descoloracdo por 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi desidratado com
acetonitrila (100%) e reduzido com DTT (10 mM). Apos a reducéo, o gel foi alquilado com
iodoacetamida e lavado com bicarbonato de amdnio 100 mM e desidratado novamente. Foi
realizada a tripsinizacdo da amostra e posteriormente a extracdo dos peptideos com solucéo de
bicarbonato de amonio 100 mM. A espectrometria de massas foi realizada no Uniprote-MS do

Centro de Biotecnologia.
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3.14. Expressdo heter6loga de MP43 em P. pastoris

As condicOes para expressdo da proteina recombinante MP43 com os transformantes
KM71-1 e KM71-2 foram as mesmas utilizadas para a albumina, pois ambas apresentam
fendtipo Mut®. A expressdo da MP43 utilizando os transformantes GS115-1 e GS115-2
ocorreu nas mesmas condicdes, com exce¢do da concentracdo de células utilizadas no in6culo
para indugdo (ODggo = 1 em volume final de 100 ml). Para inducgdo da expressdo da proteina
recombinante, foi adicionado metanol na concentracéo final de 0,5% v/v a cada 24 h, por 144
h. Para as linhagens KM71-2, GS115-1 e GS115-2 também foi testada a concentracéo final de

0,8% v/v de metanol.

3.15. Producéo de extrato proteico intracelular deP. pastoris

Para obtencdo de um extrato proteico intracelular, a lise das células de P. pastoris
(transformantes KM71-1, KM71-2, GS115-1 e GS115-2) foi realizada a partir da adicdo de
100 pL do tampdo de lise e um volume equivalente de pérolas de vidro (0.2 mm) ao
precipitado celular, obtido pela centrifugacdo de 1 ml de cultivo. Cada amostra foi submetida
a 8 ciclos de agitacdo em vortex por 30 s e posterior incubacdo em gelo por 30 s. Finalmente,
as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 15.700 x g por 10 min a 4°C e o sobrenadante

foi retirado e armazenado em um novo tubo.

3.16.Screening dos novos transformantes de P. pastoris

Foi realizado um teste de inducdo da expressdo em menor escala utilizando 13 novos
transformantes de P. pastoris dos 124 obtidos em uma segunda etapa de transformacdo. De
acordo com instrugdes recomendadas pelo fabricante, este teste foi realizado em tubos
plasticos de 50 ml. Os transformantes obtidos apds transformacdo das duas linhagens, GS115
e KM71, foram inoculados em 5 ml de BMGY a 30°C e 200 rpm até atingir ODggo = 2 - 6.
Posteriormente, o cultivo foi submetido a centrifugacéo (3,000 x g por 5 min), e o indculo
para inducéo foi realizado em meio BMMY, em um volume final de 10 ml (ODgy = 1) para
transformantes da linhagem GS115. Para a linhagem KM71, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em 4 ml de BMMY. O metanol foi adicionado na concentracgao final de 0,5%
v/v a cada 24 h, por 144 h.

3.17. SDS-PAGE

Para a realizacdo da eletroforese em gel SDS-PAGE, 1 ml de cada cultivo da inducéo
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foi retirado a cada 24 h e submetido a centrifugacdo para separacdo do precipitado de células
e sobrenadante de cultivo. As proteinas do sobrenadante foram precipitadas com Acido
tricloroacético (TCA) na concentracao final de 10% v/v. Foram utilizados os géis comerciais
Mini-PROTEAN TGXPrecast Gels(Bio-Rad), com gradiente de concentracdo de
poliacrilamida variando de 4% a 20%. A eletroforese foi realizada em uma cuba vertical a 100
V. Foi utilizado o marcadorde massa molecularColorBurst (Sigma-Aldrich), cujas massas

moleculares variam de 8 kDa a 220 kDa.

3.18. Analise de proteinas glicosiladas

Foi realizada uma analise por eletroforese em gel SDS-PAGE e o gel foi corado com
solugdes do kit Glycoprotein Detection Kit(Sigma-Aldrich), conforme instrucbes do

fabricante.
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4. RESULTADOS

4.1. Anélise in silico da manoproteina MP43 de C. gattii

Manoproteinas possuem algumas caracteristicas essenciais, como a presenca de uma
regido rica nos aminoacidos serina e treonina, local no qual ocorre a O-glicosilacdo, uma
ancora de GPI e um peptideo sinal para secrecdo (Levitz e Specht, 2006). A manoproteina
MP43 de C. gattii foi selecionada como alvo para expressao heteréloga em P. pastoris. Esta
escolha foi baseada em dados prévios de analise de expressdo génica global, os quais
evidenciaram que o ortélogo de MP43 em C. neoformans foi diferencialmente expresso em
condicdes de privacdo de micronutrientes. No genoma de C. gattii disponivel na plataforma
do Broad Institute, MP43 foi anotada como uma proteina hipotética conservada. Apds a
predicdo in silico de sua massa molecular, a denominamos MP43 (ManoProteina de 43 KDa),
seguindo a denominacdo ja utilizada para outras manoproteinas de C. neoformans. Entretanto,
para esta predi¢do foi utilizada apenas a sequéncia de aminoacidos correspondente a regido
codificadora, sem considerar as possiveis modificacdes pos-traducionais relacionadas a
glicosilacdo que devem estar presentes na proteina madura. A seguir, serdo apresentados 0s

resultados relacionados as analises in silico para caracterizacdo de MP43 em C. gattii.

4.2. Caracteristicas gerais

O gene codificador da manoproteina MP43 possui 1.427 nucleotideos e a proteina
correspondente é composta por 412 aminoacidos. Sua massa predita é 43 kDa e seu pl predito
é 4.31. Foram realizadas buscas em bancos de dados de dominios conservados do NCBI
utilizando a sequéncia predita de aminoacidos de MP43, entretanto ndo foi encontrado

nenhum dominio conservado.

4.2.1. Peptideo sinal

A presenca de peptideo sinal na manoproteina MP43 foi avaliada através da
utilizacdo do algoritmo SignalP, o qual indicou a presenca do mesmo e o possivel sitio de
clivagem para sinalpeptidase entre os aminoacidos 18 e 19 da proteina (Figura 5).
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Figura 5. Predicdo do peptideo sinal da MP43 de C. gattii. Predicdo da presenca do
peptideo sinal e do sitio de clivagem entre o 18° e 19° aminoacido da proteina. Score-C,
probabilidade da ocorréncia da clivagem pela enzima sinal peptidase. Score-S e Score-Y,
hidrofobicidade, o peptideo sinal deve estar ancorado em uma membrana. A predicao foi
realizada pelo algoritmo SignalP.

4.2.2. Ancora de GPI

A presenga de uma ancora de GPI foi analisada pelo algoritmo GPI-SOM e 0 mesmo

apontou um possivel sitio 6mega no aminoacido 383 da manoproteina MP43.

4.2.3. Potenciais regides de glicosilacdo: presenca de regides ricas nos

aminoacidos serina e treonina

As regides ricas nos aminoacidos serina e treonina foram avaliadas pelo
programa BioEdit. Para melhor visualizacdo dos resultados, foi gerado um grafico com as
porcentagens de serina e treonina a cada 20 aminoacidos da sequéncia completa (Figura 6). E
possivel identificar uma predominancia destes aminoacidos a partir do 321° aminoacido da

sequéncia peptidica, indicando a possivel regido de O-glicosilagéo.
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Figura 6. Analise de regifes ricas nos aminécidosserina e treonina na proteina MP43
predita. A porcentagem de serina e treonina foi evidenciada a cada 20 aminoacidos da
manoproteina MP43. A determinacdo foi realizada no software BioEdit.

4.3. Construcdo de primers para amplificacdo parcial da regido codificadora de MP43

No intuito de facilitar o processo de secrecdo da manoproteina recombinante em P.
pastoris, foram eliminadas as regiGes referentes ao peptideo sinal e a ancora de GPI da
manoproteina MP43, correspondentes aos primeiros 60 nt e aos Gltimos 90 nt da regido
codificadora (Tabela 1). Foram adicionados aos primers sitios de clivagem para as enzimas
EcoRI e BamHI, e uma regido que codifica uma cauda de 6 histinas para purificacdo (Tabela
2).

Tabela 1.Modificacbes na sequéncia da regido codificante da manoproteina MP43 de C.
gattiipara amplificacdo e clonagem em vetor de expressao.

MP43 (CNBG_4278) — 1.236 nucleotideos

5’ATGCTCGCCGCCGCCGCTCTCGCTTCTCTGCTCGCCACCATCGCGGTGAACGCCGTCACTT
GCGTCCAGTTTGACTCGTCTTGGAACTTGTATGCTTTTGGGGGTGACCAAGATGTAAAGATT
GGGGACAACAACACCTGGAGCTCCCCGAGCACGACTCCCTTGTCTACCACTGGTCGLCCCCCC
GTGGACAGGAAACAATACCCAGTGTATTCTCTCCCAAACCAATAATGCTATGTACGTCATTGG
TGCCGACAGCGACGACTTGAGCAGCATCTACGTGTACGACTTTGCGGGTAATTCCTGGTCTA
CTCAAAATACTTCAAGGACTCCTTCAGATCTCGGAAATTCTCGTTCATCTAGCGTGCTCGACC
ACGACACCAATGTATTCTTCACCCTTACCACCGACTCCGGCCTTTACCAGCTTGATTTGAGCA
GCATCACAAATTCTGCCTCAAGTGACACCCTCAGATGGGAGGCTGTTGAGAACCCCAGCTTC
TCTGTCGATGGCTACTTCGTCACTGCTGCGCAAGCTGCCAACCACATTTTTTACTTTGGTGCG
CCTGGGGCCGCCAGTGGCTCTGCTTACATTTTCGTGGTGCACTACGCCTACTTTCAGCCTAA
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GGCCCAGGCTTTCAATGGCACTGCATTCCCCGATGCTTCCGGCCAGGCCATCTCCATCCCCA
GCGCCGCGAACAATGTTCCTTACTCGATGGTCTTCATTCCTCATGACTTCTCCGATACCTACA
TTGTCACCCACTGGACTGATCTTAGTGACTATTCTGTCACTTCTGACGCTCCTTTCGATGTTA
ATCTCATCAACTCTACTCAAACTCTCCCCGCTCCTACGTCTCAAGACAAAGCTGCAGCTTATG
CCGCTTCTCCTTATGCCATCGTCCAAATTGACGCCGCTGGTGACATCTACTATATGTCGAGCC
CCGTCCAGTCCGACTACACCGTTTCATCTAGCGCGTCTTGGGAGAAGCTCGGCTACTCTCTG
ACTTTGAGCAAATCCAAGGACACTTCCTCATCTTCTACCACTTCTGGCACATCTACTACCACC
GGGGCCACCCATGGCTCTGCTTCTGGTACTGCCTCCCGCCCTGGCTCTACCGACAATGCCAG
CGCTTCTGCTAGTACCAATTCTAGCTCTGGGGCTAGGAGGATGGCCACCAGAGGTGATGTTT
TGGGTCTCTTTGTGGGTGCCCTCGCCGTCGCTGCTGGTATCCTCATGTAAZ™

*As regides em negrito e sublinhadas sdo referentes aos primeiros 60 nt (codificante do peptideo sinal) e os
altimos 90 nt (codificante da ancora de GPI) retirados.

Tabela 2. Primers para a amplificacdo da sequéncia codificadora de MP43 para
expressao.

Primer F S’AAAAAAGAATTCTGCGTCCAGTTTGACTCG3™*

MP43 EcoRlI
Primer R 5’AAAAAAGGATCCTTAATGGTGATGGTGATGGTGAGAATTGGTACTAGCAGA3 **
MP43 BamHI His-tag

* A regido sublinhada da sequéncia do primer direto é referente ao sitio de clivagem da enzima EcoRl.

**A regido sublinhada da sequéncia do primer reverso é referente ao sitio de clivagem da enzima BamHI, e a
regido em negrito € referente a cauda de histidina. Entre o sitio de clivagem e o tag de histidina ha o stop codon
TTA.

4.4. Andlise preditiva deO-glicosilacdo

A anélise foi realizada no algoritmo GlycoEP, selecionando opgdes de padréo de perfil
binario e threshold igual a zero. O resultado esta de acordo com a predicdo de gque a regido C-
terminal da proteina rica nos aminoacidos serina e treonina é alvo potencial de O-glicosilacdo
(Tabela 3).

Tabela 3. Predicdo de O-glicosilagédo pelo algoritmo GlycoEP.

Sequéncia codificadora de MP43 predita (CNBG_4278)

MLAAAALASLLATIAVNAVTCVQFDSSWNLYAFGGDQDVKIGDNNTWSSPSTTPLSTTGRPPWTG
NNTQCILSQTNNAMYVIGADSDDLSSIYVYDFAGNSWSTQNTSRTPSDLGNSRSSSVLDHDTNVFFT
LTTDSGLYQLDLSSITNSASSDTLRWEAVENPSFSVDGYFVTAAQAANHIFYFGAPGAASGSAY IFV
VHYAYFQPKAQAFNG TAFPDASGQAISIPSAANNVPYSMVFIPHDFSDTYIVTHWTDLSDYSVTSDA
PFDVNLINSTQTLPAPTSQDKAAAYAASPYAIVQIDAAGDIYYMSSPVQSDY TVSSSASWEKLGYSL
TLSKSKDTSSSSTTSGTSTTTGATHGSASGTASRPGSTDNASASASTNSSSGARRMATRGDVLG

Sequéncia codificadora de MP43 utilizada para expressao
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CVQFDSSWNLYAFGGDQDVKIGDNNTWSSPSTTPLSTTGRPPWTGNNTQCILSQTNNAMYVIGAD
SDDLSSIYVYDFAGNSWSTQNTSRTPSDLGNSRSSSVLDHDTNVFFTLTTDSGLYQLDLSSITNSASS
DTLRWEAVENPSFSVDGYFVTAAQAANHIFYFGAPGAASGSAY IFVVHYAYFQPKAQAFNGTAFP
DASGQAISIPSAANNVPYSMVFIPHDFSDTY IVTHWTDLSDYSVTSDAPFDVNLINSTQTLPAPTSQD
KAAAYAASPYAIVQIDAAGDIYYMSSPVQSDY TVSSSASWEKLGYSLTLSKSKDTSSSSTTSGTISTTT
GATHGSASGTASRPGSTDNASASASTNS

*QOs aminoacidos serina e treonina em vermelho séo os possiveis sitios de O-glicosilagao (score entre 0 e 0.99)

4.5. Andlise da expressdo de MP43 em condicdes de interacdo com o hospedeiro

A expressdao do gene codificadorde MP43 foi quantificada a partir da andlise
transcricional da interacdo de C. gattii linhagem R265 durante o processo de infeccdo em
camundongos, e em condigdes de privagdo de zinco e cobre. Como resultado, observou-se um
aumento significativo da expressdo de MP43 durante a infec¢do em relagdo a diminuicéo da
expressao na auséncia dos micronutrientes (Figura 7). Este resultado indica que MP43 pode
contribuir significativamente para o processo de interacdo com o hospedeiro, o que reforca a

sua possivel utilizacdo em ensaios imunoterapéuticos para controle da criptococose.
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Figura 7. Niveis relativos de transcritos que codificam MP43 em condicdes de interacéo
com o hospedeiro e na privacdo de micronutrientes. RPKM, nimero de reads mapeados da
sequéncia de mRNA codificante de MP43 dividido pelo tamanho do transcrito, normalizados
pelo nimero total de reads da amostra. BAL, lavado brénquio-alveolar. TPEN, quelante de
zinco. BCS, quelante de cobre. *** p < 0,0001

4.6. Construcdo do plasmideo recombinante

Para amplificacdo da regido codificadora de MP43, foi extraido RNA de C. gattii
linhagem R265 e, posteriormente, cDNA foi sintetizado. A regido foi amplificada por PCR
com os primers MP43F e MP43R (Figura 8A). Tanto o vetor utilizado para expresséo, pHIL-
S1 (Figura 8B), quanto o fragmento amplificado por PCR foram posteriormente digeridos

com as enzimas EcoRI e BamHI. A reacdo de ligacdo foi realizada coma enzima T4 DNA

24



ligase, e o produto de ligacao transformado em células de E. coli.
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Figura 8. Amplificacdo da regido codificadora de MP43 e clonagem no plasmideo pHIL-
S1. (A) PCR para amplificacdo da regido codificadora de MP43 a partir do cDNA de C. gattii
R265. Canaleta 1, marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder. Canaleta 2,
controle negativo. Canaleta 3, ORF MP43 de 1086 pb. (B) Mapa do plasmideo pHIL-S1, o
qual também foi clivado com ambas as enzimas para ligacdo. 5°’AOX1, promotor induzivel a
metanol do gene codificador da enzima alcool oxidase. S, peptideo sinal PHO1. 3’AOX1 TT,
terminador do gene codificador da enzima alcool oxidase. HIS4, ORF HIS4 para selecédo
auxotrofica. 3’AOX1, fragmento do gene codificador da enzima alcool oxidase. pPBR322,
origem de replicacdo para E. coli. F1 ori, origem de bacteri6fago. Ampicilin, gene de
resisténcia ao antibiotico ampicilina.

4.7. Confirmacéo da construcéo do plasmideo recombinente

Apos a transformacdo do vetor em células de E. coli TOP10F’, foi extraido DNA
plasmidial e a confirmacdo da construcdo foi realizada pela digestdo do vetor com a enzima
Bglll. A clivagem com essa enzima gerou trés fragmentos de DNA de tamanho esperado:
5183 pb, 2868 pb e 1291 pb (Figura 9). Também foi realizado o sequenciamento do inserto
com os primers MP43F e MP43R. Esta andlise evidenciou apenas a troca de uma timina por
uma adenina na terceira posi¢do da sequéncia corresponde ao cédon GCU (posicdo 1066),
porém esta substituicdo ndo gera alteracdo no aminoacido correspondente, permanecendo um

residuo de alanina nesta posicéo (Tabela 4).
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Figura 9. Confirmacdo da clonagem da regido codificadora de MP43 no vetor de
expressdo pHIL-S1 por clivagem. O vetor pHIL-S1_MP43 foi clivado com a enzima Bglll,
gerando fragmentos de 5183 pb, 2868 pb e 1291 pb. Canaleta 1. marcador de tamanho

molecular 1 kb plus DNA ladder; Canaleta 2: vetor pHIL-S1_MP43 clivado.

Tabela 4. Confirmacdo da clonagem da regido codificadora de MP43 no vetor de
expressdo pHIL-S1 por sequenciamento.

Query= Seq_CNBG_4278 / Length=1086 Sbjct: sequencing
Score = 2001 bits (1083), Expect = 0.0, Identities = 1085/1086 (99%), Gaps = 0/1086 (0%)

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

61

61

121

181

181

241

241

301

301

TGCGTCCAGTTTGACTCGTCTTGGAACTTGTATGCTTTTGGGGGTGACCAAGATGTAAAG
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4.8. Transformacdo em P. pastoris

Para a insercdo do vetor de expressdo pHIL-S1_MP43 no genoma da levedura, o
mesmo foi clivado com a enzima Sall para linearizacdo (Figura 10A). Realizamos uma
eletroporacdo com células competentes das linhagens KM71 e GS115 de P. pastoris. As
linhagens mutantes foram selecionadas em meio de cultura sem histidina, pois é esperado que
haja recombinagdo homologa entre as sequéncias do gene HIS4 e o locus his4 e consequente
reconstituicdo do fenotipo. No primeiro evento de transformacéo, foi possivel recuperar duas
colénias transformantes de cada linhagem transformada, sendo a insercdo confirmada por
PCR com primers MP43F e MP43R (Figura 10B).

(A) (B)

IKb -

1Kb -

Figura 10. Transformacdo do plasmideo recombinante pHIL-S1_MP43 em P.
pastorislinhagens KM71 e GS115. (A) Linearizacdo do vetor pHIL-S1_MP43 com a enzima
de restricdo Sall. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder; Canaleta
2: produto de clivagem. (B) Regido codificadora de MP43 amplificada a partir de PCR do
DNA gendmico das quatro linhagens de P. pastoris transformantes. Canaleta 1: marcador de
tamanho molecular 1 kb plus DNA ladder; Canaleta 2: controle positivo (cDNA C. gattii
R265); Canaleta 3: controle negativo; Canaleta 4: GS115-1; Canaleta 5: GS115-2; Canaleta 6:
KM71-1; Canaleta 7: KM71-2.

4.9. Expresséo heterdloga de albumina em P. pastoris para otimizacdo das condi¢Ges

de cultivo e expressao

Anteriormente a realizacdo da expressdo da manoproteina MP43 nas quatro linhagens
transformantes de P. pastoris, foi padronizada a expressdo da proteina albumina com a
linhagem controle GS115-Albumina. Foram testados trés meios diferentes com glicerol como
fonte de carbono (MD, BMG e BMGY) e trés meios diferentes para indugdo com metanol

como fonte de carbono (MM, BMM e BMMY). Apds a quantificacdo por Bradford do
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sobrenadante de cada inducdo, do tempo O até 144 h, o melhor resultado de indugdo da
expressdo da proteina albumina obtido foi com os meios BMGY e BMMY. Foi precipitada
uma aliquota do sobrenadante destas condi¢cbes com TCA 10%, e apos foi realizada uma
analise por eletroforese em gel SDS-PAGE (Figura 11).

(@l 1 2 3 4 5 6 7 8

50 kDa -

Figura 11. Inducéo da expressdo da proteina albumina na linhagem controle GS115-Alb
de P. pastoris. A indugédo da expressdo da albumina foi realizada em meio BMMY durante
144 h, adicionando 0,5% v/v de metanol a cada 24 h. Foram precipitados 200 pL do
sobrenadante com TCA 10% e a analise foi realizada por eletroforese em gel SDS-PAGE.
Canaleta 1: marcador de massa molecular Prestained Molecular Weight Marker (Sigma-
Aldrich); Canaleta 2: tempo 0 h; Canaleta 3: tempo 24 h; Canaleta 4: tempo 48 h; Canaleta 5:
tempo 72 h; Canaleta 6: tempo 96 h; Canaleta 7: tempo 120 h; Canaleta 8: tempo 144 h.

A banda referente a albumina observada no gel ndo correspondeua sua massa
molecular predita de 67 kDa. Desta forma, tal regido foi excisada do gel e submetida a anélise
por espectrometria de massas, cuja cobertura obtida foi de 8%, o nimero de peptideos
identificados foi quatro e o score 23. O gene identificado foi ALB, sendo descrito como

isoforma 1 do precursor da albumina sérica.

4.10. Expressdo heterologa de MP43 em P. pastoris

Ap6s um primeiro teste de inducdo da expressdo com os quatro transformantes de P.
pastoris obtidos (GS115-1, GS115-2, KM71-1 e KM71-2), o transformante que apresentou a
maior concentracdo de proteinas no sobrenadante determinada pelo método de Bradford foi
GS115-1. Foram precipitados 500 pL deste sobrenadante com TCA 10% e foi realizada uma

analise por eletroforese em gel SDS-PAGE com todos os tempos de indu¢do analisados (0 a
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144 h). Pode-se visualizar uma banda majoritaria de massa menor do que 30 kDa, porém a
massa predita da manoproteina MP43 ap6s as modificacdes realizadas para clonagem
corresponde a 39 kDa (Figura 12). E importante ressaltar que esta predicdo ndo leva em
consideracdo as modificacbes pds-traducionais de glicosilacdo, que certamente influenciam a

massa da proteina madura.

Eiiiiia 2 3 4 5 6 7 8

30kDa -

Figura 12. Inducéo da expressdo da manoproteina MP43 utilizando a linhagem GS115-1
de P. pastoris. A inducdo da expressdo da MP43 foi realizada no meio de cultivo BMMY
durante 144 h, adicionando 0,5% v/v de metanol a cada 24 h. A analise das amostras foi
realizada por eletroforese em gel SDS-PAGE. Canaleta 1. marcador de massa molecular
Prestained Molecular Weight Marker (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: tempo 0 h; Canaleta 3:
tempo 24 h; Canaleta 4: tempo 48 h; Canaleta 5: tempo 72 h; Canaleta 6: tempo 96 h;
Canaleta 7: tempo 120 h; Canaleta 8: tempo 144 h.

Apos esse primeiro teste de indugdo, vérias tentativas de escalonamento para cultivos
maiores foram realizadas, tanto com a linhagem GS115-1 quanto com as outras trés, porém
ndo foram obtidos resultados satisfatorios. Por isto, realizamos ainda um teste de inducéo
posterior utilizando a concentracdo de 0,8% v/v de metanol para inducdo (Figuras13A e 13B).
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Figura 13. Testes de inducdo da expressdo da manoproteina MP43 com o0s
transformantes KM71-1, KM71-2, GS115-1 e GS115-2 de P. pastoris. (A) Inducdo da
expressao da MP43 com quatro linhagens transformantes de P. pastoris. Foram concentrados
500 pL do sobrenadante dos tempos de 120 e 144 h em SpeedVac. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel SDS-PAGE. Canaleta 1. marcador de massa molecular
ColorBurst (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: KM71-1 tempo 120 h; Canaleta 3: KM71-1 tempo
144 h; Canaleta 4: KM71-2 tempo 120 h; Canaleta 5: KM71-2 tempo 144 h; Canaleta 6:
GS115-1 tempo 120 h; Canaleta 7: GS115-1 tempo 144 h; Canaleta 8: GS115-2 tempo 120 h;
Canaleta 9: GS115-2 tempo 144 h. (B) Inducdo da expressdo da MP43 com as linhagens
GS115-1, GS115-2 e KM71-2 de P. pastoris com 0,5% v/v ou 0,8% v/v de metanol. Foram
precipitados 500 pL do sobrenadante dos cultivos com TCA 10%. Canaleta 1: marcador de
massa molecular ColorBurst (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: GS115-1, tempo 144 h, 0,5% v/v
metanol; Canaleta 3: GS115-1, tempo 144 h, 0,8% v/v metanol; Canaleta 4. KM71-2, tempo
144 h, 0,5% v/v metanol; Canaleta 5: KM71-2, tempo 144 h, 0,8% v/v metanol; Canaleta 6:
GS115-2, tempo 144 h, 0,5% v/v metanol; Canaleta 7: GS115-2, tempo 144 h, 0,8% v/v
metanol; Canaleta 8: GS115-Albumina, tempo 120 h, 0,5% v/v metanol; Canaleta 9: GS115-
Albumina, tempo 144 h, 0,5% v/v metanol.

Para verificar se a manoproteina estava sendo expressa, porém nao secretada para o
meio de cultivo, as células das linhagens GS115-1, GS115-2 e KM71-2 foram lisadas apds
144 h de inducdo com 0,5% e 0,8% v/v de metanol, entretanto a manoproteina MP43 néo foi
detectada no sobrenadante do lisado celular em nenhum dos transformantes analisados (Figura
14). Posteriormente, extraimos novamente DNA gendmico das quatro linhagens para
reconfirmacdo da presenga do gene de interesse por PCR, utilizando os primers MP43F e
MP43R. A regido codificadora de MP43 na linhagem GS115-1 ndo foi amplificada, o que néo
ocorreu para as outras linhagens analisadas (Figura 15).
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45kDa -

30kDa -

Figura 14. Analise de proteinas intracelulares das linhagens GS115-1, GS115-2 e KM71-
2 de P. pastorisap06s 144 horas de indugdo. Apds 144 h de indugdo com 0,5% e 0,8% v/v de
metanol, as células das linhagens de P. pastoris foram lisadas e seus perfis proteicos
analisados por eletroforese em gel SDS-PAGE. Canaleta 1. marcador de massa molecular
ColorBurst (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: GS115-1, 0,5% v/v metanol; Canaleta 3: GS115-1,
0,8% v/v metanol; Canaleta 4: GS115-2, 0,5% v/v metanol; Canaleta 5: GS115-2, 0,8% v/v
metanol; Canaleta 6: KM71-2, 0,5% v/v metanol; Canaleta 7: KM71-2, 0,8% v/v metanol;
Canaleta 8: GS115-Albumina 0,5% v/v metanol.

1Kb -

Figura 15. PCR para amplificacdo da regido codificadora de MP43 em quatro linhagens
transformantes de P. pastoris. PCR utilizando como molde DNA gendmico das linhagens
KM71-1, KM71-2, GS115-1 e GS115-2 extraido apds todos os testes de inducdo da expressdo
da manoproteina MP43 com metanol. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular 1 kb plus
DNA ladder, indicado em kb; Canaleta 2: controle positivo (cDNA de C. gattii R265);
Canaleta 3: controle negativo; Canaleta 4: KM71-1; Canaleta 5: KM71-2; Canaleta 6: GS115-
1; Canaleta 7: GS115-2.
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Devido a estes resultados, foi realizada uma nova transformacéo do vetor de expresséo
pHIL-S1_MP43 em novas células eletrocompetentes das linhagens GS115 e KM71 de P.
pastoris. A construcdo foi conferida novamente pela clivagem com a enzima Bglll como
descrito anteriormente e também foi linearizada com a enzima de restricdo Sall. O vetor
linearizado foi transformado e as células de P. pastoris que receberam a construcdo foram
selecionadas em meio sem histidina. Foram obtidos 124 transformantes, 64 da linhagem
KM71 e 60 da GS115. Foi realizado um teste inicial de inducdo em tubos cénicos de 50 ml
com 7 transformantes da linhagem GS115, 6 transformantes da linhagem KM71 e, como
controle, a linhagem GS115-Albumina durante 144 h, adicionando 0,5% v/v de metanol a
cada 24 h. Apbs a quantificacdo do sobrenadante dos 13 transformantes testados, os que
apresentaram a maior concentracdo de proteinas tiveram todo o sobrenadante precipitado com
TCA 10%. Foi realizada uma analise por eletroforese em gel SDS-PAGE com estas amostras,
porém ndo houve inducdo da manoproteina MP43 em nenhum dos transformantes testados
(Figura 16).

60kDa -
45kDa -

30kDa -

Figura 16. Inducdo da expressdo de MP43 com os novos transformantes KM71-2,
KM71-4, KM71-5, GS115-4 e GS115-6 de P. pastoris. A indugdo da expressdo de MP43
recombinante utilizando os novos transformantes foi realizada em tubos conicos de 50 ml,
sendo todo o contetdo dos sobrenadantes precipitado apos 144 h de inducdo. Canaleta 1:
marcador de massa molecular ColorBurst (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: KM71-2; Canaleta 3:
KM71-4; Canaleta 4: KM71-5; Canaleta 5: GS115-4; Canaleta 6: GS115-6; Canaleta 7:
GS115-Albumina.
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Foi realizada a lise celular dos mesmos transformantes testados para avaliagéo das
proteinas intracelulares. Adicionalmente, analisamos o precipitado das células obtido apds o
procedimento de lise, para avaliar se a manoproteina MP43 recombinante estava associada a
parede celular de P. pastoris. No extrato proteico proveniente do citoplasma da célula, néo foi
possivel detectar a MP43 recombinante (Figura 17A), porém no tratamento do precipitado de
células apos a lise, foi possivel visualizar uma banda de massa molecular entre 60 e 100 kDa
nos transformantes GS115-4 e GS115-6, que diferem do padréo proteico da linhagem controle
(GS115-Albumina) (Figura 17B). Este resultado indica que a manoproteina MP43
recombinante estd sendo expressa, entretanto ndo esta sendo devidamente secretada para o
meio extracelular. Para confirmar se as proteinas identificadas nos extratos de parede das
linhagens GS115-4 e GS115-6 tratavam-se de glicoproteinas, uma analise por eletroforese em
gel SDS-PAGE foi realizada e o gel corado com solugdes do kit Glycoprotein Detection Kit
(Sigma-Aldrich). Esta andlise permitiu a deteccdo de uma glicoproteina recombinante de
massa molecular proxima a 100 KDa, fato possivelmente associado ao aumento de massa em
funcdo de glicosilacdo. Esta proteina ndo foi detectada em extratos processados da linhagem
controle GS115-Albumina (Figura 18).

A mm 2 3 4 5 6 7 ® m 2 3 4 5 6 7
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60kDa - 60kDa -

45kDa - 45kDa -

Figura 17. Analise de proteinas intracelulares e associadas a parede celular nos
transformantes KM71-2, KM71-4, KM71-5, GS115-4 e GS115-6 de P. pastoris. Apos 144
h de indu¢do com 0,5% v/v de metanol, as células das linhagens de P. pastoris foram lisadas e
seus perfis proteicos analisados por eletroferese em GEL SDS-PAGE. (A) proteinas
citoplasmaticas (B) proteinas covalentemente ligadas a parede celular. Canaleta 1: marcador
de massa molecular ColorBurst (Sigma-Aldrich); Canaleta 2: GS115-Albumina; Canaleta 3:
KM71-2; Canaleta 4: KM71-4; Canaleta 5: KM71-5; Canaleta 6: GS115-4; Canaleta 7:
GS115-6. A seta indica a proteina de aproximadamente 100 kDa identificada no extrato
proteico das linhagens transformantes.
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Figura 18. Anélise da presenca de glicoproteinas em extratos proteicos dos
transformantes GS115-4 e GS115-6 de P. pastoris. Apos eletroforese, o gel SDS-PAGE foi
corado com solucdes especificas do kit Glycoprotein Dectection Kit (Sigma-Aldrich).
Canaleta 1: GS115-Albumina, controle; Canaleta 2: GS115-4; Canaleta 3: GS115-6.
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5. DISCUSSAO

A criptococose € uma doenca considerada oportunista, quando causada por C.
neoformans, ou primaria, quando causada por C.gattii. O Rio Grande do Sul é o segundo
Estado do Brasil com maior incidéncia de casos de infeccdo pelas leveduras patogénicas do
género Cryptococcus, principalmente pela alta incidéncia de pacientes também infectados
pelo virus HIV (SES-CEVS-TABNET). Os tratamentos convencionais da criptococose
incluem a utilizacdo de antifungicos, como fluconazol, anfotericina B e flucitosina, ou a
combinacdo dos mesmos, para aumento da eficacia. Devido a alta toxicidade dos antifungicos,
principalmente aos pacientes ja imunocomprometidos, os tratamentos alternativos buscam
combinar antifngicos convencionais com novos compostos. Esses novos compostos podem
ser moléculas naturais com atividade fungicida ou fungistatica extraidas de plantas como
Dimocarpus longan, Hypericum perforatum e Maytenus ilicifolia, ou podem ser citocinas e
anticorpos monoclonais. A administracdo de IL-12 em modelo murino de criptococose
aumenta a infiltracdo de linfdcitos, ativa a via do complemento, aumenta a secre¢do de INF-y
pelas células NK e linfocitos do sistema imune do hospedeiro, diminuindo o desenvolvimento
das leveduras patogénicas do género Cryptococcus (Gullo et al., 2013). Os anticorpos
monoclonais sdo responsaveis pela opsonizacdo do patdgeno, levando ao aumento da resposta

inflamatoria e fagocitose pelas células do sistema imune inato.

O Unico anticorpo monoclonal utilizado até agora no tratamento da criptococose em
seres humanos foi o anticorpo 18B7, reconhecedor de moléculas de GXM da cépsula de
Cryptococcus. A terapia realizada em pacientes portadores do virus HIV evidenciou a
toxicidade do tratamento com concentracdes do anticorpo préximas a 2 mg/kg, mas também
evidenciou sua eficiéncia como fungicida e a falta de efeitos colaterais em doses abaixo de 1
mg/kg (Larsen et al., 2005). O reconhecimento do patégeno por anticorpos, ndo apenas
monoclonais, é capaz de diminuir seu desenvolvimento sem o envolvimento de outras células
do sistema imune, por causar mudangas na expressao génica e em algumas estruturas
celulares do patogeno. Em C. neoformans, o tratamento com o anticorpo 18B7 foi capaz de
modificar a estrutura da membrana celular do fungo e aumentar a expressdo de genes
relacionados a sintese de lipideos, principalmente de ergosterol. Sua administracdo
potencializou a atividade antifungica de anfotericina B (Janoff e Frank, 2010). O tratamento
da criptococose em modelo murino de infeccdo de C. neoformans com 18B7 conjugado a
moléculas radioativas foi capaz de eliminar toda a carga fangica do pulmao e do cérebro dos

camundongos (Jiang et al., 2012).
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As manoproteinas, por serem altamente glicosiladas, séo reconhecidas por receptores
de lectina e de manose pelas células dendriticas e macrofagos do hospedeiro, principalmente.
Através desse reconhecimento, pode-se induzir resposta imune protetora, com secre¢do de
TNF-0, INF-y ¢ IL-12 e ativacdo de linfocitos Thl ou induzir resposta imune ndo protetora,
com secrecdo IL-4 e IL-13 e ativagdo de linfcitos Th2. As manoproteinas de C. neoformans
sdo capazes de promover a maturacdo de células dendriticas e de ativar tanto linfocitos T
CD4+ quanto T CD8+ in vitro (Pietrella et al., 2005). Levando em consideracdo que a
resposta imune humoral é importante para 0 combate e protecdo contra patdgenos e que a
habilidade de C. gattii de infectar pacientes imunocompetentes possa estar relacionada a
dificuldade de maturacdo de células dendriticas do hospedeiro, hd um grande suporte para
utilizacdo das manoproteinas como potenciais candidatas a imunoterapia para tratamento da

criptococose (Mansour, et al., 2002; Heitman e American Society for Microbiology., 2011).

Todos os estudos de funcdo, localizacdo e imunogenicidade de manoproteinas
descritas na literatura atualmente sdo provenientes de C. neoformans, ndo ocorrendo nenhuma
descricdo sobre as mesmas em C. gattii. A caracterizacdo da MP98 de C. neoformans foi
realizada através da expressdo heter6loga em E. coli, modelo onde néo ocorre a glicosilacdo, e
P. pastoris, modelo com glicosilagdo. A mesma modificacdo que realizamos na sequéncia
codificante de MP43 para clonagem foi realizada para a expressao recombinante de MP98 de
C. neoformans, incluindo a eliminacdodo peptideo sinal, do sitio de ancoramento a GPI e
adicdo de uma cauda de histidinas, em vista da alta imunogenicidade relacionada a ancora de
GPI e de facilitar o processo de purificacdo. A manoproteina MP98 expressa em E. coli ndo
foi capaz de elicitar resposta imune de células T em modelo murino de infeccéo, enquanto a
expressa em P. pastoris foi, mostrando que a glicosilacdo é essencial para a imunogenicidade
das manoproteinas (Specht et al., 2007).

A escolha de P. pastoris como modelo de expressdo da manoproteina MP43
recombinante foi baseada na sua eficiéncia nos processos de modificacdes pos-traducionais
como a glicosilacdo de proteinas e dobramento, na sua taxa de crescimento elevada, facil
manipulacdo e na presenca do forte promotor AOX1 induzivel por metanol. P. pastoris é
considerada um bom modelo de expresséo devido a elevada taxa de recombinacdo homdloga,
principalmente no locus his4 e AOX1. Dos primeiros quatro transformantes analisados, em
apenas um da linhagem GS115 foi possivel visualizar algum produto de expresséo, poréem a

proteina apresentava massa menor do que 30 kDa, podendo ser um possivel resultado de
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clivagem proteica, uma vez que P. pastoris secreta proteases (De Schutter et al., 2009), ou
problemas na secre¢do envolvendo o peptideo sinal PHOL.

Ap0s algumas tentativas de inducéo da expressao sem sucesso, foi realizado PCR com
0 DNA genbmico dos transformantes para amplificacdo da regido codificadora de MP43 e, na
unica linhagem em que detectamos algum possivel produto de expressdo, a regido
codificadora ndo foi amplificada. A perda de regido codificadora de MP43 pode ter ocorrido
durante o processo de inducdo com metanol, pois ja foi relatado na literatura que ap6s 96 h de
inducdo, linhagens com multiplas copias do gene de interesse perderam mais de 10 cdpias do
mesmo apos a indugdo tanto em menor escala quanto em fermentador (Zhu et al., 2009).
Repiques consecutivos em YDP, meio rico ndo seletivo, ndo influenciam na instabilidade
gendmica e linhagens de P. pastoris com poucas cépias do gene de interesse sdo estaveis apds

a inducdo com metanol (Ohi et al., 1998).

Apo6s a andlise de novos transformantes e a andlise de proteinas possivelmente
associadas a parede celular, foi possivel visualizar uma proteina com massa molecular
préxima a 100 kDa nos transformantes GS115-4 e GS115-6. A massa molecular predita da
manoproteina MP43 é de aproximadamente 43 kDa, sem considerarmos o aumento da massa
em decorréncia da glicosilagdo. A manoproteina MP98 de C. neoformans apresenta massa
predita in silico de 48 kDa, correspondente apenas a sequéncia de aminoacidos, mas a
proteina madura glicosilada apresenta massa de 98 kDa (Specht et al., 2007),0 que representa
um aumento de 50 kDa na massa total em funcdo destas modificacbes pds-traducionais.
Devido o grande aumento da massa molecular de proteinas que sdo altamente glicosiladas, é
provavel que a proteina de aproximadamente 100 kDa visualizada apds a extracdo de
proteinas associdadas a parede celular de P. pastoris GS115-4 e GS115-6 seja a MP43

recombinante.

Os dados obtidos até o momento apontam para uma possivel associacdo da
manoproteina recombinante com a parede celular de células de P. pastoris, 0 que indica uma
falha no processo de secrecdo. Protocolos de extracdo de proteinas associadas a parede
deverdo ser otimizados no intuito de obter concentrac6es suficientes de proteina para posterior
purificacdo. Apos a concluséo destas etapas, a proteina recombinante purificada sera utilizada
em ensaios de infecdo experimental em camundongos com o intuito de verificar o potencial

imunogénico desta proteina no controle da criptococose.
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6. CONCLUSOES

- A manoproteina MP43 de C. gattii apresenta regido C-terminal rica nos aminoacidos

serina e treonina, potencial sitio de glicosilacao;

- MP43 ¢é diferencialmente expressa em condicOes de interacdo com o hospedeiro murino,
reforcando a sua possivel utilizacdo em ensaios imunoterapéuticos para controle da

criptococose;
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7. PERSPECTIVAS

- Confirmacdo da expressdo da proteina MP43 de C. gattii em P. pastoris por

espectrometria de massas;
- Purificacdo da manoproteina recombinante MP43;

- Avaliacdo do potencial imunoterapéutico da manoproteina recombinante em modelo

murino de criptococose.
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