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RESUMO

Cryptococcus neoformans é uma levedura basidiomicética e patdgeno humano
oportunista, que causa infeccdo tanto em individuos imunocomprometidos quanto em
imunocompetentes. A habilidade de sobrevivéncia e proliferacdo na temperatura do corpo
humano ¢ um fator de viruléncia essencial deste microrganismo. Analise da Diferenca
Representacional (RDA) foi aplicada com o intuito de delinear o perfil de expressao génica
durante desenvolvimento de C. neoformans a 37°C ou 25°C. Analises de 300 seqiiéncias de
cDNA permitiram a identificagdo de proteinas que podem ser criticas para processos de
interagdo patdgeno-hospedeiro. Produtos génicos envolvidos em integridade da parede
celular, resposta ao estresse, filamentagao e metabolismo oxidativo sdao induzidos a 37°C.
Genes relacionados a silenciamento de cromatina e transporte de fosfolipidios possuem
maior expressdo em cultivo de C. neoformans a 25°C. A metodologia de RDA mostrou-se
viavel no intuito de identificar genes regulados pela temperatura neste organismo, os quais

podem representar alvos potenciais para estudos de inibigdo do desenvolvimento de C.

neoformans no hospedeiro.
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1. INTRODUCAO

O estudo da genética e biologia molecular de Cryptococcus neoformans assumiu
papel relevante nos ultimos anos. De acordo com dados publicados em dezembro de 2005
pela Organiza¢do Mundial da Satde e Programa HIV/AIDS das Nagdes Unidas, mais de 40
milhdes de individuos estdo infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), e
aproximadamente trés milhdes vém a 6bito a cada ano, por complicagdes associadas a
doenca (Lin & Heitman, 2006). A meningite criptocdcica ¢ a infeccdo fungica que mais
acomete o sistema nervoso central, sendo a terceira complicacdo neurologica mais
freqiiente em pacientes com AIDS (Del Valle & Pina-Oviedo, 2006). A levedura
basidiomicética C. neoformans é o agente etioldogico da doenga, ¢ pode também infectar,
embora com uma menor incidéncia, individuos em tratamento com drogas
imunossupressoras, ou pacientes com desordens linfoproliferativas (Ellis et al., 2000).

C. neoformans tornou-se um modelo para estudos moleculares de mecanismos
envolvidos no processo de patogenicidade em fungos. A disponibilidade da seqiiéncia
completa do genoma da levedura (Loftus et al., 2005), aliada as analises de expressdo
génica global e manipulacao génica tém proporcionado grandes avangos no que diz respeito
a identificacdo de possiveis alvos para o desenvolvimento de drogas e vacinas. Aspectos
relacionados a produgdo de uma céapsula polissacaridica, sintese de melanina,
desenvolvimento a 37°C, rotas metabolicas, e uma variedade de rotas de sinalizacdo t€ém
sido investigados para um melhor entendimento da patogénese desta levedura em nivel
molecular (Perfect, 2005).

Neste contexto, o presente trabalho versa sobre a identificagdo de genes expressos

por C. neoformans em fung¢do da temperatura. A metodologia de Analise da Diferenga



Representacional (RDA) foi utilizada para a identificagdo de seqiliéncias expressas
diferencialmente em cultivo de C. neoformans a 37°C ou 25°C. A habilidade de
desenvolvimento a 37°C € uma caracteristica fundamental de fungos patogénicos humanos,

representando um importante fator de viruléncia do sistema em questao.

1.1 Aspectos Gerais

C. neoformans foi descrito como patégeno humano em 1894 por Otto Busse e
Abraham Buschke, isolado de uma lesdo na tibia. Um ano mais tarde, Sanfelice isolou uma
levedura encapsulada a partir de suco de péssego fermentado, e demonstrou a sua
patogenicidade em animais de laboratorio. A recuperagdo do microrganismo a partir de
lesdes de humanos e de animais, e seu isolamento do ambiente estabeleceram o potencial
patogénico e a capacidade de vida livre, respectivamente. O cultivo de C. neoformans em
condi¢des laboratoriais e a determinagdo de sua patogenicidade em modelos de infecgdo
experimental propiciaram avangos nos estudos deste patogeno (Casadevall & Perfect,
1998).

O complexo C. neoformans inclui leveduras basidiomicéticas que infectam o
sistema nervoso central, pulmdes e pele do hospedeiro. Atualmente, esta classificado em
trés variedades e quatro sorotipos de acordo com caracteristicas antigénicas da capsula
polissacaridica, apresentando diferentes distribuicdes geograficas e propriedades de
viruléncia. C. neoformans var. grubbi (sorotipo A) (Franzot et al., 1999) e C. neoformans
var. neoformans (sorotipo D) (Sorrell et al., 1996) freqiientemente acometem individuos
imunocomprometidos, tais como portadores do virus HIV ou pacientes em tratamento com

drogas imunossupressoras, € apresentam distribui¢do mundial (Casadevall & Perfect,



1998). C. neoformans var. gattii (sorotipos B e¢ C), recentemente referida como uma
espécie, Cryptococcus gattii (Kwon-Chung et al., 2002), tipicamente acomete individuos
imunocompetentes. Esta espécie ¢ considerada restrita a regides de clima tropical e
subtropical (Sorrell, 2001), porém ha registros de uma epidemia de criptococose causada
por C. gattii em Vancouver, Canada, regido de clima temperado (Kidd et al., 2004).

Ha diferengas significativas na apresentacdo clinica da doenga em relacdo as
infec¢des causadas por C. neoformans ¢ C. gattii. A doenga decorrente de infec¢do por C.
gattii ¢ caracterizada por uma alta incidéncia de criptococomas no pulméo e no cérebro,
que necessitam, freqiientemente, de intervengao cirirgica. Esta infec¢do apresenta uma alta
morbidez neuroldgica e resposta retardada a terapia antifungica. Ja a criptococose causada
por C. neoformans ¢é associada a lesdes pulmonares e cerebrais, os quais se apresentam
como infiltrados mais difusos. Esta doenga apresenta um maior indice de mortalidade em
relagdo aquela causada por C. gattii (Mitchell & Perfect, 1995).

Atualmente, os medicamentos utilizados para o tratamento da criptococose sdo os
antifingicos anfotericina B e fluconazol, porém estes possuem efeitos toxicos para o
organismo do paciente. Além disso, o nimero de linhagens de C. neoformans resistentes
tem aumentado, tornando-se necessaria a descoberta de novos alvos para intervengao
terapéutica da doenca (Odom et al., 1997; Sanguinetti et al., 2006). O tratamento de
enfermidades causadas por fungos ¢ um desafio, uma vez que existem muitas similaridades
entre a maquinaria celular de fungos e a humana, diminuindo-se, desta forma, a
disponibilidade de drogas para o tratamento destas doengas, quando comparadas a doengas
causadas por bactérias ou virus (Idnurm et al., 2005).

A presenga ubiqua de C. neoformans no ambiente indica que a infec¢do humana é

adquirida de fontes ambientais (Casadevall & Perfect, 1998). Os representantes dos



sorotipos A (var. grubii) e D (var. neoformans) geralmente sdo encontrados no solo ¢ em
excretas de aves, principalmente pombos (Columba livia), considerados a maior fonte
ambiental destas variedades (Casadevall & Perfect 1998; Horta et al., 2002; Casali et al.,
2004; Abegg et al., 2006). C. gattii estd predominantemente associado a arvores de
eucaliptos (Eucalyptus spp.) e madeiras em decomposigdo (Sorrell, 2001).

C. neoformans ¢ isolado tanto de pacientes quanto do ambiente na forma
leveduriforme. Entretanto, esse microrganismo pode sofrer uma transicdo dimorfica,
estabelecendo o desenvolvimento de hifas (forma filamentosa) por duas rotas de
diferenciagdo distintas: mating e frutificagdo monocaridtica (Figura 1). Ambas as vias
levam a produgdo de possiveis particulas infecciosas, os basidiésporos (Idnurm et al.,
2005).

O ciclo sexual de C. neoformans (mating) envolve a fusdo de células haploides de
mating types opostos, o ¢ a, para a producdo de filamentos dicaridticos (Kwon-Chung,
1976; Nielsen et al., 2003). Estes sofrem meiose, levando a produgdo de basididsporos.
Sabe-se que o mating type esta diretamente relacionado a viruléncia em C. neoformans.
Estudos epidemioldgicos em linhagens de C. neoformans var. neoformans mostraram que
isolados clinicos possuem, em 96% dos casos, mating type o, sendo que as linhagens deste
mating type sdo mais virulentas, quando comparadas a linhagens de mating oposto (a)
(Kwon-Chung et al., 1992). Em C. neoformans var. grubii, a maioria dos isolados clinicos
também apresenta mating type a, e linhagens de mating o ¢ a sdo igualmente virulentas
(Nielsen et al., 2003). Em C. neoformans, o ciclo sexual é controlado por mais de 20 genes

organizados no locus mating type (MAT) (Lengeler et al., 2002).
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Figura 1. Ciclo de vida em C. neoformans. Durante o ciclo sexual da levedura (mating) ocorre
fusdo de células leveduriformes hapldides de mating types opostos, o € a. Formam-se hifas

dicaridticas, as quais sofrem um processo meiotico de divisao celular, resultando na producao de
basididsporos. Durante o processo de frutificagdo monocaridtica, células de um mesmo mating
type sofrem diploidizacdo, formando hifas diploides, e, apds a meiose, basididsporos haploides
sdo produzidos. Estas particulas, oriundas de ambos os processos, dispersam no ambiente, € em
condi¢des ideais de germinagdo, ddo origem a leveduras haploides. Adaptado de Idnurm et al.,
2005.

Durante o processo de frutificagdo monocariotica, células de um mesmo mating
sofrem diploidizagdo em resposta a limitagdo de nutrientes, ocorrendo, no final do
processo, a formagdo de basididsporos. Esta via foi recentemente reconhecida como uma

forma de reproducdo sexual, que pode ocorrer entre linhagens de um mesmo mating type



(Lin et al., 2005). Estudos genotipicos de amostras de C. gattii relacionadas a epidemia de
criptococose em Vancouver, Canada (Kidd et al., 2004), evidenciaram ocorréncia de
reproducdo sexual entre linhagens de mating type a.. Foram identificados isolados diploides
produzidos durante ciclo sexual entre linhagens de um mesmo mating (Fraser et al., 2005).
O aspecto mais curioso desse processo ¢ a ocorréncia predominante em linhagens de
mating type o, podendo, assim, justificar a predominancia deste mating type em amostras
ambientais e clinicas (Tscharke et al., 2003; Idnurm et al., 2005).

A infec¢do por C. neoformans ocorre por inalagdo de particulas infecciosas,
basidiosporos ou leveduras, presentes no ambiente. Cryptococcus pode colonizar o trato
respiratorio do hospedeiro sem causar doenga. Ha casos de infec¢do assintomatica, com a
permanéncia latente do microrganismo no corpo do individuo infectado. Em situagdes de
comprometimento do sistema imune, a forma latente pode ser reativada, permitindo a
proliferagdo do fungo e desenvolvimento de uma infecgdo sistémica. Aliado a propensdo a
disseminagdo para o sistema nervoso central, podem ocorrer infecgdes localizadas na pele,

olhos, coragdo, 0ssos, e trato urinario (Lin & Heitman, 2006).

1.2 Cryptococcus neoformans e Viruléncia

As infecgdes fungicas podem ser consideradas como um pequeno desvio no ciclo
natural de alguns fungos, os quais, na maioria das vezes, necessitam de determinantes que
possibilitem seu desenvolvimento no hospedeiro. Estes determinantes sdo fatores de
viruléncia, caracteristicas que propiciam ao microrganismo transpor as defesas do individuo

infectado. Em C. neoformans, existem trés fatores bem estabelecidos: elabora¢do de uma



capsula polissacaridica, produ¢do de melanina e habilidade de desenvolvimento a 37°C

(Figura 2; Casadevall & Perfect, 1998).

Figura 2. Fatores de viruléncia em C. neoformans. (A) Coloragdo de células da levedura com
tinta da China, evidenciando a presenca de céapsula polissacaridica (indicada pela seta). (B)
Colénias de C. neoformans (marrons) em contraste com colonias de Candida albicans (brancas),
destacando a produgdo do pigmento melanina, em meio de cultura contendo compostos

fendlicos. Adaptado de Idnurm et al., 2005.

1.2.1 Capsula polissacaridica

A cépsula polissacaridica foi o primeiro fator de viruléncia de C. neoformans a ser
associado a patogénese, e ¢ considerada como um dos principais determinantes de
viruléncia (Casadevall & Perfect, 1998). Sua composi¢do ¢ de aproximadamente 88% de
glicuronoxilomanana (GXM) e 10% de galactoxilomanana. A cépsula estd presente em
isolados ambientais, e envolve a parede celular da célula fingica, protegendo-a contra
desidratacdo. Esta estrutura atua como uma barreira fisica, que interfere no processo de

fagocitose e dificulta a agdo do sistema imune do hospedeiro. Componentes da capsula



inibem a producdo de citocinas pro-inflamatorias, inativam componentes do sistema
complemento, ¢ reduzem a migragdo de leucocitos ao sitio de infecgdo (Bose et al., 2003).
Analises das propriedades imunossupressivas de GXM revelaram que este componente €
capaz de induzir apoptose em células T do sistema imune do hospedeiro (Monari et al.,
2006).

A estrutura polissacaridica da cépsula ¢ complexa, e sua biossintese requer uma
série de produtos génicos (Doering, 2000). Estudos genéticos e de biologia molecular tém
sido aplicados para elucidar os passos desta rota. Analises por complementagdo de
mutantes de linhagens de C. neoformans desprovidas de capsula possibilitaram a
identificacdo de quatro genes necessarios para a sua produgdo. Os genes CAP (CAPS9,
CAP60, CAP10, CAP64), quando analisados por disrup¢do génica, mostraram-se
essenciais, enfatizando a importancia da capsula como um fator de viruléncia em C.
neoformans (Chang & Kwon-Chung, 1994; Chang et al., 1996; Chang & Kwon-Chung,
1998; Chang & Kwon-Chung, 1999). Um segundo grupo de genes também parece exercer
um papel fundamental nesta rota. Os genes CAS (Casl-Cas6) estdo envolvidos na sintese
dos polissacarideos da capsula e sdo associados a viruléncia (Moyrand et al., 2002).

Em estudos de infecgdo experimental em camundongos, a composi¢ao antigénica da
capsula in vivo ¢ distinta em diferentes orgdos infectados, sugerindo uma evolugdo da
estrutura capsular durante a infec¢do (Charlier et al., 2005). A acetilagdo também ¢é um
importante fator responsavel pelas propriedades imunogénicas e de viruléncia da capsula
(Kozel et al., 2003). Durante a infec¢do, ha um aumento significante de seu tamanho
devido a presenga de estimulos, tais como altos niveis de CO; e limitagao de ferro. Sabe-se
que o desenvolvimento da capsula no processo de infecgdo ocorre por crescimento apical, e

que durante o brotamento, forma de reproducao assexuada da levedura, ha a formagao de



rearranjos na estrutura capsular. A elucidacio dos mecanismos utilizados para o
desenvolvimento da capsula em C. neoformans é essencial, uma vez que este processo ¢

associado a viruléncia (Zaragoza et al., 2006).

1.2.2 Sintese de melanina

A produgdo de melanina contribui para a viruléncia de C. neformans protegendo a
levedura contra os mecanismos do sistema de defesa do hospedeiro. Melaninas sao
pigmentos hidrofobicos carregados negativamente, formados pela oxidagdo de compostos
fenolicos e/ou inddlicos. O fungo capta precursores dopaminérgicos do ambiente
extracelular e, por agdo da enzima lacase (fenoloxidase) associada a membrana, sintetiza
melanina, com sua conseqiiente deposi¢do entre a membrana e a parede celular (Casadevall
& Perfect, 1998; Zhu et al., 2001). No ambiente, a melanizagdo ¢ um mecanismo de
prote¢do contra predadores, como por exemplo, as amebas (Steenbergen et al., 2001), ou
contra radiagdo UV (Casadevall & Perfect, 1998). Durante a infec¢do, a produgdao de
melanina inibe a resposta imune do hospedeiro, protege as células fungicas contra
antioxidantes, e contra a a¢do de macrofagos (Zhu & Williamson, 2004). A sintese de
melanina em C. neoformans utiliza substratos exogenos, tais como dopamina, epinefrina, e
norepinefrina. O tropismo da levedura pelo sistema nervoso central pode-se justificar pela
presenga destes compostos em altas concentragdes. Areas do cérebro ricas nestes
neurotransmissores sdo freqiientemente colonizadas durante a infec¢do (Casadevall &
Perfect, 1998).

A enzima lacase, responsavel pela sintese de melanina em C. neoformans, é

codificada pelo gene LAC1, e exerce acentuado impacto na viruléncia deste microrganismo.



Linhagens mutantes para este gene (laclA) foram analisadas em modelos de infec¢do
experimental, e mostraram-se menos virulentas quando comparadas a linhagens selvagens
(Salas et al., 1996). Recentemente, uma segunda lacase, codificada pelo gene LAC2, foi
descrita em C. neoformans. Sabe-se que esta enzima também participa da biossintese de
melanina, porém seu nivel de transcricdo basal é significativamente menor em relagdo a
transcri¢do de LAC1 (Zhu & Williamson, 2004). Vias de sinaliza¢do ativadas por AMPc
controlam a produc¢do de melanina, bem como a sintese da capsula polissacaridica. A
analise da disrupcao de genes que codificam componentes conservados desta rota, como
proteina Ga, adenililciclase, e a proteina kinase A, demonstrou que ndo hd aumento da
producao de capsula e de melanina em resposta a condigdes normais de indugao (Pukkila-

Worley et al., 2005).

1.2.3 Desenvolvimento a 37°C

Microrganismos patogénicos devem estar aptos a sobreviver na temperatura
fisiologica do hospedeiro para que ocorra a proliferacdo e manutencao da infeccao por eles
ocasionada. A habilidade de desenvolvimento a 37°C é uma caracteristica fundamental de
fungos patogénicos humanos. A capacidade de desenvolvimento a temperaturas mais altas
do que 42°C ¢ um fator de viruléncia estabelecido para linhagens patogénicas de
Saccharomyces cerevisiae (McCusker et al., 1994). Desenvolvimento a 37°C esta associado
com a transi¢ao da forma micelial para leveduriforme, a qual ¢ essencial para a viruléncia
de patdogenos humanos dimorficos, tais como Histoplasma capsulatum, Blastomyces

dermatidis e Paracoccidioides brasiliensis (Kraus et al., 2004). Dentre as 38 espécies do
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género Cryptococcus, C. neoformans e C. gattii s3o as unicas capazes de estabelecer
desenvolvimento normal acima de 30°C (Perfect, 2006). A tolerancia a temperaturas
elevadas pode variar entre linhagens e variedades de C. neoformans. Linhagens de C.
neoformans var. grubii (sorotipo A) geralmente sdo mais tolerantes, quando comparadas a
linhagens de C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) (Martinez et al., 2001).

Estudos moleculares identificaram uma variedade de genes associados ao
desenvolvimento a 37°C em C. neoformans (Perfect, 2005). O gene CNAL codifica a
proteina calcineurina, uma fosfatase serina/treonina especifica, a qual ¢ necessaria para
resposta ao estresse ¢ integridade celular em leveduras (Odom et al., 1997). A calcineurina
¢ formada por um heterodimero composto por uma subunidade catalitica A, ¢ uma
subunidade regulatoria B (CNB1) (Fox et al., 2001). A associagdo destas duas subunidades
¢ necessaria, porém ndo essencial, para obten¢do da calcineurina funcional. A ativacao
ocorre quando complexos Ca'*/calmodulina ligam-se a um dominio localizado na regido
regulatoria C-terminal da subunidade A, desencadeando mudangas conformacionais e
exposi¢do do sitio ativo da enzima (Kraus et al., 2005). Mutantes nulos para calcineurina
ndo sdo viaveis a 37°C, e ndo sdo patogénicos quando analisados por infeccdo em modelo
experimental (Odom et al., 1997). Calcineurina ¢ MPK1 promovem remodelamento da
parede celular em condi¢des de estresse em resposta a temperaturas elevadas. O gene
MPK1 codifica uma MAP kinase de C. neoformans, enzima envolvida em manutencdo da
integridade celular (Kraus et al., 2003).

Com o intuito de caracterizar componentes de rotas de sinalizagdo reguladas por
calcineurina, o gene CTS1 (calcineurin temperature supressor) foi identificado, o qual
codifica uma proteina que possui um dominio de ligacao a fosfolipidios € um motivo ziper

de leucina. A disrupgao desse gene por recombinagao homodloga resultou em sensibilidade a
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temperatura, defeito da separacdo celular e posicionamento do septo, inibicdo do
desenvolvimento de hifas, e viruléncia atenuada da linhagem mutante de C. neoformans
(Fox et al., 2003).

Buscando identificar genes diferencialmente expressos por C. neoformans a 37°C,
uma analise por microarranjo identificou o fator de transcricdo MGAZ2, envolvido na
biossintese de dacidos graxos. A expressio de genes envolvidos em processos de
remodelamento de membrana parece ser essencial para a adaptacdo a temperaturas elevadas
(Kraus et al., 2004).

As proteinas RAS possuem a habilidade de hidrolisar GTP, e estdo envolvidas na
regulagdo de diversos processos, como ciclo celular e diferenciagdo. Em C. neoformans,
RASI1 regula o estabelecimento da forma filamentosa, mating ¢ desenvolvimento a alta
temperatura, € mutantes raslA sao avirulentos em experimentos de infeccdo em coelhos
(Alspaugh et al., 2000). O gene VPH1 (ATPase vacuolar) foi identificado em uma busca
por mutantes defectivos na producao de melanina, e parece regular, além da producdo deste
pigmento, a produgdo da capsula polissacaridica, e a habilidade de desenvolvimento a
37°C. A acidificagdo vesicular, resultado da ac¢do do produto deste gene possui papel
importante em processos de transporte celular, secrecdo e glicosilagdo de proteinas
(Erickson et al., 2001).

As defesas antioxidantes de C. neoformans exercem forte influéncia na habilidade
de desenvolvimento a 37°C. O produto do gene SOD2 (Mn'** — superdxido dismutase) atua
como uma prote¢do contra os mecanismos de defesa do hospedeiro dependentes de
oxigénio (Giles et al., 2005). Analises do proteoma de cultivo de C. neoformans a 37°C

identificaram uma thiol peroxidase (TSA1), envolvida em resisténcia a 6xido nitrico e
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perdxido. Peroxidases atuam na defesa contra danos oxidativos, e mutantes tsalA sao
significativamente menos virulentos (Missall et al., 2004). Macréfagos, células do sistema
imune do hospedeiro, produzem 6xido nitrico em resposta a infecgdo por C. neoformans
(Gross et al., 1999), e genes envolvidos na resposta a este estresse sdo essenciais para a
manutengdo da infec¢do (Missall et al., 2006). A correlagdo entre resisténcia a estresse
oxidativo in vitro e potencial de viruléncia de algumas linhagens de C. neoformans tem
sido alvo de investigacdo (Akhter et al., 2003; Cox et al., 2003; Wormley et al., 2005).

O gene STE20, homologo aos genes da familia PAK (p2l-activated protein
kinases), esta localizado no locus MAT, e atua em rotas de diferenciacdo e viruléncia. A
disrupgdo deste gene em linhagens de C. neoformans var. grubii (sorotipo A) evidenciou a
participagdo de STE20 na adaptagdo a temperaturas elevadas (Wang et al., 2002). O gene
CCN1 de C. neoformans, homologo ao gene CFL1 de S. cerevisiae, o qual ¢ requerido para
replicagdo de DNA e processamento de RNA, também estd envolvido neste processo
(Chung et al., 2003). Genes relacionados a biossintese de aminoacidos sdo necessarios para
sobrevivéncia de C. neoformans a 37°C. O gene SPE3-LYS9 (espermidina sintase-
sacaropina desidrogenase) esta envolvido na rota biossintética de lisina (Kingsbury et al.,
2004a). O gene ILV2 (acetolactato sintase) atua em rotas de biossintese de isoleucina e
valina, e mutantes iVI2A rapidamente perdem a viabilidade a 37°C, e sdo avirulentos em
modelos de infecgdo experimental (Kingsbury et al., 2004b).

Os genes regulados pela temperatura ja identificados em C. neoformans atuam em
uma variedade de processos biologicos, e sdo apenas uma fragdo de alvos potenciais para
inibi¢do do desenvolvimento desta levedura no hospedeiro (Perfect, 2005). As terapias

utilizadas atualmente para o tratamento da criptococose sdo inadequadas, devido a alta
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toxicidade e acdo fungistatica. Promissores alvos para nova geragdo de agentes antifiingicos
incluem proteinas que sdo essenciais para desenvolvimento no hospedeiro (Missall et al.,
2004).

Analises génicas identificaram outros fatores que tém sido associados com
viruléncia em C. neoformans, incluindo a produgao de urease (Cox et al., 2000), secre¢do

de fosfolipases (Cox et al., 2001) e producdo de manitol (Chaturvedi et al., 1996).

1.3 O genoma de Cryptococcus neoformans

O seqiienciamento do genoma de duas linhagens de C. neoformans var. neoformans
(B3501-A e JEC21) esta completo (Loftus et al., 2005). Projetos de seqiienciamento em
fase de finalizacdo incluem a analise de uma linhagem de C. neoformans var. grubii (H99),
de um linhagem clinica (R265) e de uma linhagem ambiental (WM276) de C. gattii
(Idnurm et al., 2005).

A seqiiéncia nucleotidica de 14 cromossomos, compreendendo um total de 20 Mb
de DNA, foi determinada para duas linhagens do sorotipo D de C. neoformans
relacionadas, sendo um passo importante na elucidagdo do processo de viruléncia desta
levedura patogénica em nivel genomico (Loftus et al., 2005). A linhagem B3501-A ¢
termotolerante e possui viruléncia mais acentuada, quando comparada com JEC21 em
modelos de infec¢do experimental. Aproximadamente 50% da seqiiéncia do genoma de
ambas ¢ idéntica, ao passo que os 50% restantes contém pequenos polimorfismos. A
anotacdo génica baseou-se no seqiienciamento de 23.000 clones de uma biblioteca
normalizada de cDNAs, construida com RNA do fungo cultivado em 14 diferentes

condig¢des de desenvolvimento. Foram descritos 6.572 genes, os quais contém uma média
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de 6,3 éxons de 255 pb e 5,3 introns de 67 pb. Uma surpreendente quantidade de eventos de
splicing alternativo e transcritos antisenso foram identificados, sugerindo a atuagdo de
ambos como mecanismos regulatorios em C. neoformans. Formas alternativas de splicing
foram preditas para 277 genes, ou 4,2% do transcriptoma, e trancritos antisenso foram
identificados para 53 genes. A freqiiéncia destes transcritos antisenso, bem como a presenca
de componentes moleculares necessarios para interferéncia de RNA ja identificados
previamente (Gorlach et al., 2002), indicam que a interferéncia por RNA dupla fita ¢
provavelmente um mecanismo regulatorio amplamente utilizado por C. neoformans (Loftus
etal., 2005).

Transposons representam aproximadamente 5% do genoma de Cryptococcus,
estando a grande maioria agrupada em blocos em cada cromossomo. Cada bloco ¢ tnico,
porém todos contém pelo menos uma copia dos transposons TcnS e Ten6, os quais podem
representar regioes centroméricas. Embora a quantidade de transposons no genoma seja
alta, eventos de transposicdo sdo raros (Idnurm et al., 2005).

Os filos Basidiomycota e Ascomycota divergiram consideravelmente, tendo
compartilhado um ancestral comum ha aproximadamente 900 milhdes de anos (Hedges et
al., 2004). No total, 65% dos genes de C. neoformans possuem seqiiéncias homoélogas
conservadas entre genomas de outros fungos, e destas, 12% sdo restritas ao genoma do
fungo basidiomicético Phanerochaete chrysosporium. Outros 10% parecem ser seqiiéncias
unicas de C. neoformans, baseado na auséncia de homologos descritos em bancos de dados
publicos, ao passo que as 25% restantes ndo sao similares a seqiliéncias descritas em fungos
(Loftus et al., 2005). Duas das 11 familias génicas que parecem ser unicas de C.
neoformans estdo envolvidas na formagdo de capsula, ¢ as restantes codificam proteinas

relacionadas a formacdo da parede celular. Aproximadamente 60% dos genes de C.
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neoformans podem ser classificados de acordo com fun¢des moleculares baseados no Gene
Ontology (GO annotation). Comparagdes com o perfil exibido por S. cerevisiae revelaram
uma distribuicdo similar de genes agrupados em distintas categorias funcionais (Loftus et
al., 2005). Em contraste com S. cerevisiae, entretanto, o genoma de C. neoformans
apresenta genes ricos em introns e um transcriptoma caracterizado por eventos de splicing
alternativo. Estes dados, aliados a informagdes do genoma de P. chrysosporium (Martinez
et al., 2004), sugerem que estruturas génicas mais complexas compdem o genoma de
fungos pertencentes ao filo Basidiomycota. A disponibilidade do seqiienciamento completo
do genoma de C. neoformans auxilia na elucidagdo de diferencas nas estratégias de
viruléncia entre esta levedura e outros fungos patogénicos, bem como na identificagdo e

caracterizagdo de genes envolvidos na patogenicidade (Loftus et al., 2005).

1.4 Estratégias para identificacdo de genes essenciais na viruléncia de Cryptococcus

neoformans

Uma série de ferramentas para estudos de genOmica funcional estd disponivel,
possibilitando a identificagdo e caracterizacdo de genes relacionados com patogenicidade
em C. neoformans. Este microrganismo ¢ um excelente modelo para avaliagdo da viruléncia
em fungos patogénicos humanos. C. neoformans desenvolve-se como uma levedura
hapléide, e pode ser facilmente transformado, facilitando a disrupcdo génica por
recombinacdo homologa (Perfect, 2005). Sistemas de transformag¢do mediados por
eletroporacao (Edman et al., 1990), bombardeamento (Toffaletti et al., 1993), ou por

Agrobacterium tumefaciens (McClelland et al., 2005), e a utilizagdo de marcas de selegdo
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dominante (McDade et al., 2001) ou complementacdo auxotrofica (Edman et al., 1990)
para selecdo dos transformantes estdo bem estabelecidos. A eficiéncia de recombinagao
homoéloga varia de acordo com o método de transformacdo e a linhagem que sera
transformada (Perfect et al., 2005). Estratégias envolvendo interferéncia de RNA (Liu et
al., 2002) e repressdo antisenso (Gorlach et al., 2002) também estao sendo aplicadas em C.
neoformans com o intuito de identificar genes essenciais. Além disso, modelos de infec¢do
experimental para estudos de viruléncia foram estabelecidos em camundongos, coelhos,
cultura de células de macrofagos in vitro, e, mais recentemente, em hospedeiros ambientais,
incluindo Acanthamoeba castellanii, Caenorhabditis elegans, Dictyostelium discoideum,
Drosophila melanogaster, e Galleria mellonella (Idnurm et al., 2004; London et al., 20006).

Andlises por mutagénese insercional e delecdo génica tém sido adaptadas e
desenvolvidas como ferramentas eficientes para investigacao da funcdo de genes em fungos
(Weld et al., 2006). Experimentos de mutagénese insercional mediada por A. tumefaciens
permitem a integragdo aleatéria da regido de T-DNA no genoma de C. neoformans, e
conseqiiente identificagdo de novos componentes relacionados a fatores de viruléncia
classicos da levedura (Idnurm et al., 2004; Walton et al., 2005). Os mutantes gerados sdo
analisados quanto a produ¢do de cépsula, melanina, e habilidade de desenvolvimento a
37°C. Transformantes defectivos em algum destes fatores sdo selecionados, com o intuito
de identificar em que regido do genoma ocorreu a integracdo do T-DNA. Estes estudos
possibilitaram a descoberta de cinco genes adicionais envolvidos em melanizagdo, os quais
codificam uma proteina de transporte de cobre (CCC2), uma chaperona (ATX1), uma
quitina sintase (CHS3), um co-ativador transcricional (MBF1), e uma enzima remodeladora

de cromatina (SNF5) (Walton et al., 2005).
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Avaliagdes do perfil de transcricao global de C. neoformans em condigdes
controladas sdo tuteis para a identificagdo de produtos génicos atuantes em processos de
viruléncia. Analise seriada da expressao génica (SAGE) foi utilizada para identificar genes
transcritos preferencialmente em condigdes de temperatura elevada e de infeccdo em
modelo experimental (Steen et al., 2002; Steen et al., 2003). Genes relacionados a estresse
por choque térmico e maquinaria de traducdo parecem estar envolvidos com
desenvolvimento a 37°C (Steen et al., 2002). Além disso, transcritos associados a sintese
protéica, degrada¢do de proteinas, resposta ao estresse, € transporte de moléculas sdo
expressos diferencialmente em condi¢des de infecgdo (Steen et al., 2003). Genes regulados
pela temperatura em C. neoformans foram identificados em experimentos de microarranjo.
A expressao do fator de transcricio MGA2, responsavel pela ativacdo de genes da rota
biossintética de acidos graxos, ¢ induzida a 37°C (Kraus et al., 2004).

A andlise da diferencga representacional (RDA) ¢ baseada em sucessivos ciclos de
hibridizagdo subtrativa, seguidos de amplificagio por PCR, o que possibilita o
enriquecimento ¢ isolamento de seqiiéncias de mRNA com expressdao diferencial em
determinada condi¢do (Pastorian et al., 2000). A metodologia de RDA foi originalmente
projetada para identificar diferencas entre duas populagdes gendmicas, permitindo o
isolamento de seqiiéncias presentes exclusivamente em um determinado genoma (Lisitsyn
et al., 1993). Esta ferramenta tem sido amplamente utilizada em estudos de cancer
(Hollestelle & Schutte, 2005), e em analises de expressao em uma série de organismos, tais
como plantas (Ling et al., 2003), insetos (Judice et al., 2006), cestodeos (Bizarro et al.,
2005), bactérias (Choi et al., 2002), e fungos (Dutra et al., 2004; Myazaki et al., 2005).

As distintas estratégias, as quais t€ém sido desenvolvidas com o intuito de identificar

genes essenciais, permitem a caracterizacao de diferentes genes envolvidos em um mesmo

18



processo. Em C. neoformans, a elucidagdo da acdo de determinados produtos génicos em
rotas relacionadas a habilidade de desenvolvimento na temperatura do corpo humano ¢

fundamental para o estudo de possiveis alvos para o desenvolvimento de drogas e vacinas.
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