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RESUMO

Candida glabrata € considerado um importante patégeno fungico emergente devido
principalmente ao incremento de pacientes imunossuprimidos, e ao uso
indiscriminado de compostos azdlicos, resultando em altas taxas de mortalidade
pela resisténcia inata desta levedura aos antifUngicos normalmente utilizados.
Estratégias que objetivam a pronta identificacdo deste patdgeno sdo extremamente
importantes j& que permitem a pronta implementacdo de um tratamento
medicamentoso apropriado. A utilizacdo de trealose por C. glabrata é apontada
como importante metodologia diagnostica na pratica laboratorial, ja& que €
caracteristica marcante desta levedura a utilizagdo de apenas glicose e trealose
como fontes de carbono. Resultados prévios indicavam que esta levedura cresce
em trealose gracas a secrecdo no meio de cultura de uma trealase acida que
prontamente hidrolisa o dissacarideo, permitindo a rapida fermentacédo da glicose
liberada. No genoma de C. glabrata encontramos a ORF CAGLOK05137g, similar ao
gene (ATH1) que codifica para a trealase acida de S. cerevisiae. No intuito de
verificar a identidade do gene postulado no genoma de C. glabrata como sendo da
trealase acida, utilizamos tanto estratégias de delecdo da ORF do genoma, como
subclonagem e expressao heterdloga dessa sequéncia génica em S. cerevisiae. A
delecdo em C. glabrata confirmou a identidade do gene, ndo soO pela auséncia de
crescimento em meios de cultura contendo trealose como fonte de carbono, como
também pela perda da atividade trealase acida periplasmatica e/ou secretada pelas
células. Além disso, nossos resultados indicam o envolvimento deste gene na
manutencao da homeostase celular durante o estresse salino. A sequéncia de DNA
correspondente foi também subclonada de forma a sobrexpressar este gene em S.
cerevisiae, confirmando o gene CgATH1 como sendo o responsavel pela sintese de
uma trealase acida. A ORF clonada foi sequenciada e comparada a ORF
CAGLOKO05137g, mostrando uma identidade de 98% entre as sequéncias.
Acreditamos que a caracterizacdo molecular da trealase acida em C. glabrata
permitira melhorias no diagnéstico laboratorial, bem como uma melhor compreensao
do papel desta enzima, e do metabolismo de trealose, na fisiopatologia deste

importante patégeno oportunista e de outros fungos de interesse médico.

Palavras-chave : Candida glabrata, trealose, trealase acida, ATH1.



ABSTRACT

Candida glabrata is considered an important and emergent fungal pathogen due
mainly to an increase in immunosuppressive patients, and to the indiscriminate use
of azolic compounds, resulting in high mortality rates by the innate resistance of this
yeast towards the normally used antifungals. Strategies that objectify the fast
identification of this pathogen are extremely important, because they will allow the
immediate implementation of an appropriate medical treatment. The utilization of
trehalose by C. glabrata is pointed out as an important diagnostic methodology in the
laboratorial practice, since it is a striking feature of the yeast to use only glucose and
trehalose as carbon sources. Previous results indicate that this yeast grows in
trehalose thanks to the secretion of an acid trehalase in the culture media that
promptly hydrolyses the disaccharide, allowing the fast fermentation of the released
glucose. In the genome of C. glabrata we found the ORF CAGLOK05137g, similar to
the gene (ATH1) encoding for the acid trehalase of S. cerevisiae. In order to verifying
the identity of the postulated gene in the genome of C. glabrata as an acid trehalase,
we thus utilized strategies for the deletion of the ORF from the genome, as well as
cloning and heterologous expression of this genetic sequence in S. cerevisiae. The
deletion in C. glabrata confirmed the identity of the gene, not only because of
absence of growth in culture media containing trehalose as a carbon source, but also
to the loss of periplasmic and/or secreted acid trehalase activity by the cells.
Besides, our results indicate the involvement of this gene in the maintenance of
cellular homeostasis during a saline stress. The corresponding DNA sequence was
also subcloned so that the gene could be overexpressed in S. cerevisiae, confirming
the CgATH1 gene as being responsible for the synthesis of an acid trehalase. The
cloned ORF was sequenced and compared to the ORF CAGLOK05137g, showing
98% identity between the sequences. We believe that the molecular characterization
of the acid trehalase in C. glabrata will allow improvements in the laboratorial
diagnostic, as well as a better understanding of this enzyme’s role, and of trehalose
metabolism, in the physiopathology of this important opportunistic pathogen and of

other fungi of medical interest.

Key-words : Candida glabrata, trehalose, acid trehalase, ATH1.
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1. INTRODUCAO

1.1 Candida glabrata

O género Candida, é constituido de um grupo heterogéneo de leveduras que
usualmente existem em formas leveduriformes e/ou em forma de micélio e
pseudomicélio. Esse grupo parafilético possui aproximadamente 200 espécies,
das quais 20 (como exemplo, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei e C.
parapsilosis) sdo associadas a infec¢des humanas ou animais. Pode-se afirmar
gue a grande maioria das infec¢des fungicas é causada por Candida, sendo que,
em se tratando de micoses oportunistas, 72,8% ocorre por esse grupo de
leveduras, com C. albicans sendo a espécie mais prevalente. Esse fato é
parcialmente explicado pelo motivo que no trato gastrointestinal de praticamente
80% da populagdo adulta saudavel podem-se encontrar espécies do género
Candida vivendo de maneira comensal (KAUR, 2005; SEGAL, 2005; BIALKOVA &
SUBIK, 2006; PFALLER & DIEKEMA, 2007).

Entretanto, durante a ultima década, ocorreu uma mudanca na prevaléncia
relativa de espécies com o decréscimo de C. albicans como causa de infeccéo, e
um acréscimo de espécies como C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis no
mundo. Embora atualmente C. glabrata seja reconhecida como a segunda ou
terceira espécie mais frequente de isolados clinicos do globo, as infeccbes
causadas por essa levedura no Brasil sdo consideradas raras em comparacao
com outras espécies, mesmo com a incidéncia geral de candidemia com valores
de duas a quinze vezes maiores, quando comparados a paises desenvolvidos
como os Estados Unidos. As razdes para essa mudanca do perfil de infeccdes de
espécies ndo albicans em nosso pais ndao € muito bem conhecida, suspeitando-se
da propria variagdo geografica das espécies no vasto territério brasileiro, entre
outros motivos (SEGAL, 2005; COLOMBO et al., 2006; RUHNKE, 2006;
PFALLER & DIEKEMA, 2007; WELLS et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2010).

Historicamente, C. glabrata tem sido visto como um saprofita relativamente
ndo patogénico da microbiota normal de individuos saudaveis. Como citado
acima, essa visao tem mudado, jA que essa espécie é agora considerada um
patégeno fungico emergente junto com outras espécies nao-albicans. Isso se

deve principalmente ao aumento de pacientes imunossuprimidos, junto com um



amplo espectro de terapias antimicéticas, com o extensivo uso de drogas
azélicas, como o fluconazol. Este constitui fator importante no aumento de casos
envolvendo espécies com uma resisténcia inata relativa a esses medicamentos,
incluindo C. glabrata (FIDEL et al., 2001; SEGAL, 2005). O uso prolongado de
fluconazol é explicado, pois constitui medida profilatica comum em pacientes com
AIDS, pacientes transplantados, ou apds quimio ou radioterapia, contribuindo para
0 aumento das infecgbes por C. glabrata (BADDLEY et al., 2001 PANACKAL et
al., 2006; SENDID et al., 2006). E sabido também que C. glabrata normalmente é
mais resistente ao fluconazol do que C. albicans, e que esta levedura apresenta
uma capacidade de resisténcia a varias outras drogas antimicoticas
(HELMERHORST et al., 2005). Essa mudanca na prevaléncia de espécies nao
albicans, além do impacto na saude de pacientes, jA que C. glabrata é
considerada a espécie de Candida mais letal em hospedeiros ja
imunocomprometidos, como em individuos com céncer, tem trazido também
impactos econdmicos para a saude publica. Moran e colaboradores, em 2009,
mostraram que entre 1996 e 2007, em um unico hospital dos Estados Unidos,
custou mais caro tratar de pacientes com candidemias causadas por C. glabrata
do que com C. albicans.

Nos ultimos cinco anos esse hemiascomiceto tem atraido o interesse de
pesquisadores das mais diversas areas, dentre as quais, os estudos de filogenia
molecular, fendmenos do cariétipo, composi¢do de parede celular, mecanismos
de patogenicidade, aderéncia a superficies, e ferramentas para seu diagndstico
se destacam. A essas areas soma-se um interesse comum que advem da proépria
importancia e impacto desse patdgeno oportunista na saude publica ao redor do
mundo. Essa importancia inerente do organismo, portanto, culminou no recente
sequenciamento de seu genoma hapléide através do programa Genolevures
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/ GAGL) em 2004, genoma este constituido por 13
cromossomos e 12,3 Mb de sequéncia (DUJON et al, 2004).

Sobre as consequéncias do sequenciamento do genoma de C. glabrata, os
estudos de filogenia molecular foram os que tiveram um dos maiores impactos.
Devido a eles, essa levedura é frequente associada como um grupo irmao ao
grupo de Saccharomyces, sendo que as caracteristicas do genoma de C. glabrata
e de varios outros hemiascomicetos indicam que aproximadamente ha 100

milhdes de anos um ancestral comum das leveduras do grupo Saccharomyces
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(no momento da divergéncia entre os géneros Saccharomyces e Kluyveromyces)
sofreu uma duplicacdo do genoma (“whole genome duplication” ou WGD),
seguida de significativa remodelagem no contetdo génico conforme as espécies
se diferenciavam. Como consequéncia do WGD, Vverifica-se que
aproximadamente 60% dos genes em C. glabrata encontram-se em regides
cromossOmicas semelhantes as de S. cerevisiae (denominadas regides
“sinténicas” por apresentarem genes homologos, os quais apresentam inclusive a
mesma orientacdo cromossdmica conservada), além de ser observado em média
cerca de 65% de identidade entre as seqiéncias de aminoacidos das proteinas
de C. glabrata e S. cerevisiae (DUJON et al, 2004; FISCHER et al., 2006; JAMES
et al., 2006; SCANNELL et al, 2006; WOLFE, 2006).

Os pesquisadores também vém prestando muito interesse ao fato que a
arvore filogenética composta de cinco espécies (Yarrowia lipolytica,
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, C. glabrata e S. cerevisiae), que é
utilizada para exemplificar o fendbmeno de WGD, embora com 0s organismos
possuindo morfologia e estilos de vida semelhantes, a divergéncia molecular entre
elas seria maior até que a de todo o grupo dos cordados (PAIN et al., 2004;
DUJON, 2006).

Com os dados apresentados acima e a restrita homologia com C. albicans,
tém levado muitos pesquisadores a propor uma nova denominagao para C.
glabrata: “Saccharomyces glabrata”. Entretanto, enquanto as espécies de
leveduras do grupo Saccharomyces “senso stricto” (por exemplo, S. cerevisiae, S.
paradoxus, S. mikatae, S. bayanus) aproveitaram a WGD para se tornarem
eficientes fermentadores de acucares, no caso de C. glabrata ocorreu significativa
perda de genes (aproximadamente 9% menos genes comparado ao total de
genes presentes em S. cerevisiae), genes geralmente envolvidos na utilizacdo de
fontes de carbono, no metabolismo do fosfato, nitrogénio e enxofre, e genes
necessarios para a biossintese de vitaminas como tiamina (B1), piridoxina (B6) e
niacina. Logicamente que estas perdas génicas sao reflexo da adaptacdo deste
microrganismo ao seu hicho ecolégico como patégeno oportunista e/ou comensal
em mamiferos, onde ndo sédo encontradas fontes de carbono como a galactose,
sacarose ou maltose, e as vitaminas podem ser facilmente obtidas do hospedeiro
(DUJON et al, 2004; HITTINGER et al, 2004; WOLFE, 2006).



Todavia, para C. glabrata, além da perda génica para sua adaptacdo ao
nicho bioldgico em que esté inserida e eventual patogenicidade, sdo necessarias
outras caracteristicas, como por exemplo, a aderéncia a materiais. Essa
propriedade deve-se ao fato de existir moléculas na superficie celular,
denominadas adesinas, aglutininas, ou floculinas, que geralmente incrementam a
hidrofobicidade da superficie celular, permitindo a fixagdo da levedura a uma
gama de substratos (VERSTREPEN & KLIS, 2006). Geralmente os genes que
codificam para estas proteinas (genes EPA em C. glabrata) sdo formados por
familias génicas com diversos membros, geralmente situados em regides
teloméricas. Outro fendtipo interessante dessa levedura relacionado a
composicdo de sua parede celular pode ser parcialmente explicado pelas
caracteristicas em que essas proteinas responsaveis pela adesao celular séo
encontradas. E conhecido que a parede celular de C. glabrata incorpora 50%
mais de proteinas do que a parede de S. cerevisiae, por exemplo. Essa alta
proporcao é peculiar a essa levedura, sendo encontradas em analises in silico 67
possiveis genes relacionados a adeséao celular. A composicéo de parede é ainda
mais contrastante quando compara-se a constituicdo entre C. glabrata e o proprio
grupo Candida. Proteinas sabidamente relacionadas a viruléncia de leveduras
localizadas na parede celular, de alguma forma estdo enriquecidas em certas
espécies de Candida como C. albicans e C. tropicalis, mas ndo em C. glabrata (de
GROQOT et al., 2008; BUTLER et al., 2009).

Desta forma, estes genes néo sO estdo sujeitos a ampla heterogeneidade
no tamanho das proteinas que eles codificam (permitindo também significativa
variacdo antigénica), mas também a diversos mecanismos regulatérios envolvidos
na sua expressao, permitindo a adesao (ou ndo) do microrganismo, conforme as
necessidades e em resposta a estimulos ambientais. Um mecanismo bem
conhecido que regula a transcricdo dos genes EPA seria o silenciamento
subtelomérico dos cromossomos nos quais 0S genes para aderéncia s&o
encontrados, por um sistema de silenciamento homélogo ao observado em S.
cerevisiae, Sir3p e Raplp dependentes (CORMACK et al., 1999; VERSTREPEN
et al., 2004; HALME et al., 2004; CASTANO et al., 2005; VERSTREPEN, et al.,
2005).

Os estudos cromossOmicos e fendmenos a ele associados em C. glabrata

ndo tem se restringido apenas aos mecanismos de silenciameto subtelomérico.
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Esta area também tem se desenvolvido muito nos ultimos anos, por causa de
descobertas importantes de fatores necessarios a sua viruléncia estarem
associados a mecanismos de recombinacéo, translocacéo e até mesmo formacao
de novos cromossomos, gerando cepas mais ou menos patogénicas.
Recentemente foi descrito em C. glabrata regibes consecutivas com motivos
repetidos variando entre 135 a 417 nucleotideos, totalizando 40, batizadas de
megassateélites. A essas regides, por estarem contidas principalmente em genes
relacionados a parede celular, especula-se uma possivel relacdo com a
patogenicidade, embora nada tenha sido provado ainda. Um fato intrigante é que
esses megassatélites, até agora, ndo foram encontrados em nenhum outro
hemiascomiceto, suscitando perguntas intrigantes sobre sua origem (FISCHER et
al., 2006; MULLER et al., 2008; POLAKOVA et al., 2009; THIERRY et al., 2009).

Ainda com relacdo a patogenia de C. glabrata, muitos estudos tem se
concentrado nos mecanismos moleculares de viruléncia gracas ao
sequenciamento do genoma dessa levedura, como explicado anteriormente. Por
exemplo, em 2007 Kaur e colaboradores demonstraram, através da construcao
génica e experimentacdo de cepas deletadas em loci especificos YPSx (onde X
varia de 1 a 11), os quais codificam para aspartil-proteases ancoradas por cauda
GPI, quais sdo necessérios a viruléncia e sobrevivéncia de cepas de C. glabrata
em macréfagos. Foi possivel ainda, por mapeamento do genoma, verificar o
agrupamento dos diversos loci em uma Unica regido génica. Outros exemplos
recentes, como o0s genes homologos a S. cerevisiae PDR1, ERG11, STE12,
SKN7 com func¢bes relacionadas a regulacdo de resisténcia multipla a drogas,
sintese de ergosterol, regulacdo de genes especificos ligados ao crescimento
invasivo, e regulacdo da resposta ao estresse oxidativo, respectivamente, sao
alguns dos genes extensivamente estudados em C. glabrata, pois, em Ultima
analise, por estarem associados a cepas altamente virulentas, as proteinas
codificadas por eles tornam-se alvos terapéuticos interessantes. (CALCAGNO et
al., 2003; TSAI et al., 2006; VERMITSKY et al., 2006; BERILA et al., 2009;
FERRARI et al., 2009; SAIJO et al., 2010).

Além da proteina Pdrlp relacionada aos fenotipos de resisténcia a
multidrogas, MDR (do inglés MultiDrug Resistance), tem se estudado também, em
C. glabrata, as proteinas de membrana por ela reguladas. Algumas dessas
proteinas, da classe das proteinas ABC ligadoras de ATP (do inglés ATP Binding
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Cassette) tem sido pesquisadas, no género Candida e em outros patdgenos
fungicos relevantes, como no género Aspergillus, por exemplo. Em C. glabrata,
foram identificados 3 transportadores ABC, CDR1, CDR2 e SNQZ2, todos descritos
como tendo mutacdes em suas regides promotoras, levando a sua sobrexpressao
e regulados por Pdrlp. Ultimamente essas proteinas (reguladoras e
transportadoras) sdo os principais alvos de estudos para confecdo de novas
drogas, devido a sua prevaléncia na maioria dos patdégenos fungicos importantes
(GBELSKA et al.,, 2006; THAKUR et al., 2008; GOFFEAU, 2008; MONK &
GOFFEAU, 2008; MORSCHAUSER, 2009).

1.2 Diagnostico laboratorial de  C. glabrata

Dado o aumento das infec¢gdes por C. glabrata, e sua importancia na saude
publica mundial, decorrente da alta taxa de mortalidade que apresenta pela
resisténcia ao tratamento com fluconazol, tem motivado o desenvolvimento de
metodologias rapidas para a pronta identificacdo desta levedura. Recentemente,
numerosas técnicas baseadas no DNA tém sido desenvolvidas para a
identificacdo de espécies de Candida. As técnicas de PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) e PCR “real time” usadas para a amplificacdo de DNA alvo de
Candida sao promissoras devido a simplicidade, especificidade e sensibilidade, e
estdo otimizadas para deteccdo de Candida em sangue ou hemocultura, cultura
de raspado cutaneo, etc. (CHEN et al, 2000; DASSANAYAKE &
SAMARANAYAKE, 2003; KAMIYA et al.,, 2005; KHAN et al.,, 2009). Como
também revisto por Abbes e colaboradores em 2009, outras técnicas de biologia
molecular sdo empregadas para diagnosticar corretamente infeccbes causadas
por C. glabrata. Dentre elas podemos citar, o perfil de restricdo classico através
de eletroforese, amplificagdo randomica do DNA ou RAPD (do inglés Random
Amplification of DNA), eletroforese em campo pulsado ou PFGE (do inglés Pulse
Field Gel Eletrophoresis), “Southern Blot”, eletroforese por enzima multilocus, e
marcadores microssatélite.

Contudo, estes métodos moleculares de analise e identificacdo de
leveduras apresentam complexidades e custos que ainda restringem seu uso em
laboratorios clinicos de rotina. Como citado acima, a gama de fontes de carbono

que C. glabrata pode utilizar é bastante limitado, provavelmente devido a forma de



vida comensal a qual se adaptou, sendo capaz somente de utilizar dois agucares,
a glicose e o dissacarideo trealose (Glial - 1aGli). Esse fato € interessante, ja que
se podem desenvolver ferramentas diagnésticas importantes, especialmente no
caso da metabolizacdo da trealose exdgena. Foram entdo criados testes rapidos
que se baseiam na habilidade desta levedura em utilizar eficientemente trealose,
hidrolisando de forma rapida as moléculas do dissacarideo em duas de glicose. A
trealase, enzima responsavel pela hidrélise especifica da trealose é
freqientemente encontrada em varias espécies de leveduras, mas em nenhuma
dessas outras espécies essa reagdo € aparentemente tdo rapida quanto em C.
glabrata (PELTROCHE-LLACSAHUANGA et al., 1999, LOPEZ et al., 2001,
FREYDIERE et al., 2002; 2003).

Nestes testes rapidos, uma suspensdo de leveduras com grande
densidade celular é incubada na presenca de trealose, e a glicose gerada pela
acdo da trealase é entdo detectada por reativo de cor (PELTROCHE-
LLACSAHUANGA et al.,, 1999; FREYDIERE et al., 2002). Visando aumentar a
especificidade do teste da trealase, agregou-se um teste paralelo de hidrélise do
dissacarideo maltose (Glial - 4Gli). Enquanto a maioria das outras espécies de
Candida sédo eficientes fermentadoras deste acUcar por possuir altos niveis da
enzima maltase, C. glabrata é incapaz de utilizar a maltose. A sensibilidade
atribuida aos testes rapidos da trealase € de 94 a 98%, e sua especificidade pode
ser ainda maior, de 95 a 100%, especialmente quando o teste da maltase é
realizado em conjunto. Porém, o meio de cultivo utilizado para a obtencdo das
leveduras pode interferir no desempenho dos testes rapidos, e as primeiras
formulacées do CHROMagar” por exemplo, geravam resultados erréneos no teste
rapido, reduzindo sua sensibilidade para 25% (FREYDIERE et al., 2002). Outros
trabalhos observaram reducdo da sensibilidade em até 20% para o teste RAT
(rdpida assimilacdo da trealose) realizado com leveduras isoladas em meio
Sabouraud dextrose, e a precisa explicacdo para esta interferéncia ainda nao é
conhecida (MURRAY & ZINCHUK & LARONE, 2005).

1.3 Metabolizagao de trealose por leveduras

A trealose € um dissacarideo nao redutor formado pela unido de duas

moléculas de glicose em uma ligacdo glicosidica al - 1a. Este carboidrato teve
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seu nome originado provavelmente em 1858, quando comecgou a ser isolado de
crisadlidas de coleopteros da espécie Larinus nidificans no Oriente Médio,
conhecidas como “trehala”. A ligacdo al- la é sabidamente de baixa energia (1
kcal/mol), o que em ultima analise faz com que essa estrutura seja muito estavel,
quando em comparagdo com outros dissacarideos, como a sacarose
(Glial - 2BFru, com 27 kcal/mol). Ao passar dos anos a trealose foi identificada e
caracterizada em uma gama de organismos, com excecado dos vertebrados,
incluindo bactérias, fungos, leveduras, plantas e insetos, onde dissacarideos ndo
redutores (incluindo sacarose) sdo importantes formas de energia solaveis, sendo
0S principais responsaveis pelo armazenamento e translocacdo dessa energia.
Podemos citar como exemplo uma parte do sucesso dos artrépodos em colonizar
a Terra na vinculagdo ao uso da trealose como carboidrato de transporte na
hemolinfa. J& ao nivel célular, a trealose ndo funciona somente como uma reserva
energética, pois outras funcbes podem Ihe ser atribuidas, incluindo funcdes
estruturais, de transporte e sinalizacéo, além de fornecer protecdo as membranas
e proteinas contra diferentes condi¢cdes de estresse como calor, congelamento,
desidratacédo, anoxia, radicais livres e limitacdo de nutrientes (SINGER &
LINDIQUIST, 1998; ELBEIN et al., 2003; PAUL et al., 2008; ITURRIAGA et al.,
2009).

Esse tipo especifico de carboidrato, como a trealose e sacarose, sdo bem
conhecidos por nado participarem nas reacdes de Maillard, causadoras do
escurecimento de alimentos. Em vista disso, a trealose tem também um atrativo
nas aplicacdes industriais, com apenas 45% de sensacdo adocicada, quando
comparada a sacarose. Essas propriedades do dissacarideo trealose contribuem
para seu interesse biotecnoldgico, por conferir um efeito protetor e estabilizador
de biomoléculas (vacinas, proteinas, enzimas, membranas), células inteiras, ou
mesmo de produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos (ELBEIN, 1974,
THEVELEIN, 1984; COUTINHO et al., 1988; ROSER, 1991; COLACO et al.,
1992; ELBEIN et al., 2003; PAUL et al., 2008; ITURRIAGA et al., 2009).

Com relacdo a protecdo celular, o acimulo de trealose em resposta ao
estresse € provavelmente um mecanismo ancestral e conservado na evolucéo,
pois é encontrado desde do dominio Archaea e Bacteria, até vegetais
“superiores”, como as Angiospermas. Em S. cerevisiae, este carboidrato

corresponde a 15-20% do peso seco da levedura, quando encontrada em
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condicdes estressantes. Estes niveis elevados de trealose protegeriam as células
contra lesbes/danos provocados pelo estresse (VAN DJICK et al., 1995).
Interessantemente, a presenca do dissacarideo também interfere com o correto
redobramento de proteinas, o que explicaria o porqué da trealose ser rapidamente
degradada ap6s o término da condicdo estressante (SINGER & LINDQUIST,
1998; OCON et al., 2007). De fato, pesquisadores, inspirados na molécula de
trealose, tem tentando desenvolver compostos que conferem maior estabilidade a
proteinas (FARIA et al., 2008). Porém, ainda ndo € muito conhecido como a
trealose atuaria de forma a proteger biomoléculas, mas trés possiveis
mecanismos poderiam explicar esse fendmeno: substituicdo da pelicula de agua,
formacdo de camada vitrea, e estabilidade quimica, sendo que 0s processos nao
seriam, necessariamente, mutuamente exclusivos (JAIN & ROY, 2008;
ITURRIAGA et al., 2009).

Sem sombra de davida, o metabolismo de trealose tem sido sugerido como
um grande mecanismo para a protecdo celular contra os mais diversos tipos de
estresse, sendo eles oxidativos, térmicos, osmoéticos, entre outros (PARRAGA et
al., 2007; CAO et al., 2008; KAINO & TAKAGI, 2008; NERY et al., 2008; GARRE
et al., 2009; MAHMUD et al., 2009;). Entretanto, um trabalho de Pedrefio e
colaboradores em 2002 mostrou que cepas de S. cerevisiae deletadas para os
genes da via catabdlica da trealose, em condi¢des de estresse oxidativo por H,O»,
tiveram respostas adaptativas semelhantes ao fenétipo selvagem. Isso seria um
indicio que o armazenamento de trealose em S. cerevisiae ndo seria 0 Unico
agente protetor essencial para a defesa celular contra todas as condi¢cdes
estressantes.

Em leveduras, a via de sintese da trealose foi elucidada por Cabib e Leloir
h& mais de 50 anos. A sintese comeca com a transferéncia do residuo glicosil da
uridina-difosfato-glicose (UDP-GIi) para a glicose 6-fosfato (Gli-6P), resultando em
trealose 6-fosfato (T-6P), que é subsequentemente desfosforilada a trealose. Em
S. cerevisiae, as enzimas que catalisam estas reacfes de biossintese da trealose,
a T-6P sintase (Tpslp) e T-6P fosfatase (Tps2p), codificadas pelos genes TPS1 e
TPS2 respectivamente, fazem parte de um complexo com duas outras proteinas
(Tsllp e Tps3p), que estabilizam a holoenzima. Todas as subunidades do
complexo sdo requeridas para uma atividade 6tima, mas a delecédo do gene TPS1

resulta em perda total da atividade de sintese e producao de trealose (BELL et al.,
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1998). A trealose-6P sintase esta envolvida também na regulacdo de uma série
de outros processos fisiologicos, incluindo o influxo da glicose na glicélise
(THEVELEIN & HOHMANN, 1995). Esta via de sintese € também encontrada em
varias outras leveduras (GANCEDO & FLORES, 2004).

Entretanto, a via anabolica para trealose envolvendo sintases e fosfatases,
€ s6 uma das cinco vias conhecidas para a formacdo do dissacarideo.
Resumidamente, ainda existem ainda o sistema TS, ou trealose sintase, a qual
sintetiza trealose a partir de moléculas de maltose. Outras rotas existentes
envolvem conjuntos enzimaticos que podem conter TreY e TreZ, uma
maltooligosil-trealose-sintase e uma maltooligosil-trealose trealohidrolase
respectivamente; ou ainda a TreP, uma trealose fosforilase que participa tanto da
sintese quanto degradacdo do acgucar, e por ultimo TreT, uma trealose glicosil-
transferente-sintase. Essas cinco vias estdo distribuidas em todos os Reinos,
sendo, em sua grande maioria e diversidade, encontrados nos dominios Archea e
Bacteria, e frequentemente mais de um sistema pode estar presente em um
organismo (ELBEIN et al., 2003; AVONCE et al., 2006).

Complementarmente, o catabolismo da trealose pode ser resumido em dois
sistemas, um reversivel usando fosforilases, e o outro irreversivel, atraves da
hidrélise do dissacarideo. Como descrito acima as trealoses fosforilases, comum
em Eubacteria (AVONCE et al., 2006), podem patrticipar tanto das vias de sintese
quanto degradacao da trealose.

O sistema irreversivel envolve duas trealases em leveduras, uma
denominada acida e outra neutra. Estas enzimas apresentam varias diferencas no
que se refere a localizacdo, propriedades cataliticas e regulacdo. A trealase
neutra (Nthlp) é citosélica e exibe atividade maxima em pH neutro (pH 6,7 a 7,0),
sendo ativada por Ca®** e Mn** e regulada por mecanismo de fosforilacdo que
envolve a proteina quinase AMPciclico-dependente (PKA), convertendo a enzima
para sua forma ativa fosforilada (THEVELEIN, 1988). Ja a trealase acida (Athlp)
€ ativa num pH ¢6timo entre o pH 4,5 a 5,0, sugerindo uma localizacao vacuolar,
tendo um Ky, entre 0,2 a 5 mM (AQUINO et al., 2005). Contudo, a homenclatura
das trealases com base somente no seu pH 6timo de funcionamento tem sido
recentemente contestado por Sanchez-Fresneda e colaboradores (2009), que

demonstraram que as trealases neutra e acida em C. albicans, quando em um pH
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acido de 4,5 ou fisiolégico de aproximadamente 7,0, respectivamente, conservam
boa parte de sua atividade (75% Nthlp e 60% para Athlp).

Enquanto a trealase neutra hidrolisa a reserva de trealose intracelular
(KOPP et al.,, 1993), a trealase acida estaria localizada no vacuolo, ou seria
necesséria para o crescimento da levedura utilizando trealose como fonte de
carbono (NWAKA et al., 1996; NWAKA & HOLZER, 1998). De fato, em S.
cerevisiae foi constatado que existem dois sistemas de assimilacdo de trealose
exdgena. A primeira estaria relacionada com a atividade da trealase acida, como
ja citado, indicando que mais de 90% da atividade dessa enzima é extracelular.
Uma segunda rota para a assimilagdo do dissacarideo seria mediado por um
transportador (Agtlp) ativo de trealose, aliado a sua hidrolise pela trealase neutra
citoplasmatica (MALLUTA et al 2000; JULES et al., 2004). Contudo, essa visao
classica da hidrélise do conteudo intracelular do dissacarideo somente pela Nthlp
pode apresentar um desvio, conforme descrito por Jules e colaboradores em
2008. Em condicdes especificas de crescimento em trealose, observado em
cepas de S. cerevisiae tpslAnthlAnth24, foi observado que o dissacarideo é
primeiro internalizado via transporte ativo mediado por Agtlp, e posteriormente a
hidrolise da trealose é verificada mesmo na auséncia das trealases intracelulares.
Essa degradacdo foi explicada por um mecanismo ainda desconhecido de
exportacao da trealose interna, e hidrélise pela trealase extracelular.

Por outro lado, ao longo do ciclo de crescimento um padrdo de atividade
oposto é observado entre os dois tipos de trealases. A atividade da trealase
citosdlica € mais alta durante crescimento exponencial com acucarses
fermentaveis (glicose, manose ou galactose), com uma queda na atividade a
medida que as células entram na fase estacionaria, coincidindo com o inicio da
biossintese da trealose. J4, no caso da trealase &cida, sua principal atividade é
detectada durante a fase estaciondria ou em culturas que cresceram em
substratos respiraveis (glicerol e etanol), indicando que esta enzima é sujeita a
repressao catabolica pela glicose (SAN MIGUEL; ARGUELLES, 1994).

Porém, tanto a regulacdo como a localizacao exata da trealase acida ainda
ndo é bem conhecida. Ha trabalhos que contestam a localizacdo extracelular da
enzima, comentando que, em S. cerevisiae, a mesma teria caracteristicas de
proteina de vacuolo, e a maior parte da atividade seria encontrada em fracdes

vacuolares (HUANG et al., 2007). Entretanto, muito recentemente um trabalho
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novamente reforcou o destino extracelular da hidrolase, usando técnicas de
fluorescéncia e construcao de hibridos em S. cerevisiae contendo a regido génica
responsavel pela destinacdo extracelular da trealase acida fusionada com outra
parte que transcreveria para a porgao intracelular da invertase (gene SUC2). Essa
construcéo hibrida foi inserida em um vetor, e posteriormente transfectado em
cepas de S. cerevisiae suc24, com seu plagueamento em meio contendo
sacarose. Foi possivel, entdo, mostrar ndo s6 que a regiao sinal de trealase acida
era suficiente para enderecar a proteina fusionada para superficie celular, mas
também definir exatamente a regido responsavel pelo sinal na por¢cdo N—terminal
da trealase acida de S. cerevisiae (HE et al., 2009).

Como ja& comentado, a funcdo da trealase acida em S. cerevisiae nao é
muito bem conhecida, porém tem se relacionado a presenca dessa enzima em
mecanismos de estresse, principalmente o estresse salino. Estudos mostram que
surpreendentemente Athlp, ndo s6 Nthlp e Nth2p, seriam necesséarias para a
recuperacdo e retomada do crescimento celular apds um desafio com altas
concentracfes de sal (GARRE & MATALLANA, 2009; GARRE et al., 2009). Os
mecanismos moleculares reguladores de tal fendtipo em S. cerevisiae sdo bem
conhecidos para Nthlp, envolvendo os fatores de transcricdo Msn2p e Msn4p, e
elementos responsivos a estresse (STRES) encontrados na regido promotora do
gene. Em C. glabrata, foram encontradas sequéncias ortélogas a esses
reguladores, demonstrando que, pelo menos em parte, 0S mecanismos que
respondem a estimulos estressantes é conservado por esa via (ROETZER et al.,
2008). A ativacdo desses fatores de transcricdo estaria atrelada a cascata de
fosforilacdo PKA dependente. Contudo, devido a auséncia desses elementos
responsivos na regido promotora da trealase acida, ainda ndo € conhecido o
mecanismo responséavel para tal ativacdo (ZAHRINGER et al., 2000).

Recentemente, o metabolismo da trealose também tem levantado outros
interesses, jA que o metabolismo desse carboidrato parece ser importante para
mecanismos patogénicos de alguns fungos. Um trabalho de Petzold e
colaboradores (2006) com o basidiomiceto Cryptococcus neoformans demonstrou
que o gene TPS1 é altamente expresso durante 0s processos patobiologicos
desse fungo. Outro trabalho, em C. albicans, relaciona a importancia desse
mesmo gene, mais o TPS2, para a patogenicidade da levedura (ZARAGOZA et
al., 1998, 2002; VAN DIJCK et al., 2002). Um estudo mais recente demonstrou
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que 0 gene para a trealase acida em Candida albicans também estaria
relacionado com os mecanismos patogénicos da levedura. As cepas utilizadas no
trabalho eram mutantes, tendo o gene que codifica para a proteina (ATC1)
deletado. A inoculacdo dessas cepas mutantes em cobaias imunodeprimidas
levou a um decréscimo significativo no padrdo de infeccdo pelas células de C.
albicans (PEDRENO et al., 2007). No mesmo organismo, mostrou-se que quando
inoculava-se cepas gprlAtps2A em cobaias imunossuprimidas, as leveduras
mutantes tornavam-se nédo virulentas (MAIDAN et al., 2009). Ja em S. cerevisiae,
mostrou-se que existe uma importancia no catabolismo de trealose em cepas
virulentas “in vivo” , de modo que a tripla delecdo athlAnth1Anth2A acarreteva um
efeito detrimental na sobrevivéncia das células, ap6s uma observacdo de duas
semanas comparando-a com sua parental. Interessantemente, quando a delecéo
de uma dessas trealases era revertida, especialmente a da trealase acida, a
sobrevida da cepa aumentava (KINGSBURY et al., 2006).

Em patégenos de plantas, como Magnaporthe grisea, fungo de grande
impacto econbmico em culturas de arroz, os genes homélogos ao TPS1 e NTH1
de S. cerevisiae estdo estritamente relacionados a estadios especificos da
infeccédo do vegetal (FOSTER et al., 2003). Um outro exemplo de parasita, agora
na hemolinfa de insetos, Metarhizium anisopliae, possui uma alta atividade
trealase que Ihe permite hidrolisar rapidamente a trealose (aglUcar predominante
neste tecido dos insetos), servindo assim como fonte rapida de energia para o
crescimento do patégeno em detrimento do hospedeiro (ZHAO et al., 2006).

Até o presente existem poucos estudos analisando o metabolismo da
trealose em C. glabrata. Estes estudos se fazem necessario, pois diferentemente
de outros microrganismos, a utilizacdo de fontes de carbono por essa levedura &
bastante restrita, levando ao questionamento de quais pressodes seletivas levaram
a esta levedura manter a via catabolica extracelular, via pela qual foram montados
os protocolos de diagndstico laboratorial. Outro fato intrigante € que, mesmo a
trealose ndo sendo parte consideravel da dieta dos hospedeiros mamiferos, a
atividade da trealase acida secretada por C. glabrata € uma das mais altas
encontradas até agora (ZILLI, 2006). Assim, o presente trabalho visa caracterizar
molecularmente a trealase acida deste microrganismo, objetivando um maior
entendimento de sua importancia na patogenicidade e homeostase celular de C.

glabrata
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2. OBJETIVOS

A levedura C. glabrata € um patdogeno emergente com alta taxa de
mortalidade e resisténcia inata aos antifiUngicos azélicos, o que exige uma pronta
identificacdo para adotar o regime medicamentoso apropriado. Ja que a utilizacao
de trealose por C. glabrata constitui a base para sua identificacdo, principalmente
nos testes rapidos recentemente introduzidos na pratica laboratorial, e também
pela importancia do metabolismo de trealose na infectividade de leveduras

patogénicas, tinhamos como objetivo geral:

Caracterizar molecularmente o gene da trealase acida em C. glabrata.

E como objetivos especificos:

» Deletar o gene postulado com sendo da trealase acida em C. glabrata.

e Observar fenétipos associados ao mutante de trealase acida em C.

glabrata

* Clonar por PCR e sobreexpressar o gene correspondente em linhagens de

S. cerevisiae.
» Sequenciar o gene clonado.

» Prever propriedades da trealase acida clonada e sequenciada, bem como
comparar sua sequéncia com outras trealases ja identificadas, atravées

ferramentas de bioinformatica
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens de Levedura utilizadas

As linhagens de levedura utilizadas no presente trabalho estdo descritas na
Tabela 3.1. A cepa de C. glabrata LEMI 6099 faz parte da colecédo do Laboratério
Especial de Micologia Médica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP-
EPM), e foi gentiimente cedida pelo Prof. Dr. Arnaldo Lopes Colombo. A cepa
Bg14 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Brendan P. Cormack do Departamento
de Biologia Molecular e Genética da Faculdade de Medicina Johns Hopkins, em
Baltimore (USA). Essas leveduras foram escolhidas, ndo sé pela auxotrofia da
cepa Bgl4 (vide tabela), pois, um trabalho prévio realizado no laboratorio (ZILLI,
2006) demonstrou-se que elas se destacavam pela elevada concentracdo de
trealase acida no sobrenadante do meio. As linhagens de S. cerevisiae utilizadas
para expressar o gene da trealase acida, ou foram utilizadas da cole¢cdo do nosso
proprio Laboratério, ou foram gentilmente cedidas pelo Dr. J. Francois do Centre

de Bioingénierie Gilbert Durand, em Toulouse, Franca.

Tabela 3.1. Cepas de levedura utilizadas

Espécie e Cepa Caracteristica ou Genétipo Fonte
C.glabrata
Bg2 Isolado clinico Fidel et al. (1996)
. Cormack & Falkow
Bgl4 Isogénica a Bg2, mas ura34::Tn903 NeoR
(1999)
LEMI 6099 Isolado clinico A. L. Colombo
RYO1 Isogénica a Bgl4, mas athlA::ScURA3 Este trabalho

S.cerevisiae
CEN.PK 2-1C  MATa ura3-52 his3A1 leu2-3,112 trp1-289 MAL 2-8° SUC2 Entian & Kotter (1998)
BY4741 MATa met15A0 his3A1leu2A0ura3A0 EUROSCARF

BY athl Isogénica a BY4741, mas athlA::kanMX4 EUROSCARF
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3.2. Meios e condi¢des de cultivo

As células de levedura foram crescidas em meio rico YP contendo 1% de
extrato levedura (Sigma) e 2% de bacto-peptona (Difco), suplementado com 3%
glicerol, ou 2% glicose ou trealose. Alternativamente, as cepas foram crescidas
em meio minimo YNB contendo 0,7% base nitrogenada de levedura sem
aminoacidos (Sigma), as fontes de carbono mencionadas acima, e
suplementados com todos os aminoacidos e bases requeridas pela levedura
menos uracila (Uracil minus yeast supplements, Sigma). Os meios ricos tiveram o
pH ajustado para 5,0 com acido cloridrico, € 0 meio minimo foi tamponado com 50
mM succinato-Tris, pH 5,0. Os meios sélidos eram acrescidos de 2% bacto-agar
(Difco). Os meios de crescimento liquido ndo ocuparam mais que 1/5 do volume
total do frasco para garantir aeracdo adequada, e as culturas foram mantidas a
28T sob agitacéo orbital (160 rpm). Quando necessa rio foi adicionado geneticina
(Sigma) aos meios de cultura, nas concentracbes especificadas no texto.
Alternativamente, as células foram inoculadas em placas de 96 pocos com 100 pL
de meio por poco e incubadas a 29C e 161 rpm em um Tecan Infinite M200
microplate reader. Nestes crescimentos em micro escala, a densidade Optica a
570 nm foi medida a cada 15 min. Os experimentos de estresse salino foram
realizados também em micro escala em meio rico YP-2% glicose acrescidos de
1,0-2,5 M de NaCl.

3.3. Determinacao de glicose

A concentragéo de glicose foi determinada enzimaticamente utilizando-se
glicose oxidase/peroxidase através de um kit enzimatico comercial (Bio Técnica,

Brasil) seguindo as instrucfes do fabricante.

3.4. Determinagéo da atividade trealase

A atividade trealase foi determinada nas células integras através da
adaptacdo de um meétodo para dosar atividade invertase extracelular em S.
cerevisiae (SILVEIRA et al.,, 1996). As células (aproximadamente 10 mg),
previamente centrifugadas (3000 g, 5 min) e lavadas duas vezes com agua

gelada, foram ressuspendidas em 1 ml de tampédo 50 mM acetato de sodio (pH
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5,0) contendo 50 mM fluoreto de sédio, e incubadas por 30 min a 30C. A seguir
50 ul desta suspensdo celular foi adicionada a 50 uyl de tampédo 100 mM
succinato-Tris (pH 4,4), e a reacao enzimatica foi iniciada pela adicdo de 100 pl
de 200 mM trealose. Apds incubacéo por 30 min a 30°C, a reacao foi interrompida
através de fervura das amostras por cinco minutos. Para a dosagem da atividade
enzimatica nos sobrenadantes de cultura, as células foram substituidas por 50 pl
das amostras de sobrenadante em analise. ApOs a inativacdo das reacdes
enzimaticas por fervura, as amostras foram centrifugadas, e 10 pl do
sobrenadante utilizadas para determinar a concentracao de glicose liberada como
descrito acima. As reacdes foram realizadas no minimo em duplicata, e controles
contendo amostras previamente fervidas foram sempre utilizados. Somente foram
aceitos valores com menos de 10% de variacdo entre as repeticdes. A atividade
enzimatica foi expressa em unidades (U), onde uma unidade é a quantidade de
enzima que produz 1 pmol de glicose min™ nas condicées do ensaio (30 e pH
4,4).

3.5. Técnicas de Biologia Molecular, oligonucleotid eos e plasmideos
utilizados

Com o intuito de deletar um gene de interesse do genoma de C. glabrata,
foi utilizada a técnica de recombinacdo homodloga com regibes flanqueadoras
longas (PERSON & HERNANDO & SCHWEIZER, 1998; CORMACK & FALKOW,
1999), utilizando-se os iniciadores P1, P2, P3 e P4 (Tabela 3.2). Com estes
oligonucleotideos foram gerados, por PCR, dois fragmentos de DNA
independentes, que em seguida foram utilizados para amplificar, também por
PCR, o gene kan® ou CaURA3 presente nos plasmideos pFA6a-kanMX6 ou
pAG60, respectivamente (LONGTINE et al., 1998) (Tabela 3.3). As rea¢les de
PCR para obter os fragmentos de DNA foram realizadas com uma unidade de
Tag DNA polimerase (Invitrogen), num volume final de 50 pl, contendo 1,0 pl de
dNTP 10 mM; 1,5 pl de MgCl, 50 mM, 5,0 pl de tampao 10x concentrado da Taq
DNA polimerase; 1 pl de cada iniciador P1-P2 ou P3-P4 (200 pmol/ul), e DNA
gendmico previamente extraido da levedura (AUSUBEL, 1995). O protocolo dos
ciclos de reacgdes foi o seguinte: 2 minutos a 94T, seguido de 30 ciclos de [(a) 2
minutos a 92C; b) 45 segundos a 45C; e ¢) 1 minut o a 72<C], finalizando com
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uma extensédo de 10 minutos a 72TC. Para amplificar os marcadores de selecdo
foram utilizados 1,0 pl dos iniciadores externos P1 e P4 (200 pmol/ul), 1,0 pl dos
produtos de cada reagcao anterior (F1 e F2) contendo os fragmentos de DNA
obtidos previamente por PCR, conforme descrito

acima, e 1,0 ul do plasmideos correspondente a cada marcador, sendo que neste
caso as condicbes do PCR foram: 5 ciclos de [a) 10 segundos a 94<C; b) 30
segundos a 40<C; ¢) 4 minutos a 72<C], e 25 ciclos de [a) 10 segundos a 94<C; b)
30 segundos a 55<C; c¢) 4 minutos a 72<], finalizan do com uma extensdo de 10
minutos a 72<C. Ainda foi utilizada uma adaptagdo a essa técnica que lancava
mao de construir o0 médulo de delecdo adicionando mais uma etapa, e por
consequéncia outro iniciador (P5), visando a amplificacdo do médulo contendo
inicialmente apenas a regido acima do gene (obtido por PCR como descrito
acima), e o gene marcador.

Outra estratégia utilizada tinha como objetivo a construcdo de um maddulo
de delecéo com regides de homologia ainda maiores que as descrita acima, VLFH
(do inglés Very Long Flanking Homology) (ZARAGOZA, 2003). Primeiro é
necessario ter a sequéncia génica de interesse clonada em um vetor. Segundo,
foram utilizados iniciadores hibridos F1VLFH e R1VLFH (Tabela 3.2) para
construcdo do modulo de delecdo conforme o programa contendo: 2 minutos a
94<C, seguido de 30 ciclos de [(a) 2 minutos a 92T ; b) 45 segundos a 55C; e ¢)
1 minuto a 72<C], finalizando com uma extensdo de 10 minutos a 72C. Apols a
cotransformacdo plasmideo mais vetor, recombinacdo in vivo e correta
identificacdo, o plasmideo € extraido da levedura hospedeira e multiplicado em
bactérias DH5a competentes com posterior lise alcalina para sua purificacao
(ROBZYK & KASSIR, 1992; AUSUBEL, 1995). O plasmideo em questdo pode ser
entdo utilizado como molde para uma segunda reacdo de PCR com os iniciadores
FCgATH1 e RCgATH1 (Tabela 3.2), isolando assim o novo modulo de delegéo. O
programa para tal foi o seguinte: 2 minutos a 94C, seguido de 30 ciclos de [(a) 2
minutos a 92<C; b) 45 segundos a 55C; e ¢) 3 minut os a 72<C], finalizando com
uma extensdo de 10 minutos a 72€C. Mais uma vez as condi¢bes das duas
reacoes de PCR, concentracbes dos reagentes, iniciadores e DNA molde foram
as mesmas descritas das anteriormente.

Mais uma técnica utilizada consistia em uma variacdo da técnica de
recombinacdo homodloga com regibes flanqueadoras curtas, chamada de
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PRODIGE (do inglés Promoter dependent disruption of genes) (EDLIND et al.,
2005; VERMITSKY et al., 2006). Para tanto, foram utilizados na constru¢cdo do
modulo de delecado os iniciadores PRODIGEL (F) e PRODIGE2 (R) (Tabela 3.2),
com regides de homologia tanto para a ORF de interesse CAGLOK05137g e para
o plasmideo YEp24, com o marcador de selecdo URA3 de S. cerevisiae. As
concentracdes de cada elemento necessario ao PCR foram iguais as condi¢cfes
anteriormente descritas. O programa na amplificacdo continha 2 minutos a 94°C,
seguido de 30 ciclos de [(a) 2 minutos a 92TC; b) 45 segundos a 55C; e c) 1
minuto a 72TC], finalizando com uma extensao de 10 minutos a 72<C.

Uma vez selecionados os transformantes, o DNA gendmico das leveduras
foi extraido conforme descrito por Ausubel (1995). Para a confirmacao da delecao
foram utilizados os iniciadores VUATH1, VIATH1 e VScURA3, sendo os dois
primeiros iniciadores construidos através da base de dados GENOLEVURES
(http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/ GAGL) externamente ou internamente ao gene
postulado como sendo o da trealase acida. O terceiro foi construido a partir da
sequéncia do marcador de selecdo URA3 de S. cerevisiae no plasmideo YEp24
(CHRISTIANSON et al., 1992). A concentracédo de iniciadores, reagentes e DNA
gendmico, foram as mesmas das reag0es anteriores, com um programa que
consistia de 2 minutos a 94<C seguido de 30 ciclos [(a) 2 minutos a 92C; b) 45
segundos a 55C; e ¢) 2 minutos a 72<C], finalizand o com uma extenséao de 10
minutos a 72<C.

A todos os produtos de PCR obtidos pelas diferentes estratégias ou
confirmacdo de delecdo, foi adicionado um tampdo de amostra duas vezes
concentrado composto por 20% (p/v) Ficoll 400, 0,1 M EDTA, 1,6% SDS e 0,05%
de azul de bromofenol. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% em
Tampao 90 mM Tris-borato, 2 mM EDTA, pH 8, contendo 2,5 ug de brometo de
etidio/ml a 100 V em tampdo 45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8, até a
migracédo total do azul de bromofenol. ApGs a corrida, as bandas de DNA no gel
foram visualizadas sob luz UV, e as bandas de interesses recortadas e purificadas
do gel através do kit Concert DNA Purification System (Invitrogen) seguindo as
instru¢des do fabricante. Em se tratando dos modulos de deleg&o isolados apos a
eletroforese, esses fragmentos de DNA lineares foram utilizados para transformar
as cepas de C. glabrata através do método de transformacdo com acetato de
litio/DNA carreador/polietileno glicol (GIETZ & WOODS, 2002).
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Alternativamente, o gene postulado como codificante para a trealase &cida
de C. glabrata foi amplificado por PCR com a utilizagdo dos iniciadores FCgATH1
e RCgATH1 mostrados na Tabela 3.2. Posteriormente o fragmento obtido foi
clonado no plasmideo pGRSd (Tabela 3.3) previamente tratado com fosfatase
alcalina (AUSUBEL et al., 1995), utilizando a enzima T4 Ligase (Invitrogen), de
forma a expressar este gene em linhagens de S. cerevisiae (BY4741 e BYathl,
vide Tabela 3.1) deletadas ou ndo no gene ATH1 (ath1A), conforme o trabalho de
Jules e colaboradores em 2004, ou numa outra cepa ura3A (CEN.PK 2-1C, vide
Tabela 3.1) como receptora do plasmideo recombinante. Para verificacdo da
insercao e correta identificacdo dos vetores recombinantes foram utilizadas quatro
enzimas de restricdo: BamHI, Hindlll, EcoRV, e Sacl (Invitrogen)

Finalmente, apés a clonagem da ORF CAGLOKO05137g no vetor de
expressdo pGRSd, como descrito acima, essa construcdo foi encaminhada
juntamente com os iniciadores FCgATH1, RCgATH1, F2SeqCgATH1,
R2SeqCgATH1, F3SeqCgATH1, R3SeqCgATH1, para o seu sequenciamento no
Centro do Genoma Humano (Universidade de S&o Paulo) no equipamento ABI
3730 DNA Analyser (Applied Biosystems).
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Tabela 3.2. Oligonucleotideos utilizados

Iniciador Sequéncia (5" a 3")
FCgATH1 GCAAGTAGGATCCGCGAGGTCTGGAAAGAGAAGTACA
RCgATH1 GCCAAGGATCCGTAATTATGTGTAGATATGAGCTAG
P1 CCTTTGTATGCGGGGGGTGT
P2 AATTAACCCGGGGATCCGTCGACCTGCAGCCTTCTCTTTCCAGACCTC
GC
P3 CTGCCGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTACCTTCAAGAATGAAACTG
GG
P4 ACGCTCAACTATAGAAAACAATGGC
P5 TAATACGACTCACTATAGGGAGACCGGCAG

AACTCTGTAAATAATAACAAGACAACACTGCAAGTAGCGAGGTCTGGA
AAGAGAAGTACAATGTCGAAAGCTACATATAAGG

TTACTCTGCCAAGTAATTATGTGTAGATATGAGCTAGATCCCCAGTTTC
ATTCTTGAAGG TTAGTTTTGCTGGCCGCATC

PRODIGEL(F)

PRODIGE2 (R)

VUATH1 GATTGCTACAGCATATCTATCC
VIATH1 TGTCATAGATAGTTACCGGT
VScURA3 CAGCAACAGGACTAGGATGAG

F2SeqCgATH1 CCTGGGGCTTTGAATAACGGCTGG
F3SeqCgATH1 CTTCTGATGATAGGATTGCC
R2SeqCgATH1 CCACCTTTATGAGCAATAGTGCCG

R3SeqCgATH1 GCGAATTCATCCGGATCTGT
ACTCCTTGCAAGCCAAACTAAACTCTACTAACTTTCCTGAGTTGGATGA
GCCAGCTGAAGCTTCGTACGC

TGAGTGAGGCAAGACTGACAATGAAATGTTCTTTGCTGGTCTTTGTCCC
CGCATAGGCCACTAGTGGATC
®As seqliéncias sdo complementares as regides acima, apos e entre o gene CAGLOK05137g de

F1VLFH

R1VLFH

C. glabrata (vide http://cbi.labri.fr/Genolevures/elt/ GAGL), com excecdo das seqiiéncias em negrito
que correspondem a seqiiéncia palindrémica clivada por BamH1 para estratégia de clonagem do
gene, e as sequéncias em negrito e itadlico sdo complementares ao plasmideo pAG60, pFA6a-
kanMX6, ou YEp24 (CHRISTIANSON et al., 1992; LONGTINE et al., 1998; GOLDSTEIN; PAN;
McCUSKER, 1999;).
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Tabela 3.3. Plasmideos utilizados

Plasmideos Caracteristica ou Genétipo Fonte
pFAG-kanMX6 Amp' ori PTEF-kan'-TTEF M. S. Longtine
pAG60 Amp" ori PTEF-CaURA3-TTEF "
pGRSd CEN6 Amp' URA3 PGPD-TPGK J. L. Parrou

pGRSd-CgATH1

YEp24

CEN6 Amp’ URA3 PGPD-CgATH1-TPGK

2u Amp' Tet" ori URA3

Este trabalho

T. W. Christianson
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Delecdo da ORF CAGLOKO05137g de C. glabrata

Através da busca pela sequéncia génica da trealase acida de C.glabrata na
base de dados GENOLEVURES, onde esta anotado o genoma dessa levedura
(http://cbi.labri.fr/iGenolevures/elt/ GAGL), usando como parametro de comparacao
0 gene ATH1 da trealase de S.cerevisiae, foi encontrada a ORF CAGLOK05137g
como sendo similar no genoma do patdgeno oportunista.

Uma vez identificada por ferramentas de bioinformética a possivel ORF,
partiu-se para a primeira etapa de confirmacdo da ORF como sendo a
correspondente da trealase acida em C.glabrata. Optou-se primeiramente por
uma estratégia de delecdo baseada na técnica de recombinagcdo homédloga com
regides flanqueadoras longas, chamada de LFH (do inglés Long Flanking
Homology), conforme esquematizado na Figura 4.1 (PERSON & HERNANDO &
SCHWEIZER, 1998; CORMACK & FALKOW, 1999). Primeiramente, através de
amplificacdo por PCR foram obtidos fragmentos das regides “upstream” (F1) e
“downstream” (F2) do gene postulado para a trealase acida em C. glabrata (ORF
CAGLOKO05137g) utilizando os iniciadores P1-P2 e P3-P4, respectivamente. Como
DNA molde foi utilizado o DNA gendmico da cepa Bgl4 de C. glabrata,
produzindo fragmentos F1 de aproximadamente 445 bp e F2 de 545 bp (Figura
4.2-A). Apos purificacdo, os fragmentos F1 e F2 foram utilizados em um segundo
PCR utilizando agora como DNA molde o plasmideo pFA6a-kanMX6 ou pAG60.
Isso se torna possivel, pois os iniciadores P2 e P3 possuiam em suas
extremidades regibes de homologia aos plasmideos em questdo (Tabela 3.2)
fazendo com que F1 e F2 também possuam essas regides de homologia as
regides adjacentes ao gene marcador do plasmideo, kanR (pFA6a-kanMX6) ou
CaURA3 (pAG60). No segundo PCR séao adicionados os iniciadores externos P1-
P4 para amplificacdo do modulo [F1-kanR-F2] ou [F1-CaURAS3-F2]. O tamanho do
modulo esperado era de 2455 bp ou 2570 bp, depedendo do marcador. Este
fragmento serviria para transformar células competentes de C. glabrata,
permitindo a dele¢cdo do gene postulado como sendo o ATH1 pela sua
substituicdo com o gene kanR ou CaURA3 em meios seletivos adequados.
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Figura 4.1. Esquemas resumidos de trés estrat  égias utilizadas para delecao
da ORF CAGLOK05137g. A — Resumo passo a passo da VLFH. B — Estratégia
de LFH mostrando os passos necessarios para a confeccdo do modulo. C —
Esquema da SFH modificada batizada de PRODIGE. P1, P2, P3, P4, F1VLFH,
R1VLFH, FCgATH1, RCgATH1, PRODIGE1l, PRODIGE2 - iniciadores (vide
Tabela 3.2). MK — gene marcador. F1 e F2 — flancos de homologia. ORF —
CAGLOK05137g. ATG — codon de iniciacdo. Stop — codon de parada.
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Figura 4.2. Construcbes de diferentes estratégias p ara a dele¢cdo da ORF
CAGLOKO05137g. Géis de agarose 1% mostrando moédulos utilizados conforme
cada método de dele¢do, como os flancos da estratégia LFH de 445 e 545 bp
aproximadamente de duas cepas de C. glabrata (A), médulo PRODIGE de 924 bp
e médulo VLFH1 (B), necessério a primeira etapa da constru¢do do cassete com
regides de homologia maiores de 2615 bp, e VLFH2 (C). MK1 - Marcador de peso
molecular A-Hindlll/EcoRI. MK2 — Marcador de peso molecular 1 Kb ladder da
Sigma.
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Essa técnica foi a primeira a ser testada, pois, embora mais laboriosa,
envolvendo varios ciclos de purificagcdes de fragmentos e reacdes de PCR, a
manipulacdo génica de leveduras como C. glabrata utilizando os métodos
convencionais de recombinacdo homologa por regides flanqueadoras curtas
(SFH, do inglés Short Flanking Homology) desenvolvida para S. cerevisiae
(PETRACEK & LONGTINE, 2002; BATISTA, 2004), possui eficiéncias baixissimas
nessa levedura. Isso pode ser explicado pela alta taxa de recombinacdo nao
homologa em C. glabrata, sendo que, por exemplo, para regides flanqueadoras
com 50 bp de homologia, a taxa de transformantes positivos corretos para essa
levedura € menor ou igual a 2% (CORMACK & FALKOW, 1999).

Contudo, a estratégia LFH apresentou-se falha na dltima etapa de
montagem do modulo de delecdo, por razbes ainda desconhecidas. Tentou-se
circundar o problema incluindo mais uma etapa na constru¢cdo do modulo, através
da adicdo de mais um ciclo de PCR com um novo iniciador (P5, vide Tabela 3.2).
Entretanto, novamente a estratégia mostrou-se infrutifera no estadio final de
montagem do médulo de delecéo (dados ndo mostrados).

Para que a delecdo da ORF CAGLOK05137g fosse possivel, outras
estratégias foram elaboradas. Na literatura algumas delas eram descritas como
especificas para C. glabrata, como por exemplo, a utilizagdo como marca de
selecéo, genes que conferissem resisténcia a certos antibioticos, como a Zeocina,
a qual C. glabrata apresenta notavel sensibilidade (ALDERTON et al., 2006). Uma
outra metodologia muito semelhante a primeira tentativa de recombinacédo do
marcador com regibes de homologia longas, utiliza como fonte da marca de
selecdo um proprio gene de C. glabrata. No caso em questdo, o gene HIS3 é
isolado por PCR e depois unido aos outros dois fragmentos flanqueadores. Essa
técnica obteve de 11 a 30% de eficiéncia na transformagdo, numeros
considerados bons quando comparados a técnica de SFH (WILLINS et al., 2002).

Porém técnicas que dependam apenas de reacdes em cadeia da
polimerase para construir modulos de dele¢cdo em organismos como C. glabrata
ainda sdo pouco utilizadas. Métodos mais trabalhosos ainda sao preferidos,
usualmente extrapolados de experimentos com C. albicans, que utilizam para
construcdo do modulo, ferramentas classicas de clonagem com o auxilio de
enzimas de restricdo. Como por exemplo, a construcao e utilizacdo de moédulos

com regides flanqueadoras pertencentes ao gene de interesse, e que possuem

26



marcadores, auxotroficos ou de resisténcia a um determinado antibiotico,
flanqueados por regibes bacterianas reconhecidas por recombinases, 0s quais
podem ser reciclados para utilizacdo em outras reacdes de delecdo. Porém, para
cada flanco correspondente ao gene de interesse, Sdo necessarias reacdes de
digestéo, ligacdo e clonagem do plasmideo que possua o marcador cercado por
sitio recombinase-especificos (ALANI et al., 1987; REUSS et al., 2004).

Entretanto, essas técnicas classicas hem sempre podem ser utilizadas ja
que, as vezes, nao € tado simples encontrar sitios de restricdo adequados. Uma
proposta alternativa para circunvir esse problema consiste na construgcdo de um
cassete de delecdo com regides flanqueadoras ainda maiores que a da estratégia
anterior, a qual foi batizada de VLFH (do inglés Very Long Flanking Homology)
(ZARAGOZA, 2003). Essa técnica também parte do pressuposto da confecgcéao de
um gene marcador flanqueado por regiées de homologia longas, com algumas
diferencas em relacdo a LFH, vide esquema simplificado na Figura 4.1.
Primeiramente, o niumero de ciclos de PCR é menor, passando de 3 a 4 reacfes
para apenas 1. Isso em tese diminuiria a chance de insucessos e tempo para
padronizacdo das reagfes em cadeia da polimerase. E em segundo lugar, as
regides de homologia seriam sabidamente maiores, o que poderia aumentar a
chance de obter transformantes positivos.

Resumidamente, a tecnica consiste, em primeiro lugar, em obter a ORF de
interesse subclonada em um plasmideo qualquer. Tendo concluido essa etapa,
necessita-se fabricar um primeiro cassete de delecdo com regides flanqueadoras
curtas (SFH), através de iniciadores especificos (F1IVLFH E R1VLFH, vide Tabela
3.2), com regides homologas a ORF CAGLOK05137g e ao marcador kanR do
plasmideo pFA6a-kanMX6 (Tabela 3.3) com um tamanho aproximado de 1645
bp.(Figura 4.2-B). Esta construcdo é entdo co-transformada em S. cerevisiae
(sem genes de resisténcia a antibidticos) com o plasmideo contendo a ORF
desejada, sendo que a recombinacdo e construgcdo do modulo com regides
flanqueadora mais curtas ocorrem in vivo em S. cerevisiae com boa eficiéncia.
Esse novo plasmideo € selecionado dentre os transformantes através de um
repique para um novo meio de sele¢do contendo geneticina (200 pg/ml) sendo
posteriormente recuperado (ROBZYK & KASSIR, 1992) e multiplicado. O médulo
de delecdo nesta técnica VLFH pode ser finalmente obtido por uma reacdo de

PCR utilzando-se dos iniciadores necessarios (FCgATH1 e RCgATH1, vide
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Tabela 3.2) para amplificar a ORF no plasmideo e usado para transformar C.
glabrata (secao 4.2), gerando um médulo com 2615 bp, e com 405 e 755 bp de
regides flanqueadoras (Figura 4.2-C).

ApoOs a transformacéo e para a verificacdo do fendtipo dos mutantes, foi
realizado um teste rapido de repique das colbnias obtidas depois da
transformacao em placa com crescimento ou n&o, respectivamente, em meio rico
com glicose contendo geneticina e em meio minimo completo com trealose,
sendo que foram testadas mais de cem colbnias/transformantes. Contudo, essa
técnica mostrou-se também falha, justamente na etapa de transformacdo. O
problema provavelmente residia na escolha do gene marcador que confere
resisténcia a kanamicina, kanR. Como C. glabrata é considerado um patégeno
oportunista seria de se esperar que essa levedura apresentaria uma resisténcia
inata ao antibiético usado no meio seletivo. De fato, a maioria das cepas de C.
glabrata em nossa colecdo exibia tolerancia a altas concentracdes de geneticina
(>500 pg/ml), ndo podendo ser utilizadas nessa estratégia. Porém, uma cepa
denominada Bg2 (parental da Bgl4, vide Tabela 3.1) (FIDEL et al., 1996) é
descrita como sendo muito suceptivel a geneticina (50 pg/ml), o que a tornava um
Otimo candidato para se testar a delecdo a partir do modulo de VLFH. S6 que
outro problema em usar um antibiético como a geneticina, fungicida no caso de S.
cerevisiae, € que o0 mesmo nao se aplica a C. glabrata, com efeito meramente
fungistatico, o que ocasionava varias vezes a visualizagdo de falsos positivos,
devido a degradacdo natural do antibidtico na placa de selecdo, formando
colénias ao final dos 3 dias de incubacédo necessarias.

Finalmente, a ultima estratégia de dele¢cdo da ORF CAGLOK05137g de C.
glabrata, foi uma variagdo da técnica de recombinacdo homodloga com regides
flanqueadoras curtas, chamada de PRODIGE (do inglés Promoter dependent
disruption of genes), mostrada acima na Figura 4.1 (EDLIND et al.,, 2005;
VERMITSKY et al, 2006). Resumidamente, a modificacdo estaria ha
subordinacdo do marcador de selecdo a propria regido promotora do gene de
interesse. Conhecendo-se os elementos pelos quais 0 gene tem sua transcricao
ativada, ou aumentada, pode-se entdo aumentar a chance de sucesso na delecéo
do mesmo, no momento da selecdo dos transformantes. Para tanto, foram
utilizados na constru¢cdo do médulo de delecdo os iniciadores PRODIGEL (F) e
PRODIGE2 (R) (Tabela 3.2), com regides de homologia tanto para a ORF de
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interesse CAGLOK05137g e para o plasmideo YEp24, com o marcador de
selecdo URAS de S. cerevisiae, gerando um cassete de delecdo com o tamanho
de 924 bp (Figura 4.2-B).

Essa simples modificagdo segundo a literatura aumentaria drasticamente a
eficiéncia da transformacdo. Contudo, tratava-se de uma ORF ainda néo
caracterizada, assim como sua regidao promotora e condi¢cdes de transcricdo e
ativacdo da mesma, com todas as informacdes sobre a possivel regido codificante
para a trealase acida, sendo extrapoladas ou de dados moleculares e bioquimicos
de revisdes de sua enzima homdloga em S. cerevisiae, ou de dados bioquimicos
prévios realizados por nosso grupo (PARROU et al., 2005; ZILLI, 2006). Através
dessas informagdes e uma cepa de C. glabrata auxotréfica para uracila (Bgl4)
chegamos as condic¢des ideais para a realizacdo dessa estratégia, que além de
desafiar as leveduras com sua auxotrofia, escolnemos o glicerol como fonte de
carbono, por ser um meio ndo repressor, ou até mesmo ativador da transcricdo do
possivel gene da trealase acida dessa levedura.

Novamente foi realizado um teste rapido de repique em placas para
verificar o fenotipo desejado dos mutantes, em meio minimo com trealose sem
uracila. Foram obtidas em um Unico experimento, mais ou menos 20 colbnias, das
quais 2 nao voltaram a crescer em placa. Esse teste foi repetido mais duas vezes
(dados ndo mostrados), e o fendtipo obtido anteriormente confirmado. Assim, a
seguir passamos a confirmar ou ndo da delecdo da ORF CAGLOK05137g do
genoma da levedura pela reacdo em cadeia da polimerase (Figura 4.3).

Para a confirmacdo via PCR foram utilizados trés iniciadores, sendo
pareados dois a dois, um fora da regido substituida de interesse, VUATH1 (F), e
dois pareando ou com a ORF de interesse, VIATH1 (R), ou dentro do gene
marcador, VScURA3 (R) (Tabela 3.2). O casamento VUATH1 + VIATHI,
formando um fragmento de 1553 bp, confirmaria a manutencéo da ORF postulada
como sendo a trealase acida no genoma de C. glabrata. J& o outro pareamento
possivel VUATH1 + VScURA3, gerando um fragmento de 500 bp
aproximadamente, confirmaria a delecdo da ORF através da substituicdo
completa pelo marcador SCURAS (Figura 4.3-B).

Os dois mutantes previamente triados como possiveis candidatos de
possuir 0 gene da trealase acida deletado do genoma foram confirmados através

da visualizacdo dos produtos de PCR em um gel de agarose, usando o0s
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Figura 4.3. Confirmacdo da delecdo da ORF CAGLOKO05137g. A — Gel de
agarose 1% mostrando a confirmacao da delecédo nos mutantes CgM1 e CgM2 da
ORF CAGLOKO05137g através do casamento dos primers VUATH1, VIATHL e
VScURA3 para a verificagdo da dele¢cdo. C+ - controle positivo da reacéo;
CgBg14 - controle da reacdo de PCR da cepa parental; CgM1, CgM2, CgM3 -
mutantes obtidos pela estratégia de delecdo. MK — Marcador de 1 kb ladder da
Sigma. B — Esquema demonstrando os tamanhos de banda esperados para cada
pareamento dos primers, para confirmar ou ndo a delecdo do da ORF
CAGLOK05137g.
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iniciadores discutidos acima (Figura 4.3). A esses mutantes foram dados os
nomes provisorios de RY01 (mutante CgM2 mostrado na Figura 4.3) e RY02
(mutante CgM3 mostrado na Figura 4.3), sendo que o primeiro deles foi escolhido
aleatoriamente para os posteriores experimentos e testes bioquimicos descritos a
sequir.

Depois da confirmacao por duas metodologias diferentes (crescimento em
placas e PCR), decidiu-se por quantificar a atividade trealase acida do mutante
RYO1 como descrito em Material e Métodos, usando como controle a cepa
parental Bgl4. Escolheu-se trés meios ricos YP contendo glicose, trealose ou
glicerol em sua composicdo, e 0s resultados para esse experimento estdo
mostrados na Tabela 4.1. A incubacéo das cepas com 0s respectivos meios durou
trinta e seis horas, tempo mais que suficiente para consumir as fontes de carbono
glicose e trealose, e obter niveis de atividade que facilitariam a quantificacédo
enzimética. Como é possivel notar, a atividade da trealase acida do mutante é
praticamente zero, especialmente quando comparados com os resultados obtidos
com a cepa parental (ZILLI, 2006).. Com esse experimento tem-se mais uma
prova sobre a identidade da ORF CAGLOKO05137g como realmente sendo a
sequéncia génica que codifica para a trealase acida periplasmatica de C. glabrata.

Nessa tabela podem ainda ser feitas algumas consideracdes sobre as altas
atividades enzimaticas encontradas na cepa parental. Esses resultados vao ao
encontro dos dados que nosso grupo ja obteve no passado, com uma menor
atividade em células integras (trealase periplasmatica) em relacdo ao
sobrenadante livre de células, portanto a trealase acida secretada no meio (ZILLI,
2006). Entre os ensaios também pode-se observar a diferenca especialmente nos
meios contendo glicose versus 0os meios com trealose e glicerol. Isso é explicado
pelo efeito da repressédo catabdlica que a glicose exerce sobre a utilizacdo de
outras fontes de carbono (GANCEDO, 1998; CARLSON, 1999; ROLLAND et al.,
2002; YIN et al, 2003). Em S. cerevisiae, uma das trés vias principais pelas quais
a repressao catabdlica pela glicose acontece, depende de um complexo repressor
constituido, entre outras proteinas, da Miglp. Quando na presenca da hexose,
esse complexo é responsavel por inibir vias como a utilizacdo de fontes de
carbono alternativas, e respiracdo, por exemplo. Em contrapartida, outro
complexo, formado por algumas proteinas incluindo uma quinase denominada

Snflp, atua acima do complexo MIG1 inibindo-o por fosforilacdo, em baixas

31



Tabela 4.1. Atividade trealase acida em linhagens d e C. glabrata

a a

Ativ. Preiplasmatica “ Ativ. Sobrenadante

Cepas Meios (mU/mg célula) (mU/mL)
YPD 2% 65 69
CgBgl4 YPT 2% 47 504
YPG 3% 78 622
YPD 2% 0,3 0,2
CgRYO1 YPT 2% 0 0
YPG 3% 03 0

Atividade da trealase acida foi medida ap6s 36 horas de incubagédo em cada meio.
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concentracbes de glicose no meio (GELADE et al.,, 2003; SCHNEPER et al.,
2004; ZAMAN et al., 2008).

Em 1996, Petter & Kwon-Chung demonstraram que as vias de regulacéo
do metabolismo de trealose de C. glabrata, sdo em parte semelhantes aos de S.
cerevisiae. De fato, a regulacdo atraves de SNF1 aparentemente ocorre em C.
glabrata, pois segundo esses autores, foi identificado um gene homologo desse
regulador, CgSNF1, e demonstrado, entre outras coisas, que ao deletar esse
gene especifico, as leveduras ndo conseguiam mais utilizar trealose como fonte
de carbono.

Como uma forma de confirmar a identidade da ORF, foi realizado um
crescimento em micro escala com a cepa mutante para a trealase acida (RY01) e
sua parental (Bgl4), como descrito em Material em Métodos. Foram utilizadas
seis condi¢cOes diferentes, entre dois tipos de meios: minimos sem uracila em sua
composicdo, e meios ricos YP, ambos com trés fontes de carbono diferentes:
glicose, trealose e glicerol. Para contornar o problema da auxotrofia com a uracila
da cepa parental Bgl4, utilizamos um plasmideo que contivesse o0 gene URA3
(pGRSd), fazendo com que assim 0 crescimento em meio minimo da levedura
fosse possivel e servir de comparacao.

Os resultados desse experimento estdo mostrados na Figura 4.4 e 4.5.
Pode-se observar que a cinética de crescimento de ambas as cepas para os dois
tipos de meio contendo glicose na sua composicao foram praticamente 0s
mesmos, mostrando que quaisquer diferencas ali encontradas n&o seriam
provenientes de concentracdo de células inoculadas, nem de diferencas no
genaotipo. As curvas de crescimento em trealose, tanto em meios rico quanto no
meio minimo, mostraram claramente a inabilidade da cepa mutante em crescer
num meio onde a trealose € a Unica fonte de carbono (Fig. 4.4 e 4.5).

Os resultados correspondentes as curvas de crescimento em glicerol em
meio rico apresentaram problemas, de maneira que as densidades oOpticas eram
muito baixas, provavelmente por que nas condi¢des de cultivo em micro escala
sdo impostas condi¢cdes micro-aerdbicas (Fig. 4.4). De qualquer forma, o mutante
RY01 sempre cresceu menos em glicerol, quando comparado com a linhagem
parental. Esta diferenca no fenotipo ficou mais evidente no meio minimo sem
uracila com a mesma fonte de carbono, onde o crescimento apresentou-se normal

para a cepa parental, porém na cepa mutante o crescimento em glicerol é

33



D.0

D.0
[S]
w

D.0
(=]
(=)
o

0,10

0 10 20 30 40
HORAS

Figura 4. 4. Crescimento em micro escala de C. glabrata em meio rico
YP contendo diferentes fontes de carbono. Crescimento em meio rico
YP contendo 2% glicose.(A), 2% trealose (B) ou 3% glicerol (C) de C.
glabrata, linhagem parental Bgl4 ( @ ), e seu isogénico mutante athlA
RYOL1( ).
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Figura 4.5. Crescimento em micro escala de C. glabrata em meio
minimo contendo diferentes fontes de carbono. Crescimento em meio
minimo contendo 2% glicose.(A), 2% trealose (B) ou 3% glicerol (C) de C.
glabrata, linhagem parental Bgl4 ( @ ), e seu isogénico mutante athlA
RYO1 ().
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inexistente (Fig. 4.5). Esse dado é muito interessante, pois corrobora parcialmente
os dados de Nwaka e colaboradores, que em 1995, demonstraram que cepas de
S. cerevisiae athlA séo incapazes de crescer quando repicadas de meios com
glicose para meios contendo glicerol na sua composi¢cdo. Uma hipotese para o
fendtipo observado estaria na caracteristica do glicerol ser uma fonte pobre de
carbono, o que levaria a célula a precisar de outros estogues energéticos, como a
trealose intracelular, para o seu crescimento (NWAKA et al., 1996).

Entretanto, esse fato torna-se ainda mais estranho, pois conforme descrito
anteriormente, o meio escolhido para a selecdo dos transformantes pela
estratégia PRODIGE, foi exatamente o mesmo meio contendo glicerol. Portanto,
para chegar a quaisquer conclusdes sobre a inabilidade da cepa em crescer em
fontes de carbono respiraveis, mais estudos terdo que ser feitos. De qualquer
forma, ocorre um outro problema nesse pensamento, pois existe ainda, conforme
comentado anteriormente, a presenca de uma trealase citosodlica em leveduras, e
segundo a visdo classica, é esta trealase neutra a enzima responsavel pela
mobilizacdo da trealose intracelular (THEVELEIN, 1984; KOPP et al., 1993).
Porém, ndo existem dados sobre essa proteina na levedura em estudo,e 0 Unico
fato que se pode apurar € a presenca de uma ORF (CAGLOM10439