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Resumo

Cryptococcus gattii € uma das espécies causadoras da criptococose, a qual pode acometer tanto
individuos imunocomprometidos quanto imunocompetentes. Devido a relevancia clinica dessa
doenca, estudos para compreensdo dos mecanismos de viruléncia deste patdgeno sao
importantes. Sabe-se que proteinas de choque térmico (Hsp) sdo fundamentais para homeostase
e influenciam fatores de viruléncia importantes durante a infec¢do. Contudo, ainda hd uma falta
de conhecimento quanto a pequenas Hsps (sHsp) em células fangicas e seu papel durante
infeccdo. Considerando o exposto, esse trabalho propde-se a caracterizar uma Hsp12 de C. gattii
através da construcao de uma linhagem mutante nula (44sp12). Os niveis de expressao relativa
do gene HSP12 apresentaram um aumento significativo durante condicdo de choque térmico,
enquanto a exposi¢do a concentragdo subinibitoria de fluconazol levou a sua reducdo. A
linhagem Ahsp 12 também apresentou maior sensibilidade ao estresse oxidativo e de membrana,
quando comparado com a linhagem selvagem. Além disso, durante ensaio de interacdo com
macrofagos a linhagem Ahsp12 apresentou uma maior taxa de fagocitose quando comparada
com a linhagem selvagem. Dessa forma, Hspl2 possui importante papel durante o estresse

oxidativo e de membrana, além de influenciar a taxa de fagocitose de C. gattii.
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1. Introducgéo

A criptococose é uma infeccdo fangica que acomete os pulmdes podendo, em sua forma
mais grave, estar associada a um quadro de meningoencefalite. Os agentes etiologicos desta
doenga sdo as leveduras patogénicas Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A
infeccdo ocorre através da inalagédo de esporos ou da levedura dessecada, ocorrendo colonizagdo
do tecido pulmonar com potencial disseminacdo para sistema nervoso central (SNC) [1-3].
Apenas na Ameérica Latina, estima-se que ocorram por ano 5.000 casos de meningite por
Cryptococcus sp. e destes, cerca de 2.400 pacientes vao a 6bito [4]. O sucesso da infeccao por
Cryptococcus sp. deve-se a expressdo de determinantes de viruléncia. Dentre eles destaca-se a
producdo de uma cépsula polissacaridica, capacidade de melanizagdo, termotolerancia,
estratégias de parasitar fagocitos do hospedeiro, formacdo de biofilme e mecanismos para

atravessar a barreira hematoencefélica [5-8].

A espécie C. neoformans acomete, principalmente, individuos imunocomprometidos
(portadores do virus HIV, sob quimioterapia e em terapia imunossupressora) e possui
distribuicdo ubiqua, sendo isolada com facilidade na excreta de pombos. J& C. gattii tem a
capacidade de infectar imunocompetentes, e apresenta distribuicdo predominante em regides
de clima tropical e subtropical. Entretanto, um surto de criptococose foi recentemente descrito
na regido de Vancouver, Canada, o qual se expandiu para regifes do noroeste dos EUA. A
linhagem R265 de C. gattii foi isolada deste surto e apresenta viruléncia acentuada em modelos
de infeccdo experimental [9, 10]. C. gattii, ao contrario de C. neoformans, ndo é isolado de

excreta de pombos e tem como habitat natural cascas de arvores de mais de 50 espécies [11].

A resposta ao estresse durante o processo de interagdo com o hospedeiro também é um
fator importante para garantir o sucesso da infeccdo. Diversas proteinas atuam nesta resposta

para garantir a sobrevivéncia de células fungicas em situagdes de estresse. Neste contexto,
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destaca-se a funcdo das proteinas de choque térmico (Hsp, heat shock protein) [12]. Condicdes
de estresse de temperatura, oxidativo, osmético, de pH ou mesmo estresse causado durante a
exposicdo a terapia antifingica ja foram descritos como fortes indutores de expressdo de
proteinas Hsp, as quais desempenham papel fundamental na homeostase celular [13, 14].
Genericamente, as proteinas Hsp sdo classificadas de acordo com sua massa molecular. As
proteinas Hsp de massa molecular inferior a 43 kDa s&o denominadas pequenas Hsp (sHsp,

small Hsp) [15].

Dentre a grande maioria das sHsp descritas, sabe-se que a principal funcdo consiste na
ligagdo a proteinas desnaturadas, o que impede a formacado de agregados e precipitacao, fatores
relacionados ao processo apoptose [16]. Porém diversas atividades pouco estudadas também
sdo atribuidas a este grupo. Algumas sHsp foram descritas atuando diretamente na manutencgéo
da fluidez da membrana plasmatica. Também hé a descri¢cdo de um grupo especifico que atua
na ubiquitinacdo, associando-se a proteinas com dobramento incorreto para consequente

degradacéo pelo proteassoma [16].

O papel fundamental de proteinas Hsp durante a infeccdo por fungos patogénicos como
Candida sp., Aspergilus sp., Paracoccidioides sp. e Cryptococcus sp relaciona-se com a
resisténcia a terapia antifungica, viruléncia, e formacéo de biofilme. Além disto, sabe-se que a
atividade destas proteinas pode influenciar a taxa de fagocitose e resposta imunoldgica do

hospedeiro [17-20].

Considerando a falta de conhecimento presente quanto a funcao de proteinas sHsp, além
de sua relagdo com fungos patogénicos humanos e a possibilidade de utiliza¢cdo como alvos na
terapia antifungica, estudos relacionando estes assuntos sdo de suma importancia. Este estudo,
entdo, propde a caracterizagdo de uma Hspl12 em C. gattii, a qual desempenha potencial papel

na resposta ao estresse e durante a interacdo entre C. gattii e células de defesa do hospedeiro.
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2. Materiais e métodos
2.1. Linhagens e condicdes de cultivo

A linhagem de C. gattii R265 (WT, wild-type) foi o objeto de estudo deste trabalho. O
meio YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona e 2% dextrose) foi usualmente empregado para
o cultivo das linhagens utilizadas e 1,5% de agar foi acrescido quando meio solido foi utilizado.
Placas de YPD contendo nourseotricina (100 pug/ml) ou higromicina B (200 pg/ml) foram
utilizadas para selecionar as linhagens nocaute Ahspl2 e a linhagem complementada
Ahspl2::HSP12, respectivamente. Os ensaios fenotipicos foram realizados no meio YNB

completo (Yeast Nitrogen Base) + 0,5 % de dextrose, acrescido do estressor testado.
2.2 Andlise in silico de CNBG_2441

Para andlise do produto génico de CNBG_2441 realizou-se busca por genes ortélogos
ja caracterizados no banco de dados FungiDB. Também foi realizada busca por dominios
conservados através do servigo NCBI Conserved Domain Search, utilizando a sequéncia de

amino&cidos de Hsp12.
2.3. Anélise de RT-gPCR

Para avaliar os niveis de expressao relativa de HSP12 em condicdo de choque térmico,
células da linhagem WT foram cultivadas em YPD por 18 horas a 30 °C e 200 rpm, e lavadas
trés vezes com tampéo fosfato salino (PBS). Posteriormente, as células foram inoculadas em
triplicatas em DMEM, na concentracdo de 1x10” cel/ml, e mantidas por 2 h a 30 °C e 200 rpm.
As condig0es controle foram mantidas a 30 °C enquanto as condigdes teste foram transferidas

para cultivo sob 39 °C mantidas durante 10, 20 e 40 min.

Para a analise da expressdao de HSP12 na presenca de concentracdo subinibitoria de

fluconazol, células da linhagem WT foram cultivadas como descrito anteriormente e inoculadas
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em YNB completo suplementado com 7 pg/ml de fluconazol. A extracdo de RNA foi realizada
através da lise das células liofilizadas por maceracdo em gral e pistilo, seguida do
processamento com o reagente TRIzol (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. O RNA
extraido foi quantificado e tratado com DNAse (Promega), e procedeu-se a sintese de cDNA
por transcricdo reversa utilizando a enzima ImProm-ll (Promega), de acordo com
recomendacé&o do fabricante. O PCR quantitativo foi realizado no equipamento StepOne Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). As condi¢Oes de ciclagem foram as seguintes: 50 °C
por 5 min, 95 °C por 10 min seguido por 40 ciclos a 95 °C por 15 s, 55 °C por 15se 72 °C por
1 min. Por fim, foi realizada curva de dissociacdo. A expressao relativa foi determinada pelo
calculo 22t e normalizadas pela expressdo do gene que codifica actina de C. gattii [21]. A lista

de primers utilizados nesse trabalho encontram-se no arquivo suplementar, Tabela S1.
2.4. Construcdo da linhagem nula e complementado

A construcdo do vetor para delecdo do gene que codifica HSP12 (niUmero de acesso no
banco de dados FungiDB CNBG_2441) foi realizada através da metodologia DelsGate [22].
Fragmentos das regides upstream e downstream da regido codificadora (992 pb para ambos)
foram amplificados por PCR, e purificados a partir de gel de agarose. Os fragmentos foram,
entdo, clonados em vetor pPDONR-NAT, o qual contém um cassete com marca de resisténcia a
nourseotricina, atraves da reacdo de Gateway BP Clonase. O vetor foi linearizado com a enzima
de restricdo I-Scel e células de C. gattii da linhagem R265 foram transformadas através da

técnica de biobalistica [23].

O screening das células transformantes foi realizado por PCR. Colbnias que nao
apresentaram amplificacdo da regido interna do gene HSP12 foram selecionadas e cultivadas
para extracdo de RNA como descrito anteriormente. As linhagens nulas (44sp12) foram, entéo,

confirmadas por RT-PCR e RT-gPCR.
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Para a complementacdo de HSP12 na linhagem mutante Ahspi2, foi realizada
amplificacdo da regido codificante do gene, acrescida de 992 pb das regides upstream e
downstream, visando a preservagdo das regides regulatorias de sua expressdo. O fragmento
obtido por PCR foi clonado no vetor de complementacdo pJAF15, o qual contém cassete com
marca de resisténcia a higromicina B. O vetor foi linearizado utilizando a enzima de restrigdo
Notl, e células da linhagem nula A4ksp 12 foram transformadas através da técnica de biobalistica

[23].

O screening das células transformantes foi realizado através da andlise da reversdo do
fendtipo apresentada pela linhagem nula. Os primers utilizados neste experimento estdo
descritos na Tabela S1. Os mapas dos vetores de delegdo e complementacdo sdo apresentados

nas Figuras S1 e S2, respectivamente.
2.5. Ensaio de fagocitose

Foram cultivados macrofagos da linhagem J774.A1 em DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium) suplementado com 10 % soro fetal bovino, a 37 °C e 5% de CO2, em placas de
12 pogos até densidade de 10° células/pogo. Vinte e quatro horas antes da interagido com as
linhagens de C. gattii, os macréfagos foram ativados utilizando 100 U de interferon gama (INF-
v) € 0,5 ug/ml de lipopolissacarideo (LPS). Paralelamente, células da linhagem WT e Ahspi2
foram cultivadas em YPD durante 18 h, lavadas com PBS. Ap6s, foi realizada a opsonizagéo
com o anticorpo monoclonal anti-GXM 18B7 (10 pg/ml) por 1 h. Posteriormente, as células
foram marcadas com 250 pg de FITC (isotiocianato de fluoresceina) solubilizado em PBS
durante 10 min a 37 °C com agitacdo. A interacdo entre as células fungicas e os macréfagos foi
realizada em triplicata, com multiplicidade de 10:1. Apds os tempos de interacdo de 2 e 24 h,
0s pogos foram lavados duas vezes com PBS para remocgdo das células de C. gattii ndo

internalizadas, e foi realizada a adi¢céo de 1 ml de trypan blue 0,02% a cada poco, para excluir
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a fluorescéncia das células de leveduras aderidas a membrana externa dos macréfagos. Os
macrdfagos foram coletados utilizando cell scraper, e os niveis de fagocitose foram avaliados

por citometria de fluxo (citdmetro Guava EasyCyte — Millipore) [24, 25].
2.6. Ensaios Fenotipicos

Para os ensaios fenotipicos, células das linhagens WT e Ahspl2 foram cultivadas
conforme descrito anteriormente, e lavadas trés vezes com PBS. A densidade otica em 600 nm
(ODeoo) foi determinada, e foram realizadas diluic6es seriadas de ODsoo 1, 0,1, 0,01, 0,001 e
0,0001. As placas de YNB solido contendo os agentes estressores testados (Tab. 1), foram

dispensados 3 pL das dilui¢des de células das linhagens testadas.
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3. Resultados

O gene CNBG_2441 codifica Hsp12 em C. gattii

Através da busca de genes ortdlogos no banco de dados FungiDB foram encontrados
ortologos ja caracterizados em duas espécies: Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans,

ambos codificando uma Hspl12 [26, 27].

A busca de dominios conservados na sequéncia de aminoacidos de Hsp12 de C. gattii
revelou a presenca do dominio HSP9/12, corroborando com os dados obtidos na busca por

ortdlogos [26].

A expressao de HSP12 € regulada em condi¢des de choque térmico em C. gattii

Proteinas do grupo de Hsp em fungos classicamente atuam em resposta ao choque
térmico [28]. No intuito de verificar se o ortdlogo de HSP12 exerce tal funcdo em C. gattii,
células da linhagem R265 foram submetidas a condi¢des de estresse térmico a 39 °C. Nos
tempos iniciais de exposi¢do (10 e 20 min) ndo foram observadas alteracdes significativas nos
niveis de expressdo (Fig 1A e 1B). No entanto, ap6s 40 min de exposicdo a esta temperatura,
foi detectado um aumento da expressdo de HSP12 em relacdo a condi¢do controle (Fig. 1C).
Ao analisar apenas a expressao de HSP12 ao longo dos trés periodos avaliados a 39 °C, o tempo

de 40 min apresentou maior expressdo comparada com 0s demais tempos testados (Fig. 1D).

Adicionalmente, avaliamos a expressdo de HSP12 em C. gattii na presenca de
fluconazol, antifingico amplamente utilizado no tratamento da criptococose. Apds a exposi¢ao
a uma concentracdo subinibitoria do fa&rmaco por 24 h observamos uma reducéo da expressao

de HSP12 em relagédo a condigéo controle (Fig. 2).

Hspl2 é importante em resposta a condi¢cbes de estresse a membrana plasmatica e

oxidativo.
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A exposicgéo das linhagens WT e Ahsp12 a distintos estressores foi realizada, avaliando,
assim, possiveis diferencas fenotipicas que possam para indicar o papel de Hsp12 em C. gattii.
A sensibilidade a dois estressores classicos de parede celular, Congo red e Calcofluor white,
foram inicialmente avaliados e n&o se identificou diferencga de crescimento entre as linhagens
testadas. Adicionalmente, a sensibilidade ao estresse salino foi testada com o emprego de

concentragOes elevadas de NaCl, entretanto diferengas de crescimento ndo foram observadas

(Fig. 3).

Foram ainda avaliados a exposicdo das celulas das linhagens WT e Ahspl2 a
antifungicos de diferentes classes, entre eles anfotericina, flucitocina, caspofungina e
fluconazol, no entanto ndo foram observadas diferencas de crescimento. Na presenca de SDS,
agente estressor de membrana plasmatica, foi possivel verificar claramente uma maior
sensibilidade da linhagem Ahspl2 quando comparada com a linhagem WT. Constatou-se,
também, uma maior sensibilidade da linhagem nula na presenca de H2O., classico agente

indutor de estresse oxidativo (Fig. 3).

A interacdo entre C. gattii e macrodfagos é influenciada por Hsp12.

A influéncia da delecdo de Hsp12 na suscetibilidade de fagocitose foi avaliada através
da co-incubacao de células das linhagens WT e Ahsp12 com macréfagos murinos da linhagem
J774.A1 por 2 e 24 h. A taxa de fagocitose foi avaliada por citometria de fluxo e os resultados
obtidos demonstram que a linhagem nula 4Asp12, em ambos 0s tempos, apresenta uma maior

taxa de fagocitose em comparacgéo a linhagem selvagem (Fig. 4A e B).
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4. Discussao

Para o sucesso da infeccdo, patdgenos em geral necessitam da capacidade de adaptacao
ao ambiente de privacdo nutricional, e & hostil resposta imunoldgica encontradas no hospedeiro.
Ao invadir o sistema respiratorio, Cryptococcus sp. encontra-se em um ambiente de estresse,
uma vez que o tecido pulmonar apresenta uma altamente especializada resposta imunolégica
[1, 29-31]. Uma vez exposto ao ambiente de estresse descrito anteriormente, mecanismos
necessarios para garantir a homeostase celular sdo ativados. Dentre elas, destaca-se 0 aumento
na expressdo de proteinas de choque térmico. Proteinas Hsp e sHsp, além de atuarem na
resposta ao estresse, influenciam na patobiologia do processo de infeccdo [16, 32, 33]. Dados
do nosso grupo de pesquisa indicam que C. gattii apresenta um aumento na expressao de HSP12

durante a condicéo de infec¢cdo em camundongos [34].

O perfil de expressdo de Hsp12 ortologas a encontrada em C. gattii ja foi parcialmente
elucidado em outras espécies como S. cerevisiae e C. albicans, por exemplo. Considerando a
grande importancia da genémica comparativa, podemos lancar mao dos dados encontrados
nestes organismos como guia para compreensdo da Hsp12 estudada em C. gattii até a completa
elucidacéo de seu perfil especifico [35]. Nossos resultados sugerem uma reducdo na expressao
de HSP12 quando C. gattii é exposto a concentracdo subinibitoria de fluconazol durante
exposicdo por 24 h. Este dado é compativel com os descritos para C. albicans, visto que a
HSP12 desse organismo possui sua expressdao modulada pela presenca de antifungicos azois.
Tem-se descrito que o fator de transcricdo Tacl, promotor da expressdo dos transportadores
ABC Cdrl e Cdr2, envolvido com o efluxo de drogas, promove também, um aumento na
expressdo de HSP12 quando analisado apds 20 minutos de exposic¢do ao farmaco [36]. Porém,
outros estudos demonstram uma reducdo da expressdo de HSP12 ap6s exposicao a cetoconazol
em tempos mais elevados [37]. Dessa forma, se faz necessaria a analise dos niveis de expressdo

relativa em um curto tempo de exposi¢do ao azol testado. Quanto ao aumento observado na
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expressdo de HSP12 de C. gattii durante a condigdo de choque térmico, a diferenca é coerente
com o comportamento cldssico de inducdo da expressdo de proteinas Hsp. O aumento
observado nesta condicdo também estd de acordo com os visualizados em S. cerevisiae, C.

albicans e S. pombe [27, 38-40].

Para delinear as potenciais fungdes de Hsp12 em C. gattii, avaliou-se a sensibilidade de
crescimento da linhagem Ahsp12 na presenca de diferentes estressores. Dentre as situacOes de
estresse testadas, a analise de estresse oxidativo causado por H>O> e estresse de membrana
causado por SDS definiram a participacdo de Hspl2 na resposta a estas situacdes. Nessas
mesmas condigdes, ja foi observado um aumento na expressdo do gene HSP12 dos ortélogo
dessa proteina em S. cerevisiae e C. albicans, dando suporte aos resultados obtidos no presente
estudo [26, 27, 39]. Desta forma, a inducao de expresséo e, possivelmente, a resposta por Hsp12

é potencialmente conservada entre as espécies analisadas.

O papel da proteina ortologa de S. cerevisiae (ScHsp12) ja foi vastamente descrito e é
de grande auxilio na compreensao dos fendtipos encontrados em C. gattii. SCHsp12 possui sua
estrutura ja caracterizada por ressonancia magnética nuclear (NMR) e uma linhagem nula para
0 gene codificador desta proteina também foi construida e caracterizada. A estrutura da proteina
ScHsp12 encontra-se soltvel e desdobrada no citoplasma. Sua estrutura secundaria e atividade
apenas se inicia ao interagir com a fracdo lipidica que compdes as membranas, assim exibindo
a formagdo de uma a-hélice [26, 41, 42]. Considerando os diversos mecanismos envolvidos na
atuacdo, deve-se destacar que as fungdes de proteinas sHsp ndo se limitam a atividades de
chaperona, mas também atuam em nivel de membrana celular [43]. A atividade de ScHsp12
envolve, justamente, a modulagdo das membranas, influenciando na regulagdo de aspectos
como fluidez, e consequentemente garantindo a integridade dessa importante estrutura em

condigdes de estresse. Como citado anteriormente, a linhagem nula apresentou um perfil de
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sensibilidade a estressores similar ao de C. gattii, 0 que nos leva a compreender que a funcao

dessas proteinas e de grande similaridade [39, 44].

Além disso, demonstramos também que a auséncia dessa proteina possui efeito direto
durante a interacdo com macréfagos murinos, levando a um aumento da taxa de fagocitose.
Uma vez que a acdo da Hspl2 estudada relaciona-se potencialmente com a integridade de
membrana, e leva a alteragdes morfoldgicas em S. cerevisiae, é possivel associar este aumento
da taxa de fagocitose ao fenétipo de sensibilidade observado. Sabe-se que a membrana celular
de Cryptococcus sp possui alta importancia e influéncia direta durante interagdo com o
hospedeiro e na resisténcia a terapéutica antifungica [39, 45, 46]. Pode-se especular que 0
transporte de componentes pela membrana, como o0s polissacarideos responsaveis pela
formacdo da capsula, seja afetado pela delagdo de HSP12 em C. gattii. Alteracdes desse tipo
podem provocar mudancas nos padrGes moleculares associados a patégenos (PAMPS), e,
consequentemente, um aumento ou reducdo na resposta imunoldgica [47-50]. O aumento
encontrado, portanto, pode se relacionar com um reconhecimento facilitado das células de
defesa do hospedeiro. Para melhor compreensdo dos impactos da auséncia dessa proteina na

viruléncia de C. gattii durante a infeccdo, experimentos em modelo animal sdo necessarios.

Este estudo conclui que a Hsp12 de C. gattii atua em resposta a condicGes de estresse
térmico, oxidativo e de membrana plasmatica. Potencialmente, sua auséncia leva a alteracdes
importantes na fagocitose. Uma vez que se observou um aumento da sensibilidade a SDS, e a
proteina ort6loga em S. cerevisiae relaciona-se intimamente com integridade da membrana,

levanta-se a hipdtese da conservacao de funcdo em C. gattii.
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Tabela 1. Estressores ou antifungicos avaliados, concentraces e condi¢cdo de cultivo

empregados.
Estressor/antifingico Concentracéao Meio Temperatura
30°C - YNB 30°C
37°C - YNB 30°C
Congo Red 5 mg/ml YPD 30°C
Calcofluor white 300 pug/ml YNB 30°C
NaCl 15M YNB 30°C
Anfotericina 1 pg/ml YNB 30°C
Flucitosina 5 ug/ml YNB 30°C
Caspofungina 20 pg/ml YNB 30°C
Fluconazol 5 pg/ml YNB 30°C
SDS 0,01 % YNB 30°C
H20, 2,5 mM YNB 37°C
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Figura 1. Expressdo relativa do gene codificante de Hsp12 de C. gattii em condicéo de
choque térmico a 39°C. (A, B e C) Expressao relativa de HSP12 durante choque térmico de
10, 20 e 40 minutos respectivamente. Teste t, P<0,05. (D) HSP12 apresenta aumento de sua
expressao apds 40 minutos de choque térmico quando comparado com os tempos de 10 e 20

minutos. Teste t, P<0,05.
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Figura 2. Expressdo relativa da HSP12 cultivada sob concentracdo subinibitéria de
Fluconazol. A expressao relativa do gene codificante de HSP12 € significativamente menor na
presenca de concentracdo subinibitdria comparado com o controle apds 24 h de cultivo. Teste

t, P<0,05.



402

403

404

405

406

WT
s
o
“ Ahspl2
WT
s
-~
on
Ahspl2
—;3 WT
o
80
=
S Ahspl2
S WT
= 2
S Ahspl?2
_ WT
O
<
Z
Ahspl2
g
3 WI
3}
S
g Ahspl2

SDS Fluconazol Caspofungina Flucitosina

Peré6xido de
hidrogénio

23

WT

Ahspl2

WT

Ahspl2

WT

Ahspl2

WT

Ahspl2

WT

Ahspl2

Figura 3. Ensaios de sensibilidade das linhagens WT e 4hsp12 na presenca de diferentes

estressores. Diluicdes seriadas de células das linhagens WT e Ahspl2 foram inoculadas na

presenca de estressores de parede celular (Calcofluor white, Congo red), membrana plasmatica

(SDS), osmatico (NaCl), oxidativo (peroxido de hidrogénio), e antifungicos.
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Figura 4. Ensaio de fagocitose por macréfagos murinos da linhagem J774.A1. Células das

linhagens WT e Ahspl2 foram inoculadas em interacdo com macrofagos por 2 h (A) e 24 h

(B). Em ambos os tempos analisados hd um aumento da taxa de fagocitose da linhagem Ahsp12

comparada a linhagem WT. Teste t, P<0,05.
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Primer Sequéncia Uso

ActF 5’-CGGTATCGTCACAAACTGG-3’ gqRT-PCR actina
ActR 5’-GGAGCCTCGGTAAGAAGAAC-3’ qRT-PCR actina
CNBG_2441F 5’-GACTGACTCTGCTGCTTCTAC-3’ gRT-PCR HSP12
CNBG_2441R 5’-GACTCCTGGTTGTCGTTCTT-3’ qRT-PCR HSP12

CNBG_2441 5'F
CNBG_2441 5'R
CNBG_2441 3'F

CNBG_2441 3R

5’-AAAATAGGGATAACAGGGTAATGACCAAGGTTGGGATGCTTA-3’

5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGTGTTTGTGCTGTGGTTTGG-
3 2
5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGCAGTTATCGCAACCATTGA-
3 2

5’-AAAAATTACCCTGTTATCCCTAAAAGCGGATCTGTCGCCTAT-3’

Fragmento de delecdo DEL 5 e
Fragmento de complementacéo
fragmento de delegéo DEL 5

Fragmento de delecdo DEL 3

Fragmento de delecdo DEL 3 e
fragmento de complementacéo
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Figura S1. Vetor de delegao pDONRnat_ACNBG_2441. Vetor de delecdo contendo os fragmentos DEL

5 e DEL 3 (DEL5&3), além do cassete contendo marca de resisténcia a nourseotricina (natR).
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order of appearance in the main text. Each table carries a short title describing its contents in
relation to the main text. Except for the heading and bottom of the table, avoid horizontal
dividing lines; vertical lines are completely omitted from any table. Instead, the first column is
left-aligned, and other columns are generally centered. (When making tables, use “insert”
command and not “tabulation”).

Only the first letter of each heading is capitalized, and any units appear in parentheses after or
under the corresponding heading in roman characters. Footnotes are collected under a table and
referred to in the table by superscript letters (a, b, etc.). References in tables are numbered
between square brackets, e.g., [5].

Upload each table separately.



