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Resumo

A paracoccidioidomicose, uma das mais importantes micoses sist€émicas da América
Latina, é causada pelas espécies cripticas Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii. Ainda nao
¢ claro como o processo de especiagdo dentro do género Paracoccidioides influi em aspectos
como viruléncia e patogenia da doenga. O objetivo deste trabalho ¢ caracterizar algumas
dessas diferencas entre as duas espécies cripticas, utilizando-se de modelo experimental
alternativo, as larvas da traga de cera Galleria mellonella. Este modelo tem sido utilizado em
estudos envolvendo outros patdgenos, porém ainda ¢ pouco explorado em Paracoccidioides
spp. No presente estudo, G. mellonella refletiu diferengas entre a viruléncia de cargas
fingicas distintas, bem como dentre isolados variados e destes com os grupos controle. Além
disso, foi possivel a recuperagdo do patdgeno a partir de larvas experimentalmente infectadas.
Isolados P. lutzii apresentaram niveis de viruléncia variaveis, sendo pertencentes a esta
espécie os isolados com maior e menor viruléncia observadas neste estudo (8334 e PbO01,
respectivamente). Ja os isolados pertencentes a espécie P. brasiliensis (Pb339, Pb192 ¢
T15LN1) apresentaram taxas de mortalidade mais homogéneas e intermediarias. Tais
resultados credenciam as larvas de G. mellonella como modelo de experimentagdo adequado
para o estudo do processo de viruléncia em Paracoccidioides spp. Ainda, foi realizado
knockdown do gene codificador da gp43 (PbGP43), o antigeno imunodominante em P.
brasiliensis e do seu homologo em P. lutzii (PIP43) utilizando-se a estratégia de RNA
antisense combinada com transformac¢do mediada por Agrobacterium tumefaciens. Foram
obtidos trés transformantes P. brasiliensis com expressdo de PbGP43 de cerca de 8%, 14% e
36% quando comparados com a expressao do isolado selvagem original Pb192. Além disso
foram obtidos dois transformante P. lutzii com expressdo de PIP43 por volta de 23% e 75%
em compara¢ao com a cepa 8334. O silenciamento de PIP43 diminuiu a viruléncia de P. lutzii
aferida no modelo experimental G. mellonella, sugerindo importancia de p43 no processo de
infec¢do por P. lutzii, a despeito de sua variabilidade tanto qualitativa quanto quantitativa ja

observada entre isolados desta espécie.

Palavras-chave: Paracoccidioides spp.; Galleria mellonella; PbGP43; PIP43; RNA antisense



Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM), an important systemic mycosis in Latin America, is
caused by the cryptic species Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii. How these species
differ in their virulence factors is still unknown and needs to be properly evaluated. While the
role of PbGP43, which codes gp43, as a virulence factor is relatively well established for P.
brasiliensis, the same is not true for its ortholog in P. lutzii, namely PIP43. PbGP43 and
PIP43 present differences in their nucleotide sequences, expression levels, epitope occurrence
and influences on PCM diagnosis. Herein, we obtained PbGP43 and PIP43 knockdown
strains by antisense RNA technology combined with ATMT, in order to comparatively
evaluate their effects on virulence, employing the alternative experimental host Galleria
mellonella larvae. Our results suggest that p43 is important in the P. lutzii infectious process,
as previously demonstrated by gp43 in P. brasiliensis. We confirmed G. mellonella as a
useful model for studying P. brasiliensis and P. lutzii virulence, since it reflects variation
between inoculum size and different strains, as well as between wild-type and respective
knockdown transformant strains. Virulence levels may vary among isolates of the same
species, probably reflecting that the physiological condition is more important than the
species effect. Re-isolation of Paracoccidioides from experimentally infected G. mellonella

larvae is possible and might be useful for epigenetic studies related to infection.

Keywords: Paracoccidioides spp.; Galleria mellonella; PbGP43; PIP43; antisense RNA



Introduciao

O género Paracoccidioides e a paracoccidioidomicose

Paracoccidioides spp. sdo fungos pertencentes ao filo Ascomycota (LECLERC et al.,
1994; PETERSON & SIEGLER, 1998). Os ascomicetos estdo presentes no cotidiano da
populagdo de diversas formas incluindo a producdo de alimentos, medicamentos e
combustiveis. Saccharomyces spp., Penicilium spp. e Aspergillus spp., sdo exemplos de
fungos ascomicetos amplamente utilizados na producao industrial, cientifica e tecnoldgica
(LIMA e MOTA, 2003). Por outro lado, o filo também compreende espécies causadoras de
doengas em humanos e outros organismos, entre elas Aspergillus spp., Candida spp., e fungos
da familia Ajellomycetaceae, onde estdo alocadas as espécies pertencentes ao género
Paracoccidioides (UNTEREINER et al., 2004).

Fungos da familia Ajellomycetaceae t€ém como caracteristica o termodimorfismo, que
os possibilita tanto infectar um hospedeiro quanto ocupar diferentes nichos saprobidticos.
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Emmonsia parva sido outras espécies
pertencentes a esta familia (UNTEREINER et al.,, 2004). Paracoccidioides spp., a
temperatura ambiente, apresentam-se na forma micelial, e a 36,5°C, temperatura de seus
hospedeiros, na fase leveduriforme (FRANCO et al., 1994). A principal caracteristica
morfologica da levedura de Paracoccidioides sp. ¢ a presenga de brotamentos periféricos a
célula-mae, gerando uma estrutura semelhante a uma roda-de-leme. Macroscopicamente, as
colonias leveduriformes sdo enrugadas e de cor creme, com aspecto cerebriforme. J& a fase
micelial ¢ caracterizada por colonias irregulares, com o verso pigmentado e dotadas
geralmente de um micélio aéreo discreto na cor branca, apresentando aspecto de pipoca
estourada. Suas hifas sdo delgadas e septadas, podendo apresentar esporos de resisténcia
ambiental denominados clamiddsporos intercalares (FRANCO et al., 1989; LACAZ et al.,
2002).

Paracoccidioides spp. sdo as espécies causadoras da paracoccidioidomicose (PCM),
uma das mais importantes micoses sistémicas da América Latina sendo endémica do México
até a Argentina (FRANCO et al., 1994). Como a PCM nao ¢ uma doenca de notificacdo
compulsoria, € dificil precisar sua real prevaléncia. Apesar disso, sabe-se que a maioria dos
infectados é do sexo masculino e trabalhadores rurais do Brasil, Colombia € Venezuela. Em

regides altamente endémicas, a incidéncia estimada anual da PCM ¢ de 1 a 3 casos em



100.000 habitantes (WANKE e LONDERO, 1994). Segundo Coutinho et al. (2002), a taxa
média de mortalidade anual no Brasil no periodo de 1980 a 1995 foi de 1,45 a cada milhdo de
habitantes. No estado do Parana, no periodo de 1980 a 1998, a mortalidade média anual
chegou a 3,48 por milhdo de habitantes (BITTENCOURT et al., 2005). Recentemente, vem
sendo observado alta incidéncia da PCM em novas regides, provavelmente relacionado a
aberturas de fronteiras agricolas, como no Estado de Rondonia, com média anual de 9,4 casos
a cada 100.00 habitantes nas ultimas duas décadas (VIEIRA et al., 2014). A importancia da
PCM ¢ evidenciada pelo fato de ser a oitava causa de mortalidade por doenca
infecciosa/parasitaria predominantemente cronica e a mais alta taxa entre as micoses
sistémicas (COUTINHO et al., 2002; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Na forma miceliana, P. brasiliensis vive saprobioticamente no solo. Nesta forma, o
fungo produz propagulos como os artroconidios ou aleuroconidios, que em temperatura
adequada dao origem as células leveduriformes (LACAZ et al., 2002). A infeccdo do fungo
pelos humanos se da principalmente pela inalagdo desses propagulos, como ja comprovado
em modelos animais (McEWEN et al., 1987). E possivel que outras portas de entrada para o
fungo sejam a pele lesionada e mucosa do trato gastrointestinal (PALMEIRO et al., 2005). O
fungo também ja foi detectado e/ou isolado de cdes (RICCI et al., 2004; FARIAS et al.,
2005), preguicas (TREJO-CHAVES et al., 2011) e tatus (NAIFF et al. 1986; BAGAGLI et
al., 1998; CORREDOR et al., 1999; BAGAGLI et al.,, 2003), sendo esses ultimos
considerados reservatorios da espécie. Além disso, a infec¢do j& foi também confirmada em
diversos grupos de animais, silvestres e domésticos, por testes intradérmicos e soroldgicos
(COSTA et al., 1992; CORTE et al., 2007; SILVEIRA et al., 2008; CORTE et al, 2009;
OLIVEIRA et al., 2013; BELITARDO et al., 2014a; BELITARDO et al., 2014b), e detec¢ao
molecular por Nested-PCR (RICHINI-PEREIRA et al., 2008).

Os fatores que determinam a evolugdo da infec¢do sdo principalmente a viruléncia
caracteristica de cada isolado, a quantidade de esporos inalados e a integridade do hospedeiro
(PALMEIRO et al., 2005), podendo gerar a forma sintomatica da PCM. A infec¢do primaria
por P. brasiliensis se da no pulmdo, onde sdo gerados granulomas a fim de impedir a
disseminag¢do do patogeno (FRANCO et al.,, 1994; ROMANI, 1997). A manifestacdo da
doenca pode se dar na forma aguda em criangas ou jovens de ambos 0s sexos ou na forma
cronica, geralmente em adultos do sexo masculino (RESTREPO et al., 1984). Esta forma da
doenga ¢ caracterizada por um longo periodo de laténcia e formacao de nodulos fibréticos nos
tecidos, principalmente o pulmonar, causando problemas no funcionamento do 6rgdo. Ja na

forma aguda da doenca, a evolugdo € rapida e pode afetar o funcionamento da medula 6ssea e



o sistema reticuloendolial, podendo ser fatal (FRANCO et al., 1987). Quando ocorre a
disseminag¢do do fungo no organismo, podem surgir lesdes nas mucosas, pele, linfonodo,
glandulas adrenais, bago e figado. As lesdes mais frequentes acontecem nos labios, soalho da
boca, lingua, faringe e bochechas. O paciente pode ainda se queixar de insdnia, debilidade,
inapeténcia, disfagia, dispneia, tosse, hemoptise, febre, perda de peso, prurido e ardor
(PALMEIRO et al., 2005).

O diagnostico de certeza da PCM ¢ a demonstragao direta do fungo. Além disso, as
técnicas de pesquisa de anticorpos e antigenos tém importante papel no diagnostico da
paracoccidioidomicose (FRANCO et al., 1994), sendo largamente utilizadas no diagndstico de
rotina, ¢ no monitoramento da infec¢do durante o tratamento (SALINA et al., 1998). O
tratamento da PCM apresenta uma série de dificuldades e mesmo quando curados, os
pacientes podem apresentar sequelas dermatoldgicas e de ordem respiratdria, agravando o

impacto social da doenga (FRANCO et al., 1994).

Variabilidade genética e espécies cripticas em Paracoccidioides

A caracterizagdo de espécies dentro do reino Fungi ¢ dificultada pelo fato de algumas
espécies filogenéticas dentro do mesmo género ndo possuirem caracteres morfologicos que as
diferenciem. Desta forma, estudos utilizando ferramentas genéticas tornam-se essenciais para
a diferenciacdo de espécies fungicas (TAYLOR et al., 2000).

O agente etiologico da PCM foi observado pela primeira vez por Adolfo Lutz, em
1908, sendo a espécie descrita inicialmente como Zymonema brasiliensis, por Alfonso
Splendore, em 1912, e mais tarde renomeada como P. brasiliensis por Floriano de Almeida,
em 1930, permanecendo assim como uma unica entidade bioldgica. Entretanto, devido os
recentes achados de filogenia molecular, a hipotese da existéncia de apenas uma espécie
dentro do género Paracoccidioides foi derrubada.

A partir de 1995, iniciaram-se estudos de variabilidade genética de P. brasiliensis com
o uso de RAPD (SOARES et al., 1995; CALCAGNO et al., 1998; MOLINARI-MADLUN et
al., 1999; HAHN et al., 2002; HAHN et al., 2003), RFLP (NINO-VEGA et al., 2000),
cariotipagem (MONTOYA et al.,1997; CANO et al., 1998; MONTOYA et al., 1999) e
microssatélites (NASCIMENTO et al., 2004). Todos esses trabalhos demonstraram que hé
uma grande variabilidade genética entre diferentes isolados desse fungo e alguns sugerem que
grupos geneticamente isolados tenham diferengas em relacao a resisténcia a drogas (HAHN et

al., 2003) e correlagdo com origem geografica (CALCAGNO et al., 1998; NINO-VEGA et



al., 2000). Molinari-Madlum et al. (1999) foram capazes de dividir 15 isolados de P.
brasiliensis em 2 grupos pela técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
Adicionalmente os autores realizaram ensaios de viruléncia com camundongos B10.A e
verificaram que os dois grupos apresentavam perfis diferentes de viruléncia. Esse estudo foi o
primeiro a relacionar polimorfismos genéticos a diferentes niveis de viruléncia em
Paracoccidioides.

Além de observarem uma extensa variabilidade genética dentre os isolados do
patogeno, através de analises de polimorfismos de seqiiencias génicas, Matute et al. (2006)
estabeleceram ainda que existem pelo menos 3 espécies cripticas dentro do género, tendo
ocorrido dois eventos de especiacdo. Dessas 3 espécies, uma ¢é considerada parafilética (S1) e
as outras duas monofiléticas (PS2 e PS3). S1 (contendo isolados do Brasil, Argentina, Peru,
Paraguai e Venezuela) e PS2 (isolados do Brasil e Venezuela) ocorrem dentro de uma mesma
area geografica, sendo consideradas espécies simpatricas, enquanto PS3 estd restrita ao
territorio colombiano. Carrero et al. (2008), ao analisarem arvores filogenéticas de genes
codificadores de proteinas, propuseram a existéncia de uma quarta espécie constituida por
isolados (Pb01 e IFM 54648) que ndo podem ser agrupados com nenhuma das outras 3
espécies. Os autores postulam ainda que os ramos que separam estes isolados sdo maiores que
0s que isolam as trés espécies cripticas descritas por Matute et al. (2006). O isolado Pb0O1
também foi analisado por Theodoro et al. (2008) em relagdo ao intein PRP8 e em comparagao
com outros isolados, ndo se agrupando em S1, PS2 ou PS3, corroborando a existéncia de um
quarto grupo (Pb01-like, atualmente P. lutzii). Teixeira et al. (2009) identificaram mais 17
novos isolados, todos da Regido Centro-Oeste brasileira e postularam que o evento de
especiagdo entre Pb01-like e os grupos S1, PS2 e PS3 ocorreu por volta de 32 milhdes de anos
atras. Apesar da provavel alta incidéncia de P. lutzii na Regido Centro-Oeste, existem fortes
evidéncias da sua ocorréncia também nas regides Norte e Sudeste do Brasil (TAKAYAMA et
al., 2009; ARANTES et al., 2013). Salgado-Salazar et al. (2010) analisaram genes
mitocondriais e apoiaram a descri¢do formal de P. lutzii como uma diferente espécie dentro
do género. Entretanto, os autores ndo concordam em definir os grupos S1, PS2 e PS3 como
espécies distintas, sendo consideradas apenas variantes geograficas. Analises dos genomas
completos de diferentes isolados Paracoccidioides spp. também confirmam a especiagao entre
os dois principais grupos (DESJARDINS et al., 2011). Dessa forma, Teixeira et al. (2014)
descrevem formalmente a nova espécie com base em dados filogenéticos, de gendmica

comparativa, analises de recombinacdo e caracteristicas morfologicas e a nomeiam de P. lutzii
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em homenagem ao médico micologista Adolfo Lutz que caracterizou morfologicamente a
espécie P. brasiliensis.

Apesar da variabilidade genética encontrada entre as espécies cripticas de
Paracoccidioides, ainda ndo ¢é claro como esses diferentes grupos diferem em caracteristicas
como viruléncia, potencial em gerar resposta imune no hospedeiro e patogenia da PCM, bem
como diversas outras caracteristicas bioldgicas, como fisiologia, morfologia e mesmo
aspectos ecologicos.

Ao estudar a dinamica da infec¢ao causada por isolados S1 e PS2 em camundongos
B10.A, Carvalho et al. (2005) verificaram que a espécie criptica PS2 estimula uma resposta
imune diferenciada no hospedeiro, do tipo Thl, o que previne a progressao da PCM, podendo
este grupo ser considerado menos virulento. Entretanto, isolados deste grupo apresentaram-se
bastante virulentos em outros modelos experimentais, como em hamster com inoculagao pela
via intratesticular (HEBELER-BARBOSA et al., 2003) e camundongos sui¢os “outbreds”
(KUROKAWA et al., 2005). As diferengas entre as espécies P. lutzii e P. brasiliensis em seus
processos de viruléncia ainda ndo sdo bem compreendidas. Entretanto, ja foi observado que
genes que codificam potenciais fatores de viruléncia apresentam diferentes padrdes evolutivos
em isolados P. lutzii e P. brasiliensis (MATUTE et al., 2008; MACHADO et al., 2013).
Como pode ser observado, a questdo ainda permanece longe de estar completamente
elucidada. Dessa forma tornam-se necessarios estudos de viruléncia envolvendo isolados P.
lutzii e P. brasiliensis, para melhor entendimento do processo e do grau de viruléncia de cada

uma das duas espécies.

O uso de insetos como modelo experimental em estudos de viruléncia

Apesar de insetos e vertebrados estarem separados a 500 milhdes de anos, muitos
aspectos bioquimicos e fisiologicos permaneceram similares entre os dois grupos. Insetos,
assim como vertebrados, possuem componentes humorais e celulares em sua resposta imune
(KAVANAGH e REEVES, 2007). As respostas imunes inatas dos dois grupos possuem
varios aspectos semelhantes, como o envolvimento de hemocitos em insetos e neutrofilos em
mamiferos (KAVANAGH e REEVES, 2004). Tais tipos celulares possuem fungdes
semelhantes, incluindo fagocitose e inativacdo de patdégenos e no caso dos neutrdfilos,
envolvimento central na resisténcia a Paracoccidioides sp. (FORTES et al., 2011). Além
disso, as vias de producao de superoxido possuem similaridades, incluindo o envolvimento de

proteinas homoélogas (BERGIN et al., 2005). Também ja foi demonstrado que fatores de
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viruléncia em certos fungos sdo importantes tanto na infeccdo de modelos experimentais
invertebrados quanto de vertebrados (BRENNAN et al., 2002; DUNPHY et al., 2003;
KAVANAGH e REEVES, 2004; MYLONAKIS et al., 2005; LONDON et al., 2006).

Existem modelos invertebrados de viruléncia ja bastante utilizados para o estudo de
fungos patogénicos, como s3o os casos do nematdédeo Caenorhabditis elegans
(MYLONAKIS et al., 2002; MYLONAKIS et al., 2003; TANG et al., 2005), das larvas de
traca da cera da espécie Galleria mellonella (BRENNAN et al., 2002; DUNPHY et al., 2003;
REEVES et al., 2004; MYLONAKIS et al., 2005; JACKSON et al., 2009) ¢ da mosca de
frutas Drosophila melanogaster (MYLONAKIS e ABALLAY, 2005; LIONAKIS e
KONTOYIANNIS, 2005; FUCHS ¢ MYLONAKIS, 2006). As espécies fungicas mais
estudadas por esses modelos sdo Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus
neoformans. Até mesmo estudos envolvendo espécies patogé€nicas de bactérias, como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, veem se utilizando de
modelos experimentais invertebrados. As vantagens da utilizagdio de organismos
invertebrados como modelos experimentais sao principalmente a facilidade e o baixo custo na
aquisicdo e manutencdo desses modelos. Adicionalmente, a crescente demanda da sociedade
atual pela diminui¢ao do uso de modelos vertebrados na pesquisa cientifica, motivou o uso do
modelo inseto no presente estudo.

A via de inoculagdo fungica em larvas de G. mellonella é bastante conhecida
(MYLONAKIS et al., 2007). Os estagios larvais dessa espécie podem ser mantidos a 37°C,
mimetizando a temperatura do hospedeiro vertebrado (KAVANAGH e REEVES, 2007). Os
niveis de viruléncia podem ser estimados pela morte dessas larvas, processo caracterizado por
forte melanizagao, facilitando as analises.

Galleria mellonella ja demontrou ser um modelo cuja aferi¢do de viruléncia apresenta
correlagdo com modelos roedores (BRENNAN et al., 2002; JACKSON et al., 2009), reflete
variacao de viruléncia entre isolados (REEVES et al., 2004) e entre diferentes cargas fungicas
inoculadas (MYLONAKIS et al., 2005). Thomaz et al. (2013) ao infectarem larvas de G.
mellonella com Pb01 (isolado P. lutzii) e outros dois isolados H. capsulatum concluiram que
0 inseto possui potencial como modelo de estudo e comparacao de viruléncia entre os fungos
dimérficos. Pb01 apresentou resposta diferencial em relagdo a concentragdo de leveduras
inoculadas apenas quando os insetos eram armazenados a 37°C apos a infecgao.

Diante do exposto e levando-se em consideragdo que ndo existe um estudo
comparativo entre as duas espécies do género Paracoccidioides utilizando-se de modelos

experimentais invertebrados, o presente estudo buscou, entre outros objetivos, a padronizagdo
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e caracteriza¢do de um ensaio de viruléncia envolvendo larvas de G. mellonella. Tal modelo,
além de auxiliar na elucidag¢ao da variacdo de viruléncia entre isolados P. brasiliensis e P.
lutzii, pode ser utilizado na determinagdo de genes envolvidos no processo de infec¢do das

duas espécies.

A glicoproteina gp43 e sua variacao interespecifica

A glicoproteina gp43, de peso molecular de 43 kDa, ¢ o antigeno imunodominante em
P. brasiliensis. Pacientes acometidos com forma severa da PCM apresentam altas doses de
anticorpos anti-gp43, que tendem a diminuir com o tratamento da doengca (MENDES-
GIANNINTI et al., 1990a; BLOTTA e CAMARGO, 1993). Acreditava-se que a gp43 fosse um
fator de viruléncia por apresentar propriedades proteoliticas sobre o colageno, a elastina e a
caseina (MENDES-GIANNINI et al., 1990b). Entretanto, essa fungdo proteolitica da gp43
ndo foi confirmada e estudos mais recentes indicam que o principal papel dessa glicoproteina
no processo de infeccdo ¢ o de adesdo a laminina e fibronectina (VICENTINI et al., 1994;
GESZTESI et al., 1996; MENDES-GIANNINI et al., 2006, TORRES et al., 2013). Ao
silenciarem o gene codificador da gp43 em um isolado P. brasiliensis, Torres et al. (2013)
estudaram a importancia dessa molécula em modelo experimental murino e interagdo com
macrofagos. A expressdo diminuida de gp43 estd relacionada com aumento da resposta
inflamatéria e diminui¢do da carga e recuperacao fungica, sugerindo importancia dessa
molécula na viruléncia de P. brasiliensis.

A gp43 possui diferentes isoformas (PUCCIA et al., 1986; MOURA-CAMPOS et al.,
1995). Essas isoformas provavelmente estdo relacionadas a grande variabilidade de seu gene
codificador, estudada por Morais et al. (2000). As mutagdes pontuais na fase de leitura aberta
(ORF) do gene que codifica a gp43, o PbGP43, resultam em cinco genotipos diferentes
(PUCCIA et al., 2008). Segundo Matute et al., 2008, o gene estad sob sele¢do positiva,
apresentando maior nimero de mutagdes ndo sindonimas em relagdo as sindnimas. Além disso,
a taxa de mutacdes nao-sinonimas, que potencialmente causam variabilidade funcional no
produto génico final, apresenta-se mais elevada entre os isolados P. lutzii do que entre
isolados P. brasiliensis (MATUTE et al., 2008; MACHADO et al., 2013). Adicionalmente, P.
lutzii e P. brasiliensis possuem SNPs proprios e caracteristicos nesse gene, que podem
inclusive serem empregados para o reconhecimento das duas espécies (THEODORO et al.,
2012), evidenciando varia¢do inter-especifica do PbGP43. Ao expressarem em Pichia

pastoris o rPIP43, ortdlogo de PbGP43 em P. lutzii, Leitdo et al. (2014) postularam que a
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proteina apresenta 81% de identidade com a gp43 de P. brasiliensis. Foi observado que a
proteina p43, expressa por PIP43, apresenta apenas poucos epitopos comuns a gp43,
possuindo inclusive o sitio de glicolisagdo NRT mutado para KRT, demonstrando mudanga
estrutural, o que sugere que em P. lutzii essa proteina pode nao estar glicosilada.
Aparentemente, gp43 tem grande importancia imunologica em alguns isolados, porém
em outras cepas seu efeito imunoldgico pode ndo ser tdo determinante. Ao analisar os
antigenos produzidos a partir dos isolados B-339 e 550B, Batista Jr. et al. (2010) observaram
que o primeiro isolado produzia altas taxas da gp43, com uma banda bastante evidente no
SDS-PAGE realizado. Em contrapartida, essa banda ¢ inexistente no filtrado de 550B,
enquanto uma banda de 60kDa ¢ a mais evidente. B-339 ¢ pertencente a espécie S1, enquanto
0 550B ¢ oriundo da Regido Centro-Oeste, onde ocorre, segundo Teixeira et al. (2009),
principalmente a espécie P. lutzii. Varia¢Oes tanto qualitativas quanto quantitativas entre a
gp43 de P. brasiliensis e a p43 de P. lutzii devem apresentar implicagdes ndao s6 no
diagnostico sorologico da doenga (MACHADO et al., 2013; LEITAO et al., 2014) como

também no processo de infecgao.

Transformagao fingica e Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (ATMT)

Os primeiros trabalhos envolvendo transformacgdo fingica foram realizados com as
espécies Neurospora crassa (MISHRA et al., 1973; MISHRA e TATUM, 1973; CASE et al.,
1979) e Saccharomyces cerevisiae (BEGGS, 1978; HINNEN et al., 1978). A forma mais
comum de transferéncia génica envolvia a obtencdo de protoplastos, ou seja, células fingica
sem parede celular, j& que esta ¢ a principal barreira na passagem do DNA exodgeno para o
interior da célula fungica (OLMEDO-MONFIL et al., 2004). A metodologia, apesar do
surgimento de outras alternativas, ainda ¢ bastante empregada. Atualmente a eletroporagdo ¢
uma técnica bastante utilizada e consiste na indugdo de permeabilidade das membranas
bioldgicas através da exposi¢do a um campo elétrico de alta amplitude por um rapido periodo,
permitindo incorporagdo de DNA recombinante por bactérias e fungos, entre outros (RUIZ-
DIEZ, 2002). Ainda existem outras metodologias de transformac¢do empregadas, como a
transformagao por permeabilizagdo celular com acetato de litio (FINCHAM, 1989) e por
bombardeamento de particulas (SANFORD et al., 1987).

Uma das metodologias de transformacdo fungica mais empregadas atualmente ¢
transformag¢do mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT), apresentando como uma

técnica rapida, de alta eficiéncia mesmo em espécies fungicas de dificil transformacao, além
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de promover a integracdo de copias Unicas do DNA de interesse no genoma da célula
infectada (MICHIELSE et al., 2005). A técnica baseia-se na capacidade natural desta espécie
de bactéria em transferir parte de seu DNA para células vegetais gragas a um plasmideo
denominado Ti (“tumor inducing”). O plasmideo Ti possui uma regido de DNA de
transferéncia (T-DNA), que contém oncogenes e ¢ flanqueada por regides denominadas
bordas esquerda (LB) e direita (RB). Durante o processo de infec¢do o T-DNA ¢ incorporado
aleatoriamente no genoma da célula hospedeira. Além desta regido, o plasmideo Ti possui os
chamados genes Vvir, responsaveis pela transferéncia do T-DNA (GELVIN, 2003;
MICHIELSE et al., 2005).

Para a transformagao fungica “in vitro”, as linhagens de A. tumefaciens devem possuir
plasmideos Ti com os oncogenes presentes no T-DNA deletados, sendo consideradas
linhagens desarmadas, porém ainda capazes de realizar transferéncia de DNA (LACORTE e
MANSUR, 1993). Desta forma, para a realizacdo da ATMT, a bactéria deve possuir ainda um
segundo plasmideo, com os genes de interesse inseridos entre as regidoes LB ¢ RB (ROGERS
et al., 1986). Esses plasmideos, denominados vetores binarios, sdo capazes de se replicar tanto
em E. coli como em A. tumefaciens e se mantém independentemente da presenga do vetor Ti.
Além do gene de interesse, o plasmideo bindrio deve possuir uma regido de multiplos sitios de
clonagem para a inser¢do das sequéncias génicas desejadas, uma regido promotora adequada e
genes para selecdo das linhagens transformantes de E. coli, A. tumefaciens (gene de
resisténcia a um antibiotico) e do fungo a ser infectado (PALLU, 2010).

Inicialmente a técnica de ATMT era empregada exclusivamente para a transformacao
de células vegetais. Entretanto, Bundock et al. (1995) adaptaram a metodologia para a
transformac@o de S. cerevisiae e posteriormente De Groot et al. (1998) fizeram o mesmo para
fungos filamentosos. Leal et al. (2004) foram os responsaveis pelo primeiro relato de ATMT
em P. brasiliensis e a metodologia foi posteriormente aprimorada por Almeida et al. (2007).
Ambos os trabalhos utilizaram genes de resisténcia a canamicina e higromicina para
selecionar respectivamente as linhagens de A. tumefaciens e P. brasiliensis transformantes.
Além disso, Almeida et al. (2007) inseriram no vetor bindrio o gene GFP, regulado
separadamente por regides promotoras de H. capsulatum, Aspergillus fumigatus e Aspergillus
flavus e que é responsavel por conferir fluorescéncia as leveduras de P. brasiliensis. Menino
et al. (2012) descreveram passo a passo a metodologia de ATMT em P. brasiliensis sem a
necessidade de utiliza¢do de um vetor binario, sendo o T-DNA construido em E. coli

diretamente entre as bordas LB e RB do plasmideo de transferéncia pCR35.
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RNA de interferéncia e a tecnologia de RNA antisense

RNA de interferéncia (RNAi) ¢ um processo exercido por moléculas de RNA
complementares a um RNA mensageiro (mMRNA) a fim de inibir a expressao génica seja na
fase de tradug@o ou na transcricdo do proprio gene. Além de regular especificamente a
expressdo génica celular, os processos de RNAI estdo envolvidos na defesa da célula contra a
expressao de material génico exdgeno, como ¢ o caso de transposons ¢ virus de DNA e RNA
(ALBERTS et al., 2008). Atualmente, o processo de RNAi vem sendo mimetizado em
laboratorio de varias formas a fim de realizar o silenciamento de genes de interesse (CURTIS
e NARDULLLI, 2009).

A técnica de RNA antisense (aRNA) consiste na simples complementariedade do
RNA mensageiro (mRNA) alvo com essas moléculas produzidas intercelularmentes por um
vetor de expressao (WEISS et al., 1999). Tal complementariedade bloqueia diretamente sua
tradugdo impedindo a ligacdo do ribossomo a0 mRNA (MA e SIMONS, 1990), além de
possivelmente ativar vias de degradagdo mediadas por RISC e estabelecer imprint epigenético
(WERNER e SAYER, 2009). aRNA ¢ largamente empregado em plantas (BIRD et al., 1991;
SCHUCH et al., 1991) e fungos (BAUTISTA et al., 2000; DE BACKER et al., 2001;
GORLACH et al., 2002; LIU e GELLI, 2008) em estudos de genética funcional. Além disso,
ocorre naturalmente em células humanas (LYLE et al., 2000) e possui potencial terapéutico
em humanos (WEISS et al, 1999; WERNER e SAYER, 2009).

Em Paracoccidioides, a técnica de aRNA combinada com ATMT (Menino et al.,
2012) vem sendo empregada a fim de realizar o silenciamento de potenciais fatores de
viruléncia. Rbt5, um captador de membrana de fontes de ferro (BAILAO et al., 2014); a
hidrolase de 32kDa que exerce o papel de adesina (HERNANDEZ et al., 2010); e SconC,
importante na transi¢do micélio-levedura, bem como na assimilagdo inorganica de enxofre
(MENINO et al., 2013) tiveram seus papé¢is na viruléncia confirmados através da obtegdo de
cepas knockdown para seus respectivos genes.

Em relagdo a gp43, tal abordagem ja foi utilizada em isolado do grupo P. brasiliensis e
foi capaz de diminuir a expressdo génica de PbGP43 em até 80% (TORRES et al., 2013).
Segundo os autores, o transformante obtido ndo apresentou diferengas em comparagdo com o
tipo selvagem em relacdo a caracteristicas como aspecto morfologico e viabilidade. Sua
patogenicidade, aferida em modelo camundongo, demonstrou-se diminuida, entretanto.
Apenas o isolado Pb339 (P. brasiliensis) foi empregado nesse estudo, ndo havendo na atual

literatura relato do silenciamento do gene ortdlogo em P. lutzii. Utilizando-se do processo de
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RNAI, Edwards et al. (2011) verificaram que o gene AGS1, importante na formagao da parede
celular, possui importancia na viruléncia de apenas um dos dois genotipos de H. capsulatum
estudados.

O presente trabalho buscou melhor compreender a influéncia da variabilidade entre
PbGP43 de P. brasiliensis ¢ PIP43 em P. lutzii no processo de viruléncia das duas espécies
através de silenciamento génico por aRNA e ATMT e posterior inoculacio dos

transformantes no modelo experimental alternativo Galleria mellonella.
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Objetivos

Geral

Estabelecer comparagdes entre os processos de viruléncia em Paracoccidioides
brasiliensis e P. lutzii, utilizando-se de modelos alternativos de bioensaio em Galleria

mellonella e silenciamento génico por RNA antisense.

Especificos

a) Padronizar ensaios para estudo da viruléncia de P. brasiliensis e P. lutzii utilizando-

se do modelo experimental alternativo G. mellonella;

a.1) Avaliar o efeito de diferentes concentra¢gdes do indculo de P. brasiliensis na

mortalidade de larvas de G. mellonella;

a.2) Comparar a viruléncia de isolados de P. brasiliensis e P. lutzii em larvas de G.

mellonella;

a.3) Reisolar Paracoccidioides sp. apos infecgao em G. mellonella e avaliar o efeito da

passagem no hospedeiro inseto na producao de conidios;

b) Promover e confirmar silenciamento do gene codificador da gp43 e p43,
potencialmente importante no processo de viruléncia, em P. brasiliensis e P. lutzii,

respectivamente.

c¢) Verificar a importancia da gp43 e da p43 no processo de viruléncia tanto de P.
brasiliensis quanto de P. lutzii através da infec¢do de larvas de G. mellonella com leveduras

silenciadas para os seus genes codificadores.
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Capitulo unico

Experimental infection of Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii in

Galleria mellonella using wild and knockdown PbGP43 and PIP43 strains.
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Experimental infection of Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii in Galleria mellonella

using wild and knockdown PbGP43 and PIP43 strains.

Gabriel Capella Machado? and Eduardo Bagagli*

1nstituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP, Brazil

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM), an important systemic mycosis in Latin America, is caused by
the cryptic species Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii. How these species differ in their
virulence factors is still unknown and needs to be properly evaluated. While the role of
PbGP43, which codes gp43, as a virulence factor is relatively well established for P.
brasiliensis, the same is not true for its ortholog in P. lutzii, namely PIP43. PbGP43 and PIP43
present differences in their nucleotide sequences, expression levels, epitope occurrence and
influences on PCM diagnosis. Herein, we obtained PbGP43 and PIP43 knockdown strains by
antisense RNA technology combined with ATMT, in order to comparatively evaluate their
effects on virulence, employing the alternative experimental host Galleria mellonella larvae.
Our results suggest that p43 is important in the P. lutzii infectious process, as previously
demonstrated by gp43 in P. brasiliensis. We confirmed G. mellonella as a useful model for
studying P. brasiliensis and P. lutzii virulence, since it reflects variation between inoculum
size and different strains, as well as between wild-type and respective knockdown
transformant strains. Virulence levels may vary among isolates of the same species, probably
reflecting that the physiological condition is more important than the species effect. Re-
isolation of Paracoccidioides from experimentally infected G. mellonella larvae is possible

and might be useful for epigenetic studies related to infection.

Keywords: Paracoccidioides spp.; Galleria mellonella; PbGP43; PIP43; antisense RNA



20
Capitulo Unico: Machado & Bagagli; Experimental infection of Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii

in Galleria mellonella using wild and knockdown PbGP43 and PIP43 strains.

Introduction

The dimorphic fungi Paracoccidioides brasiliensis and P. lutzii (Onygenales,
Ascomycota) are the causative agents of paracoccidioidomycosis (PCM), one of the most
important mycosis in Latin America, occurring from Mexico to Argentina (Franco et al.,
1994). Paracoccidioides spp. grow on soil in its mycelial form, producing the infectious
conidia. Once inhaled by a susceptible host, these structures convert to a multi-budding
yeast form in the lungs and cause the disease (McEwen et al., 1987; Franco et al., 1994;
Lacaz et al.,, 2002). The fungi may spread to other organs and tissues, affecting mainly
mucous, skin, lymph nodes, adrenal glands, spleen and liver (Palmeiro et al., 2005). PCM
causes high social impact; since most of infected are poor rural workers, the disease is
difficult to treat and frequently causes death or important sequelae. Besides humans,
Paracoccidioides spp. has also been isolated, and/or histopatologically detected, frequently
in armadillos (Naiff et al., 1986; Bagagli et al., 1998; Corredor et al., 1999; Bagagli et al.,
2003) and sporadically in dogs (Ono et al., 2001; Ricci et al., 2004; Farias et al., 2005) and
sloths (Trejo-Chdves et al.,, 2011). In addition, it has been detected by serological and
intradermic tests (Costa et al.,, 1992; Corte et al., 2007; Corte et al., 2009; Oliveira et al.,
2013; Belitardo et al., 2014a; Belitardo et al., 2014b) and by Nested-PCR (Richini-Pereira et
al., 2008) in a wide range of other vertebrates. For a century, the genus Paracoccidioides
encompassed a single species, P. brasiliensis. However, phylogenetic studies in the last
decade (Matute et al, 2006; Carrero et al., 2008; Theodoro et al., 2008, Teixeira et al., 2009,
Salgado-Salazar et al., 2010) have indicated that P. brasiliensis is a complex of cryptic
species. Accordingly, Teixeira et al. (2014) describes P. lutzii as a new species based mainly
on phylogenetic and recombination analysis, together with comparative genomics data and
some morphological characteristics. P. brasiliensis and P. lutzii appear to present distinct
geographic distribution (Teixeira et al., 2009) and antigenic properties that affect serological
diagnosis (Batista et al., 2010; Machado et al., 2013). In addition, these species might vary in
their virulence factors and response to treatments, which still need be properly evaluated,
demanding innovative experimental models.

The greater wax moth Galleria mellonella has been used as an alternative
experimental model for a wide range of pathogens, including fungi (Brennan et al., 2002;

Dunphy et al., 2003; Reeves et al., 2004; Mylonakis et al., 2005; Jackson et al., 2009). Innate
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immune systems of insects and vertebrates have several features in common. For example,
both insect hemocytes and mammalian neutrophils perform a similar function, namely
engulfing and killing pathogens (Kavanagh and Reeves, 2007), whereas neutrophils play a
central role in Paracoccidioides sp. resistance by mammalian host (Fortes et al.,, 2011).
Fungal virulence factors exert influence in both vertebrates and invertebrate hosts (Brennan
et al., 2002; Dunphy et al., 2003; Kavanagh and Reeves et al., 2004; Mylonakis et al., 2005;
London et al., 2006). Moreover, the experimental model of G. mellonella demonstrates a
virulence correlation with murine models (Brennan et al., 2002; Jackson et al., 2009) and
reflects both strain and fungal burden effects (Reeves et al., 2004; Mylonakis et al., 2005).
Thomaz et al. (2013) have shown that G. mellonella is a useful model for assessing and
comparing the virulence of dimorphic fungi, by studying one P. lutzii and two other
Histoplasma capsulatum isolates.

Gp43 is the main antigenic component described in P. brasiliensis (Puccia et al.,
1986). Patients with severe PCM present high antibody titers of anti-gp43, which tend to
decrease during successful treatment (Mendes-Giannini et al., 1990; Blotta and Camargo,
1993). This glycoprotein plays an important role during infection, adhering to the
extracellular matrix components, namely laminin and fibronectin (Vicentini et al., 1994;
Gesztesi et al., 1996; Mendes-Giannini et al., 2006, Torres et al., 2013). PbGP43, the gene
encoding for gp43, presents different genotypes (Puccia et al., 2008), resulting in different
protein isoforms (Moura-Campos, 1995; Moraes et al., 2000). PbGP43 is under positive
selection (Matute et al., 2008) presenting high rates of non-synonymous mutation, especially
in P. lutzii isolates (Machado et al., 2013). PIP43 gene, the ortholog of PbGP43 in P. lutzii, has
specific SNPs that could be used for species recognition (Theodoro et al.,, 2012) and its
protein, p43, presents only 81% similarity with P. brasiliensis gp43 (Leitdo et al., 2014). Many
gp43 epitopes are absent in P. lutzii p43 protein, including the NRT glycosylation site (Leitdo
et al., 2014). Moreover, p43 appears to be underexpressed in P. lutzii strains, probably
presenting consequences in serological diagnosis and infective process (Batista et al. 2010;
Machado et al., 2013; Leitdo et al., 2014).

Antisense RNA (aRNA) technology has been used to study gene function in several
organisms, including fungi (Bautista et al., 2000; De Backer et al., 2001; Gorlach et al., 2002;
Liu and Gelli, 2008). This technique consists of simple complementarity between messenger

RNA (mRNA) and an aRNA encoded by an introduced gene, partially blocking (knocking
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down) protein translation (Ma and Simons, 1990; Weiss et al., 1999; Werner and Sayer,
2009). In Paracoccidioides sp., aRNA knockdown technology has already been applied to
demonstrate the role of some virulence factors, such as the membrane protein Rbt5 in iron
uptake (Baildo et al., 2014), 32kDa hydrolase adherence to host cells (Hernandez et al., 2010)
and SconC participation in the mycelial/yeast transition (Menino et al., 2013). Agrobacterium
tumefaciens-mediated transformation (ATMT) has been used successfully in
Paracoccidioides transformation studies to transfer the plasmids that harbor aRNA
sequences and resistance genes that permit the selection of the fungal and bacterial
recombinants (Leal et al., 2004; Almeida et al., 2007; Menino et al., 2012). The use of aRNA
combined with ATMT, according to Torres et al. (2013), reduced PbGP43 expression by 80%
in a P. brasiliensis transformant, which permitted correlating gp43 reduction with the
increase in inflammatory response and the decrease in fungal recovery in a murine model.
Our present work also aimed to accomplish the knocking down of PbGP43 in P. brasiliensis,
as well as its ortholog PIP43 in P. lutzii, in order to compare their influence on virulence,

using G. mellonella as the experimental model.
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Materials and Methods

Paracoccidioides spp. isolates

Three P. brasiliensis isolates and two of P. lutzii were employed in G. mellonella
virulence assays (Table 1), of which Pb192 and Pb8834 were used in the knockdown
experiments. These strains were maintained in their yeast forms on YPDA medium (4%
dextrose, 1% peptone, 0.8% agar, 0.8% yeast extract w/v), subcultured every two weeks and

in mycelial form in Mycosel Agar™ (BD), subcultured every three months.

Table 1. Paracoccidioides spp. isolates used

Isolate Cryptic species Procedéncia Original host Sample
Pb339 P. brasiliensis S3o Paulo/SP Human Unknown
Pb192 P. brasiliensis S30 Paulo/SP Human Unknown
T15LN1 P. brasiliensis Manduri/SP Armadillo Lymph node
Pb01 P. lutzii Goidnia/GO Human Unknown
Pb8334 P. lutzii Goidnia/GO Human Unknown

Construction of antisense PbGP43 and PIP43 plasmids

The plasmid utilized, pCR498, kindly donated by Prof. Chad Rappleye (Ohio State
University, USA), harbors the kanamycin resistance gene APH-3 for selection in Escherichia
coli and A. tumefaciens, the hygromycin resistance gene hph for selection in
Paracoccidioides sp. and the GFP gene regulated by a H. capsulatum promoter P(EIFa).
Following Menino et al. (2012), three primers pairs were designed for antisense
oligonucleotide amplification based on the genomic sequence of P. brasiliensis Pb339
(Cisalpino et al., 1996; GenBank accession No. AY005437) and two others based on the PIP43
exon 2 sequence of P. lutzii Pb8334 (Teixeira et al., 2014; GenBank accession No.
JN680100.1) (Table 2). Employing Xbal and Ascl restriction enzymes and T4 ligase
(NEBiolabs) and following the manufacturer’s instructions, the antisense oligonucleotides

were individually inserted into pCR498 plasmids in place of the GFP gene and cloned in E.
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coli DH5a. The E. coli heat shock transformations were confirmed by colony PCRs using the

aRNA designed primers (Table 2).

Table 2. Primers for antisense PbGP43 and Plp43 oligonucleotide amplification

Primer PbGP43/PIP43 position Sequence

agplF 5°UTR P. brasiliensis (-302 a -283) 5°-gcgctctagaatgccccactcaataaggge-3°
agpl1R 5°UTR P. brasiliensis (-6 a -25) 5’-gcgeggcegegecctatgaccaccaaaaccttg-3’
agp2F Exon 1 P. brasiliensis (13 a 32) 5°-gcgctctagatctcttaacctggctcttge-3°
agp2R Exon 1 P. brasiliensis (396 a 415) 5’-gcgeggegegeccaagegecttgtccaaatag-3°
agp3F Exon 2 P. brasiliensis (632 a 651) 5°-gcgctctagaccatccatactctcgcaatc-3°

agp3R Exon 2 P. brasiliensis (1296 a 1315) 5’-gcgeggcegegeccatacttcctageccaaate-3°

agpaF Exon 2 P. lutzii (14 a 33 do exon2) 5°-gcgctctagacatcgttcgtggggtagaca-3’
agp4R Exon 2 P. lutzii (381 a 400 do exon 2) 5°-gctgcgcggegegectgctgageggacaatttgga-3°

agp5F Exon 2 P. lutzij (108 a 127 do exon 2)  5°-gcgctctagattcaagaacgtccacctcga-3°
agp5R Exon 2 P. lutzij (217 a 236 do exon2)  5°-gctgcgcggegegeccttatcgactcegetaagte-3°

*bold and italics: restriction site for Xbal; only bold: restriction site for Ascl

Agrobacterium tumefaciens transformation

The AGL-1 strain of A. tumefaciens, prepared to be in an electrocompetent condition,
was used as described by Hellens et al. (2000). The cell aliquots were maintained on ice,
mixed with the plasmid construction (40:1 pl) and submitted to electroporation, by using the
equipment Eletroporator 2510™ (Eppendorf), with electric pulses of 2.5 kV, 25 mF and 200
W. Transformant cells were recovered on liquid LB and selected on LB agar with 100ug/ml
kanamycin. Transformation was confirmed by colony PCR for amplification of aRNA

sequences with the specific primers (Table 2).

Agrobacterium tumefaciens-Mediated Transformation of Paracoccidioides sp. (ATMT)

The isolates Pb192 and Pb8334 were employed for transformation with A.
tumefaciens containing plasmids harboring aRNA sequences complementary to PbGP43 and
PIP43 genes of P. brasiliensis and P. lutzii, respectively. A. tumefaciens and Paracoccidioides

sp. cells mixtures in variable ratios (10:1, 1:1, 1:5, and 1:10) in total volumes of 0.5ml were
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applied onto a sterile Hybond-N™ membrane (Amersham Biosciences) placed on solid
induction medium (Menino et al., 2012). After 3 days at 252C, the membranes were
transferred to BHI liquid medium containing 200 mg/mL cefotaxime. BHI agar selective
medium containing 50 mg/mL Hygromycin B was used to select Paracoccidioides sp.
transformants (HygR). After 6 reculturing cycles, genomic DNA was extracted (McCullough et
al, 2000) and transformation confirmed by PCR for amplification of the 990bp internal
fragment of Hygromycin resistance hph gene, using the primers hphF (5'-
ATGCCTGAACTCACCGCGAC-3) and  hphR  (5-CCACTATCGGCGAGTACTTC-3"). The

transformants were maintained in BHI containing 75 mg/mL Hygromycin B.

Knockdown evaluation by gPCR

After ten reculturing cycles, total RNA was obtained from HygR transformants and
respective wild-types Pb192 and Pb8334 in their exponential growth phase (72h) using
TRIzol™ reagent (Invitrogen) following Menino et al. (2012) and the manufacturer’s
instructions. To assess sample quality, RNA was quantified and A260/280 ratios were
measured in spectrophotometer. The cDNA was obtained from samples with A260/A280
ratios > 1.8 employing SuperScript Il Reverse TranscriptaseTM (Invitrogen) and Oligo(dT)20
primers™ (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. A gPCR was performed
to assess the knockdown efficiency in PbGP43 and PIP43 expression. For that, a pair of
degenerated primers was employed, which were designed to anneal the exon-exon junction
of PbGP43 and PIP43 cDNA of P. brasiliensis and P. lutzii species. In parallel, the expression
of the constitutive B-tubulin gene was also estimated by using the primers TUB2F (5°-AGC
CTT GCG TCK GAA CAT AG-3") and TUB2R (5’-CCT CCA TCC AGG AAC TCT TC-3), described by
Michielse et al. (2005), with modifications to anneal cDNA of both species. Experiments were
carried out in duplicate. Quantification was performed by comparing the threshold cycle (Ct)
values for PbGP43 and PIP43 with Ct values for TUB2. Knockdown efficiency was evaluated
by measuring the fold-change in PbGP43 and PIP43 gene expression in HygR transformants in

comparison to correspondent wild-type strain, employing the 222 formula where:

AACt = (CtTUB2 HygR — CtPbGP43 HygR) — (CtTUB2 wild-type — CtPbGP43 wild-type)
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Exoantigen production and SDS-PAGE

Exoantigens were obtained from wild-types and knockdown HygR strains, following
Camargo et al. (1988) with modifications. A 5-day pre-inoculum was obtained in 10ml of YPD
liquid medium (4% dextrose, 1% peptone, 0.8% yeast extract w/v) with orbital shaking of 200
rom at 362C. This pre-inoculum was transferred to 100ml of YPD liquid medium, and the
culture stayed 10 days under the same conditions. After this period, yeast cells were killed
by adding thimerosal at 200mg/L and separated from supernatant by centrifugation at
2400rpm. Exoantigen was concentrated in dialysis tubing against Polyethylene Glycol (PEG)
40,000 and dialyzed against nuclease-free water for 3 days. SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed according to Laemmli (1970) in 10% gels and
silver stained with PlusOne Silver Staining Kit™ (GE Healthcare), following the

manufacturer’s instruction.

Galleria mellonella experimental assay

Adult specimens of the great wax-moth G. mellonella, kindly donated by Dr. Silvia
Renata Siciliano Wilcken (FCA/UNESP), were maintained at the Animal Facility of
Microbiology and Immunology Dept., at room temperature (19-232C), in appropriate
containers for breeding, oviposition and larval production, which were fed with old
honeycomb. Larvae in their final stages, weighing 170-210mg, absenting melanization and
presenting normal motility were used for infection (Dunphy et al., 2003). They were
inoculated with a Hamilton Microliter™ syringe (model 725N, 250pL) into hemocoel through
the last proleg (Kavanagh and Reeves, 2007), after a previous cuticle cleaning with cotton
impregnated with alcohol 70. In the experiment to assess the burden effect, three groups of
ten larvae were used: one was inoculated with 20ul of PBS per larva (control) and the other
two inoculated in the same PBS volume, one with 10° and the other with 108 P. brasiliensis
yeasts per larva (isolate Pb339). Infected larvae were maintained in Petri dishes at 36.52C
and mortality was observed daily. In the experiment to assess differential Paracoccidioides
sp. strain and species effects on G. mellonella survival, seven groups of 24 larvae were used.
The C(NT) group was not inoculated, but maintained at 36.52C like all other groups; C(PBS)

were inoculated with 20ul of PBS, while the other 5 groups were inoculated with 20ul of PBS
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containing 4x10° yeasts of P. brasiliensis and P. lutzii wild isolates (Table 1) per larva. In the
experiment to evaluate gp43 influence on P. brasiliensis and P. lutzii virulences, one group
was inoculated with 4x10° yeasts of a P. brasiliensis knockdown strain in 20ul of PBS and the
other group with the same inoculum size of a P. lutzii knockdown strain. Their survival curves

were compared with curves obtained with respective wild-types strains.

Attempts to re-isolate P. brasiliensis and P. lutzii from infected larvae of Galleria mellonella

Infected larvae, after four or more days of inoculation and presenting symptoms of
infections, were washed briefly in 70% alcohol solution and then in sterile PBS for external
reduction of contaminants. Two seeding procedures were tested. In the first, larvae were
individually macerated in sterile PBS and spread on Mycosel™ (BD) plates. In the second,
larvae were fragmented into approximately five pieces directly on Mycosel™ plates, which

were incubated at 352C and observed weekly.

Conidial production evaluation before and after infection in Galleria mellonella

The conidial production of T15LN1 P. brasiliensis isolate was evaluated, before and
after G. mellonella re-isolation, using the methodology described by Theodoro et al. (2012),
with modifications. Mycelial fragments (3mm diameter) of recent cultures were inoculated
on SEA medium plates (soil extract agar, Kwon-Chung, 1973) in five repetitions and
incubated for 30 days at 252C. After this period, the colonies were killed by formaldehyde
vaporization. Aerial mycelia were immobilized in Durex™ (3M) and stained with lactophenol
cotton blue on microscopy slides. Conidial counts were performed in four different fields per

repetition, using an optical microscope with 20x objective.

Statistics

Kaplan-Meyer curves and Log-rank (Mantel-Cox) survival test were employed to
compare mortality of different groups in the experimental model G. mellonella, using the
software SPSS™ (IBM) for Windows™. Non-paired Student’s t test, with Welch correction,

was used to compare conidial production, employing the software GraphPad Instat™.
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Results

PbGP43 and PIP43 knockdown obtainment and evaluation

Five Hygromycin-resistant (HygR) stable transformants were successfully obtained in
Pb192 (P. brasiliensis) using ATMT, which were confirmed by PCR for amplification of the
HPH gene using genomic DNA as template (Figure 1a). In relation to P. lutzii, nine HygR
transformants were obtained in the isolate Pb8334, of which eight were confirmed by PCR

(Figure 1b).

2#2 192wt 111B4 221A1 311A1 311A4  NO
(C+) (C-)

Figure 1. Agarose gel electrophoresis to confirm the transference of HPH gene to the recipient
Paracoccidiodes spp. cells by ATMT process. HPH specific primers were employed to amplify a 990bp
internal fragment. As positive control (C+) we used pCR498 extracted from transformed E. coli and as
negative control (C-) genomic DNA from wild-type strains Pb192 and Pb8334. (a) P. brasiliensis Hyg®

transformants; (b) P. lutzii Hyg® transformants.

Three P. brasiliensis and two P. lutzii Hyg® transformants presented knockdown
efficiency confirmed at different rates by qPCR. Among P. brasiliensis transformants, 111B4,
311A1 and 311A4 presented expression levels of 14%, 8% and 36% of PbGP43, respectively,
in relation to the wild-type Pb192 (Figure 2a). In P. lutzii, the transformants 411B1 and
412B2 presented PIP43 expression levels of 75% and 25%, respectively, in comparison to

wild-type Pb8334 (Figure 2b).
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Figure 2. Expression levels assessed by qPCR of (a) PbGP43 in P. brasiliensis and (b) PIP43 in P. lutzii
Hyg® transformants in comparison with respective wild-type. PbGP43 and PIP43 expression levels

were normalized to the housekeeping gene TUB2 expression.

SDS-PAGE

The amounts of gp43 and p43 exoantigens in the culture supernatants were also
estimated indirectly by SDS-PAGE silver stained preparation, for the wild strains and
respective transformants of P. brasiliensis and P. lutzii, respectively (Figure 3). The gp43
amounts in P. brasiliensis appear to be slight lower in transformants 111B4 and 311A1, when
compared with the respective wild type strain Pb192; while in P. lutzii, the amounts of p43 in
the transformants 411B1 and 412B2 displayed diminutions in relation to the wild strain

8334.

M 192wt 311A1 1lB4 8334wt 412B2 411B1

Figure 3. Silver stained SDS-PAGE of exoantigens obtained from P. brasiliensis and P. lutzii wild-types
strains and respective PbGP43 and PIP43 knockdown transformants. M: molecular marker PageRuler

Plus Prestained Protein Ladder™ (Fermentas).
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Virulence assay in Galleria mellonella with different inoculum concentrations

Ten days after infection, 9 out of 10 larvae died when infected with the highest
inoculum (10° yeasts per larva) of P. brasiliensis. The lowest inoculum (10° yeasts per larva)
killed 5 of 10 larvae in the same period. Survival curves of G. mellonella (Figure 4) infected
with two different concentrations demonstrate that the experimental model reflects
variations of inoculum size in mortality rates (p<0.05). Only the group infected with the most
concentrated inoculum presented a statistically significant difference in lethality when

compared with the PBS-inoculated control group (p<0.05).
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Figure 4. Kaplan-Meier plots of G. mellonella survival after injection of different inoculum sizes of P.

brasiliensis strain Pb339. C(PBS) control group was inoculated with PBS. n = 10 larvae per group

Virulence assay in Galleria mellonella with different Paracoccidioides strains

P. brasiliensis strains present homogenous virulence rates against G. mellonella
larvae (Figure 5a). Among 24 larvae inoculated with T15LN1 strain, 20 had died within three
weeks after infection. Pb192 and Pb339, both P. brasiliensis isolates, killed 19 larvae in the
same period. Control groups (uninfected larvae and PBS-inoculated larvae) presented
lethality of 4 and 5 insects, respectively. All P. brasiliensis isolates reduced survival of G.
mellonella larvae compared with control groups (p<0.001).

Larval groups inoculated with P. lutzii isolates demonstrate distinct survival rates

(Figure 5b). While Pb8334 was the most virulent strain in this study compared to all other
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isolates (p<0.05) and to control groups (p<0.001), Pb01 was considered avirulent by our
data, presenting mortality rates similar to control groups. At the end of third week of
infection, Pb8334 inoculum had killed 22 larvae against 6 killed by Pb0O1. Surviving larvae in

all groups that became pupae were considered alive.
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Figure 5. Kaplan-Meier plots of G. mellonella survival after injection of different (a) P. brasiliensis and
(b) P. lutzii wild-type isolates. C(PBS) control group was inoculated with PBS, while C(NT) was not

inoculated. n = 24 larvae per group

Virulence assay in Galleria mellonella with PbGP43 knockdown strains

Transformants with higher levels of PbGP43 or PIP43 knockdown (311A1, for P.
brasiliensis and 412B2, for P. lutzii) had their survival Kaplan-Meier curves obtained in the G.

mellonella experimental model and compared with that plotted from their respective wild
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type (Figure 6). The strain 412B2 presented reduced virulence compared with its respective
wild type P. lutzii Pb8334 (p<0.05). By the end of the third week, Pb8334 had killed 22 larvae
versus 19 killed by 412B2 (Figure 6a). The larval group inoculated with P. brasiliensis
knockdown strain 311A1 did not differ statistically from the group inoculated with the
respective wild type Pb192. At the end of the period, Pb192 had killed 19 larvae against 18
killed by 311A1 (Figure 6b). Transformants of both species reduced survival of G. mellonella

larvae when compared with control groups that received PBS or no treatment (p<0.001).
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Figure 6. Kaplan-Meier plots of G. mellonella survival after infection with transformants knockdown
for (a) PIP43 in P. lutzii (412B2) and (b) PbGP43 in P. brasiliensis (311A1) compared to respective
wild-type isolates Pb8334 and Pb192. C(PBS) control group was inoculated with PBS, while C(NT) was

not inoculated. n = 24 larvae per group
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Paracoccidioides sp. reisolation from Galleria mellonella and conidial production

Reisolation of P. brasiliensis was obtained in fragments of G. mellonella larvae killed 4
days after infection with T15LN1 strain (Figure 7). Attempts to isolate P. brasiliensis
(knockdown strains) and P. lutzii (wild and knockdown strains) from infected G. mellonella
were negative by using both macerated and fragmented larvae.

The re-isolated T1I5LN1Gm (in reference to re-isolation in G. mellonella) presented a
decrease in conidial production when compared to original strain TI5LN1 (p<0.001). The
T15LN1 original strain produced 20.44+14.02 conidia per optical microscopic field, while
T15LN1Gm generated 5.50+2.52.

E
=

10 pm
Figure 7. P. brasiliensis TI5LN1 strain re-isolation from infected G. mellonella. (a) TI5LN1Gm growing
in a larvae fragment seeded in Mycosel™ after 23 days in culture; (b) microscopic aspect with

Lactophenol cotton blue staining.
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Discussion

We successfully achieved PIP43 and PbGP43 knockdown with a detectable level of
p43 and gp43 protein diminution, mainly in P. lutzii strain. The ATMT approach appears to be
an effective strategy to produce stable transformants in both species, as already observed
with other construction vectors, promoter regions and A. tumefaciens strains (Leal et al.,
2004; Almeida et al., 2007; Menino et al., 2012; Torres et al., 2013).

Our data reinforce Galleria mellonella larvae as a convenient experimental host for
evaluating virulence in Paracoccidioides spp., since they reflect the effects of inoculum size
and isolates, in concordance with results obtained with Aspergillus fumigatus (different
strains) (Reeves et al., 2004) and Cryptococcus neoformans (variable inoculum) (Mylonakis et
al., 2005). Furthermore, Thomaz et al. (2013) observed variation in mortality rates among
different P. lutzii inoculum sizes when larvae were maintained at 36.5°C, but did not note
this correlation when they were kept at 25°C. Our result confirms that 36.5°C is appropriate
for assessing Paracoccidioides spp. virulence since it represents the host temperature.
Progress in larval melanization, observed by Thomaz et al. (2013) was also noted throughout
our assay. Survival rates of G. mellonella reached zero in the experiments conducted by
Thomaz et al. (2013), even in control groups. In our experiments, the larvae that become
pupae were considered alive, an event observed more frequently in control groups. The
inoculum of 4x10° yeasts resuspended in 20ul of PBS appears to be adequate for comparing
different strains, since higher concentrations may present operational troubles, such as
agglomerate formation and syringe blocking.

Paracoccidioides spp. virulence is a strain-specific characteristic, varying among
isolates from the same species. In addition, the biological moment of the strain (subculturing
intervals, laboratory maintenance time, culture medium employed) also might be
particularly important for determining virulence. For instance, the Pb01, a clinical P. lutzii
strain that has been maintained in laboratory for a considerable time, was shown to be
avirulent in the present study. Differences in virulence level had already been reported with
the same isolate in different studies with other experimental models (Carvalho et al, 2005;
Kurokawa et al., 2005; Macoris et al., 2006; Castilho et al., 2014). Our results suggest that

virulence levels are more variable among P. lutzii strains than among P. brasiliensis strains.
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Using aRNA technology, we observed that PIP43 influences on P. lutzii virulence in G.
mellonella experimental model, as previously described for PbGP43 in P. brasiliensis in
murine and macrophage models (Torres et al., 2013). Despite sequence variation (Moraes et
al., 2000; Leitdo et al., 2014) and fluctuation in its expression levels (Batista et al., 2010;
Machado et al., 2013), p43 must present some important virulence proprieties in P. lutzii
isolates, even in a different manner of gp43 for P. brasiliensis. Different genotypes or cryptic
species with similar lifestyle might present distinct viruluence factors as observed in relation
to the AGS1 gene in H. capsulatum (Edwards et al., 2011). Decrease in virulence levels was
not observed in P. brasiliensis transformant herein, probably due to the high production of
gp43 protein in contrast with mRNA reduction. Genomic knockout of PbGP43 would be more
convenient to evaluate this question. Our results, in addition to the findings of Torres et al.
(2013), indicate that PIP43 as well as PbGP43 are virulence factors and potential therapeutic
targets for gene therapy in the entire Paracoccidioides genus.

This is the first report of P. brasiliensis re-isolation from experimentally infected G.
mellonella. As the larvae have not been maintained in a sterile environment and
Paracoccidioides sp. grow slowly on culture media, contamination frequently appears on
plates. However, it is demonstrably possible to re-isolate Paracoccidioides spp. from infected
G. mellonella larvae, mainly by seeding the insect fragments around 4 days after infection,
when they are usually still alive, but presenting clear signs of infection (increasing
melanization and impaired motility). Curiously, G. mellonella passage appears to decrease P.
brasiliensis conidial production, a virulence indicator associated with the mycelial phase,
probably in response to epigenetic regulation. Additional experiments should be carried out

to elucidate this aspect.
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Conclusoes

- Galleria mellonella ¢ um modelo de experimentagdo alternativo adequado para
avaliacdo de viruléncia em Paracoccidioides spp. uma vez que responde bem ao efeito tanto

de concentragao de indculo como de isolado utilizado.

- Os niveis de viruléncia em larvas de G. mellonella entre isolados de P. brasiliensis

mostraram-se mais homogéneos e intermediarios do que entre os isolados de P. lutzii.

- O nivel de viruléncia em Paracoccidioides spp. ¢ uma caracteristica individual de

cada isolado e de seu momento bioldgico.

- P. brasiliensis pode ser reisolado apos infeccdo em G. mellonella, o que pode ser

empregado em estudos de mudancas epigenéticas associadas a infecgao.

- O emprego de ATMT possibilitou obter transformantes P. brasiliensis e P. lutzii
silenciados para os genes PbGP43 e PIP43 com diminui¢do da expressdo do mRNA ¢ das

proteinas gp43 e p43.

- A proteina p43 possui importancia no processo de viruléncia de P. lutzii, bem como

demonstrado anteriormente para a gp43 em P. brasiliensis.
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Material suplementar

‘ ‘ lcm
c d

1cm 1cm

Arquivo suplementar 1. Diferentes estagios da traca grande de cera Galleria mellonella
obtidas em criagdo estabelecida no biotério do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu/UNESP e utilizadas nesse estudo a) ovos; b) larva dos ultimos

instares; c) pupa, retirada do casulo; d) larva morta melanizada.
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Arquivo suplementar 2. Mapa do plasmideo pCR498, utilizado para inser¢do das sequéncias
silenciadoras de PbGP43 e PIP43, com suas regides promotoras, matrizes de leitura e sitios

de restrigao.
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Arquivo suplementar 3. Gel de agarose com produto de PCR para amplifica¢do de diferentes
regides do PbGP43 e PIP43, com primers desenhados de acordo com a sequéncia de PbGP43.
Apos digestdo com enzimas de restri¢do, os fragmentos purificados das linhas 2, 3 e 4 foram
inseridos no plasmideo pCR498. Linha 1 — marcador molecular 100bp; linha 2 — DNA de
Pb339 (P. brasiliensis), primers agplF ¢ agplR; linha 3 — DNA de Pb339, primers agp2F ¢
agp2R; linha 4 — DNA de Pb339, primers agp3F e agp3R; linha 5 — DNA de Pb8334 (P.
lutzii), primers agplF e agplR; linha 6 — DNA de Pb8334, primers agp2F e agp2R; linha 7 —
DNA de Pb66, primers agp3F e agp3R; linha 8 — controle negativo da reagéo.

Arquivo suplementar 4. Gel de agarose com produto de PCR para amplificagdo de diferentes
regioes do PIP43 de 8334, com primers desenhados de acordo com a sequéncia de PIP43.
Apos digestdo com enzimas de restricao, os fragmentos purificados das linhas 2 e 3 foram
inseridos no plasmideo pCR498. Linha 1 — marcador molecular 100bp; linha 2 — DNA
primers agp4F e agp4R; linha 3 — primers agpSF e agp5R; linha 4 — controle negativo da

reacao.
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T#1 2#1 2#2 2#3 3#H1 AH1 A#H2 5#1 5#2 5#3

Arquivo suplementar 5. Gel de agarose com produtos de PCR (confirmatorio) para
amplificagdo de diferentes regides do PbGP43 inseridas no plasmideo pCR498, clonado em
E. coli. Marcador molecular de 1kb. Amostra 1#1 — primers agplF e agplR (296pb);
amostras 2#1, 2#2 e 2#3 — primers agp2F e agp2R (402pb); amostra 3#1 — primers agp3F e
agp3R (683bp); amostras 4#1 e 4#2 — primers agp4F e agp4R (386pb); amostras 5#1, 5#2 e
5#3 — primers agp5F e agp5R (128pb).

Arquivo suplementar 6. Gel de agarose com produtos de PCR (confirmatério) de diferentes
amostras com os primers hphF e hphR para amplificagdo de por¢ao de 990pb do gene hph,

presente no plasmideo pCR498, clonado em E. coli. Marcador molecular de 1kb.
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C+  1#1#1 1#1#2 28#2#1 2#2#2 3H1#1 3#H1H#2 4H1#1 4H1#2 S5HI1H1 SH1#H2

Arquivo suplementar 7. Gel de agarose com produtos de PCR (confirmatério) para
amplificacdo de diferentes regides do PbGP43 inseridas no plasmideo pCR498, apos
transformag@o de A. tumefaciens. Marcador molecular de 1kb. Amostra C+, controle positivo
— pCR498 clonado em E. coli, primers agplF e agplR (296pb); amostras 1#1#1 e 1#1#2 —
primers agplF e agplR (296pb); amostras 2#2#1 e 2#2#2 — primers agp2F e agp2R (402pb);
amostras 3#1#1 e 3#1#2 — primers agp3F e agp3R (683bp); amostras 4#1#1 e 4#1#2 —
primers agp4F e agp4R (386pb); amostras 5#1#1 e 5#1#2 — primers agp5F e agp5R (128pb).
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Arquivo suplementar 8. Transformantes de P. brasiliensis, obtidos apos ATMT, recultivados
em meio BHI dgar com 75mg/mL de higromicina B. O isolado selvagem Pb192 esta cultivado
na primeira placa da esquerda para a direita, ndo apresentando crescimento. Apenas 1 isolado
na segunda placa, 1 na quarta e 3 na quinta placa confirmaram-se Hyg® (espalhamento da

colonia e verso enegrecido) na concentragdo de higromicina B supracitada.

Arquivo suplementar 9. Transformantes de P. lutzii obtidos apos ATMT, recultivados em
meio BHI 4gar com 75mg/mL de higromicina B. O isolado selvagem 8334 est4 cultivado na
primeira placa da esquerda para a direita, ndo apresentando crescimento. Todos os 9
transformantes confirmaram-se Hyg® (espalhamento da colonia e verso enegrecido) na

concentragdo de higromicina B supracitada.
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Arquivo suplementar 10. Valores de Ct (Threshold de 0,3) obtidos em duplicata em RT-qPCR

com o emprego de primers para amplificagdo de PbGP43 ¢ TUB (gene normalizador) nas

amostras de cDNA de Paracoccidioides brasiliensis transformantes. O valor de 2”(delta delta

Ct) de cada amostra corresponde ao nivel de expressao de PbGP43 comparado ao isolado

selvagem Pb192.

Amostras Ct PbGP43 Ct TUB2 Ctqgp CtTUB2 delta Ct delta delta Ct 2A (delta delta Ct)

ladupl. 2adupl. ladupl. 2adupl.
Pb192 22,32 22,2 17,91 18,01 22,26 17,96 -4,3 0 100%
111B4 25,2 25,72 18,2 18,52 25,46 18,36 -7,1 -2,8 14%
221A1 35,71 - 22,42 23,61 - 23,015 - - -
311A1 27,92 29,14 20,6 20,56 28,53 20,58 -7,95 -3,65 8%
311A4 25,34 24,97 19,4 19,35 25,155 19,375 -5,78 -1,48 36%

Arquivo suplementar 11. Valores de Ct (Threshold de 1,0) obtidos em duplicata em RT-qPCR

com o emprego de primers para amplificagdo de PIP43 ¢ TUB (gene normalizador) nas

amostras de cDNA de Paracoccidioides lutzii transformantes. O valor de 2”\(delta delta Ct) de

cada amostra corresponde ao nivel de expressio de PbGP43, quando comparado com o

isolado selvagem 8334.

Amostras Ct PIP43 Ct TUB2 Ctqgp CtTuB2 delta Ct

delta delta Ct

27 (delta delta Ct)

ladupl. 2adupl. ladupl. 2adupl.

8334 23,57 24,32 18,51 18,89 23,945 18,7 -5,245
411A2 26,99 26,65 21,82 21,97 26,82 21,895 -4,925
411B1 27,01 26,96 21,22 21,42 26,985 21,32 -5,665
412A2 23,9 24,53 19,28 20,35 24,215 19,815 -4,4
412A3 21,42 21,12 17,14 17,59 21,27 17,365 -3,905
412B1 22,3 22,98 17,65 17,44 22,64 17,545 -5,095
412B2 27,97 28,81 21,21 20,83 28,39 21,02 -7,37
512A2 24,81 25,31 19,88 19,5 25,06 19,69 -5,37

0,32
-0,42
0,845

1,34

0,15
-2,125
-0,125

100%
125%
75%
180%
253%
111%
23%
92%




