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1. Resumo

Leveduras do género Candida sdo consideradas os principais agentes de micoses
sist€émicas oportunistas, que aumentaram nas duas ultimas décadas, devido ao nimero cada
vez maior de hospedeiros com algum grau de comprometimento do sistema imune.
Diferentes espécies podem apresentar diferentes perfis clinico-epidemioldgicos, assim, um
maior conhecimento do perfil molecular € uma correta identificacdo dos isolados faz-se
necessaria. Com o sequenciamento de genomas completos de algumas espécies de
Candida, tornou-se possivel a descoberta e melhor compreensdo de algumas regides
génicas peculiares com importantes implicagdes evolutivas, biotecnoldgicas e de
desenvolvimento de novas opgdes terapéuticas. Dentre estas regides génicas, destacam-se
alguns elementos genéticos parasitas, dentre eles os inteins ou internal proteins,
descobertos recentemente e ainda pouco estudados em populagdes de Candida. Este
trabalho avaliou a ocorréncia dos inteins nos genes VMA (ATPase vacuolar) e ThrRS
(treonil RNAt-sintetase) na populacdo de Candida de interesse médico (C. albicans, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata), possibilitando um maior conhecimento dos perfis
moleculares e filogenéticos dos isolados causadores de infec¢do em nossa regido. Foi
comprovado também que ambos os inteins aqui pesquisados apresentam um potencial
como marcador molecular para a identificagdo destas espécies, bem como as espécies

cripticas do complexo psilosis.
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2. Introducao

Descritos ha pouco mais de vinte anos, os inteins ou internal proteins, também ja
chamados de protein introns sdo conhecidos como elementos genéticos parasitas, pois
utilizam o maquindrio celular de replicacdo para se manter e, em alguns casos, se propagar na
populagdo. Sdo sequéncias de nucleotideos que se encontram dentro de genes extremamente
conservados e importantes, porém, diferente dos introns, s@o transcritos e traduzidos
juntamente com o fragmento hospedeiro para entdo serem excisados autocataliticamente,
permitindo a funcionalidade normal da proteina hospedeira ou extein (Gogarten et al., 2002).

Estes elementos apresentam importantes implicagdes evolutivas e possibilitam um
maior conhecimento de perfis moleculares e filogenéticos, podendo contribuir para a eficacia
dos tratamentos ja existentes para algumas infeccdes por leveduras do género Candida
causadoras de doencas, bem como na busca de novas alternativas terapéuticas. Outro fato
importante ¢ que o intein VMA, o mais estudado em fungos, estd presente em grande parte do
género Saccharomyces, sendo a Saccharomyces cerevisiae um organismo modelo para

pesquisa e importante na indudstria € na biotecnologia.
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Figura 1: Desenho esquematico da excis@o do infein da proteina hospedeira apds o

processo da tradugdo (Theodoro et al., 2009).

Existem trés tipos de infeins na natureza: os mini-inteins, os inteins bi-funcionais
(também conhecidos como /large-inteins ou full-lenght inteins), e os split inteins (Figura 2).
Os mini-inteins sdo constituidos de um dominio responsavel pelo splicing (excisdo) protéico
autocatalitico (dominio Spl) constituidos pelas por¢des N e C terminais. Os inteins bi-
funcionais apresentam o dominio splicing, sendo este separado por um dominio central
codificador de uma homing endonuclease (dominio HE) que confere ao intein mobilidade,
resultando na ocupacdo de alelos vazios e duplicagdo do elemento genético parasita (Liu,
2000). Os split-inteins constituem mini-inteins cujas partes N e C terminais estdo separadas,
flanqueando genes distintos. Apos a tradugdo, as por¢des N e C terminais se unem, sofrem o
splicing e ligam seus exteins em uma reagdo de trans-splicing protéico (Wu et al., 1998)

(Figura 2).
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Intein bi-funcional: p_gxtein N-Spl HE C-Spl| C-extein
Mini-intein: N-extein Spl C-extein
Split intein: N-extein | N-Spl + C-Spl | C-extein

Figura 2: Desenho esquematico dos trés tipos de inteins encontrados na natureza.

Segundo a base de dados disponivel na internet, o /nBase (base de dados de inteins)
(http://www.neb.com/neb/inteins.html), a ocorréncia deste elemento genético é observada nos
trés grandes dominios de vida: Eucariotos, Bactéria e Archaea (Perler, 2000). Geralmente os
inteins sdo encontrados em sitios conservados de genes constitutivos e importantes para a
sobrevivéncia ou reproducdo do organismo hospedeiro, tais como genes codificadores de
enzimas metabolicas, DNA e RNA polimerases, proteases e outros. Isso acontece, pois a
ocorréncia dos inteins preferencialmente em regides conservadas diminui a chance de
eliminagdo destes elementos, uma vez que a remog¢ao do intein deve ser precisa a ponto de
ndo alterar a fun¢do da proteina hospedeira (Liu, 2000). Quando inteins ocupam exatamente
0 mesmo sitio em um mesmo gene eles sdo referidos como inteins alélicos, mesmo que
presentes em organismos de diferentes espécies (Butler et al., 2006). Mais de 130 infeins ja
foram descritos e estdo distribuidos dentre aproximadamente 34 proteinas hospedeiras com
fungdes distintas (Perler, 2000). Alguns infeins estdo presentes em organismos
filogeneticamente distantes, como ¢ o caso do intein do gene DnaB que ocorre tanto em uma
cianobactéria fotossintética como no termoéfilo marinho heterotréfico Rhodothermus marinus

(Liu & Hu, 1997). Devido aos inumeros projetos genomas, novos inteins vém sendo
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continuamente descobertos, sendo de extrema importancia o uso de uma nomenclatura pratica
para designa-los. Assim, os inteins s@ao nomeados segundo o organismo € a proteina
hospedeira, por exemplo, Ctr ThrRS representa o infein que ocorre na proteina ThrRS da
espécie Candida tropicalis.

Os HEs também possuem uma nomenclatura apropriada, sempre comeg¢ando com a
sigla I (Insertion) para HE que ocorrem em introns e PI (Protein Insertion) para relaciond-las
ao intein, seguidas pelas trés letras que designam a espécie € um numeral romano que
especifica diferentes endonucleases presente no organismo (Perler, 2000). Assim, por

exemplo, PI-Ctrl designa o HE presente no infein ThrRS de C. tropicalis.

3. Dominio Splicing

O termo Splicing protéico esta associado aos inteins desde 1994. O dominio Spl é
dividido em blocos de aminoacidos conservados: A e B para a por¢do N-Spl (a letra N refere-
se ao amino-terminal) e F e G, da parte C-Spl, na regido carboxi-terminal. O bloco A inicia a
por¢do N-terminal, geralmente com um residuo de cisteina ou serina, o B esta a 60-90
aminodcidos do N-terminal e contém geralmente um motif Thr-x-x-His. Esta histidina ¢ o
residuo mais conservado nos inteins. O bloco F precede o G, o qual contém o dipeptideo C-
terminal His-Asn e o nucledfilo +1 do C-extein. A serina, cisteina e treonina no C-extein sdo
aminoacidos envolvidos na reac¢do de splicing protéico do intein, juntamente com a cisteina
ou serina do bloco A, asparagina da por¢cdo C-terminal do intein e as duas histidinas
conservadas (uma no N-Spl e outra no C-Spl)-terminal (Figura 3). De forma geral, observa-se

um padrio de motifs de aminoacidos com fungdes similares (Perler, 2008).
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Figura 3: Desenho esquematico do dominio splicing, modificado do I/nbase (Perler,
2002). Em letra maitscula estdo os aminodcidos conservados na maioria dos inteins, em
minuscula estdo aminodcidos presentes em inteins polimorficos que devem possuir

mecanismos alternativos de splicing protéico.

Basicamente o splicing protéico envolve quatro passos (Gogarten et al., 2002)
(Figura 4):

1) a jungdo N-terminal do dominio Spl com o N-terminal do extein € ativado por uma
troca N-O ou N-S resultando em um intermediario ester ou tioester. Consequentemente a
porcdo N-extein se liga ao oxigénio da serina ou ao enxofre da cisteina do N-Spl.

2) Transesterificacdo: a clivagem do ester na jungdo N-terminal ocorre através de um
“ataque” do residuo nucleofilico localizado na jun¢do C-terminal resultando em uma proteina
intermediaria ramificada.

3) A clivagem procede através da circularizagdo da asparagina da por¢do C-terminal
causando a excisdo do intein e splicing dos dois exteins por uma ligacdo ester. Muitos inteins
tém uma glutamina ao invés de asparagina no C-Spl, sugerindo que a clivagem pode ocorrer
via um intermediario aminoglutarimida e ndo aminosuccinimida.

4) Ligacdo peptidica espontanea ligando as por¢cdes N e C terminais do extein,

constituindo uma proteina funcional.
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Observa-se que o dominio Spl sofre uma selecdo conservadora, ou seja, a razdo entre
substitui¢des sinonimas € nao-sindnimas (dS/dN) ¢ maior que 1, uma vez que mutagdes nao
sindbnimas podem prejudicar a funcdo splicing do intein que, mantendo-se na proteina
hospedeira, inibe o funcionamento normal da mesma podendo levar o organismo hospedeiro a

morte ou inibindo seu crescimento ou reproducdo (Butler et al., 2006).
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Figura 4: Passos envolvidos no splicing protéico do intein, segundo Inbase (Perler 2002).
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4. Dominio Homing Endonuclease e o ciclo homing

Alguns inteins podem conter o dominio Homing endonuclease adicionados ao
dominio Spl, dando ao intein mobilidade, resultando na ocupag¢do de alelos vazios e
duplica¢do do elemento genético parasita (Liu, 2000). Ou seja, o dominio HE ¢ capaz de
reconhecer um sitio especifico na fita de DNA correspondente a um alelo sem o infein, este
sitio € clivado e o alelo que contem o infein serve de molde para o reparo, transformando o
organismo heterozigoto para o infein em homozigoto, possibilitando uma heranga Super-
Mendeliana (Burt & Koufopanou, 2004). No caso do intein VMA de S. cerevisiae, de um
cruzamento HE" X HE’, ao invés de 50% da F1 ser HE', como esperado em uma heranca
Mendeliana classica, esta porcentagem chega aos 70, 90 e até 100% de HE" (Burt &
Koufopanou, 2004), sendo, portanto notdvel a rapidez com a qual os “large-inteins” fixam-se
nas populagdes.

Em geral o sitio de reconhecimento da homing endonuclease ¢ especifico e unico,
porém, Posey et al (2004) ao estudarem a atividade de endonucleases provenientes do intein
presente no gene VMA (codificador da ATPase vacuolar) de 12 espécies de leveduras do
género Saccharomyces, observaram que somente trés endonucleases eram ativas e destas, a
PI-Scal (proveniente da espécie S. cariocanus) ¢ mais eficaz no corte do sitio de
reconhecimento do VMA de S. cerevisiae do que de seu proprio VMA. Os autores
reforcaram, com estes dados, a adaptagdo do infein VMA para a transferéncia horizontal.

Estas enzimas raras estdo presentes nos trés grandes dominios de vida, em diferentes
compartimentos celulares, e podem ocorrer de forma livre no genoma, porém a maioria delas
estd presente em introns ou inteins. Endonucleases presentes em introns do grupo I e em
inteins criam uma quebra dupla na fita de DNA (double-strand break) induzindo um processo
de recombinagdo dependente de DNA no qual o alelo contendo o intron ou intein serve de

molde para o reparo do alelo vazio (Lambowitz & Zimmerly, 2004).
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As homing endonucleases sdo classificadas em quatro familias distintas, sendo
caracterizadas pelos seus motifs conservados: LAGLIDADG, GIY-YIG, His-Cys box ¢ HNH.
(Belfort et al., 2008). Porém as endonucleases da familia LAGLIDADG sao as mais comuns €
estdo divididas nos blocos C, D, E e H, geralmente conservados nos inteins bi-funcionais
(Liu, 2000) (Figura 3). Seus hospedeiros incluem genomas de plantas, cloroplastos de algas,
fungos, mitocondrias de protozoarios, bactérias e Archaea (Dalgaard et al., 1997). Uma razao
para a ampla distribuicdo filogenética destas endonucleases ¢ a sua capacidade de invadir
diferentes tipos de sequéncias intercalantes, como introns do grupo I, introns de Archaea e
inteins (Belfort & Roberts, 1997). Em geral, o sitio de reconhecimento destas endonucleases
varia de 18 a 22 pares de base. Elas clivam as duas fitas do DNA gerando pontas coesivas de
quatro nucleotideos na por¢do 3°. Como todas as nucleases, as endonucleases da familia
LAGLIDADG necessitam de cations divalentes para sua atividade (Belfort et al., 2008).
Estudos estruturais também demonstraram que existem dois residuos de aspartatos
considerados essenciais para o funcionamento das homing endonucleases da familia
LAGLIDADG, correspondentes as posigoes Asp218 e Asp326 do intein Sce VMA. Estes
aspartatos parecem estar diretamente envolvidos na quebra da dupla fita (Gimble & Stephens,
1995; Posey et al., 2004; Koufopanou & Burt, 2005).

Inteins sao chamados de elementos genéticos parasitas, pois, ao que tudo indica, ndo
trazem nenhum aumento do valor adaptativo aos organismos que o possuem e sua fixa¢do na
populagdo ndo esta relacionada a um aumento do fitness do organismo, mas sim ao processo
de homing e de transferéncia horizontal. Um gene egoista ¢ aquele que aumenta a sua chance
de perpetuagdo em consequéncia do aumento do valor adaptativo do seu hospedeiro e, nesse
caso isso ndo ocorre. Desta forma podemos considerar os infeins como genes “mais egoistas”
que os demais, pois se proliferam na populacdo sem trazer beneficio algum e, por ndo

diminuirem o fitness do organismo hospedeiro, ja que se retiram da proteina hospedeira pelo



Revisdo de Literatura

processo de splicing protéico, driblando a Selecdo Natural atuante no fendtipo. (Gogarten et
al., 2002, Theodoro et al., 2009).

Por ocorrerem em regides conservadas estas proteinas hospedeiras possuem func¢do
vital na célula, sendo que qualquer mudanga, como uma substituicdo ou uma deleg¢do/inser¢ao
poderia inviabilizar sua fungdo. Em uma perspectiva evolutiva é esperado o questionamento a
respeito das forgas seletivas que atuaram e continuam atuando para o atual cenario da
distribuicdo dos inteins em suas proteinas hospedeiras. Muito ja foi especulado a este respeito
(Liu, 2000; Pietrokovski, 2001).

Uma ideia ¢ a de que os inteins, nestas regides, foram selecionados ao longo do
tempo, pois como a sequéncia hospedeira é altamente conservada eles ndo poderiam ser
facilmente deletados, pois como ja mencionado qualquer mudanga nas sequéncias hospedeiras
sofreria uma selecdo negativa, ndo se disseminando na populagdo, ja que se tratam de
proteinas vitais. Outro ponto bastante relevante ¢ o fato de que a fungdo homing dos inteins
bi-funcionais funciona por reconhecimento de sitio especifico para a agdo da endonuclease e
somente regides conservadas manteriam intactos estes sitios ao longo das geragdes.
Sequéncias de maior taxa de mutagdo teriam maiores chances de se tornarem “imunes” aos

inteins (Perler et al., 1997; Gogarten et al., 2002; Theodoro et al., 2009).

10
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Figura 5: Processo de homing. SR: sitio de reconhecimento especifico da

endonuclease, HEG: homing endonuclease gene.

Alguns inteins se encontram dispersos de forma horizontal (ou seja, entre espécies
distintas ao invés de se propagar verticalmente pela reprodugdo sexuada e heranca dos
caracteres) entre as diferentes espécies e entre genes hospedeiros das mais variadas fung¢des,
garantindo uma ampla distribui¢do filogenética (Perler, 2000). Os inteins hoje conhecidos
estdo distribuidos em aproximadamente 30 proteinas hospedeiras de fungdes distintas, muitos
se repetem em organismos diferentes e, de certa forma, distantes, filogeneticamente (Liu,
2000). Evidéncias de transferéncia horizontal foram obtidas especificamente a partir de alguns
inteins. Por exemplo, o intein DnaB pode ser encontrado em duas espécies remotamente
relacionadas: uma cianobactéria fotossintética e um termoéfilo heterotréfico marinho
(Rhodothermus marinus) (Liu & Hu, 1997). Quanto a transferéncia vertical, alelos sem e

alelos com o intein se encontram na reprodugdo sexuada, o que propicia o processo de

11
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homing. Isto ja foi constatado experimentalmente pela re-introdugdo de um alelo livre do
intein VMA em Sacharomyces cerevisiae. Apos as meioses todos os alelos VMA continham o
intein (Gimble & Thorner, 1992).

A frequéncia dos inteins HE, parece aumentar e diminuir de forma ciclica na
populagdo. A partir do momento que o infein ocupa um “alelo vazio” ele se propaga
rapidamente na populagdo podendo ser fixado na mesma. Porém, uma vez que este alelo esta
fixado, ndo existe mais uma sele¢do para o funcionamento da endonuclease, este elemento
pode entdo se degenerar na populagdo por substituicdes e delegdes que podem se fixar na
populagdo por simples deriva genética, deixando assim novos sitios vazios que voltardo a ser
ocupados, restabelecendo o ciclo de invasdo, perda e re-invasdo (Figura 6) (Burt &
Koufopanou, 2004).

Entretanto, uma recente analise de infeins bi-funcionais sugerem que o dominio HE
pode, em alguns casos, persistir ao longo do tempo evolutivo nas popula¢des devido a varias
razoes, dentre as quais estariam estruturas populacionais complexas que previnem a fixacao
do HE, um balanco entre a dispersdo do HE e uma possivel diminuicdo do fitness do
organismo hospedeiro.

Pode ocorrer até¢ mesmo a manutengdo desses elementos devido a aquisicdo de novas
fungdes que acabam aumentando o fitness do organismo (Gogarten & Hilario, 2006). Alias,
acredita-se que alguns inteins tenham evoluido de uma condicao parasitica para uma condi¢ao

funcional, sendo positivamente selecionados devido a um eventual beneficio trazido pelo HE.

12
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Figura 6: Esquema de invasdo, fixacdo, degeneracdo e re-invasdo do infein na

populagdo.

Um exemplo disso ¢ a endonuclease HO de leveduras, responsavel por uma
conversdo de gene que resulta em uma troca do mating type (tipo sexual) de leveduras (Liu,
2000). Esta endonuclease possui grande similaridade com o intein VMA de S. cerevisiae,
incluindo regides conservadas relacionadas a atividade de splicing, embora a HO ndo possua
de fato a capacidade de se auto-remover. A presenca de um dominio Spl inativo € visto como
um forte indicativo de que esta endonuclease responsavel pela troca de mating type tenha
evoluido a partir de um ancestral intein (Gogarten et al., 2002).

A endonuclease HO inicia, durante a meiose, um evento de conversdo génica do
mating type, catalisando a quebra da dupla fita de DNA no locus MAT do cromossomo da
levedura, este locus tem aproximadamente 2400 pares de bases. As sequéncias que de fato
definem o mating type Ya e Yo possuem cerca de 650 e 750 pares de base, respectivamente e

sdo flanqueadas pelas sequéncias W, X, Z1 e Z2. Quando ocorre quebra na fita de DNA, pela

13
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endonuclease HO, o maquindrio de reparo da dupla fita usa como sequéncia molde ou
“doadora” as sequéncias HMLo e HMRa. Estas sequéncias ndo sdo expressas, elas estdo
mantidas silenciadas, em um estado heterocromatico (lembrando que, em geral, sequéncias
presentes na heterocromatina se encontram mais condensadas, ndo estando disponiveis para
transcricdo) pela ag¢do de histonas e proteinas acessorias recrutadas por sequéncias
regulatodrias silenciadoras (E e I) proximas as sequéncias doadoras. A clivagem ¢ feita no sitio
Z1. Os loci doadores ndo podem ser clivados. A preferéncia por sequéncia doadora ¢
governada pela sequéncia RE que controla a eficiéncia de recombinac¢do ao longo de todo

brago esquerdo do cromossomo III de S. cerevisiae (Figura 7) (Haber & Wolfe, 2005).

Figura 7: Troca do mating type em S. ceresiae, catalisada pela endonuclease HO.

14
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5. Inteins em leveduras do género Candida

As leveduras deste género pertencem a ordem Saccharomycetales (filo Ascomycota:
subfilo Saccharomycotina: classe Saccharomycetes) que corresponde a um grupo
monofilético, no qual aproximadamente 1000 espécies foram descritas. As leveduras desta
ordem podem viver associadas a plantas e animais, ¢ na maioria das vezes se reproduzem
assexuadamente, por brotamento. Sdo de extrema importancia na industria € em processos
biotecnoldgicos, atuando no processo fermentativo de produgdo de alcool e na panificacio
(Suh et al., 2006).

A espécie Saccharomyces cerevisiae é responsavel pelos processos acima citados e
sdo cultivadas em destilarias para a producéo de etanol a partir do a¢ticar da cana e também na
fabricacdo de paes. Assim, é de extrema importancia para a produ¢do de alcool (alcool
combustivel e bebidas alcodlicas) e outros produtos de grande interesse industrial. Além
disso, é tida como organismo modelo para pesquisa, pois ¢ de facil manutengdo em
laboratorio e seu conhecimento biologico é bem desenvolvido, pois seu genoma ja foi
sequenciado e encontra-se numa base de dados para espécies de Saccharomyces
(Saccharomyces Genome Database, http://www.yeastgenome.org/; Suh et al., 2006). Outro
aspecto interessante das leveduras Saccharomycetales ¢ sua histéria evolutiva, na qual
ocorreram dois eventos importantes, um deles foi a duplicacdo do genoma de espécies do
clado WGD (whole-genome duplication) que ocorreu hd mais de 100 milhdes de anos, e o
outro ¢ que algumas espécies traduzem o codon CUG como serina ao invés de leucina,
formando um outro ramo chamado de clado CTG (Wang, H. et al., 2009).

Segundo Perler (2002), o intein VMA, um dos mais estudados em fungos estd
presente na maioria das leveduras do género Saccharomyces (tais como: Saccharomyces

castellii, Saccharomyces cariocanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces dairenensis,
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dentre outras), Zygosaccharomyces ¢ em algumas espécies do género Candida. Este intein é
bi-funcional, (seu dominio homing corresponde a familia LAGLIDADG) porém, pode-se
encontrar degenerado em algumas espécies. O infein VMA ocorre no gene da ATPase
vacuolar, codificando uma proteina que transporta ions H+ para organelas como lisossomos e
endossomos, acidificando o interior dos mesmos. Uma vez silenciado o gene VMA, foi
demonstrado que S. cerevisiae pode sobreviver em pH 5.0, porém ndo em pH 7,5 (Yamashiro
et al, 1990). Tanto espécies do género Saccharomyces, quanto C. glabrata, que s@o
pertencentes ao clado WGD, possuem o intein VMA, porém ndo se sabe se isso estd
diretamente relacionado com o evento de duplicagdo do genoma destas espécies.

A ordem Saccharomycetales também ¢ composta por fungos oportunistas, que
podem causar infec¢do no homem e em animais, sendo as espécies do género Candida, que
tém emergido como importantes agentes de infec¢des oportunistas prevalentes, podendo
disseminar-se na corrente sanguinea, principalmente, em individuos com a imuninade
comprometida, incluindo portadores do HIV, pacientes com cancer submetidos a
quimioterapia, transplantados em terapia imunossupressora ¢ pacientes com diabetes
avangada (Richardson, 2005; Aperis et al., 2006).

Nas ultimas décadas, a incidéncia das candidemias aumentou substancialmente em
todo o mundo (Saha et al., 2008), e atualmente essas infec¢des tém emergido como os
maiores responsaveis pela morbidade (taxa de portadores da doenca em relagdo a populagdo
total estudada) e mortalidade em pacientes imunocomprometidos (Pfaller et al., 2000, 2008;
Girao et al. 2008,) e pacientes submetidos a hemodialise (Pyrgos et al., 2008).

Por estarem associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade, as candidemias
podem prolongar o tempo de internagdo desses pacientes, tornando-os mais expostos a novas
infeccdes (Girao et al., 2008). Pacientes que necessitam de procedimentos hospitalares

invasivos estdo em constante risco para o desenvolvimento dessas infec¢des. As unidades de
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terapia intensiva apresentam predilecdo para este tipo de infecg¢do, devido a maior
concentragdo de pacientes expostos aos fatores de risco, (Rotstein, 2008; Girao et al., 2008).

A maioria dessas infec¢des € adquirida por via endogena, precedida pela colonizagdo
e deslocamento do microrganismo através do trato gastrintestinal do hospedeiro, mas
ocasionalmente podem ocorrer infec¢des exdgenas (Cole et al., 1996; Nucci & Anaisse, 2001,
Rotstein, 2008), através do contato das maos de profissionais da saude em pacientes
portadores de cateter venoso central, implante de proteses contaminadas, bem como pela
administracdo parenteral de solugdes contaminadas (Pfaller et al., 1995; Wenzel, 1995).

Atualmente, varias espécies de Candida estdo implicadas em micoses superficiais ou
invasivas de seres humanos (Dignanni et al., 2003). As principais espécies de interesse clinico
sdo: C. albicans, C. parapsilosis (complexo de trés espécies cripticas (C. parapsilosis, C.
metapsilosis € C. ortopsilosis) C. tropicalis, C. glabrata e C. guilliermondii (Coleman et al.,
1998).

Algumas espécies de Candida apresentam o intein VMA, como C. glabrata e C.
tropicalis, sendo estes bi-funcionais, porém, o dominio HE (pertencente a familia
LAGLIDADG) encontra-se degenerado em ambas.

A espécie C. tropicalis carrega adicionalmente outro intein, ndo alélico, no gene
threonil-tRNA sintetase (CtrThrRS), também presente na espécie C. parapsilosis
(CpaThrRS). O dominio HE parece estar altamente degenerado (provavel fase de degeneragao
e perda da fun¢do homing) em C. tropicalis e ndo existir em C. parapsilosis, sendo este um
mini-intein (CZ284364, InBase). Este intein ocorre no gene thrRS (theonil-RNAt-sintase),
que codifica uma aminoacil-RNAt-sintetase, responsavel por acoplar a treonina ao RNAt com
o anticodon correspondente, sendo necessario para a sintese protéica e, portanto, para a

sobrevivéncia do microrganismo (Alberts et al., 2002).

17



Revisdo de Literatura

Segundo Perler (2002), a espécie Debaryomyces hansenii, (C. famata em sua fase
anamorfica) apresenta o intein VMA, carregando adicionalmente outro intein, ndo alélico, no
gene GLTI1, responsadvel pela sintese do glutamato, sendo portando, assim como o theonil-
RNAt-sintetase, necessario para a sintese protéica (Alberts et al., 2002). O intein GLTI
também esta presente em Pichia guilliermondi (C. guilliermondi em sua fase anamorfica). Os
inteins DhanGLT1 e PguGLT1 sdo bi-funcionais e pertencentes a familia LAGLIDADG
(Perler, 2002).

As sequéncias destes inteins estdo depositadas no banco de dados Inbase
(http://www.neb.com/neb/inteins.html) porém, estes elementos genéticos foram pouco
estudados no que se refere a uma avaliagdo populacional mais ampla, uma vez que em alguns

casos pode-se encontrar individuos da mesma espécie com e sem o intein.

6. Uso de inteins em analises filogenéticas

Nos ultimos anos, técnicas de sequenciamento de DNA e de bioinformatica vém
sendo aprimoradas e com isso, sequéncias génicas e genomas completos sdo rapidamente
gerados e depositados em bancos de dados como GenBank, Broad Institute, Sanger Institute e
outros, facilitando assim a correta identificagdo de micro-organismos, possibilitando a
realizacdo de métodos de tipagem molecular como Pulse-field, RAPD, RFLP, entre outras.
Mesmo nesta fase, po6s-gendmica, a definicdo e o reconhecimento de “espécie” sdo tidos como
grandes desafios.

Inteins, em especial os bi-funcionais, podem constituir uma fonte promissora de

informagao filogenética, pois apresentam um maior polimorfismo de sequéncia no dominio
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HE do que no dominio Spl devido a uma sele¢cdo mais “frouxa”, especialmente no caso do HE
ndo estar mais ativa (Gogarten & Hilario, 2006).

Estudos filogenéticos usando inteins sdo facilitados devido a localizagdo deste
elemento parasita em genes altamente conservados, como por exemplo, o thrRS,
possibilitando assim o desenho de primers para sua amplificagdo por PCR seguido de seu
sequenciamento. Desta forma, Butler & Poulter (2005) distinguiram duas variedades de
Cryptococcus: neoformans e gattii, além disso, o sequenciamento destes mini-inteins
evidenciaram a divisdo do C. gattii em quatro subtipos, sugerindo que o C. gattii poderia se
tratar de um grupo em especiagdo. Estas leveduras encapsuladas sdo capazes de causar sérias
infecgdes tanto em pacientes imuno comprometidos como também em imuno competentes.
As variedades grubii (sorotipo A), neoformans (sorotipo D) e gattii (sorotipos B e C) foram
inicialmente designadas segundo diferencas antigénicas do polissacarideo capsular e isto foi
posteriormente confirmado por analises moleculares (Ellis et al. 2000, Franzot et al. 1999,
Meyer et al. 1999). A variedade gattii recebeu, recentemente, o status de espécie, como
Cryptococcus gattii (Boekhout et al. 2001, Kwon-Chung et al. 2002).

Em uma abordagem semelhante, Theodoro et al (2008) realizaram a andlise
filogenética do intein PRP8 (presente em um gene codificador de uma proteina essencial para
a formagao do spliceossomo) em diferentes isolados de P. brasiliensis, pertencentes as quatro
diferentes espécies: S1, PS2, PS3 e P. [utzii. Constataram assim uma diferenca significante
entre o P. lutzii e as demais espécies, corroborando com as analises filogenéticas realizadas
por Carrero et al (2008) e Teixeira et al (2009) e comprovando que este elemento parasita
contem informagdo genética suficiente para separar as espécies de P. brasiliensis, sendo,
portanto um marcador genético adicional para este patdgeno. P. brasiliensis ¢ o agente

etiologico da paracoccidioidomicose (PCM), doenca caracterizada pelo desenvolvimento de
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lesdes granulomatosas com frequente evolucdo cronica, envolvendo pulmao, pele, membranas
mucosas e outros tecidos (Franco, 1987).

Apesar da ocorréncia comum de transferéncia horizontal, alguns infeins, cuja
distribuicdo parece indicar um sistema de heranga vertical, sdo usados em andlises
filogenéticas. Portanto, os inteins podem, em alguns casos, ser de grande utilidade em analises
filogenéticas que visam esclarecer a historia evolutiva e relagdes de parentesco entre espécies
ou variedades distintas. Nos casos acima descritos, tratam-se de fungos patogénicos, cujas
medidas de tratamento podem depender significativamente de uma melhor defini¢do sobre a

evolugdo e taxonomia dos mesmos.

7. Potencial alvo terapéutico

Os principais antifingicos disponiveis para o tratamento de micoses sistémicas,
como os derivados poliénicos e imidazodlicos, podem causar graves efeitos colaterais ao
hospedeiro, o que ¢ compreensivel pelo fato de que fungos sdo filogeneticamente mais
proximos de animais do que de vegetais. O fato de ndo haver inteins no genoma humano os
torna alvos terapéuticos potencialmente seguros.

Os inteins ThrRS, GLT1 e VMA das leveduras Saccharomycetales sdo, obviamente,
um potencial alvo terap€utico ja que se encontram em genes extremamente conservados
dentre os eucariotos, sendo que os dois primeiros sdo essenciais para a sobrevivéncia da célula
hospedeira, ¢ 0 VMA extremamente importante, mas nao vital, pois uma vez silenciado o
gene VMA, foi demonstrado que S. cerevisiae pode sobreviver em pH 5.0, porém ndo em pH
7,5 (Yamashiro et al., 1990). Uma vez inibido o splicing do intein, a proteina resultante nao
seria mais funcional, interrompendo assim a sobrevivéncia e proliferagdo da célula fingica.

Como os sitios de inser¢do destes inteins sdo conservados, a descoberta de uma droga que
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iniba o splicing protéico poderia ter um amplo espectro de ac¢do (Liu & Yang, 2004). Sendo
assim, o estudo do funcionamento do dominio Spl deste intein é de extrema importancia.

Theodoro et al (2011) avaliaram a atividade splicing dos inteins Bde PRP8, Epa
PRP8 e Pbr PRP8 (incluindo inteins das quatro espécies cripticas do complexo P.
brasiliensis, S1, PS2, PS3 e P. lutzii) inserindo o intein PRP8 no plasmideo de expressdo
pMST entre os sitios Xhol e Agel, sendo flanqueado por uma proteina ligadora de maltose
(maltose binding protein, MBP) no N-terminal e por uma tireodoxina no C-terminal. Western
blotting com anticorpo anti-tircodoxina identificou a proteina precursora e a excisada pelos
seus tamanhos deduzidos. Foi, portanto, possivel observar o splicing protéico em todos os
isolados fungicos.

A fim de facilitar a observag¢do do splicing, muitos pesquisadores vém propondo
sistemas nos quais o funcionamento do intein é ligado a um fenétipo facilmente selecionavel.
Por exemplo, o Mtu RecA (intein RecA de Mycobacterium tuberculosis) foi inserido no
plasmideo pUC19 interrompendo o gene /laczo. de forma que, apds a inducdo da expressio
génica, o splicing era avaliado pelo simples sistema de colonias brancas/ azuis (Davis et al.,
1992). Em alguns casos esta avaliacio pode ser feita segundo o crescimento do
microrganismo. Dizemos que a selecdo é positiva quando o crescimento ¢ dependente do
splicing. Assim, Cooper et al (1993) inseriram o intein Sce VMA no gene vat2 o qual, uma
vez silenciado, permite crescimento da levedura em pH 5,0, mas ndo em pH 7,5, assim,
leveduras transformadas com o gene interrompido pelo infein eram semeadas e mantidas em
pH 7,5, de forma que o crescimento positivo indicava ocorréncia de splicing. Esta foi a
primeira vez que o funcionamento de um intein foi observado, em um extein nao nativo em
levedura.

Derbyshire et al (1997) criaram o sistema Thymidylate Synthase (TS) no qual ¢

possivel se utilizar duas abordagens: a selecdo positiva e a selecdo negativa (crescimento
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associado a auséncia de splicing). A enzima TS, cujo co-fator ¢ o tetrahidrofolato, ¢
responsavel pela conversdo de dUMP em dTMP, este serd posteriormente convertido em
dTTP que sera incorporado nas novas cadeias de DNA sintetizadas. Ao inserirem o intein Mtu
RecA no geneT4 td, codificador da TS, os autores desenvolveram um sistema de selecdo
positiva, cultivando as bactérias transformantes em meio sem timina. Ou seja, somente as
bactérias nas quais o splicing ocorria poderiam sintetizar timina (enddgena) e replicar seu
DNA. Para adaptar um sistema de selecdo negativa, os autores fizeram uso do Trimetoprim
que ¢ um inibidor da dihidrofolato redutase, diminuindo assim a sintese de tetrahidrofolato,
necessario para outras reacdes de metilacdo. As bactérias transformantes foram entio
semeadas em meio contendo Timina + Trimetoprim. A timina no meio tornava possivel o
crescimento mesmo em caso de auséncia de splicing. Mas se o splicing ocorresse, a produgdo
endogena de TS consumiria todo o tetrahidrofolato e, por causa do Trimethoprim, ele ndo era
mais sintetizado, levando a célula a morte.

Estes e muitos outros sistemas usam o crescimento bacteriano ou fungico para
determinar a atividade splicing dos inteins e, embora todos sejam uteis para uma rapida
selecdo, uma possivel desvantagem destes sistemas reside no fato de que substancias ou
drogas usadas para avaliar a inibi¢do do splicing poderiam na verdade inibir ou atenuar o
crescimento do microrganismo por razdes outras, ndo envolvidas com o funcionamento do
intein. A fim de se excluir esta possibilidade, Gangopadhyay et al (2003) criaram um sistema
de screening reporter in vitro. Neste sistema o Mfu RecA foi inserido em uma GFP (green
fluorescent protein) modificada. O acimulo da proteina precursora, ou seja, com o intein,
forma corpos de inclusdo ndo soluveis em E. coli, estes sao dissolvidos em solucdo de urea,
purificados e restituidos em um precursor estavel na presenca de zinco, elemento quimico
conhecido por inibir o splicing (Nichols et al., 2003). O splicing pode ser induzido pela adi¢ao

de EDTA. Este sistema permitiu a avaliacdo de alguns compostos quimicos para a inibi¢do do
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splicing do Mtu RecA, sendo que o zinco e o cobre inibem o splicing in vitro, ja a cisplatina,
recentemente testada por Zhang et al (2010) inibe o splicing tanto in vitro quanto in vivo.
Estes compostos se mostraram eficientes devido a sua ligacdo com o primeiro residuo de

cisteina do dominio Spl, indispensavel ao splicing protéico (Paulus, 2007; Zhang et al., 2010).

8. Justificativa

Uma vez que as diversas espécies do género Candida tendem a apresentar diferentes
perfis epidemiolégicos, clinicos e de susceptibilidade a drogas, uma correta identificacdo dos
isolados faz-se necessdria. Tendo em vista a existéncia de uma importante cole¢do de
amostras de leveduras do género Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
glabrata) obtidas de pacientes do HC/UNESP-Botucatu, a proposta deste trabalho foi
caracterizar estes isolados quanto a presenca de inteins nos genes VMA e ThrRS, bem como
realizar andlises filogenéticas destes inteins a fim de se avaliar o potencial dos mesmos como
marcadores moleculares. Além disso, o fato destes elementos estarem presentes em genes
codificadores de proteinas vitais para a célula fungica, faz deles alvos terapéuticos para
desenho de drogas inibidoras de seu splicing protéico, porém, até entdo ndo tinha sido
realizado nenhum estudo populacional a respeito da presenga desses elementos parasitas em
um namero significativo de isolados do género Candida. Deste modo, os dados aqui obtidos
puderam contribuir para um melhor conhecimento da biologia destes elementos genéticos
parasitas neste grupo de leveduras, seu possivel uso como auxiliar na identificacdo e
caracterizagcdo molecular, bem como servir de base para futuros estudos no que diz respeito ao

potencial alvo terapéutico destes genes.
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9. Objetivos

- Pesquisar os inteins VMA e ThrRS na populagdo de C. albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis e C. glabrata.

- Avaliar a possivel presenga destes dois inteins (VMA e ThrRS) em uma populagdo
de C. albicans para confirmar a auséncia e/ou possivel presenga destes elementos nesta
espécie;

- Amplificar, sequenciar e fazer analise filogenética do intein VMA nos isolados
clinicos de C. tropicalis e C. glabratra;

- Amplificar, sequenciar e fazer andlise filogenética do intein ThrRS nos isolados
clinicos de C. parapsilosis e C. tropicalis;

- Avaliar o potencial destes elementos genéticos parasitas como marcadores
moleculares para a separacdo das espécies do género Candida, incluindo as espécies cripticas

de C. parapsilosis.
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Abstract

This work aimed to evaluate the presence of VMA and ThrRS inteins, their sequence
variability and related phylogenetic aspects in the most relevant clinical Candida species,
including the cryptic species of the psilosis complex. Both inteins are absent in C. albicans.
The full-length CgVMA and CtrVMA inteins are phylogenetically related, with the HE
domains degenerated, in contrast to the same intein of Saccharomyces cerevisiae. The ThrRS
intein proved to be more informative for distinguishing C. tropicalis, C. parapsilois and its
cryptic species, C. orthopsilosis and C. metapsilosis. While CpaThrRS and CmeThrRS are
mini-inteins, CtrThrRS and CorThrRS are full-length inteins with the HE domain highly
degenerated. The inteins, by having simultaneously the two well preserved splicing domains
flanking the HE domains that may present higher variability, and being located in highly
conserved genes, are particularly attractive for their potential in correctly identifying clinical

yeasts.

Key-words: Candida spp, Intein, vacuolar ATPase (VMA), Theonil-tRNA synthetase

(ThrRS), molecular identification.
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Introduction

Candida species have emerged as important pathogens over the past few decades.
These yeasts are important agents of opportunistic infections in humans, especially in
individuals with compromised immunity, such as HIV+ and diabetic patients, or those that
undergo chemotherapy, prolonged antibiotic therapy, transplant and other immunosuppressive
therapies (Richardson et al., 2005; Aperis et al., 2006).

Although C. albicans remains the most frequent yeast species causing human
infections, other Candida species such as C. parapsilosis, C. tropicalis and C. glabrata have
been increasingly recognized by clinical sources (Pfaller et al., 1998; Colombo et al., 2007).
The frequency of these non-albicans species depends on the patient population, the therapy,
specifically the use of broad-spectrum antibiotics (Nucci and Colombo, 2007; Pfaller et al.,
2008). For example, in nosocomial bloodstream infections from most tropical and/or Latin
American countries, C. parapsilosis occurs at the same or even higher frequency than C.
albicans (Colombo et al., 1999; Passos et al., 2007; Trofa et al., 2008; Bruder-Nascimento et
al., 2010)

Phylogenetically, Candida species are members of the Order Saccharomycetales.
While C. albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis form a branch called CTG, that translate
CUG codon into serine instead of leucine, C. glabrata belongs to the WGD clade, which
underwent a whole-genome duplication more than 100 million years ago together with several
species of Saccharomyces genus (Wang et al., 2009).

Several genetic regions have been used for phylogenetic and/or molecular
identification studies of these species, such as the small-subunit (18S) rRNA gene (Mannarelli
& Kurtsman, 1998), the 5.8S rRNA gene (Lott et al., 1993), the hypervariable D1/D2 region

of the 26S rRNA gene (Linton et al., 2007), the internal transcribed spacer regions (ITS1 and
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ITS2) of rRNA genes (Chen et al., 2000; Chen et al., 2001; Ciardo et al., 2006; Leaw et al.,
2006), and mitochondrial cytochrome b gene sequences (Yokoyama et al., 2000).

Inteins, known as parasitic genetic elements, seem to constitute a promising source of
phylogenetic information (Butler and Poulter, 2005). Inteins are intervening sequences that
are transcribed and translated with flanking host protein sequences and then self-excised by
protein splicing; and the flanking protein sequence (exteins) are joined by a normal peptide
bond to form the functional protein (Perler et al., 1994; Xu et al., 1993; Chong et al., 1996).

There are three types of inteins, the bi-functional inteins, the mini-inteins, and the split
inteins. The bi-functional inteins consist of a protein splicing domain that is divided into two
halves by a centrally located homing endonuclease domain, which renders the intein a mobile
genetic element, resulting in occupation of empty cognate alleles and duplication of the
parasitic genetic element (Liu 2000). Mini-inteins lack the endonuclease domain, and thus
have a continuous protein splicing domain. Split inteins constitute mini-inteins split into two
separately encoded parts, which associate and ligate their exteins in a protein framns-splicing
reaction (Wu et al., 1998).

The bi-functional inteins are expected to have more sequence variation in the
endonuclease domain than in the splicing domain due to a more relaxed selection, mainly
when the homing endonuclease is no longer active (Butler et al., 2006). Therefore, they
constitute a promising source of phylogenetic information.

A survey of InBase shows that the inteins are between 134 and 608 amino acids long
and occur in all three domains of life (eukaryotes, bacteria and archaea). They are usually
found at conserved sites of housekeeping proteins that have vital functions in the cell, such as
DNA and RNA polymerases, proteases and others (Liu, 2000). For this reason, any mutation

of the splicing domain can be fatal to the cell.
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The first evidence of inteins arose from structural studies and expression analyses of
the vacuolar ATPase gene and its encoded protein (VMA), from S. cereviseae (Hirata et al.,
1990; Kane et al., 1990), which presents the most studied example of this phenomenon, the
VMA intein, which also occurs in other Hemiascomycetes including C. glabrata and C.
tropicalis (Kane et al., 1990; Koufopanou et al.,, 2002). All these VMA inteins are bi-
functional, but the HE domain, whose endonuclease belongs to the LAGLIDADG family,
appears to be degenerated in the Candida species (Poulter et al., 2007).

While inteins have not been observed in C. albicans until now, the species C.
tropicalis and C. parapsilosis have another infein, in the gene threonil-tRNA synthetase
(intein CtrThrRS and CpaThrRS, respectively). The HE domain appears to be highly
degenerated and probably not functional in CtrThrRS and does not exist at all in CpaThrRS,
which is a mini-intein (Poulter et al., 2007). On the other hand, the splicing domains of these
inteins are well preserved and functional, as expected, since the host gene thrRS (theonil-
tRNA synthetase), encodes an aminoacyl-tRNA synthetase, responsible for engaging the
threonine tRNA with the corresponding anticodon, being essential for protein synthesis and
thus for the survival of the microorganism (Alberts et al., 2002).

By simultaneously presenting the two well preserved splicing domains flanking the
HE domains that may present higher variability, and on account of being located in highly
conserved genes that facilitate the design of primers for its amplification, the inteins are
particularly attractive for carrying out phylogenetic studies. Using this approach, while
studying another fungal intein, the PRPS intein, Butler and Poulter (2005) distinguished
strains of the two varieties of C. neoformans (neoformans and grubii) from each other, and
from strains of C. gattii, recently designated as a new species, whereas Theodoro et al. (2008)
distinguished strains of the four species of Paracoccidioides brasiliensis (S1, PS2, PS3 and P.

lutzii).
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This work aimed to evaluate the presence of VMA and ThrRS inteins, their sequence
variability and some phylogenetic aspects in the most important clinical group of Candida

species, including the cryptic species of the psilosis complex.

Materials and methods

Origin of the isolates

Forty-seven Candida isolates, previously identified, were used: 30 C. albicans strains,
6 C. tropicalis, 3 C. glabrata, 6 C. parapsilosis, 1 C. metapsilosis and 1 C. orthopsilosis. All
the yeast cultures were obtained from patients of the Hospital das Clinicas, UNESP, Botucatu,
Sdo Paulo state, Brazil. Species identification was based on the colony morphology on
chromogenic agar (CHROmagar Candida, Difco), microscopy features on cornmeal agar slide
culture, assimilation and fermentation tests, according to Kurtzman & Fell (1998), and also by
molecular sequencing of the rDNA region ITS1-5.8S-ITS2, according to Chen et al., 2000 and
Bruder-Nascimento et al., 2010. Also applied to the psilosis group (composed of C.
parapsilosis, C. orthopsilosis and C. metapsilosis) was the SADH restriction protocol, as

described by Tavanti el al., 2005 and Bruder-Nascimento et al., 2010.

Culture and DNA extraction

The isolates were cultured on Sabouraud Dextrose Agar slants at 35°C and DNA was
extracted according to McCullough et al. (2000) by initial cell disruption with glass beads

(425-600 pm, acid washed, Sigma, St. Louis, MO, USA) in a solution of 1 M sorbitol and 125
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mM EDTA. The DNA was quantified by agarose gel electrophoresis and diluted in ultrapure

water to 10ng/pl.

Amplification and sequencing of the VMA and ThrRS inteins

The primer design initially involved a preliminary search in the Broad Institute,
Sanger and Inbase databases for the intein and host gene sequences (VMA and ThrRS). The
presence or absence of the inteins was evaluated by using the primers indicated in Table 1,
which were also used for sequencing.

The PCRs were performed in total volumes of 25 uL. (2 uL DNA), 1X PCR buffer
(200 mM Tris-HCI pH 8.4, 1.5 mM MgClI2 50 mM, 500 mM KCl), 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM
dNTP, 0.4 mM of each primer, and 1 unit of Taq Polymerase (GE Healthcare). The thermal
cycling conditions were: 94°C for 4 min followed by 40 cycles at 94°C for 1 min, 55°C for 1
min and 72°C for 2 min. The PCR products were identified by 1% agarose gel electrophoresis
stained with ethidium bromide.

After the PCR reactions, 10 pL of each amplified product was purified enzymatically
with 4uLl. of ExoSAP-IT (GE Healthcare) for 1 h at 37°C followed by 20 min at 80°C to
inactivate the enzyme. The samples were subsequently submitted to sequencing reaction and
capillary electrophoresis in the ABI3500 DNA Analyzer (Applied Biosystems) at the
Laboratory of Molecular Diagnosis in the Department of Microbiology and Immunology,

IBB-UNESP.
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Phylogenetic analysis

The sequences obtained were aligned in Mega version 5.0, together with sequences
from Inbase (http://www.neb.com/neb/inteins.html). (GenBank accession n° BAC66648.1,
CZ284364, A46080, AAY 89365, Q874G3).

Phylogenetic analysis by Neighbor Joining (NJ) and Maximum Likelihood (ML) were
performed separately for each intein in the program Mega 5.0 (Tamura et al., 2011, Inpress).
For the ThrRS intein sequences, only the splicing domain was used for phylogeny because of
the existence of mini-inteins among the species studied while the intein CreRPB2 (RNA
polymerase II of the Chlamydomonas reinhardtii) was used as the outgroup.

The nucleotide sequences of the VMA and ThrRS inteins were aligned using the
ClustalW algoritm and the best distance model, calculated by the program Mega 5.0 (Tamura et
al., 2011), was the Tamura-3-parameters (Tamura, 1992), for both alignments.

The translated sequences of both inteins were compared with the VMA intein of
Saccharomyces cerevisiae (GenBank accession number: Q874G3) to observe the presence or
absence of the two essential aspartic acid residues (Asp-218 and Asp-326) which are involved
in the activity of homing endonucleases (Posey et al., 2004; Koufopanou and Burt, 2005). For

both NJ and ML analysis, pairwise deletion was used to treat gaps.
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Table 1: Primers used for PCR and sequencing of VMA and ThrRS inteins in

Candida species

. . s o Fragment
Specie Gene Primer Sequence (5°-3’) length
L P57 GTGAAATCTGCTTTGTCAAG
C.glabrata  VMA(intein)  prg  ACAATTTCAACAAATTGGATG 430
. P81 AGAAACTATCAGCAGATTAC
C. glabrata VMA (extein) P82 TGTAGATAGAAGCTTCTCTG 1.570
L s P96 TGGTATTGAATTAGTTAAAGC
C. tropicalis VMA (intein) P97 GCAAATTCTTGTCTAACACC 870
L . P83 CTGCTGATCATCCATTGTTG
C. tropicalis VMA (extein) P84 ACCAGTATAAATAGAAGCTTC ~1.730
C. trovicalis ThrRS P59 TTGAAGCTTCTCAACTTGTC ~ 360
- trop (intein) P60  TGATCTAAGTTCATCTTTGG
C. tropicalis ThrRS P61 ATTACTCCAAACATGTACTCC ~1.300
- trop (intein) P62  GTTAAACCACTAAGAGCACC '
C. parapsilosis ThrRS P78 GTCATCTTGTTGGAAACGAC ~900
- parap (intein) P79  AAGAATTGAATACAGAAAGAG
) . P100 TCCATGATGCACACCTGG N
C. albicans VMA (extein) P101  CCAACGTGATGAAGAATCG 400
C. albicans ThrRS P98 CCATGTGGTTACCACATG ~ 350 *
' (extein) P99  GTCCCAATTTGATCAGTGG

* Fragments expected in the absence of the intein

Results

Amplification and sequencing of the VMA and ThrRS inteins

Using the primers indicated in Table 1, we amplified and sequenced the fragments
containing the inteins VMA of C. glabrata and C. tropicalis (CgZIVMA and CtrVMA,
respectively), the inteins ThrRS of C. tropicalis (CtrThrRS), C. parapsilosis (CpaThrRS), C.
orthopsilosis (CorThrRS) and C. metapsilosis (CmeThrRS). The last two inteins (CorThrRS

and CmeThrRS) were described in this study.
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Concerning the 30 C. albicans isolates herein evaluated, only the expected fragments
0f 400 and 350 bp were observed in the VMA and ThrRS genes, respectively, showing that all
of them do not present any of these inteins.

We obtained a good quality consensus sequence for three CglVMA inteins (C.
glabrata isolates S-1, AC-33 and S-130), four CrtVMA inteins ( C. tropicalis isolates S-35, S-
36, S-39 and S-158), three CtrThrRS inteins (C. tropicalis isolates S-5, S-36 and S-48), for six
CpaThrRS (C. parapsilosis isolates S-18, S-33, S-41, S-45, S-46 and S-50), as well as for
CmeThrRS and CorThrR inteins of C. metapsilosis, isolate ATCC-96143) and C.

orthopsilosis, isolate ATCC-96141, respectively.

VMA intein

The VMA inteins CgIVMA and CtrVMA are bi-functional, which means they have
both splicing and HE domains. The translated sequences of the VMA inteins herein evaluated
were compared to the SceVMA (GenBank Accession No Q874G3) in order to observe the
presence or absence of the two aspartic acid residues (Asp-218 and Asp-326) that are involved
in the activity of the homing endonuclease (Posey et al., 2004; Koufopanou and Burt, 2005).
In all the CglVMA inteins, the first and the second critical aspartates were changed to serine
and glutamine, while in all the CtrVMA they were changed to isoleucine and an alanine,
respectively (Figure 1). The splicing domain (Blocks A, B, F and G) are highly conserved,
mainly among isolates from the same species, with only a few substitutions among the three
species evaluated in the present study.

The genetic distance and the phylogenetic analysis of VMA inteins indicated that
CglVMA and CtrVMA share more similarities with each other than they do with SceVMA

(Table Supplementary Material 1, Figure 2). This observation contradicts the close
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relationship between C. glabrata and S. cerevisiae previously documented (Suh et al., 2006;

Wang et al., 2009)

ThrRS intein

CpaThrRS and CmeThrRS are mini-inteins, while CtrThrRS and CorThrRS are bi-
functional. In all the CtrThrRS inteins, the first and the second critical aspartate were replaced
with asparagine and serine, respectively; while CorThrRS has the first aspartate changed to an
arginine, and de second was deleted, when compared to the SceVMA (GenBank Accession No
Q874G3).

The splicing domain is highly conserved in CtrThrRS, CpaThrRS and CmeThrRS
inteins (Figure 3). The full-length intein described in C. orthopsilosis (CorThrRS) has a
significant sequence polymorphism in splicing and especially in HE domain, than the other
ThrRS inteins. It is also the longest ThrRS intein (the PCR product has ~ 1600 bp).

CpaThrRS has ~800bp, while the PCR for the CmeThrRS presented two bands in the
agarose gel (~ 800 and ~850bp) (Figure 4). The size difference is probably due to some
variation in the extein (C and N-terminal) sequences, because even in a partial sequencing we
noted some indels in the extein portions, while no indel was observed in the intein. Curiously,
despite the usual conservation of the intein insertion sites, the nucleophile +1 of the C-extein
of the CmeThrRS is Trp in the larger allele and Cys in the smaller one (data not shown). As to
the sequence variation in the intein sequences of these alleles, there are four amino acid
substitutions (one in block B, one in block F and two in block G. All the ThrRS inteins herein
evaluated present a glycine residue instead of the usual histidine in the block G of the splicing

domain.
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The genetic distance of ThrRS inteins are represented in Table Supplementary material
2. In the phylogenetic tree constructed for ThrRS intein sequences, the intein CreRBP2 (from
the RNA polymerase II of the Chlamydomonas reinhardtii) was used as the outgroup.
Furthermore, the resultant phylogeny, despite corroborating the relationship among isolates
from psilosis group and from C. tropicalis species, does not confirm the phylogeny already
proposed, using the rDNA region (ITS) (Tavanti et al., 2005), for the psilosis complex,
because C. parapsilosis and C. metapsilosis, rather than C. metapsilosis and C. orthopsilosis,
share a more recent common ancestor (Figure 5) given that CorThrRS has an unusual

sequence divergence compared to the other species from the psilosis complex.

Discussion

Inteins are parasitic genetic elements whose protein splicing is considered vital for the
host cell because intein excision is essential for host protein functionality (Liu, 2000). Thus,
most of the inteins occur in conserved regions of housekeeping proteins (Swithers et al.,
2009). These conserved sites do not disturb the splicing function and also maintain the homing
site for intein invasion by homing endonuclease (Liu, 2000). This is the case of both host
proteins, whose inteins were herein studied. The VMA protein is highly conserved due to its
important functions of transporting ions and acidifying organelles (Yamashiro et al., 1990),
while the threonil-tRNA synthetase encodes an aminoacyl-tRNA synthetase, responsible for
engaging the threonine tRNA with the corresponding anticodon (Alberts et al., 2002). Both of
them encode for proteins that are essential to cell physiology. In this work we evaluated both
inteins, from VMA and ThrRS host protein, in some species of the Candida genus, in relation

to their sequence variability, splicing, HE domains and phylogenetic relationships.
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VMA intein

Usually, the canonical inteins have a Cys residue as the first nucleophile of block A
and Asn as the last of block G, a motif Thr-x-x-His in block B as well as a Cys, Thr or Ser in
the first C-terminal residue of the host protein. All these amino acid residues are involved in
protein splicing and in the present study were found in all VMA sequences, with the exception
of the motif Thr-x-x-His in block B, known to assist in the initial acyl rearrangement at the N-
terminal splicing junction by hydrogen bonding to main chain atoms and hold the residue
preceding the intein (Klabunde, 1998 and Poland, 2000). However, any residue that can
perform similar hydrogen bonds can replace these conserved residues (Perler et al., 2000).
Besides the presence of the residues required for protein splicing, the highly conserved blocks
A, B, F and G indicate that the splicing function is operating both in CgIVMA and CtrVMA.

On the other hand the HE domains of CglVMA and CtrVMA do not have the two
aspartates known to be essential for the activity of endonucleases from the LAGLIDADG
family. According to structural studies on SceVMA these aspartates, Asp218 and Asp326 are
directly involved in the double-strand break (Gimble & Stephens, 1995; Posey et al., 2004;
Koufopanou and Burt, 2005). The absence of these residues, taken together with the high
degeneration observed in the HE domain, leads us to speculate that CgIVMA and CtrVMA
homing endonucleases, like most of the yeast VMA inteins, are not functional (Posey et al.,
2004). This is in agreement with the homing cycle proposed by Burt & Koufopanou (2004):
once most of the alleles in a population are occupied by intein invasion, due to the homing
process, there is no more constrained selection of a functional endonuclease, which might
degenerate and become non-functional, so that empty sites may emerge again.

Curiously, the phylogeny obtained for the VMA intein revealed C. glabrata to be a

sister species of C. tropicalis, contrary to the phylogenetic analysis using the entire genome, in
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which C. glabrata is clearly closer to S. cerevisiae than to any other Candida species (Wang,
2009). The topology obtained herein corroborates the phylogenetic study carried out by
Poulter et al. (2007). The authors analyzed VMA inteins from many distinct species and
concluded that horizontal transfer might have occurred sporadically among the host species.
Despite this, the VMA intein should not be ruled out as a suitable molecular marker because it

clearly differentiates the species C. glabrata from C. tropicalis.

ThrRS intein

The CpaThrRS and CmeThrRS are mini-inteins while CtrThrRS and CorThrRS are
full-length inteins with a highly degenerated HE domain.

The sequence homogeneity of CpaThrRS among the C. parapsilosis (there was no
amino acid polymorphism among the sequences) supports the clonal and extremely low
variability already documented for this species (Fundyga et al., 2004 and Tavanti et al., 2005).
The same cannot be inferred for the threonyl intein among the other species of the psilosis
complex due to the low numbers of representative isolates used.

The amplification of two bands of the threonyl intein in C. metapsilosis was not
expected. Initially, gradient PCRs were performed by increasing the annealing temperature;
however, both bands always appeared together in the agarose gel (data not shown). After
sequencing, it was clear that the intein was present in the two bands, whose size differed by
only four amino acid substitutions. The alignment of the partial sequences showed that the N
and C portions of the threonyl host protein (extein) present some indels that may be
responsible for the size difference between the bands. Besides that, the primers used for this
PCR reaction were not specific for C. metapsilosis, but were based on sequences from C.
parapsilosis, so that we cannot rule out a possible annealing difference between the two

alleles. The most intriguing fact about these two alleles is that one of them has a Trp as +1 C-
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extein residue while the other has a Cys. Since the C-extein +1 residue known to be involved
in splicing is either Cys or Thr or Ser, its replacement with any other residue may affect the
splicing function. As a diploid microorganism C. metapsilosis presents two different alleles
coding for the ThrRS intein and, given our sequencing results, we suggest that these inteins
might differ in splicing efficiency.

Another unexpected observation was the many sequencing polymorphisms found in
the intein CorThrRS when compared to the other threonyl inteins. Firstly, it is the largest
threonyl intein (~1.6Kb) and presents many polymorphic sites even in the splicing domain, not
in the blocks A, B, F and G, but in the sequences located among them. As can be inferred by
its long branch in the phylogenetic tree (Figure 5), this intein seems to have the highest
evolutionary rate among all the threonyl inteins examined in the present work.

According to Poulter et al. (2007) the threonyl intein is closely related to the inteins
from the RNA Polymerase II of different species. If the threonyl gene was invaded by an
intein from RNA Polymerase, it would not be the first such case in the literature; for instance
the TopA intein is present both in topoisomerase I and reverse gyrase (Chute et al., 1998). Due
to this phylogenetic relationship, the intein from the RNA Polymerase Il of Chlamydomonas
reinhardtii was herein used as the outgroup. The phylogeny obtained (Figure 5) revealed that
this intein is a potential tool for distinguishing the species from the psilosis complex because
they are quite different, probably due to an ancient origin and a long evolutionary history.
Additional isolates of C metapsilosis and C. orthopsilois properly identified should be
included in future studies to clarify this subject. In addition to the evolutionary aspect of the
threonyl intein in psilosis complex, their sequencing differences among C. parapsilosis, C.
metapsilosis and C. orthopsilosis will contribute to the development of molecular diagnosis

strategies and therefore to a correct treatment of this important mycosis.
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Figure 1: Alignment of the deduced amino acid sequences of SceVMA, CtrVMA and
CglVMA inteins. Deduced amino acid sequences of SceVMA, CtrVMA and
CglVMAInteins. The arrows indicate the position of the two essential aspartate
residues according to VMA intein of 5. cerevisiae. The * indicates amino acid
Identity.
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Figure 2: Neighbor Joining Tree based on the amino-acids sequences of the VMA
intein from C. tropicalis, C. glabrata and Saccharomyces cerevisiae.

Bootstrap proportions are show above branches.
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Figure 3: Alignment of the deduced amino acid sequences of CtrThrRS,
CmeThrRS, CorThrRS and CpaThrRS inteins. Deduced amino acid
sequences of CtrThrRS, CmeThrRS, CorThrRS and CpaThrRS inteins. The
arrows indicate the position of the two essential aspartic acids according to VMA
intein of S. cerevisiae. The * indicates amino acid identity.
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Figure 4: Agarose gel electrophoresis of the PCR carried out with P78 and P79
primers for amplification of ThrRS inteins from C. parapsilosis (Cpa), C.
orthopsilosis (Cor) and C. metapsilosis (Cme). Lane 1: 1Kb DNA Ladder

(Promega).

58



Article: Figures

CpaThrRs_S-18
CpaThrRs_Ref.

CpaThrRs_S-33
— CpaThrRs_S-45
CpaThrRs_S-41
69| |CpaThrRs_S-50
CpaThrRs_S-46
66 - CmeThrRs_B1
84 L CmeThrRs_B2

CorThrRS_ATCC

CtrThrRs_Ref.
CtrThrRs_S-48
99 | CtrThrRs_S-36
CtrThrRs_S-5
CreRPB2_Ref.

—
0.2

Figure 5: Neighbor Joining Tree based on the amino-acids sequences of the ThrRS
intein from C. tropicalis, C. parapsilosis, C. metapsilosis, C. orthopsilosis
and Chlamydomonas reinhardtii. Bootstrap proportions are show above

branches.
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1 2 3 4 5 & 7 g 3 10

1. ScebiMa_Ref. 00733 00300 00775 00300 00562 00561 00552 00561 00562
2 Cal/ié_Ref. 1.0827 00025 00013 0004 00414 00415 00415 00415 00414
3. Col/Ma_5-130( 1.08¥3 0.003 0.0y 00023 00415 00416 00416 00416 0.0415
4. Calv/Mé,_5-1 1.0710 00043 00032 00024 00412 00413 00414 00413 00412
5. Col/Ma_AC-33| 1.0303 00024 00073 00073 004y 00413 00415 00413 0047
6. ChivMA_Ref. 03602 06918 07003 06367 06335 0.0mz2 00010 0002 0.0000
7. CiiviA_5-36 03604 06913 07010 06365 06936 0.0024 0.0007  0.0000 0002
. Ciivia_5-39 03606 06920 07011 06363 06937 00014 0.0007 0.0007  0.0010
3. CiiviA_5-35 03604 06313 0700 06363 06335 00021 00000 00007 n.aoma
10 CiMa_5-155 09602 06318 07003 06367 06335 00000 00021 00014 0.0021

SM1: Estimates of Evolutionary Divergence between VMA intein sequences. The
number of base substitutions per site from between sequences are shown.
Standard error estimate(s) are shown above the diagonal. Analyses were
conducted using the Tamura 3-parameter model (Tamura, 1992). The analysis
involved 10 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for

each sequence pair. There were a total of 1431 positions in the final dataset.
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1 2 | s [ a5 | e | 71 & 9w nl 2] 3] 4] 15]
1. CreRPE2_Ref. 01386 01386 01386 01386 330389 01314 071308 01324 0134 01324 01324 01324 01324 01324
2 CThifs Ref | 09154 00000 00000 00000 03363 00670 00667 0721 00721 00721 00721 00721 00721 00720
3.CuThFs 536 | 09154 00000 00000 00000 03353 OOR7D DORET 0072 L0721 00721 OOFZ1 OOFA 00721 (L0721
4 CuThifs 548 | 09154 00000 0.0000 00000 03353 ODO0R70 DORE7 00721 00721 00721 00721 00721 00721 (L0721
5 ChThPs 55 | 09154 00000 0.0000  0.0000 0333 0070 00RS7 00721 00721 00721 00721 00721 00721 00721
b.CaThRS_ATCC| 31435 16063 16663 16883 1Gee3 03028 03149 03649 03649 03643 03649 03649 03643 03649
7.Cmelhfs B1 | 09555 04563 04563 04563 04563 15318 00136 00322 00322 00322 00322 00322 00322 00522
B.CmeThis B2 | 09397 04567 04567 (04567 04567 15660 (.0232 00302 00302 00302 00302 00302 00302 00302
9 CpaThis 518 | 09146 04635 04635 04635 04636 17251 01248 (071166 00000 00000 00000 0.0000 00000 00000
10 CpaThiRs 539 09146 04635 04635 04635 04636 17261 01248 01166 0.0000 00000 00000 0.0000 00000 00000
11 CpaThRs 541 09145 04635 04635 04635 04635 17251 01248 01166 00000 00000 00000 00000 0.0000 00000
12.CpaThRs 54| 09146 04635 04635 04635 04635 17251 01248 071166 00000 00000 00000 00000 00000 0.0000
13 CpaThRs 54 09146 04635 04635 04635 04635 17251 01248 01166 00000 00000 00000 0.0000 00000 0.0000
14 CpaThiRs 560 09146 04635 04635 04635 04635 17251 01248 071166 00000 00000 00000 (.0000 00000 0.0000
16 CpaThiRis_Ref| 09145 04635 04635 04635 04636 17251 01248 01166 00000 00000 00000 00000 0.ODDD 00000

SM2: Estimates of Evolutionary Divergence between ThrRS intein sequences.
The number of base substitutions per site from between sequences are shown.
Standard error estimate(s) are shown above the diagonal. Analyses were
conducted using the Tamura 3-parameter model (Tamura, 1992). The analysis
involved 10 nucleotide sequences. All ambiguous positions were removed for

each sequence pair. There were a total of 1431 positions in the final dataset.
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