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RESUMO

Fungos do género Cryptococcus sdo 0s agentes etioldgicos da criptococose,
uma doenca responsavel por mais de 180.000 Gbitos por ano. A maioria desses casos
sdo de individuos imunocomprometidos, como portadores de HIV e transplantados,
principalmente de paises subdesenvolvidos, onde o acesso e disponibilidade de
terapias antirretrovirais e antifangicas €& reduzida. Para combater a infecgdo
protagonizada por esses patdégenos, as células do sistema imune desenvolveram uma
estratégia chamada imunidade nutricional, em que as concentracfes de nutrientes
como metais e carboidratos sdo ativamente reduzidas do meio onde podem ser
encontradas as células invasoras, de modo a restringir seu desenvolvimento e
replicacdo. Portanto, patdgenos como Cryptococcus gattii, que € capaz de infectar até
mesmo individuos imunocompetentes, necessitam de um complexo sistema de
regulacdo de captura de metais do meio onde se encontram para garantir sua
sobrevivéncia. Assim, o presente trabalho busca delimitar e inferir a fungéo de um o
conjunto de genes regulados pelo fator de transcricdo Zapl, um importante membro
do sistema de regulacdo do metabolismo de zinco em C. gatti. Empregando a
combinacéo de dois experimentos de RNA-seq e corre¢des estatisticas necessarias
para a minimizacao de erro, foi possivel estipular o regulon de Zapl como sendo
composto por 49 genes. A andlise das regides regulatérias upstream desses genes
revelou a sequéncia CAGTTACA como sendo o provavel motivo de ligacao de Zapl
ao DNA, presente em 42 dos genes identificados. Além disso, um processo mais
detalhado de anotacdo e enriquecimento funcional foi realizado com os genes
regulados por Zapl, e apontou uma participacdo destes em diversos processos
biologicos relevantes para a infecgdo, como a regulacdo da homeostase de ions
metalicos, da resposta ao estresse oxidativo, da absorcdo e degradacdo de
carboidratos, etc. Dessa forma, pudemos determinar com mais confianga o regulon de
Zapl em C. gattii, expandindo seu papel para além de um regulador da absorcéo de
zinco e fornecendo importantes direcionamentos para futuras pesquisas que busquem
validar os achados inferidos por este trabalho, visando caracterizar o processo de
imunidade nutricional e desenvolver novas estratégias terapéuticas baseadas nesse
mecanismo.

Palavras-chave: imunidade nutricional; zap1l; deficiéncia de zinco;



ABSTRACT

Species of the Cryptococcus genera are the etiological agents of
cryptococcosis, a disease responsible for over 180,000 deaths per year. Most of these
cases are from immunocompromised individuals, such as HIV carriers and
transplanted patients, occurring mainly in underdeveloped countries, where the access
and availability of antiretroviral and antifungal treatments are limited. To fight off the
infection, immune cells developed a strategy called nutritional immunity, in which the
concentration of nutrients, mostly metals and carbohydrates, are actively reduced from
the pathogen habitat, leading to arrested fungal growth. Therefore, pathogens such as
Cryptococcus gattii, which is capable of infecting even immunocompetent individuals,
require a complex regulation system of metal uptake from their growth medium to
ensure their survival. The present work aims to delimit and characterize the set of
genes regulated by Zapl, an important member from the zinc metabolism regulation
machinery in C. gattii. Using two RNA-seq experiments and statistical corrections
needed for error minimization, we were able to propose Zap1’s regulon as being
composed by 49 genes. The analysis of the upstream regulatory regions of these
genes revealed the sequence CAGTTACA, identified in 42 genes, as the putative Zapl
DNA binding site. Furthermore, a more thorough annotation process and a functional
enrichment analysis of the Zapl targets revealed their association with several
important biological processes connected to the infection, such as the regulation of
metallic ions homeostasis, the oxidative damage response and carbohydrate uptake
and degradation. In conclusion, we were able to determine C. gattii Zap1 regulon more
accurately, expanding its role from a simple zinc absorption regulator and also
providing directions for future researches that seek to validate the data inferred in this
work, allowing a broader understanding of nutritional immunity process and the

development of therapeutic strategies based in this mechanism.

Keywords: nutritional immunity; zapl; zinc deficiency;
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1. INTRODUCAO

Leveduras do género Cryptococcus, em especial Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, sdo 0s agentes etiologicos da criptococose, uma doenca fangica
gue atinge principalmente individuos imunocomprometidos, responsavel por mais de
220.000 casos de infec¢des e 180.000 6bitos de portadores de HIV anualmente, o que
corresponde a 15% das mortes associadas a AIDS (RAJASINGHAM et al., 2017). A
principal forma de apresentacdo da criptococose € pulmonar, embora ela possua
carater sistémico, de forma que a disseminacdo da infeccdo pode ocorrer para
diversos 6rgdos e sistemas do hospedeiro (MAY et al., 2016). Dentre esses, a
disseminacgdo para o sistema nervoso central, observada principalmente na espécie
C. neoformans, mas nao ausente em infec¢des causadas por C. gattii, pode gerar um
guadro de meningoencefalite com maior taxa de mortalidade. A criptococose é um
grave problema de saude principalmente em paises subdesenvolvidos, como nas
regides da Africa subsaariana e sudeste asiatico, onde a associac¢do entre o grande
namero de pacientes HIV-positivos com a baixa disponibilidade de tratamentos
antirretrovirais e antifingicos propicia o desfecho fatal da doenca (LOYSE et al., 2013).

Apesar de C. neoformans ter uma frequéncia maior em isolados de amostras
clinicas, C. gattii também apresenta relevancia no contexto epidemioldgico da doenca
(AGUIAR et al., 2017; MEYER et al., 2011). Esta espécie ganhou destaque
recentemente por protagonizar um surto do Noroeste do Pacifico, em que varios
individuos, majoritariamente da ilha de Vancouver, no Canada, e dos estados de
Washington e Oregon, nos Estados Unidos da América, apresentaram casos clinicos
de criptococose (ENGELTHALER; CASADEVALL, 2019). O surto chamou atencéo
pela ocorréncia em regides de clima temperado, contraria a esperada distribuicéo
tropical e subtropical, e também pela infec¢do de individuos aparentemente saudaveis
e imunocompetentes, atingindo até mesmo outras espécies de mamiferos (BYRNES
et al., 2009). Mais tarde, a expansdo de estudos filogenéticos, alavancada por
informacdes gendmicas e tipagens moleculares mais avangadas, permitiram redefinir
o complexo de espécies Cryptococcus, sugerindo a separagdo as linhagens de C.
neoformans em duas espécies diferentes e dividindo o complexo de C. gattii em outras
cinco espécies (HAGEN et al., 2015). Essas cinco espécies podem ser discernidas

em quatro principais tipos moleculares (VGI-VGIV), que apresentam algumas


https://paperpile.com/c/cADYUm/a8KG
https://paperpile.com/c/cADYUm/a8KG
https://paperpile.com/c/cADYUm/a8KG
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/H5jy
https://paperpile.com/c/cADYUm/H5jy
https://paperpile.com/c/cADYUm/H5jy
https://paperpile.com/c/cADYUm/e8ku+xF3j
https://paperpile.com/c/cADYUm/e8ku+xF3j
https://paperpile.com/c/cADYUm/e8ku+xF3j
https://paperpile.com/c/cADYUm/e8ku+xF3j
https://paperpile.com/c/cADYUm/e8ku+xF3j
https://paperpile.com/c/cADYUm/4IQz
https://paperpile.com/c/cADYUm/SNtg
https://paperpile.com/c/cADYUm/SNtg
https://paperpile.com/c/cADYUm/SNtg
https://paperpile.com/c/cADYUm/SNtg
https://paperpile.com/c/cADYUm/6re3
https://paperpile.com/c/cADYUm/6re3
https://paperpile.com/c/cADYUm/6re3
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variagdes fenotipicas e geogréficas entre si, sendo VGI (C. gattii) o mais frequente em
casos clinicos. A linhagem R265 (subtipo VGlla, C. deuterogattii), isolada de pacientes
durante o surto da ilha de Vancouver, como ja descrito, apresenta um perfil
hipervirulento  capaz de  infectar individuos imunocompetentes, e
imunocomprometidos em menor extensdo, podendo causar graves infeccoes
pulmonares e eventos de pneumonia, embora sua disseminacdo para o resto do
organismo seja infrequente, com a progressao da doenca geralmente ndo levando a
quadros fatais, dada a intervencdo médica adequada (AGUIAR et al., 2017; CHEN et
al., 2012).

O tratamento da criptococose consiste no uso integrado de trés classes de
antifangicos, e embora seja eficiente em boa parte dos casos, alguns desafios surgem
devido ao estado imunoldgico geralmente fragilizado do paciente e a ameaca do
desenvolvimento de resisténcia por parte do patdogeno (BERMAS; GEDDES-
MCALISTER, 2020). No estagio inicial de inducdo, o tratamento envolve 0 uso
combinado de anfotericina B, um ligante de esterol, e flucitosina, um analogo de
uracila. Também é utilizado fluconazol, um antagonista do metabolismo de ergosterol,
de forma mais tardia no tratamento, durante o estagio de consolidacdo e manutencao.
Novas estratégias terapéuticas tém sido avaliadas para combater os recentes eventos
de resisténcia a antibidticos observados em alguns isolados, além de fornecer
alternativas mais acessiveis e seguras a paises com recursos deficitarios (MOURAD;
PERFECT, 2018). Muitas dessas alternativas se baseiam no desenvolvimento de
moléculas que possuem como alvo importantes determinantes de viruléncia, como o
uso de ciclosporina na inibicdo da via de calcineurina, enquanto outras iniciativas
visam o desenvolvimento de vacinas, terapias imunolégicas ou o reposicionamento de
farmacos, como o uso combinado de fluconazol e do antidepressivo sertralina
(KONTOYIANNIS et al., 2008; TREVINO-RANGEL et al., 2016).

O processo infeccioso da criptococose se inicia através da inalacdo de
propagulos infecciosos pelo hospedeiro, geralmente na forma de leveduras
dissecadas ou basidiosporos (MAY et al., 2016). A distribuicdo ambiental de
Cryptococcus é ubiqua, abrangendo solos, cascas de arvores, como no eucalipto,
excretas de passaros, como dos abundantes pombos em centros urbanos, e até
mesmo sendo capaz de sobreviver no interior de amebas e nematddeos
(CHOWDHARY et al., 2012). Ainda existe debate sobre uma maior ocorréncia da

doenca na forma de reativacao de infeccao latente, ao invés de uma infeccéo primaria,


https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/xF3j+kHax
https://paperpile.com/c/cADYUm/WT9g
https://paperpile.com/c/cADYUm/WT9g
https://paperpile.com/c/cADYUm/XmJv
https://paperpile.com/c/cADYUm/XmJv
https://paperpile.com/c/cADYUm/Km2Z+Qf5H
https://paperpile.com/c/cADYUm/Km2Z+Qf5H
https://paperpile.com/c/cADYUm/Km2Z+Qf5H
https://paperpile.com/c/cADYUm/Km2Z+Qf5H
https://paperpile.com/c/cADYUm/Km2Z+Qf5H
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/1CdZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/ohYV
https://paperpile.com/c/cADYUm/ohYV
https://paperpile.com/c/cADYUm/ohYV
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onde o organismo ja exposto as ceélulas do fungo com capacidade de laténcia
estendida tem seu sistema imune comprometido e permite a reativacdo da doenca
(SAHA et al., 2007). Uma vez dentro do sistema respiratorio, os fungos atingem o
ambiente pulmonar e comegam o processo de colonizagao. A primeira linha de defesa
celular contra essa invasdo sao os fagocitos, como os macréfagos e células
dendriticas, que vao atuar no engolfamento e destruicdo do patdégeno invasor,
empregando diferentes métodos de inativacdo (VOELZ; MAY, 2010).

O processo de fagocitose inicia no reconhecimento das células invasoras
através de padrdes moleculares altamente conservados ativados por patdgenos, que
sdo detectados por receptores de reconhecimento de padrdes, como 0s receptores
do tipo Toll e de lectina do tipo C, presentes nas membranas de células fagociticas.
Membros da familia do tipo Toll, por exemplo, sdo capazes de reconhecer carboidratos
da capsula de Cryptococcus, como glucuronoxilomanana, ou componentes da parede
celular, como quitina e beta-glucano (CAMPUZANO; WORMLEY, 2018). A interacdo
com esses receptores inicia rotas de sinalizacdo que levam a respostas inflamatérias,
e fomenta o processo de formacgéao do fagossomo, em que o citoesqueleto de fagdcitos
passa a ser redesenhado para dar origem a pseudépodes, além de recrutamento de
muitos agentes moleculares que vao atuar na remodelagem da membrana plasmatica,
propiciando um ancoramento e engolfamento adequado das leveduras nas
proximidades (AUSTERMEIER et al., 2020). Concomitante a formacdo da estrutura
do fagossomo, € iniciado seu processo de maturacéo, onde as subsequentes fusées
a endossomos e lisossomos munem a organela das ferramentas necessarias para
eliminacdo dos patdégenos capturados. Assim, tanto o conteiddo do lumen do
fagolisossomo quanto a sua membrana sao alterados significativamente para fornecer
um ambiente metabdlico pobre, marcado pela presenca de moléculas antimicrobianas
e uma crescente acidificacdo, no qual o patégeno tem dificuldade de proliferar e
eventualmente morre (GILBERT; WHEELER; MAY, 2014).

Somado a isso, a propria temperatura corporal de mamiferos se configura como
um grande desafio para a disseminacdo do fungo, ja que a maioria dos patdogenos
ambientais N0 possui 0S Meios necessarios para a sobrevivéncia em temperaturas
mais elevadas, embora Cryptococcus spp. tenha apresentado mecanismos de
resisténcia térmica para manter sua taxa de reproducdo, como uma resposta
antioxidante diversa e rotas de manutencado do enovelamento correto de proteinas
(BALLOU; JOHNSTON, 2017).


https://paperpile.com/c/cADYUm/Rmtj
https://paperpile.com/c/cADYUm/Rmtj
https://paperpile.com/c/cADYUm/Rmtj
https://paperpile.com/c/cADYUm/rlx2
https://paperpile.com/c/cADYUm/HENZ
https://paperpile.com/c/cADYUm/JqG2
https://paperpile.com/c/cADYUm/JqG2
https://paperpile.com/c/cADYUm/JqG2
https://paperpile.com/c/cADYUm/cb21
https://paperpile.com/c/cADYUm/UMRv
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Nessa disputa pela infeccdo do hospedeiro, espécies patogénicas do género
Cryptococcus desenvolveram uma série de ferramentas para subverter os
mecanismos de resisténcia imunologica do hospedeiro. Fatores de viruléncia ja bem
caracterizados em outros patégenos permitem ao fungo evadir células fagociticas,
resistir no ambiente extremamente adverso de fagolisossomos e suprimir diferentes
aspectos da resposta imunolégica, contribuindo para um periodo de infeccdo ou
laténcia estendido (ZARAGOZA, 2019).

Varios desses fatores contribuem para manter uma baixa resposta pro-
inflamatéria gerada pelo sistema imune em resposta a C. gattii; menor inclusive que a
de outros patdégenos fungicos respiratorios (SCHOFFELEN et al., 2013). Essa
modulacéo, se da, por exemplo, pelo desprendimento dos componentes da espessa
capsula polissacaridica que reveste a levedura, constituida principalmente de
glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (galGXM), que inativam a rota pro-
inflamatdria do fator nuclear kB e eventualmente suprimem a producgao de citocinas
pré-inflamatérias (VECCHIARELLI et al., 2013). Da mesma forma, a quitina, principal
componente proteico da parede celular fungica, também é capaz de reduzir a
producdo de interleucinas importantes para a maturacdo de células dendriticas,
diminuindo a taxa de fagocitose do patdgeno (WIESNER et al., 2015).

Como uma das primeiras e mais importantes ferramentas de combate do
sistema imune, células criptocococicas precisam lidar constantemente com a
fagocitose por macrofagos e células dendriticas. Provavelmente pelo seu historico
evolutivo de disputa com amebas fagocitarias, essa levedura desenvolveu importantes
mecanismos para evitar esse processo e permitir sua evasdo e replicagdo mesmo
dentro de fagossomos (STEENBERGEN; SHUMAN; CASADEVALL, 2001). A prépria
capsula polissacaridica, além de blindar a célula contra desidratacéo e radicais livres,
consegue reduzir a taxa de fagocitose, provavelmente por afetar a ligacdo de
receptores e anticorpos a Vvarios antigenos da parede celular, que ficam mais
encobertos pelos carboidratos e suas ramificagdes (ZARAGOZA, 2019). Somado a
isso, a diferenciagéo de C. neoformans em células com tamanhos bem maiores do
gue o normal, chamadas células titds, também foi associada com uma significativa
evasao da fagocitose (HOMMEL et al., 2018). Embora esse morfotipo seja regulado
por diversos fatores genéticos e ambientais, foi observado que as células titds podem
apresentar de 10 até 100 um de didmetro, e que conseguem n&o s6 evitar serem

engolfadas por macréfagos, mas também evitar que as células de tamanho normal


https://paperpile.com/c/cADYUm/ndov
https://paperpile.com/c/cADYUm/zwTy
https://paperpile.com/c/cADYUm/zwTy
https://paperpile.com/c/cADYUm/zwTy
https://paperpile.com/c/cADYUm/wsMT
https://paperpile.com/c/cADYUm/wsMT
https://paperpile.com/c/cADYUm/wsMT
https://paperpile.com/c/cADYUm/i9mx
https://paperpile.com/c/cADYUm/i9mx
https://paperpile.com/c/cADYUm/i9mx
https://paperpile.com/c/cADYUm/fCpj
https://paperpile.com/c/cADYUm/ndov
https://paperpile.com/c/cADYUm/wF2s
https://paperpile.com/c/cADYUm/wF2s
https://paperpile.com/c/cADYUm/wF2s
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sejam fagocitadas, promovendo uma sobrevivéncia prolongada da populagéo durante
0 estagio inicial de estabelecimento da colonizacdo pulmonar (OKAGAKI; NIELSEN,
2012).

Ainda que sejam fagocitadas, as células de Cryptococcus sdo capazes de se
replicar e evadir as defesas do hospedeiro para garantir sua sobrevivéncia. Através
de um processo de exocitose nao-litica, também chamado de vomocitose, as células
invasoras conseguem reverter a fusdo do fagossomo a membrana plasmatica e
retornar ao meio extracelular, sem afetar a viabilidade da célula hospedeira
(ALVAREZ; CASADEVALL, 2007). Ainda, também pode ocorrer uma transferéncia
lateral entre as células fagociticas e um compartilhamento da carga patogénica. Por
outro lado, o processo litico envolve a replicacdo massiva do patbgeno no meio
intracelular, levando a um rompimento e destrui¢cdo da célula hospedeira (MAY et al.,
2016).

Para enfrentar o ambiente indspito que o hospedeiro impde, varios fatores de
viruléncia contrapdem os efeitos toxicos advindos do pH baixo, da alta concentracéo
de radicais livres e da restricdo nutricional. A secrecao de urease por Cryptococcus
neoformans, por exemplo, contribui para impedir a acidificacdo do fagolisossomo,
através da degradacao de ureia em gas carbdnico e aménia, além de promover uma
maior taxa de sequestramento do fungo para dentro de vasos microcapilares, o que
esta associado com uma disseminacao mais frequente para o sistema nervoso central
(FU et al., 2018; OLSZEWSKI et al., 2004). A producdo de melanina também € outro
fator de viruléncia classico, e esta associada com a mitigacdo de efeitos nocivos que
alguns estressores como radiacdo ionizante, calor e espécies reativas de oxigénio
podem ter (ZARAGOZA, 2019). Linhagens com deficiéncia na producdo desse
pigmento possuem uma viruléncia significativamente reduzida, além de apresentarem
alteracdes na producao de citocinas pelo hospedeiro e uma disseminacéo reduzida
para o cérebro (MEDNICK; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2005).

Os mecanismos através dos quais Cryptococcus possivelmente manipula a
acidificacao do fagossomo e altera sua maturacéo ainda ndo sao bem estabelecidos.
Evidéncias ja mostraram que o pH baixo desse ambiente pode ser até favoravel e
parece nao restringir o crescimento e replicacdo dessa levedura (LEVITZ et al., 1999).
Além disso, fagossomos com células criptococécicas engolfadas tem problemas em
manter sua acidificacdo ao longo da maturacao, impedindo a manutencédo de um pH

otimo para a atividade de enzimas lisossomais com atividade antimicrobiana, como as
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catepsinas. Uma das possiveis causas desse aumento do pH é o vazamento do
contetdo interno do fagossomo através da permeabilizacdo de sua membrana,
induzida pela levedura por mecanismos ainda desconhecidos (DELEON-
RODRIGUEZ; CASADEVALL, 2016).

Somado a isso, a producéo de radicais livres por células do sistema imune,
principalmente na forma de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, € uma
importante forma de sinalizacdo celular e ferramenta antimicrobiana, embora essa
relacdo ndo seja tdo bem determinada especificamente durante a infeccdo por
Cryptococcus (YANG et al., 2013). Sabe-se que células criptococécicas enfrentam
uma condicdo de estresse oxidativo apds o processo de fagocitose devido ao
recrutamento da maquinaria de detoxificacdo celular do patdégeno, envolvendo
catalases, superéxido dismutases e tiol peroxidases, muitas das quais tém impactos
significativos na viruléncia em modelo murino (COELHO; BOCCA; CASADEVALL,
2014). A atuacao de ROS como moléculas sinalizadoras, por exemplo, ocorre durante
a formacéo do inflamassoma NLRP3 pelo hospedeiro, e complementa a ativacao
causada pelo biofilme produzido por C. neoformans durante a coloniza¢éo do tecido
cerebral (LEI et al., 2013).

Outro mecanismo importante de resisténcia mais recentemente descrito € a
chamada imunidade nutricional, caracterizada pela atuacdo do hospedeiro na
manutencdo da disponibilidade de determinados nutrientes essenciais para 0
crescimento pleno do patégeno. Durante a infeccdo por Candida albicans, por
exemplo, neutrdfilos liberam uma rede de fibras de cromatina conjugadas a proteinas
antimicrobianas conhecida como NETs (Neutrophil Extracellular Traps), que também
permitem a liberacdo de calprotectina, uma importante proteina capaz de se ligar a
zinco e cobre, limitando a concentracao labil desses metais e atrasando a replicacéo
desse patdgeno (BESOLD et al., 2018; URBAN et al., 2009). Estudos transcriptdbmicos
de células de C. gattii obtidas de lavados broncoalveolares também indicam uma
condicao de restricdo nutricional, em que rotas de captacéo e sintese de carboidratos
e aminoacidos séo readequadas para contrapor a escassez do lumen fagossomal,
embora seu perfil metabdlico ainda nédo seja bem conhecido (FERRAREZE et al.,
2017).

A maioria dos estudos que descrevem o processo de imunidade nutricional
focam na restricdo imposta por células do sistema imune na concentragédo de metais

de transicdo, como ferro, zinco e manganés, embora a hiperacumulacdo de metais
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como ferramenta antimicrobiana também seja observada. Durante a infeccdo por
Histoplasma capsulatum, por exemplo, foi observado um comportamento dual que
controla a concentracéo de cobre no interior dos fagossomos de macrofagos. Em um
primeiro momento, a elevada concentracdo fagossomal de cobre em macréfagos
inativados é utilizada como ferramenta de imunidade inata, que se mostra mais efetiva
no controle de algumas espécies de bactérias (ROWLAND; NIEDERWEIS, 2012),
mas que nao é capaz de deter a proliferacao intracelular de Histoplasma. Mais tarde
entra em a¢cdo um mecanismo adaptativo, em que macrofagos ativados por interferon-
gama passam a alterar o ambiente fagossomal para estabelecer uma condicdo de
limitacdo nutricional metéalica, que consegue restringir a reproducdo do patdgeno
(BRECHTING; RAPPLEYE, 2019). Assim, a imunidade nutricional e sua versatilidade
constituem uma importante estratégia do sistema imune para imposicdo de obstaculos
a patodgenos intracelulares, de forma que esses necessitam de um repertorio diverso
de ferramentas moleculares para que possam garantir a obtencédo desses nutrientes
e desenvolver a infecgao.

Cryptococcus também precisa constantemente readequar o abastecimento de
macro e micronutrientes essenciais e lidar com flutuac6es ambientais dos niveis de
metais como o cobre, por exemplo. Durante a coloniza¢do pulmonar ou a fagocitose
por células alveolares, a presenca de um ambiente rico em cobre exige o emprego de
metalotioneinas, pequenas proteinas ricas em cisteina e capazes de se ligar ao cobre
em excesso, que poderia levar a efeitos citotdxicos (DING et al., 2013). Entretanto,
durante a colonizacéo do tecido cerebral, onde a concentracdo de cobre é inferior, é
necessaria a presenca de transportadores de alta afinidade, como CTR4 (SUN et al.,
2014).

A absorcéao de ferro durante a infec¢do também é essencial, ja que além de ser
componente importante de diversas enzimas, os niveis intracelulares do metal afetam
fatores de viruléncia como a producdo de melanina e da capsula (JUNG et al., 2006).
Estudos com C. neoformans indicam que o basidiomiceto possui pelo menos dois
sistemas de obtencdo de ferro: um dependente de sideroforos e outro sistema
chamado redutivo. Embora ndo existam evidéncias que células criptococdécicas sejam
capazes de sintetizar e secretar sideréforos, moléculas produzidas pelo hospedeiro
ou outros organismos, como ferritina, lactoferrina, transferrina e o grupamento
prostético heme, podem servir como fonte de ferro mediante captacdo por
transportadores como SIT1 (TANGEN et al., 2007). Por outro lado, o sistema redutivo
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se baseia na conversao do ion férrico para ion ferroso por meio de redutases
associadas a membrana ou outros agentes, seguido da consequente absorcao por
meio de permeases, que tém impacto na viruléncia plena do patdgeno e cuja
regulacao é mais conhecida (JUNG et al., 2008).

Depois do ferro, zinco € o metal de transicdo mais abundante em seres
humanos e € de extrema importancia para sistemas bioldgicos, ja que grande parte
do proteoma eucarioto depende desse metal como componente estrutural e cofator
enziméatico (WANG, Y. et al., 2018). A presenca desse ion € essencial para o
enovelamento de diversas proteinas e dominios estruturais, como a grande e diversa
familia de motivos de dedos de zinco, intimamente associada com a atividade de
diversos fatores de transcricdo (LI; LIU, 2020). Além disso, sua participacdo na
constituicdo de centros cataliticos de enzimas, atuando na coordenagéo de residuos
proteicos ou de outros metais, € fundamental para muitas atividades e processos
celulares, como reacdes de detoxificacdo, divisdo celular, ligacdo a DNA/RNA,
homeostase de ions, interacdes proteicas, etc. (LAITY; LEE; WRIGHT, 2001).

Zinco também é usado como ferramenta de imunidade nutricional durante a
infeccdo por Cryptococcus (BESOLD et al., 2018; SANTOS et al., 2017). Macrofagos
ativamente diminuem a concentracdo de zinco labil que poderia ser utilizado por
células criptocococicas fagocitadas, embora sempre mantendo um nivel basal
necessario para suas atividades fisiolégicas. O modelo proposto de restricdo metélica
intracelular envolve a producdo de metalotioneinas, que diferentemente de suas
ortdlogas em C. neoformans, sdo capazes de quelar zinco e diminuem ainda mais a
guantidade do metal livre no citoplasma. De maneira sinérgica, transportadores da
familia ZnT armazenam zinco citoplasmatico para dentro de organelas, como
endossomos e o complexo de Golgi, além de haver uma diminuicdo da atividade de
alguns transportadores da familia ZIP, que importam zinco do meio extracelular para
o interior da célula.

Dessa forma, o controle da obtencédo desse metal por parte do patdégeno € de
extrema importancia para a consolidacdo da infec¢cdo. Varios genes e processos
fisiolégicos envolvidos na manutencdo da homeostase de zinco tém sido
caracterizados em Cryptococcus spp., como o fator de transcricdo Zapl, e as
proteinas reguladas por ele, principalmente da familia Zip. Assim como na levedura
modelo Saccharomyces cerevisiae (ZHAO; EIDE, 1996a, 1996b), os transportadores

Zip ja foram caracterizados em C. gattii e associados intimamente com o transporte
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de metais e a manutencdo da viruléncia plena do fungo. A familia possui quatro
membros (Zipl-4) que contém dominios transmembrana e uma localizacdo celular
predita na membrana plasmatica, além de importantes papéis na regulacdo da
homeostase de diferentes ions metalicos (SCHNEIDER et al., 2015).

Zipl é o maior responsavel pelo transporte de zinco para o meio intracelular,
enquanto Zip2 apresenta um papel bem menor, com uma possivel redundancia entre
a funcao das duas proteinas. A delecéo independente de ZIP1 induz um crescimento
reduzido das células na presenca de quelante de zinco, aumenta a taxa de fagocitose
por macréfagos e também leva a menores niveis intracelulares de zinco na levedura,
0 que ocasiona em um aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio. Por
outro lado, a delecéo independente de ZIP2 revela apenas um papel minoritario do
transportador na homeostase de zinco e um efeito negativo na sobrevivéncia dentro
de macrofagos por um periodo mais longo, além de sugerir uma possivel atuacéo no
transporte de outros metais que ainda precisa ser avaliada. A delecao conjunta dos
transportadores novamente confirma a importancia da homeostase de zinco e do
efeito negativo do estresse oxidativo para a viruléncia de C. gatti (SCHNEIDER et al.,
2015).

Adicionalmente, ZIP3 também foi recentemente caracterizado como um
ortdlogo de ATX2, um gene de S. cerevisiae que codifica um transportador de
manganés localizado no complexo de Golgi, que est4 associado com uma variedade
de fatores de viruléncia classicos, como melanizagéo, producdo de GXM, viruléncia
em modelo invertebrado e producédo de espécies reativas de oxigénio (GARCIA et al.,
2020). Por ultimo, Zip4 aparece mais distante dos outros membros da familia e foi
proposto como ortélogo de Yke4, um transportador bidirecional de zinco localizado no
reticulo endoplasmatico em S. cerevisiae, mas que ainda nao foi caracterizado em C.
gattii (SCHNEIDER et al., 2015).

Em S. cerevisiae, o fator de transcricdo Zapl ja foi caracterizado como uma
peca central na homeostase de zinco pela regulacdo da expressdo da familia de
transportadores ZIP (BIRD et al., 2004, 2006). A proteina possui 880 aminoacidos e
apresenta cinco dominios de dedos de zinco, cuja funcéo proposta é de ligacédo ao
DNA, e dois dominios de ativacdo, responsaveis pela deteccdo dos niveis
intracelulares de zinco através da ligacdo ao metal e consequente inativacéo. O fator
de transcricdo tem papel positivo na regulacao dos genes alvos ao se ligar a sequéncia

consenso 5-ACCTTNAAGGT-3’ com certo grau de degeneracédo, mas também pode
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atuar como repressor mediante ocupacao de sitios préximos a regides regulatérias,
como TATA box, ou, ainda, levar a producéo de transcritos intergénicos que deslocam
a maquinaria de transcricdo de genes proximos.

Varias iniciativas buscaram determinar o grupo de genes regulados por Zap1,
porém a delimitacdo desse conjunto de genes apresenta uma sensibilidade
consideravel as técnicas utilizadas para identificacdo dos alvos e aos meios
empregados para simular a condicdo de estresse, revelando alguns obstaculos a
serem superados como consequéncia de uma varia¢ao bioldgica intrinseca ao fator
de transcricdo, visualizada pelo condicionamento da sua expresséo e regulagdo por
diferentes fatores bioticos e abibticos. Assim, elementos como a extensdo da
gravidade da limitacdo de zinco, controlada pela concentracdo ou pelo tempo de
exposicdo a um agente limitante, e a forma como esse estresse € gerado, seja pelo
uso de quelantes ou pelo cultivo das células em resinas de ligacdo a metais, podem
fornecer resultados contrastantes no conjunto final de genes alvos. Portanto, atraves
da combinacdo de diferentes estratégias de identificacdo em linhagens pouco
funcionais ou deletadas para o gene e crescidas em condicbes de estresse pela
limitacdo ou auséncia de zinco, o regulon de Zapl em S. cerevisiae pode ser
determinado com maior confianga como sendo composto por cerca de 80 diferentes
genes (WU et al., 2008).

Entre esses genes estao trés importantes transportadores de metais da familia
ZIP (ZRT1-3), cuja caracterizacdo ja demonstrou o0 papel dessas proteinas no
transporte de zinco para o meio intracelular e na sua mobilizacdo de organelas de
armazenamento (ZHAO; EIDE, 1996a, 1996b). O mecanismo proposto de resposta
primaria diz respeito ao inicio da deteccéo de privacdo de zinco pela célula, que vai
buscar uma homeostase na nova condicdo de estresse, enquanto a resposta
secundaria se estende para proporcionar a levedura um mecanismo adaptativo, em
gue o metabolismo energético e rotas de sintese de diversas biomoléculas e
estruturas celulares vao se reorganizar para contrapor a auséncia de zinco, além de
proporcionar a mitigagdo de possiveis efeitos citotoxicos da deficiéncia do metal
(WANG, Y. et al., 2018).

Em Saccharomyces cerevisiae, a resposta primaria descrita envolve
principalmente um aumento dos niveis citosolicos de zinco através da sua mobilizacéo
para fora do vacuolo pela proteina ZRT3 e, também, pela entrada do metal do meio
extracelular por transportadores associados a membrana, como ZRT1, ZRT2 e FET4
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(um transportador de metais majoritariamente associado com deslocamento de ferro
e cobre) (WU et al., 2008). A resposta secundaria envolve uma exposicdo por um
periodo mais longo ou de forma mais grave a deficiéncia de zinco, onde ocorre uma
remodelacdo das rotas de biossintese da célula visando minimizar o uso do metal e
aliviar os efeitos negativos da sua deficiéncia, fortalecendo uma resposta adaptativa.
Um mecanismo secundario ja melhor caracterizado envolve a reorganizacdo da
producdo proteica visando a economia de zinco, onde ocorre, por exemplo, a
promocao da transcricdo de isoformas que utilizam menos atomos do metal ou séo
independentes dele. Esse sistema pode ser ilustrado pela regulacdo negativa que
Zapl exerce nos genes de alcool desidrogenases, onde ADH1 e ADH3 séo isoformas
muito abundantes cuja atividade catalitica depende de zinco, enquanto ADH4, que
utiliza &tomos de ferro, tem sua transcricdo aumentada (BIRD et al., 2006).

Além disso, outro aspecto dessa resposta mais prolongada recai sobre o
aliviamento dos danos causados pelos niveis reduzidos de zinco, que é garantido pela
acao de proteinas com funcdo de detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio,
enovelamento correto de proteinas e estabilidade genémica de minissatélites. A
detoxificacdo € executada por enzimas induzidas por Zapl, como TSAl, uma
importante peroxirredoxina citosélica, UTH1, uma proteina mitocondrial nao
caracterizada mas importante para a resisténcia a superéxido, e CTT1, uma forma
citosolica da catalase (WU et al., 2008).

No fungo filamentoso Aspergillus fumigatus, o ortélogo de Zapl, chamado
ZafA, também ja teve seu regulon determinado. Aproximadamente 153 genes foram
propostos como sendo regulados pelo fator de transcricdo em condi¢cdes de privagao
de zinco, sendo que 35 seriam negativamente regulados e 118 positivamente
regulados pelo fator de transcricdo. Desses, 49 foram experimentalmente validados
como alvos diretos de ZafA através de EMSA e RT-gPCR (VICENTEFRANQUEIRA
et al., 2018). Analises in silico e in vivo revelaram que o fator de transcricdo € capaz
de se ligar a sequéncia 5 - DYYVYCARGGTVYYY - 3’ nas regides promotoras de
seus alvos, embora com um suposto grau de degeneracdo maior que 0 motivo
proposto para ScZapl. A analise da funcdo molecular desses genes demonstrou uma
associagao significativa a vias de resposta a estresse oxidativo, metabolismo de
fatores de viruléncia, vias de biossintese de ergosterol e metabdlitos secundarios,

além da regulacdo da homeostase de diferentes ions.
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Também, foi proposta uma associa¢cdo de balanceamento entre a entrada e
armazenamento de zinco e ferro mediante auséncia de um desses elementos, onde
essa homeostase cruzada regula, por exemplo, 0 armazenamento de zinco para
dentro de organelas durante um contexto de deficiéncia de ferro, com o possivel intuito
de reduzir um “choque” de zinco proveniente da entrada subita desse metal e sua
consequente toxicidade (VICENTEFRANQUEIRA et al., 2019). De outro lado, em uma
situacao de deficiéncia de zinco, podemos propor que 0 aumento da concentracao
citosolica desse metal ou sua mobilizacdo de locais de armazenamento evita uma
toxicidade do ferro em meios repletos ou néo limitantes, o que, da mesma forma,
poderia trazer efeitos citotoxicos. Esse balanc¢o de zinco, ferro e outros metais permite
uma homeostase finamente regulada com intuito de evitar uma entrada descontrolada
desses elementos em um contexto adverso de deficiéncia nutricional.

Os primeiros esforgos de caracterizacédo de Zapl (Csrl) em Candida albicans
indicaram um importante papel do transporte de zinco na promoc¢ao da transicao
morfolégica de levedura para hifa e o consequente crescimento durante a fase
filamentosa (KIM, M.-J. et al., 2008). Mais tarde, o emprego de ChIP-Seq permitiu um
delineamento do regulon de Csrl, e, combinado a abordagens in silico de
sobrerrepresentacdo de sequéncias nucleotidicas, revelou enriquecimento dos
motivos 5’-TAATGGTG-3’ e 5-ATGGTGGT-3' nas regides promotoras dos genes,
indicando possiveis motivos de ligacdo ao DNA (NOBILE et al., 2009). Ao contréario do
gue foi encontrado em S. cerevisiae, a maioria dos genes envolvidos na biossintese
de ergosterol foram negativamente regulados de maneira indireta por CaZapl. O
mesmo padréo foi encontrado em A. fumigatus, embora de maneira bem mais sutil.

Adicionalmente, o papel de Zapl em Candida albicans se estende como um
regulador negativo na biogénese e maturacdo da matriz de biofilme através da
manutencdo da producdo de beta-1-3-glicano e de outros genes com impacto no
metabolismo da matriz polissacaridica, como glicoamilases e alcool desidrogenases
(NOBILE et al., 2009). Além disso, o fenétipo dos mutantes de delecdo para o fator de
transcricao indica uma viruléncia reduzida em modelo murino de infecgéo e defeitos
na taxa de crescimento.

De maneira geral, Zapl apresenta um papel muitas vezes conservado entre
diferentes patdégenos fungicos como um regulador chave da transcricdo de diversos
genes envolvidos principalmente na homeostase de zinco, mas também associados

ao controle de diferentes aspectos morfoldgicos e fisiolégicos que impactam na


https://paperpile.com/c/cADYUm/MW6o
https://paperpile.com/c/cADYUm/MW6o
https://paperpile.com/c/cADYUm/MW6o
https://paperpile.com/c/cADYUm/h6yV
https://paperpile.com/c/cADYUm/h6yV
https://paperpile.com/c/cADYUm/h6yV
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0
https://paperpile.com/c/cADYUm/kAQ0

22

viruléncia desses organismos. O presente trabalho, tem, portanto, o objetivo de
caracterizar mais extensivamente o regulon desse importante fator de transcricao,
buscando compreender o processo de captacao e distribuicdo de zinco pela levedura
patogénica Cryptococcus gattii. O delineamento desse grupo de genes é capaz de
prover as bases para futuros estudos de genbmica funcional que visem a
caracterizacdo de novos fatores de viruléncia, além de fornecer informacbes
pertinentes para o direcionamento de estratégias terapéuticas de combate a
criptococose que possam ter como alvo o metabolismo desse metal ou o0 processo de

imunidade nutricional como um todo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o regulon de Zapl em C. gattii durante a privagao de zinco.

2.2 Objetivos especificos

Determinar os genes diferencialmente expressos em Cryptococcus gattii sob
influéncia de Zapl e da disponibilidade de zinco;

Avaliar 0 conjunto de genes que se apresentam na intersec¢ao entre as condi¢des de
auséncia de Zapl e privacao de zinco;

Avaliar a presenca de elementos candnicos comuns na potencial regido regulatéria
destes genes;

Predizer os processos bioldgicos nos quais se encontram os produtos destes genes,

associando seu papel funcional reanotado ao processo de infecgéo.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS

3.1 Obtencéao e limpeza das bibliotecas

Foram obtidos os dados brutos de dois experimentos de sequenciamento de
RNA (RNA-seq) realizados com células de Cryptococcus gattii linhagem R265. No
primeiro, as leveduras selvagens e mutantes nulas para o gene codificador do fator
de transcricdo Zap1 foram cultivadas em meio YNB suplementado com o quelante de
ions divalentes TPEN (N,N,N’,N’-Tetraquiis(2-piridilmetil)etilenodiamina), simulando
uma condicdo de privacdo de zinco encontrada no interior do fagolisossomo de
macrofagos (SCHNEIDER et al., 2012). Ambas as amostras foram sequenciadas com
a metodologia single-end com uma replicata biol6gica e estdo disponiveis no banco
de dados Sequence Read Archive do National Center for Biotechnology Information
sob 0s numeros de acesso SRX2523180 e SRX2522699. No segundo experimento,
células selvagens de C. gattii foram cultivadas em meio YNB suplementado ou ndo
com o quelante de zinco TPEN, em um estudo de amplo espectro do efeito da proteina
Zrgl no desenvolvimento do fungo na deficiéncia desse metal e sua associagdo com
processos autofagicos. As amostras foram sequenciadas em triplicatas biolégicas com
a metodologia paired-end (DIEHL et al., 2021).

Embora o desenho experimental do primeiro experimento ja fosse capaz de
estabelecer uma base satisfatoria para delimitar os genes que sédo regulados por
Zapl, a limitacdo técnica da existéncia de apenas uma replicata enfraguece a base
estatistica necessaria para estimar a dispersédo da expressdo dos genes durante os
calculos da expresséo diferencial. Como ja estabelecido, a condi¢do de privacdo de
zinco esta intimamente associada a expressao de Zapl, portanto, podemos deduzir
gue o conjunto de genes regulados pelo fator de transcricdo (experimento 1) esta
contido dentro do conjunto de genes regulados pela deficiéncia de zinco (experimento
2). A abordagem utilizada vem de encontro com o que ja foi realizado na
caracterizacdo de Zapl em outros organismos, onde a interseccdo de diferentes
estratégias garante um conjunto final de genes mais confiavel
(VICENTEFRANQUEIRA et al., 2018; WU et al., 2008).

Sendo assim, foi feita a identificacdo dos genes diferencialmente expressos na
comparacado C. gatti WT X WT + TPEN, seguida da identificacdo dos genes

diferencialmente expressos na comparacgéo C. gattii WT + TPEN X C. gattii Azap1 +
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TPEN, obtendo, por fim, a interseccdo entre esses dois conjuntos de genes
diferencialmente expressos. Vale ressaltar que os genes encontrados no conjunto
final, ndo sdo necessariamente diretamente regulados por Zapl, ja que podem ser
advindos de um processo de regulacao secundaria.

Todas as bibliotecas passaram por um controle de qualidade utilizando o
software Trim Galore! (KRUEGER, 2015), onde foram removidas as sequéncias de
adaptadores da porcao 3’ dos reads (trimming), assim como sequéncias com score
Phred inferior a 30, tamanho inferior a 20 e conteido de bases ndo determinadas
(numero de N’s) maior que 10. A qualidade de todas as bibliotecas foi avaliada com o
programa MultiQC (EWELS et al., 2016) para garantir a auséncia de sequéncias
adaptadoras, contaminantes, repetitivas ou de baixa qualidade. Diferentes parametros
de qualidade das sequéncias de cada amostra podem ser avaliados nas Figuras 1 e
2.

FastQC: Mean Quality Scores

zaplD

WT_TPEN1_R1
WT_TPEN1_R2
WT_TPENZ2_R1
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WT_YNB2_R2
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Figura 1: Valores médios de score Phred de acordo com a posi¢cdo no read em cada uma das
bibliotecas. Para bibliotecas paired-end, os pares foram representados da mesma cor.
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FastQC: Per Sequence Quality Scores
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Figura 2: Frequéncia do nimero de reads para cada um dos valores de qualidade média em cada uma
das bibliotecas.

3.2 Mapeamento e contagem dos reads

Os reads de cada uma das bibliotecas foram alinhadas a versdo mais recente
do genoma de C. gattii gendtipo VGII linhagem R265 (depositado no NCBI sob o
codigo de acesso GCA_002954075) utilizando o software HISAT2 (KIM, D. et al.,
2019). Os parametros de alinhamento foram ajustados de acordo com o tipo de
biblioteca (paired-end, single-end) e com as propriedades do genoma, como tamanho
minimo de intron de 20 e tamanho maximo de 3000 nucleotideos.

Em seguida, o método de preparo de biblioteca foi determinado utilizando o
modulo infer_experiment do programa RSeqC (WANG, L.; WANG,; LI, 2012); todas as
bibliotecas de ambos experimentos foram estipuladas como reversely-stranded. A
contagem de reads alinhados foi feita com o software FeatureCounts (LIAO; SMYTH,;
SHI, 2013) com a versao mais recente e curada da anotacdo do genoma de C. gattii
(GROHS FERRAREZE et al., 2021). As estatisticas de alinhamento para cada uma

das amostras podem ser avaliadas na Figura 3.
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featureCounts: Assignments
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Figura 3: Distribuicdo percentual do mapeamento de cada uma das bibliotecas no genoma de C. gattii.
Nota-se que para as bibliotecas paired-end a taxa de de reads atribuidos unicamente a features génicas
esta entre 27% e 44%, enquanto nas bibliotecas single-end esta entre 87%-90%

3.3 Calculo e andlise da expressao diferencial

As tabelas de contagens para cada um dos genes nas diferentes condicfes
foram processadas usando o fluxo de andlise do pacote edgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2010). Para as amostras do experimento 2 (WT YNB X WT
YNB + TPEN), os valores de contagem foram normalizados de acordo com os fatores
calculados a partir do tamanho das bibliotecas, e, em seguida, modelados utilizando
uma distribuicdo binomial negativa. A partir do valor de dispersao comum (®) dessa
distribuicdo, é possivel calcular o coeficiente de variagdo biolégica (CVB = V&)
associado a expressao dos genes nesse experimento. Assim, de acordo com a
estratégia descrita na primeira secéo, foi possivel utilizar a disperséo calculada para
simular o CVB do experimento que apresenta auséncia de replicatas, assumindo que
a variancia biologica entre as condi¢des € igual e diminuindo consideravelmente o erro
associado a analise.

Para ambos experimentos, a analise de significancia estatistica se deu por um

teste exato para distribuicdo binomial negativa, com corre¢éo do valor de P utilizando
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a abordagem de False Discovery Rate (FDR) com o método de Benjamini e Hochberg
(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). Foram realizadas simulacdes com diferentes
valores de corte para FDR (0.05, 0.01 e 0.001) e valor absoluto do logaritmo do fold-
change (1, 2 e 3), de modo a buscar uma reducdo do nimero de falsos positivos
presentes nos genes diferencialmente expressos, mas ainda mantendo um numero
consideravel de genes na intersecao dos dois grupos, que correspondem aos genes
regulados por Zapl. Como esperado, 0 uso de valores de corte mais restringentes
reduz grandemente a quantidade de genes considerados diferencialmente expressos,
mas também reduz o nimero de genes que seriam regulados por Zapl, o que afeta
as analises subsequentes. Por fim, foram utilizados valores padrées de FDR < 0.05 e
|logFC| > 1, seguindo uma abordagem onde mantém-se um ndamero maior de genes
diferencialmente expressos no inicio do fluxo de trabalho, mas que vai sendo
“afunilado” e filtrado & medida que mais analises séo realizadas e agregam confianca
a um conjunto final menor de genes selecionados.

Na comparacao proveniente do experimento 2, foram encontrados 388 genes
diferencialmente expressos, sendo que 272 foram sobre-expressos (induzidos) e 116
foram subexpressos (reprimidos) durante a privagcdo de zinco. Na comparagéo do
experimento 1, foram encontrados 942 genes com expressdo aumentada e, portanto,
negativamente regulados na presenca de Zapl, e 404 genes com expressao
diminuida, ou seja, positivamente regulados por Zapl. Assim, ao combinarmos 0s
diferentes resultados de modo a diminuir o erro associado a andlise, podemos
determinar que o regulon de Zapl em condicdes de limitacdo de zinco consiste de 49
genes, sendo que 21 sdo negativamente regulados e 28 sédo positivamente regulados
(Figura 4).

3.4 Anélise de enriquecimento funcional

Para obtencdo de um perfil funcional dos genes regulados por Zapl e uma
busca por associacdes significativas com diferentes papéis biologicos, foi realizada
uma analise de enriquecimento funcional com o pacote topGO em ambiente R
(ALEXA; RAHNENFUHRER, 2010). A anotacao de Cryptococcus gattii VGII R265 foi
associada aos termos de ontologia génica no banco de dados EggNOG versao web
(HUERTA-CEPAS et al.,, 2017). Os termos de funcdo molecular dos 49 genes

regulados por Zapl foram analisados para enriqguecimento com teste de Fisher para
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significancia estatistica. Foram considerados como enriquecidos os termos com valor

de P corrigido pela abordagem de FDR inferior a 0.05.

244

+TPEN
+ZAP1

-ZAP1

Figura 4: Diagramas de Venn representando a combinac&o entre os diferentes experimentos utilizados
para a analise de expresséo diferencial. Na porcao superior da imagem, o simbolo +ZAP1 representa
genes positivamente regulados por Zap1, enquanto +TPEN simboliza genes induzidos na presenca do
guelante TPEN. A intersec@o representa 28 genes positivamente regulados por Zapl durante a
privacdo de zinco. O mesmo padrdo pode ser observado na porcdo inferior da imagem, onde
observamos, na intersec¢do, um conjunto de 21 genes negativamente regulados por Zapl durante a

deficiéncia de zinco.

Os termos de ontologia de funcdo molecular identificados envolvem
principalmente a atuacdo das proteinas como quinases, transferases, hidrolases e
ligantes de ions (Figura 5). Este ultimo grupo retne ligantes de metais e ions no geral,
demonstrando a importancia de Zap1 no controle de genes associados a homeostase
metélica e ibnica durante eventos de limitacdo nutricional de zinco, com impactos em

moléculas com func¢des diversas.
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Figura 5: Gréfico de barras do enriquecimento funcional de termos de fungédo molecular associados
aos genes regulados por Zapl. No eixo Y podem ser observados os nomes das ontologias, enquanto

o0 eixo X ilustra o p-valor corrigido da significancia desses termos, representado logaritmizado.

Para caracterizar mais detalhadamente esse grupo de genes e estipular seu
possivel papel na resposta a privacdo de zinco, um processo de anotacdo mais
minucioso foi realizado. Informacdes de bancos de dados como FungiDB e NCBI
foram integrados a ferramentas de analise de sequéncias, como InterproScan e
BLAST, que, em conjunto com uma extensa busca bibliografica, serviram para propor
funcdes moleculares e estabelecer uma anotacao curada para cada um dos genes,
possibilitando um estudo mais aprofundado da sua atuag&o no processo de infec¢cao
por C. gattii. Pelo menos 36 dos 49 genes tiveram alguma informacéo relevante ou
grau de identidade satisfatorio para que fosse possivel determinar seu papel através
de homologia com base em familias de dominios proteicos e estudos de
caracterizacado em outros organismos. Os homes propostos dos genes e detalhes da
anotacao podem ser visualizados na tabela abaixo.

Tabela 1: Informagdo da anotagéo funcional realizada com o0s genes regulados por Zapl. S&o
demonstrados os numeros de motivos de ligacdo de Zapl que as sequéncias regulatdrias desses
genes, bem como sua descri¢do funcional e valores de fold-change nas comparacdées realizadas. Cada
grupo funcional foi representado com uma cor diferente. Genes positivamente regulados por Zapl
durante privacdo de zinco tiveram seu valor de log2FC coloridos em verde, enquanto genes
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negativamente regulados por Zapl durante a deficiéncia de zinco estdo com esses valores

representados em vermelho.

CNBG_4460
CNBG_6066
CNBG_2209
CNBG_2706
CNBG_0645
CNBG_0523
CNBG_5383
CNBG_2996
CNBG_3733
CNBG_3409
CNBG_2690
CNBG_0066
CNBG_4409
CNBG_4172
CNBG_2661
CNBG_3193
CNBG_4561
CNBG_3933
CNBG_6063
CNBG_2170
CNBG_0170
CNBG_3294
CNBG_4981
CNBG_0047
CNBG_4048
CNBG_0115
CNBG_3934

CNBG_5140

Zinc-deficiency responsive transcription factor

Zinc transporter, ZIP family

Zinc transporter, ZIP family

Mitochondrial iron-sulfur cluster transporter, ABC
superfamily

Uncharacterized amino acid transporter

Putative D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase

Inositol-2-desidrogenase

L-arabinitol 4-dehydrogenase

Invertase, converts sucrose into glucose and fructose

Putative dehydrogenase with NADP-binding domain

Putative glicosyl hidrolase

Putative FMN-dependent dehydrogenase

Metallothionein, chelates copper

Oxidoreductase domain containing protein

Mitochondrial Mn-dependent superoxide dismutase

Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase

Major Facilitator Superfamily

Major Facilitator Superfamily

Major Facilitator Superfamily

Major Facilitator Superfamily, hexose transport

Major Facilitator Superfamily, high-affinity glucose
transport

Polygalacturonase, degrades pectin

Chitin synthase

O-acetylation of GXM residues, CAS64 family

Uracil phosphoribosyltransferase

Myosin-kinesin motor domain ATPase superfamily

Arylsulfatase domain containing protein

Protein tyrosine kinase
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4 CNBG_5294 - Fasciclin domain containing protein
1 CNBG_4241 - Putative cobalamin synthesis protein
3 CNBG_2054 - Bacteriorhodopsin-like protein
1 CNBG_5291 - Unknown protein

4 CNBG_4913 - Unknown protein

0 CNBG_5290 - Unknown protein

1 CNBG_10112 - Unknown protein

2 CNBG_10248 = Unknown protein

4 CNBG_9618 - Unknown protein

2 CNBG_0982 - Unknown protein

4 CNBG_6112 - Unknown protein

1 CNBG_9171 - Unknown protein

1 CNBG_9012 - Unknown protein

5 CNBG_1436 - Unknown protein

5 CNBG_2210 - Unknown protein

2 CNBG_2949 - Unknown protein

1 CNBG_1018 - Unknown protein

0 CNBG_5805 - Unknown protein

1 CNBG_5067 - Unknown protein

0 CNBG_4307 - Unknown protein

1 CNBG_3498 - Unknown protein

3.5 Identificacdo do potencial motivo de ligagdo de Zap1l

As sequéncias nucleotidicas localizadas entre o sitio de inicio de traducéo e
1000 pares de bases a montante do sitio de inicio de traduc@o foram obtidas para
todos os genes identificados como regulados por Zapl, visando determinar a
sequéncia de ligacdo de Zapl ao DNA. Para isso, foram utilizados os software MEME
(Multiple Em for Motif Elicitation) e RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tool) de
maneira conjunta na procura de motivos sobrerrepresentados (BAILEY et al., 2009;
VAN HELDEN; ANDRE; COLLADO-VIDES, 1998).


https://paperpile.com/c/cADYUm/qGOU+RQ5I
https://paperpile.com/c/cADYUm/qGOU+RQ5I
https://paperpile.com/c/cADYUm/qGOU+RQ5I
https://paperpile.com/c/cADYUm/qGOU+RQ5I

33

Inicialmente, a identificacdo dos motivos foi realizada apenas nas sequéncias
upstream de trés genes cuja evidéncia in vitro ja descrita aponta fortemente para uma
regulacdo por Zapl: ZIP1 (CNBG_6066), ZIP2 (CNBG_2209) e o proprio ZAP1
(CNBG_4460) (SCHNEIDER et al., 2012). A analise combinada dos dois métodos
independentes revelou o motivo consenso CAGTTACA (Figura 6, superior), como
presente pelo menos uma vez em cada uma das sequéncias.

Em seguida, a matriz de frequéncia de caracteres desse motivo foi utilizada
para identificar sua ocorréncia nas demais sequéncias dos outros genes regulados
por Zapl. A busca foi realizada utilizando a ferramenta matrix-scan do RSAT versao
web e encontrou 95 ocorréncias do motivo com valor de P inferior a 0.05, denotando
um conjunto putativo de 42 genes que seriam diretamente regulados por Zapl (Tabela
1). O acréscimo dessas novas ocorréncias do motivo também afetou a composicéao
da matriz de frequéncia do motivo consenso, concedendo maior variabilidade a sua
sequéncia (Figura 6, inferior).
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Figura 6: Em cima, matriz de frequéncia do motivo de ligacdo identificado nos trés genes
conhecidamente regulados por Zapl. Embaixo, a matriz resultante da busca do motivo anterior nas
demais sequéncia de genes identificados como regulados por Zapl. Nota-se a maior diversidade de
contetido do motivo quando avaliadas todas as sequéncias em conjunto.
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4. DISCUSSAO

O género de fungos basidiomicetos Cryptococcus constitui uma importante
ameaca para pacientes imunocomprometidos, como portadores de HIV e
transplantados, principalmente em paises subdesenvolvidos, onde o acesso a
terapias antirretrovirais e a disponibilidade de medicamentos antifingicos é deficitaria
(LOYSE et al., 2013; MAY et al., 2016). Cryptococcus gattii € um patdgeno oportunista
capaz de protagonizar casos de infecgBes respiratérias mesmo em individuos
imunocompetentes (CHEN et al., 2012). Essa levedura emprega diferentes fatores de
viruléncia, como producdo de melanina, sintese de urease, presenca de capsula
polissacaridica e termotolerancia, com o intuito de enfraquecer a resposta imune do
hospedeiro e evadir estratégias de combate de células fagocitorias, exemplificadas
pela producdo de metabdlitos antimicrobianos, o acumulo de espécies reativas de
oxigénio e a acidificacdo do pH no interior de fagolisossomos (MEDNICK;
NOSANCHUK; CASADEVALL, 2005; ZARAGOZA, 2019).

Além disso, outra estratégia utilizada por células do sistema imune é a
imunidade nutricional, que consiste na restricdo da disponibilidade de nutrientes no
meio extra e intracelular, visando reduzir o crescimento e replicacdo do patdégeno
(BRECHTING; RAPPLEYE, 2019). Assim, através de diferentes mecanismos, a
concentragdo de macronutrientes metalicos essenciais, como ferro, zinco e
manganés, é ativamente reduzida em tecidos infectados, como nos pulmdes, ou no
interior de fagossomos (KEHL-FIE; SKAAR, 2010). A liberacdo de calprotectina, por
exemplo, durante o extravasamento de NETs por neutréfilos, promove a quelacao de
zinco e cobre extracelular durante a infeccdo por Candida albicans (BESOLD et al.,
2018). Também, macrofagos infectados por Cryptococcus neoformans reduzem a
concentracdo de zinco labil no citoplasma e no interior das vesiculas que contém as
células criptococdcicas, reduzindo sua taxa de crescimento (SANTOS et al., 2017).

Dessa forma, a compreensdo do mecanismo de obtencdo de nutrientes &
essencial para o combate do processo infeccioso, ja que esses patdgenos vao
ativamente buscar a restauragéo das concentracbes de metais essenciais para seu
crescimento pleno, contrapondo a imunidade nutricional. Em C. gattii, um dos
principais agentes associados a obtencao de zinco é o fator de transcricdo Zapl, que

regula a expressao de Zipl e Zip2, dois importantes transportadores de zinco
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associados a membrana plasmética (SCHNEIDER et al., 2015). Uma caracterizacéo
anterior de Zap1l revelou sua importancia na regulacéo da absorcao de zinco, além de
propor que a inativacdo de seu gene codificante leva a niveis maiores de ROS
intracelulares e a uma taxa de mortalidade atenuada em modelo murino, embora sem
afetar fatores de viruléncia classicos, como a formacédo de capsula, a producédo de
melanina e a termotolerancia (SCHNEIDER et al., 2012).

O presente trabalho propde uma delimitacéo e caracterizacdo do conjunto de
genes regulados por Zapl em C. gattii. Através da combinacgéo de dois experimentos
de RNA-seq de linhagens selvagens e mutantes nulas para ZAP1 cultivadas em
condi¢cBes de privacdo de zinco pela exposicdo ao quelante de ions TPEN, podemos
delimitar os genes que séo diferencialmente expressos, e que seriam, portanto,
regulados por esse fator de transcricéo (DIEHL et al., 2021; SCHNEIDER et al., 2012).
O tratamento estatistico aplicado nas bibliotecas que ndo apresentam replicatas,
baseado na extrapolacdo dos coeficientes de variacdo bioldgica das bibliotecas em
triplicata, permite estimar as dispersfes de expressdo para realizar com mais
confianca os célculos necessarios, fornecendo um conjunto de genes mais reduzido
e confiavel. Dessa forma, a selecao final de genes com p-valor superior a 0,05 e
|logFC| > 1 informa um conjunto de 49 genes regulados por Zapl, e, a partir de seus
valores de FC, podemos determinar se sdo reprimidos ou ativados pelo fator de
transcricdo (Tabela 1).

Comparando diferentes espécies de fungos que ja tiveram homadlogos de Zapl
caracterizados, nota-se uma diversidade grande na composi¢do funcional e na
guantidade de genes que integram seu regulon, com o numero de alvos diretos
variando de 50 a 150 genes (KIM, M.-J. et al., 2008; VICENTEFRANQUEIRA et al.,
2018; WU et al., 2008). Seu papel fisiolégico entre as espécies também é amplo, e
envolve, por exemplo, a regulacéo da formacéao e maturacao de biofilme, producéo de
alcoois, captacdo de metais, resposta a estresse oxidativo, metabolismo de
carboidratos e proteinas, etc. O que de fato parece ser conservado entre esses
diferentes fungos é a ativacdo de Zapl em condi¢Bes de baixa disponibilidade de
zinco, onde vai controlar a expressao de importantes transportadores da familia ZIP
para permitir o restabelecimento de uma concentragcdo adequada do metal (EIDE,
2020). Entretanto, essas comparacgfes interespécie devem ser conduzidas com
cuidado, ja que as iniciativas de caracterizacéo desse fator de transcricdo apresentam

niveis de suporte variaveis, e empregam diferentes técnicas de validacédo, sendo que
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muitos dos resultados obtidos estéo intimamente associados com as condigdes nas
guais foram realizados os experimentos de privacdo de zinco ou silenciamento do
gene, com o conjunto final de alvos sendo a consequéncia da juncao de diferentes
abordagens.

Para identificar o motivo de ligacdo de Zapl ao DNA, as sequéncias
correspondentes aos 1000 nucleotideos upstream dos sitios de inicio de traducéo
desses genes foram analisadas para identificar sequéncias sobrerrepresentadas. Os
software MEME (BAILEY et al., 2009) e RSAT (VAN HELDEN; ANDRE; COLLADO-
VIDES, 1998) identificaram o motivo consenso CAGTTACA (Figura 6), presente na
sequéncia de 42 genes, que seriam, portanto, potencialmente diretamente regulados
pelo fator de transcricdo. A sequéncia do motivo diverge em contetdo e parece ser
mais curta do que o encontrado em outras espécies de fungos patogénicos, o que é
esperado visto a diferenca consideravel entre as sequéncias dos outros homologos
de Zapl e da variacado de numero de dominios de ligacdo ao DNA que possuem (KIM,
M.-J. et al., 2008; VICENTEFRANQUEIRA et al., 2018). Outras analises in vitro, como
CHIP-seq e ensaios de mobilidade eletroforética, poderdo futuramente validar a
interacdo entre Zapl e o motivo identificado, fornecendo insights a respeito do
mecanismo de reconhecimento do fator de transcricdo e a regulacdo que este exerce
sobre outros genes.

Como observado em outros fungos patogénicos, CgZapl também é
potencialmente capaz de autorregulacdo positiva, conforme caracterizado
previamente em Saccharomyces cerevisiae (EIDE, 2020). A regido regulatoria de
ZAP1 apresenta pelo menos um motivo de ligacdo ao préprio fator de transcricao,
além deste ser mais expresso na auséncia de zinco, evidenciando um mecanismo
conservado de autopromoc¢do de sua transcricdo, possivelmente como forma de
garantir uma maior efetividade e versatilidade de controle sobre seus genes alvos. Em
A. fumigatus, por exemplo, zafA possui duas unidades transcricionais cuja expressao
é influenciada pela atividade de um outro fator de transcricdo chamado HapX e do
préprio ZafA, que atuam de forma conjunta para promover a expressao de uma
isoforma mais longa e néo-funcional, ou mais curta e funcional, influenciados pela
razédo de ferro e zinco presente no meio de cultura (VICENTEFRANQUEIRA et al.,
2019). Futuros estudos acerca da presenca de transcritos alternativos de ZAP1 em C.
gatti ainda poderéo ser realizados, de modo a caracterizar os possiveis efeitos dessas

variantes transcricionais, como o0 impacto que possuem nos niveis proteicos de Zapl
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e se atuam de forma diferente sobre seus alvos durante a privacao de zinco e outros
metais.

Outro mecanismo conservado identificado nas analises combinadas foi a
regulacdo que Zapl exerce sobre transportadores membros da familia ZIP
(SCHNEIDER et al., 2012, 2015). Zipl e Zip2 sao importantes transportadores de alta
e baixa afinidade, respectivamente, localizados na membrana plasmatica e atuando
na absorcao de zinco do meio extracelular. Ambos os genes foram identificados como
alvos diretos do fator de transcricdo, com 2 (ZIP1) e 4 (ZIP2) motivos de ligagcéo
presentes. Os dois genes também sdo positivamente regulados durante a deficiéncia
de zinco e sdo capazes de aumentar os niveis intracelulares de zinco nessas
condi¢Bes, garantindo um crescimento celular maior e estabelecendo Zapl como um
agente essencial para a obtencéo desse metal durante eventos de privacéo nutricional
(SCHNEIDER et al., 2012). A forma pela qual Zapl controla a expressao desses dois
genes em C. gattii, entretanto, € desconhecida. Em S. cerevisiae, o homologo de ZIP1,
chamado ZRT1, tem sua expresséao induzida durante a deficiéncia de zinco devido a
ocupacao dos sitios de ligacao por Zapl na regido promotora do gene (ZHAO; EIDE,
1996a). Por outro lado, a regulacdo de ZRT2, homoélogo de ZIP2, é mais complexa e
envolve a presenca de 3 sitios de ligacéo, 2 dos quais sao ocupados por Zapl durante
uma deficiéncia de zinco mais branda, e que resultam na inducéo da expressao desse
transportador (BIRD et al., 2004). Entretanto, em meios onde a privacdo de zinco €
mais grave, o acumulo de Zap1l devido a sua autorregulacéo permite sua ligacdo a um
terceiro sitio localizado a jusante da TATA box de ZRT2, que esta associado com uma
repressdo da expressao do gene. Portanto, resta a conjugacdo de experimentos in
vitro e in vivo adicionais que esclarecam o mecanismo pelo qual Zapl exerce sua
influéncia sobre os niveis transcricionais dos transportadores ZIP em C. gattii, e como
essa influéncia se traduz na manutencao dos niveis de zinco e afeta a viruléncia da
levedura em modelos animais.

Outros genes codificantes de transportadores que também estdo sob a
regulacéo direta de Zapl sdo ATM1 (CNBG_2706) e CNBG_0645, que codifica um
putativo transportador de aminoacidos neutros, levemente ativado durante a privacao
de zinco. O gene ATM1 também tem sua transcricdo promovida e codifica para um
transportador do tipo ABC (ATP Binding Cassette), que utiliza a energia da hidrélise
de ATP para promover o transporte ativo de clusters de ferro-enxofre para fora da

mitocondria, os quais séo utilizados por enzimas essenciais como DNA polimerases e
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primases (DO et al., 2018). Atm1 também estd associado com esse importante papel
de abastecimento de clusters de Fe-S durante eventos de sobrecarregamento de
cobre, onde tem sua transcricdo promovida pelo fator de transcricdo Cufl, responsivo
a altos niveis do metal, e também esta ligado com a promocao de transcricdo de
metalotioneinas (GARCIA-SANTAMARINA et al., 2017). Uma das formas que a
toxicidade cobre se apresenta € o efeito negativo que tem sobre a biogénese de
clusters de Fe-S, ao impedir a maturacao de proteinas mitocondriais necessarias para
a producao plena dessas moléculas (BRANCACCIO et al., 2017). E necessario ainda
0 esclarecimento a respeito do comportamento da concentracdo de outros metais,
como o cobre, durante eventos de deficiéncia de zinco, afim de estipular como a
homeostase metélica se reconfigura para recompor o metabolismo do fungo, ou ainda,
se parte dos eventos observados nos experimentos sdo na verdade reflexos da
guelacdo nao-especifica exercida por TPEN.

Ganha destaque também um outro grupo de 5 genes potencialmente regulados
por Zapl codificantes de proteinas que possuem dominios do tipo MFS (Major
Facilitator Superfamily). Essa ampla familia é caracterizada pela presenca de
transportadores secundarios que se valem de gradientes quimiosmaéticos para
propiciar o transporte de pequenas moléculas (REDDY et al., 2012). Embora os
primeiros transportadores MFS tenham sido caracterizados pelo seu papel na
absorcédo de acUcares, o crescimento de estudos genémicos e moleculares permitiu a
inclusdo de novos membros responsaveis pelo transporte de toxinas endégenas,
metabdlitos do ciclo de Krebs e outros translocadores relacionados a sistemas de
efluxo de medicamentos, que possuem impactos marcantes no desenvolvimento de
resisténcia de patégenos a tratamentos terapéuticos baseados em antibioticos.

Dois desses 5 genes MFS regulados por Zapl parecem estar associados com
a deteccdo e transporte de carboidratos. O gene HXT1 (CNBG_2170) de C.
neoformans codifica um transportador de hexoses, mais especificamente de glicose,
galactose e manose, que é induzido na presenca de glicose e estd associado
negativamente com a espessura da capsula, possivelmente por um mecanismo que
envolve a rota de sinalizagdo PKA-cAMP (CHIKAMORI; FUKUSHIMA, 2005).
Também ligado a captacdo de carboidratos, o gene HXS1 (CNBG_0170) codifica um
homologo de Snf3 e de Rgt2 de S. cerevisiae, duas proteinas associadas com a
deteccdo dos niveis extracelulares de glicose, embora em C. neoformans a

caracterizacado desse homologo tenha mostrado que ela ndo atua como sensor, mas
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sim como um importante transportador de alta afinidade de glicose ativado pela
deficiéncia desse acucar, e cuja inativacao de seu gene leva a impactos significativos
na viruléncia e na resposta a estresse oxidativo mediado por H202 (LIU et al., 2013).
Ambos os transportadores seriam alvos diretos de Zapl, embora HXT1 seja reprimido
pelo fator de transcricdo, enquanto HXS1 é induzido. Esse mesmo padrdo de
regulacdo também é observado no fator de transcricdo Pdr802, que promove a
repressdo de HXT1 e a inducdo de HXS1, além de estar associado com a producao
de diversos fatores de viruléncia, incluindo a formacao de células titds e melanizacéo
(REUWSAAT et al., 2020). De forma contraria, em Candida albicans, o homadlogo de
HXS1, chamado HGT12, e mais outro transportador de hexoses sdo negativamente
regulados por Zapl/Csrl (KIM, M.-J. et al., 2008). Portanto, varias evidéncias indicam
a atuacao de Zapl em um mecanismo conservado de obtencdo de glicose durante
eventos de privagao de zinco, possivelmente como forma de obtencé&o de carboidratos
para manutencdo do metabolismo energético em um ambiente nutricionalmente
restrito, como é o caso dos tecidos pulmonares e do interior de fagossomos
(DERENGOWSKI et al., 2013).

Por outro lado, também foi observada a associacdo da atuacdo de alguns
genes regulados por Zapl ao metabolismo de detoxificacdo celular. Embora ndo haja
diferenca no crescimento das linhagens Azapl e selvagem na presenca de diferentes
agentes geradores de espécies reativas de oxigénio, observa-se uma concentracao
intracelular elevada de ROS nessas células, o que poderia explicar a menor viruléncia
exibida durante ensaios de infec¢éo intranasal em modelo murino, além de indicar um
recrutamento da maquinaria de detoxificacdo celular (SCHNEIDER et al., 2012).
Schneider et. al propde que 0s genes de catalases e a isoforma da superoxido
dismutase (SOD) Fe-Mn dependente néo foram diferencialmente expressos in vitro,
enquanto a isoforma Cu-Zn dependente da SOD é mais expressa em mutantes de
ZAP1, sendo, portanto, negativamente regulada pelo fator de transcricao.
Diferentemente, as analises in silico aqui combinadas apontam que nao houve
expressao diferencial da isoforma Cu-Zn (CNBG_0599, SOD1), mas sim, uma
promocéo da transcricdo da isoforma que é dependente de Mn (CNBG_2661, SOD2),
gue apresenta dois putativos motivos de ligagéo ao fator de transcricéo (Tabela 1).

Assim como para muitos eucariotos, as duas formas de SOD compartilham
papéis, mas possuem diferencas importantes, com a Cu/Zn-Sodl localizada

principalmente no citoplasma e uma fragdo menor no espago intermembranas da
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mitocéndria, enquanto a Mn-Sod2 é importada para o interior da matriz mitocondrial
(SMITH et al., 2021). O mesmo perfil de regulacéo exercido por Zapl também pode
ser observado em A. fumigatus, onde Zapl/ZafA reprime a transcricdo de SOD1 mas
induz grandemente a expressédo de SOD3, uma isoforma dependente de manganés
(VICENTEFRANQUEIRA et al., 2018). Dessa maneira, a sobrerregulagdo da forma
independente de zinco pode ser pensada como uma estratégia de mitigacdo dos
superoxidos produzidos pela cadeia respiratéria durante a deficiéncia de zinco no
interior das mitocondrias, e também é apoiada pela teoria da economia de zinco, em
gue o organismo prioriza a producao de sistemas alternativos que séo independentes
ou utilizam menos ions do metal cuja concentracdo no meio é reduzida (WANG, Y. et
al., 2018). Futuros experimentos in vitro ainda serdo realizados para avaliar a
interacao entre os dois genes de superoxidos dismutases no contexto da privacao de
zinco, solucionando a contradigdo encontrada e estabelecendo a economia de metais
como um importante mecanismo de reorganizacdo e racionamento de nutrientes.

Ainda, o gene CMT1 (CNBG_4409) € negativamente regulado por Zapl e
codifica para uma importante metalotioneina, cuja homologa em C. neoformans esta
associada com a reducao dos niveis de ROS (DING et al.,, 2013). Sao duas as
metalotioneinas presentes em C. neoformans, e ambas sdo pequenas proteinas ricas
em residuos de cisteina, que sdo capazes de se ligar quase que exclusivamente a
ions de cobre, evitando a geracado de espécies reativas de oxigénio durante eventos
de sobrecarregamento desse metal, que esta intimamente associado com o
funcionamento adequado de varias enzimas da cadeia respiratéria (PALACIOS et al.,
2014). Como dito anteriormente, parece haver uma relacao forte de balanceamento
entre zinco e cobre durante a quelacdo por TPEN, e mais informacdes a respeito do
comportamento da concentracdo desses metais durante eventos de privacéo
nutricional sdo necessarias para propor mecanismos de atuacdo e homeostase.

Zapl parece também ter um impacto sutil na expresséo de um grupo de genes
associados com hidrolases e desidrogenases, sendo que muitos apresentam
dominios preditos de ligagdo a NAD/NADP como aceptor de elétrons da reacédo de
hidrolise (Tabela 1). Entre os genes positivamente regulados estdo um que codifica
uma invertase/beta-frutofuranosidase (CNBG_3733), importante enzima responsavel
pela conversdo de sacarose em frutose e glicose, e dois que codificam enzimas
desidrogenases, uma com dominio de ligacdo a mononucleotideo de flavina
(CNBG_0066) e outra dependente de NADP (CNBG_3409).
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Além disso, dois genes associados com a formacdo de estruturas
extracelulares sdo regulados por Zapl. Um deles € um homdlogo de CHS6
(CNBG_4981) de C. neoformans, relacionado a sintese de quitina na parede celular,
e outro é CAS3 (CNBG_0047), um membro de uma grande familia de proteinas
associadas com a producdo da capsula, que, apesar de ndo ser essencial para a
biogénese dessa estrutura, atua na transferéncia de residuos O-acetil para estruturas
de GXM presentes na capsula (BANKS et al., 2005; MOYRAND et al., 2004). Esses
dados indicam uma possivel associacdo de Zapl e da deficiéncia de zinco com a
fluidez da composicéo da parede celular e da capsula polissacaridica, talvez como um
mecanismo de protecado e readequacao durante a auséncia desse metal.

E notavel que 16 dos genes identificados como regulados por Zapl n&o
possuem anotacdo pela auséncia da identificacdo de homologos caracterizados em
outras espeécies, devido a falta critérios de identidade satisfatérios, ou que também
nao tiveram seus papéis funcionais abstraidos pela inexisténcia de dominios proteicos
conhecidos. Apesar disso, a caracterizacdo dessas proteinas seria importante para o
estudo e compreenséo geral do processo de resposta a privacdo de zinco mediado
por Zapl, jA que as regibes promotoras de varios desses alvos apresentam um
namero grande de motivos de ligacdo, além de diversos genes apresentarem niveis
de expressdo elevados nas condicfes estudadas, o que pode ser avaliado pelas
mudancas significativas de fold-change.

Para validar a expressao diferencial in vitro de boa parte dos genes regulados
por Zapl, foi proposta a realizacdo de experimentos de RT-gPCR, que infelizmente
nao puderam ser executados a tempo da conclusdo deste trabalho. A pandemia de
COVID-19, que vem sobrecarregando o sistema de saude e ceifando a vida de
milhares de brasileiros diariamente também teve grandes impactos na pesquisa e
educacao brasileira, reduzindo o acesso aos laboratdrios e a meios de transporte
seguros, 0 que restringiu a execugao de experimentos que seriam muito valiosos a
este trabalho. Entretanto, o desenho e encomenda dos primers para amplificacéo
desses genes ja foram realizadas e a execucdo dos experimentos e posteriores
analises serdo postas em pratica a medida que as restricdes ao deslocamento na
universidade forem aliviadas, em resposta a uma melhora no quadro sanitario da
cidade.

As perspectivas futuras deste trabalho envolvem a execucgédo dos experimentos

de RT-qPCR para validacéo dos genes identificados como regulados por Zapl nas
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condicbes de auséncia/presenca de TPEN e auséncia/presenca de Zapl. Essas
informacgdes fornecerdo um suporte maior para validar as analises prévias de
identificacdo do regulon de Zapl, e sdo capazes de confirmar a expressdo desses
genes, expandindo a atual compreensao do sistema de resposta a privagao de zinco
mediado por esse fator de transcricdo. Apds isso, esta prevista a redacdo de um artigo
cientifico a ser publicado contendo as andlises realizadas neste trabalho e os
mecanismos de regulacéo propostos, visando a divulgacdo dos dados encontrados.
Futuros experimentos ainda poderéo ser realizados para confirmar a sequéncia de
ligacdo de Zapl ao DNA e a relacdo que essa proteina possui com a ocorréncia de
eventos de transcricdo alternativa, estabelecendo estudos mais aprofundados acerca
do mecanismo de atuacao desse regulador na expressao de seus alvos.

Por fim, o presente trabalho buscou restringir e caracterizar o regulon de Zapl
em C. gattii, baseando-se em dados de sequenciamento de nova geracao e no uso
de estratégias de minimizacdo de erro, propondo seu papel como um importante
regulador da expresséo de genes associados ao transporte de nutrientes, a resposta
ao estresse oxidativo e ao metabolismo de metais. Assim, os dados aqui fornecidos
poderdao fundamentar futuras pesquisas pautadas na elucidagdo do mecanismo de
resposta a privacdo de zinco em fungos ou direcionar iniciativas que se baseiem na

imunidade nutricional como ferramenta terapéutica para o combate da criptococose.
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