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RESUMO

Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii sdo agentes causadores da criptococose, que
afetam tanto humanos quanto animais. A transmissao se da por via respiratdria, estabelecendo
a infecgcdo primariamente nos pulmdes, podendo haver disseminacéo para o cérebro levando a
meningoencefalite. No pulméo, a primeira linha de defesa contra a infecgéo é a fagocitose por
macrofagos alveolares. Apos fagocitado, Cryptococcus spp. sdo privados de nutrientes, como
metais, como maneira de defesa da célula hospedeira, caracterizando a imunidade nutricional.
Em um ambiente restrito de nutrientes, como 0 manganés, aumenta-se a expressdo de genes
codificadores de proteinas transportadoras de metais, como o Smflp. Smflp encontra-se na
superficie de membranas celulares e tem como funcéo o transporte de manganés para o limen
celular. Foi observado desbalango na homeostase de manganés em mutantes nulos para o gene
SMF1, apresentando também aumento da suscetibilidade ao estresse oxidativo. Superdéxidos
dismutase complexadas com cobre-zinco e manganés, SOD1 e SOD2, respectivamente, sdo
expressas em situacdes de estresse oxidativo para contornar o dano oxidativo e restabelecer a
homeostase de ROS. Visto que os mutantes nulos para o gene SMF1 de C. gattii apresentam
decréscimo em seu desenvolvimento quando exposto ao (i) agente quelante de metais EDTA e
(i) ao agente gerador de espécies reativas de oxigénio paraquat, hipotetizamos que o
transportador Smf1 participa da homeostase de ROS e da viruléncia em C. gattii. Para avaliar
a participacdo de Smfl no transporte e homeostase de manganés, construimos um mutante
complementado smfl::SMF1 para confirmar a associagdo dos fendtipos observados na
linhagem nula smfl. Utilizamos tratamento com agente quelante EDTA para privar as células
de metais, a fim de avaliar o comportamento das cepas. Avaliamos a expressao relativa dos
genes associados a homeostase de ROS, ou seja, SOD1, SOD2, CAT1, CAT2, GPX1 e GPX2
através de RT-gPCR. Os resultados em conjunto sugerem que a complementacdo do mutante
nulo smfl com o gene selvagem SMF1 leva a reconstituicdo dos fenétipos da linhagem
selvagem. Além disso, ha modificacdo da expressdo na linhagem mutante de alguns genes cujos
produtos estdo relacionados a homeostase de ROS, como SOD2 e GPX2.

Palavras - chave: Manganés; Smf1; transportadores; Cryptococcus



ABSTRACT

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are the main etiological agents of
cryptococcosis, a disease that affect both humans and animals. Transmission occurs by the
respiratory route, establishing the infection primarily in the lungs, which may spread to the
brain, ultimately leading to meningoencephalitis. In the lung, the first line of defense against
infection is phagocytosis by alveolar macrophages. After phagocytosis, Cryptococcus spp. may
be actively deprived of nutrients, such as metals, as a way of host defense mechanism — the
nutritional immunity. In a nutrient-restricted environment, such as manganese, the expression
of genes encoding metal transport proteins in pathogen cells, such as Smflp, is increased.
Smflp is found on the surface of cell membranes and has the function of transporting
manganese to the cell lumen. An imbalance in manganese homeostasis was observed in null
mutants for the SMF1 gene, also showing increased susceptibility to oxidative stress.
Superoxide dismutase complexed with copper-zinc and manganese, SOD1 and SOD2,
respectively, are expressed in situations of oxidative stress to bypass oxidative damage and
restore ROS homeostasis. Since the null mutants for the C. gattii SMF1 gene show a decrease
in their development when exposed to (i) the metal chelating agent EDTA and (ii) the reactive
oxygen species generating agent paraguat, we hypothesize that the Smf1 transporter participates
in ROS homeostasis and virulence in C. gattii. To assess the participation of Smf1 in manganese
transport and homeostasis, we constructed a smfl::SMF1 complemented strain to confirm the
association of the observed phenotypes in the smfl null strain. We used EDTA chelating agent
treatment to deprive the cells of metals in order to assess the phenotypic alterations in the
strains. We evaluated the relative expression of genes associated with ROS homeostasis, i.e.,
SOD2, CAT1, CAT2, GPX1 and GPX2 using RT-qPCR. The results together suggest that the
complementation of the null mutant smfl with the wild type SMF1 gene leads to the
reconstitution of wild lineage phenotypes. Furthermore, there is a modification of the
expression in the mutant strain of some genes whose products are related to ROS homeostasis.

Keywords: Manganese; Smfl; transportes; Cryptococcus
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1.  INTRODUCAO GERAL

1.1. CRIPTOCOCOSE E SEUS AGENTES ETIOLOGICOS

A criptococose ¢ uma doenca causada pelas leveduras basidiomicéticas pertencentes
ao complexo de espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (SETIANINGRUM,;
RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019). C. gattii é uma levedura ambiental que se
desenvolve principalmente como uma levedura assexuada em seus hospedeiros humanos e
animais, ganhando destaque na década de 1990, quando se estabeleceu na Colimbia Britanica,
Canada e, posteriormente, no noroeste do Pacifico dos Estados Unidos, e sendo reconhecido
como um patdgeno endémico na Australia (BILLMYRE et al., 2014; SOUTO et al., 2016). C.
neoformans e C. gattii divergiram filogeneticamente hd mais de 34 milhGes de anos,
produzindo espécies com importantes diferencas ecolégicas e patologicas. C.
neoformans acomete geralmente pacientes imunocomprometidos. Em contrapartida, C.
gattii é capaz de infectar também individuos imunocompetentes em regides endémicas
(SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING, 2014b). Ambas as leveduras compartilham
0s principais determinantes de viruléncia essenciais para o sucesso da infeccdo em hospedeiros
mamiferos (BIELSKA; MAY, 2016; CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011b; LIN;
HEITMAN, 2006; MA; MAY, 2009; SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING,
2014a)

A meningite criptococica, especialmente a causada por € a micose mais comum
associada a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em pacientes, com morbidade e
mortalidade significativas, especialmente na Africa Subsaariana, Asia e América Latina
(HERKERT et al., 2017). Estima-se que, a cada ano, surjam cerca de 225.000 novos casos de
meningite criptocécica globalmente, sendo que aproximadamente 73% ocorrem na regido da
Africa Subsaariana (RAJASINGHAM et al., 2017). A criptococose pulmonar pode se
disseminar e levar a complicagdes fatais, especialmente em quadros de meningite
criptocdcica. Cerca de 67% dos casos de criptococose pulmonar em pacientes
imunocompetentes dissemina para o sistema nervoso central, causando meningite criptocécica,
0 que demonstra o forte potencial de agravamento da doenca (SETIANINGRUM,;
RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019).



Figura 1. Incidéncia anual de infec¢do criptocdcica por pais.
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Estima-se que ocorram anualmente cerca de 278.000 casos de criptococose e 223.100 casos de meningite
criptocdcica. RAJASINGHAM et al., 2017.

Cryptococcus spp. tem ciclos de vida saprébios e parasitarios, gerando esporos
infecciosos no ambiente. Os esporos infecciosos, ou propéagulos infecciosos, que sdo 0s esporos
ou leveduras secas, possuem como via de infeccdo o sistema respiratorio do hospedeiro
(BAHN; JUNG, 2013). As fontes saprofiticas de C. neoformans mais importantes globalmente
sdo os excrementos do pombo (Columba livia) e o solo. As amostras positivas para C.
neoformans possuem como principal origem as areas frequentadas por pombos, galinhas, perus
e outras espécies de aves. O isolamento dessa levedura a partir de casca e ocos de tronco de
arvores e de madeiras em estado de decomposicao também é possivel, tendo mais de 36 géneros
de arvores relatados com a presenca do fungo. Por outro lado, C. gattii ndo foi isolado de
guanos aviarios. Na Australia, um nimero crescente de arvores foram identificadas como
reservatorios ambientais do C. gattii, com arvores que abrigam tanto C. gattii quanto C.
neoformans, em varias partes do mundo (KWON-CHUNG et al., 2015).

Um importante fator a ser considerado no habitat de ambas as espécies no solo € sua
interacdo com amebas. A interacdo entre espécies do género Cryptococcus e amebas de vida
livre no solo contribuiu para a evolucdo de C. neoformans como um patogeno intracelular
facultativo de sucesso. Celulas de Cryptococcus spp. possuem a capacidade de sobreviver em
amebas utilizando a mesma estratégia patogénica que ocorre em macréfagos humanos. A
predacdo da levedura pelos fagocitos de vida livre, em alguns aspectos, proporciona um

ambiente semelhante ao encontrado durante o contexto de infeccdo, e tal predagéo no nicho
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ambiental selecionou tracos de viruléncia criptococica que contribuem para a patogénese em
hospedeiros humanos  (CASADEVALL, 2012; CASADEVALL; PIROFSKI, 2007,
CHRISMAN et al.,, 2011; FU; CASADEVALL, 2018; STEENBERGEN; SHUMAN;
CASADEVALL, 2001).

1.2. VIA DE INFECCAO

A criptococose se origina a partir da inalacdo de aerossois, nos quais estdo 0s
propégulos infecciosos (esporos ou leveduras dessecadas) de Cryptococcus spp. presentes no
ambiente, os quais possuem um tamanho ideal para deposicao alveolar. A partir da exposi¢ao
do hospedeiro a Cryptococcus spp., é estabelecida uma infec¢do pulmonar inicial que pode ser
assintomatica ou limitada, a qual, em muitos hospedeiros €é facilmente eliminada. Em outros
individuos o micro-organismo estabelece uma forma granulomatosa latente, chamado
criptococoma, nos linfonodos hilares (VELAGAPUDI et al., 2009).

Ao se depositarem nos alvéolos pulmonares, a primeira linha de defesa celular contra
0s esporos de Cryptococcus spp. sdo os macréfagos alveolares, com os quais as leveduras
patogénicas possuem uma relacdo dindmica. A deplecdo de macréfagos reduz a sobrevivéncia
em modelos murinos de infecgdo. Elementos classicos de viruléncia, como cépsula e melanina,
ajudam o Cryptococcus spp. a minimizar a fagocitose e morte por macréfagos, mecanismo
crucial para disseminacdo eficiente para o sistema nervoso central (SNC) (ESHER;
ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018).

Na criptococose pode haver disseminagdo hematogénica do pulméo para o cérebro e
outros oOrgdos. Para causar meningoencefalite, as células fungicas devem sobreviver na
corrente sanguinea e atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) (CHANG et al.,
2004). Cryptococcus spp. se adaptam aos niveis subdtimos de oxigénio e as condicbes
nutricionais do cérebro, algo essencial para sua multiplicacdo e sobrevivéncia (CHUN; LIU;
MADHANI, 2007). Alguns estudos relatam que infec¢bes por C. gattii geralmente evoluem
para uma doenca pulmonar grave e morte com disseminacao reduzida, enquanto C. neoformans
possui tropismo ao sistema nervoso central (SNC), causando meningoencefalite
potencialmente fatal (BIELSKA; MAY, 2016; CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011b; LIN;
HEITMAN, 2006; MA; MAY, 2009; SRIKANTA; SANTIAGO-TIRADO; DOERING,
2014a).
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Figura 2. Infeccdo — Via de meningoencefalite criptococica.
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As células criptocdcicas transportadas pelo ar sdo inaladas pelo hospedeiro e se proliferam no pulméo antes de se
disseminarem de forma hematogénica para o cérebro. Imagem adaptada de (KWON-CHUNG et al., 2014).

A manifestagdo da criptococose pode ser como umadoenca pulmonar aguda,
subaguda, crbnica, meningite ndo purulenta do liquido cefalorraquidiano ou como uma
infeccdo grave com febre, anemia, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia . Os olhos podem
ser afetados, com potencial perda da visdo, de forma parcial ou total. O diagndstico depende
da observacao direta do agente causador por meio de estudos histopatoldgicos, isolamento em
cultura e presenca de antigeno capsular (NEGRONI, 2012).

1.3. DETERMINANTES DE VIRULENCIA EM CRYPTOCOCCUS SPP.

C. neoformans e C. gattii compartilham diversos determinantes de viruléncia. O
principal determinante de viruléncia das espécies de Cryptococcus spp € a capsula
polissacaridica. Sua composicao basica é glucuronoxilomanana (GXM), galactoxilomanana
(GXMGal) e manoproteinas. GXM e GXMGal representam, respectivamente, cerca de 88% e

12% da composicdo dessa estrutura. A cépsula polissacaridica pode ter uma grande variacéo


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-lung-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-lung-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cerebrospinal-fluid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lymphadenopathy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hepatosplenomegaly
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em seu tamanho, dependendo das condi¢cBes ambientais (FRASES et al., 2009; ZARAGOZA
et al., 2009). Em condicdes de cultivo in vitro o tamanho da capsula é geralmente pequeno,
podendo ter seu aumento induzido por fatores como elevagdo da concentracédo de CO> e
restricdo de ferro. Em condic@es de infeccdo em mamiferos, o tamanho da cdpsula aumenta
drasticamente, sendo um fator relevante para a patogénese criptococica. A capsula
polissacaridica interfere nas respostas imunes ao mesmo tempo em que fornece ao
Cryptococcus spp. uma defesa antifagocitica e capaz de contornar o estresse oxidativo no
ambiente intracelular de fagocitos. A cépsula polissacaridica de Cryptococcus spp. tem efeito
sobre a ativacdo e a reducdo de ligacdo do sistema complemento, a ndo responsividade de
anticorpos, a inibicdo da migracdo de leucdcitos e a inibicdo da fagocitose, e possui ainda um
papel protetor contra a dessecagdo e fagocitose, funcionando ofensiva e defensivamente.
(GARCIA-RODAS et al., 2014; ZARAGOZA et al., 2008, 2009).

Cryptococcus spp. possuem a capacidade de sobreviver em meio a estresses
ambientais severos em ambientes naturais e no hospedeiro. Durante a transicao entre esses dois
nichos, Cryptococcus spp. responde e se adapta as mudancas ambientais dinamicamente para
0 sucesso de sua sobrevivéncia e proliferacdo (BAHN; JUNG, 2013). Células de Cryptococcus
spp. secretam diversas enzimas que contribuem para a viruléncia, como a urease e a lacase. A
capacidade de se desenvolver a temperatura de 37 ° C e a capacidade de produzir o pigmento
melanina também sdo caracteristicas que contribuem para a viruléncia. A melanina, encontrada
na parede celular, desempenha um papel importante na viruléncia dos fungos por servir como
defesa antioxidante no hospedeiro e impactar na sobrevivéncia do fungo no meio
ambiente. Em C. neoformans, a melanina tem papel protetor contra a fagocitose por
macrofagos, o que configura uma etapa fundamental na defesa do hospedeiro contra o
patdégeno. C. neoformans sofre melanizacdo em resposta a estressores, como a privacdo de
nutrientes e a exposicdo a precursores de melanina exdgena. A melanina protege contra danos
oxidativos e outros estressores ambientais, como calor, frio, compostos antimicrobianos e
radiacdo ionizante (CORDERO; CAMACHO; CASADEVALL, 2020). O processo de
melanizacdo fungica é dependente da presenca de substrato, como L -3,4-dihidroxifenilalanina
(L- DOPA) e outras catecolaminas. Além disso, esse processo é dependente da expressao de
lacase, uma enzima da parede celular associada a viruléncia. A melanizagcdo também esta
associada a resisténcia adquirida aos medicamentos das classes polienos e equinocandinas,
podendo ser responsavel pela refratariedade a terapia (EISENMAN et al., 2009).

Em C. neoformans, a urease possui papel relevante durante a infeccdo. A urease

catalisa a degradacgdo da ureia em CO2 e amonia para disponibilizar nitrogénio para utilizacao
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durante a infeccdo. A auséncia da urease resulta em dificuldade de desenvolvimento da
levedura sob variacdo de pH, especialmente em meio de pH baixo, como em fagossomos. A
urease promove 0 sequestro de células criptocdcicas nos vasos microcapilares. A amdnia
produzida por essa degradacdo possui efeito sobre a adesdo de C. neoformans, seja por
aumentar a expressdo de adesinas no endotélio ou por um efeito toxico direto nas juncbes
herméticas BHE, o que facilitaria a invasao ao cérebro (ZARAGOZA, 2019). A lacase, por sua
vez, promove a disseminacdo extrapulmonar de C. neoformans para o SNC. A lacase é
necessaria para a biossintese da melanina e da prostaglandina E2. Este fator est associado ao
aumento da sobrevivéncia do fungo em macrofagos. A expressdo da lacase modula as respostas
das células T auxiliares inatas e adaptativas do hospedeiro, promovendo a patogénese das
infeccBes criptocdcicas (HANSAKON; NGAMSKULRUNGROJ; ANGKASEKWINAI,
2020).

Além dos determinantes de viruléncia citados, existem diversas vias de sinalizacdo
celular, outras estratégias para infectar fagdcitos do hospedeiro e mecanismos para romper a
barreira hematoencefalica, também comuns a ambas as espécies. C. gattii possui capacidade
de interromper a migracgao de neutréfilos em condigdes de laboratdrio e em animais infectados.
Isso ajuda a explicar o motivo de pessoas saudaveis poderem desenvolver a infeccdo. Além
disso, metabdlitos de C. gattii, em especial a acetoina e a di-hidroxiacetona, promovem menos
respostas pro-inflamatdrias do que metabdlitos de C. neoformans. Tal caracteristica impacta na
sobrevivéncia e na multiplicacdo de fungos no hospedeiro (CHATURVEDI; CHATURVEDI,
2011a).

1.4. IMUNIDADE NUTRICIONAL E MECANISMOS ADAPTATIVOS DE

PATOGENOS

A presenca de metais como ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn) e manganés (Mn) é
essencial para todos 0s organismos vivos, e durante as interacfes patogénicas com um
hospedeiro, a sua homeostase se torna vital. Esses metais se incorporam as metaloproteinas,
como metaloenzimas, proteinas de armazenamento e fatores de transcricdo. Suas funcdes
podem ser ndo cataliticas, de catalise redox e de catalise ndo redox (HOOD; SKAAR, 2012).
Os metais podem atuar como cofatores de enzimas, incluindo superéxido dismutases
dependentes de metal (SODs) e lacases produtoras de melanina. Mn, Fe e Cu fornecem
atividade redox e catalitica para diversos processos bioldgicos. Esses metais de transicao

possuem estado de oxidacao estavel, podendo haver estados de oxidacdo estaveis adicionais
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como ocorre com o0 Mn. Essa caracteristica Ihes permite mudar seus estados de oxidacdo em
reacdes bioldgicas. Zn é uma excecdo, mas desempenha importante papel na regulacdo de
génica (GERWIEN et al., 2018).

Cryptococcus spp. infecta e sobrevive em células fagociticas, como os macr6fagos
alveolares. Estas células, durante a infec¢do, desenvolvem um meio intracelular hostil para as
células fangicas produzindo espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, diminuindo o pH e
reduzindo a biodisponibilidade de metais e nutrientes. Nessas condi¢Ges estressantes para o
patdgeno, como o de baixo teor de metal, aumenta-se a expressdo de transportadores de alta
afinidade. Cryptococcus spp. possui mecanismos especificos para a absorcdo de
micronutrientes de seus hospedeiros, a fim de neutralizar a baixa disponibilidade de metais
imposta pelos fagocitos (DE PAULA et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2017; FERRAREZE
et al., 2017; STAATS et al., 2013). Para manter a homeostase de metais, transportadores de
jons metélicos desempenham um papel essencial. Na escassez de Mn, aumenta-se a expressao
do transportador de Mn de alta afinidade, chamado transportador supressor da funcdo de
importacdo de mitocondrias, ou Smf (COHEN; NELSON; NELSON, 2000).

. A atividade dos transportadores de zinco € regulada nos niveis transcricional e pos-
transcricional em resposta ao zinco. Esses diferentes mecanismos trabalham juntos para
equilibrar a absorgdo de zinco e seu armazenamento e utilizagdo (EIDE, 2003). Em S.
cerevisiae, a homeostase do zinco é regulada pela atividade controlada dos transportadores de
captacdo de zinco na membrana plasmatica e transportadores responsaveis pela
compartimentalizacdo intracelular do zinco. Zaplp é um fator de transcri¢do de dedo de zinco
que atua como um regulador mestre de zinco, ligando-se a elementos responsivos ao zinco nas
regibes promotoras de genes como ZRT1 e ZRT2 (EIDE, 2009). Pela expressdo do gene ZAP1,
C. gattii regula a obtencdo de zinco do ambiente restritivo do hospedeiro durante o processo
de infeccdo. ZAP1 de C. gattii é ortdlogo de zafA e ZAP1, que sdo os genes codificantes de
proteinas reguladoras principais do metabolismo de zinco em Aspergillus fumigatus e S.
cerevisiae, respectivamente (SCHNEIDER et al., 2012; STAATS et al., 2013). Zapl, um
homologo funcional de Zaplp de S. cerevisiae, regula a expressdao de transportadores ZIP
de zinco e proteinas de ligacdo de zinco distintas, regulando também o zinco intracelular. A
delecdo de ZAP1 reduz aviruléncia de C. gattii (SCHNEIDER et al., 2012). O fator de
transcricdo Zapl de S. cerevisiae e o fator de transcrigdo Lozl de Schizosaccharomyces
pombe sdo responsaveis pela homeostase do zinco, controlando a expressdo de genes

necessarios para o metabolismo do zinco. Zapl ativa a expressao génica quando as células se
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encontram em um ambiente com limitagdo de zinco, enquanto Lozl é necessario para a

repressao génica quando o zinco estd em excesso (WILSON; BIRD, 2016).

O cobre e o zinco desempenham papel fundamental na resposta ao estresse oxidativo,
como cofatores da superoxido dismutase citosolica (SOD1) e por estar contido em
metalochaperona e metalotioneinas com propriedades antioxidantes (BERTERAME et al.,
2018). Mesmo o cobre sendo um oligoelemento essencial, seu excesso pode causar danos a
membrana, oxidacao de proteinas e clivagem do DNA. Para manter a homeostase adequada, as
celulas possuem mecanismos sofisticados para regular a aquisicdo, distribuicdo e
armazenamento de cobre. Em S. cerevisiae, Acelp e Maclp desempenham papéis como
ativadores transcricionais para a regulacdo da expressdo génica em resposta ao cobre. Acelp
medeia a expressao génica induzida por cobre em células expostas a niveis estressantes de sais
de cobre (GROSS et al., 2000). Acelp também é responsavel pela ativacdo do gene SODL,
controlando a resposta de SOD1 ao cobre (GRALLA et al., 1991). Maclp ativa a transcri¢cdo
de genes envolvidos na captacdo de cobre de alta afinidade durante os periodos de deficiéncia
(KENT WOOD; THIELE, 2009). C. neoformans difere por expressar um unico fator
de regulacdo da homeostase de cobre, Cufl, o qual funciona como um regulador positivo, tanto
para ativar a captacao de cobre em condi¢fes de escassez, quanto para promover 0 mecanismo
de sequestro de cobre quando as células possuem excesso de cobre (KOSMAN,
2018). Cryptococcus spp. encontram altos niveis de cobre no pulmao, onde a infeccdo é
iniciada, e baixos niveis de cobre no cérebro. Os dois transportadores de cobre de Cryptococcus
spp., Ctrl e Ctr4, influenciam diferencialmente a sobrevivéncia do fungo durante a infeccao
pulmonar e o inicio da meningoencefalite. A proteina Ctrl é rapidamente degradada sob as
condicdes de alto teor de cobre encontradas nos pulmdes infectados, ndo havendo efeito sobre
a viruléncia fangica quando nédo presente. Por outro lado, a delecdo de Ctr4 resulta em um
fendtipo hipervirulento. A superexpressdo de Ctrl ou Ctr4 leva a grande reducdo na carga
fangica no pulméo. Durante o inicio da meningoencefalite, a expressdo dos transportadores de

cobre é induzida e é critica para a viruléncia de Cryptococcus (TS et al., 2014).

1.5. MANGANES E TRANSPORTADORES NRAMP E SMF
O manganés é um oligoelemento essencial utilizado por praticamente todas as formas
de vida. O manganés é um metal ativo redox que serve como um cofator chave para uma ampla

gama de metaloenzimas, incluindo oxidases e desidrogenases, DNA e RNA polimerases,
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quinases, descarboxilases e agucar transferases. Além de servir como um nutriente essencial, 0
manganés também pode ser toxico (CULOTTA; YANG; HALL, 2005). O manganés se torna
importante também por estar incluido uma classe de antioxidantes ndo proteicos em pequenos
complexos de moléculas que podem eliminar os radicais anion superdxido e fornecer um
backup para as enzimas superoxido dismutase. (REDDI; CULOTTA, 2011). O gene ZIP3 de
C. gattii, um ortélogo de ATX2 em S. cerevisiae, codifica um transportador de manganés cuja
auséncia reflete em tolerancia a concentragdes toxicas de manganés, expressdo desequilibrada
de transportadores de metal intracelular e maior sensibilidade a espécies reativas de oxigénio
(ROS), com alteracdo substancial na expressdo de genes codificadores de enzimas
desintoxicantes de ROS (GARCIA et al., 2020).

As proteinas de macrofago associadas a resisténcia natural, ou Nramp, correspondem
a uma familia de proteinas integrais de membrana (CELLIER et al., 1995), com a funcéo de
importar prétons e metais como manganés, ferro, cadmio e cobre. Em eucariotos, estdo
localizados na superficie celular ou em sitios e vesiculas intracelulares fazendo o transporte de
metal na dire¢do do citosol (CULOTTA; YANG; HALL, 2005). Os transportadores Nramp
conduzem a translocacdo dos metais através das membranas por acoplamento o fluxo de
prétons e metais (REDDI; JENSEN; CULOTTA, 2009).

Smfl e Smf2 de S. cerevisiae foram identificados em 1992 como supressores de um
defeito de processamento de proteina mitocondrial sem conexdo ainda conhecida com metais
ou transporte (REDDI; JENSEN; CULOTTA, 2009). Smfl e Smf2 sdo transportadores de alta
afinidade de Mn e localizam-se em compartimentos celulares distintos durante condicdes de
privacdo deste metal. Smfl localiza-se ha membrana celular das leveduras e Smf2 localiza-se
na membrana de vesiculas intracelulares. Smf3 localiza-se na membrana vacuolar, possui
expressao constitutiva e € regulado negativamente pelo ferro por meio de um mecanismo que
ndo envolve a transcri¢do ou a estabilidade da proteina (PORTNOY; LIU; CULOTTA, 2000).
A regulacdo pds-traducional de Smflp se da pela presenca de ions metalicos. A deplecdo de
metais do meio de crescimento afeta a estabilizacdo de Smflp, resultando no acimulo do
transportador na superficie celular. A suplementacdo de manganés € suficiente para
desencadear a degradacgéo rapida de Smfl de uma maneira dependente de Bsd2, uma proteina
de membrana do reticulo endoplasméatico que direciona Smfl para o vacuolo para ser
degradado por proteases. Juntos, a acdo de Bsd2 e ions metalicos fornecem um meio rapido e
eficaz para controlar o transporte de metal em resposta as mudancas ambientais (LIU;
CULOTTA, 1999).



17

Figura 3. llustracéo esquematica da localizacdo dos transportadores Smfl, Smf2 e Smf3

de Saccharomyces cerevisiae.

A esquerda, representacdo de situacdo de privacdo de manganés, a qual induz a expressdo dos genes SMF1 e
SMF2 responsaveis pela transcricdo de suas respectivas proteinas, Smfl e Smf2. Smfl localiza-se na membrana
celular, importando manganés em dire¢do ao citosol. Smf2 localiza-se em vesiculas celulares e também possui a
funcdo de transportar manganés. Smf3 localiza-se na membrana vacuolar transportando ferro e a expressdo de seu
respectivo gene, SMF3, é constitutiva. A direita da imagem, representacio da restituicdo do equilibrio de
manganés, a qual sinaliza para o direcionamento dos transportadores Smfl e Smf2 para o vactolo. Smfl e Smf2
sdo direcionadas com auxilio da proteina Bsd2 degradadas no vacuolo por proteases. Imagem adaptada de
(PORTNOY, M. E., LIU, X. F.,, CULOTTA, V. C..2000).

1.6. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E ENZIMAS DE

DETOXIFICACAO

Um desequilibrio entre a geracdo de ROS e a desintoxicacdo dos intermediarios
reativos € definido como estresse oxidativo. Em condicGes aerdbias, ROS sdo geradas como
subprodutos do metabolismo do oxigénio durante a fosforilagdo oxidativa na
mitocondria. Além de seus efeitos deletérios, ROS funcionam como reguladoras de
sinalizacdo. ROS podem modular as fungdes mitocondriais por meio da regulagéo de enzimas
da cadeia de transferéncia de elétrons e do potencial de membrana mitocondrial. ROS sdo
essenciais em diversos processos celulares, como no crescimento celular, na apoptose, na
adesdo celular e em respostas imunes. Algumas ROS também atuam como segundas
mensageiras na sinalizacdo redox (CANDAS; LI, 2014).

A presenca de diferentes isoformas especificas de SODs em compartimentos

subcelulares distintos aponta a necessidade de um controle rigido da homeostase de ROS e
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sugere um papel para ROS na sinalizagdo entre compartimentos. Mudancas na atividade de
SODs em um compartimento especifico podem levar a producdo de um gradiente de
concentracdo de peroxido de hidrogénio (H202), levando a um fluxo de H2Oze,
subsequentemente, a ativacdo de determinadas vias sensiveis ao sistema redox (WANG et al.,
2018).

Baixos niveis de ROS podem funcionar como mensageiros de sinalizacdo redox
ativos, enquanto altos niveis de ROS induzem danos celulares. A menadiona (2-metil-1,4-
naftoquinona) é um derivado sintético da vitamina K que permite um ciclo redox répido nas
células e, assim, gera ROS (J; R, 2019). A geracdo de ROS por meio do ciclo redox, trazendo
altas concentracdes, desencadeia a morte celular. Sugere-se que a menadiona desencadeia a
liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria e ativa poros de transicdo da permeabilidade
mitocondrial, que é o mediador da morte celular (LOOR et al., 2010).

O dicloreto de paraguat (metil viologen, MV ou PQ) é um herbicida eficaz e
amplamente usado que tem um histérico de seguranca comprovado quando aplicado de forma
adequada para eliminar ervas daninhas (RJ et al., 2008). ROS séo intermediarios de sinalizacdo
chave no metabolismo, defesa e adaptacdo ao estresse das plantas. Nas plantas, tanto o
cloroplasto quanto as mitocondrias sdo centros de controle metabolico e producdo de ROS, que
coordenam as respostas ao estresse em outros compartimentos celulares. MV induz a geracéo
de ROS no cloroplasto sob iluminacdo, mas também ¢é toxico em organismos nao
fotossintéticos. A SOD2 é necessaria para a tolerdncia a ROS e as mitocondrias estdo
envolvidas na resposta a ROS induzida por MV em plantas (F et al., 2019). Estudos anteriores
de nosso grupo (GARCIA et al., 2020a) demostraram que a adi¢cdo de manganés é capaz de
diminuir os niveis do SOD1 ao passo que atenua o efeito toxico do MV em mutantes nulos zip3
de C. gattii. Portanto, homeostase de Mn fornece equilibrio na defesa contra ROS, tendo um
papel na defesa oxidativa, por ser um metal redox ativo com rapida capacidade de extincao de

radicais peroxila.

1.6.1. SUPEROXIDO DISMUTASES
SODs sdo metaloenzimas que desintoxicam os radicais de oxigénio por meio da
conversao de superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio (I, 1995). Essas metaloenzimas
estdo presentes em praticamente todas as celulas eucarioticas e seu alto grau de conservagao
aponta para sua importancia na homeostase celular. O principal papel das SODs é proteger as
celulas do anion superdxido gerado endogenamente, que € um subproduto da respiracao

aerobia. SODs podem ser complexadas com ferro, manganés e cobre mais zinco. SODs de ferro
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e manganés sdo geneticamente semelhantes entre si, enquanto CuZnSOD nao exibe homologia
significativa com as outras duas enzimas. As células eucaridticas geralmente contém MnSOD
na matriz mitocondrial e CuZnSOD que esta localizado predominantemente no citoplasma e
em menor extensdo nos peroxissomos (COX et al., 2003).

A cobre zinco superoxido dismutase (CuZnSOD ou SOD1) é uma metaloenzima
abundante e altamente conservada que catalisa a conversao de radicais superéxido em peroxido
de hidrogénio e oxigénio molecular. SOD1 tem agdo sobre a protecdo contra o estresse
oxidativo e na sinalizacdo redox. SOD1 elimina radicais superdxido citotoxicos e produz
perdxido de hidrogénio que pode ser usado para oxidar e regular a atividade de alvos a jusante.
Apenas parte do total de SOD1 é necessaria para protecdo contra a toxicidade do superoxido,
sendo que esta porcdo estd localizada no espaco intermembranar mitocondrial. Grandes
quantidades de SOD1 extra-mitocondrial sdo necessérias para a sinalizagdo redox mediada por
peréxido (MONTLLOR-ALBALATE etal., 2019). Na levedura modelo S. cerevisiae mutantes
nulos para o gene SOD1 possuem defeito de crescimento severo, auxotrofias para aminoacidos
contendo enxofre, uma maior taxa de mutagdo espontanea sob condi¢des aerdbias e rapida
perda de viabilidade sob privacdo de nutrientes (NARASIPURA et al., 2003).

Para que o0 manganés alcance SOD2 na matriz mitocondrial, 0 metal deve cruzar as
membranas externa e interna da mitocondria. Os poros da membrana externa podem permitir
a translocacéao de pequenos complexos de manganés, como 0 manganés-fosfato ou manganés-
glutationa. A passagem pela membrana mitocondrial interna exige um transportador de
membrana. Em S. cerevisiae, SOD2 da matriz mitocondrial e enzimas de transferase de agucar
que requerem manganés (STase) localizadas no Golgi sdo dois marcadores enzimaticos para
manganés. Smflp ndo é a Unica fonte de captacdo de manganés celular e outros transportadores
de superficie celular de manganés séo ativos em condic@es fisioldgicas. Dessa forma, incluem-
se transportadores de alta afinidade para outros metais, como ferro, cobre ou zinco, que também
transportam manganés, mas com baixa afinidade. Alternativamente, manganés é internalizado
por meio de transportadores de fosfato, sendo que um ou mais sistemas de absorcao de fosfato
na levedura contribuem para o acimulo de manganés intracelular. (CULOTTA; YANG;
HALL, 2005).

SOD2 ¢ surpreendentemente ndo seletiva na ligacdo de metal, sendo que apenas o
complexo de manganés é cataliticamente ativo. Tanto a SOD2 de levedura quanto de
procariotos, como Escherichia coli, podem se ligar a Fe ou Mn in vivo, com o metal que esta
ligado sendo determinado pela disponibilidade (WHITTAKER; WHITTAKER, 2012). SOD2

é essencial para o crescimento em alta temperatura, como a 37°C, demonstrando uma
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importante ligacdo entre a regulacdo de ROS produzidos endogenamente e a adaptacdo as
condi¢cdes ambientais do hospedeiro (GILES et al., 2006). SOD1 de C. neoformans, SOD2,
citocromo c peroxidase (Ccpl) e oxidase alternativa (Aox1) contribuem para a resisténcia
contra o estresse oxidativo. Aox1 e SOD1 contribuem para a patogénese de C. neoformans.
Cepas aox1 e sod1l nulas possuem viruléncia diminuida em modelo murino de infeccdo por
inalacdo de C. neoformans (GILES et al., 2006).

1.6.2. CATALASES

C. neoformans sobrevive a agentes estressores, incluindo estresse oxidativo e
nitrosativo, e privacdo de nutrientes, na condigdo de interagdo com o hospedeiro. As enzimas
catalases ndo tém o papel notavel na resisténcia ao estresse oxidativo externo, mas peroxidases
especificas sdo criticas para a resisténcia aos estresses oxidativo e nitrosativo (BROWN;
CAMPBELL; LODGE, 2007). CAT1 e CAT3 codificam catalases putativas especificas de
esporos, e CAT2 codifica uma catalase peroxissomal putativa. CAT4 codifica uma catalase
citosdlica putativa. Apenas Catl possui atividade bioquimica detectavel in vitro, sendo que a
atividade de Catl é constitutiva na forma de levedura. Apesar de serem importantes em

esporos, Catl e Cat3 ndo sdo essenciais para o acasalamento ou a viabilidade dos esporos.

1.6.3. GLUTATIONA PEROXIDASES (GPX)

As glutationas peroxidases catalisam a reducao dos perdxidos pela reducdo da glutationa.
O sistema de glutationa, que em ultima analise depende dos reservatorios de glutationa
reduzida (GSH) mantidos pela glutaredoxina, € fundamental para a resisténcia ao estresse
oxidativo e nitrosativo. GPX remove o peroxido de hidrogénio e mutantes gpx nulos sao
sensiveis a perdxidos. A glutationa redutase é outra proteina no sistema da glutationa que
impacta a resisténcia ao estresse nitrosativo, mas ndo o estresse oxidativo (BROWN;
CAMPBELL; LODGE, 2007). Em S. cerevisiae, Gpx1 esta localizado na matriz peroxissomal,
e utiliza tioredoxina ou glutationa para realizar a oxirredu¢do (OHDATE; INOUE, 2012).

Em S. cerevisiae, a expressdo de GPX2 ¢ induzida por estresse oxidativo (OHDATE
et al., 2010). GPX1 e GPX2 sdo induzidas durante o estresse de t-butilhidroperéxido ou de
hidroperdxido de cumeno e reprimidas durante o estresse de éxido nitrico. GPX2 é induzida
em resposta ao estresse de peroxido de hidrogénio. Mutantes de delecdo de GPX1 e GPX2 séo
sensiveis a varios estresses de peroxido, enquanto o tipo selvagem é resistente a outros estresses
oxidantes, como superdxido e 6xido nitrico. Mutantes nulos gpx sdo ligeiramente sensiveis a

morte por estresse oxidativo causado pela fagocitose por macréfagos. GPX podem catalisar a



21

reducdo de algumas espeécies reativas de nitrogénio. Durante o estresse de o0xido nitrico ha
regulacao negativa de ambos os genes GPX1 e GPX2. Tal fato sugere um mecanismo diferente
independente das glutationa peroxidases para resisténcia ao estresse nitrosativo em C.
neoformans. Gpx1l e Gpx2 possuem sensibilidade distinta entre si a diferentes estressantes
compostos de peroxido. Isso sugere uma diferenca na localizacdo das duas enzimas Gpx, uma
diferenca em sua atividade ou uma regulacdo alternativa nos mutantes de delecdo para GPX1
e GPX2 (MISSALL; CHERRY-HARRIS; LODGE, 2005).

Figura 4. Esquema da atividade antioxidante das enzimas superoxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase.
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Destacado pelo circulo em vermelho a atividade da superéxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutagdo do
anion superéxido (O2") em oxigénio (O2) e peroxido de hidrogénio (H202). H20, é decomposto pela catalase em
agua (H:0) e O,. A glutationa peroxidase (GPX) reduz o H,0, pela reduc¢do da glutationa (GSH). A GPX requer
a atividade de outras enzimas secunddrias, como a glutationa redutase (GR). Caso haja inibi¢do ou reducdo da
atividade destas outras enzimas, como representado a direita do esquema, a remocdo do H,O; pelo sistema GPX
ndo sera eficiente. Imagem adaptada de (WEYDERT; CULLEN; 2010).

2.  JUSTIFICATIVA

Considerando que os mutantes nulos para o gene SMF1 de C. gattii apresentam
decrescimo em seu desenvolvimento quando exposto ao (i) agente quelante de metais EDTA e
(ii) ao agente gerador de espécies reativas de oxigénio paraquat, é possivel hipotetizar que o

transportador Smfl participe na homeostase de ROS de C. gattii.



22

3.  OBJETIVOS
Avaliar a participacéo do transportador Smf1 de C. gattii na modulacdo da homeostase
de ROS.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a influéncia de SMF1 no crescimento de C. gattii em condic¢des de privagédo de
metais;

e Avaliar a influéncia de SMF1 no crescimento de C. gattii em condicGes de geragédo de
ROS;

e Avaliar os niveis de transcrito dos genes SMF1, SOD1, SOD2, GPX1, GPX2, CATl e
CAT2 nas linhagens WT e smfl cultivadas em privagao ou ndo de metais;

4.  ARTIGO CIENTIFICO
O artigo intitulado “Caracterizagdo funcional do gene SMF1 de Cryptococcus gattii” foi

formatado conforme normas para publicagdo junto ao periddico Fungal Biology (Anexo A).
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Destaques

o A auséncia de SMF1 acarreta em deficiéncia de desenvolvimento de C. gattii em
condicdes de privacdo de micronutrientes

o A presenca de SMF1 é importante para o desenvolvimento de C. gattii em estresse
oxidativo

o A adequada expresséo de SODs depende da presenc¢a de SMF1
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RESUMO

A criptococose € uma doenca causada principalmente pelos fungos Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gattii. Ambas as espécies infectam o hospedeiro, humano ou
animal, por via respiratoria, estabelecendo-se nos pulmdes e podendo se disseminar para o
cérebro causando meningoencefalite. A principal linha de defesa do sistema imune contra a
infeccdo por Cryptococcus spp. € a fagocitose por macréfagos alveolares, os quais privam 0s
patdgenos de nutrientes, incluindo metais. Ao passo que a levedura encontra um ambiente
restrito de metais, tal como manganés, é promovido 0 aumento da expressdo de genes
responsaveis por codificar proteinas transportadoras de metais. Smflp é uma proteina presente
na superficie das células e que transporta manganés para o limen celular. Células fangicas
mutantes nulas para o gene SMF1 apresentam dificuldade de manutencdo da homeostase de
manganés e maior suscetibilidade ao estresse oxidativo. Para proteger a célula do dano
oxidativo, enzimas como as superdxidos dismutase complexadas com cobre-zinco e manganés,
SOD1 e SOD2, respectivamente, sdo expressas em situacfes de estresse oxidativo. Visto que
0os mutantes nulos para o gene SMF1 de C. gattii apresentam decréscimo em seu
desenvolvimento quando exposto ao agente quelante de metais EGTA e ao agente gerador de
espécies reativas de oxigénio menadiona, avaliamos o papel do transportador Smfl na
participacdo da homeostase de ROS em C. gattii. Para isso, realizamos a construcdo de um
mutante complementado smfl::SMF1 a confirmar a associagdo dos fendtipos observados na
linhagem nula smfl. Posteriormente, avaliamos a expressdo relativa dos genes associados a
homeostase de manganés, ou seja, SMF1, e a homeostase de ROS, ou seja, SOD1, SOD2,
CAT1, CAT2, GPX1 e GPX2. Observamos significativo aumento da expressdo de SMF1 nas
linhagens tratadas com EDTA. SOD1 teve niveis significativos de expressao na linhagem WT
quando comparados ao cultivo na presenca de EDTA. Na linhagem smfl, ndo foi possivel
detectar a expressao deste gene. Em contrapartida, SOD2 apresentou significativo aumento da
expressao no tratamento com EDTA nas linhagens WT e smfl, sendo que a expressdo em WT
foi maior do que em smfl. Esses dados em conjunto sugerem que SOD2 possui papel
importante na manutencdo da homeostase de ROS e que sua menor expressao no tratamento
com EDTA pode estar atrelada a baixa disponibilidade de manganés, visto que esta SOD é
complexada a este metal. Além disso, GPX1, CAT1 e CAT2 ndo demonstraram serem afetadas
pela condigdo de privacdo de metais e GPX2 apresentou-se mais expresso somente na linhagem

smfl, o que sugere que sua atividade é importante na privacdo de manganés.

Keywords: Manganés, Smfl, transportadores, Cryptococcus
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1. Introducéo

Cryptococcus gattii € um fungo basidiomiceto que atua como patdégeno oportunista em
pacientes imunossuprimidos e pode causar doenga em imunocompetentes (Zaragoza, 2019).
Estima-se que cerca de 10% das pessoas com HIV-AIDS sejam afetados pela criptococose
causada por C. neoformans. Na Africa Subsaariana, em média, sio causadas 180.000 mortes
por infeccdo por Cryptococcus spp. (Rajasingham et al., 2017a). A infeccdo se da via inalacao
de esporos ou células dessecadas provenientes do ambiente e se estabelece no pulmao. Apés
infecgdo pulmonar, pode ocorrer disseminacdo, ocasionado meningoencefalite. Este quadro é
associado a uma alta taxa de mortalidade que pode variar de 20% a 50% dos casos
(Rajasingham et al., 2017b; Vallabhaneni et al., 2016).

Espécies patogénicas do género Cryptococcus, como C. neoformans e C. gattii, podem
resistir dentro de macréfagos alveolares mesmo apos fagocitose (Evans et al., 2017; Johnston
and May, 2013; Mansour et al., 2014) Dentre os diversos mecanismos pelos quais 0s
macrofagos alveolares podem impedir o desenvolvimento de patégenos, pode ser citado um
mecanismo de imunidade nutricional, que priva Cryptococcus spp. de metais a fim de inibir
sua sobrevivéncia e proliferagdo (Crawford and Wilson, 2015; Kehl-Fie and Skaar, 2010;
Malavia et al., 2017). Nessas condicfes, as células criptoccicas ativam a transcricdo dos

transportadores de metais para manter a homeostase (Silva et al., 2011a).

SMF1 é um dos homologos da familia Nramp de transportadores de metais expressos
por Saccharomyces cerevisiae e Cryptococcus spp (Silva et al., 2011b). Nramp (proteina de
macrofago associada a resisténcia natural) facilita o transporte de ions de metais (Cellier et al.,
1995, 2007). Smfl se acumula na superficie da membrana celular e funciona no acimulo
celular de Mn, sendo co-regulada pela disponibilidade de manganés. Em condic¢des repletas de
Mn, a proteina Bsd2 facilita o trafego de Smf1 para o vacuolo, onde Smf1 é degradada (Portnoy
et al., 2000a). A escassez de Mn é detectada dentro do limen da via secretora, enquanto niveis
toxicos de Mn sdo detectados dentro de um compartimento fora do aparelho de Golgi ou extra-
citosdlico (Jensen et al., 2009). A delecdo do gene SMFL1 codificador da proteina Smfl, que
possui alta afinidade ao Mn, transportando-o em direcdo ao citosol, sensibiliza as leveduras a

escassez de Mn, justamente por desequilibrar sua homeostase (Supek et al., 1996).

A adaptacdo a disponibilidade de nutrientes como Mn pode causar alteracdes na
homeostase redox, tanto por mudancas em ROS quanto no contetdo de moléculas redutoras

celulares. As superdxidos dismutase (SOD), sdo as principais enzimas antioxidantes nas
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células eucaridticas. Em S. cerevisiae, SOD1, uma superoxido dismutase de cobre-zinco, esta
localizada no citosol e no espaco intermembranar da mitocondria, e a SOD2, uma superdéxido
dismutase de manganés, esta localizado na matriz mitocondrial. A fonte de ROS depende do
tipo de metabolismo e fontes ndo mitocondriais sdo importantes provedores de ROS (Maslanka
et al., 2020a). Glutationa peroxidases (GPX) sdo enzimas com atividade antioxidante que
removem peroxidos como o perdxido de hidrogénio (H202). Dessa forma, cepas mutantes nulas
gpx apresentam sensibilidade a perdxidos. Catalases (CAT) ndo desempenham papel
importante na detoxificagdo de moléculas reativas exdgenas, pois mutantes nulos cat ndo

apresentam aumento de vulnerabilidade a ROS ou impactam na viruléncia (Brown et al., 2007).

Com o intuito de avaliar a participacdo de Smfl na obtencdo de micronutrientes em C.
gattii, geramos em nosso grupo mutantes nulos para o gene codificante desta proteina. Foi
observada reducéo de crescimento das linhagens mutantes em meio definido com privacao de
metais, ocasionadas pelo agente quelante EDTA, assim como aumento da sensibilidade do
mutante nulo ao estresse oxidativo (Uriel Kinskovski, dados ndo publicados). Neste trabalho,
descrevemos que a complementacdo do mutante nulo com o gene selvagem acarreta na
reconstituicao dos fenotipos da linhagem selvagem. Ainda, detectamos a alteracdo da expressao
na linhagem mutante de alguns genes cujos produtos estdo relacionados a modulagdo do
estresse oxidativo, como SOD1, SOD2, CAT1, CAT2, GPX1 e GPX2.

2. Materiais e Métodos
2.1 Linhagens e meios de cultivos

Os experimentos foram realizados com a linhagem R265 de C. gattii, assim como o
mutante nulo smfl. As células eram rotineiramente cultivadas em meio YPD (extrato de
levedura 1%, peptona 2%, dextrose 2%) ou YNB sem aminoacidos suplementado com 40 mM
de asparagina e 2% de glicose (Difco) a temperatura de 30 °C sob agitacdo (200 RPM). Agar
(1,5%) era adicionado em condig¢des de meio semissolido.

2.2. Selecdo do mutante complementado

A selecdo do mutante complementado da smfl::SMF1 foi realizada com base em
experimentos prévios de transformacgdo da linhagem mutante smfl com um cassete de
complementacdo contendo o gene selvagem SMF1, associado a uma marca de resisténcia, a
neomicina. Cerca de 100 distintos transformantes foram avaliados quanto a sua capacidade de

desenvolvimento na privacéo de nutrientes por cultura em meio YNB ou meio YNB contendo
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EGTA (100 uM) em placas de 96 pocos. Apos incubacédo por 24 h a temperatura de 30 °C, foi
determinada a densidade otica (600 nm) de cada um dos cultivos. Adicionalmente, foi
determinada a sensibilidade das linhagens pré-selecionadas em concentra¢Bes distintas do
quelante EGTA e do agente gerador de espécies reativas de oxigénio menadiona.

2.3. Anélise RT-gPCR

Foi realizado um cultivo prévio das linhagens WT e smfl em meio YPD, seguido de
cultivo em meio YNB acrescido ou ndo de 100 uM de EDTA por um periodo de 1 h. Apds
centrifugacdo e liofilizacao das células, as mesmas foram lisadas por agitacdo com peérolas de
vidro, e 0 RNA foi isolado com TRIzol (Invitrogen), conforme recomendacdes do fabricante.
Foram avaliadas a integridade e a concentracdo do RNA por eletroforese em gel de agarose a
1% e pela quantificacdo no NanoDrop, respectivamente. Posteriormente, foram preparados 0s
DNAs complementares (cDNAs), usando amostras de RNA total tratadas com DNase
(Promega) (500 ng), com Transcriptase Reversa ImProm-I1 (Promega) usando primers oligo-
dT. O PCR quantitativo foi realizado no equipamento StepOne Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) utilizando o sistema PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo) com
2 uL de cDNA a 8 ng/ uL e 5 pmol de cada primer, previamente utilizados por nosso grupo
(Schneider et al., 2012). A etapa inicial das condicGes de ciclagem térmica foi definida como
95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 s, 60 °C por 15se 72 °C por 60 s. No
final da reacdo foi realizada a analise da curva de fusdo para que pudesse ser confirmada a
presenca de um Unico produto de PCR. Os experimentos foram realizados em triplicata
bioldgica, com trés culturas independentes. Para cada par de primers, cada amostra de cDNA
foi analisada em triplicata. Em cada conjunto de experimentos de RT-gqPCR o gene codificador
da actina (ACT1) utilizado como normalizador. Para determinar a expresséo relativa dos genes
cujos produtos estdo associados a modulacédo das espécies reativas de oxigénio (SMF1, SOD1,
SOD2, GPX1, GPX2, CAT1 e CAT?2) foi utilizado o método do ciclo de limiar comparativo
(222 €T) (Schmittgen and Livak, 2008).

3. Resultados

Com o intuito de avaliar se os fenotipos observados na linhagem mutante nula para o
gene SMF1 (hipersensibilidade a EGTA e a menadiona), eram de fato decorrentes da inativagéo
deste gene, realizamos a construgdo de uma linhagem nula complementada. Para tanto, a

linhagem smfl foi transformada com um plasmideo que continha a copia selvagem do gene
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SMF1 associado a uma marca de resisténcia a neomicina. Cerca de 100 col6nias foram isoladas
previamente em nosso laboratorio (Uriel Perin Kinskovski, dados ndo publicados). Para
selecionar os mutantes complementados que melhor apresentassem a restituicdo fenotipica,
avaliamos o crescimento das linhagens em concentracfes crescentes de EGTA ou menadiona
(Fig. 1), cujas analises estatisticas do crescimento (Tabela 1) permitiram selecionar o mutante

complementado C9 (smfl::SMF1) para prosseguimento dos testes.

EGTA Menadiona
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Figura 1. Smfl participa do desenvolvimento de C. gattii em condicGes de privagao de
metais e de estresse oxidativo. Medida do crescimento relativo das linhagens WT, smfl e
smfl::SMF1 apds 24 h em meio YNB (controle) ou YNB suplementado com concentracdes

crescentes de EGTA ou menadiona por determinacdo de ODeoo.

Tabela 1: Analise do desenvolvimento de C. gattii em condicdes de privacdo de metais e

de estresse oxidativo utilizando a &rea sob a curva como pardmetro comparativo

Cultivoem EGTA

Linhagem WT smfl smfl::SMF1
Area total 2,09 1,81 2,39
Desvio padréo 0,04 0,05 0,09
Intervalo de confianca (95%) 2,00-2,17 1,71-1,92 2,20 - 2,59
Cultivoem MENADIONA
Linhagem WT smfl smfl::SMF1
Area total 3,27 3,02 3,35
Desvio padréo 0,05 0,05 0,06

Intervalo de confianca (95%) 3,16 - 3,37 2,91-3,13 3,21-3,48
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Com o intuito de confirmar o gendtipo das linhagens, realizamos RT-PCR para
determinar a expressdo do gene SMF1 nas linhagens geradas e confirmar a complementacéo.
Como esperado, pudemos detectar a expressdo do gene SMF1 apenas nas linhagens WT e
smfl:SMF1 (Fig. 2), confirmando assim a inativacdo do gene na linhagem smfl e a sua

complementacéo na linhagem smfl:SMF1.

smf1::SMF1

CN CP WT smff C2 C6 C9 C12 C15

ACT1

Figura 2: Confirmacé&o da expressdo de SMF1 nas linhagens WT e smfl::SMF1. RT-PCR
semi-quantitativo usando cDNA de WT, mutante smfl e smfl::SMF1. As amostras de RNA
foram utilizadas como molde para reacdes de transcricdo reversa e PCR para amplificacdo de
SMF1 (painel superior) ou ACT1 (painel inferior), como controle de carga. CN, controle
negativo; CP, controle positivo, empregando DNA genémicod; WT, cDNA da linhagem R265
de C. gattii; smfl, cDNA da linhagem smfl de C. gattii; C2, C6, C9, C12 e C15, cDNA de
potenciais linhagens smfl::SMF1 de C. gattii.

Visto que a linhagem smfl apresenta maior sensibilidade ao agente gerados de espécies
reativas de oxigénio menadiona, analisamos a expressdo relativa de genes codificantes de
proteinas associadas ao metabolismo redox (SOD1, SOD2, CAT1, CAT2, GPX1 e GPX2). Para
tanto, as linhagens WT e smfl foram incubadas em meio YNB acrescido ou ndo de EDTA (100
M) por 1 h. A presenca de EDTA foi incluida visto que estudos prévios de nosso grupo
mostravam que a privagdo de metais ocasiona desbalanco no metabolismo redox em C. gattii
(Garcia et al., 2020; Schneider et al., 2012, 2015). Primeiramente, avaliamos se a presenca de
EDTA ocasionava aumento da expressao de SMF1. Empregando RT-gPCR, demonstramos que
expressdo relativa de SMF1 foi significativamente maior no tratamento com EDTA em relagéo

ao controle (Fig. 3).
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Figura 3: Expressdo génica relativa do gene SMF1 pela linhagem selvagem (WT). Anélise
RT-gPCR do gene SMF1. A quantidade de mRNA em cada amostra foi normalizada usando
os valores de Ct obtidos para o gene ACT1. Os dados sdo apresentados como a média e o desvio
padrdo (DP) de trés réplicas bioldgicas. A anélise estatistica foi realizada com um teste t Student
ndo pareado. Os asteriscos mostram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(** p =0,0013).

Com base neste achado, especulamos que a expressdo de genes associados ao
metabolismo redox também poderia ter sua expressdo regulada pela diminuicdo da
biodisponibilidade de metais. A andlise da expressao dos genes relacionados demonstrou que
a presenca de EDTA ocasionou uma diminui¢do consideravel dos niveis de transcrito de SOD1
na linhagem WT quando comparado com a condi¢do controle. Este mesmo comportamento
ndo foi observado na linhagem smfl. Entretanto, quando comparadas as duas linhagens, foi
possivel observar diminuicdo consideravel da expressao de SOD1 em smfl rem relacdo a WT
(Fig 4, A). Quando considerado SOD2, a presenca de EDTA leva a um aumento consistente da
expressdo deste gene, também apenas na linhagem WT. Este aumento significativo ndo foi
observado na linhagem smfl (Fig. 4, B). GPX1 ndo teve diferenca significativa na sua
expressao relativa em todos os grupos (Fig. 2, C). O grupo controle de smfl de GPX2 teve sua
expressdo relativa significativamente maior do que o controle WT (Fig. 4, D). N&o houve
diferenca estatistica na expresséo sob tratamento com EDTA em ambos os grupos (Fig. 4, D).
CAT1 e CAT2 néo tiveram diferenca significativa na sua expressao relativa em todos 0s grupos
(Fig. 4, E e F). Coletivamente, estes dados sugerem que o desbalango na regulagéo da expressao

destes genes pode contribuir para a maior sensibilidade da linhagem smf1 ao estresse oxidativo.
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SOD2, GPX1, GPX2, CAT1 e CAT2. A quantidade medida de mRNA em cada amostra foi
normalizada usando os valores de Ct obtidos para o gene ACT1. Os dados sdo apresentados
como a média e o DP de trés réplicas biologicas. Foi realizado um teste ANOVA de uma via
pos-teste de Dunnet. Barras representam a média e tracos os desvios-padrédo. Letras diferentes

acima das barras representam diferencas estatisticamente significantes (p < 0,05).
4. Discusséo

SMF1 codifica a proteina Smfl, a qual estd localizada na membrana plasmatica da
levedura Saccharomyces cerevisiae. A delecdo de SMF1 torna as células sensiveis a baixa
concentracdo de manganés em decorréncia de sua baixa captacdo, sugerindo que Smflp esta
envolvido na captacdo de Mn de alta afinidade (Supek et al., 1996). Smflp de S. cerevisiae é
ortdlogo de Smfl de C. gattii (Uriel Kinskovski, dados ndo publicados). O ortélogo de Smflp
em C. neoformans é capaz de transportar principalmente manganés, ferro, cobalto e niquel
(Agranoff et al., 2005). Demonstramos aqui que, assim como em S. cerevisiae, a expressao de
SMF1 de C. gattii € aumentada em condic6es de privacdo de metais, corroborando também a
diminuida capacidade de replicacdo de linhagens mutantes nulas para este gene nestas
condicdes (Portnoy et al., 2000b). Isso demostra o papel do transportador de Mn Smf1, no qual,
quando ha reducdo da disponibilidade de Mn, aumenta-se a expressao do gene SMF1
responsavel por codificar a proteina Smfl. Assim, com maior quantidade de proteina Smfl
disponivel, maior a chance de restabelecer a homeostase de Mn na célula criptocécica.

Smf1 parece ser importante na resisténcia ao estresse oxidativo, fornecendo manganés
para complexos antioxidantes nao proteicos, visto que a adi¢ao de sais de manganés a células
sem uma defesa antioxidante funcional reverte todos os fenotipos observados, e esse resgate é
dependente de Smf1, mas nao do paralogo Smf2 (Luk and Culotta, 2001). Em C. neoformans,
a linhagem nula sod1 possui diminuida sobrevivéncia no interior de macr6fagos comparada a
linhagem WT, ressaltando o seu papel na viruléncia (Cox et al., 2003). C. neoformans mutantes
nulos para o gene SOD2 exibem suscetibilidade aumentada ao estresse oxidativo e baixo
crescimento em altas temperaturas, assim como hipoviruléncia em modelo murinho de infeccao
(Giles et al., 2005). Adicionalmente, mutantes sod2 acumulam significativamente mais
espécies reativas de oxigénio (ROS) a 37 °C, sugerindo Sod2p como defesa priméria o
superdxido (02) nas mitocondrias (Narasipura et al., 2005). Os niveis de ROS em mutantes
nulos Asod1 séo significativamente maiores em comparacdo com a cepa WT. O nivel de ROS

no mutante Asod2 foi menor do que no mutante Asodl, o que indica para o papel essencial da
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SODL1 na reducéo do nivel de ROS (Maslanka et al., 2020b). Dados anteriores de nosso grupo
mostraram que a privacdo de zinco (Schneider et al., 2012, 2015) ou o desbalanco na
homeostase de manganés pela inativacdo do gene codificante do transportador associado ao
Golgi Zip3 (Garcia et al., 2020) alteram metabolismo redox, potencialmente em decorréncia
de alteracdes na expressdo de SOD1 e SOD2. A auséncia de smfl na cepa mutante para SOD1
leva ao baixo crescimento em relacdo ao tipo selvagem e a cepa reconstituida dentro de
macrofagos. Isso indica que SOD1 contribui para a viruléncia, visto que sodl teve diminuicéo
da viruléncia possivelmente devido ao aumento da suscetibilidade a ROS. Além disso, outros
sistemas de defesa antioxidante em C. neoformans podem compensar a perda de SODL1 in vivo.
Na Fig.4 A, pode-se observar gque ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
smfl controle, smfl e WT tratado em relacdo a cepa WT controle. WT controle teve alta
expressdo de transcrito de SOD1. Na cepa smfl tratada com EDTA, os niveis de transcrito de
SOD1 foram baixos a niveis ndo detectaveis. 1sso pode indicar que a restricdo de manganés na
levedura, tanto pelo agente quelante EDTA, quanto pela auséncia de Smfl, impactam na
diminuigdo da expressédo de SOD1, visto que em uma situagdo sem estresse, como no WT
controle, hé significativo aumento da expressao de SOD1. A expressdo relativa do gene SOD2,
que é a superoxido dismutase complexada ao Mn, demonstrado na Fig. 4 B, possui perfil
distinto de expressao em relacdo a SOD1. As cepas WT e smfl com tratamento com EDTA
demostraram aumento significativo de sua expressdo em relagdo ao controle WT, o que sugere
que o desbalanco de Mg, ocasionado pelo EDTA no WT, e pela auséncia de Smfl no mutante
nulo conjuntamente com a auséncia de metal proporcionam um estresse oxidativo suficiente

para aumentar a expressao de SOD2.

(TA et al., 2005) demonstraram que GPX1 e GPX2 sdo expressos diferencialmente e
gue em uma situacao estressora com perdxido e éxido nitrico foi observada a inducdo de ambos
os genes da GPX. Durante o estresse de 6xido nitrico, a expressdo de GPX1 e GPX2 foi
regulada negativamente para ambos 0s genes, sugerindo um mecanismo independente da GPX
para resisténcia ao estresse em C. neoformans. Demonstramos anteriormente que a auséncia de
adequando importe de manganés a partir do Golgi acarreta em aumento da expressdo dos genes
que codificam GPX. Na Fig. 4 C, ndo ha diferenca estatistica significativa na expressao génica
em nenhum dos grupos, o que sugere que a privacdo de Mn e a auséncia de Smfl ndo impactam
de maneira suficiente a alterar a expressao de GPX1. Também foi possivel observar, na Fig. 4
D, que houve aumento significativo da expressdao de GPX2 no controle smfl, em relagdo ao

controle WT. Isso indica que, na auséncia do transportador Smfl, mas ainda com Mn
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disponivel, ha maior expressédo de GPX2. 1sso sugere que o desequilibrio de ROS ocasionado
pela auséncia do transportador Smfl na cepa mutante € suficiente para aumentar a expressao
de GPX2 nessa condigéo, para que aumente a transcricdo e traducdo deste gene a fim de
aumentar a quantidade de GPX2 disponivel para restabelecer o balango redox, evitando o
acumulo de ROS. Comparando os graficos de GPX1 e GPX2, pode-se observar a expressao
diferencial de ambos os genes frente a situacdo estressora de privacdo de Mn, auséncia do

transportador Smfl e acimulo de ROS.

(Giles et al., 2006) demonstraram que as enzimas CAT2, CAT3 e CAT4 ndo possuem
atividade de catalase detectavel in vitro, mas é possivel detectar um transcrito para cada uma
das catalases por RT-qPCR. Visto a presenca de transcrito, CAT2, CAT3 ou CAT4 podem
exibir atividades em condicdes de crescimento adequadas. Em cultivo sob estresse oxidativo e
temperatura elevada (37 °C) ndo houve deteccdo de atividade das enzimas CAT2, CAT3 ou
CAT4 para a cepa de C. neoformans. A atividade de CAT1 ndo demonstrou ser regulada em
resposta ao estresse oxidativo exdgeno ou temperatura elevada. Entretanto, na Fig. 4 E e F,
nossos resultados apontam que ndo ocorre modulacdo da expressdo da CAT1 e CAT2 frente a
privacdo de nutrientes ou auséncia do gene SMF1. Coletivamente, estes dados sugerem que o
desbalanco na regulacdo da expressdo destes genes associados ao metabolismo redox pode
contribuir para a maior sensibilidade da linhagem smfl ao estresse oxidativo, tanto em

condicdes de disponibilidade ou indisponibilidade de metais no meio extracelular.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O conjunto dos resultados obtidos por meio desse estudo indicam o papel o
transportador Smfl como um importante elemento para manutencdo da homeostase de
manganés intracelular. Sob situagdes estressoras had maior expressdo de SMF1 para restabelecer
a homeostase de manganés, indicando que este metal tem papel regulatdrio sobre a expressao
desse gene. Além disso, demonstramos que linhagens mutantes nulas smfl apresentam
dificuldade em manter a homeostase de ROS. Na auséncia de Smflp, SOD2 teve diminuicédo
de sua expressdo em relagdo ao WT no tratamento com EDTA, o que aponta para sua
dependéncia da disponibilidade de manganés, visto que SOD2 é complexada a este metal. Além
disso, demonstramos que a expressdo de CAT1, CAT2 e GPX1 ndo é significativamente
impactada pelo desbalanco redox e privacdo de metal aqui estudado. GPX2 demonstrou ser
mais expressa na linhagem smfl controle, sugerindo que a privagdo de manganés e formacao
de ROS tem impacto na sua atividade.

Como perspectiva espera-se realizar futuramente um ensaio de viruléncia em larvas
de Galleria mellonella para avaliar se a auséncia do transportador Smfl impacta na viruléncia
de C. gattii sobre o hospedeiro, assim como avaliar os niveis de manganés e de outros metais

nas células mutantes comparado a linhagem selvagem.
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« Single Author: the Author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year

of publication;
» Two Authors: both Authors' names and the year of publication;

* Three or more Authors: first Author's name followed by " et al." and the year of

publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically. More than one reference from the same
Author(s) in the same year must be identified by the letters " a", " b™, " c", etc., placed after
the year of publication.



48

Scientific names of all ranks are placed in italic type (e.g. Ascomycota, Boletales,

Fungi, Glomaceae), as in the International Code of Botanical Nomenclature.

Names not used as formal scientific ones are placed in regular type and do not start

with a capital letter (e.g. ascomycetes, basidiomycetes, fungi, penicillia, pyrenomycetes).

When first used in the paper, and at the start of each new section, the genus name is
to be given in full. Where the name is repeated, the genus name is abbreviated to its initial

letter (e.g. Chaetomium globosum to C. globosum) except at the start of a new sentence.



