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Resumo

Entre os diversos fungos patogénicos de importancia médica, um dos mais
relevantes é Cryptococcus neoformans, agente causador da criptococose. Este
fungo destaca-se pela sua capacidade de causar infec¢cdo no sistema nervoso
central e por possuir diversos mecanismos de viruléncia. Para sobreviver e
evadir o sistema imune do hospedeiro, esta levedura apresenta alguns
determinantes de viruléncia essenciais, como a formacdo da cépsula
polissacaridica, producdo de melanina e desenvolvimento a 37°C. Outro fator
importante é a formacdo de células gigantes (Titan cells), que é regulada
negativamente pelo fator de transcricdo (TF) Pdr802, o qual também influencia
a fagocitose e espessura da céapsula de C. neoformans. Existem ainda muitos
genes codificadores de TFs putativos cuja funcdo é desconhecida, como o
codificado pelo gene CNAG_01965. Este gene contém um dominio de ligacao
ao DNA tipo Zn(2)-C6 e sua expressao € reprimida durante a formacao de células
gigantes. Nesse estudo, realizamos uma meta-analise de dados transcritbmicos
e verificamos que CNAG_01965 € diferencialmente expresso em diversas
condicdes estressoras para C. neoformans. Uma analise de biologia de sistemas
mostrou que CNAG_01965 e seus interatores estdo relacionados a organizacao
do peroxissomo ligada a producéo de energia e resposta a estresse oxidativo,
transporte transmembrana e atividade da enzima D-amino&cido oxidase. Além
disso, identificamos na sequéncia regulatéria de CNAG_01965 a presenca de
um sitio de ligacédo para os fatores de transcricdo Crz1 e Pdr802, importantes
reguladores da resposta a diferentes estresses em C. neoformans. Para melhor
caracterizar a funcdo desse gene na biologia de C. neoformans, foram
construidos dois mutantes nulos independentes. Ambos apresentaram uma
maior abundancia de células com dimensdes alteradas em condi¢cdes que
induzem a formagdo de células gigantes in vitro, porém ndo apresentaram
nenhum defeito de crescimento nas condi¢des estressoras testadas. Além disso,
CNAG_01965 € importante para regulacdo do tamanho da capsula de C.
neoformans. O alvo deste estudo demonstra potencial para regular a viruléncia
de C. neoformans, sendo relevante maiores analises para entender detalhes da

sua funcdo em C. neoformans.
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Abstract

Among pathogenic fungi of medical importance, one of the most relevance is
Cryptococcus neoformans, the agent of cryptococcosis. This yeast stands out for
its ability to cause infection in the central nervous system and to develop different
mechanisms of virulence. To survive and evade the host's immune system, this
pathogen presents essential virulence determinants, such the formation of a
polysaccharide capsule, melanin production and development at 37°C. Another
important factor is the formation of giant cells (Titan cells), which is negatively
regulated by the transcription factor (TF) Pdr802, that also influences
phagocytosis and capsule thickness of C. neoformans. There are still many
genes encoding TFs whose function is unknown, such as the one encoded by
the CNAG_01965. CNAG_01965 contains a fungal-like Zn(2)-C6 DNA-binding
domain and its expression is repressed during the formation of giant cells. In this
study, a meta-analysis of transcriptomic data showed that CNAG_01965 is
differentially expressed during stress conditions for C. neoformans. A system
biology analysis revealed that CNAG_01965 and its interactors are related to
peroxisome organization linked to energy production and response to oxidative
stress, transmembrane transport and D-amino acid oxidase enzyme activity.
Furthermore, we identified in the regulatory sequence of CNAG_01965 the
presence of a binding site for the transcription factors Crz1 and Pdr802, important
regulators of the response to different stresses in C. neoformans. To better
characterize the function of this gene in the biology of C. neoformans, two
independent null mutants were constructed. Both showed a greater abundance
of cells with altered cell dimensions under conditions that induce the formation of
giant cells in vitro, but did not show any growth defect under the tested stress
conditions. Furthermore, CNAG_01965 is important for the regulation of C.
neoformans capsule size. The target of this study can be important for
cryptococcal virulence, and further analyzes are relevant to understand details of

its function in C. neoformans.

11



1. Introducgéo

Cryptococcus neoformans € um patdégeno fangico oportunista, agente
causador da criptococose. Esta levedura encontra-se de forma onipresente no
meio ambiente, causando doenca grave em individuos imunocomprometidos
(ZHAO; LIN, 2021).

A infeccao por C. neoformans inicia-se através da inalacéo de esporos ou
da levedura dessecada que se depositam nos pulmdes. No ambiente pulmonar,
células de C. neoformans podem ser facilmente eliminadas pelo sistema imune
de pacientes saudaveis ou podem manter-se latentes por um extenso periodo.
No contexto de imunossupressao, células da levedura podem disseminar para o
sistema nervoso central (SNC), causando meningoencefalite com alta taxa de
mortalidade (Figura 1) (ZHAO et al., 2019).

Nos diferentes cenarios de infeccbes em que a populacdo mundial
convive atualmente, a criptococose tornou-se um problema de saude publica,
diante do que pode causar. De acordo com dados disponibilizados pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC), C. neoformans é uma das principais
causas de morte em individuos acometidos pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e/ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), atingindo
aproximadamente 223.000 casos de meningite criptocécica em todo o mundo
anualmente e causando aproximadamente 181.000 mortes (PARK et al., 2009;
RAJASINGHAM et al., 2017).

Este fungo encapsulado pode adaptar-se a diferentes condicdes
ambientais, assim facilitando sua disseminacdo. Geralmente é encontrado em
isolados de excretas de pombos ou em arvores, onde seus esporos podem ser
inalados e causar uma possivel infeccdo (MAZIARZ; PERFECT, 2016) (Figura
1).
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Forma ambiental

Figura 1. Ciclo de vida de C. neoformans. C. neoformans no ambiente (1)
geralmente em associacdo com arvores ou no solo. As leveduras desidratadas
ou esporos (2) se dispersam no ar e podem ser inalados pelo hospedeiro (3). Na
forma de levedura ou esporos podem alojar-se no tecido pulmonar. Os
macrofagos alveolares fagocitam C. neoformans, o qual pode adquirir fenotipo
de aumento do tamanho do corpo celular para sua protecao (4). Posteriormente,
as leveduras dividem-se e multiplicam-se por brotamento. Depois de infectar os
pulmdes, células de C. neoformans podem alcancar a corrente sanguinea (5),
disseminando pelo organismo (6) e atingindo o sistema nervoso central (7).
(Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention, 2019).

1.1. Caracteristicas gerais de C. neoformans

O género Cryptococcus faz parte do grupo de fungos do filo
Basidiomycota presentes no ambiente. Entre as diversas leveduras encontradas,
ha duas espécies que se destacam por causar doenca em seres humanos: C.
neoformans e C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2015). C. neoformans infecta
principalmente pacientes em estado imunossuprimido, o que difere de C. gattii
gue acomete individuos imunocompetentes, porém ambos podem causar
meningoencefalite (NG CHEE PING, 2013).

O modo de infeccdo e sobrevivéncia de C. neoformans no interior dos
pulmdes e disseminagéo para o cérebro do hospedeiro faz com que este fungo
possua caracteristicas singulares e importantes dentre os demais do mesmo
género. A presenca de uma capsula polissacaridica, producdo do pigmento

melanina e fatores como a adaptacéo a altas temperaturas contribuem de forma
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essencial para a resposta deste fungo frente ao sistema imunoldgico (GIBSON;
JOHNSTON, 2015).

1.2 Fatores de viruléncia

1.2.1 Cépsula polissacaridica

Para sobrevivéncia e disseminacdao em diferentes ambientes e sob
diversas condi¢cbes, C. neoformans apresenta distintos determinantes de
viruléncia. Entre um dos mais importantes, destaca-se a capsula polissacaridica
gue desempenha um papel essencial na biologia deste fungo (Figura 2). A
capsula possui no ambiente a funcdo de proteger contra agentes externos como
a dessecacdo; ja no hospedeiro humano, seu papel € modular o sistema imune,
inibindo a fagocitose por macréfagos e desempenhando defesa para que
consiga disseminar e causar infeccdo (CASADEVALL et al., 2019; MUSELIUS;
DURAND; GEDDES-MCALISTER, 2021).

Corpo celular

Capsula

S——» Corpo celular

Figura 2. Células de C. neoformans com e sem capsula polissacaridica.
Microscopia 6tica com nanquim para visualizacao da capsula. Escala, 10 pm.

A capsula é composta por dois principais polissacarideos:
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM). Ha também, em
menor quantidade, a presenca de manoproteinas. Estes polissacarideos atuam
como moduladores de resposta imune (CHERNIAK; JONES; REISS, 1988;
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ZARAGOZA, 2019). Esses componentes sdo sintetizados no interior da célula
fungica e transportados por vesiculas. Aléem disso, as vesiculas nao carreiam
apenas polissacarideos, mas também outros componentes que influenciam na
viruléncia de C. neoformans como enzimas extracelulares e componentes da
parede celular (OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2007).

A espessura da capsula pode ultrapassar o tamanho do corpo celular, isto
vai depender da sintese de moléculas de polissacarideos, que sera induzida de
acordo com o ambiente em que C. neoformans esta inserido (CORDERO;
BERGMAN; CASADEVALL, 2013; FRASES et al., 2009). Essa producéo é
provocada por estimulos especificos, como o baixo nivel de glicose, hipoxia,
reduzida quantidade de ferro e alteragcdes de pH (SMITH et al., 2015; WANG,; L1,
DOERING, 2018).

A capsula pode ser utilizada para identificacdo e diagnostico da
criptococose. A deteccdo do polissacarideo capsular € realizada em ensaios
sensiveis e especificos, utilizando liquido cefalorraquidiano de pacientes,
majoritariamente. Dificilmente sdo encontradas células ndo encapsuladas desta
levedura em amostras clinicas, demonstrando o papel e importancia da capsula
(O'MEARA; ANDREW ALSPAUGH, 2012).

1.2.2 Melanina

A melanina € um polimero associado a parede celular de C. neoformans,
a qual contribui para a sobrevivéncia desta levedura. Este pigmento € produzido
através da polimerizacdo de compostos fendlicos e/ou inddlicos, sendo
carregados negativamente e hidrofébicos (CASADEVALL et al., 2017).

Quando na presenca de compostos difendlicos exdégenos, como L-dopa,
um substrato da enzima lacase (Lac), C. neoformans pode produzir melanina
pela atividade de Lacl e Lac2. Estas lacases sao transportadas em vesiculas
secretoras e fixadas na parede celular através das camadas de quitinas ou séo

conduzidas para fora da célula (LEE et al., 2019).

A melanina possui papel fundamental na protecdo contra oxidantes

sintetizados pelas células imunes e contribui para diminui¢cdo da permeabilidade
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da parede celular (MOMIN; WEBB, 2021). A deposi¢cao de melanina na parede
celular fangica colabora na inibicdo de fatores externos, como temperatura,

exposicao ao estresse oxidativo e metais pesados (CAMACHO et al., 2017).

Os mecanismos que regulam a producdo de melanina ainda ndo séo
totalmente elucidados, mas ha duas vias principais de sinalizacédo para a sua
producdo em C. neoformans. A primeira € a via de AMP ciclico/proteina quinase
A (cCAMP/PKA) e segunda se da pela resposta de glicerol de alta osmolaridade
(HOG) (LEE et al., 2019). Quando a via de cAMP/PKA esta alterada, ha a
reducdo da atividade de Lacl e consequente diminuicdo da producdo de
melanina. Ja a inibicdo da via HOG aumenta a producéo de melanina e contribui
para a sua producdo em mutantes de componentes da via CAMP/PKA, fatores
importantes para entender os processos de sinalizagédo e sintese de melanina
junto a patogenicidade de C. neoformans (BAHN et al., 2004; BAHN; GEUNES-
BOYER; HEITMAN, 2007).

1.2.3 Desenvolvimento a 37°C

A resisténcia a altas temperaturas € um fator essencial para que C.
neoformans consiga causar infeccdo no hospedeiro. Um dos primeiros
estressores que este fungo encontra ao entrar em contato com o hospedeiro € o
aumento da temperatura, onde é necessaria uma adaptacdo de acordo com o
ambiente em que este esta presente (PERFECT, 2006). C. neoformans utiliza
alguns fatores de resisténcia a alta temperatura para que consiga progredir com
a infeccao no organismo, entre 0s quais estao as propriedades ligada ao acucar
trealose, producédo de antioxidantes e vias de sinalizagdo como a da calcineurina
(WILSON, M.S. , METINK-KANE, 2012). A trealose é um dissacarideo formado
por duas moléculas de glicose ligada ao carbono 1 e tem como fungéo proteger
a célula de estresse interno e externo, aumentando a resisténcia a temperatura,
impedindo a desnaturacdo de algumas proteinas (PETZOLD et al., 2006). A
producéo de antioxidantes é essencial para proteger a célula contra diferentes
agressores, assim como a via de sinalizagdo da calcineurina, onde a proteina
serina/treonina fosfatase calcineurina € essencial para a sobrevivéncia de C.
neoformans a 37°C (ODOM et al., 1997; STEMPINSKI et al., 2021).
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A calcineurina € uma proteina fosfatase que depende do complexo
Ca?*/calmodulina, desempenhando atividade essencial em C. neoformans, como
a regulacdo de resposta ao estresse, reproducdo sexual e viruléncia
(ARAMBURU; HEITMAN; CRABTREE, 2004; STEINBACH et al., 2007). A
calcineurina € composta pela subunidade catalitica A (Chal) e subunidade
regulatéria B (Cnbl) (ARAMBURU; HEITMAN; CRABTREE, 2004). Em resposta
a sinais de estresse, os niveis de Ca?* no interior da célula aumentam, este se
liga a calmodulina e ambos a subunidade catalitica A, ativando a calcineurina
(HEMENWAY; HEITMAN, 1999).

A calcineurina ativa fatores de transcrigio como Crzl (calcineurin
responsive zinc finger 1) que induz a expressdo de genes de respostas ao
estresse no hospedeiro. Crz1 esté localizado no citoplasma, onde a calcineurina
o desfosforila e ocorre sua translocacdo para o nucleo (CHOW et al., 2017;
PARK et al.,, 2016). Crz1 é um alvo da calcineurina que foi encontrado
primeiramente em Saccharomyces cerevisiae (STATHOPOULOS; CYERT,
1997). Posteriormente, ortolégos de Crzl foram encontrados em varios
eucariotos (CRAMER et al., 2008; HIRAYAMA et al., 2003; THEWES et al.,
2012). Em C. neoformans, a via de sinalizagcdo calcineurina-Crz1 controla a
expressdo de genes envolvidos em processos de oxidagao-reducao,
metabolismo, integridade da parede celular, transporte de ions e moléculas
(CHOW et al., 2017).

As espécies C. neoformans e C. gatti podem se desenvolver em
temperaturas acima de 30°C, com tolerancia a altas temperaturas no ambiente
e no interior do hospedeiro. Esta capacidade os diferenciam de muitas outras
espécies de fungos que ndo sdo capazes de causar doenca em mamiferos
devido a incapacidade de sobreviver ao aumento da temperatura (MARTINEZ;
GARCIA-RIVERA; CASADEVALL, 2001).

1.2.4 Patogénese e imunidade do hospedeiro

A forma mais comum de infec¢do de C. neoformans € através da inalacao

de esporos ou células de levedura dessecadas que se depositam nos pulmdes
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do hospedeiro, podendo continuar de forma latente ou gerar uma invasao,
ativando a resposta imune no organismo afetado (HOLE; WORMLEY, 2016). Em
individuos imunocomprometidos, esta levedura pode provocar danos severos e

irreversiveis, principalmente em pacientes com AIDS/HIV (PARK et al., 2009).

Na resposta imune do hospedeiro, o principal modo de defesa se da pela
ativacdo de macroéfagos presente nos alvéolos pulmonares, 0s quais exercem o
papel de fagocitose desses agentes infecciosos. Esta resposta de defesa tem o
reforco das células dendriticas e também de eosindfilos (SETIANINGRUM,;
RAUTEMAA-RICHARDSON; DENNING, 2019). A resposta imune de linfocitos T
helper 1 (Thl), caracterizada pela secrecdo de interferon gama (IFN-y),
interleucina-12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e recrutamento de
macréfagos M1 é considerada protetora contra a criptococose (CHEN et al.,
2008; STENZEL et al.,, 2009). Ja a resposta majoritariamente mediada por
linfécitos T helper 2 (Th2), caracterizada pela producédo de citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13, ativagdo de macréfagos M2, eosinofilia pulmonar e aumento dos niveis de
imunoglobulina E (IgE), é considerada prejudicial ao hospedeiro no combate a
criptococose (CHEN et al., 2007; JAIN et al., 2009).

Células de C. neoformans fagocitadas por macréfagos podem ser
eliminadas no local priméario da infeccdo, assim como persistir e migrar para o
cérebro no interior dos mesmos, através do mecanismo conhecido como “Cavalo
de Trdia”. Esse mecanismo € essencial para disseminagao de C. neoformans e
estabelecimento da meningoencefalite criptocdcica, a forma mais grave e letal
desta infec¢do (BICANIC; HARRISON, 2017; COLOMBO; RODRIGUES, 2015;
SANTIAGO-TIRADO et al., 2017).

1.2.5 Titan cells

A producéo de Titan cells é importante para a viruléncia de C. neoformans.
Esse morfotipo celular, conhecido pelo seu tamanho aumentado em comparacgéo
com as demais células de C. neoformans, ocorre quando ha um crescimento
acentuado tanto da capsula quanto do corpo celular, tornando estas células

gigantes. Células criptocécicas séo consideradas gigantes quando o diametro do
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corpo celular possui 10 ym ou mais ou quando o tamanho total incluindo a
capsula ultrapassa 30 ym (GARCIA-SANTAMARINA et al., 2019; TREVIJANO-
CONTADOR et al., 2018).

Alguns fatores favorecem a producéo de células gigantes no hospedeiro,
como a falta de nutrientes, baixo pH, hipéxia e diminuicdo da densidade celular
(DAMBUZA et al., 2018). A formacao de Titan cells é regulada por moléculas de
guorum sensing, mecanismo de comunicacao célula a célula de C. neoformans,
no qual séo liberadas moléculas de acordo com o crescimento populacional. A
principal molécula envolvida neste mecanismo € a Qspl que esta ligada a
viruléncia de C. neoformans através da regulacdo da atividade de proteases,
sintese da parede e replicacdo celular (HOMMEL et al., 2018).

No ambiente pulmonar, as células gigantes ndo conseguem ser
fagocitadas pelas células imunes, permitindo a sobrevivéncia da levedura e
assim desempenhando um papel importante na infeccdo pulmonar e
patogenicidade de C. neoformans (OKAGAKI; NIELSEN, 2012).

O fator de transcricdo Pdr802 regula negativamente a formacéo de Titan
cells, exercendo importante funcéo na viruléncia de C. neoformans (REUWSAAT
et al.,, 2021). Foram realizadas analises de ChIP-Seq em um estudo anterior
(REUWSAAT et al., 2021), onde foi verificado que o fator de transcricdo Pdr802
interage diretamente com a regido regulatéria de CNAG_01965, gene ainda nao
caracterizado em C. neoformans. Com isso, no presente estudo, foi realizado o
levantamento de dados relacionados ao presente alvo e a busca para entender
gual o papel de CNAG_01965 na patogénese de C. neoformans.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral
Caracterizar a funcdo do gene CNAG_01965 e elucidar sua participacédo na

patogenicidade e viruléncia de C. neoformans.

2.2 Objetivos especificos
2.2.1. Analise in silico da expresséao diferencial de CNAG_01965;

2.2.2. Busca por dominios de ligacdo de fatores de transcricdo na regiao

promotora do alvo;

2.2.3. Andlise de enriquecimento funcional na rede de interacéo de C.
neoformans para CNAG_01965;

2.2.4. Geracado de mutantes nulos de CNAG_01965;

2.2.5. Ensaios fenotipicos in vitro das linhagens selvagem e nulas para
CNAG_01965;

2.2.6. Avaliacdo de formacdo da capsula polissacaridica e de células

gigantes in vitro pelas linhagens selvagem e nulas para CNAG_01965.
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3. Manuscrito
“Functional characterization of a Cryptococcus neoformans putative transcription

factor potentially associated with pathogenesis”

bY

Manuscrito sera submetido a revista mSphere, apo6s incorporacdo de

experimentos adicionais.
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ABSTRACT

The yeast Cryptococcus neoformans is the etiological agent of cryptococcosis, a
disease that occurs mainly in immunocompromised patients. The mostly affected
individuals are those with HIV/AIDS, leading to more than 181,000 deaths
worldwide every year. The main traits associated with the clinical importance of
this pathogen are related to several virulence determinants, such as the presence
of a polysaccharide capsule and morphogenetic alterations that lead to titan cell
formation. Such virulence determinants cause tissue damage and subvert the
host immune system. The transcription factor (TF) Pdr802 is involved in the
modulation of C. neoformans virulence, as it negatively regulates Titan cell
formation, and influences the outcome of the interaction with macrophages.
Among the genes repressed during the development of Titan cells, the TF coded
by CNAG_01965, which contains a Zn(2)-C6 fungal-type DNA-binding domain,
is also regulated by Pdr802. Here, we functionally characterized CNAG_01965
and showed that null mutants of this gene presented high cell sizes compared to
wild-type. Furthermore, no alteration in the sensitivity to cell wall stressors in the
mutant cells was detected. Therefore, the TF coded by CNAG_01965 may play
important roles in the production of Titan cells and C. neoformans pathogenicity.
IMPORTANCE

Considering the different infections which the world population currently faces,
cryptococcosis may be considered a public health problem. Due to the production
of several virulence determinants, C. neoformans is effective to infect some
individuals, as well to easily adapt to different environmental conditions. As the
mainly infected patients are those with compromised immune system, the

development of effective antifungal strategies is necessary. Thus, the
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understanding of mechanisms that regulate the production of such determinants
may pave new roads for the development of more effective therapeutic targets.
KEYWORDS

Cryptococcus neoformans, fungi, pathogenesis, transcription factors, Titan cells.
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INTRODUCTION

Cryptococcus neoformans is an opportunistic fungal pathogen and the
etiologic agent of cryptococcosis, a disease mainly found in
immunocompromised individuals (1). The infection is initiated by inhalation of
desiccated yeasts or spores that are found in the environment, as in trees and
pigeon droppings. Due to its small size, cryptococcal cells can reach the alveoli
and start the lungs colonization, depending on the individual immune status and
the place where this fungus settles (2). However, C. neoformans infection can
reach the central nervous system, ultimately causing meningoencephalitis (3).
Deaths from cryptococcal meningitis reaches more than 181,000 cases per year
worldwide (4). Many individuals can remain with these C. neoformans cells in a
latent form for years, and then cause infection in face of an immunosuppressed
or immunocompromised state, as in the case of patients infected with the human
immunodeficiency virus (HIV) (5).

The main characteristics associated with the clinical importance of this
pathogen are related to the expression of virulence determinants, such as the
production of a polysaccharide capsule and the formation of Titan cells (6). The
polysaccharide capsule is one of the most important virulence factors of C.
neoformans and is composed by glucuronoxylomannan (GXM),
galactoxylomannan (GalGXM) and, to a lesser extent, mannoproteins. These
components act by interfering with both phagocytosis and host immune
responses (7). In addition, Titan cells are important mediators of cell survival
during infection. Due to their increased cell body size (above 10 um) compared

to cells grown in routine laboratory conditions (5 to 10 um), these cells have a
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reduced chance of being internalized by phagocytes and increased surviving to
different types of stress from the immune system (8,9).

C. neoformans can control the expression of virulence factors in response
to the host environment through several pathways (10). To facilitate infection and
adaptation within the host, this pathogen relies on a network of transcription
factors (TFs). In fact, 17 among 155 functionally characterized TF are associated
with virulence (11), among them is Crz1, a TF important for the maintenance of
the plasma membrane and cell wall integrity, as well as calcium signaling (12).
Furthermore, the transcription factor Pdr802, which, according to recent studies,
negatively regulates the formation of Titan cells (giant cells), influencing survival
and dissemination of C. neoformans (6,13,14).

The CNAG_01965 gene is one of the set of genes repressed during the
development of Titan cells. It codes a predicted TF regulated by Pdr802 that
contains a DNA-binding domain of the fungal type Zn(2)-C6. This study sought to
analyze and characterize the function of the CNAG_01965, a gene restricted to
cryptococcal species. Employing system biology tools, we inferred the
participation of its product in several biological processes. Null mutants of this
gene exhibited altered cell size, allowing us to infer that there is a potential
intersection among genes regulated by Pdr802, during titan cell formation and by

CNAG_01965 product.
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MATERIALS AND METHODS

Search for transcriptomic data from CNAG_01965

The search in the literature for transcriptomic data in which the target gene
appears among differentially expressed genes in various culture conditions was

based on the FungiDB database (26).

Verification of transcription factor binding sites

The potential regulatory region of CNAG_01965 was defined as the 1000
nucleotides upstream to the transcriptional start site (TSS). FungiDB was used to
obtain the regulatory region of CNAG_01965. We used Find Individual Motifs
Occurrences (FIMO) to search for TFBS of Crz1 and Pdr802 (6,12) in the possible
regulatory region of CNAG_01965. The parameters used were standard and the

FIMO results were filtered considering a p-value < 0.0001.

Functional enrichment analysis

The Cryptonet network was imported into Cytoscape software where the ClueGo
plug-in was used to perform the functional enrichment analysis. The default
parameters were applied for the analysis except for the selection to allow showing
only pathways with p-value < 0.05 and also to use fusion of “GO” terms. The
selected ontologies belong to the Gene Ontology (GO) and correspond to

biological processes, cellular components, and molecular function (27).

Construction of deleted strains for CNAG_01965
The generation of null mutants strains was performed using the method of Jung

and collaborators (28) using the split marker methodology with the hygromycin B



111 resistance marker. Cells were routinely cultivated in YPD medium (2% [wt/vol]
112 dextrose, 2% [wt/vol] Bacto peptone, and 1% [wt/vol] yeast extract in distilled
113  water [dH20]) or in YPD agar (YPD medium, 2% agar [wt/vol]). For the gRT-PCR
114  experiments, the WT and null mutants strains were cultured in YPD at 30°C and
115  stirring at 200 rpm for 15h. RNA were isolated using Trizol and all gRT-PCR
116  procedures were performed as previously described (28).

117252

118 Phenotypic characterization

119  For the stress assays, C. neoformans cells were grown in YPD overnight, then
120 washed with PBS and diluted to 107 cells/ml. 3 pl aliquots of 10-fold serial
121 dilutions were plated in solid YPD plates supplemented with different stressors,
122 such as sodium chloride (NaCl, 1 M), sorbitol (2 M), calcium chloride (CaClz, 200
123  mM), caffeine (1 mg/ml), calcofluor white (CFW, 1.5 mg/ml and 0.5 mg/ml),
124  congo red (5 mg/ml and 0.5 mg/ml) and in temperature variations at 30°C, 37°C
125 and 37°C + 5% COq2 for 48 hours. After the incubation periods, plates were
126  photographed.

127262

128 Polysaccharide capsule

129  To evaluate the capsule size, cells were cultured in YPD medium for 15h, washed
130 with PBS, and incubated at 10° cells/ml in DMEM at 37°C and 5% CO2 for 24 and
131  48h. After washing 2 times with PBS and fixed in paraformaldehyde, India ink
132 was used to counterstain the polysaccharide capsule. A minimum of 50 cells of
133  each strain were analyzed by microscopy and the total cell size and cell body size

134  were measured with ImageJ (29). Capsule thickness was determined by
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subtracting the total cell size from the cell body size and compared by one-way

analysis of variance (ANOVA) with Dunnett's post hoc multiple comparison test.

Titan cell

Cells were pre-cultured in YNB without amino acids and 2% glucose for 15 h
under agitation at 200 rpm and incubated in a 24-well plate with 1x PBS + 10%
fetal bovine serum (FBS) for 72 h at 37°C + 5% CO2 at ODeoonm = 0.001. Cultures
were washed with PBS and counterstained with India ink. At least 50 cells of each
strain were evaluated for its size using ImageJ. For the statistical tests, one-way

ANOVA with Dunnett's post hoc multiple comparison test was used (30).

CFU growth rating

To evaluate the growth in tissue culture medium, cells were grown in YPD
medium for 15 h, washed with PBS, and incubated at 10° cells/ml in DMEM in 24-
well plates. Cells were incubated for 24, 48, and 72 h at 37°C and 5% CO2. After
the incubation time, the cells were recovered, diluted in PBS and plated in solid
YPD for assessment of viability. After 48 h growth at 30°C, the colony-forming

unit (CFU) was determined.
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TABLE

Table 1. Transcriptomic data of CNAG_01965. The CNAG_01965 gene

appears differentially expressed under different conditions influencing the

virulence and pathogenicity of C. neoformans.

Expression Condition Reference
Upregulated WT37in X ccr4 37in
ccrd 30in X ccrd 37in Bloom et al. 2019
Downregulated ccr4 37poly X ccrd 30poly
WT37poly X ccrd 37poly
Upregulated WT Cu X WT BCS Garcia-Santamarina et al. 2018
Downregulated WT Cu X cuff Cu
Upregulated 30°C cirt X WT Haynes et al. 2011
Upregulated 37°C + CO, cirl XWT

Downregulated
Downregulated

Upregulated

Downregulated

Downregulated

Titan cells induction medium for 7 h

Titan cells induction medium for 18 h

Macrophage internalization

Amphotericin B

Amphotericin B + Lactoferrin

Trevijano-Contador et al. 2018
Derengowski et al. 2013

Lai et al. 2019

13



4. Discusséo

C. neoformans possui a capacidade de driblar o sistema imune por meio de
diferentes mecanismos de viruléncia para sua sobrevivéncia dentro do
hospedeiro. Alguns mecanismos s&80 essenciais para o estabelecimento da
infeccdo, como a producdo da capsula, adaptacédo a diferentes temperaturas,
deposicao de melanina na parede celular e formacéo de células gigantes. O fator
de transcricdo Pdr802 regula negativamente a formacdo de células gigantes,
sendo o aumento do tamanho do corpo celular um fator determinante para
impedir a fagocitose por macréfagos (CASADEVALL; COELHO; ALANIO, 2018;
REUWSAAT et al., 2021).

Andlises de ChlP-Seq, realizadas em um estudo anterior (REUWSAAT et al.,
2021), mostraram que o fator de transcricdo Pdr802 interage diretamente com a
regido regulatoria de CNAG_01965 e também foi revelada a presenca de sitio
de ligacao para o TF Crz1l que esta envolvido na resposta ao estresse em C.
neoformans. O mutante nulo para Crz1l possui defeito de crescimento em
condicOes estressoras da membrana e parede celular (PARK et al., 2016;
THEWES, 2014), o que né&o foi observado para mutantes de CNAG_01965. Os
mutantes de componentes da via calcineurina-Crz1l estdo envolvidos no
transporte de célcio, remodelamento da parede celular e producdo de
feromoénios, onde suas expressdes aumentam sob estresse térmico (CHOW et
al.,, 2017). Entretanto, nenhuma associacao clara de CNAG_01965 a Crz1 foi

descrita ainda, sendo necessario maiores verificacoes.

Durante a analise de dados transcrittmicos de C. neoformans, foi possivel
observar que CNAG_01965 é diferencialmente expresso em diversas condicdes
gue sdo importantes para viruléncia e patogenicidade de C. neoformans. Entre
0os estudos mais notaveis, CNAG 01965 foi encontrado diferencialmente
expresso em resposta ao estresse térmico (BLOOM et al., 2019), homeostase
de cobre (GARCIA-SANTAMARINA et al.,, 2019), regulacdo de capsula
(HAYNES et al., 2011), inducao de células gigantes (TREVIJANO-CONTADOR
et al., 2018), internalizacdo por macréfagos murinos (DERENGOWSKI et al.,
2013) e resposta a antifungicos (LAl et al.,, 2019). Essas condigbes sao
importantes para a resposta direta ou indireta na viruléncia de C. neoformans,

evidenciando que CNAG_01965 pode estar possivelmente envolvido em

47



diferentes respostas. Também foi verificado que a delecdo do gene
CNAG_01965 nédo influenciou o desenvolvimento das células fungicas em
ensaios de caracterizacao fenotipica frente a diferentes condi¢des de estresse,

sendo necessario mais ensaios com diferentes estressores.

Durante a formacédo de células gigantes, os mutantes apresentaram maior
proporcdo de células com dimensdes alteradas em comparacdo com O
selvagem, demostrando que CNAG_01965 pode estar envolvido na regulagao
deste fenétipo. As células gigantes possuem um papel essencial na patogénese
de C. neoformans, por serem menos fagocitadas por macréfagos impedido a
migracao para o cérebro (GERSTEIN et al., 2015). A producéo dessas células
gigantes é regulada negativamente por Pdr802, o qual também influencia o
tamanho da capsula polissacaridica de C. neoformans (REUWSAAT et al.,
2021). Nos mutantes de CNAG_01965 foram observados fenotipos similares,
como a maior producdo de células gigantes e células hipercapsulares,
demonstrando uma possivel acdo conjunta de Pdr802 e CNAG_01965 na
regulacao desses dois importantes determinantes de viruléncia criptocécicos. No
entanto, outros testes necessitam ser realizados para melhor caracterizacéo
deste alvo para que seja possivel inferir qual o seu principal papel na viruléncia

de C. neoformans.
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5 Conclusdes

5.1 CNAG_01965 ¢ diferencialmente expresso em diversas condi¢cdes

estressoras para C. neoformans;

5.2 A regido regulatoria de CNAG_01965 possui motivos de ligagdo para os

fatores de transcricdo Pdr802 e Crz1;

5.3 CNAG_01965, seu potencial interator direto e interatores indiretos estéo
vinculados a producéo de energia e resposta a estresse oxidativo, transporte

transmembrana e atividade da enzima D-aminoacido oxidase;

5.4 A delecdo do gene CNAG_01965 néo influenciou o crescimento de C.

neoformans sob as diferentes condi¢cdes de estresse testadas;

5.5 CNAG_01965 esta envolvido na formacgéo de células gigantes e na regulacao
do tamanho da cépsula polissacaridica de C. neoformans.

49



6. Perspectivas

6.1 Construcao do mutante complementado para CNAG_01965;

6.2 Repeticdo dos ensaios de inducdo da formacdo de células gigantes e da
capsula polissacaridica com as linhagens selvagem, nulas e complementadas
de CNAG_01965;

6.3 Caracterizacao da parede celular e poliploidia das células gigantes formadas

pelos mutantes para CNAG_01965;

6.4 Ensaios de fagocitose com macrofagos J774.A1 para a avaliacdo da taxa de
fagocitose e replicacdo intracelular das linhagens selvagem, nulas e
complementadas de CNAG_01965.
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