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RESUMO
Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada responsavel pelo estabelecimento da
criptococose, infeccdo que acomete individuos imunocomprometidos, principalmente.
Considerando a importancia do armazenamento intracelular de calcio mediado por
transportadores na viruléncia de C. neoformans, é importante elucidar os mecanismos
celulares que afetam o metabolismo do célcio. Este estudo busca avaliar o efeito da delegéo
do gene PMCL1 na integridade da parede celular. As linhagens selvagem H99 e mutante pmcl
foram avaliadas quanto ao seu crescimento em presenca de trés classicos estressores de parede
celular: Congo red, caspofungina e Calcofluor white. Os niveis de expressdo dos genes
codificadores de quitina sintases e quitinases também foram avaliados, no intuito de elucidar
uma correlacdo entre os fenodtipos observados e o padrdo de expressdo destes alvos.
Observamos um fenotipo de tolerdncia das células do mutante pmcl na presenca de Congo
red. Além disto, o gene codificador de quitina sintase Chs6 (CHS6) apresentou aumento
significativo de expressdo em células do mutante pmcl quando comparado com a linhagem
selvagem H99. Ja os genes codificadores das quitinases Chi2 (CHI2) e Chi22 (CHI22)
apresentaram diminuicdo significativa na expressdo em células do mutante pmcl. Estes dados
sugerem que o transportador de calcio Pmcl pode estar envolvido com a regulacdo da
integridade da parede celular e que altos niveis de célcio intracelular, em decorréncia da
delecdo do gene PMC1, levam a uma alteragdo no padrdo de expressdo de genes relacionados

com a sintese e degradacéo da quitina.

Palavras-chave: C. neoformans, PMC1, quitina, quitina sintase, quitinase, Congo Red.



ABSTRACT
Cryptococcus neoformans is an encapsulated yeast responsible for cryptococcosis, an
infection that mainly affects immunocompromised individuals. Considering the importance of
intracellular calcium transport in C. neoformans virulence, it is important to elucidate the
cellular mechanisms that affect calcium metabolism. This study aims to evaluate the effect of
deletion of the PMC1 gene on cell wall integrity. The wild-type H99 and pmcl mutant strains
were evaluated for their growth in the presence of three classical cell wall stressors: Congo
red, caspofungin and Calcofluor white. The expression levels of the genes encoding chitin
synthases and chitinases were also evaluated in order to elucidate a correlation between the
observed phenotypes and the expression pattern of these targets. We observed a resistance
phenotype of the pmcl mutant cells in the presence of Congo red. In addition, the gene
encoding Chs6 chitin synthase (CHS6) showed increased expression in cells of the pmcl
mutant when compared to wild-type H99 strain. However, the genes encoding the chitinases
Chi2 (CHI2) and Chi22 (CHI22) showed a significant decrease in expression in pmcl mutant
cells. These data suggest that the calcium transporter Pmcl1 may be involved in the regulation
of cell wall integrity and that high levels of intracellular calcium, due to deletion of the PMC1
gene, lead to a change in the expression pattern of genes related to the synthesis and

degradation of chitin.

Keywords: C. neoformans, PMCL, chitin, chitin synthase, chitinase, Congo Red.
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1. INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada, agente etiolégico da meningite
criptococica, infeccdo fungica que mais acomete o sistema nervoso central, sendo um dos
mais importantes patdgenos causadores de infecdo oportunista em individuos
imunocomprometidos. A rota de infeccdo em humanos acontece por meio da inalagédo de
células dessecadas ou esporos provenientes do meio ambiente, sendo encontrado
principalmente nas fezes de pombos. Quando as células de C. neoformans alcancam os
alvéolos, colonizam o tecido pulmonar por interacdo com macrofagos alveolares ou
internalizacdo por células epiteliais. Dependendo da resposta imune do hospedeiro, podendo
ser eliminadas ou promoverem uma infeccdo latente assintoméatica. Quando em pacientes
imunocomprometidos, a infeccdo pode ser sintomatica, causando nddulos e inflamacéo
pulmonar, podendo ainda ocorrer disseminacdo para outros orgaos e tecidos, incluindo o
tecido cerebral. As células de C. neoformans necessitam ultrapassar a barreira
hematoencefélica para que possam causar a meningite cripitococica (Kwon-Chung et al.,
2014; Perfect, 2014; Sabiiti e May, 2012; Srikanta et al., 2014). Ha distintos mecanismos
responsaveis por este processo, incluindo o denominado Cavalo de Troia, onde as células de
C. neoformans parasitam mondcitos e/ou macréfagos, sendo transportadas através da barreira
até o cérebro. Pode ocorrer também interacdo com células endoteliais microvasculares,
resultando em transcitose através da barreira. Os sintomas principais da doenca sdo cefaleia,
febre, estado mental alterado, indisposicdo e pressdo intracraniana elevada, sendo esta a
principal complicacdo. C. neoformans desenvolveu mecanismos para evadir a resposta imune
e promover a sua sobrevivéncia no hospedeiro (Tseng et al., 2015). O principal fator de
viruléncia neste modelo é a expressdo da capsula polissacaridica, a qual é relacionada a
resisténcia a fagocitose e modulacdo imune. As linhagens acapsulares tendem a ser incapazes
de estabelecer a infeccdo. A capsula é composta, principalmente, por dois polissacarideos,
glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM) e sua montagem requer a
interacdo com componentes da parede celular, como a o — 1,3 — glucana e moléculas de

quitina (Frases et al., 2008; Grechi et al., 2011; Zaragoza et al., 2009).

A parede celular de C. neoformans é uma malha complexa composta de glucana,
quitosana, proteinas glicosiladas, pigmentos e quitina. Essa estrutura é fundamental para a
manutencdo da morfologia e integridade celular, além de conferir rigidez, protecdo contra
estresse ambiental e a lise osmotica. A sintese de quitina é regulada por uma série de fatores,

0s quais s@o importantes na determinacdo da morfogénese e na biossintese da parede celular



(Baker et al., 2009; Fonseca et al., 2009; Lenardon et al., 2010; O'meara e Alspaugh, 2012).
C. neoformans codifica oito quitina sintases, e 3 potenciais reguladores de sua expressao
(Banks et al., 2005; Janbon et al., 2014). Além disto, diferentes vias de sinalizagdo podem
atuar na regulacdo na expressao destes genes, incluindo a via mediada por célcio e
calcineurina, a qual regula a integridade da parede celular em resposta a estresse (Chow et al.,
2017; Kozubowski et al., 2009; Kraus et al., 2005; Lev et al., 2012; Liu et al., 2015; Park et
al., 2016; Thewes, 2014).

A via de sinalizacdo mediada por calcineurina regula os niveis de célcio intracelulares,
permitindo que a célula mantenha sua homeostase. Quando os niveis de calcio intracelular
estdo baixos, a calcineurina é inativada. Elevados niveis de calcio sdo detectados pela proteina
calmodulina, a qual ativa calcineurina, levando ao estimulo da transcricdo de genes em que 0s
produtos atuam na resposta ao estresse, viruléncia e regulacdo da homeostase de célcio. A via
da calcineurina em C. neoformans é essencial para adaptacéo ao hospedeiro e estabelecimento
da infeccdo. Os niveis de calcio sdo controlados por canais localizados na membrana
plasméatica e membranas de vacuolo ou reticulo endoplasmético (Fox et al., 2001; Kmetzsch
et al., 2013b; Kmetzsch et al., 2010; Kraus et al., 2005; Lev et al., 2012; Liu et al., 2006;
Park et al., 2016).

O transportador de célcio Pmcl atua na via da calcineurina como uma bomba de calcio
vacuolar e regula a homeostase do célcio em conjunto com outros transportadores. Sua fungéo
é diminuir os niveis intracelulares de calcio, bombeando Ca?* para dentro do vactolo. A
presenca do Pmcl é necessaria para a progressdo da infeccdo e sua delecdo influencia os
niveis relativos de célcio intracelular nas células de C. neoformans. Outros transportadores de
calcio também sdo afetados pela dele¢do do gene PMCL1, diminuindo, assim, a carga fungica
em tecidos pulmonares em modelos murinos, e a auséncia de infecgdo no sistema nervoso
central (Kmetzsch et al., 2013a; Squizani et al., 2018).

Para elucidar os mecanismos de protecdo a estresse de parede celular, sdo utilizados
classicos agentes estressores. Caspofungina é um farmaco utilizado como estressor de parede
celular, pois inibe a sintese do B-(1,3)-p-glucana, um componente essencial da parede celular
em fungos filamentosos e leveduras (Feldmesser et al., 2000). Calcofluor White (CFW) e
Congo Red (CR) sdo corantes que interagem com quitina e 3-glucanas, respectivamente (Ram
e Klis, 2006). A adicdo de CFW ou CR em células fungicas resulta em mudangas
morfologicas, como a incompleta separacdo das células na divisdo, possivelmente pela

inibicdo da acdo das quitinases. A presenca de altas concentragbes de CFW ou CR também



pode resultar na lise celular em fungos filamentosos (Ram e Klis, 2006). A resposta ao agente
estressor inclui a ativacdo de genes codificadores de proteinas que possuem funcdes
importantes na manutencdo da integridade da parede celular, com consequente aumento da
deposicdo de quitina na parede celular (Levin, 2011; Roncero et al., 1988a; b).

A sintese e degradacdo da quitina, importante na manutencdo da integridade e
viruléncia das células de C. neoformans, é feita por enzimas especificas, denominadas quitina
sintases e quitinases. As quitinases sdo enzima que hidrolisam as ligagdes B(1-4)-glucanas em
polimeros de quitina. Sao divididas em dois grupos, as endoquitinases e as exoquitinases. Em
C. neoformans foram identificadas quatro endoquitinases: Chi2, Chi4, Chi21 e Chi22. Sua
classificacdo se da de acordo com a funcdo especifica e localizacdo na célula. Estudos
mostraram que Chi2 pode estar localizada na membrana plasmatica, onde sua funcdo é
associada com a morfologia celular e remodelamento da quitina da parede celular (Baker et
al., 2009). As quitina sintases sdo proteinas que atuam na sintese de quitina, porém sua
multiplicidade sugere que possuem diferentes funcbes. A expressdo e atividade das quitina
sintases esta altamente ligada ao ciclo celular e também na resposta a condicdes de estresse.
Em C. neoformans foram identificadas 8 quitina sintases (Chsl, Chs2, Chs3, Chs4, Chsb5,
Chs6, Chs7, Chs8)(Baker et al., 2009; Lenardon et al., 2010).

Neste contexto, dada a importancia do transporte e armazenamento de céalcio em C.
neoformans, seguido por evidéncias de que a via de sinalizagdo mediada por calcineurina
regula a integridade da parede celular, o presente trabalho visa avaliar a influéncia da delecédo
do transportador de célcio Pmcl na expressao de genes codificadores de quitina sintase e
quitinase. Além disto, a correlagcdo do padrdo de expressao destes genes com o fendtipo
observado para as células da linhagem mutante pmcl na presenca de agentes estressores de

parede celular foi estabelecida.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da delecdo do gene PMCL1 na integridade da parede celular em C.
neoformans.

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar sensibilidade da linhagem selvagem H99 e mutante pmcl de C.
neoformans a Calcofluor white, Congo red e caspofungina.
e Avaliar o efeito da delecdo de PMC1 na expressdo dos genes codificadores de

quitina sintase e quitinase em condigdes selecionadas.



3. ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado “Delec¢éo do gene PMCL1 altera expressao de genes codificadores de
quitina sintases e quitinases em resposta ao estresse de parede celular” foi formatado

conforme normas para publicacao junto ao periédico BMC Microbiology (Anexo A).
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Resumo

Introducéo: Cryptococcus neoformans é um patégeno humano, responsavel pelo
desenvolvimento da criptococose, doenca fungica caracterizada por causar lesbes nos
pulmdes, em tecidos subcutaneos, no cerebro e nas meninges. A via de sinalizacdo mediada
por calcineurina é ativada em resposta aos niveis de calcio intracelular, estimulando a
transcri¢do de diversos genes envolvidos em viruléncia, desenvolvimento a 37°C e integridade
de parede celular. O transportador de calcio Pmcl é regulado pela via da calcineurina, e sua
delecdo afeta a transcricdo de genes envolvidos na resposta aos estimulos estressores, e
influencia a disseminacdo de células fungicas para o sistema nervoso central. A quitina é o
principal constituinte da parede celular e seu metabolismo é realizado por enzimas
especificas, as quitina sintases e as quitinases, responsaveis, respectivamente, pela sintese e
degradacéo da quitina.

Resultados: Células da linhagem mutante pmc1 apresentaram fenétipo de tolerancia a Congo
red em comparagdo com a linhagem selvagem H99. Além disto, genes codificadores de
quitina sintase (CHS6) e quitinases (CHI2) e (CHI22) apresentaram diferenca significativa na
expressao na linhagem pmcl na presenca de Congo Red.

Conclusdes: O transportador de calcio Pmcl estd potencialmente envolvido na regulacdo da
integridade da parede celular em C. neoformans. Altos niveis de célcio intracelular, em
decorréncia da delecdo do gene PMCL1, levam a uma alteragdo no padrdo de expressdo de

genes relacionados com a sintese e degradacao da quitina.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, PMC1, quitinase, quitina sintase, Congo red
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INTRODUCAO

Cryptococcus neoformans é uma levedura encapsulada agente etioldgico da criptococose.
Os macrdfagos pulmonares séo as primeiras células do hospedeiro a entrarem em contato com
as células de C. neoformans, onde o fungo pode permanecer em estado de laténcia, causando
uma infecgdo limitada nos pulmdes [1]. Células fungicas podem ser reativadas no pulméo e se
disseminarem pela corrente sanguinea até outros 6rgdos e, quando o fungo transmigra pela
barreira hematoencefalica e prolifera no parénguima cerebral, a meningite criptocdcica se
estabelece [2]. As infec¢bes fangicas oportunistas e seu controle tem emergido como um
desafio para a satde publica mundial [3-5]. C. neoformans é bem caracterizado por infectar
individuos imunocomprometidos, como pacientes recebendo quimioterapia, pacientes de
transplantes de 6rgdos recebendo terapia imunossupressora e, principalmente, portadores do
virus HIV [3, 6, 7].

Fungos patogénicos utilizam sistemas de sinalizagdo complexos para se adaptar ao
ambiente, controlando proliferacdo, desenvolvimento e viruléncia [8]. A via de sinalizagéo
mediada por Ca?*-calcineurina controla resposta a estresse ambiental, mating, frutificacdo
monocaridtica, crescimento a 37°C e viruléncia [9-11]. O aumento no nivel de célcio é
detectado pela proteina calmodulina, que ativa a fosfatase calcineurina, subsequentemente
estimulando a transcricdo de diversos genes cujos produtos possibilitam que a célula
mantenha a homeostase do célcio e responda a estimulos ambientais [9, 10, 12]. Dados
recentes do grupo de pesquisa estao relacionados com a caracterizacao de dois transportadores
vacuolares de calcio de C. neoformans [13-15]. Mutantes nulos para o transportador de célcio
Pmcl foram avirulentos em modelo sistémico de infeccdo em camundongos. Além disso,
Pmcl é essencial para a progressao da criptococose em modelo murino e influencia a

disseminacéo para o Sistema Nervoso Central (SNC)[14, 15].

A quitina é o principal constituinte da parede celular dos fungos [16], atuando como
componente estrutural de suporte celular. O metabolismo da quitina se divide em processos de
sintese e degradacdo catalisadas por enzimas especificas. As enzimas quitina sintases
catalisam a formacdo da quitina através da transferéncia de N-acetilglucosamina. Ja as
enzimas responsaveis pela degradacdo de quitina sdo as quitinases, endoglicosil-hidrolases
que clivam as ligagdes glicosidicas da quitina, formado por unidades de N-acetil-glucosamina
unidas por ligagdes do tipo B-[1-4]. Em fungos, as quitinases estdo envolvidas em diversas

funcbes, como digestdo da parede celular, diferenciacdo e germinacéo de esporos, bem como
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crescimento e autdlise da hifa [17]. No genoma de C. neoformans, foram anotados oito genes
codificantes de quitina sintases (CHS1 a CHS8) e quatro quitinases: CHI2, CHI4, CHI21 e
CHI22 [18].

A relacdo entre as atividades de quitina sintases, quitinases e a delecdo do gene PMC1
em C. neoformans surge ao relacionarmos o metabolismo do calcio e sua interacdo com a
parede celular, quando o desequilibrio da homeostase pode levar a uma alteracdo na
integridade desta estrutura. Para avaliacdo deste processo foram utilizados estressores como
Congo red e Calcofluor white, corantes que interagem com [-glucanas e quitina,
respectivamente [19]. Além disto, caspofungina, um farmaco antimicotico, atua inibindo a
sintese de B-1,3-glucana [20] também foi utilizado. Visto que a delecdo do gene PMC1 em C.
neoformans leva a um aumento dos niveis de calcio intracelular, com consequente ativacao da
via da calcineurina [15], foi investigada a expressdo génica de quitina sintases e quitinases,

em resposta a uma alteracdo na integridade da parede celular.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens fungicas e condicdes de cultivo

Foram utilizadas as linhagens de C. neoformans H99 (selvagem) e o mutante pmcl. As
células foram cultivadas em agar YPD 1X (2 % glicose, 2 % de peptona e 1 % de extrato de
levedura) e coldnias isoladas foram inoculadas em YPD liquido e incubadas a 30°C por 16 h a

150 rotacOes por minuto (rpm) para ensaios in vitro.
Testes de sensibilidade a agentes estressores de parede celular

A avaliacdo da sensibilidade das linhagens de C. neoformans H99 e pmcl foi realizada
por testes de sensibilidade em diluigdes seriadas. Ambas linhagens celulares foram cultivadas
em meio YPD liquido, a 30°C por 16 h. As células foram lavadas em PBS e sua concentracéo
foi ajustada para 107 células/ml. A suspensdo de células foi diluida de forma seriada nas
concentragdes de 10°, 10°, 10* e 10% células/ml. Cada diluicdo foi inoculada no volume de 3
pl, em uma placa de YPD suplementada com Calcofluor white (400 mg/ml, 200 mg/ml ou
100 mg/ml), caspofungina (20 pg/ml) ou Congo red (5 mg/ml; 2,5 mg/ml ou 1,25 mg/ml).
Como controle, foram utilizadas placas com meio YPD e YPD 0,5X (1% glicose, 1% de
peptona e 0,5 % de extrato de levedura). As placas foram incubadas por 48 h a 30°C ou 37 °C

e fotografadas.
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Extracdo de RNA de células de C. neoformans das linhagens pmcl e H99 e sintese de
cDNA

Para a extracdo de RNA total, as linhagens H99 e pmcl de C. neoformans foram
cultivadas em meio YPD por 16 h a 30°C. As células foram lavadas com PBS e inoculadas
em triplicata em meio YPD 0,5X contendo ou ndo Congo red (30 pg/mL), em uma
concentracdo de 107 células/ml, e incubadas por 4 h a 30°C. A extracdo do RNA total foi
realizada com Trizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. As amostras de
RNA foram quantificadas em NanoDrop Microvolume Quantitation of Nucleic Acids
(Thermo Scientific™ NanoDrop™). Aproximadamente de 1 pug de RNA total de cada uma
das amostras foi tratado com DNAse (Promega). A sintese de cDNA foi realizada com a

enzima transcriptase reversa ImProm-II™ (Promega), de acordo com instrugdes do fabricante.

Anélise por gPCR da expressao de genes codificadores de quitina sintase e quitinases de

C. neoformans

Analises da expressdo de genes codificadores de quitina sintase (CHS2, CHS3, CHS4,
CHS5, CHS6 e CHS8) e quitinases (CHI2, CHI4, CHI21 e CHI22) foram realizadas por PCR
quantitativo em tempo real (QPCR), utilizando o sistema 7500 Fast Real-Time PCR System,
Applied Biosystems®. O cDNA total foi utilizado como molde nas reagdes de gPCR. A
reacao foi preparada com SYBR® Select Master Mix, de acordo com instrucdes do fabricante
e suplementadas com 5pmol de cada iniciador e 14 ng de cDNA. Cada condicdo foi analisada
em triplicata. O gene da actina (CNAG_00483) foi utilizado como controle normalizador. A
quantificacéo relativa do nivel de expressdo dos genes foi realizada pelo método 24t [21]. A

lista de primers utilizados encontra-se nos materiais adicionais (Material adicional 1).

RESULTADOS

Células da linhagem pmcl de C. neoformans apresentam fenotipo de tolerancia
em presenca do estressor de parede celular Congo red

No intuito de avaliar se a delecdo do gene PMC1 em C. neoformans poderia
influenciar a integridade de parede celular, foram utilizados trés classicos estressores: Congo
red, Calcofluor white e caspofungina. N&o foi constatada alteracdo no crescimento da
linhagem mutante pmcl em relagdo a linhagem selvagem H99 em meio contendo
caspofungina e Calcofluor white nas condicdes testadas (Figuras 1 e 2). Em relacdo aos

fenotipos observados na presenca de Congo red, quando utilizado o meio de cultura padrédo
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YPD, ndo observamos diferenca significativa de crescimento entre as linhagens testadas
(Figura 3). Entretanto, em condi¢Bes hipo-osméticas (YPD 0,5X), a linhagem pmcl

apresentou discreta tolerancia na presenca deste estressor a 37 °C (Figura 4).

O gene codificador de quitina sintase Chs6 apresenta aumento significativo de
expressdo em condigdes de estresse de parede celular

Com o objetivo de investigar uma potencial relacdo entre a delecdo de PMC1 e
alteracdes na integridade da parede celular, células de C. neoformans das linhagens H99 e
pmcl foram cultivadas na presenca de Congo red em meio YPD 0,5X, para posterior
avaliacdo do perfil de expressdo génica de quitina sintases e quitinases nestas condicoes.
Neste contexto, observamos um aumento significativo (p < 0,05) da expressdo do gene CHS6
na linhagem pmcl (Figura 5) na presenca do agente estressor. A expressao dos genes CHS2,
CHS3, CHS4, CHS5 e CHS8 néo foi alterada nas condigOes observadas (Figura 5).

No caso da andlise de expressao de quitinases, foi observada diminuicdo significativa
(p < 0,0001) na expressao do gene CHI2 em células da linhagem pmcl em presenca de Congo
red em comparagdo com a mesma linhagem na auséncia do estressor (Figura 6).
Adicionalmente, o gene que codifica a quitinase Chi22 apresentou diminuig&o significativa de
expressdo (p < 0,05) nas células da linhagem pmc1l na presenca de Congo red em comparagao

as células da mesma linhagem na auséncia do estressor (Figura 6).

DISCUSSAO

O transportador de calcio Pmcl € ativado pela via da calcineurina, sendo um regulador
da homeostase de calcio. Por meio do armazenanamento de célcio nos vacuolos, ele atua na
manutencdo das concentracdes intracelulares deste ion. A delecdo do gene PMC1 altera o
processo de transmigracdo para o sistema nervoso central, e influencia diretamente as
concentracdes de célcio citoplasmaticas em células de C. neoformans [15]. O presente estudo
avaliou a sensibilidade de células do mutante nulo pmcl na presenca de estressores de parede
celular. Células pmcl expostas ao agente Congo red em condig¢des hipo-osmdticas foram mais
tolerantes em relacdo as células da linhagem selvagem. A condicéo hipo-osmdtica gerada pela
utilizacdo de YPD 0,5X nestes ensaios pode influenciar as variacfes fenotipicas que foram
observadas. Na levedura Saccharomyces cerevisiae, foi demonstrado que esta condic¢do induz

a ativacdo de proteina quinase C (Pkcl), essencial para a manutengéo da integridade da parede



18

celular [22]. Quando ocorre o estresse hiposmotico, a célula desencadeia mecanismos de
resposta, como 0 aumento da expressdo de genes que atuam em resposta a estresse, assim €

possivel que a sintese de quitina seja alterada nestas condicdes [8].

A parede celular das células de C. neoformans tem como principal componente
estrutural a quitina [16, 17]. Em condicGes de estresse de parede celular, C. neoformans ativa
uma resposta metabdlica de adaptacdo ao estresse, que culmina na ativacdo de dois sistemas
distintos de captacdo de célcio: HACS (do inglés, high affinity calcium influx system) e LACS
(do inglés, low affinity calcium influx system). Consequentemente, ocorre a ativacao da via da
calcineurina [23]. Foi possivel detectar que a expressdo de genes codificadores de quitinases e
quitina sintases, importantes remodeladores da parece celular [24], foi afetada em decorréncia
da delecdo do gene PMC1. Desta forma, hipotetiza-se que a auséncia de PMC1 ocasionaria
um efeito compensatorio nestas células quando expostas a Congo Red, com aumento de
sintese de quitina, j& que ocorre aumento da expressdo de uma quitina sintase (CHS6) e
diminuicdo da expressdo de uma quitinase (CHI22).

O ortologo de CHS6 no Basidiomiceto Ustilago maidys estd associado a caracteres
mofoldgicos, visto que mutantes nulos para este gene apresentam menor quantidade de
teliésporos, diminuida quantidade de quitina na parede celular, assim como crescimento
reduzido, especialmente em condigfes de infeccdo de folhas de Zea mays [25].
Adicionalmente, foi demonstrado que o produto do gene CHS6 no fungo fitopatogénico
Magnaporthe oryzae apresenta caracteristicas Unicas ndo complementaveis por seus
paralogos, ja que o aumento da expressdo de CHS7 no mutante nulo para o gene CHS6 nao
restaurou os defeitos de viruléncia e diminuicdo de crescimento de hifas [26]. Evidéncias
adicionais da participacdo do produto de CHS6 vem de estudos em S. cerevisiae, para qual foi
demonstrado que, em condi¢cBes de choque hiposmdtico, a sobre-expressdao de genes
envolvidos na via de integridade celular ndo € suficiente para sobrepujar os defeitos de
crescimento observados na auséncia de CHS6 [22]. Desta forma, é possivel sugerir que Chs6
de C. neoformans partipa na manutencao da integridade celular em condicGes de choque hipo-

osmotico.

Apesar de apresentar quatro genes codificadores de quitinases, C. neoformans néo
necessita das mesmas para o seu desenvolvimento, visto que mutantes nulos para os quatro
genes nao apresentam qualquer diferenca de crescimento quando comparado a linhagem
selvagem [27]. Adicionalmente, a atividade de quitinase detectada em desenvolvimento

vegetativo de C. neoformans é principalmente oriunda de Chi2 e Chi22 [27]. Desta forma,
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considerando que (i) Chi2 tem uma a-hélice em sua porcdo N-terminal, indicando que possa
estar localizada na membrana plasmatica, onde sua fungdo seria na morfologia celular ou na
remodelacdo da quitina na parede celular [27]; (ii) ocorre diminuicdo da expressdo dos genes
codificadores de quitinase CHI2 e CHI22 no mutante pmcl em condicBGes de choque hipo-
osmatico; (iii) ocorre aumento de expressdo do gene codificante de quitina sintase CHS6 no
mutante pmcl em condi¢6es de choque hipo-osmético; e (iv) o mutante pmcl € mais tolerante
a agentes estressores de parede em condicdes de choque hipo-osmético, é possivel inferir que
por intermedio da ativacdo da via da clacineurina ocorra um aumento de deposicao de quitina

na parede celular do mutante pmcl quando o mesmo é cultivado nas condi¢des supracitadas.

CONCLUSAO

Foram obtidas evidéncias de que Pmc1 regula o balango da sintese/degradacao de quitina em
condicdes de estresse osmatico. Por intermédio da regulacdo da expressdao de quitina sintases
(CHS®6) e de quitinases (CHI2 e CHI22), Pmc1 medeia um controle adequado da deposi¢éo de
quitina na parede celular de C. neoformans. Estudos adicionais sdo necesséarios para
comprovar a deposicédo diferencial de quitina na parede celular, o que comprovaria a maior
tolerancia de células pmcl a agentes estressores de parede em condi¢bes de choque hipo-

osmotico.
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Legenda das figuras

Figura 1: A inativacdo de PMCL1 ndo altera a sensibilidade a Calcofluor white. Teste em
diluicdo seriada realizado nas linhagens H99 e pmcl para avaliar a sensibilidade a Calcofluor
white das células em meio com YPD em diferentes concentracbes e cultivadas em
temperaturas de (A) 30°C e (B) 37°C por 48 h.

Figura 2: A auséncia de PMC1 n&o altera a sensibilidade a Caspofungina. Teste em
diluicdo seriada realizado nas linhagens H99 e pmcl para avaliar a sensibilidade a
caspofungina das células em meio YPD na concentracdo de 20 pg/ml cultivados em

temperaturas de (A) 30°C e (B) 37°C por 48h.

Figura 3: Pmcl ndo influencia na sensibilidade a Congo red em condicGes de auséncia de
estresse osmotico. Teste em diluicdo seriada realizado nas linhagens H99 e pmcl para avaliar
a sensibilidade a Congo red das celulas em meio YPD nas concentragdes de 5 mg/ml, 2,5
mg/ml e 1,25mg/ml cultivados em temperaturas de (A) 30°C e (B) 37°C por 48h.

Figura 4: Pmcl influencia a sensibilidade a Congo red em condic¢des de estresse hipo-
osmético. Teste em diluicdo seriada realizado nas linhagens H99 e pmcl para avaliar
sensibilidade a Congo red das células em meio YPD 0,5X na concentracdo de 5 mg/ml
cultivados em temperaturas de (A) 30°C e (B) 37°C por 48h.

Figura 5: A auséncia de PMC1 regula a expressdo de genes codificantes de quitina
sintases na presenca de estressores de parede. Analise por RT-qgPCR de C. neoformans
H99 ou pmcl cultivados em YPD acrescidos ou ndo de Congo red (CR). Os valores de
expressao foram normalizados usando os valores de Ct obtidos para o gene da actina. Os
dados sdo apresentados como a média £ DP de trés replicados experimentais de trés

repeticdes biologicas. Analise de variancia realizada com One-Way ANOVA. *, P < 0,05.

Figura 6: A auséncia de PMC1 regula a expressao de genes codificantes de quitinases na
presenca de estressores de parede. Analise por RT-gPCR de C. neoformans H99 ou pmcl
cultivados em YPD acrescidos ou ndao de Congo red (CR). Os valores de expressao foram
normalizados usando os valores de Ct obtidos para o gene da actina. Os dados séo
apresentados como a média = DP de trés replicados experimentais de trés repeticdes
bioldgicas. Anélise de variancia realizada com One-Way ANOVA. *, P < 0,05.; *** P =
0,0002; **** P <(,0001.
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Figura 1

Controle YPD 30°C CFW 400 pg/ml CFW 200 pg/ml CFW 100 pg/ml
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Figura 3
A
Controle 30°C YPD 1x Congo Red 5 mg/ml Congo Red 2,5 mg/ml Congo Red 1,25 mg/ml
H99
pmcl
B
Controle 37°C YPD 1x Congo Red 5 mg/ml Congo Red 2,5 mg/ml Congo Red 1,25 mg/ml
H99
pmcl
Figura 4
A
Controle 30°C YPD 0,5x Congo Red 5 mg/ml

Controle 37°C YPD 0,5x Congo Red 5 mg/ml
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pmcl ‘ . 0 ® -
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Figura 5
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PRIMER

Material adicional 1: Lista de primers utilizados neste estudo

Sequencia (5’- 3°)

CNAG_00546 F
CNAG_00546 R
CNAG_07499 F
CNAG_07499 R
CNAG 05818 F
CNAG 05818 R
CNAG_03099 F
CNAG_03099 R
CNAG_03326 F
CNAG_03326 R
CNAG_06487 F
CNAG_06487 R
CNAG_05581 F
CNAG 05581 R
CNAG_02351 F
CNAG 02351 R
CNAG_04245 F
CNAG_04245 R
CNAG 02598 F
CNAG_02598 R
CNAG_03412 F
CNAG 03412 R

GGTGATGATGACTACTATGCTG
CAGATGAGGTTGTGTATGAGG
CAGCCGACAACAAAGATGAAG
TCCAAACCAGCAACACATTC
CAGAAATGGCACAACAACC
TGGAAGATGGGAATAAGGG
TACCTTCCCGTCAACCAAC
GCCCATAATCTCCACCAATC
ATACCTCCTCCTTCTTCCTTC
CCTCTACATCCTCTTGCTTC
TACCACCGACCCAGATGATG
GCCCCAGACCCTTGAGTTC
TCGCTGGTGTTCATTCTTGG
GCTGCTCGTTTCATTCGTTC
GTTCTCTGAACTCGACTCTTT
TAGACCCAAAGGCAGCAATC
CTCCAGCCGTTCTTTCATTTG
CAGTGGTGGTAGCGGTAATAG
CCGACGGAAGTACAGAGATTA
GTTGAGACTCCAGACCATAGC
GAAGCATCTCCTCATTACCTATG
CTCACAGTCCTCACCAATGAC

Material adicional 2: Lista de genes testados neste estudo

GENE GENE ID
CHS2 CNAG_03326
CHS3 CNAG_05581
CHS4 CNAG_00546
CHS5 CNAG_05818
CHS6 CNAG_06487
CHSS CNAG_07499
CHI2 CNAG_03412
CHI4 CNAG_02351
CHI21 CNAG_02598
CHI22 CNAG_04245

28
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4. CONCLUSAO
e A delecdo do gene PMC1 em C. neoformans acarreta em toleréncia ao estressor
de parede celular Congo Red em condi¢6es hipo-osmoticas, tendo influéncia em

genes associados a sintese e degradacgdo de quitina.
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For more information on BioMed Central's policies on data availability, please see our
editorial policies.

Formatting the 'Availability of data and materials' section of your manuscript

The following format for the 'Availability of data and materials section of your
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"The dataset(s) supporting the conclusions of this article is(are) available in the
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Obtaining permission to quote personal communications and unpublished data from the cited
colleagues is the responsibility of the author. Footnotes are not allowed, but endnotes are
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Any in press articles cited within the references and necessary for the reviewers'
assessment of the manuscript should be made available if requested by the editorial office.

Web links and URLs: All web links and URLSs, including links to the authors'
own websites, should be given a reference number and included in the reference list
rather than within the text of the manuscript. They should be provided in full, including
both the title of the site and the URL, as well as the date the site was accessed, in the
following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an author or
group of authors can clearly be associated with a web link, such as for weblogs, then
they should be included in the reference.
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Authors may wish to make use of reference management software to ensure that
reference lists are correctly formatted. An example of such software is Papers, which is part of
Springer Science+Business Media.

PREPARING FIGURES
When preparing figures, please follow the formatting instructions below.

eFigures should be provided as separate files, not embedded in the main
manuscript file.

eEach figure of a manuscript should be submitted as a single file that fits
on a single page in portrait format.

eTables should NOT be submitted as figures but should be included in
the main manuscript file.

o Multi-panel figures (those with parts a, b, c, d etc.) should be submitted
as a single composite file that contains all parts of the figure.

eFigures should be numbered in the order they are first mentioned in the
text, and uploaded in this order.

eFigures should be uploaded in the correct orientation.

eFigure titles (max 15 words) and legends (max 300 words) should be
provided in the main manuscript, not in the graphic file.

eFigure keys should be incorporated into the graphic, not into the legend
of the figure.

eEach figure should be closely cropped to minimize the amount of white
space surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy when
placing the figure in combination with other elements when the accepted
manuscript is prepared for publication on our site. For more information on
individual figure file formats, see our detailed instructions.

eIndividual figure files should not exceed 10 MB. If a suitable format is
chosen, this file size is adequate for extremely high quality figures.

ePlease note that it is the responsibility of the author(s) to obtain
permission from the copyright holder to reproduce figures (or tables) that
have previously been published elsewhere. In order for all figures to be open
access, authors must have permission from the rights holder if they wish to
include images that have been published elsewhere in non open access journals.
Permission should be indicated in the figure legend, and the original source
included in the reference list.

Figure file types

We accept the following file formats for figures:
oEPS (suitable for diagrams and/or images)
oPDF (suitable for diagrams and/or images)

eMicrosoft Word (suitable for diagrams and/or images, figures must be a
single page)

ePowerPoint (suitable for diagrams and/or images, figures must be a
single page)

o TIFF (suitable for images)

¢JPEG (suitable for photographic images, less suitable for graphical
images)
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¢PNG (suitable for images)
¢BMP (suitable for images)
¢CDX (ChemDraw - suitable for molecular structures)

Figure size and resolution
Figures are resized during publication of the final full text and PDF versions to
conform to the BioMed Central standard dimensions, which are detailed below.
Figures on the web:
e width of 600 pixels (standard), 1200 pixels (high resolution).

Figures in the final PDF version:
ewidth of 85 mm for half page width figure
ewidth of 170 mm for full page width figure
emaximum height of 225 mm for figure and legend
eimage resolution of approximately 300 dpi (dots per inch) at the final
size

Figures should be designed such that all information, including text, is legible at these
dimensions. All lines should be wider than 0.25 pt when constrained to standard figure
widths. All fonts must be embedded.

Figure file compression
Vector figures should if possible be submitted as PDF files, which are usually more
compact than EPS files.
oTIFF files should be saved with LZW compression, which is lossless
(decreases file size without decreasing quality) in order to minimize upload
time.
¢ JPEG files should be saved at maximum quality.
eConversion of images between file types (especially lossy formats such
as JPEG) should be kept to a minimum to avoid degradation of quality.

If you have any questions or are experiencing a problem with figures, please contact
the customer service team at info@biomedcentral.com.

PREPARING TABLES
When preparing tables, please follow the formatting instructions below.
eTables should be numbered and cited in the text in sequence using
Arabic numerals (i.e. Table 1, Table 2 etc.).
eTables less than one A4 or Letter page in length can be placed in the
appropriate location within the manuscript.
eTables larger than one A4 or Letter page in length can be placed at the
end of the document text file. Please cite and indicate where the table should
appear at the relevant location in the text file so that the table can be added in the
correct place during production.
e Larger datasets, or tables too wide for A4 or Letter landscape page can
be uploaded as additional files. Please see [below] for more information.
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eTabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel
spreadsheet (.xIs ) or comma separated values (.csv). Please use the standard file
extensions.

eTable titles (max 15 words) should be included above the table, and
legends (max 300 words) should be included underneath the table.

eTables should not be embedded as figures or spreadsheet files, but
should be formatted using ‘Table object’ function in your word processing
program.

eColor and shading may not be used. Parts of the table can be
highlighted using superscript, numbering, lettering, symbols or bold text, the
meaning of which should be explained in a table legend.

eCommas should not be used to indicate numerical values.

If you have any questions or are experiencing a problem with tables, please contact the
customer service team at info@biomedcentral.com.

PREPARING ADDITIONAL FILES

As the length and quantity of data is not restricted for many article types, authors can
provide datasets, tables, movies, or other information as additional files.

All Additional files will be published along with the accepted article. Do not include
files such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the
main manuscript document with tracked changes. Such files, if requested, should be sent by
email to the journal’s editorial email address, quoting the manuscript reference number.

Results that would otherwise be indicated as “data not shown" should be included as
additional files. Since many web links and URLs rapidly become broken, BioMed Central
requires that supporting data are included as additional files, or deposited in a recognized
repository. Please do not link to data on a personal/departmental website. Do not include any
individual participant details. The maximum file size for additional files is 20 MB each, and
files will be virus-scanned on submission. Each additional file should be cited in sequence
within the main body of text.

If additional material is provided, please list the following information in a separate
section of the manuscript text:

eFile name (e.g. Additional file 1)

eFile format including the correct file extension for example .pdf, .xIs,
Axt, .pptx (including name and a URL of an appropriate viewer if format is
unusual)

o Title of data

eDescription of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be
referenced explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file
shows this in more detail [see Additional file 1]'".



