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LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

AIDS - Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, do inglés acquired
immunodeficiency syndrome

CuSOs4 — sulfato de cobre
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HIV — do inglés, human immunodeficiency virus
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MnClI2 — cloreto de manganés (ll)

PAMPS — padrées moleculares associados a patdégenos, do inglés pathogen-
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RNA — acido ribonucleico

ROS - Espécies reativas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species
SNC - sistema nervoso central

TPEN - do inglés, N,N,N',N'-Tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine
ZIP — ZrT, Irt-like Protein

ZnClz — cloreto de zinco

ZnT — Zn transporter

ZRG1 — Zinc Related-gene 1

YNB - do inglés, yeast nitrogen base

YPD - do inglés, yeast-extract peptone dextrose



RESUMO

Doencas fungicas representam um grave problema de salude mundial.
Cryptococcus gattii € um dos agentes etiolégicos de criptococose, uma infec¢do
fungica invasiva que se caracteriza por um quadro inicial de infeccao pulmonar,
podendo afetar o sistema nervoso central. A captacdo e homeostase de
nutrientes é essencial para o desenvolvimento de todos 0s organismos, por isso
0s niveis de nutrientes como metais, carbono e nitrogénio é finamente regulada
pelas células. Dentre as estratégias utilizadas pelo hospedeiro para se defender
contra microrganismos invasores, destaca-se a imunidade nutricional, que
consiste no controle da biodisponibilidade de micronutrientes, dentre os quais
pode ser citado o zinco. Ha diversas evidéncias relacionando deficiéncias na
regulacao dos niveis de zinco com altera¢cdes no desenvolvimento e na viruléncia
de C. gattii. Para manter a adequada homeostase, C. gattii altera seu perfil de
expressao génica, a fim de garantir os niveis necessarios de zinco em ambientes
diversos. Da mesma forma, as células desta levedura utilizam mecanismos
como a autofagia durante periodos em que a disponibilidade de nutrientes,
principalmente fontes de nitrogénio, €é escassa. Nesse trabalho, noés
descrevemos a funcao de Zrgl. Uma andlise do perfil transcricional revelou que
a disponibilidade de zinco regula a expressdo de ZRG1l e mutantes nulos
demonstraram crescimento prejudicado em condi¢bes limitantes de zinco e
nitrogénio. Notavelmente, a auséncia de Zrgl levou as células exibirem
regulacao diferencial de fenétipos relacionados a autofagia. Apesar de ndo terem
sido detectadas diferencas em importantes caracteristicas associadas a
viruléncia, mutantes nulos para ZRG1 apresentaram capacidade diminuida de
sobrevivéncia no interior de macréfagos e viruléncia atenuada em um modelo
invertebrado de criptococose. Avaliamos, de forma inicial, a via autofagica nos
mutantes nulos para ZRG1 e descobrimos que essas células apresentam
defeitos na autofagia em condi¢cdes de baixa disponibilidade de nitrogénio.
Juntos, esses resultados indicam que ZRG1 desempenha um papel importante

no metabolismo celular e € necessario para a aptidao e viruléncia de C. gattii.



ABSTRACT

Fungal diseases are a serious global health problem. Cryptococcus gattii is one
of the etiologic agents of cryptococcosis, an invasive fungal infection that is
characterized by an initial pulmonary infection, which can affect the central
nervous system. Nutrient uptake and homeostasis are essential for the growth of
all organisms, so the levels of nutrients such as metals, carbon and nitrogen are
finely regulated by cells. Among the strategies used by the host to defend itself
against invading microorganisms, nutritional immunity stands out, which consists
of controlling the bioavailability of micronutrients, such as zinc. There is a lot of
evidence linking deficiencies in the regulation of zinc homeostasis with changes
in the growth and virulence of C. gattii. To maintain adequate homeostasis, C.
gattii change its gene expression profile to ensure the availability of zinc proper
levels in different environments. Likewise, the yeast cells use mechanisms such
as autophagy during periods when the availability of nutrients, mainly nitrogen
sources, is low. In this work, we describe the function of Zrgl. Transcriptional
profile analysis revealed that zinc availability regulates ZRG1 expression and null
mutants showed impaired growth under zinc and nitrogen-limiting conditions.
Notably, the absence of Zrgl led the cells to upregulation of autophagy-like
phenotypes. Although no differences were detected in important traits associated
with virulence, ZRG1 null mutants showed decreased ability to survive within
macrophages as well as attenuated virulence in an invertebrate model of
cryptococcosis. We initially evaluated the autophagic pathway in ZRG1 null
mutants and found that these cells show impaired autophagy under conditions of
low nitrogen availability. Together, our results indicate that ZRG1 plays an
important role in cellular metabolism and is necessary for the fithess and

virulence of C. gattii.



1. Introducéo

InfeccBes causadas por fungos possuem uma incidéncia anual estimada
em mais de 1 bilhdo de casos em todo o globo. As formas invasivas de infeccdes
fungicas apresentam alta taxa de mortalidade, sendo prevalentes,
principalmente, em individuos imunocomprometidos (Vallabhaneni et al., 2016).
Os géneros Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis sao
responsaveis pela grande maioria dessas infec¢cdes (Bongomin et al., 2017). A
criptococose, doenca causada pelas leveduras Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, possui uma incidéncia anual de cerca de 278 mil casos, dos
quais 223 mil apresentam o quadro mais grave da doenca, a meningite
criptococica. A maioria dos casos ocorre em individuos HIV positivos, tendo uma
taxa de mortalidade anual de aproximadamente 181 mil casos, equivalente a
15% das mortes anuais relacionadas a AIDS (Rajasingham et al., 2017). Apesar
de ser responsavel por uma pequena taxa dos casos de criptococose, C. gattii
possui relevancia no cenario mundial, pois € capaz de infectar hospedeiros

imunocompetentes (Chen, Meyer and Sorrell, 2014).

A infeccdo por C. gattii se inicia pela inalacdo de células/propagulos
fungicos do ambiente, sendo o pulméo o sitio inicial para o estabelecimento da
levedura do no organismo do hospedeiro (Chayakulkeeree and Perfect, 2006).
Células do sistema imune inato, como macrofagos alveolares, sédo a linha de
defesa inicial contra o patdgeno (Levitz, 1994). Durante a interacdo patégeno-
hospedeiro, os macréfagos sao responsaveis por fagocitar as células da
levedura e utilizam estratégias como a limitacdo de nutrientes essenciais, a fim
de conter a disseminacao da infeccao e eliminar o patogeno (Hood and Skaar,
2012). Nesse contexto, C. gattii desenvolveu mecanismos para garantir a
aquisicdo de nutrientes nesse ambiente hostil e ser bem-sucedido durante a

infeccéo.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa demonstrou a importancia da
adequada homeostase de nutrientes no desenvolvimento e viruléncia de C. gattii
(Schneider et al., 2012; R. de O. Schneider et al., 2015; Garcia et al., 2020). A
caracterizacao do principal fator de transcricdo responsavel pela regulacédo da
homeostase de zinco em C. gattii, Zapl (Schneider et al., 2012), abriu um vasto

campo de pesquisas envolvendo moléculas que atuam na homeostase desse



metal e, posteriormente, sobre a regulacdo da homeostase de nutrientes. O
presente trabalho foca na caracterizacdo de Zrgl, uma proteina descoberta a
partir de investigacbes para identificacdo de novos genes reguladores da
homeostase de zinco em C. gattii. Demonstramos que Zrgl exerce um papel
crucial para o desenvolvimento da levedura em ambientes com baixa
disponibilidade de nutrientes (Diehl et al., 2021), descrevendo mais uma

importante molécula que atua na homeostase de nutrientes em C. gattii.

1.1. Cryptococcus gattii e a criptococose

Doencas fangicas constituem um problema de saude publica global,
atingindo principalmente individuos com sistema imune debilitado. Na ultima
década, a incidéncia de doencas flungicas invasivas aumentou e esta associada
com aproximadamente 1,5 milhdes de mortes no mundo (Vallabhaneni et al.,
2016; Centrers for Disease Control and Prevention, CDC). Os principais desafios
para contencdo dessas doencas sdo os casos de subnotificacdo, falta de
diagnostico preciso, dificuldade de tratamento e surgimento de linhagens
resistentes a antimicrobianos. A criptococose € uma dessas doencgas fungicas
prevalentes, responsavel por cerca de 220.000 de novos casos por ano,
registrando aproximadamente 180.000 mortes (Chayakulkeeree and Perfect,
2006; Rajasingham et al., 2017). O aumento dos casos de HIV e do numero de
pacientes imunocomprometidos, como individuos em tratamentos de terapia
intensiva e transplantados, esta intimamente relacionado ao aumento dos casos
dessa doenca (May et al., 2016; Friedman and Schwartz, 2019). Por exemplo, a
meningite criptocdcica causa mais mortes do que a tuberculose em paises onde

as taxas de infeccéo por HIV sao altas (Bongomin et al., 2017).

As leveduras encapsuladas C. neoformans e C. gattii sGo os principais
agentes etioldgicos da criptococose, uma infeccdo flngica invasiva,
caracterizada por um quadro inicial de doenca pulmonar que pode evoluir para
uma infeccdo do sistema nervoso central (SNC), conhecida como
meningoencefalite, a forma mais grave da criptococose (Springer and
Chaturvedi, 2010; Kwon-Chung et al., 2014). Embora essas duas espécies
facam parte do mesmo género, C. neoformans e C. gattii apresentam diferencas

importantes quanto a sua infectividade e progressdo da doenca, além de
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comporem nichos distintos na natureza. C. neoformans é o principal responsavel
pelos casos de meningite criptocdcica, acometendo majoritariamente individuos
imunocomprometidos, como um patégeno oportunista. Possui uma distribuicao
global, sendo encontrado principalmente em excretas de aves (Chayakulkeeree
and Perfect, 2006). Entretanto, C. gattii tem seu nicho de desenvolvimento na
natureza comumente associado com a superficie de plantas e arvores (Lin and
Heitman, 2006; Chen, Meyer and Sorrell, 2014). Apesar de ser responsavel por
uma pequena parcela dos casos de criptococose relatados, C. gattii possui
grande relevancia pois é capaz de infectar hospedeiros imunocompetentes,

sendo considerado um patégeno primario (Chen, Meyer and Sorrell, 2014).

Por muitos anos, a criptococose foi considerada como uma doenca
causada apenas pela espécie C. neoformans. Posteriormente, por intermédio de
avaliagdes moleculares, foi sugerida uma subdivisdo em C. neoformans var.
grubii, C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii, a qual, em
2002, foi categorizada como uma nova espécie, C. gattii (Kwon-Chung and
Varma, 2006). Estima-se que C. gattii divergiu de C. neoformans ha
aproximadamente 37 milhdes de anos atras e posteriormente divergiu nos
sorotipos hoje conhecidos como B e C, os quais séo classificados a partir de
diferencas na composicao de sua capsula polissacaridica. Estudos moleculares
permitiram a classificagcdo de 4 tipos moleculares dentro dos sorotipos, que
apresentam caracteristicas fenotipicas distintas. Dentro do sorotipo B, se
identificam leveduras com os tipos moleculares VGI e VGII e dentro do sorotipo
C, leveduras com os tipos moleculares VGIIl e VGIV - Figura 1 (Aminnejad et al.,
2012) .

O subtipo VGlla de C. gattii apresenta diversas modificacées genotipicas,
comparada aos outros subtipos da espécie, possivelmente adquiridas por
mutacdes e recombinacdes cromossémicas, assim como a transferéncia génica
entre espécies do género Cryptococcus. Um grande nimero de genes foi perdido
pelas linhagens que compde esse subtipo, cerca de 146 genes, muitos deles
considerados essénciais para o funcionamento de maquinarias celulares
(D’Souza et al., 2011). Como exemplo principal, estdo os genes AGO1 e AGO2
gue codificam a proteina argonauta, central na via classica de RNA de

interferéncia. Por outro lado, a linhagem VGlla também adquiriu muitos genes
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codificantes Unicos, que possivelmente contribuiram para a evolu¢cdo do genoma
e aquisicao de novos mecanismos de evasdo da resposta imune e sobrevivéncia

da célula fangica (Ferrareze et al., 2021).

Patégeno fungico Sorotipo Genotipo
—_ VGl
<Gl
Cryptococcus gattii
VGlic
VNI
Cryptococcus neoformans
variedade grubii VNB
VNII
Cryptococcus neoformans
variedade neoformans VNIV
, VNI

Figura 1: Sorotipos e tipos moleculares de Cryptococcus gattii e
Cryptococcus neoformans. As linhagens de C. gattii sdo sorotipo B ou C. As
linhagens do sorotipo BC foram raramente relatadas. C. neoformans var. grubii
sao sorotipo A, enquanto C. neoformans var. neoformans séo sorotipo D. Os
tipos moleculares de C. gatti e C. neoformans sdo baseados na andlise
molecular de sequéncia multilocus de varios fragmentos de genes. Adaptado de
(Chaturvedi and Chaturvedi, 2011a).

O subtipo VGlla é considerado o mais virulento e com a mais baixa
susceptibilidade a drogas antifungicas. Linhagens do tipo VGAIlla foram
responsaveis pelo surto que ocorreu em Vancouver ho Canada e noroeste dos
Estados Unidos entre 1999 — 2007, trazendo foco aos casos de criptococose
causados por C. gattii. Enquanto outras linhagens sao relacionadas a climas

guentes, esse subtipo apresenta uma mudanca de habitat para climas
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temperados, podendo ser também considerado um patégeno de distribuicédo
global (Chaturvedi and Chaturvedi, 2011b; Harris et al., 2011).

Foi proposto, recentemente, que C. neoformans e C. gattii compreendem,
na verdade, um complexo de espécies, e que fosse entdo feita uma separacao
por novos nomes (Kwon-Chung et al., 2017). Estudos genotipicos identificaram
sete espécies pertencentes ao grupo C. gattii / C. neoformans (Hagen et al.,
2015). Como a nova nomenclatura ainda é discutida e ndo amplamente aceita,
usaremos a homenclatura classica ao longo do texto. O modelo de estudo desse
trabalho foi C. gattii linhagem R265, que pertence ao subtipo VGAIlla, sendo

considerada uma linhagem hipervirulenta.

1.2. Determinantes de viruléncia

Fungos patogénicos apresentam uma série de estratégias para garantir o
sucesso da infeccao de seus hospedeiros. A viruléncia de espécies patogénicas
do género Cryptococcus estd associada a caracteristicas morfologicas e
fisiologicas que auxiliam a replicagdo e sobrevivéncia do patdgeno durante o
contexto de infeccdo. Essas caracteristicas, conhecidas como determinantes de
viruléncia, sdo bem caracterizadas em C. neoformans. Porém, C. gattii apresenta
0 mesmo conjunto de determinantes de viruléncia que C. neoformans. Entre os
determinantes principais estéo: a producédo da capsula polissacaridica, producao
e acumulo do pigmento melanina, capacidade de desenvolvimento a 37 °C e
expressao de proteinas que auxiliam a sobrevivéncia e replicacdo no interior do

hospedeiro (Kwon-Chung et al., 2014; Zaragoza, 2019).

A cépsula polissacaridica é uma estrutura altamente hidratada, que varia
de tamanho dependo de diversos estimulos aos quais as ceélulas de
Cryptococcus sp. sdo submetidas. Sabe-se que a producdo da capsula é
positivamente induzida em meios estressores que mimetizam as condi¢des de
interagdo com o hospedeiro no contexto da infec¢ao (Garcia-Hermoso, Dromer
and Janbon, 2004; Ma and May, 2009). A capsula € composta majoritariamente
por glucuronoxilomanana (GXM), responsavel por cerca de 95% da massa
capsular e, em menor propor¢cdo, por galactoxilomanana (GalXM) e

manoproteinas (Zaragoza et al.,, 2009). Os componentes sao sintetizados
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internamente e exportados para o meio extracelular principalmente por meio de
vias de trdfego de vesiculas, para que a montagem e agregacdo dos
componentes ocorra (Rodrigues et al., 2007). A capsula possui diversas funcfes
na viruléncia de Cryptococcus sp., como, por exemplo, pelo aumento o tamanho
celular total do patdégeno, dificultando a internalizacdo por fagécitos (Ma and
May, 2009; Rocha et al., 2015). Outra funcéo importante € mascarar os padrées
moleculares associados a patégenos (PAMPS), protegendo a célula fangica do
reconhecimento exercido pela imunidade inata do hospedeiro (Montes et al.,
2016).

A capacidade de se desenvolver a 37 °C € outra caracteristica
determinante para a patogenicidade de C. gattii. De fato, esse pode ser
considerado o maior diferencial entre espécies patogénicas e ndo patogénicas
de Cryptococcus, ja que esta capacidade € crucial durante a infeccdo de
hospedeiros mamiferos e de outros organismos homeotérmicos (Kwon-Chung et
al., 2014). A regulagdo desta caracteristica se d4 majoritariamente pela via
regulada por calcineurina, composta pelas unidades Cnal e Cnbl1. Chal possui
um papel essencial para a termotolerancia e viruléncia de C. gattii, sendo sua
funcdo conservada também em C. neoformans. Normalmente, linhagens que
ndo possuem esse gene sao consideradas avirulentas em ambas as espécies,
devido a incapacidade de desenvolvimento a temperatura do hospedeiro e de se
desenvolver em outras formas de estresse. Apesar do papel conservado de
Cnal na termotolerancia, linhagens de C. gattii VGlla que n&do apresentam
calcineurina funcional sdo vidveis em altas temperaturas, embora apresentem
uma severa atenuacao da viruléncia (Chen et al.,, 2013). No entanto, ja foi
demonstrado que outros genes, como TPS1 e TPS2, tem influéncia na
termotoleracia de C. gatti. TPS1 e TPS2 codificam uma trealose-6-fosfato
sintase, que atua na sintese de um antioxidante responsavel pela protecdo das

células contra estresses ambientais (Ngamskulrungroj et al., 2009).

Melanina é um pigmento hidrofébico produzido por uma grande variedade
de fungos. Encontra-se normalmente depositado na parede celular,
desempenhando importante papel na protecao contra diversos tipos de estresse.

A melanina é sintetizada a partir de compostos fendlicos, como L-DOPA,

produzindo um pigmento que se deposita na parede celular de C. gattii e de
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outras espécies do género pela interacado de cations divalentes (Camacho et al.,
2019). Tais substratos sdo metabolizados pela enzima lacase (Waterman et al.,
2007). Ja foi descrito que a melanina € capaz de estabilizar radicais livres,
atuando como antioxidante contra espécies reativas de oxigénio (ROS) gerados
pelo hospedeiro e também parece ser importante na protecéo contra fagocitose,
morte por leucdcitos do hospedeiro, defesa contra peptideos antimicrobianos e
agentes antifungicos (Wang and Casadevall, 1994; Kwon-Chung et al., 2014). E
interessante destacar que a distribuicdo do pigmento durante a deposi¢éo na
parede celular é diferente entre C. gattii e C. neoformans. Enquanto que em C.
neoformans a melanina se encontra depositada de maneira heterogénea,
formando multiplas camadas de densidade eletronica variavel, em C. gattii a
distribuicdo do pigmento ocorre de maneira uniforme, formando uma Unica
camada elétron densa na parede celular do fungo. Essas diferencas ocorrem
devido a constituicdo de quitosana presente na parede celular das espécies.
Apesar disso, ambas espécies apresentam atenuacéo de viruléncia pela perda

da capacidade de sintese e/ou deposi¢cdo de melanina (Press et al., 2020).

Vesiculas extracelulares de Cryptococcus participam no processo de
exportacdo de fatores de viruléncia durante a interagdo patdogeno-hospedeiro.
Dentre os contetdos presentes nessas vesiculas esta 0 GXM, além de proteinas
Importantes na viruléncia, como a lacase e a urease (Rodrigues et al., 2007). As
vesiculas atuam como veiculo de comunicacao entre as células patogénicas a
longa disténcia, sendo responsaveis por mediar o processo de “divisdo de
trabalho” (Bielska et al., 2018). Apds a fagocitose, células de C. gattii ativam um
modelo de “divisdo de trabalho”, onde algumas células adotam uma modificagao
da morfologia mitocondrial, passando a apresentar mitocondrias em forma
tubular. Consequentemente, ao adotarem essa modificacdo, essas células
deixam de se dividir, possibilitando a rapida proliferacédo das células vizinhas ao
neutralizar ROS produzidas pelos fagécitos, contribuindo para o aumento da
populacdo como um todo (Voelz et al., 2014). Juntos, todos esses mecanismos
permitem altas taxas de replicacdo intrafagossémica, que contribuem para o

estabelecimento e sucesso da infecgéo por C. gattii.
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1.3. Viade infeccéao e interacéo patégeno-hospedeiro

As infeccdes por espécies patogénicas do género Cryptococcus tem inicio
por via respiratdria, por meio da inalacdo de propagulos fangicos presentes no
ambiente - Figura 2 (Chayakulkeeree and Perfect, 2006). Os propagulos
infecciosos, 0s quais podem ser basidiosporos ou leveduras dessecadas,
apresentam um tamanho reduzido (aproximadamente 3 pm) e, dessa forma, tem
facilidade em atravessar as barreiras fisicas impostas pelo organismo do
hospedeiro e conseguem alojar-se nos alvéolos pulmonares (Velagapudi et al.,
2009). Nesse ambiente, as células fungicas sédo desafiadas inicialmente pelo
sistema imune inato do hospedeiro, que apresenta células fagociticas, como
macrofagos alveolares, células dendriticas e neutrofilos, para combater o
patégeno. Macrofagos alveolares desempenham um papel central na contencao
da infeccao, tanto pela fagocitose dessas leveduras, quanto pela producéo de
citocinas pro-inflamatoérias que participam na modulacdo e recrutamento de
células imunes para o ambiente infeccioso (Erwig and Gow, 2016; Montes et al.,
2016; Garelnabi and May, 2018).

O patogeno pode ser fagocitado e destruido, assim como pode sobreviver
e utilizar esse nicho para se replicar, posteriormente podendo se dispersar pelo
organismo do hospedeiro (Bain et al., 2012; Gilbert, Wheeler and May, 2015).
Diversos estudos mostram que as infec¢des por C. gattii estdo mais restritas ao
ambiente pulmonar, levando o0s pacientes a apresentam quadros mais
relacionados a doencas respiratérias e/ou criptococomas pulmonares (Harris et
al., 2011; Akins and Jian, 2019), diferente de C. neoformans que apresenta um
tropismo maior pelo sistema nervoso central. Porém, C. gattii também é capaz
de afetar o SNC, assim como outros 6rgaos como pele, ossos, figado, baco e
nédulos linfaticos (Ngamskulrungroj et al., 2012). ApGs o estabelecimento de
uma infecgéo pulmonar primaria, as leveduras podem permanecer latentes no
interior de macréfagos e serem reativadas posteriormente, ou se disseminar pelo
organismo do hospedeiro através da corrente sanguinea, utilizando os proprios

macrofagos como veiculo (Sabiiti and May, 2012).
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C. neoformans

Imunocompetente ! Imunocomprometido

Figura 2: llustracdo esquemaética de um processo de infec¢cdo de C. gattii e
C. neoformans. Uma infeccdo comeca com a inalacdo de propagulos
infecciosos transportados pelo ar, o que pode permitir que o patdgeno se instale
nos pulmdes. Em casos em que o fungo atinge o sistema nervoso central, iSso
pode levar a uma infeccao cerebral, que pode ser letal. Adaptado de (Bielska
and May, 2015).

Sabe-se que os perfis de resposta imune Thl e Thl7 sédo protetores
contra Cryptococcus. A producdo de citocinas pro-inflamatdrias caracteristicas
desses perfis estéo relacionadas com a diminui¢do da carga fangica pulmonar e
um melhor prognéstico da doenca. A modulacédo desses perfis de resposta é
uma das estratégias utilizadas por C. gattii para evadir o contexto imunolégico e
ser bem sucedido na infeccdo (Montes et al.,, 2016). Como comentado
anteriormente, macrofagos alveolares sdo a principal linha de defesa inicial
nesse contexto. Os macréfagos podem, dependendo de moléculas sinalizadoras
presentes no microambiente onde se encontram, ser ativados em um perfil
classico (M1), ou em um perfil alternativo (M2) (Murray et al., 2014). Macréfagos
M1 séo ativados por citocinas proé-inflamatérias, como as do perfil Thl, e sao
associados a eliminacdo de patégenos, producdo de ROS, e manutencdo da
producédo de citocinas pro-inflamatdrias no ambiente da infeccdo (Atri, Guerfali
and Laouini, 2018). A ativacdo alternativa, induzida por perfil de citocinas Th2,
contribui para regulacéo da resposta inflamatoria, fagocitose e limpeza de restos
celulares e possui papel chave no processo de cicatrizacdo, porém nao é

protetora contra patdégenos (Gordon, 2003; Murray et al., 2014).
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A deplecdo de macrofagos em diferentes modelos animais de
criptococose estd relacionada com uma maior carga fungica em tecidos
infectados, evidenciando que a presenca dessas células € pivotal como primeira
linha de defesa do hospedeiro (Levitz, 1994). A diferenciacdo de macréfagos
para o perfil M1 também é associada com melhores prognosticos da doenca
tanto em modelos animais quanto em humanos. Contudo, o equilibrio da
ativacao dos perfis M1/M2 durante a resposta imune € 0 que garante a contencéo
da infeccao e eliminacédo do patégeno (Hardison et al., 2010; Davis et al., 2013).
C. gattii induz maior producao de citocinas pré-inflamatérias, como interleucina
1B (IL-1B), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) em células
humanas mononucleares de sangue periférico de humanos, além das citocinas
de células T como interleucina 17 (IL-17) e interleucina 22 (IL-22) comparado a
C. neoformans, in vitro. Porém, esse patdégeno € relacionado ao desvio da
resposta imune para perfis ndo caracteristicos de Th1/Th17 in vivo, levando a
producéo de citocinas do tipo Th2 (Schoffelen et al., 2013; Angkasekwinai et al.,
2014). Macrofagos também parecem estar associados com a formacdo e
manutencdo de criptococomas, estruturas caracteristicas da infeccdo de C.
gattii, que se supde servirem como uma barreira fisica para impedir a replicacéo

e disseminacao da infec¢ao (Qureshi et al., 2010).

No contexto de infeccdo por espécies patogénicas do género
Cryptococcus, as células da levedura sdo fagocitadas e contidas em uma
estrutura denominada fagossomo. O fagossomo apresenta um ciclo de
maturacdo através da fusdo com diversas vesiculas endociticas e lisossomos,
formando uma estrutura de pH &cido, alta concentracdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, baixa disponibilidade de nutrientes e presenca de enzimas
liticas e peptideos antimicrobianos. Esta estrutura € denominada fagolisossomo
(Johnston and May, 2013; Gibson and Johnston, 2015). Trata-se de uma
estrutura especializada para responder a patdgenos, demostrando a importancia
da imunidade inata durante a interacdo patégeno-hospedeiro (Westman et al.,
2020). Porém, ap0s a fagocitose das células fangicas pelos fagécitos, alguns
desfechos séo possiveis: (I) eliminacdo dos patégenos no fagolisossomo; (ll) as
células do patdbgeno podem permanecer latentes no interior dos macréfagos; (lll)

replicacdo das leveduras no interior do macrofago e posterior extruséo,
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causando a lise do mesmo; (IV) transferéncia das células da levedura para outro
macréfago sem causar lise; (V) escape do interior do macr6fago sem causar a

lise (vomocitose) (Alvarez and Casadevall, 2006; Johnston and May, 2013).

Por ser uma levedura de origem ambiental, acredita-se que muitas dessas
estratégias surgiram apos coevolugdo com predadores ambientais, como, por
exemplo, amebas de vida livre (Steenbergen, Shuman and Casadevall, 2001).
Amebas sdo capazes de fagocitar bactérias e fungos no ambiente e utilizam
estratégias semelhantes aos macréfagos para eliminacéo destes. Essa teoria €
suportada por estudos comparando o perfil transcricional de leveduras
fagocitadas por amebas e por macrofagos murinos (Casadevall et al., 2019; Fu
etal., 2021).

1.4. Imunidade nutricional

Como apresentado até aqui, macrofagos apresentam diversos
mecanismos para eliminacdo de patégenos. Uma dessas estratégias é a
chamada imunidade nutricional (Doherty, 2007; Hood and Skaar, 2012). Nesta,
fagocitos e células epiteliais restringem a disponibilidade de nutrientes
essenciais no contexto da infeccdo, gerando um ambiente hostil para o
desenvolvimento de organismos. Dentre os nutrientes restringidos durante esse
processo, destacam-se fontes de carbono e nitrogénio e micronutrientes
metalicos, como ferro, zinco, manganés e cobre (Crawford and Wilson, 2015;

Sheldon and Skaar, 2019).

Durante a interacdo com patdgenos fangicos intracelulares, as células
fagociticas utilizam estratégias diferentes das vias classicas de deplecdo de
zinco. C. neoformans, C. gattii, Candida glabrata e Histoplasma capsulatum
parecem experienciar um estagio intrafagossémico prolongado dentro de
macrofagos, particularmente. Esse periodo representa uma caracteristica
importante durante os ciclos de infeccdo dessas leveduras, permitindo a evasao
de outros mecanismos de imunidade do hospedeiro (Seider et al., 2010). Durante
a infeccdo por H. capsulatum, macrofagos utilizam a estratégia de mobilizacéo
de zinco para o aparelho de Golgi, por meio da acéo dos transportadores de

7

zinco ZnT4 e ZnT7. A expressao desses transportadores € positivamente
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regulada em resposta a infeccdo pela levedura. Essa classe de proteinas
transportadoras de efluxo de cations atua no transporte de zinco do citosol para
organelas ou para fora da célula, tornando os fagolisossomos dos macréfagos
contendo fungos um ambiente de baixa disponibilidade de zinco. Dentro do
macrofago, a disponibilidade de zinco foi ainda mais restrita pela acdo das
metalotioneinas de ligacdo ao zinco (Mccormick and Kelleher, 2012;
SubramanianVignesh et al., 2013; Vignesh et al., 2013). O aumento da carga
total de zinco nesses macrofagos pode ser necessario para lidar com o aumento
da demanda metabdlica associada a eliminacdo de leveduras fagocitadas.
Alternativamente, o0 aumento da absorcao de zinco pelos macréfagos pode fazer
parte de uma estratégia imunoldgica para esgotar o zinco do ambiente

extracelular (SubramanianVignesh et al., 2013).

Frente a isso, patdégenos fungicos desenvolveram mecanismos de
aquisicdo desses nutrientes, a fim de garantir sua sobrevivéncia. Esses
mecanismos geram uma constante disputa por nutrientes durante a interacao
patégeno-hospedeiro. Com foco nos resultados que serdo apresentados nesse
trabalho, a seguir serdo revisadas as estratégias utilizadas por C. gattii para
manutencdo da homeostase de zinco e manutencao da homeostase celular por

meio da autofagia.

1.5. Estratégias para manutencédo da homeostase de células fungicas

1.5.1. Homeostase de zinco

Zinco é um micronutriente essencial para o desenvolvimento da vida, pois
participa de uma série de funcdes cataliticas de diversas enzimas (Lulloff, Hahn
and Sohnle, 2004). Estima-se que cerca de 5% do proteoma predito de
Saccharomyces cerevisiae corresponda a proteinas de ligagdo de zinco,
evidenciando a abundancia do dominio de dedos de zinco no genoma de células
flngicas (Staats et al., 2013). A maioria das proteinas de ligacdo de zinco foram
inicialmente identificadas como ligantes de DNA/RNA, exercendo papéis na
regulacao da transcricdo e/ou traducao na célula (Laity, Lee and Wright, 2001).

Porém, proteinas de ligacdo a zinco ndo estéo restritas apenas a ligacdo com
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acidos nucleicos, mas também exercem uma série de outras funcoées fisiologicas,
como regulacdo da homeostase de zinco, remodelamento de cromatina,
interacOes proteina-proteina e interacdes com lipideos (Laity, Lee and Wright,
2001; MacPherson, Larochelle and Turcotte, 2006). O genoma de Cryptococcus
contém muitos genes anotados como codificadores de proteinas de ligacédo de
zinco. Mais de 120 genes contendo motivos dedo de zinco foram identificados e
caracterizados em C. neoformans (Li and Liu, 2020). A anotacado funcional,
revelou que esses genes estdo envolvidos em diversas vias de sinalizagédo de
processos fisioldgicos essenciais na célula, como a regulacédo da reproducao
sexuada para producao de basidiésporos e da morfogénese de hifas, regulacéo
das respostas celulares de resisténcia ao estresse e producao de determinantes
de viruléncia (Li and Liu, 2020). Portanto, os niveis de zinco disponiveis para a

célula precisam ser finamente regulados.

Em fungos, genes envolvidos no transporte e homeostase de zinco séo
regulados a nivel transcricional em resposta a variacdo da disponibilidade do
metal (Wilson and Amanda J. Bird, 2016). Os mecanismos associados ao
metabolismo de zinco sdo bem caracterizados em S. cerevisiae. Zapl é o
principal fator de transcricdo envolvido na resposta adaptativa a disponibilidade
de zinco no ambiente, controlando a expressdo de muitos genes. Zapl age
principalmente como um ativador transcricional responsivo a zinco, tendo sua
expressdo aumentada quando os niveis de zinco séo baixos (Bird et al., 2006).
Em S. cerevisiae, este fator de transcricdo regula a expressdo de
aproximadamente 80 genes em resposta a disponibilidade de zinco, entre eles,
os transportadores de zinco da familia ZIP (Lyons et al., 2000). S. cerevisiae
possui trés transportadores pertencentes a essa familia, caracterizados até o
momento, envolvidos na homeostase de zinco; o transportador de alta afinidade
Zrtl e os transportadores de baixa afinidade Zrt2 e Zrt3 (Zhao and Eide, 19964a;
MacDiarmid, Gaither and Eide, 2000; Eide, 2003). A inativacao do gene ZRT1
levou as células de S. cerevisiae a apresentarem menor capacidade de
desenvolvimento em condi¢Bes de privacdo de zinco. Na auséncia de Zrt2 o
mesmo fendtipo néo foi observado, porém essas células apresentaram menores
niveis de zinco intracelular. (Zhao and Eide, 1996a, 1996b). Zrt3 atua no efluxo

de zinco do vacuolo para o citosol e tem sua expressao regulada positivamente
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durante condi¢des de baixa disponibilidade de zinco, como Zrtl e Zrt2 (Simm et
al., 2007). Outros transportadores nao especificos também podem patrticipar de
forma importante na regulacio da homeostase de zinco. E o caso das proteinas
de membrana vacuolares Zcrl e Cotl, que atuam no transporte tanto de zinco,
guanto de ferro e cobalto, respectivamente - Figura 3 (Miyabe, 1zawa and Inoue,
2001; Crawford and Wilson, 2015)

Uma grande diversidade de mecanismos para manutencdo da
homeostase de zinco ocorre em fungos patogénicos. Porém, a regulacéo
transcricional envolvida nesse processo € altamente conservada entre as
espécies fungicas. Zapl é um regulador transcricional caracterizado em trés
diferentes espécies de fungos patogénicos: Aspergillus fumigatos, Candida
albicans e C. gattii (Moreno et al., 2007; Nobile et al., 2009; Schneider et al.,
2012). E interessante notar que a delecdo dos homologos de ZAP1 causa
atenuacdo da viruléncia nas trés espécies, evidenciando a necessidade da
regulacédo associada a esse fator de transcricdo na homeostase de zinco para o

estabelecimento de infeccdes.

Em C. gattii, a maior resposta a ativacdo de Zapl pela privacdo de zinco
se da pelo aumento da expressao de transportadores envolvidos na captacéao de
zinco, como os transportadores da familia ZIP (Schneider et al., 2012; Jung,
2015). Zipl, Zip2 e Zip3 séo proteinas caracterizadas funcionalmente em C.
gattii, sendo todas envolvidas com a captacdo e armazenamento de metais na
levedura (R. D. O. Schneider et al., 2015; Garcia et al., 2020). Zip1 é o principal
transportador de zinco em Cryptococcus, sendo filogeneticamente relacionado
ao transportador Zrtl de S. cerevisiae. Os niveis relativos de transcritos de ZIP1
sao diretamente regulados por Zapl em resposta a disponibilidade de zinco.
ZIP2 codifica uma proteina homoéloga a Zrt2 de S. cerevisiae, que possui uma
funcdo secundaria no transporte de zinco em Cryptococcus (Schneider et al.,
2015; Do et al., 2016). Em um trabalho recente, 0 nosso grupo demonstrou que
a auséncia de expressao de ZIP1 leva as células de C. gattii a apresentarem
severos defeitos na capacidade de desenvolvimento em condi¢des de escassez
de zinco. Mutantes nulos para ZIP1 e a linhagem duplo mutante para zip1/zip2

apresentaram viruléncia atenuada ( Schneider et al., 2015).

22



Altos niveis de zinco

Baixos niveis de zinco

Figura 3: Metabolismo de zinco em S. cerevisiae. Transportadores de alta
(Zrtl) e baixa (Zrt2) afinidade realizam o transporte do metal para o citoplasma
celular, enquanto que Zrt3, Zrcl e Cotl atuam nos vacuolos celulares. A
regulacdo da expressdo dos genes codificadores para os transportadores de
zinco da familia ZIP é realizada pelo fator de transcricao Zapl, o qual também
tem sua expressdo regulada pela disponibilidade de zinco. Adaptada de
(Crawford and Wilson, 2015).

1.5.2. Autofagia

Em condi¢cbes ambientais e durante o processo de interacdo com o
hospedeiro, patdgenos flungicos encontram condi¢des onde a disponibilidade de
nutrientes € limitada e utilizam uma série de mudangas metabdlicas para
sobreviver a esses periodos (Eide, 2009; Ries et al., 2018). Até agora, discutimos
sobre os mecanismos de manutencdo da homeostase celular a partir da
regulacdo da expressdo de transportadores responsaveis pela captacdao de
zinco. Mas, células eucaridticas apresentam outras estratégias para garantir a
adequada homeostase de zinco e de outros nutrientes essenciais em condi¢cdes
adversas. Um importante mecanismo € a autofagia.

A autofagia € um processo de reciclagem celular, onde componentes

citoplasmaticos, incluindo proteinas, RNA ribossémico e fosfolipidios de
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membranas, sdo degradados (Yang and Klionsky, 2010; Ohsumi, 2014). Na
autofagia, uma porcao do citoplasma é sequestrada em uma estrutura de
membrana dupla, o autofagossomo, que se funde com os lisossomos/vacuolo,
encaminhando essa estrutura para degradacao (Kraft, Reggiori and Peter, 2009;
Kraft and Martens, 2012). E um processo extremamente conservado em
eucariotos, que apresenta uma via de regulacao bastante complexa. A formacao,
expansdo, fusdo com o vacuolo e degradacdo do autofagossomo sdo as
principais etapas dessa via em leveduras, reguladas por uma série de genes
relacionados a autofagia (genes ATG) (Suzuki et al., 2007; Nakatogawa et al.,

2009).

A privacéo de nitrogénio € o estimulo que leva a resposta autofagica mais
rapida e ampla em leveduras, mas ambientes com baixa disponibilidade de
fontes de carbono, acidos nucléicos e zinco ja foram descritos como capazes de
induzir a autofagia em menor grau (Tsuboi, 1992; Kawamata et al., 2017). A
deplecdo de nutrientes desencadeia a autofagia (macroautofagia ou autofagia
nao-seletiva), que desempenha um papel essencial na adaptacdo desses
microrganismos em condicfes de privacdo de fontes de carbono, nitrogénio ou
de outros micronutrientes (Onodera and Ohsumi, 2005b; Huang et al., 2015).
Porém, em condicdes normais de desenvolvimento, onde existe a
disponibilidade de nutrientes, ela cumpre o papel do transporte seletivo de
precursores de hidrolases vacuolares do citosol para o vacuolo, em um processo
chamado de via de direcionamento do citosol para o vacuolo (Cvt) - Figura 4
(Harding et al., 1996; Yamasaki and Noda, 2017). Quando a autofagia é induzida,
a especificidade do conteudo (cargo) no interior dessas vesiculas é perdida e
mais membranas precisam ser mobilizadas para sustentar esse processo.
Certos componentes da maquinaria de proteinas Atg, que ja estao ativos durante
as condicdes de desenvolvimento vegetativo, se ajustam parcial ou
completamente para desempenhar fun¢des na via autofagica quando os
nutrientes sdo limitados. A maioria dos componentes necessarios para a
formacdo de vesiculas de membrana dupla sdo compartilhados pela via Cvt e
autofagia. Algumas proteinas Atg, no entanto, sao especificamente necessarias
para qualquer uma dessas vias, o0 que pode explicar em parte as diferencas entre

esses processos (Harding et al., 1995; Cebollero and Reggiori, 2009).
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Figura 4: Autofagia em S. cerevisiae. Na autofagia induzida pela privagao (ndo
seletiva) de nutrientes, a membrana de isolamento envolve principalmente os
constituintes citoplasmaticos de forma néo seletiva e organelas para formar o
autofagossomo. A estrutura interna ligada a membrana do autofagossomo (o
corpo autofagico) é liberada no limen vacuolar apdés a fusdo da membrana
externa com a membrana vacuolar e é desintegrada para permitir a degradacéo
do conteddo por hidrolases residentes. Na autofagia seletiva, cargas especificas
(complexos proteicos ou organelas) sao envolvidas por vesiculas de membrana
gue sdo semelhantes aos autofagossomos e sdo entregues ao vacuolo para
degradacao. Embora a via Cvt (via de direcionamento do citosol para o vacuolo)
seja responsavel pelo transporte de enzimas vacuolares, sua dinamica de
membrana e mecanismo sao quase 0s mesmos da autofagia seletiva. Adaptado
de (Nakatogawa et al., 2009).

Em S. cerevisiae, mais de 40 genes ATG ja foram identificados e a maioria
das proteinas codificadas por esses genes desempenham papéis importantes
na regulacao da via autofagica na célula fungica (Cebollero and Reggiori, 2009).
De uma maneira geral, as funcdes desempenhadas pelas proteinas Atg de
células fungicas sdo semelhantes as descritas para proteinas Atg de células
mamiferas (Meijer et al., 2006). ATG1 € o primeiro gene ATG identificado em

leveduras e codifica uma Ser/Thr quinase (Matsuura et al., 1997). Atgl forma um
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complexo com Atgl3, que desempenha um papel vital para o inicio da ativacéo
da via autofigica. Atgl3 é altamente fosforilada pela quinase Torcl em
condicbes de disponibilidade de nutrientes, no entanto, é rapidamente
desfosforilada quando as condi¢des de disponibilidade de nutrientes mudam,
servindo como um sinalizador da estrutura pré-autofagossémica (PAS) - Figura
5 (Kawamata et al., 2008). Dentro da hierarquia complexa de proteinas
reguladoras da via autofagica, algumas proteinas Atg desempenham papéis
indispensaveis, como Atg4 e Atg7 que possuem funcdes cataliticas no
processamento de outras proteinas Atg. Atg8 tem um papel central na via,
formando uma conjugacao com fosfatidiletanolamina (PE) que regula a etapa de
expansédo do autofagossomo pelo isolamento de membranas. O complexo Atg8-
PE permanece associado a membrana do autofagossomo durante todo o
processo de maturacdo. Atg4 também é a enzima responsavel pela
desconjugacdo de Atg8 apds a fusdo com o vacuolo (Kihara et al., 2001,
Kawamata et al., 2008; Nakatogawa et al., 2009). No entanto, muitos ATG
codificam proteinas com func¢des redundantes para regulacdo da via (Zhao et al.,
2019a).

O complexo formado por PI3K tem um papel pivotal na regulacdo da etapa
de formacdo do autofagossomo e participa da sinalizacdo de resposta a
disponibilidade de nitrogénio. O complexo PI3K envolve, além de proteinas Atg,
uma série de proteinas acessorias, como Vps34 e Vpsl5, necessarias para a
ativacao das etapas seguintes da via autofagica em leveduras - Figura 5 (Kihara
et al., 2001). Em C. neoformans, a inativacdo do gene VPS34 leva as células a
apresentar severos defeitos na autofagia, pela perda da capacidade da célula
em formar vesiculas autofagicas. Adicionalmente, estes mutantes tem sua

viruléncia atenuada em modelos murinos de infec¢ao (Hu et al., 2008).

Alguns estudos mostram o papel essencial de genes ATG para o
desenvolvimento e viruléncia de C. neoformans. A delecdo de ATG7 ou ATGS8
levou as células da levedura a apresentarem hipersensibilidade ao
desenvolvimento em condi¢des de privacdo de nutrientes e, em ambos 0s casos,
a viruléncia foi atenuada (Oliveira et al., 2016; Ding et al., 2018). Até 0 momento,
22 genes ATG foram caracterizados em C. neoformans, mostrando que a

delecdo de determinados genes ATG influencia na capacidade de resposta ao
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estresse e altera a expressao de determinantes de viruléncia na célula (Zhao et
al., 2019a).
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Figura 5: Viséo geral da via da maquinaria de proteinas Atg em levedura.
Os cinco estagios principais da autofagia: (1) formacao de vesiculas no sitio PAS
pela nucleacdo do fagoforo na levedura; (2) o fagdéforo se expande para
sequestrar a cargo; (3) o fago6foro fecha os autofagossomos de membrana dupla;
(4) o autofagossomo se funde com o vacuolo, liberando a vesicula interna,
conhecida como corpo autofagico; (5) corpos autofagicos sdo degradados por
hidrolases vacuolares, e os produtos sao liberados no citosol por varias
permeases. Adaptado de (Zhao et al., 2019a).

s

A autofagia é um processo extremamente dinamico, por isso requer
constante ajuste de sua maquinaria em varios niveis de regulagéo, para manter
o tempo apropriado de inducdo e magnitude de ativacao da via dentro da célula.
Em leveduras, a regulacdo da maquinaria de proteinas autofagicas é feita tanto
a nivel transcricional e pés-transcricional, quanto a nivel de modificacdes pos-

traducionais (Delorme-Axford, Daniel and Klionsky, 2018).
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2. Objetivos

2.1.

Objetivo geral

Identificar e caracterizar novos genes envolvidos na homeostase de

nutrientes em C. gattii.

2.2.

Objetivos especificos

2.2.1 Capitulo 1:

Caracterizar o papel de Zrgl na regulacdo da homeostase de zinco em
C. gattii;

Avaliar os efeitos da auséncia de Zrgl no desenvolvimento das células
fungicas em condi¢fes de baixa disponibilidade de nutrientes;

Analisar o transcriptoma de células mutantes para Zrgl, a fim de
identificar o conjunto de genes regulados por essa molécula;

Avaliar o perfil de expressao génica existentes em C. gattii quando as
células sdo submetidas a condi¢cBes de privacao de zinco;

Identificar possiveis vias metabdlicas em que Zrgl atua na célula fungica
atraveés da avaliacao de enriquecimento génico;

Avaliar a influéncia de Zrgl na viruléncia de C. gattii in vitro e in vivo,

utilizando modelos invertebrados de infeccao.

2.2.2 Capitulo 2:

Descrever o papel de Zrgl na regulacéo da via autofagica em C. gatti;
Monitorar a autofagia em células de C. gattii através da construcao de
linhagens GFP positivas;

Avaliar a influéncia da dele¢céo de Zrgl na regulagéo da autofagia em C.
gattii durante condi¢Ges de privacdo de nutrientes;

Analisar a influéncia da homeostase de zinco na regulacdo da autofagia

na linhagem de C. gattii mutante para Zip1.
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3. Resultados

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste projeto estédo
apresentados na forma de dois manuscritos. O primeiro trata da caracterizacao
de Zrgl e seu papel na regulacdo do desenvolvimento e viruléncia de C. gattii
(Diehl et al., 2021). O segundo capitulo descreve a influéncia de Zrgl na
manutencdo da autofagia em C. gattii, o qual esta redigido na forma de
Hypothesis e formatado conforme regras do periddico mSphere a ser submetido.
As Figuras foram dispostas ao longo do texto a fim de facilitar a leitura e

interpretacdo dos resultados.
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3.1. Capitulo 1: Zrgl, a cryptococcal protein associated with regulation

of growth in nutrient deprivation conditions.

Artigo publicado no periddico Genomics em 30 de janeiro de 2021 (Diehl
etal., 2021).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cryptococcus gattii is one of the causes of cryptococcosis, a life-threatening disease generally characterized by

Zinc pneumonia and/or meningitis. Zinc is an essential element for life, being required for the activity of many

FAutophsgy . proteins with catalytic and structural roles. Here, we characterize ZRG1 (zinc-related gene 1), which codes a
Corw[ar senetics product involved in zinc metabolism. Transcriptional profiling revealed that zinc availability regulated the
ryptococcus

expression of ZRG1, and its null mutants demonstrated impaired growth in zinc- and nitrogen-limiting condi-
tions. Moreover, zrgl strains displayed alterations in the expression of the zinc homeostasis-related genes ZAPI
and ZIP1. Notably, cryptococcal cells lacking Zrgl displayed upregulation of autophagy-like phenotypes. Despite
no differences were detected in the classical virulence-associated traits; cryptococcal cells lacking ZRG1 dis-
played decreased capacity for survival inside macrophages and attenuated virulence in an invertebrate model.
Together, these results indicate that ZRG1 plays an important role in proper zinc metabolism, and is necessary for

cryptococcal fitness and virulence.

1. Introduction

The socioeconomic and ecological characteristics, as well as the
increasing number of populations at risk, are the main determinants of
the incidence of fungal disease across the world [1]. One of the most
prevalent fungal diseases, cryptococcosis, is generally characterized by
meningitis and is mainly caused by two closely related species of
encapsulated basidiomycetous yeasts (Cryptococcus neoformans and
C. gattii) [2]. In the last decade, the incidence of invasive fungal diseases
has increased and is associated with 1.5 million deaths. Cryptococcal
meningitis accounts for over 220,000 individual cases per year, with
180,000 deaths every year [3].

Pathogenic cryptococcal species share well-characterized virulence
determinants: (i) the presence of a polysaccharide capsule, (ii) the
synthesis of a melanin-like pigment, (iii) the capability to proliferate at
human body temperature, (iv) the production of host-damaging

enzymes, such as urease and phospholipase, and (v) the capability to
proliferate inside macrophages [4,5]. Although C. gattii accounts for
<1% of cryptococcosis cases, the impact of this species resides in its
capability to cause serious disease in immunocompetent hosts [6].
Transition metals such as zinc, iron, copper, and manganese play
important roles in many biological processes, including redox homeo-
stasis, regulation of gene expression, cell proliferation, and others. Thus,
proper regulation of transition metals homeostasis is fundamental for
proper fungal fitness in several niches, including the infection sites
[7,8]. To counterbalance the infectious process, macrophages and other
phagocytes can reduce the availability of nutrients, creating an unfa-
vorable intracellular environment for microbial development. This
strategy is known as nutritional immunity [9]. Zinc has emerged as one
of the nutrient targets for nutritional immunity, as demonstrated for
fungal pathogens as C. neoformans [10], Histoplasma capsulatum [11],
and others [9]. To cope with zinc withholding by the immune system
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and to survive in adverse conditions during their life cycle, pathogenic
fungi express several proteins associated with metal uptake [7,8]. The
ZIP family of metal transporters is conserved among the three domains
of life and is associated with the mobilization of zinc and other metals
from the extracellular space of intracellular compartments to the cyto-
plasm [12].

We have previously shown in murine models that the regulation of
zinc homeostasis is important for the full virulence of C. gattii. The
transcription factor Zapl plays a central role in zinc homeostasis by
modulating the expression of zinc uptake and storage genes under zinc-
limiting conditions [13]. In addition, three paralogs of the ZIP family of
metal transporters have been characterized in C. gattii. The proteins Zip1l
and Zip2 support fungal growth in zinc-limiting conditions and are
required for proper cell fitness inside macrophages [14] and amoebas
[15]. The protein Zip3, an ortholog of the Saccharomyces cerevisiae Golgi
membrane transporter Atx2, is associated with manganese and oxidative
stress metabolism [44].

The overall zinc homeostasis has mainly been investigated in
S. cerevisiae. Dozens of proteins are involved in the adaptation of yeast
cells to low-zinc environments and the related associated effects (i.e.,
oxidative stress) [16]. As the majority of such proteins are conserved in
cryptococcal genomes [17], it is reasonable to assume that cryptococcal
cells would respond to zinc limitation in a similar fashion to that
observed in S. cerevisiae cells. To find new mechanisms that help cryp-
tococcal cells cope with zinc limitation, we used forward genetics to find
new genes associated with zinc metabolism. Here, we present the
functional characterization of a zinc-related gene (ZRG1) of C. gattii, as
well as the importance of this gene in zinc homeostasis, growth in
nutrient deprivation conditions, and virulence.

2. Materials and methods
2.1. Strains and culture conditions

The C. gattii R265 and C. neoformans H99 strains were used in this
work. These strains were routinely cultured in YPD (2% glucose, 2%
peptone, 1% yeast extract) at 30 °C on a constant rotation platform (200
rpm). Agar was added to a final concentration of 1.5% when solid me-
dium was used. YPD plates supplemented with 100 pg/mL nourseo-
thricin were used to select for the C. gattii zrgl null mutant strains.
Phenotypic assays were conducted in yeast nitrogen base (YNB) without
amino acids and ammonium sulfate [(NH4)2SO4] (Difco) or YNB sup-
plemented with asparagine to a final concentration of 40 mM (YNB-
Asn). Phagocytosis-related phenotypes were evaluated using the murine
macrophage-like RAW 264.7 cell line. The cells were routinely cultured
in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen) with 10%
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Invitrogen) in a humidified
incubator at 37 °C and 5% CO».

2.2. Insertional transfer DNA (T-DNA) library screening

Almost 8000 individual mutants from a C. gattii T-DNA insertional
library [18] were screened for defects in development in metal-depleted
medium. Each mutant was first incubated in flat-bottom 96-well plates
containing 100 pL YPD medium and allowed to grow at 30 °C for 18 h.
Each mutant was replica-plated into YNB-Asn, YNB-Asn containing 100
pM diethylenetriaminepentaacetic acid (DTPA), or YNB-Asn with 10 pM
N,N,N',N'-tetrakis (2-pyridylmethyl) ethylenediamine (TPEN). The
plates were incubated at 30 °C for up to 48 h. The growth of each mutant
was determined by measuring the optical densities at 600 nm with a
plate reader. Identification of genes inactivated by T-DNA insertion was
conducted using inverse PCR, as previously performed [18].

2.3. Construction of zrgl null mutant strain

DelsGate (Deletion via Gateway) methodology [19] was used to
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construct the ZRG1 (CNBG_1485) gene inactivation allele by employing
the pDONR-NAT vector [13]. The 5’ and 3' ZRG1 flanking sequences
(~1000 bp) were PCR-amplified and gel-purified using a PureLink™
PCR Purification Kit (Invitrogen). The plasmid pDONR-NAT and each
PCR product were mixed at equimolar ratios in a BP Clonase reaction
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen). This reaction
was then transformed into Escherichia coli OmniMAX 2 T1 cells. The
inactivation construct plasmid was linearized by I-Scel digestion prior to
C. gattii biolistic transformation. The primers used for plasmid con-
struction and screening are listed in Supplementary Table S1. Confir-
mation of correct integration of the inactivation cassete was performed
using Sall-digested DNA by Southern analysis (AlkPhos Direct Labelling
and Detection System with CDP-Star - GE Healthcare).

2.4. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR)

RNA was isolated by TRIzol (Invitrogen) after cellular lysis by glass
beads. RNA integrity and concentration were assessed by electropho-
resis on a 0.8% agarose gel and by UV-Vis spectrophotometer analysis
using a NanoDrop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Complementary DNA (cDNA) was prepared from DNase (Promega)-
treated total RNA samples (200 ng) with ImProm-II Reverse Transcrip-
tase (Promega) using oligo-dT. Quantitative PCR (qQPCR) was performed
on a StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) with thermal
cycling conditions set with an initial step at 95 °C for 10 min, followed
by 40 cycles at 95 °C for 155, 55 °C for 15 s, and 60 °C for 60 s. Platinum
Taq DNA Polymerase (Invitrogen) was used as a reaction mix and was
supplemented with 5 pmol each primer, 1 pL cDNA template, and 2 pL
SYBR Green (1:1000, Invitrogen) for a final volume of 20 pL. All ex-
periments were performed using three independent cultures, and each
cDNA sample was analyzed in triplicate for each primer pair. Melting
curve analysis was performed at the end of the reaction to confirm the
presence of a single PCR product. Data were normalized using the actin
gene, which was amplified in each set of PCR experiments. Relative
expression was determined by the comparative threshold cycle (272 or
2724CY methods [20]. Statistical analyses were conducted via a two-
tailed Student’s t-test or by one-way analysis of variance (ANOVA)
with post-hoc Tukey’s test. The primers used in these analyses are listed
in Supplementary Table S1.

2.5. RNA sequencing (RNA-Seq) analysis

Wild-type (WT) and 2rgl #219 cells were pre-grown in YPD medium
(30 °C, overnight) on a rotary platform (200 rpm). YNB-Asn and YNB-
Asn supplemented with 10 pM TPEN were inoculated with 1 x 107
cells/mL and incubated for 2 h at 30 °C on a rotatory platform (200 rpm)
in biological triplicates. Cells were collected by centrifugation (10,000
x g for 10 min) and RNA was isolated using TRIzol (Invitrogen) after
cellular lysis by glass beads. RNA integrity and concentration were
assessed by electrophoresis on a 0.8% agarose gel and by UV-Vis spec-
trophotometer analysis using a NanoDrop Lite Spectrophotometer
(Thermo Scientific). mRNA was purified from total RNA samples using a
Dynabeads™ mRNA Purification Kit (Thermo Fisher). Purified samples
were used for library construction using a TruSeq Stranded mRNA LT
Sample Prep Kit (Illumina). The libraries were sequenced using NextSeq
500/550 Mid-Output Kit v2.5 (Illumina) in a NextSeq 500 Sequencing
System (Illumina). Raw data were processed using the Illumina Base-
Space Sequence Hub for deindexing and fastq file recovery. Such files
were analyzed using FastQC [21] to remove low-quality reads (q < 30).
The resulting fastq files were aligned to the C. gattii R265 reference
sequence (National Center for Biotechnology Information Genome As-
sembly GCA_002954075.1) using STAR [22] with the following pa-
rameters —quantMode  GeneCounts —outFilterType  BySJout
—alignIintronMin 10 -alignintronMax 3000 -outFilterIntronMotifs
RemoveNoncanonical. A count table from each paired-end library was
obtained with STAR, using a manually curated annotation of the C. gattii
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R265 genome [23]. Differential expression was evaluated using DESeq2
[24]. The gene ontology (GO) terms associated with each gene was
recovered from eggNOG 5.0 [25] by the eggNOG mapper-tool [26] using
default settings. Functional enrichment of differentially expressed genes
was performed using topGO [27] with classic Fisher statistics. Only
enriched gene ontology (GO) terms with p-values of <0.05 were
considered for further analysis. A fluxogram describing the methods to
detect differentially expressed genes and enriched GO terms is presented
in Fig. S1. Raw data is available on NCBI SRA (Bioproject
PRINA660754).

2.6. Induction of autophagy

The C. gattii WT, 2rgl#99, and zrgl#219 strains, as well as the
C. neoformans H99 and C. neoformans atg7 null mutants [28], were
grown in YPD medium (30 °C, overnight) under agitation. The cells were
washed twice in distilled water (1 x 10° cells/mL), transferred to star-
vation medium (YNB) containing phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF;
1 mM), and incubated for 3 h at 30 °C. The accumulation of intracellular
structures resembling autophagic bodies was monitored through dif-
ferential interference contrast under an Olympus FV1000 confocal laser
scanning microscope. The number of intracellular structures resembling
autophagic bodies in each cell was counted using ImageJ software.

2.7. Growth assays

The growth capability of mutant cells in zinc-limiting medium was
assessed by pre-growing the C. gattii R265, 2zrgl#99, and zrgl#219 in
YPD medium (30 °C, overnight) under constant rotation (200 rpm). The
cells were then washed with water, and 1 x 10° cells were inoculated in
100 pL YNB-Asn microplates containing distinct TPEN concentrations.
After 24-h incubation at 30 °C, the optical density at 600 nm (ODgg)
was determined using a plate reader (SpectraMax i3, Molecular De-
vices). Alternatively, to evaluate the effect of reversal of TPEN toxicity
over mutant cells, a total of 5 x 10° cells/mL were inoculated in 100 yL
YNB-Asn added or not of TPEN (10 pM) with distinct metallic ions (Zn2+,
Mn?*, Fe**, and Cu®") at 20 pM. Plates were incubated for up to 72 h
(30 °C, 200 rpm) and the ODggg of each culture was determined every
24 h.

The growth capabilities of mutant cells in nutrient-limiting media
were assessed by pre-growing the C. gattii R265, C. gattii zrgl#99,
C. gattii zrgl#219, C. neoformans H99, and C. neoformans atg7 cells in
YPD medium (30 °C, overnight). The cells were then washed with water,
and 5 x 10° cells/mL were inoculated in YNB or YNB-Asn medium.
Growth was evaluated by the ODgq after several intervals up to 72 h of
incubation at 30 °C.

2.8. Macrophage assays

Phagocytosis assays were conducted to evaluate the susceptibility of
the mutant strains to macrophage phagocytosis activity and the resis-
tance of the strains to the antifungal action of phagocytes. One day
before the phagocytosis test, an aliquot of 1 x 10° RAW 264.7 cells
(Banco de Células do Rio de Janeiro, BCRJ code 0212) in DMEM sup-
plemented with 10% FBS was seeded into 96-well culture plates and
incubated at 37 °C with 5% CO.. The C. gattii strains were inoculated
into YPD medium and allowed to grow at 30 °C for 18h. The next day,
the fungal cells were washed three times with phosphate-buffered saline
(PBS) and opsonized with the anti-GXM (glucuronoxylomannan) anti-
body 18B7 (1pg/mL, 1h at 37 °C). Macrophages were activated with
100 U/mL interferon (INF)-y (Sigma) and 500 ng/mL lipopolysaccharide
(LPS, Sigma) for 18 h at 37 °C with 5% CO.. After opsonization, a total of
1 x 10° cells were added to the wells containing the macrophages and
incubated for 2h at 37 °C with 5% CO,. The wells were then washed
three times with PBS, and one set of wells was treated with 0.1% Triton
X — 100 to lyse macrophage-like cells, and the fungal loads were
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determined by colony-forming unit (CFU) analysis in YPD medium. The
other set of washed wells received 100 pL fresh DMEM and was further
incubated at 37 °C with 5% CO,. After 24-h incubation, the wells were
washed three times with PBS and treated with 0.1% Triton X — 100 to
lyse macrophage-like cells. The fungal load in the macrophages was
determined, and the intracellular proliferation rate (IPR) was calculated
as the ratio between the fungal loads at 24 and 2 h.

2.9. Virulence assays in Tenebrio molitor

Larvae of the beetle T. molitor were acquired from a local bird food
dealer. The larvae were infected with cryptococcal cells according to a
previous report, and using a Hamilton syringe (701 N, 26 gauge, 10-uL
capacity) [29]. Briefly, 15 individuals, showing light and uniform color
and absence of pigmented spots, were injected with 5 pL cell suspensions
containing 1 x 10° cells of C. gattii WT or zrgl null mutants. Injection
with the same volume of sterile PBS was used as the control. All larvae
were placed in sterile Petri dishes and maintained at 37 °C with daily
monitoring of mortality up to 10 days.

2.10. Virulence determinants assays

Capsule size was examined by microscopy after incubation for 24 h
(37 °C and 5% CO2) in DMEM media with 10% FBS. Cells were collected
an counter-stained with India ink. Relative capsule sizes were defined as
the ratio between the capsule thickness and cell diameter. ImageJ soft-
ware was utilized to determine the capsule measurements of 100 cells of
each strain. Melanization was evaluated by growth of cryptococcal
strains in a solid minimal medium (15 mM glucose, 10 mM MgSOy4, 29.4
mM KH3PO4, 3 pM thiamine, pH 5.5), with 1 mM L-DOPA (Sigma-
Aldrich) for up to 72 h and photographed. Alternatively, liquid cultures
in the same medium were performed and the supernatant was evaluated
spectrophotometrically (OD400 and ODg4g5) in order to quantify released
pigments.

2.11. Statistical analysis

Statistical differences were analyzed using an unpaired t-test or one-
way ANOVA. All values are reported as the means and the standard error
(SD). Survival curves were analyzed using the log-rank (Mantel-Cox)
test.

3. Results
3.1. Identification of ZRG1 as a zinc-associated gene in C. gattii

To identify new genes possibly involved in zinc metabolism in
C. gattii, we employed a forward genetics approach, screening a T-DNA
random insertion mutant library generated in the C. gattii R265 strain
[18]. The growth capability of each mutant of this library was inde-
pendently evaluated in the presence of two metal chelators: TPEN and
DTPA. Only mutants that displayed a consistent reduction (90%) of
relative growth when compared to the WT were considered hypersen-
sitive to metal chelation. Only one mutant displayed sensitivity to both
TPEN and DTPA (data not shown). Using inverse PCR, we found that the
gene CNBG_1485 was interrupted by the T-DNA insertion event
(Fig. S2). This gene was named zinc-related gene 1 (ZRG1), which en-
codes a protein with 1122 amino acids and has a predicted molecular
mass of 124 kDa. InterProScan analysis performed in the FungiDB
database [30] found no conserved domain. Location prediction, per-
formed with BUSCA [31], revealed a potential cytoplasmic (score = 0.7)
or nuclear (score = 0.3) location for Zrgl.

As the Zrgl phenotypes associated with metal metabolism were
derived from a T-DNA insertion mutant, we generated null mutants of
ZRG1 by allelic replacement of the region containing the coding
sequence. Among near 200 distinct transformants, only two
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Fig. 1. ZRG1 is a cryptococcal gene related to zinc metabolism. (A) Growth of the WT and two zrgl null mutant strains in YNB-Asn with 0-100 pM TPEN was
evaluated spectrophotometrically. The ratio between growth in YNB-Asn + TPEN and control (YNB-Asn) conditions is shown as the mean + SD from three biological
replicates. (B) Time course analysis of ZRG1 gene transcripts using RT-qPCR after C. gattii was grown in YNB-Asn or YNB-Asn supplemented with TPEN (10 pM). (C,
D) RT-qPCR of ZIP1 (C) and ZAP1 (D) gene transcripts after C. gattii was grown in YNB-Asn or YNB-Asn supplemented with TPEN (10 pM). The measured quantity of
mRNA in each sample was normalized using the Ct values obtained for the ACTI gene. Fold change represents the ratio between the transcript levels in TPEN and the
control (YNB-Asn) conditions. (E) Growth of the WT and the two 2zrgl null mutant strains in YNB-Asn, YNB-Asn + TPEN (10 uM) added or not of differential metal
salts (20 pM) was evaluated after 48 h and normalized to each strain cell counts in YNB-Asn. (F) Fold increase was calculated by the normalization of relative growth
of each strain in distinct conditions to TPEN condition, as obtained in (E). Data shown are the mean + SD from three experimental replicates of three biological
replicates. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001; ****p < 0.0001; denote statistically significant differences compared to the WT levels (one-way ANOVA).

independent mutants displayed the correct genotype, as evaluated by
Southern blotting (Fig. S2). Despite several attempts, we could not
generate fully functional complemented mutant strains harboring the
WT ZRG1 locus, either employing homologous site recombination or
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ectopic integration. In this manner, our hypothesis-driven experiments
were conducted in two independent null mutants, and the phenotypic
alterations considered were only those observed in both mutants. The
sensitivity of the generated null mutants to zinc-limiting conditions was
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Fig. 2. Zrgl regulates the expression of genes related to gene expression and protein synthesis. (A) Quantitative Venn diagram showing the extent of shared
differentially expressed genes when comparing the transcriptome of WT and zrgl#219 null mutant in YNB-Asn or YNB-Asn + TPEN. (B) Heatmap of the top 100
genes with most variant expression. (C) Top 10 enriched functional GO biological processes of Zrgl positively and negatively regulated genes in YNB-Asn or YNB-Asn
+ TPEN.
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Table 1
Expression levels of ATG genes identified in C. gattii genome.

Genomics 113 (2021) 805-814

Gene C. neoformans ID C. gattii ID YNB-Asn YNB-Asn + TPEN

Log2FC q-value Log2FC q-value
ATG1 CNAG_05005 CNBG_4675 -1,98 1,6E—08 -1,87 3,3E—08
ATG2 CNAG_06732 CNBG_6113 -1,78 6,0E-14 -1,72 2,6E-13
ATG3 CNAG_06892 CNBG_3760 —-0,49 1,9E-03 -0,87 5,0E-09
ATG4 CNAG_02662 CNBG_3127 -0,74 1,9E-04 -0,94 7,1E-07
ATG5 CNAG_06519 CNBG_4953 0,03 9,4E-01 0,03 9,3E-01
ATG6 CNAG_01773 CNBG_3308 -0,40 6,5E-02 -0,51 7,7E-03
ATG7 CNAG_04538 CNBG_2532 -0,98 7,0E-05 -0,15 5,9E-01
ATG8 CNAG_00816 CNBG_1122 -0,10 7,9E-01 -0,09 8,1E-01
ATG9 CNAG_01445 CNBG_5852 —1,69 2,9E-05 -0,41 3,1E-01
ATG11 CNAG_01424 CNBG_5944 -1,83 6,2E-22 -1,85 6,8E-24
ATG12 CNAG_07645 CNBG_5369 0,13 6,9E-01 0,26 3,9E-01
ATG13 CNAG_00778 CNBG_1152 -1,11 8,8E—09 —-0,83 1,4E-05
ATG14 — 03 CNAG_03608 CNBG_0014 -0,09 7,3E-01 -0,39 6,2E-02
ATG14-05 CNAG_05500 CNBG_4372 -0,16 5,4E-01 -0,25 2,7E-01
ATG15 CNAG_01601 CNBG_3840 -0,75 1,4E-02 -1,78 3,6E-10
ATG16 CNAG_02576 CNBG_3205 —0,46 7,4E—02 —-0,95 6,8E—05
ATG18 CNAG_02269 CNBG_3984 —-0,50 8,9E—02 -0,80 3,4E-03
ATG20 CNAG_02730 CNBG_3393 -0,74 1,2E-03 -0,86 8,4E-05
ATG22 CNAG_07685 CNBG_1612 —1,02 1,1E-02 —0,04 9,3E-01
ATG24 CNAG_01554 CNBG_3882 0,17 5,4E-01 -0,25 3,5E-01
ATG26 CNAG_12261 ND ND #N/A ND ND
ATG27 CNAG_04406 CNBG_2644 0,25 3,7E-01 0,16 5,7E-01
ATG101 CNAG_07646 CNBG_9586 -0,61 1,9E-01 -0,49 2,8E-01

Genes with significant differential expression are in bold.

evaluated by culturing the WT, 2rgl#99, and zrgl1#219 for 24 h in YNB-
Asn supplemented with a range of TPEN concentrations. There was
significant reduction in the growth capabilities of the cells lacking ZRG1
in TPEN concentrations as low as 10 pM (Fig. 1A).

Next, we sought to determine if zinc availability regulates ZRG1
expression, as already demonstrated for the master zinc regulator ZAP1
in C. gattii [13]. Transcriptional profiling of the ZRG1 gene was con-
ducted in a time course-fashion from C. gattii WT cells cultured in YNB-
Asn or YNB-Asn containing TPEN for up to 24 h. A significant increase in
ZRG1 transcript levels was detected when the cells were cultured in the
presence of TPEN compared to the control condition. Such differences
could be found between 45 min and 4 h, with peak expression observed
after 2 h of exposure to TPEN (Fig. 1B). The reduced growth observed in
zrgl null mutants could be derived from alterations in the expression of
genes involved in the regulation, uptake, and homeostasis of zinc
metabolism. Thus, the expression of the main zinc transporter ZIP1 [14]
and the zinc master regulator ZAP1 [13] was evaluated after a period of
incubation for 2 h in YNB-Asn containing TPEN. The mutant strains had
a reduction in the transcript levels of ZIP1 (Fig. 1C) and ZAP1 (Fig. 1D)
compared to the WT strain.

In order to evaluate whether the observed hypersensitivity of cells
lacking ZRG1 to TPEN could be associated with decreased bioavail-
ability of other metallic ions, we analyzed the growth capabilities of
such cells in the presence of TPEN (10 pM) and a twofold excess of ZnCl,
FeCl3, MnSOy4, and CuSO4. None of the added metals could totally revert
the toxic effects of TPEN, even in WT cells (Fig. 1E). However, both zinc
and copper were the most effective metals in the recovery of growth
capabilities of such strains. A near 7-fold increase in the relative growth
in WT cells could be observed when zinc or copper chloride were added
to TPEN-medium. However, the observed recovery was even higher in
the mutant cells (Fig. 1F). No toxic effects could be observed by such
metals alone in YNB-Asn to both WT and mutant cells (Fig. S3). As
copper and zinc can both be chelated by TPEN, we assessed whether the
partial reversal of the TPEN toxic effect was caused by the chelation
balance shift between zinc and copper or whether it was due to an
intrinsic activity of copper. We analyzed the effect of a copper chelator
(BCS - bathocuproine sulphonate) in growth capability of WT and zrgl
mutant cells. No statistical differences could be observed between such
cells in a wide range of TPEN concentrations evaluated (up to 50 pM —
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Fig. S3). Collectively, these results link Zrg1 to zinc and, possibly copper,
metabolism in cryptococcal cells.

3.2. Zrgl regulates the expression of genes associated with cellular
homeostasis

To evaluate the set of genes potentially regulated by Zrgl, we per-
formed RNA-Seq analysis using RNA isolated from WT or 2rgl#219 null
mutant cells exposed for 2 h to TPEN. This condition was chosen as it
promoted the highest ZRG1 expression (Fig. 1B). We also performed
such analysis using RNA collected from cells cultured in YNB-Asn for 2 h
as a control condition. Both conditions used biological triplicates.
Principle component analysis showed a clear separation between the
conditions analyzed and an acceptable degree of variability among the
biological replicates (Fig. S4). Using a stringent criterion for detecting
differentially expressed genes (|logoFC| > 1, FDR-corrected p-value <
0.01) we found that Zrgl regulated the expression of 1105 genes when
the cells were cultured in YNB-Asn, and 1272 genes when the cells were
obtained from YNB-Asn + TPEN conditions. Approximately half of the
genes were positively regulated (Fig. 2A, Table S2). A total of 501 genes
was detected in both conditions (YNB-Asn and TPEN). Clustering anal-
ysis of the 100 genes with the most variant expression revealed a clear
pattern of expression dependent on the presence of ZRG1 and the lower
availability of metals caused by TPEN presence (Fig. 2B). Functional
profiling of Zrgl-regulated genes was conducted with GO enrichment
analysis. Using Zrgl positively regulated genes, we found that several
processes associated with gene expression and translation were reduced
in cryptococcal cells lacking zrgl in YNB-Asn or YNB-Asn containing
TPEN (Fig. 2C, Table S3). However, when the sets of negatively regu-
lated genes were analyzed in the two conditions evaluated (YNB-Asn
and YNB-Asn + TPEN), processes associated with DNA replication and
carbohydrate metabolism were found (Table S3). In this manner, it is
feasible to assume that cells lacking ZRG1 display alterations in the cell
metabolism irrespective of the presence of zinc.

3.3. Zrgl is potentially associated with autophagy in response to nutrient
deprivation

Autophagy is one of the several processes that regulate protein
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Fig. 3. Effects of ZRG1 absence generate an autophagy-like phenotype in
cryptococcal cells. (A) Microscopic evaluation of C. gattii R265, 2rgl#99,
2rgl#219, and atg7A strains grown in YNB-Asn (containing nitrogen sources) or
YNB [without amino acids and (NH,4)2SO4 supplementation] in the presence of
PMSF allowed the identification of structures that resemble autophagic bodies
in nitrogen-scarce conditions. Scale bars = 5 pm. (B) Quantification of intra-
cellular structures resembling autophagic bodies. Data are shown as violin plots
depicting the median and interquartile range. **p < 0.01 denotes statistically
s‘igniﬁcant differences compared to WT levels (Student t-test).

synthesis in eukaryotic cells [32]. As the RNA-Seq results for zrgl null
mutant cells pointed to decreased expression of genes with GO terms
related to protein synthesis and protein fate (i.e., translation, ribosome
assembly, protein targeting to the endoplasmic reticulum [ER]), we
evaluated whether cells lacking Zrg1 could be affected in the autophagic
process. First, the set of autophagy-related genes (ATG) were identified
in the genome of C. gattii (Table 1) and their expression levels recovered
from RNA-Seq data: ATG1, ATG2, ATG9, ATG11, and ATG13 expression
in the zrgl mutant strain was increased when compared to WT cells in
YNB-Asn as well as culture conditions. In the same line, the expression
levels of ATG1, ATG2, and ATG11, as well as ATG15 were increased in
the zrgl mutant strain when compared to WT cells in the YNB-Asn +
TPEN culture condition (Table 1, boldface). This led us to hypothesize
that Zrgl could potentially participate in regulating the autophagic
process in C. gattii. In yeast cells, autophagy results in the accumulation
of intracellular structures resembling autophagic bodies in response to
nutrient-deficient conditions, and the lack of Atg proteins decreases or
even abolishes the presence of such structures [28]. Thus, the presence
of autophagic bodies in the WT strains of C. gattii (R265) and
C. neoformans (H99), and both zrgI null mutants was evaluated, together
with the C. neoformans atg7 null mutant (negative control), for proper
visualization and comparison of autophagic bodies. Cultivation of
cryptococcal cells in YNB without amino acids and without (NH4)2SO4
initiates the autophagic process, and the presence of a serine protease
inhibitor (PMSF) allows the visualization of such structures [28]. Under
these culture conditions, the C. gattii R265 and C. neoformans H99 strains
efficiently formed intracellular structures that resembled autophagic
bodies (Fig. 3A), while the null mutants (zrgl #99 and zrgl#219) dis-
played a higher number of autophagic bodies (Fig. 3B). These results
suggest that cells lacking Zrg1 harbor possible defects in the autophagic
process.

As the null mutants for several ATG genes displayed altered capa-
bility to grow in nutrient-depleted medium [33], including the genes
that displayed altered expression in the zrgl null mutants (ATG1, ATG2,
ATGY9, ATG13, and ATG15 - Table 1), we evaluated the growth capa-
bilities of zrgl null mutants in a defined medium containing asparagine
(YNB-Asn) as a source of nitrogen, or that was depleted of nitrogen
sources (YNB) after incubation for 48 and 72 h. As a comparison control,
we included the C. neoformans H99 and atg7 null mutant. In the YNB
condition, a growth decrease could be detected in the zrgl and atg” null
mutants compared to its respective WT strains. However, no significant
differences were found in the growth capabilities of such mutants
compared to WT cells in YNB-Asn (Fig. 4), reinforcing the possible as-
sociation of Zrgl with autophagic process regulation in response to ni-
trogen deprivation.

3.4. Effects of ZRG1 absence on C. gattii virulence

Previous studies from our group have demonstrated that nutrient
acquisition is important for C. gattii virulence [13,14] and that a nutrient
deprivation environment was observed during infection of mice by
cryptococcal cells [34]. As Zrgl putatively regulates the expression of
genes related to zinc and cell homeostasis, we hypothesized that the
absence of Zrgl would also affect cryptococcal virulence. We first
evaluated whether the lack of Zrgl would change the outcome from the
interaction of host cells. Using the macrophage-like RAW 264.7 cell line,
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Fig. 5. Zrgl is required for full C. gattii virulence. (A) The phagocytosis index was determined by analyzing the fungal load in host cells after 2-h interaction of
C. gattii (WT, zrgl#99, zrgl#219) cells with PMA (phorbol myristate acetate)-activated RAW 264.7 macrophage-like cells. (B) The intracellular proliferation rate
(IPR) was determined as the ratio between the fungal loads at 24 h and 2 h of incubation with activated RAW 264.7 cells. Data shown are the means + SD for three
biological replicates. One-way ANOVA followed by Tukey multicomparison test was performed. **p < 0.01 denotes statistically significant differences compared to
the WT. (C) Survival curve for determining virulence in vivo. A total of 10° cells per strain were inoculated in T. molitor larvae (n = 15). The larvae were maintained
at 37 °C with daily monitoring of mortality for up to 10 days. The survival curves were analyzed using the log-rank (Mantel-Cox) test.
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we found that, after 2 h interaction, cells lacking ZRG1 did not display
significant differences compared to WT in terms of the fungal loads in
the cells (Fig. 5A). This was followed by the absence of detectable al-
terations in the cryptococcal cell surface structures that mediate
recognition by phagocytic cells in the zrgl genotype. Despite no alter-
ations in important virulence determinants (i.e., melanin, poly-
saccharide capsule size, and growth at 37 °C; Fig. S5), cells lacking ZRG1
displayed decreased survival capability after 24 h incubation with
macrophages (Fig. 5B).

In line with the reduced capability to survive to macrophage anti-
fungal activity, we sought to determine if the absence of Zrg1 would also
affect cryptococcal virulence. Using an invertebrate model of crypto-
coccosis [29], we found that T. molitor larvae infected with zrgl null
mutants survived longer than those infected with the WT strain (p <
0.01) (Fig. 5C), confirming the putative role of ZRG1 on C. gattii
virulence.

4. Discussion

Fungal diseases are a global public health problem and pose a serious
threat to people with weakened immune systems [35]. For example,
cryptococcal meningitis causes more deaths than tuberculosis in some
countries with high HIV prevalence [3]. This is worsened by antifungal
resistance and the lack of suitable strategies for circumventing this
problem [36]. In this context, better knowledge of the essential pro-
cesses in Cryptococcus biology can lead to new approaches for treating
the disease. By screening a library of C. gattii T-DNA insertional mutants
to identify new genes involved in zinc metabolism, we identified a
mutant that shows hypersensitivity to DTPA and TPEN. The gene dis-
rupted in this strain, which we have named zinc-related gene 1 (ZRG1),
codes a a product that did not display any conserved domains, which did
not allow us to evaluate the mechanisms related to zinc homeostasis
based on sequence analysis-driven hypothesis.

Zinc is an essential cofactor in many proteins, and several genes
important for zinc metabolism have been described [16,37]. Zapl is a
transcription factor and major player in the response to zinc deficiency,
controlling the expression of genes required for zinc uptake and mobi-
lization. A major response to Zap1 activation is the increased expression
of transporters involved in zinc uptake, such as the plasma membrane
proteins Zrtl and Zrt2 [16]. In Cryptococcus spp., two members of ZIP
family transporters have been functionally characterized (ZIP1 and
ZIP2). Zipl is phylogenetically related to S. cerevisiae Zrtl and is the
main zinc transporter in C. gattii. ZIP1 transcript levels are highly
modulated by zinc availability [14]. Three central evidences support the
association between Zrgl and zinc homeostasis: (i) ZIP1 and ZRG1 have
similar expression patterns of response to zinc deprivation; (ii) zrgl null
mutants display decreased transcript levels of ZAP1 and ZIP1 when
compared to the WT, and point to a potential regulatory function of
Zrgl; (iii) zrgl null mutants display decreased growth in zinc depletion
conditions.

To understand the molecular mechanisms associated with cell
growth defects in cells lacking ZRG1, RNA-Seq was performed to
compare WT and 2rgl null mutant cells in control and zinc-limiting
conditions. The results reinforced the potential regulatory function of
Zrgl and indicated that several genes, potentially regulated by Zrgl, are
related to autophagy. Notably, autophagy is a cellular process activated
in response to adverse environment conditions, such as nutrient depri-
vation. ATG have been identified in fungi, and many have homologs in
animals, revealing that both the molecular machinery and the mecha-
nism of autophagy are highly conserved [38]. Recently, a set of 23
cryptococcal ATG genes were identified and characterized. Null mutants
for each of these genes were generated, and the majority displayed
conserved functions with the ATG genes found in S. cerevisiae, such as
reduced growth in nitrogen-depleted medium [33]. RNA-Seq data
revealed that some ATG genes were differentially expressed in zrgl null
mutants, which would explain the apparent abnormal induction of
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autophagy (altered number of autophagic bodies) observed in these
strains. Moreover, such cells displayed similar growth defects in con-
ditions that induce autophagy (i.e., nitrogen-poor medium), as observed
in cells lacking ATG genes. Thus, it is feasible to suggest that Zrgl par-
ticipates in regulating autophagy in cryptococcal cells.

In S. cerevisiae cells, zinc depletion is a trigger of non-selective
autophagy, an important phenotype necessary for yeast growth in
zinc-limited conditions. This leads to the degradation of some zinc-
binding proteins, allowing the zinc pools to be directed to essential
proteins. However, this phenotype is not directly related to Zap1 [39]. In
fact, analysis of the ATG genes in a S. cerevisiae library of 139 DNA-
binding protein mutants led to the identification of Gatlp, Gen4p, and
Gln3p as positive regulators of autophagy. Spt10p and Fyv5p were also
identified as transcriptional repressors of autophagy [40]. Despite the
conservation of S. cerevisiae ATG genes in several eukaryotes, particu-
larities in autophagy machineries among different species reflect the
existence of additional autophagy-related genes. This is the case of the
choline transporter-like 1 (Ctl1) and fasciclin containing-domain (Fsc1)
proteins of Schizosaccharomyces pombe, whose functions in the regula-
tion of autophagy are associated with the organization of the pre-
autophagosomal structure (PAS) and autophagosome fusion with vac-
uoles, respectively [41]. Similarly, we have identified here that Zrg1 is a
potential non-canonical regulator of autophagy (conserved only in
Cryptococcus species). These results reinforce the assumption that
distinct species have evolved specific mechanisms for addressing
nutrient-restricted environments, employing autophagic processes to
survive and recycle resources in these conditions.

In Cryptococcus species, nutrient acquisition and proper regulation of
the autophagic process are necessary for properly producing virulence
determinants and for infecting hosts [14,42]. Although the absence of
Zrgl did not alter pivotal virulence determinants, such as melanin
production and capsule and growth at human body temperature, de-
leting the gene influence zinc uptake and homeostasis, as well as the
potential recycling of zinc resources through autophagy. Hence, it is
feasible to assume that the lower capacity for surviving inside macro-
phages and the reduced virulence in the invertebrate model of crypto-
coccosis were possibly caused by the effects of the absence of Zrgl in
zinc metabolism and autophagy. In Galleria mellonella models of cryp-
tococcosis, the absence of the majority of C. gattii ATG genes leads to
reduced, or even avirulent, phenotypes [33]. Moreover, atg7 null mu-
tants displayed attenuated virulence in mouse models [42].

In conclusion, we describe a new cryptococcal gene that putatively
has major functions in zinc homeostasis, growth in nutrient-limited (zinc
and nitrogen starvation) conditions, and virulence. However, the exact
molecular mechanisms associated with these phenotypes remain to be
elucidated.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
org/10.1016/j.ygeno.2021.01.023.
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Abstract

Cryptococcus gattii is one of the causes of cryptococcosis, a life-
threatening disease generally characterized by pneumonia and/or meningitis. In
the context of infection, immune cells use the nutritional immunity strategy to
eliminate fungal pathogens, creating an unfavorable environment, which may
lead to autophagy. This is a biological process that is pivotal for survival in
eukaryotic cells under unfavorable conditions. Here, we will proceed with the
characterization of the zinc-related gene 1 (ZRG1), a possible non-canonical
regulator of autophagy in C. gattii, employing strains expressing the green
fluorescent protein GFP fused with the protein Atg8 (GFP-Atg8) to monitor
autophagy. Our initial observations indicate that absence of Zrgl has an impact
on the regulation of autophagy in C. gattii under conditions of low nitrogen

availability.

In the last decade, the incidence of invasive fungal diseases has increased
and is associated with 1.5 million deaths (Centers for Disease Control and
Prevention, CDC). One of the most prevalent fungal diseases, cryptococcosis, is
generally characterized by meningitis and is mainly caused by two closely related
species of encapsulated basidiomycetous yeasts Cryptococcus neoformans and
Cryptococcus gattii (May et al., 2016). Cryptococcal meningitis accounts for over
220,000 individual cases per year, with 180,000 deaths every year (Rajasingham
et al., 2017).

Pathogenic cryptococcal species share well-characterized virulence
determinants: (i) the presence of a polysaccharide capsule, (ii) the synthesis of a
melanin-like pigment, (iii) the capability to proliferate at human body temperature,
(iv) the production of host-damaging enzymes, such as urease and
phospholipase, and (v) the capability to proliferate inside macrophages (Johnston
and May, 2013; Freij et al., 2018). To hamper the infectious process,
macrophages and other phagocytes can reduce the availability of nutrients,
creating an unfavorable intracellular environment for microbial development (Dos
Santos et al., 2017). This strategy is known as nutritional immunity (Malavia,

Crawford and Wilson, 2017). To survive in this hostile environment, pathogenic
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fungi use strategies to maintain their nutrient uptake, increasing the expression
of proteins associated with the uptake of essential metals, such as zinc and iron,
and regulation of cellular homeostasis mechanisms (Alanio et al., 2015; Crawford
and Wilson, 2015; Urban et al., 2018; Brechting and Rappleye, 2019). In line with
the nutritional immunity concept, fungal cells may activate autophagy, a cellular
process activated in response to adverse environment conditions. Is a highly
conserved cellular mechanism in eukaryotic cells, regulated by autophagy-
related genes (ATG) (Onodera and Ohsumi, 2005b; Cebollero and Reggiori,
2009; Kawamata et al., 2017). In Cryptococcus species, nutrient acquisition and
proper regulation of the autophagic process are necessary for properly producing
virulence determinants and for infecting hosts (R. D. O. Schneider et al., 2015;
Ding et al., 2018; Zhao et al., 2019a).

In a recently publication from our group (Diehl et al., 2021), we highlighted
the importance of zinc-related gene 1 (ZRG1) in zinc homeostasis, growth in
nutrient deprivation conditions, and virulence of C. gattii. The ZRG1 null mutants
demonstrated impaired growth in zinc- and nitrogen-limiting conditions and
upregulation of autophagy-like phenotypes. Notably, cryptococcal cells lacking
Zrgl displayed decreased capability to survival inside macrophages and
attenuated virulence in an invertebrate model (Diehl et al., 2021). These
observations reinforce the assumption that distinct species have evolved specific
mechanisms for addressing nutrient-restricted environments, employing

autophagic processes to survive and recycle resources in these conditions.

Notably, cryptococcal cells lacking Zrgl are not able to growth under
nitrogen starvation conditions, something that has been observed in different
fungal species lacking key regulators of the autophagic pathway (Palmer, Kelly
and Sturtevant, 2007; Hu et al., 2008; Ding et al., 2018; Zhao et al., 2019a).
However, these null mutants showed an increase accumulation of autophagic
bodies under autophagy inducing conditions (Diehl et al., 2021). In contrast, C.
neoformans lacking Atg7 is not able to accumulate these autophagic bodies
(Oliveira et al., 2016). These results suggest that Zrgl does not play a role as a
regulator in the initial stages of autophagy activation in C. gattii, but may play a

role as a non-canonical regulator for autophagy. Based on the main highlights
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about Zrgl, we decided to further proceed with the characterization of this protein

in the autophagic process.

Results and discussion

To monitor autophagy, we generated Atg8 protein fusion with GFP
fluorescent protein (GFP-Atg8)(‘Assays to Monitor Autophagy in Saccharomyces
cerevisiae’, 2017) in R265 wild type cells, two Zrgl null mutants (zrg1#99 and
zrg1#219)(Diehl et al., 2021) and a mutant lacking the main zinc transporter Zip1
(zip1A) (R. D. O. Schneider et al., 2015). In S. cerevisiae cells, zinc depletion is
a trigger of non-selective autophagy, an important phenotype necessary for yeast
growth in zinc-limited conditions. This leads to the degradation of some zinc-
binding proteins, allowing the zinc pools to be directed to essential proteins
(Kawamata et al., 2017). Therefore, we decided to evaluate the regulation of the
autophagic pathway in a C. gattii mutant that has defects in zinc uptake.
Fluorescent labeling of the Atg8 protein is the main technique to monitor
autophagy in fungal cells (Delorme-Axford et al., 2015; Torggler, Papinski and
Kraft, 2017). It was possible to observe the presence of green fluorescence in the
GFP-Atg8 transformants. This fluorescence is dispersed throughout the
cytoplasm, an expression pattern and localization expected for growth conditions
without induction of autophagy (Fig. S1). Also, we confirmed the insertion of the
fragment derived from the vector construct into genome of the strains by PCR,

confirming the generation of GFP-Atg8 mutants (Fig. S1).

We previously hypothesized that Zrgl may act as a regulatory molecule in
C. gattii, which seems to have an essential role in the activation of homeostasis
mechanisms in the fungal cell in response to nutrient deprivation (Diehl et al.,
2021). We used the GFP-Atg8 strains to assess autophagy during both nitrogen
and zinc starvation conditions (Fig. 1A and 1B; Fig. S2). Under the control
condition (YNB-Asn medium), we observed higher number of GFP-Atg8 puncta
in all mutant cells compared to WT, confirming that lack of Zrgl affects the
autophagic control in cryptococcal cells. In contrast, under nitrogen starvation
(YNB medium), we could not observe differences in the abundance of GFP-Atg8

puncta when comparing WT and zrgl mutants, contrary to zipl mutants, in which
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the autophagic marker is also higher (Fig. 1, A). Finally, the depletion of zinc
caused by the intracellular chelator TPEN caused a mild alteration. Only the null
mutants of ZIP1 displayed a increased number of GFP-Atg8 puncta when
comparing to the WT under the same condition (Fig. S2). Taken together, these
results suggests that Zrgl may act as a negative regulator of autophagy and that

zinc absence may also induces this process. It is interesting to observe the
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zrg1#99
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zip1A
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Figure 1. Fluorescence of GFP-Atg8 upon nitrogen starvation. (A) C. gattii R265 WT,
zrgl#99, zrgl#219 and zip1A cells after shifting to YNB-Asn or YNB medium containing 1
mM PMSF for 3 h were observed by fluorescence microscopy. Scale bars = 5 uM. (B)
Counting of GFP-Atg8-related fluorescence points under control and nitrogen starvation
conditions. The results are presented as a dispersion of the number of points per cell
evaluated. Statistical analyzes were performed using the Kruskal-Wallis test.

reduction of autophagy induction in zrgl null mutants in the nitrogen-deprived
environment. This result indicates that the lacking of Zrgl impacts the ability of
C. gattii cells to adapt in environments with low availability of nutrient sources.

We have already described that Zrg1 is associated with growth regulation
of C. gattii under starvation conditions, suggesting its role as a non-canonical
regulator of autophagy. In fact, autophagy has a highly conserved regulatory
mechanism in eukaryotes, but recent studies show there are particularities in
autophagy between species, revealing the existence of different activating and
repressor proteins of the pathway (Sun et al., 2013; Bernard et al., 2015). This
may be the case for Zrgl in C. gattii.

Materials and methods
Strains and culture conditions

The C. gattii R265 WT, zrg1#99, zrg1#219 and zip 1A null mutant strains
were used in this work. These strains were routinely cultured in YPD medium at
30 °C on constant rotation platform (200 rpm). For microscopy evaluations, the
culture was performed in YNB medium with/without the addition of asparagine
(Asn) for the control and nitrogen starvation conditions. To induce the zinc

starvation condition, we used the addition of 10 uM TPEN to the culture.
Construct GFP-Atg8 expression strains

To construct the GFP-Atg8 fusion protein expression plasmid, the ATGS8
open reading frame (ORF) were amplified from the genome of C. gattii and GFP
were amplified from the pCN19 (Price, Nichols and Alspaugh, 2008). The
products were assembled by Double-joint PCR, and the resultant fragment was
inserted into the EcoRYV site in pJAF1 by In-Fusion HD Cloning to generate final
plasmid pJAF1-G418-GFP-Atg8 (Fig. S3). The final plasmid was transformed into
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the R265 WT, zrg1#99, zrg1#219 and zip 1A strains by biolistic. The fusion of GFP
with the Atg8 protein was performed from the N-terminally of the protein. Primers

used are listed in Table S1.
Fluorescence microscopy analysis

Yeast cells expressing GFP-Atg8 were observed by both fluorescence
microscopy using Axioscope Microscopy (Zeiss, Germany). Image analysis,
guantification of total fluorescence and count of fluorescence spots were

performed using ImageJ software (NIH, US).
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Supplementary Figure 1: Localization of GFP-Atg8. (A) Control R265 and
zrgl#99, zrgl#219 and zip71A transformants cells were observed by both

fluorescence microscopy with Axioscope microscope. Scale bars =5 uM.
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Supplementary Figure 2: Fluorescence of GFP-Atg8 upon zinc starvation.
Counting of GFP-Atg8-related fluorescence points under control and nitrogen
starvation conditions. The results are presented as a dispersion of the number of

points per cell evaluated. Statistical analyzes were performed using the Kruskal-
Wallis test.
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Supplementary Figure 3: Physical map of plasmid pJAF1-G418-GFP-Atg8.

53



Supplementary Table 1: List of primers used in this work

Primer name

ATG8FusTef1P

ATG8FusGFPR

ATG8FusATGSF

ATG8FusTR

Sequence 5’ -3’

CAAGGGCGAATTCTGCAGATGGCAGATACGATATGTTGGCGC

TTCGGACCATGTACAGCTCGTCCATGCCG

CGAGCTGTACATGGTCCGAAGCAAGTTTAAGG

CGGCCGCCAGTGTGATGGATAAATCTGAAATGGGTGGCATCC
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4. Discussao geral

O adequado metabolismo de nutrientes € um requisito essencial para o
desenvolvimento de organismos, por isso a homeostase de fontes de nitrogénio,
carbono e metais, como o zinco, manganés e ferro, sao finamente reguladas pela
célula (Ene et al., 2014; Ballou and Wilson, 2016). C. gattii desenvolveu
importantes mecanismos para a manutencdo dos niveis de nutrientes
necessarios para o seu desenvolvimento, alterando perfis de expressédo génica
e assim, possibilitando o desenvolvimento da célula fingica em nichos distintos.
Um exemplo dessa adaptacéo, é a regulacdo da homeostase de zinco. Zinco é
um importante cofator para inidmeras proteinas e tem sua homeostase regulada
por uma série de genes bem caracterizados em células eucaridticas (Lulloff,
Hahn and Sohnle, 2004).

Variacfes na disponibilidade de nutrientes ocasionam mudancas rapidas
no perfil de expressao génica de fungos patogénicos, possibilitando a adaptacéo
da maquinaria para captacéo e utilizacdo de fontes distintas de nutrientes (Eide,
2009; Wilson and Amanda J Bird, 2016; Ries et al., 2018). Por exemplo, fungos
utilizam preferencialmente glicose como fonte principal de carbono e a utilizacéo
dessa fonte de carbono é regulada por um sistema que permite 0 metabolismo
preferencial de glicose e agucares antes de outras fontes de carbono disponiveis.
Esse sistema utiliza reguladores transcricionais para ajustar a repressdo de
genes responsaveis por codificar enzimas para o catabolismo de fontes de
carbono alternativas. Fungos patogénicos, como C. neoformans, C. albicans e
A. fumigatus, encontram diferentes condi¢cdes de disponibilidade de carbono
durante um contexto de infeccdo. Dependendo do nicho infeccioso em que se
encontram, essas leveduras precisam se adaptar a variagbes na concentracao
de glicose e disponibilidade de fontes alternativas de carbono. Por isso,
alteragdes no perfil transcricional séo tdo essenciais para sobrevivéncia dessas
células. Nos ultimos anos, alguns trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de

pesquisa evidenciaram a importancia do apropriado metabolismo de zinco e

55



outros metais, como manganés, no desenvolvimento e viruléncia de
Cryptococcus spp (Schneider et al., 2012, 2015; Garcia et al., 2020).

Decidimos prosseguir com a descricdo de genes envolvidos na
homeostase de micronutrientes em C. gattii. No capitulo 1 dessa tese, nos
apresentamos a caracterizacdo de Zrgl. A partir de um screening em uma
biblioteca de mutantes de insercéo de T-DNA de C. gattii para identificar novos
genes envolvidos no metabolismo do zinco, identificamos um mutante que
apresentou hipersensibilidade aos agentes quelantes de metais DTPA e TPEN.
O gene interrompido nessa cepa, que denominamos Zinc-Related Gene 1
(ZRG1), codifica um produto que n&o apresentou nenhum dominio conservado
descrito, o que ndo nos permitiu inferir os mecanismos relacionados a
homeostase de zinco com base na similaridade de sequéncias. Por esse motivo,
utilizamos abordagens genéticas para caracterizar o papel de Zrgl na célula
fungica. Inicialmente, avaliamos a expressédo de ZRG1 em C. gattii na condicao
de disponibilidade e de privacdo de zinco, que para todas as andlises
apresentadas, foi obtida a partir da adicao de 10 uM de TPEN ao meio de cultivo.
Observamos um aumento nos niveis de transcritos na condi¢cdo de privacao de
zinco em relacéo a condicdo controle, o que nos serviu como uma evidéncia
inicial de que esse gene tem sua expressao regulada pela disponibilidade do
metal, direta ou indiretamente. Geramos duas linhagens mutantes nulos para
ZRG1 (zrgl#99 e zrgl#219). Como esperado, observamos diferencas
significativas no desenvolvimento das linhagens mutantes quando as células séo
submetidas a condicdo de privacdo de zinco, mantendo o fendtipo observado
anteriormente. Quando avaliamos os niveis de expressdo de ZIP1 e ZAP1,
observamos uma reducdo na ativacao desses genes pela inducéo da condicéo
de privagdo de zinco nas células mutantes para Zrgl, sugerindo que Zrgl tem
um papel na regulacdo da homeostase de zinco.

Por meio da andlise do transcriptoma de células mutantes para ZRG1,
descrevemos um conjunto de genes regulados por essa molécula. Zrgl regula
um conjunto bastante robusto de genes em C. gattii em ambas as condi¢des
avaliadas: 1105 genes sao diferencialmente expressos na condi¢do controle
(meio YNB-Asn); 1272 genes s&o diferencialmente expressos na condigcdo de

privacao de zinco (meio YNB-Asn + TPEN). Interessante notar que existe um
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conjunto bastante expressivo de genes down regulados quando as células
mutantes para Zrgl sdo submetidas a condi¢ao de privacéo de zinco, mostrando
gue a auséncia dessa molécula tem impacto no perfil de expressédo das células
de C. gattii em resposta a essa condi¢do. Curiosamente, nGs encontramos um
namero consideravel de genes diferencialmente expressos (up e down
regulados) nas células mutantes para Zrgl na condi¢cdo controle. Como
comentado anteriormente, as células mutantes ndo apresentam alteracdes
fenotipicas expressivas em condi¢cdes normais de desenvolvimento, portanto
esse conjunto robusto de genes regulados por Zrgl nessa condicdo € um achado

muito interessante.

O perfil funcional dos genes regulados foi realizado utilizando a analise de
enriquecimento por Gene Ontology (GO). Com o conjunto de genes regulados
positivamente, encontramos uma reducdo do enriguecimento de genes
relacionados a funcdes associadas a expressdao e traducdo génicas
propriamente ditas. Descobrimos uma reducdo do enriquecimento de genes
relacionados a biossintese e metabolismo de peptideos e aminoacidos,
metabolismo de nitrogénio e funcdes associadas a estruturacdo e montagem de
ribossomos, evidenciando que, de uma forma geral, a auséncia de Zrgl
influencia em processos essenciais para a manutencao da sintese proteica nas
células de C. gattii. Importante observar que existe uma sobreposi¢cao das
funcdes enriguecidas tanto para a condi¢cao controle quanto para a condicdo de
privacéo de zinco, deixando claro que a auséncia de Zrgl por si sO afeta esses
processos celulares. Entretanto, a avaliacdo dos genes regulados
negativamente para as duas condicdes nos mostrou um enriquecimento de
funcdes celulares distintas, como replicacdo de DNA e processos relacionados
ao metabolismo de carboidratos. Nossos achados trouxeram luz ao fato de que
a auséncia de Zrgl afeta funcbes metabdlicas importantes para as células de C.

gattii, independente da disponibilidade de zinco.

Como apresentado anteriormente, a autofagia é o principal processo para
manutencao da sintese proteica em células eucaridticas (Onodera and Ohsumi,
2005). Com base nos nossos achados a partir da analise do transcriptoma,
hipotetizamos que Zrgl poderia estar envolvido na regulacé@o da via autofagica

em C. gattii. Analisando a expressao dos genes ATG nos dados do RNA-seq,
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descobrimos diferencas de expressao significativas em ambas as condi¢cdes
avaliadas. ATG1, ATG2, ATG9, ATG11 e ATG13 encontram-se mais expressos
no mutante nulo para Zrgl em relacédo a linhagem selvagem na condicdo controle
(meio YNB-Asn). Da mesma forma, ATG1, ATG2, ATG11 e ATG15 estdo mais
expressos na condicdo de privacdo de zinco (YNB-Asn + TPEN). Interessante
notar que o complexo formado entre Atgl-Atgl3 desempenha um papel
fundamental na ativacdo da via autofagica. Atg9 por sua vez, participa
ativamente da formacao do autofagossomo e interage com o complexo Atg2-
Atgl8 e com o complexo de PI3K. Atgl5, que foi diferencialmente expressa
apenas na condicdo de privacado, codifica uma lipase putativa que participa da
degradacéo de corpos autofagicos (Xie and Klionsky, 2007; Zhao et al., 2019a).

Partimos para a avaliacdo da autofagia através da analise do acumulo de
corpos autofagicos. Como discutido anteriormente, a privacao de nitrogénio é a
principal sinalizagdo para a ativacdo da autofagia em células eucaridticas.
Utilizando a condicdo de privacdo de nitrogénio (meio YNB) e inibidores de
protease, n0s conseguimos visualizar que os mutantes nulos acumulam uma
guantidade maior de corpos autofagicos em condicfes de privacao de nitrogénio.
Juntos, esses resultados evidenciam que Zrgl potencialmente participa, de
alguma forma, da regulacdo da autofagia. Utilizamos uma linhagem mutante
para ATG7 de C. neoformans durante essas analises, a fim de comparar os
fendtipos relacionados a autofagia. O mutante nulo para Atg7 apresenta severas
deficiéncias na via autofagica, sendo incapaz de produzir corpos autofagicos em

condicBes de inducéo (Oliveira et al., 2016).

Sabemos que a delecdo de ATG7 leva as células C. neoformans
apresentarem diminuicédo na capacidade de desenvolvimento em condi¢des de
privacdo de nitrogénio e, por sua vez, esse é um fenotipo também observado em
outras espécies fangicas (Oliveira et al., 2016; Ding et al., 2018; Zhao et al.,
2019b). NOs avaliamos o desenvolvimento dos mutantes de Zrgl nessa
condicdo. A auséncia de Zrgl tem impacto na capacidade das células de C. gattii
em se desenvolverem em condi¢bes de privacdo de nitrogénio. E bastante
curioso notar que a perda da capacidade de se desenvolver de maneira
adequada em ambientes de privacao, tanto de nitrogénio quanto de zinco, nos

mutantes para Zrgl ndo esta relacionada diretamente com a perda da ativacao
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da via autoféagica ou a incapacidade de formacdo de autofagossomos e corpos
autofagicos, pois, aparentemente, esses mecanismos continuam ativos nas

células.

Avaliamos a influéncia da delecdo de Zrg1 na viruléncia de C. gattii. Como
esperado, os mutantes apresentaram menores taxas de proliferagéo intracelular
e atenuacao da viruléncia em modelos invertebrados de infec¢cdo. Durante a
interagdo com células de macrofagos in vitro, ndo encontramos diferencas nas
taxas de fagocitose, mas a analise de IPR revelou que a diminuicdo da
capacidade de desenvolvimento de células mutantes para Zrgl em ambientes
com baixa disponibilidade de nutrientes levou C. gattii apresentar menor indice
de sobrevivéncia e proliferacdo intrafagossémica. Apesar de ndo encontrarmos
alteracbes fenotipicas em determinantes de viruléncia nessas células, Zrgl
impacta diretamente em um mecanismo classico utilizado por Cryptococcus para

garantir a infeccdo em seus hospedeiros.

E importante comentar, para fins de registro, que a sequéncia génica de
Zrgl no genoma de C. gattii possui um tamanho bastante robusto, cerca de 6000
pb, e a proteina predita codificada por esse gene tem uma massa molecular de
cercade 122 kDa. O tamanho dessas sequéncias dificultou algumas abordagens
genéticas utilizadas. N6s ndo conseguimos realizar a complementacao do gene
ZRG1 no genoma de C. gattii, tanto em locus de insercéo aleatoria quanto no
locus especifico. Realizamos a tentativa de superexpressao desse gene, com o
objetivo de obter maiores niveis da proteina Zrgl, que pudessem posteriormente
permitir a fusdo de Zrgl com uma tag. Também tentamos realizar a fusao da
proteina com a proteina fluorescente mCherry e a expressao recombinante de
Zrgl em E. coli, tanto da estrutura proteica total, quanto de trés diferentes
porcdes da proteina. Essas abordagens facilitariam a andlise e confirmacao de
possiveis proteinas interatoras presentes no proteoma de C. gattii, assim como
permitiriam identificar a localizacdo de Zrgl na célula, mas em nenhum dos

casos obtivemos sucesso.

A partir de todos esses achados, nos finalizamos esse trabalho sugerindo
que Zrgl é, potencialmente, um regulador ndo-candnico da autofagia em C.
gattii. Essa proteina tem um papel essencial no desenvolvimento da levedura em

ambientes adversos, como ambientes de baixa disponibilidade de zinco e
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nitrogénio e participa de forma robusta na regulacédo de processos metabdlicos
importantes para o desenvolvimento de C. gattii. Decidimos prosseguir com a
caracterizacao de Zrgl, com foco no seu envolvimento no processo de autofagia

em C. gattii.

O capitulo 2 dessa tese esta apresentado na forma de um Hypothesis e
traz algumas observacdes iniciais sobre o envolvimento de Zrgl na regulacéo da
autofagia. N6és geramos linhagens onde a proteina Atg8 foi fusionada com a
proteina verde fluorescente (GFP). Atg8 é processada na regido C-terminal pela
protease Atg4 para expor um residuo de glicina. A partir desse residuo, a
proteina € conjugada com o lipideo fosfatidiletanolamina (PE), formando o
complexo Atg8-PE, que se associada em ambas as faces da membrana do
autofagossomo durante o ciclo de formacdo dessa estrutura. Enquanto é
removido da membrana externa pela acdo de Atg4 durante o processo de
maturacdo, permanece associado a membrana interna do autofagossomo.
Dessa forma, Atg8 € entregue ao vacuolo com o corpo autofagico na etapa de
fusdo, sendo posteriormente degradado ao final do processo (Kawamata et al.,
2008; Delorme-Axford et al., 2015). Portanto, nGs marcamos Atg8 a partir da
fusdo no N-terminal com GFP no locus genémico de ATG8 em C. gattii, gerando
mutantes GFP-Atg8 nas linhagens R265 WT, zrg1#99, zrgl#219 e zip1A.

Inicialmente, optamos por realizar o monitoramento da autofagia por
microscopia de fluorescéncia. E importante destacar que a visualizacio dessa
fluorescéncia requer a entrega de quantidades robustas de GFP-Atg8 ao
vacuolo, pois o sinal de GFP é parcialmente extinto em ambientes acidos. Nés
avaliamos o fluxo autofagico em trés condi¢des: controle (meio YNB-Asn),
privacao de nitrogénio (meio YNB wo Asn) e privacdo de zinco (meio YNB-Asn
add TPEN), a fim de avaliar a influéncia da sinalizagdo imposta em ambientes
de baixa disponibilidade desses nutrientes essenciais na resposta autofagica das
células. Como comentado anteriormente, a privacdo de zinco gera respostas
autofagicas aberrantes em linhagens de S. cerevisiae mutantes para ATG2 e
ATG11, levando as células a apresentarem diminuicdo da sua viabilidade e
replicacdo (Kawamata et al., 2017). N6s encontramos maiores niveis de
fluorescéncia relacionada a GFP-Atg8 nos mutantes de Zrgl, em comparagao

com WT, ap6s 3 horas de cultivo na condi¢ao controle. Utilizamos a contagem
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de pontos de acumulo de fluorescéncia nas células para determinar a regulacéo
de ativagdo da via autofagica. E importante destacar que nds utilizamos
inibidores de proteases durante esses experimentos, para impedir a acdo de
parte das proteases vacuolares e permitir a visualizagdo do acumulo de

fluorescéncia.

De uma forma bastante inicial, esse resultado sugere que os mutantes de
Zrgl possuem uma regulacdo positiva da autofagia em condi¢coes de
disponibilidade de nutrientes. De fato, esse resultado condiz com as
observacfes obtidas durante a andlise dos dados de RNA-seq, onde nés
encontramos genes ATG, importantes para a regulacdo do inicio do processo
autofagico, positivamente regulados nessa condi¢do. No entanto, quando nos
avaliamos os niveis de fluorescéncia das células cultivadas na condi¢do de
privacdo de nitrogénio, curiosamente, encontramos a reducdo dos pontos de
acumulo de GFP nos mutantes de Zrgl, em comparacdo com seus pares na
condicdo controle. Isso sugere que, de alguma forma, a auséncia de Zrgl
interfere no ciclo autofagico quando as células sdo submetidas a condi¢cdes

adversas de desenvolvimento.

Como discutido anteriormente, a regulacdo da via autofagica € um
processo extremamente conservado em eucariotos, controlado majoritariamente
por proteinas Atg, hierarquicas dentro da via. Porém, estudos mostram a
presenca de interagdes entre proteinas Atg e proteinas acessorias para o fluxo
correto do processo autofagico. Em S. cerevisiae, analises em uma biblioteca de
mutantes de proteinas de ligacdo de DNA levou a identificacdo de moléculas que
atuam como reguladores positivos da transcricdo de genes ATG, assim como
foram identificadas duas proteinas que atuam como repressores da transcricao
de genes ATG na levedura (Bernard et al., 2015). Apesar da semelhanca da
maquinaria autofagica de S. cerevisiae em varios eucariotos, particularidades
nos mecanismos de autofagia entre as diferentes espécies refletem a existéncia

de genes adicionais relacionados a autofagia (Sun et al., 2013).

Sabemos que Zrgl, ndo necessariamente, atua como regulador
transcricional de genes ATG em C. gattii, visto que ndo identificamos dominios
de ligacdo ao DNA presentes na proteina. No entanto, acreditamos que a

proteina possa atuar na sinalizagdo de resposta ao estresse imposta pela
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privacdo de nutrientes, levando a célula a um desbalanco metabdlico e
incapacidade de responder com a adaptacdo de sua maquinaria em ambientes
adversos. De fato, algumas andlises de inducdo de estresse sequencial nos
mutantes de Zrgl, utilizando a inducdo de estresse por privagdo de zinco e
posteriormente um estresse de geracdo de espécies reativas de oxigénio,
mostraram uma dificuldade desses mutantes em manter sua viabilidade (dados
ndo mostrados). E interessante notar que zip71A GFP-Atg8 apresentou altos
niveis de fluorescéncia durante esse ensaio, tanto na condi¢do controle quanto
na condicdo de privacdo de nitrogénio, indicando que a deficiéncia no
metabolismo de zinco, possivelmente, levas essas células a apresentarem uma
regulacédo aberrante da autofagia. Os niveis de fluorescéncia para zip1A sédo na
verdade comparaveis aos niveis de fluorescéncia dos mutantes de Zrgl na
condicao controle, indicando uma relacdo entre Zrgl e o metabolismo de zinco,

como sugerido no inicio desse estudo.

De fato, nds ainda ndo podemos afirmar que os pontos de fluorescéncia
observados sao referentes a entrega de GFP-Atg8 associada aos corpos
autofagicos para o vacuolo. Ainda precisamos realizar uma analise mais

detalhada do ciclo autofagico nessas células.
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5. Conclusodes

O presente trabalhou demonstrou a funcdo de Zrgl na regulagdo do
desenvolvimento de C. gattii durante condicbes de privacdo de nutrientes,
através da andlise do transcriptoma de células mutantes para o gene ZRG1 e a
avaliacdo de sobrevivéncia e viabilidade da levedura. Nossos dados apontam as

seguintes conclusoes:

I.  Zrgl regula um conjunto robusto de genes em C. gattii que
participam de processos metabdlicos essenciais na célula da
levedura;

II.  Zrgl influencia a capacidade de desenvolvimento de C. gattii em
condi¢cBes de privacdo de nutrientes, como zinco e nitrogénio;

lll.  Aauséncia de Zrgl impacta na regulagédo da autofagia em C. gattii,
levando as células a apresentarem fenotipos autofagicos anormais
em condi¢des de inducao de autofagia,

IV. A deficiéncia de desenvolvimento apresentada pelas células
mutantes para Zrgl impacta diretamente na viruléncia de C. gattii

em modelos invertebrados de infeccéo.
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6. Perspectivas

e Visualizar o ciclo autofagico nas linhagens GFP-Atg8 utilizando
microscopia de fluorescéncia time-lapse;

e Quantificar os niveis de GFP-Atg8 e GFP livre por western blott,
para avaliar a entrega dos corpos autofagicos para o vacuolo das
linhagens;

e Microscopia de fluorescéncia utilizando um marcador de vacuolo a
fim de localizar os sinais de acimulo de GFP nas células;

e Avaliagcdo do fluxo autofdgico durante a interacdo patdégeno-
hospedeiro, utilizando linhagens de macréfagos murinos a fim de
visualizar diferencas na ativacao e manutencéo da autofagia nas

linhagens mutantes para Zrg1.
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