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RESUMO

A paracoccidioidomicose ¢ uma micose endémica de areas subtropicais da América
Latina, causada por fungos do género Paracoccidioides. A infec¢do ocorre pela inalagdo de
conidios ou fragmentos de micélio. Ao chegar nos pulmdes do hospedeiro, células fagociticas
combatem o micro-organismo por meio da fagocitose. Dentro do fagossomo, altera¢des no pH,
estresse oxidativo e limitagdo nutricional desafiam a sobrevivéncia do patogeno. Nesse
contexto, a imunidade nutricional ¢ um processo que priva o patégeno de fontes preferenciais
de nutrientes essenciais para a sintese de biomoléculas, como fontes de nitrogénio. Os fungos
patogénicos, como Paracoccidioides spp., possuem um mecanismo coordenado para captar
fontes nado preferenciais de nitrogénio, denominado Repressdo Catabdlica de Nitrogénio
(RCN). O fator de transcricdo GATA Ared comanda esse processo, regulando genes
responsaveis pela captacao e assimilagdo dessas fontes, garantindo o catabolismo do nitrogénio
disponivel no ambiente. O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto do silenciamento do
gene areA na assimilacdo de fontes de nitrogénio, crescimento, composi¢ao da parede celular e
tamanho das células de P. [lutzii, comparando cepas mutantes e selvagens cultivadas em
diferentes concentracdes de glutamina. Os genes gap e ared foram avaliados por RT-qPCR. A
curva de crescimento foi medida pela absorbancia nos pontos 0, 12, 24 ¢ 48 horas. A viabilidade
foi estimada utilizando iodeto de propidio, seguida de analise em microscopio de fluorescéncia.
Para avaliacdo da composi¢do da parede celular e tamanho celular, as células foram coradas
com branco de calcofluor e analisadas por microscopia de fluorescéncia. Os genes gap e areA
mostraram maior expressao na cepa mutante em glutamina. A anélise de CFW sugere diferenca
na composicao da parede celular entre as cepas em 10 mM de glutamina. Além disso, o mutante
apresentou maior tamanho celular nessa condi¢@o. Portanto, os resultados sugerem que a cepa
silenciada para o gene areA apresenta uma resposta biologica diferente do descrito na literatura
quando cultivada em 10 mM de glutamina. A anélise da expressao de novos alvos génicos € a
avaliacdo do perfil protedmico nas trés condi¢des abordadas podem ajudar a identificar fatores

importantes para a compreensao do papel do Ared em P. lutzii.

Palavras chaves: Paracoccidioidomicose; Metabolismo de Nitrogénio; Glutamina; AreA.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis is a mycosis endemic to subtropical areas of Latin America,
caused by fungi of the genus Paracoccidioides. Infection occurs via inhalation of conidia or
fragments of mycelium. In the lungs of the host, phagocytic cells engage in the process of
phagocytosis to combat the microorganism. Within the phagosome, alterations in pH, oxidative
stress, and nutritional limitation present challenges to the pathogen's survival. In this context,
nutritional immunity can be defined as a process that deprives the pathogen of preferred sources
of essential nutrients required for the synthesis of biomolecules, such as nitrogen sources.
Pathogenic fungi such as Paracoccidioides spp. have a coordinated mechanism for capturing
non-preferred sources of nitrogen, which is known as Nitrogen Catabolic Repression (NCR).
The transcription factor GATA AreA is responsible for regulating this process, ensuring the
catabolism of nitrogen available in the environment by controlling the genes responsible for the
uptake and assimilation of these sources. The objective of this study was to examine the
influence of are4 gene silencing on the assimilation of nitrogen sources, growth, cell wall
composition, and cell size of P. lutzii, with comparisons between mutant and wild-type strains
grown in varying concentrations of glutamine. The gap and ared genes were evaluated by RT-
gPCR. The growth curve was measured by absorbance at 0, 12, 24, and 48 hours. The viability
of the cells was estimated by propidium iodide, followed by a subsequent analysis under a
fluorescence microscope. To evaluate the composition of the cell wall and cell size, the cells
were stained with calcofluor white and examined under a fluorescence microscope. The gap
and areA genes exhibited elevated expression levels in the glutamine mutant strain. The CFW
analysis indicates a discrepancy in cell wall composition between the strains in the presence of
10 mM glutamine. Furthermore, the mutant exhibited increased cell size under these conditions.
Consequently, the results indicate that the strain in which the are4 gene has been silenced
displays a distinct biological response when grown in 10 mM glutamine, which differs from
that described in the literature. An analysis of the expression of new gene targets and an
evaluation of the proteomic profile in the therefore mentioned conditions may assist in

identifying crucial factors for understanding the role of Ared in P. lutzii.

Key- words: Paracoccidioidomycosis; Nitrogen Metabolism; Glutamine; AreA.
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1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenca causada por fungos do género
Paracoccidioides, endémica de areas subtropicais € que acomete os paises da América Latina.
Anteriormente, esses patdgenos eram classificados como espécies cripticas, reunidos em um
complexo com quatro subgrupos: S1, PS2, PS3 e PS4 (Matute et al., 2006). Em 2009, Texeira
et al. propuseram uma nova espécie para o género, nomeada P. Jutzii. Atualmente, sdo descritas
cinco espécies capazes de causar doenca em humanos: P. brasiliensis, P. restrepienses, P.
americana, P. venezuelensis e P. lutzii (Turissini et al., 2017). O género ainda conta com duas

espécies nao cultivaveis P. ceti e P. loboi, como revisado por Vilela et al. (2023).

Os fungos desse género sdo organismos termo-dimorficos, isto €, quando em vida livre,
a 25°C, possuem forma filamentosa, enquanto no hospedeiro, a 37°C, apresentam-se como
levedura (Brummer et al., 1993) (Fig. 1). O género Paracoccidioides é encontrado no solo, dgua
e plantas, onde vive de forma saprobiotica (Restrepo A., 1985; Brummer et al., 1993; Restrepo
et al., 2001). Em termos de classificagdo, pertencem a familia Ajellomicetaceae (Ascomiceta),
onde estdo inclusas outras espécies de relevancia clinica como Blastomyces spp. € Histoplasma
spp. (Texeira et al., 2014).

Figura 1. P. brasilienses em microscopia eletronica de varredura. A esquerda, a forma filamentosa do patégeno,
a direita a forma de levedura.

O Brasil é responsavel por 80% dos casos reportados de PCM (Restrepo, A., 1985), com
prevaléncia das espécies P. brasiliensis e P. lutzii (Texeira et al., 2014), sendo a tltima a mais
encontrada na regido Centro-Oeste (Arantes et al., 2016). A PCM incide principalmente sob a
populagdo de trabalhadores rurais, pois esses entram em contato com as estruturas infectantes
dos patogenos presentes no solo (Hahn et al. 2022). A infec¢do pode ser adquirida através da

inalac¢do de conidios ou fragmentos do micélio (McEwen et al., 1987).
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Apos o contato com o fungo, a doenga pode se manifestar nas formas aguda, subaguda
e cronica. As duas primeiras sdo caracterizadas por uma rapida disseminagao através do sistema
reticulo endotelial. Enquanto na forma crdnica, os sintomas levam de meses a anos para se
manifestarem. Ainda nesta forma, a doenga pode ter carater unifocal com acometimento apenas
do pulmao ou multifocal, com disseminagdo em outros 6rgaos e sistemas (Fig.2). Entre 74 e
96% dos casos de PCM sdo cronicos, com apenas 25% desses sendo unifocais (Borges-

Walmsley et al., 2002; Shikanai-Yasuda et al., 2017).

Figura 2. Manifestacido aguda e cronica da PCM. Em A e B lesodes caracteristicas da forma aguda da doenga, ¢
em C e D,manifestagdes da forma cronica.

A

Fonte: Adaptado de Shikanai-Yasuda et al. (2006).

Dessa forma, os sitios primarios de instalagdo do fungo sdo os pulmdes, onde este
transita para levedura sob influéncia da temperatura do corpo humano (San Blas et al., 1993).
O sucesso do micro-organismo como patdogeno exige mecanismos de evasao da resposta
imunologica do hospedeiro (Camacho et al, 2017). O primeiro mecanismo de defesa do
organismo ¢ a resposta inata, mediada por células natural killers (NK), macréfagos, monocitos
e neutrdfilos, que, através da ativagdo do sistema complemento e fagocitose, trabalham na
contenc¢do do fungo (Calvi et al., 2003; Soares et al., 2001; Pagliari et al., 2010). Uma vez no
interior dos fagbcitos, o micro-organismo ¢ mantido em um compartimento denominado
fagossomo, que eventualmente, através de uma maquinaria de fusdo, se torna o fagolisossomo
(Stein et al., 2012; Mao, Y. ¢ Finnemann, S. C., 2015; Jeschke, A. e Haas, A., 2016; Pauwels et

al., 2017). Nesse nicho, os patdégenos sao expostos a um pH dacido, proteases lisossomais,
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estresse oxidativo e nitrosativo e limitagdo nutricional (Appelberg R., 2006; Flannanga et al.,

2015).

J& na resposta adaptativa, macrofagos e células dendriticas fazem o processamento do
fungo e apresentam os antigenos fungicos para os linfocitos T. Uma vez ativadas, essas células
levam a um perfil de resposta Thl, caracterizado pela produ¢do de TNF-a e IFN-y. Como
resultado, os macrofagos sdo estimulados a produzir espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
com o objetivo de inibir o crescimento do patégeno ou mata-lo (Gauthier, G. e Klein, B., 2008).
Com o avango da resposta pode haver formagdo de um granuloma, uma estrutura nodular
composta de células epitelidides, células multinucleadas gigantes (agrega¢do de macrofagos) e
exsudato inflamatorio (Iabuki et al., 1979; de Camargo et al., 2000), sendo essa uma das
caracteristicas mais expressivas da PCM (Fig. 3).

Figura 3. Granuloma caracteristico de Paracoccidioidomicose. Seta amarela indicando granuloma com
presenca de fungo.

| o™ E S~ o

Fonte: Adaptado de Tkuta et al. (201 5.

O estilo de vida saprobiotico dos fungos fez com que esses organismos
desenvolvessem mecanismos altamente coordenados para se adaptar as mudangas € ao estresse
ambiental (Brock M., 2009). No solo, a convivéncia com amebas predadoras, aliada a
competicdo por nutrientes com outros micro-organismos, criou uma pressdao seletiva que
contribuiu com a evolugdo da viruléncia do patogeno (Albuquerque et al., 2019). Hospedeiros
como mamiferos dispdem de estratégias sofisticadas para limitar o acesso dos fungos a
nutrientes, entre essas, um processo intitulado imunidade nutricional (Hood, M. 1. e Skaar, E.

P, 2012). Para assegurar sua viabilidade, os micro-organismos despendem uma grande
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quantidade de energia, necessitando, portanto, de macro e micronutrientes para manutengao

metabolica (Sprenger et al., 2017).

Em termos de classifica¢do, os nutrientes sao divididos em macro e micronutrientes. O
primeiro grupo € composto por carbono e nitrogénio, enquanto os micronutrientes, sao
compostos por ions de metais (Ramachandra et al., 2014). O nitrogénio integra proteinas e
acidos nucleicos, sendo indispensavel ao metabolismo dos organismos (Carroll, S. B. e Salt, S.
D.,2004). As fontes de nitrogénio sdo classificadas como preferenciais (primarias), devido a sua
rapida metabolizagdo, como amonia, glutamina e glutamato (Marzluf, G. A., 1997), ¢ nao
preferenciais (secundarias) como prolina e ureia (Schure et al., 1999). O uso de uma molécula
como fonte de nitrogénio exige a sua conversdo em glutamato e glutamina, esses aminoacidos
servem como doadores de nitrogénio para outros compostos que exigem esse nutriente em sua

composicao (Cooper, T. G., 1982; Wiame et al., 1985; Magasanik, B., 1992).

O glutamato e a glutamina podem ser sintetizados na célula a partir do uso da amodnia
como doador do grupo amino. A enzima Glutamato Desidrogenase dependente de NADPH
(GDH-NADPH) transforma amdnia e a-cetoglutarato em glutamato (Nagasu et al.,1985). De
maneira similar, a produ¢do de glutamina exige que a enzima Glutamina Sintetase (GS) use
glutamato ou amonia como substrato (Mitchell, A. P. e Magasanik, B., 1983; Mitchell, A. P. e
Magasanik, B., 1984). A representacdo dessas reacdes pode ser observada na Fig. 4. Além disso,
esses aminoacidos podem ser assimilados diretamente pelo fungo, quando disponiveis no
ambiente (Magasanik, B., 1992) através das mesmas vias mencionadas anteriormente (Roon et
al., 1974; Cogoni et al.,1995). As fontes ndo preferenciais como prolina e ureia também sao

convertidas a glutamato e amonia, respectivamente (Cooper, T. G., 1982).

Figura 4. Via de interconversio de a-cetoglutarato, glutamato, glutamina e amonia. As setas indicam a
dire¢do das reagdes. 1) a-cetoglutarato é convertido em glutamato através da enzima Glutamato Desidrogenase
dependente de NADPH (GDH-NADPH), que utiliza aménia no processo. 2) Glutamato ¢ degradado em o-
cetoglutarato e amonia através da Glutamina Desidrogenase dependente de NAD (GDH-NAD). 3) Glutamato pode
ser convertido em glutamina através da Glutamina Sintetase (GS), com a incorporagdo de amoénia e o gasto de
ATP. 4; 5) Glutamina e a-cetoglutarato sdo convertidos em glutamato pela ag¢do da enzima Glutamato Sintetase
(GOGAT).
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Fonte: Adaptado de ter Schure et al. (2000).

No tocante ao metabolismo de nitrogénio, os fungos patogénicos possuem uma
maquinaria sensivel para o reconhecimento e distingao de fontes de nitrogénio, bem como, para
sua assimilagdo (Broach, J., 2012). A Repressao Catabolica de Nitrogénio (RCN) foi descrita
pela primeira vez por Hynes, M. J. (1970) em Aspergillus nidulans. Atualmente, ¢ bem
estabelecida em diferentes modelos como Saccharomyces cerevisiae (Cooper, T. G. e Sumrada,
R. A; 1983), Candida albicans (Limjindaporn et al., 2003), Neurospora crassa (Fu, Y. F. e
Marzluf, G. A; 1986), Crypotococcus neoformans (Lee et al.,, 2011). No género
Paracoccidioides spp, a RCN tem sido foco de investigagdes do nosso grupo de pesquisa

através dos trabalhos conduzidos por Cruz-Leite (2020) e Silva et al. (2022).

Como revisado por Ries et al. (2017), a RCN ¢ um mecanismo pelo qual o fungo
assimila fontes de nitrogénio ndo preferenciais disponiveis no ambiente. Através de uma fina
cascata de sinalizagdo, fatores de transcri¢do e enzimas necessarias a captacao dessas fontes
podem ser codificados. A regulacao desse processo ¢ feita por fatores de transcricdo da familia
GATA (Arst and Cove, 1973; Kudla et al., 1990), que através de um dominio dedo de zinco
reconhecem a sequéncia consenso HGATAR contida na regido promotora de genes RCN-
sensiveis (Kudla et al., 1990; Ravagnani et al., 1997). Em S. cerevisiae sdo descritos dois
reguladores positivos GIn3 e Gatl (Hofman-Bang J., 1999), em N. crassa, Nit-2 (Fu et al.,
1987), em C. albicans, Gatl (Limjindaporn et al., 2003) em A. nidulans e Paracoccidioides
spp., AreA (Kudla et al., 1990; Cruz-leite et al., 2020).



17

Por sua vez, os fatores Ared de A. nidulans e Nit-2 de N. crassa sdo encontrados em
niveis basais na célula, quando em suficiéncia de nitrogénio (Platt et al., 1996; Feng et al.,
1998). O AreA ¢ sujeito a autorregulagao. Durante a RCN, o mRNA are4 tem a estabilidade
aumentada, o que leva a sua tradugdo. O fator de transcrigdo ¢ transportado ao nucleo pela
exportina nuclear CrmA, onde promove a transcricdo do gene areA, contribuindo assim com
elevagdo dos seus niveis. Paralelamente, esse fator de transcricdo também promove a
transcricao de outros genes RCN-sensiveis (Todd et al. 2005). Através de analises in silico,
Cruz-Leite et al. (2020) demonstraram que o género Paracoccidioides apresenta 22 proteinas
relacionadas 8 RCN homologas a organismos onde esse mecanismo ¢ bem descrito, entre elas
Ared (PAAG 04476) e Gap (PAAG 09034). A Permease Geral de Aminoacidos (Gapl)
transporta aminoacidos ndo preferenciais (Ter Schure et al., 2000). Em S. cerevisiae essa
proteina ¢ regulada por G/n3 e Gatl, sua expressdo e acimulo na membrana plasmadtica ocorre
quando o fungo estd sob condicdo de RCN, conforme revisado por Kriel et al. (2011). A
avaliagdo da expressdo do gene Gap também foi demonstrada por Cruz-Leite et al. (2020) como
marcador de RCN em P. [lutzii, sugerindo um periodo de regulagdo de 48 horas. Nesse mesmo
estudo, os autores ainda propuseram um modelo de RCN para P. lutzii, baseado em suas analises
in silico (Fig. 5).

Figura 5. Repressdo Catabolica de Nitrogénio em P. lutzii. 1) Na condi¢do de RCN, o mRNA AreA passa a ser
mais estavel, o que leva a sua traducéo no citoplasma. Apos esse processo, a exportina CrmA transporta o fator de
transcricdo AreA para dentro do nucleo, onde esse estimula a expressdo de genes RCN-sensiveis. 2) A proteina
Gap ¢ responsavel por internalizar os aminoacidos néo preferenciais disponiveis no ambiente. 3) Paralelamente, o
transporte de prolina ocorre pela proteina Put4 (Permease Prolina- especifica). 4) Uma vez internalizados, os
aminoacidos sdo convertidos em glutamato, glutamina e amonia para serem utilizados pela célula. 5) A enzima

Sap esta relacionada com a utilizagdo de proteina, enquanto 6) y -glutamil transpeptidase (y-gt) com a utilizagdo
de glutationa.

® Gluamet
=
GbH2

Utilizagéo de

¥
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Utilizagéo de Sap )
proteina L

Fonte: Adaptado de Cruz-Leite (2020).
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No contexto de fungos termo-dimoérficos, Mendes-Giannini et al. (2008) definiram
fatores de viruléncia como produtos de genes que tem efeito na sobrevivéncia e crescimento do
patogeno no hospedeiro. Nessa linha, a parede celular desses organismos tem sido relatada
como um desses fatores, o que ja foi descrito por San-Blas et al. (1977), Marion et al. (2006) e
Camacho et al. (2012). A parede celular de fungos do género Paracoccidioides ¢ composta por
proteinas, lipideos (Santos et al., 2020) e polissacarideos, principalmente quitina (N-
acetilglicosamina) e glicanos (Arantes et al., 2015). O percentual desses componentes varia de
acordo com a morfologia que o fungo assume. Quando levedura, a parede celular ¢ composta
majoritariamente por carboidratos. Em contrapartida, na forma de micélio possui apenas 51%
de polissacarideos em sua composi¢do (Puccia et al., 2016). Essa estrutura contribui com a
adaptacdo do patdégeno ao estresse ambiental, desempenhando um papel importante na
interacao com o hospedeiro (Hopke et al., 2018). Em H. capsulatum foi demonstrado que o
fungo tem a capacidade de mascarar o - (1,3) - glicano, contetido imunogénico, através da
expressao de a- (1,3) - glicano (Rappleye et al., 2007), o mesmo foi observado por Felipe et al.
(2005) em Paracoccidioides spp. Além disso, os fatores de transcrigdo GATA e a RCN também
tem sido alvo de estudos de viruléncia (Hensel et al., 1998; Langdon et al., 1995; Limjindaporn
et al., 2003; Kmetzsch et al., 2011) no género Paracoccidioides, contudo, essas relacdes ainda
nao sao bem descritas. Dado o papel bem estabelecido dos fatores GATA na RCN em outros
organismos modelo, ¢ plausivel inferir que o fator 4red em P. [utzii desempenhe um papel
importante na assimilacdo de fontes de nitrogénio. Consequentemente, essa relagdo pode

impactar significativamente a compreensao da biologia e da viruléncia deste patogeno.
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2 JUSTIFICATIVA

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenga endémica de areas subtropicais da
América Latina com alta prevaléncia na Colombia, Venezuela, Argentina e Brasil, onde este
responsavel por 80% dos casos reportados, segundo revisado por Texeira et al. (2014).
Contrariando a emergéncia denunciada pelos dados epidemioldgicos da América Latina, o
género Paracoccidioides foi categorizado como média prioridade na Lista de Prioridade de
Patogenos Fungicos da Organizacdo Mundial de Satde de 2022. Pensando no contexto
brasileiro, a PCM ¢ classificada como doenga de notificagdo compulsoria apenas em alguns
estados, visto que no pais, as micoses sist€émicas ndo compdem a lista nacional de doengas e

agravos de notificagdo compulsodria (Millington et al., 2018).

Acodes eficazes de enfrentamento a8 PCM devem ser respaldadas na compreensdo da
biologia do patdgeno e dos seus mecanismos de patogenicidade. Em C. albicans, foi observado
que mutantes com dele¢c@o do fator GATA Gatl apresentaram viruléncia atenuada em modelos
murinos de candidiase disseminada (Limjindaporn et al., 2003). Similarmente, a delecdo de
ared em A. fumigatus também levou a uma infec¢ao atenuada em modelo in vitro de aspergilose
pulmonar (Hensel et al.,1998), enquanto em C. neoformans, a delecao de gatl ndo afetou a
viruléncia em um modelo murino de criptococose pulmonar. Contudo, a delecdo desse fator
levou o fungo a incapacidade de crescer em algumas fontes ndo preferenciais (Kmetzsch et al.,
2011), o que também foi observado por Langdon et al. (1995) com a dele¢dao de ared em A.

fumigatus.

A homologia proposta por Cruz-Leite et al. (2020), através de analises in silico, entre os
fatores Ared de A. nidulans e P. lutzii aponta para a similaridade ndo sé estrutural que esses
fatores podem ter, mas também funcional. A RCN, assim como o papel desse fator GATA, ainda
ndo € bem estabelecida em Paracoccidioides spp., porém, tém sido alvo de investigagdo por
autores como Silva et al. (2022) e Cruz-Leite (2023). Estudos em cepa de P. [utzii silenciada
com tecnologia anti-sentido para o gene are4 devem contribuir com a melhor elucidacdo desse

mecanismo no género € uma compreensao mais clara da biologia e viruléncia deste patdgeno.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Investigar o impacto do silenciamento do gene are4 na assimilacdo de fontes de
nitrogénio e biologia de P. [utzii, comparando cepas mutante e selvagem cultivadas em

diferentes concentragdes de glutamina.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar expressao dos alvos génicos selecionados na cepa mutante e selvagem, quando
cultivados em fonte preferencial (glutamina) e ndo preferencial (prolina);

e Comparar o crescimento das cepas em meio minimo suplementado com 10 mM e 60
mM de glutamina, seguida de andlise de viabilidade celular;

e Estimar composi¢ao de parede celular das cepas de P, [utzii cultivadas em 10 mM e 60
mM de glutamina;

e Analisar tamanho das células do selvagem e mutante em glutamina a 10 mM e 60 mM;
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4 METODOLOGIA
4.1 Manutenc¢ao das cepas mutante e selvagem

A cepa mutante de P. lutzii As-AreA foi mantida em meio Brain Heart Infusion (BHI)
solido (Kasvi) 1,1% (m/v) de glicose com Higromicina B 75 pg/ml (Sigma Aldrich), para
manutengdo da pressdo de selegdo, enquanto a selvagem, foi cultivada em BHI s6lido (Kasvi)
2% (m/v) de glicose (Sigma Aldrich). Ambas as colonias foram mantidas a temperatura de 37°C

ao abrigo da luz.
4.2 Analise de expressdo génica

As cepas foram cultivadas em BHI caldo (Kasvi) 4% (m/v) de glicose (Sigma Aldrich)
por 48 horas a 37 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida, foram transferidas para o YNB
(Sigma Aldrich) 2% (m/v) de glicose (Sigma Aldrich) suplementado diferencialmente com 10
mM (m/v) de prolina (Sigma Aldrich) e 10 mM (m/v) de glutamina (Sigma Aldrich). A partir
desses cultivos, extraiu-se RNA total pela metodologia de tiocianato de guanidina (7RI Reagent,
Sigma Aldrich). A transcricdo reversa foi realizada com o kit M-MLV reverse transcriptase
(Sigma Aldrich). Em seguida, o cDNA foi quantificado utilizando o kit SYBER Green PCR
master mix (Thermo Fisher) em um termociclador QuantStudio 5’ (Applied Biosystems). Para
a qPCR, cada amostra foi utilizada em triplicata. Os genes analisados foram Gapl
(PAAG_09034) e AreA (PAAG_04476). Os dados foram normalizados usando o gene tubulina

(PAAG_03532) como controle endogeno, e sdo apresentados como expressao relativa.
4.3 Curva de crescimento e viabilidade

As cepas foram cultivadas por 48 horas em BHI caldo (Kasvi) suplementado com 4%
(m/v) de glicose (Sigma Aldrich), a 37 °C sob agitacdo de 150 RPM. Em seguida, foram
transferidas ao meio minimo Yeast Nitrogen Base (YNB) (Sigma Aldrich) 2% (m/v) de glicose
(Sigma Aldrich), suplementado diferencialmente com 10 mM (m/v) e 60 mM (m/v) de
Glutamina (Sigma Aldrich) a 37 °C, sob agitacao de 150 RPM. Em cada condicdo, as cepas
foram cultivadas em triplicata. A curva de crescimento em BHI também foi feita nas condigdes
de indculo mencionadas no inicio. A densidade Otica do meio foi mensurada através de
espectrofotometria (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech), em um comprimento de onda de 600
nm, nos tempos de 0, 12, 24 e 48 horas. Em 48 horas, a analise de viabilidade das células foi
feita utilizando 1 pg/ml (m/v) de lodeto de Propidio (Sigma Aldrich), com posterior

visualizagao em microscopio de fluorescéncia (Axiocam MRc-Scope Al, Carl Zeiss).
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4.4 Analise de composicao de parede celular e tamanho celular

A andlise foi realizada através do método de Branco de Calcofluor (CFW) (Sigma
Aldrich). As células dos in6culos em BHI e YNB 10 mM e 60 mM foram fixadas com metanol
100% (Sigma Aldrich) a -80 °C durante 40 minutos, seguidos de 20 minutos a -20 °C. Apos
isso, as células foram lavadas com PBS e levadas a incubacdo com 100 pg/ml (m/v) de CFW
por 30 minutos. Em seguida, foram lavadas novamente com PBS e levadas ao microscopio de
fluorescéncia (Axiocam MRc-Scope Al, Carl Zeiss). A analise das imagens geradas foi
efetuada pelo software FIJI (Schindelin et al., 2012) através de quantificagdo de intensidade de

pixels da area correspondente a cada célula.
4.5 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism8
v.8.0.1. Os dados foram previamente submetidos ao teste Shapiro-Wilk com o objetivo de
avaliar a sua normalidade. Para a curva de crescimento, a Correlagdo de Pearson foi empregada
com um intervalo de confianga de 95%. Os dados da analise de composi¢cdo de parede e
tamanho celular foram submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Todos os testes

foram considerados significativos para p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise de Expressao Génica Relativa de AreA e Gapl

O gene Gapl codifica uma enzima que transporta aminodcidos para a célula fungica
(Ter Schure et al., 2000). Em S. cerevisiae, a analise desse gene tem sido utilizada como um
marcador de RCN, visto que, o aumento de sua expressao esta relacionado com a presenca de
fontes secundarias no ambiente, conforme revisado por Kriel et al. (2011). Sob condi¢do de
RCN, Gapl ¢ altamente expresso, acumulando-se na membrana celular, criando um sistema
eficiente e de alta afinidade para a captagdo de aminoacidos (Jauniaux, J. C. e Grenson, M.,
1990). Em contrapartida, na presenga de fontes primarias, a expressao desse gene € reprimida
(Jauniaux, J. C. e Grenson, M., 1990; Stanbrough, M. e Magasanik, B., 1996). De acordo com
Cruz-Leite et al. (2020), Gapl pode também ser utilizado como marcador de RCN em
Paracoccidioides spp. Os autores observaram que, apos 48 horas, a expressao do gene Gapl
variou entre fonte preferencial (glutamina) e ndo preferencial (prolina), sendo mais expressiva
nessa condi¢cdo. Contudo, nas analises do presente trabalho esse gene demonstrou ser mais

expresso em glutamina, tanto na cepa selvagem quanto mutante (Fig. 6).

O transporte de glutamina em S. cerevisiae € realizado por duas proteinas, Gnpl e Agpl,
expressas tanto em fontes primarias como secundarias de nitrogénio (Zhu et al., 1996; Schreve
etal.,1998). A presenca desse aminoacido no meio intracelular € sinalizada pela proteina Ure2p,
que impede que GIn3 ative a expressao de genes essenciais a captacdo de fontes nao
preferenciais (Courchesne, W. E. e Magasanik, B.,1983). Georis et al. (2022) propdem que essa
repressdo ¢ ocasionada pela atividade da permease Agpl, uma vez que, o influxo de H" gerado
pelo transporte acoplado de glutamina deve levar a ativagao de TORC1 (Saliba et al., 2018).
Nessas mesmas condi¢des, essa proteina interage diretamente com a quinase Nprl, responsavel
por regular negativamente a endocitose na célula. Esse processo leva a ubiquitina¢do de Gap!,
na membrana celular, seguida de internalizag¢do e degradagdo dessa enzima (Merhi et al., 2012;
Ghaddar et al., 2014). Uma analise de predi¢cdo génica em A. nidulans mostrou que esse
organismo possui 19 genes para transportadores dessa familia de permeases (Apostolaki et al.,
2012), sendo o transportador de aminoacidos, AgtA, e de prolina, PrnB, bem caracterizados
(Sophianopoulou, V. e Scazzocchio, C., 1989; Tazebay et al., 1995; Tavoularis et al., 2003;
Apostolaki et al., 2009; Vangelatos et al., 2009). Baseado na literatura, o caminho sugerido para
compreender a expressao atipica do gene Gap em glutamina observada no presente trabalho, ¢

o transporte desse aminoacido, bem como, a sua cascata de sinaliza¢do, o que ainda ndo ¢ bem
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esclarecido em P [utzii. Uma andlise refinada de novos alvos génicos pode ajudar na

compreensdo dessas vias.

Figura 6. Analise de Expressio Génica. Os genes analisados na condi¢@o de prolina estdo representados em
cinza, enquanto na cor preta, glutamina. E possivel visualizar a expressdo dos genes gap e areA, nas respectivas
condigdes analisadas. A esquerda, a expressdo do selvagem e ao lado direito a expressdo do mutante.

Nivel de expressao génica

Selvagem As-AreA

mm Prolina

mm Glutamina

Fold Change ( AA Ct)
[\ %]
1

GAP AREA GAP AREA

Genes

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

A respeito, do gene areA, a expressao foi maior no selvagem em meio suplementado
com prolina. Curiosamente, na cepa mutante As-AreA, o maior nivel de expressao foi registrado
em glutamina (Fig. 6). O gene ared de A. nidulans ¢ expresso na célula em niveis basais (Platt
et al., 1996; Feng et al., 1998), o aumento de sua expressao ¢ consequéncia da disponibilidade
de fontes secundarias no ambiente (Todd et al., 2005). Além da via TOR, a glutamina sintetase
(GS) também ¢ descrita como importante para sinalizagdo de nitrogénio na célula. Alteracdes
de cunho genético ou quimico nessa enzima foram responsaveis por de- reprimir genes de RCN
em N. crassa e S. cerevisiae, quando cultivados em amonia e glutamato (Calderon et al., 1990;
Crespo et al., 2002). Em F. fujikuroi a delecdo de ared levou a diminui¢ao dos niveis de GS.
J& em uma cepa com delecdo de gin/ (gene que codifica GS), ared foi altamente regulado
positivamente, quando em glutamato e amonia. Contudo, a glutamina demonstrou ser detectada
por um mecanismo desconhecido independente dessa proteina, o que levou a regulacdo negativa

de areA (Wagner et al., 2013). Na corrente sanguinea, a glutamina ¢ encontrada em uma
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concentragdo de 0.5 a 0.7 mM (D’ Souza, R. e Tuck, J. P.; 2004). Em scus trabalhos com A.
nidulans, Hynes, M. J. (1975) determinou que fontes de nitrogénio a 10 mM sdo a concentragao
ideal para os trabalhos de metabolismo. Atualmente, a maioria dos estudos como visto em
Coffman et al. (1995) mantém essa concentracdo minima estabelecida. Contudo, em F. fujikuroi
Wagner et al. (2013) e Pfannmiiller et al. (2016) trabalharam com 6 mM desse aminodcido como
limite minimo e estabeleceram 60 mM como condi¢do de suficiéncia. Dito isso, muitos aspectos
do metabolismo de nitrogénio no género Paraccocidioides ainda estdo sob constante estudo.
Para investigar a expressao atipica de are4 em cepa mutante de P. lutzii, o crescimento do fungo,

a parede e o tamanho celular foram avaliados em concentracdes distintas de glutamina.
5.2 Curva de crescimento e viabilidade

Em meio BHI, empregado como controle, as cepas seguiram o mesmo padrdo de
crescimento. Os dados foram considerados estatisticamente relevantes, isto €, ambas as curvas
possuem uma correlagdo significativa entre eixo X (horas) e Y (Densidade Otica). O valor de
R? préximo a 1 indica que os dados se ajustam bem ao modelo de regressdo adotado. No tocante
a glutamina 4 10 mM, o R? de ambas as cepas ficou proximo ao valor de 1, contudo o
crescimento do selvagem foi o tnico com relevancia estatistica. Contrariamente, em 60 mM,
apenas a curva do mutante foi estatisticamente relevante. O valor de R? do selvagem proximo a
0, sugere que os dados ndo podem ser explicados pela analise adotada. Em relagdo a viabilidade,
nas trés condi¢des experimentais, selvagem e mutante apresentaram mais de 50% das células
vivas (Fig. 7).

Figura 7. Curvas de crescimento e viabilidade. A distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste Shapiro-Wilk,
que demonstrou que os dados apresentam distribui¢@o gaussiana. Para a analise estatistica, a Correlagdo de Pearson
foi empregada, com um intervalo de confianca de 95%. A) As cepas demonstraram ser estatisticamente relevantes,
e apresentaram o mesmo padrdo de crescimento. B) O crescimento do selvagem variou em relagdo ao tempo (eixo
X), ja o mutante, ndo apresentou relevancia estatistica. C) O oposto foi observado na curva de glutamina 60 mM,

a cepa mutante foi a Uinica estatisticamente relevante. Em D) ¢é possivel analisar a viabilidade das cepas feita no
ponto de 48 horas.



26

-~ Selvagem
-#- AS-AreA

Glutamina 60 mM

A) BHI B) Glutamina 10 mM

10 et R 007 0.6 soivagem R%052 0257 govagem RZ0.37
vagem R’ 0.
0.8 As-AreA R%:096

o

As-AreA R%0.99

As-AreA R%:0.62

0.4

0.2

D.O (600 nm)
D.O (600 nm)
D.O (600 nm)

D) Viabilidade
BHI Glut 10 mM

63% vivas 72% vivas

Selvagem

57% vivas 74% vivas 92% vivas

As-AreA

Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Em C. albicans, a perda de funcdo de gatl levou ao crescimento normal do fungo em
fontes preferenciais, incluindo glutamina (Limijindaporn et al., 2003). Em consonancia,
observou-se 0 mesmo em mutantes de A. nidulans e N. crassa, a auséncia desses fatores GATA
impactaram o comportamento dos fungos apenas em fontes secundarias (Langdon et al., 1995;
Facklam, T. J. e Marzluf, G. A, 1978). Um estudo realizado com cepa de C. neoformans com
delecao de gat! também demonstrou que o fungo estava apto a utilizar uma gama de fontes
preferenciais (Lee et al., 2011), o que ja ¢ bem estabelecido para o organismo S. cerevisiae
cultivado em glutamina (Cooper, T. G. & Sumrada, R. A; 1983). Nao foi possivel atribuir
qualquer diferenca estatistica observada nas curvas de crescimento do presente trabalho (Fig.
7) a concentracao variavel de glutamina no meio. Para além disso, os dados ndo permitem tracar
um padrdo de comportamento das cepas estudadas. A realizagdo de qualquer conclusdo
biologica exige que novos experimentos sejam realizados sob mais condigdes de cultivo que

permitam explorar melhor esses dados.

5.3 Composicao de parede celular e tamanho
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O Branco de Calcoflior (CFW) estabelece pontes de hidrogénio orientadas com a
estrutura das microfibrilas de quitina, dessa forma, o fluor6foro consegue indicar
topologicamente a presenga desse polissacarideo (Herth, W. e Schnepf, E., 1980; Herth, W.,
1980). Como resultado, em meio rico (controle), a quantificacdo de pixels da area
correspondente a cada célula demonstrou ser distinta entre as duas cepas, sendo mais expressiva
em As-AreA. A andlise estatistica empregada confirmou que os dados sdo estatisticamente
significativos. Foi possivel observar o mesmo em glutamina 10 mM, onde a diferenca entre
selvagem e mutante foi ainda mais expressiva. Na condi¢do de 60 mM, a mediana entre os dois
grupos comparados apresentou valores muito proximos, além disso, ndo foi detectada diferenca
significativa entre as cepas (Fig. 8). A quitina ¢ um polimero composto por cadeias de f-(1,4)
N-acetil- D- glicosamina e integra a parede celular de fungos e o esqueleto de artropodes,
conferindo rigidez e integridade estrutural (Cohen, E.,1993; Pillai et al.,2009; Cohen, E., 2010).
O contetido desse polissacarideo na parede celular do fungo varia de acordo com a morfologia
do organismo, quando levedura, ele representa mais da metade do peso seco da célula de P.
brasiliensis (Nifio-Vega et al., 2000). A B-1,3- glicana ¢ outra classe de polissacarideos
abundante nessa estrutura fungica (Arantes et al., 2015), a sua substitui¢do por a- 1,3- glicana
¢ relacionada com a redugdo de viruléncia em Paracoccidioides spp. (San-Blas et al., 1977),
em H. capsulatum isso ja foi registrado por Rappleye et al. (2007). Em C. albicans, uma cepa
mutante com deficiéncia em quitina também apresentou viruléncia atenuada (Bulawa et al.,
1995). E um fato que a mudanca na composi¢io e arranjo espacial da parede celular pode
assegurar a sobrevivéncia do patdégeno no hospedeiro (Puccia et al., 2016). Um estudo feito
por Cruz-Leite et al. (2023) demonstrou que P. /utzii sob condi¢do de RCN (prolina) apresentava
mais conteudo de quitina na parede celular, quando comparado com o cultivo a 10 mM de
glutamina. Entretanto, nas andlises do presente trabalho, sob essa Ultima condigdo, a cepa As-
AreA indicou maior conteudo desse carboidrato. O remodelamento de parede j4 demonstrou ser
um processo que ocorre em resposta as condi¢cdes ambientais, € permite a adaptagdao do fungo
as mesmas (Brown et al., 2014). A diferenca observada em meio rico entre mutante e selvagem
traz novas indagacdes, uma vez que, o silenciamento do gene areA, de acordo com a literatura,
traz alteragdes biologicas quando o fungo estd exposto a fontes ndo preferenciais (Langdon et
al., 1995; Lee et al., 2011). Contudo, a cepa mutante utilizada nesse estudo ainda nao foi
propriamente caracterizada. Quanto a analise em glutamina 10 mM, os resultados apresentados
até agora sdo suficientes apenas para sugerir novas analises que tenham enfoque em explorar a
relacdo entre glutamina e o fator de transcricdo GATA AreA de P. lutzii nessa concentracdo. Em

glutamina 60 mM, os dados mostram que as cepas apresentam a mesma quantidade de quitina
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em sua parede, o que pode sugerir que ambos estdo processando essa condi¢ao nutricional da

mesma maneira.

Figura 9. Analise de composicio celular. Os dados foram plotados no GraphPad Prism 8.0.1. A distribui¢ao dos
dados analisada pelo teste Shapiro-Wilk revelou que esses ndo possuem distribuigdo normal, por isso foram
submetidos ao teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Para o n de cada grupo foram inseridas 100 amostras. O valor
de p adotado para analise foi p < 0.05. No grafico A), os grupos apresentaram valores de mediana distintos, o
valor de p = 0.0001 (***) indicou diferenca estatistica. Em B), a mediana do selvagem ficou em torno de 83.58, o
mutante apresentou um valor de 118.9. O valor de p < 0.0001 (***). Em C) as medianas dos grupos ficaram muito
proximas numericamente, o valor de p = 0.8592 demonstrou que as cepas ndo apresentam diferenca significativa.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

Na andlise de tamanho celular, foi possivel observar em BHI que selvagem e mutante
apresentaram diferenca significativa de valores, o que indica que as cepas possuem tamanho
distintos, sendo As-AreA menor. Também foi possivel verificar o mesmo padrao em glutamina
60 mM. Contrariamente, na concentragdo a 10 mM, o mutante demonstrou ser maior que o
selvagem (Fig. 9). Os fungos possuem uma organela denominada vactolo, que ¢ responséavel
por manter a homeostase, reciclar e degradar componentes celulares, transportar nutrientes,
guardar metabdlitos e regular o crescimento (Klionsky et al., 1990; Li, S. C. e Kane, P. M. 2009;
Veses et al., 2008; Weber, R. W. S.,2002). Essa estrutura ja demonstrou ser importante para a
viabilidade celular, a quantidade em que sdo encontrados na célula, bem como, o seu tamanho
sa0 uma resposta a estimulos externos e internos (Banta et al., 1998; Cakar et al., 2000). Em
determinados cendrios essas organelas podem se fundir, levando a formacgao de vesiculas que

ocupam uma fracdo grande do volume da célula (Richards et al., 2010). A limitacao nutricional
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¢ um dos fatores que pode levar a ocorréncia desse fenomeno (Aufschnaiter, A. e Buttner, S.,
2019). Retomando o que foi dito acima, o mutante utilizado nesse trabalho ainda esta sob
processo de caracterizagdo. A diferenca de tamanho entre As-AreA e selvagem, em BHI, sugere
que o silenciamento de areA seja o motivo, ja que, essa ¢ a diferenca a nivel gendmico existente
entre a cepas. O processo de constru¢do de um organismo mutante pode levar o fungo a
expressar caracteristicas morfologicas distintas do que ¢ padronizado para o selvagem
(Heilmann et al., 2013). Em glutamina 60 mM, o mesmo padrao observado reforca a ideia de
que, de fato, a célula do mutante seja menor. Contudo, em glutamina 10 mM, As-AreA mostrou-
se maior que o selvagem. Os achados na avaliacdo do gene ared e andlise de composi¢ao de
parede corroboram a hipotese de que glutamina 10 mM ndo seja a concentragdo adequada para
que uma condicao de suficiéncia seja mimetizada. Adicionalmente, considerando que o fungo
esta submetido a estresse nutricional, o aumento interno de vactolos, aliado ao remodelamento

de parede seriam um caminho para compreensao desse dado.

Figura 10. Tamanho celular. A distribuicdo anormal dos dados indicada pelo teste Shapiro-Wilk, levou os grupos
a serem comparados através do teste Mann-Whitney. O n amostral de cada grupo foi composto por 100 amostras.
O valor de p adotado para analise foi p <0.05. No grafico A), a mediana de cada grupo foi distinta numericamente,
o valor de p = 0.0082 (**) indicou diferenga estatistica. Em B), o valor de p foi menor que 0.0001 (¥***), ¢
novamente a mediana de cada grupo permaneceu discrepante. Em C) o padrdo de mediana com valores diferentes
se manteve, o valor de p = 0.0043 (**). O mutante e o selvagem foram estatisticamente diferentes nas trés
condigdes experimentais empregadas.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho sugerem que a cepa mutante de P. [utzii silenciada
com tecnologia anti-sentido para o gene ared, quando cultivada em 10 mM de glutamina,
apresenta uma resposta bioldgica diferente do que esta descrito na literatura para outros fungos.
E importante ressaltar que os estudos de metabolismo de nitrogénio no género Paracoccidioides
sao pequenos quando comparados ao volume de material que se tem para organismos como S.
cerevisiae. Os dados aqui apresentados ainda sdo iniciais para descrever o mecanismo de uma
resposta, contudo, orientam o caminho que deve ser tracado para novas investigagdes. A analise
da expressao de novos alvos génicos, bem como, a avaliacdo do perfil protedmico nas trés
condi¢des aqui abordadas podem ajudar na identificagdo de fatores que sdo importantes para a

melhor compreensdo do papel que o AredA desempenha em P. lutzii.
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