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RESUMO

O fungo filamentoso e saprofitico Aspergillus fumigatus é o principal agente
causador da aspergilose pulmonar invasiva (API) em individuos
imunocomprometidos. Um dos seus mais importantes determinantes de
viruléncia é a termotolerancia. Diante do estresse por alta temperatura, os fungos
oportunistas patogénicos implantam um mecanismo adaptativo conhecido como
resposta ao choque térmico controlado por fatores de transcricdo de choque
térmico (HSFs), como Hsfl. Em eucariotos, os HSFs regulam a expressdo de
proteinas de choque térmico, como a chaperona Hsp90, que fazem parte do
programa celular de adaptacdo ao calor. Recentemente, foi observado que a
perturbacdo na integridade da parede celular (CWI) de A. fumigatus causa
também suscetibilidade a temperaturas elevadas. Além disso, sabe-se que em
resposta ao choque de temperatura, os fungos adaptam a composicéo e fluidez
de suas membranas celulares em busca de homeostase. Neste trabalho, o gene
hsfAHSFL de A. fumigatus foi estudado, por meio da construcdo de um mutante
condicional. hsfA se mostrou essencial para a viabilidade, viruléncia,
termotolerancia e CWI de A. fumigatus. O choque de temperatura e o estresse
de parede celular modificaram a ultraestrutura da parede celular e
desencadearam a expressao coordenada de HsfA e Hsp90, a qual se mostrou
regulada pelos componentes da via CWI PkcA e MpkA. Andlises de RNA-Seq
confirmaram que HsfA regula a expressao de genes relacionados a resposta ao
choque térmico, a biossintese e remodelamento da parede celular e a
homeostase lipidica. Ademais, HsfA apresentou funcdo na sintese de
esfingolipidios e fosfolipidios. Por essa razdo, também foi investigada aqui a
funcdo do gene sdeACLEL que codifica uma dessaturase de acidos graxos, e sua
relagdo com hsfA. sdeA se mostrou essencial, necessario para a sintese de
acidos graxos e importante para o metabolismo de fosfolipidios. Foi observado
também que HsfA regula a expressao de sdeA e do pseudogene sdeB. Por fim,
analises de Western blot provaram que SdeA interage fisicamente com Hsp90 e
regula a expressdo dessa chaperona. Coletivamente, estes resultados
demonstraram as conexdes entre a resposta ao choque térmico e avia CWl e a
homeostase da membrana plasméatica, com HsfA desempenhando um papel
crucial na regulacéo dessas vias. Tais conclusbes podem ser importantes para
trazer novas informacdes sobre potenciais alvos terapéuticos no tratamento da
API, podendo também ser aplicadas a outros fungos patogénicos ou fungos
filamentosos relevantes.



ABSTRACT

The filamentous and saprophytic fungus Aspergillus fumigatus is the main
causative pathogen of invasive pulmonary aspergillosis (API) in
immunocompromised individuals. One of its most important determinants of
virulence is the thermotolerance. Faced with high temperature stress,
opportunistic fungal pathogens implement an adaptive mechanism known as
heat shock response controlled by heat shock transcription factors (HSFs), such
as Hsfl. In eukaryotes, HSFs regulate the expression of heat shock proteins,
such as the chaperone Hsp90, which are part of the cellular program for heat
adaptation. Recently, it was observed that the disturbance in cell wall integrity
(CWI) of A. fumigatus also causes susceptibility to elevated temperatures.
Furthermore, it is known that, in response to temperature shock, fungi adapt the
composition and fluidity of their cell membranes towards homeostasis. In this
work, the hsfAHSF1 gene from A. fumigatus was studied, through the construction
of a conditional mutant. hsfA was essential for the viability, virulence,
thermotolerance and CWI of A. fumigatus. Temperature shock and cell wall stress
modified the cell wall ultrastructure and triggered the coordinated expression of
HsfA and Hsp90, which was shown to be regulated by the components of the
CWI pathway PkcA and MpkA. RNA-Seq analyzes confirmed that HsfA regulates
the expression of genes related to heat shock response, cell wall biosynthesis
and remodeling, and lipid homeostasis. Furthermore, HsfA had a role in the
synthesis of sphingolipids and phospholipids. For this reason, the function of the
sdeACLEL gene, which encodes a fatty acid desaturase, and its relationship with
hsfA was also investigated here. sdeA was shown to be essential, necessary for
the synthesis of fatty acids and important for the phospholipids metabolism. It
was also observed that HsfA regulates the expression of sdeA and the
pseudogene sdeB. Finally, Western blot analysis proved that SdeA physically
interacts with Hsp90 and regulates the expression of this chaperone. Collectively,
these results demonstrate the connections between heat shock response and the
CWI pathway and plasma membrane homeostasis, with HsfA playing a crucial
role in the regulation of these pathways. Such conclusions may be important to
bring new information about potential therapeutic targets in the treatment of API,
and can also be applied to other pathogenic or relevant flamentous fungi.
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1. INTRODUCAO



1. Introducéo

1.1 O fungo filamentoso Aspergillus fumigatus

As espécies do género Aspergillus fazem parte de um amplo grupo de
fungos cosmopolitas de grande importancia industrial, farmacéutica, cientifica e
ambiental (Baker 2008). Apesar de amplo, o género Aspergillus contém menos
de 20 espécies que podem causar doengas em humanos (Steinbach 2008). No
entanto, estas foram responsaveis por aproximadamente 20% das 75 mil
internacdes causadas por fungos nos Estados Unidos em 2017, 0 que gerou um
custo de $1,2 bilhdo de délares ao pais (Benedict et al. 2019). Destas espécies,
Aspergillus fumigatus destaca-se como o0 principal e mais comum agente
patogénico em humanos. Estima-se que as infec¢cbes causadas por A.
fumigatus, bem como pelos fungos oportunistas Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, matam mais pessoas anualmente do que a malaria e
a tuberculose (Denning and Bromley 2015).

A. fumigatus € um fungo filamentoso e saprofitico encontrado de forma
ubiqua em solos e em matéria organica em decomposicdo, onde desempenha
um papel fundamental na reciclagem de carbono e nitrogénio (Alexopoulos et al.
1996; Perez-Nadales et al. 2014). Apesar de ser capaz de se reproduzir
sexuadamente, este fungo se perpetua principalmente por meio da reproducéo
assexuada e formacdo de conidios, 0os quais sao resistentes aos estresses
ambientais, facilmente dispersos na atmosfera e, gracas ao seu pequeno
tamanho (2-3 um de didmetro), constantemente aspirados pelos seres humanos
(Gigout et al. 1999). Em pessoas imunocompetentes, os conidios inalados séo
facilmente eliminados ao serem fagocitados pelos macréfagos alveolares do
sistema imune inato (Ibrahim-Granet et al. 2003). Contudo, a inalacdo dos
conidios de Aspergillus por individuos imunocomprometidos, tais como
receptores de Orgdos transplantados, portadores do virus HIV e
imunodeficientes, pode originar micoses profundas denominadas Aspergiloses
(Gigout et al. 1999; Abad et al. 2010; Palousova et al. 2012). Estas doencas
variam de acordo com a resposta imune anormal do hospedeiro e podem ser
induzidas por tratamentos quimicos, doencas autoimunes ou predisposicoes
genéticas [revisado em Abad et al. (2010)]. Entre os diferentes tipos de

Aspergiloses (Figura 1), as mais comuns sao a aspergilose broncopulmonar
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alérgica (ABPA), o aspergiloma e a aspergilose pulmonar invasiva (API). Durante
a APIl, que é a forma mais grave da doenca apresentando uma taxa de
mortalidade que varia de 60% a 90%, os conidios escapam do sistema imune e
germinam em hifas, as quais invadem o tecido pulmonar e colonizam a camada
epitelial até atingir os capilares sanguineos, disseminando-se para outros 6rgaos
[revisado em Abad et al. (2010)]. Mesmo podendo ser causada por outras
espécies do género, como Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
nidulans e Aspergillus terreus, 90% dos casos de API sdo exclusivamente
originarios de infec¢des por A. fumigatus (Denning 1998; Brown et al. 2012;
Steinbach et al. 2012), indicando a existéncia de fatores de viruléncia especificos
neste fungo que permitem mais facilmente a coloniza¢éo do hospedeiro humano.

A viruléncia de A. fumigatus é multifatorial, ou seja, depende de uma
variedade de genes e moléculas que de forma conjunta propiciam a adeséo,
colonizacéo, disseminacao e imunomodulacao do fungo no hospedeiro (Rhodes
et al. 2001). Dentre estes genes, destacam-se 0s relacionados a composic¢ao da
parede celular, resisténcia a resposta imune, producdo de metabdlitos
secundarios e toxinas, resposta ao estresse oxidativo, aquisicdo de nutrientes e
termotolerancia (Abad et al. 2010; Plesofsky 2010).

O tratamento clinico da aspergilose é realizado utilizando-se drogas como
a anfotericina B, um polieno que se liga aos esterdis da membrana celular
fungica; o voriconazol, um triazol que inibe a enzima lanosterol demetilase e
consequentemente a sintese do ergosterol na membrana celular; e as
equinocandinas caspofungin (CASP), anidulafungin e micafungin, as quais
inibem a enzima B-1,3-glucana sintase e impedem a manutencéo da integridade
da parede celular (Perlin 2011; Herbrecht et al. 2012). No entanto, estudos
mostraram que a terapia prolongada com azdis tende a promover a ocorréncia
de linhagens resistentes (Camps et al. 2012; Tashiro et al. 2012). Além disso, 0
tratamento € muitas vezes ineficaz devido a resisténcia intrinseca ao farmaco ou
ao diagnoéstico tardio, enquanto que altas concentragdes dos farmacos acima
mencionados, principalmente anfotericina B, também podem causar efeitos
colaterais graves no paciente (Fanos and Cataldi 2000). Este cenario destaca a
necessidade de novos alvos farmacoldgicos e abordagens terapéuticas para

minimizar a mortalidade associada a API.
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Figura 1. Representacdo diagramatica das doencas causadas por espécies de Aspergillus
em funcéo da resposta imune do hospedeiro. O tipo de Aspergilose e gravidade da doenca
dependem do estado do sistema imune do hospedeiro. A aspergilose pulmonar invasiva (API)
afeta individuos com sistema imunoldgico enfraquecido e € caracterizada por uma infeccao que
comeca nos pulmdes, mas se espalha para outros 6rgdos. O aspergiloma é o desenvolvimento
de uma massa emaranhada de fungo, muco, tecido, células inflamatérias e proteinas de
coagulacéo do sangue dentro dos pulmdes, mas geralmente sem o aparecimento de sintomas.
Quando o hospedeiro estd em condigdo de hipersensibilidade, ele esta suscetivel a aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA), uma reacdo alérgica a inalacdo dos conidios de Aspergillus
gue pode gerar complicacdes quando o diagndstico é tardio. Além destas doencas, espécies de
Aspergillus podem também realizar a colonizagdo assintomatica do tecido pulmonar, causar
asma e também a aspergilose necrozante crbnica, sendo esta Ultima uma forma localmente
invasiva de aspergilose pulmonar que também ocorre em individuos gravemente
imunocomprometidos. Extraido de Park and Mehrad (2009).

1.2 Aresposta ao choque térmico

A temperatura € um dos parametros que continuamente sdo monitorados
pelos seres vivos (Leach et al. 2012c; Leach and Cowen 2013). Além do
desenovelamento e consequente agregacdo inespecifica e inativacdo de
proteinas, o choque de temperatura pode causar efeitos deletérios advindos
destes problemas, tais como defeitos no citoesqueleto, comprometimento do
transporte intracelular e da correta localizagdo das organelas celulares,
diminuicdo do processo de traducado, perturbacdo dos processos nucleares,
mudancas na morfologia da membrana plasmatica e interrupcao do ciclo celular
[revisado em Richter et al. (2010)].

Para impedir que estes problemas aparecam e comprometam o

funcionamento celular, todos os organismos em condi¢cdo de estresse por altas



temperaturas ativam um mecanismo adaptativo conhecido como resposta ao
choque térmico [revisado em Verghese et al. (2012)]. Por meio deste, a
expressdo génica da célula é alterada a favor da inducéo de diferentes genes,
incluindo aqueles que codificam um grupo de proteinas especificas chamadas
“heat shock proteins” (HSPs) ou proteinas de choque térmico (Parsell and
Lindquist 1993; Truman et al. 2007; Plesofsky 2010). Estas proteinas sdo em sua
maioria chaperonas moleculares que ajudam a célula a sobreviver em
temperaturas mais elevadas e diante de outros tipos de estresse, pois, nessas
situacdes, as HSPs diminuem a agregacao de proteinas desnaturadas e auxiliam
a restauracao de suas conformacdes nativas (Hartl 1996). Além disso, algumas
HSPs de diferentes organismos podem ser encontradas associadas a membrana
plasmatica ajudando a manter sua estabilidade durante condi¢cdes de estresse
(Toth et al. 2014). As HSPs fungicas sédo divididas em seis grandes familias: as
Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 e as “small” HSPs (sHSPs) [revisado em
Tiwari et al. (2015)]. Embora muitas dessas sejam constitutivamente expressas,
as HSPs apresentam um aumento de expressao em células expostas ao choque
térmico [revisado em Borges and Ramos (2005)].

A resposta ao choque térmico da levedura modelo Saccharomyces
cerevisiae € regulada de maneira cooperativa por dois sistemas regulatorios: os
fatores de transcricdo Hsfl e Msn2/Msn4 [revisado em Verghese et al. (2012)].
Apesar de haver genes cuja expressao é controlada especificamente por um dos
dois fatores de transcricdo, ambos sobrepdem-se significativamente no controle
da expresséo de certos alvos (Treger et al. 1998; Boy-Marcotte et al. 1999;
Amoros and Estruch 2001). Hsfl faz parte da familia de fatores de transcricédo
de choque térmico (do inglés “heat shock factors” — HSFs) e € o principal
responsavel por ativar a transcricdo das HSPs durante o choque térmico (Boy-
Marcotte et al. 1999). Ja os fatores de transcricdo Msn2 e Msn4 sao proteinas
do tipo zinc finger que desempenham funcéo de resposta a diferentes tipos de
estresse, incluindo o térmico, ativando a expressdo de genes especificos por
meio da ligagcdo ao elemento de resposta ao estresse (STRE) localizado nos
promotores destes genes alvos (Martinez-Pastor et al. 1996), principalmente
agueles que codificam enzimas do metabolismo de carbono e proteinas de
resposta ao estresse oxidativo e osmoético (Schmitt and McEntee 1996).

Destaca-se ainda um terceiro fator de transcricdo chamado Hacl, que é
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responsavel por desencadear a resposta a proteinas mal enoveladas (do inglés
“‘unfolded protein response” — UPR) e ativar a expresséo de genes cujos produtos
promovem o enovelamento correto de proteinas no reticulo endoplasmatico e a

degradacéao de proteinas enoveladas incorretamente (Urano et al. 2000).

1.2.1 O fator de transcrigdo de choque térmico Hsfl

Uma importante familia de proteinas que se ligam ao DNA e regulam a
transcricdo de genes durante diferentes estreses, incluindo o de temperatura,
sdo os fatores de transcricdo de choque térmico (HSFs), os quais séo
conservados de fungos a humanos [revisado em Gomez-Pastor et al. (2018)].
Enquanto plantas e vertebrados possuem vérias dessas proteinas [revisado em
Akerfelt et al. (2010)], fungos séo reconhecidos como portadores de apenas uma:
o fator de transcricdo Hsfl, que ja foi amplamente estudado na levedura S.
cerevisiae (Plesofsky 2004; Truman et al. 2007; Plesofsky 2010).

Assim como outros fatores de transcricdo de choque térmico, Hsfl é
bastante conservado em eucariotos (Wu 1995). Hsfl de S. cerevisiae (Figura 2),
por exemplo, contém dois dominios de ativacdo, AR1 e AR2, localizados nas
extremidades N e C-terminais da proteina [revisado em Veri et al. (2018b)].
Apesar de ndo serem necessarios para o crescimento normal em condi¢cbes
basais, estes dominios sdo importantes para a resposta a variacbes de
temperatura de curta e longa duracao, respectivamente (Nieto-Sotelo et al. 1990;
Sorger 1990). J& no meio da sequéncia proteica sdo encontrados um dominio de
ligacdo ao DNA (DBD) na forma de hélice-volta-hélice, uma regido coiled-coil
hidrofébica necesséaria para a oligomerizacdo e um curto dominio regulatorio
chamado elemento conservado 2 (CE2), o qual reprime a atividade de Hsfl
mantendo-o em uma configuracdo inativa (Jakobsen and Pelham 1991; Wu
1995). Além disso, Hsfl de levedura também apresenta um dominio modulador
C-terminal (CTM) responsavel por regular o dominio CE2 e por auxiliar a ligacédo

a certas sequéncias de DNA (Sakurai and Fukasawa 2001).
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Figura 2. Esquema da organizacgdo estrutural da proteina Hsfl de S. cerevisiae. Hsfl de S.
cerevisiae, como todo fator de transcri¢édo, possui um dominio de ligacdo ao DNA (em verde) na
forma de hélice-volta-hélice. Além disso, dominios de oligomerizacdo (em roxo), de ativacado
transcricional (em vermelho) e regulatérios (em amarelo e azul escuro) estdo presentes e
permitem o correto funcionamento, ativacéo e regulacéo da atividade da proteina. Mais detalhes
sao descritos no texto. Retirado de Veri et al. (2018b).

Em S. cerevisiae, o gene HSF1 é essencial (Wiederrecht et al. 1988) e a
resposta ao choque térmico governada por ele possibilita a sobrevivéncia do
organismo a subsequente exposi¢cao a altas e letais temperaturas (Yamamoto et
al. 2008). Durante o choque de temperatura, Hsfl liga-se fortemente a
sequéncias especificas (h\GAAn ou nTTCn) chamadas elementos de choque
térmico (do inglés “heat shock elements” — HSE) nas regi6es promotoras de
certos genes alvos, como mostrado na Figura 3, induzindo a expressao de
chaperonas moleculares e muitos outros genes relacionados a adaptacao
térmica (Sugiyama et al. 2000; Yamamoto et al. 2005; Do et al. 2009; Albrecht et
al. 2010). Essa ligacéo de Hsfl nas sequéncias HSE ocorre quando a proteina
esta em sua forma homotrimérica e pode se dar até mesmo na auséncia de
choque térmico (Sorger and Pelham 1987; Jakobsen and Pelham 1988;
Wiederrecht et al. 1988; Sorger and Nelson 1989; Giardina and Lis 1995). Além
da temperatura, a atividade transcricional de Hsfl também é induzida por
estresse oxidativo, tratamento com etanol e pela auséncia completa de glicose
(Liu and Thiele 1996; Hahn and Thiele 2004; Takemori et al. 2006; Hashikawa et
al. 2007; Yamamoto et al. 2008). Em condi¢des de estresse, a proteina Hsfl de
S. cerevisiae, que esta constantemente fosforilada, € hiperfosforilada [revisado
em Leach and Cowen (2013)], especialmente nos dominios CE2 e CTM
mostrados na Figura 2 (Hoj and Jakobsen 1994; Hashikawa and Sakurai 2004).

A fosforilagdo de Hsfl, no entanto, ndo é imprescindivel para a ativacdo da

proteina, mas sim importante para ajustar o nivel da ativagdo de Hsfl



(Hashikawa et al. 2006; Zheng et al. 2016). Embora ja se saiba que as quinases
Yakl, Rim15 e Snfl fosforilam Hsfl em resposta a deplecdo de glicose (Hahn
and Thiele 2004; Lee et al. 2008; Lee et al. 2013), a quinase que fosforila Hsfl

em condicéo basal e durante o choque de temperatura ainda é desconhecida.

Heat shock

805550993353039550

Figura 3. Mecanismo de funcionamento de Hsfl em levedura durante o choque de
temperatura. Diante de um choque térmico, Hsfl de S. cerevisiae e C. albicans é hiperfosforilada
e se liga a regibes HSEs em promotores-alvos, induzindo a expressao de proteinas chaperonas
como Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hspl04, as quais auxiliam na estabilizacdo e redobramento de
proteinas desnaturadas. As Hsp90 e Hsp70, por feedback negativo, participam da regulacéo de
Hsfl. Uma vez que o fator de transcri¢cdo Hsfl € também cliente de Hsp90, o acimulo de Hsp90
leva a menor expressao de Hsfl (Leach et al. 2016). Quando exposta ao choque térmico, a
membrana plasmatica da célula tende a ficar mais fluida e seu contetdo de RNA tende a sofrer
mudancas. Extraido de Leach and Cowen (2013).

Por meio de ChIP-Array, foi inicialmente observado que 165 genes de S.
cerevisiae envolvidos em diferentes processos sédo alvos diretos de Hsfl, a
maioria ap6s 5 a 15 minutos de inducao do choque térmico (Hahn et al. 2004).
Apesar disso, apenas 18 genes foram identificados como dependentes de Hsfl
em condicfes basais, isto €, na auséncia de choque térmico, incluindo as
chaperonas Hsp90, Hsp70 e Hsp104 (Solis et al. 2016). Outros genes alvos de
Hsfl identificados codificam proteinas com diferentes funcdes bioldgicas,
incluindo degradacdo de proteinas, geracdo de energia, manutencdo da
integridade celular, organizacdo da parede celular, sintese de trealose,
transporte de proteinas e pequenas moléculas, sinalizacdo celular e transcricao
(Hahn et al. 2004; Yamamoto et al. 2005).

O fator de transcricdo Hsfl da levedura patogénica C. albicans é essencial
para a viabilidade, é também fosforilado em resposta ao choque térmico e induz
a resposta transcricional de genes relacionados ao estresse de temperatura,
como as chaperonas Hsp70, Hsp90 e Hsp104 (Nicholls et al. 2009; Nicholls et
al. 2011). Aléem disso, a deplecdo e a superexpressdo de Hsfl nesse fungo
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promovem distintos programas morfogenéticos que culminam na filamentacao
da levedura, indicando que esta proteina também possui papel no
desenvolvimento fungico (Veri et al. 2018a). Na auséncia de estresse, a Hsp90
de C. albicans é normalmente expressa em niveis relativamente altos, e acredita-
se que essa chaperona reprime Hsfl como mecanismo regulador (Leach et al.
2012a; Leach et al. 2012c). Durante o estresse térmico, no entanto, o
desempenho da Hsp90 estd sobrecarregado uma vez que muitas proteinas
clientes sofrem problemas de enovelamento (Leach et al. 2012b). Portanto,
nessa condicao, presume-se que a Hsp90 n&o € mais capaz de reprimir a funcéo
de Hsfl, a qual, consequentemente, torna-se ativa e promove um aumento na
expresséao de Hsp90 para proteger a célula do choque térmico, até o excesso de
Hsp90 se ligar a Hsfl, reprimindo-a novamente (Leach et al. 2012a; Leach et al.
2012b; Leach et al. 2012c) (Figura 3). Um comportamento semelhante foi
observado sendo desempenhado pela chaperona Hsp70 de S. cerevisiae (Zheng
et al. 2016), sugerindo que a ativacao e funcionamento de Hsfl em S. cerevisiae
e C. albicans sao regulados por feedback negativo pelas chaperonas Hsp70 e
Hsp90, respectivamente, as quais sdo seus proprios alvos transcricionais.

Ja no organismo modelo Neurospora crassa, um fungo filamentoso
haploide, h& dois genes homologos ao HSF1: hsfl e hsf2. Enquanto hsfl € um
gene essencial e sua delecdo s6 pode ser mantida em heterozigose, o gene hsf2
€ necessario para o desenvolvimento assexuado e conidiacdo (Thompson et al.
2008). De maneira semelhante, HSF1 do patdgeno C. neoformans é também
essencial para o crescimento e sua superexpressao favorece a termotolerancia
(Yang et al. 2017). No entanto, apesar da proteina Hsfl deste fungo ser
fosforilada em resposta a elevadas temperaturas, a transcricdo do gene HSF1 €,
de maneira surpreendente, regulada negativamente durante essa condicao
(Yang et al. 2017).

1.2.2 Termotolerancia e resposta ao choque térmico de A. fumigatus

A relativa resisténcia dos mamiferos aos fungos € atribuida a combinagéo
entre a atividade do sistema imune e a endotermia. Consequentemente, a
temperatura mais elevada do sangue dos mamiferos cria um ambiente restritivo
para a infecgdo fungica (Garcia-Solache and Casadevall 2010). No entanto,

fungos mais adaptados a sobreviverem em temperaturas elevadas, como € o
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caso do fungo oportunista A. fumigatus, apresentam melhor fitness no
hospedeiro homeotérmico, especialmente em condi¢cfes imunossupressoras.

A. fumigatus € um organismo termofilico capaz de crescer em temperaturas
de até 55°C e sobreviver na forma de conidios viaveis em temperaturas de até
70°C [revisado em Brakhage and Langfelder (2002) e Rhodes (2006)]. E muito
comum, por exemplo, encontrar conidios desse fungo em pilhas de
compostagem, onde temperaturas mais elevadas de até 60°C favorecem a
prevaléncia de espécies termofilicas (Millner et al. 1977; Haas et al. 2016). Além
disso, ao contrario de outras espécies de Aspergillus como A. niger e A. flavus,
A. fumigatus adapta-se muito bem a alteragcbes dramaticas de temperatura e
germina normalmente em temperaturas elevadas (Araujo and Rodrigues 2004).
Apesar de ser uma caracteristica poligénica, a termotolerancia ¢ um dos
principais determinantes de viruléncia reconhecidos em A. fumigatus, uma vez
que permite a adaptacdo do fungo a temperatura corpérea do hospedeiro
humano (Bhabhra and Askew 2005; Nierman et al. 2005; Albrecht et al. 2010).

Como em outros organismos, tanto a temperatura durante o crescimento
como a temperatura a qual os conidios estdo expostos exercem um efeito
determinante na expressao génica global de A. fumigatus (Sueiro-Olivares et al.
2015; Hagiwara et al. 2017). Durante a resposta ao choque de temperatura,
HSPs e genes envolvidos no metabolismo de carboidratos, aminoacidos e
lipidios, bem como no processo de traducao e producéo de energia, SAo 0s mais
modulados neste patdgeno (Nierman et al. 2005; Do et al. 2009). Os fatores de
transcricdo responsaveis por essa modulagdo transcricional, no entanto, ainda
nao foram identificados.

O gene hsfA (Afu5g01900) é o homdlogo de HSF1 de S. cerevisiae que
codifica o fator de transcricdo putativo responsavel pela regulacdo da resposta
ao choque térmico em A. fumigatus. Os estudos descritos acima sugerem que
HSF1 é importante para a termotolerancia de diferentes espécies fungicas, bem
como para outros processos celulares diversos, mas o papel de seu homdlogo
na resposta ao estresse de temperatura e em outros processos celulares ainda
nao foi bem descrito em A. fumigatus. Um estudo conduzido por Albrecht et al.
(2010) identificou, pela técnica de eletroforese em gel bidimensional, proteinas
responsivas ao choque térmico cujos genes apresentam dominio de ligacdo HSE

e, portanto, sdo regulados putativamente por HsfA em A. fumigatus. Esse

10



dominio de ligacao foi encontrado em genes que codificam as chaperonas HSPs,
enzimas envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, transducao de sinal,
metabolismo de carboidratos e nitrogénio, reorganizacdo do citoesqueleto e
biossintese/traducéo de proteinas (Albrecht et al. 2010). Contudo, essa interacéo
entre o fator de transcricdio HsfA e o0s genes alvo ndo foi validada
experimentalmente. Além disso, a proteina quinase responsavel pela
fosforilacdo de HsfA ainda € desconhecida. Portanto, 0s mecanismos
regulatorios desta resposta ainda néo foram esclarecidos neste organismo.

Ao contrario de S. cerevisiae, A. fumigatus ndo possui homologos dos
fatores de transcricdo Msn2/Msn4 (Fan et al. 2016). Porém, o dominio zinc finger
do fator de transcricdo SebA de A. fumigatus apresenta consideravel homologia
com o mesmo dominio das proteinas Msn2/Msn4, e a proteina SebA inclusive
responde ao estresse oxidativo, térmico e de ions de calcio (Dinamarco et al.
2012). Como a delecao desse gene reduziu a expresséo de genes envolvidos na
resposta ao choque térmico, acredita-se que SebA seja outra proteina chave na
resposta ao choque de temperatura, através do reconhecimento de sequéncias
promotoras diferentes daquelas do motivo STRE, mas também existe a hipétese
de que SebA interaja com outros fatores de transcricdo, como HsfA, modulando
sua ativacdo (Dinamarco et al. 2012).

1.3 Termotolerancia e o estresse de parede celular

A termotolerancia ndo se relaciona apenas a resposta ao choque térmico e
as proteinas desenoveladas. Durante a adaptacdo ao choque térmico, as células
ativam vias de sinalizacdo que afetam inUmeros processos e estruturas
celulares, como a membrana plasméatica, a maquinaria de transcricdo e até
mesmo a morfogénese e dimorfismo celular [revisado em Brown et al. (2010) e
Leach and Cowen (2013)]. Como consequéncia, as HSPs fungicas agem e
interagem com muitas proteinas de diferentes vias de sinalizacao [revisado em
Gong et al. (2017)]. Além disso, a perda da capacidade termotolerante ou dos
préprios genes necessarios para o crescimento em temperaturas mais elevadas
leva muitas vezes a diminui¢ao da viruléncia e até a morte de fungos patogénicos
(Bhabhra et al. 2004; Lamoth et al. 2012).

Uma interessante relacdo € a conexdo entre termotolerdncia e a

homeostase da parede celular. A parede celular dos fungos consiste
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essencialmente em uma estrutura rigida formada por polimeros de quitina,
glucanas e mananas/galactomananas. A parede celular de A. fumigatus
especificamente é composta principalmente por polimeros de B-1,3-glucana, a-
1,3-glucana, galactomanana e quitina [revisado em Latge et al. (2017)]. Além de
ser responsavel por promover a integridade estrutural da célula e desempenhar
um papel fundamental no crescimento e na morfogénese, a parede celular
também € a primeira barreira entre o patégeno invasor e o0 ambiente intercelular
do hospedeiro [revisado em Lee and Sheppard (2016)].

A biossintese e manutencao da parede celular em organismos fungicos sao
controladas pela cascata de transducao de sinal chamada via de integridade da
parede celular (do inglés “Cell Wall Integrity pathway” — via CWI) [revisado em
Dichtl et al. (2016)], esquematizada na Figura 4. Em A. fumigatus, a ativagdo
dessa via se da em resposta a estresses detectados pelos mecanossensores
integrais Wscl, Wsc2, Wsc3 e MidA localizados na membrana plasméatica (Dichtl
et al. 2012). Esses sensores, por sua vez, transmitem um sinal para a proteina
quinase apical C (PkcA) via transmissdo pelos fatores de troca de GDP/GTP
Roml e Rom2 e a proteina Rhol, uma pequena Rho GTPase (Dichtl et al. 2012,
Samantaray et al. 2013). PkcA, em seguida, ativa a cascata de trés proteinas
quinases ativadas por mitégenos (MAPK) por meio da fosforilacdo de Bckl
(MAPKKK), que ativa as quinases a jusante Mkk2 (MAPKK) e, finalmente, MpkA
(MAPK) (Valiante et al. 2008; Valiante et al. 2009; Dirr et al. 2010; Rocha et al.
2015). Em A. fumigatus, MpkA fosforila e ativa o fator de transcricdo RImA
(Rocha et al., dados ndo publicados), responsavel por regular a expressao de
genes relacionados a biossintese da parede celular (Rocha et al. 2016). Além da
via CWI, outras vias de sinalizacdo como a via de alta osmolaridade do glicerol
(do inglés “High-Osmolarity Glycerol pathway” — via HOG) também estdo
implicadas na resposta ao estresse de parede celular, muitas vezes colaborando
com a via CWI [revisado em Rodriguez-Pena et al. (2010)]. Dada a importancia
da parede celular para a sobrevivéncia e também viruléncia de A. fumigatus, ela
€ considerada um atrativo alvo terapéutico, sendo inclusive o alvo de um dos
principais grupos de antifungicos (as equinocandinas) usados para tratar a API
[revisado em Perlin (2011)].
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Figura 4. A via da integridade da parede celular (CWI) de A. fumigatus. A via CWI é ativada
por mecanossensores localizados na membrana plasmatica (Wscl, Wsc2, Wsc3 e MidA)
(Rajavel et al. 1999; Lesage and Bussey 2006; Levin 2011; Dichtl et al. 2016). Estes sensores
de superficie celular detectam diferencialmente estresses em A. fumigatus, como o de parede
celular e até mesmo o estresse de temperatura, e transmitem um sinal as pequenas Rho
GTPases (Rho 1, Rho2 e Rho4) (Dichtl et al. 2012; Samantaray et al. 2013). Rhol é ativada
pelos fatores de troca de GTP Rom1l e Rom2 e passa a ativar a proteina quinase C (PkcA)
(Samantaray et al. 2013). Esta por sua vez ativa a cascata de proteinas quinases ativadas por
mitdogenos (MAPK), por meio da fosforilacdo de Bckl (uma MAPKKK), a qual entdo ativa as
quinases a jusante Mkk2 (uma MAPKK) e finalmente MpkA (uma MAPK) (Valiante et al. 2008;
Malavazi et al. 2014; Rocha et al. 2015). RImA é o fator de transcricdo dessa via e, uma vez
ativado por MpkA, regula a transcricao de genes relacionados a manutengdo da parede celular
(Rocha et al. 2016; Rocha et al. dados ndo publicados). Extraido e modificado de Fabri et al.
(2019).

Alguns estudos jA& mostraram que a via CWI também ¢é ativada pelo
estresse de temperatura (Verna et al. 1997; Zu et al. 2001; Lam et al. 2013).
Nesse contexto, termotolerancia e parede celular parecem se conectar em
muitos aspectos. Em hifas de C. albicans, por exemplo, o estresse térmico leva
ao espessamento da parede celular (Ikezaki et al. 2019). Além disso, no fungo
entomopatogénico Beauveria bassiana, a perda de funcdo de hsfl causa uma
maior sensibilidade ao agente estressor de parede celular Congo red (CR) e uma
maior taxa de protoplastizacao, indicando que a parede celular deste fungo é

fragilizada na auséncia de hsfl (Zhou et al. 2018). Ademais, anteriormente ja foi
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sugerido que Hsfl regula a expressdo de genes envolvidos na formacéao e
remodelamento da parede celular em S. cerevisiae em resposta ao choque de
temperatura (Imazu and Sakurai 2005; Yamamoto et al. 2005). Uma importante
conexao entre a termotolerancia e a integridade da parede celular € mantida pela
chaperona Hsp90, que € essencial em A. fumigatus (Borkovich et al. 1989).
Algumas “proteinas clientes” dessa chaperona sdo a calcineurina, proteinas
relacionadas a resisténcia a agentes antifungicos e a MAPK da via CWI (Mpk1
em S. cerevisiae e C. albicans), todas com papel na parede celular (Cowen and
Lindquist 2005; Cowen 2009). Em S. cerevisiae foi demonstrado que sem a
expressdo de Hsp90 dirigida pelo fator de transcricdo Hsfl em situacdes de
estresse térmico, a integridade da parede celular frente a exposicao a elevadas
temperaturas € comprometida (Truman et al. 2007). Isto, por sua vez, leva a
auséncia da expressao de genes que promovem a integridade da parede celular
durante a exposicao a elevadas temperaturas e, consequentemente, a parede
celular é enfraquecida quando exposta a temperaturas elevadas (Truman et al.
2007). Em C. albicans, a deplecao de Hsp90 afeta a biogénese da parede celular
por prejudicar a ativacdo de Mpkl e outras MAPKs (Leach et al. 2012a). Além
disso, a Hsp90 potencializa a resisténcia de C. albicans e A. fumigatus a drogas
que afetam a parede celular fingica (as chamadas equinocandinas), uma vez
gue a deplecédo desta chaperona torna a célula mais suscetivel a esses agentes
antifangicos (Cowen and Lindquist 2005; Cowen 2009; LaFayette et al. 2010).
Um efeito semelhante também foi observado em C. neoformans (Chatterjee and
Tatu 2017) e no dermatofito Trichophyton rubrum (Jacob et al. 2015). Outra
evidéncia da relacdo entre termotolerancia e parede celular em fungos é a
localizagdo de Hsp90 na parede celular de C. neoformans em condi¢cdo basal
(Chatterjee and Tatu 2017), e também na parede de A. fumigatus na presenca
de estresse de parede celular (Lamoth et al. 2012).

Recentemente, por meio de experimentos quimicos e de biologia
molecular, foi mostrado que a Hsp90 de A. fumigatus interage com as proteinas
da via CWI PkcA, MpkA e RImA e que essa mesma via regula a expressao de
genes envolvidos na adaptacdo térmica (Rocha et al. 2020b). Além disso, 0
choque térmico diminui expressivamente a viabilidade dos conidios dos
mutantes da via CWI (Rocha et al. 2020b). Particularmente, como a transcricao

de Hsp90 é dependente da fungéo do fator de transcricdo Hsfl e como Hsp90

14



desempenha importante papel na manutencao da funcédo dos genes envolvidos
na via CWI, ha uma correlacdo direta entre o estresse de parede celular e o
estresse de temperatura, a qual necessita ser melhor estudada em A. fumigatus.
Tendo em vista essas conexdes e o fato de que o aumento da temperatura pode
causar uma maior sensibilidade a drogas que afligem a parede celular de A.
fumigatus (Zeng et al. 2014), uma acéo conjunta visando uma resposta limitada
do fungo para lidar com o estresse de temperatura e o estresse da parede celular

constitui uma abordagem atraente para a terapia antifungica.

1.4 Termotolerancia e a dindmica da fluidez da membrana plasmatica

As membranas biolégicas sdo fundamentais para a vida da célula
eucariotica tendo em vista as inameras funcdes que desempenham, tais como:
separar e manter as diferencas caracteristicas entre os contetdos de cada
organela, do citosol e do meio extracelular; possuir receptores que funcionam
como sensores de sinais externos e de reconhecimento do ambiente; abrigar
proteinas que catalisam o transporte seletivo de moléculas ou atuam como
enzimas metabodlicas; e desempenhar papel regulatério nos eventos de
transducéo de sinal (Daum et al. 1998; Alberts et al. 2007).

Estruturalmente, a membrana plasméatica é composta predominantemente
por lipidios (fosfolipidios, esterdis e esfingolipidios) e proteinas organizados em
uma bicamada dinamica e fluida (Daum et al. 1998; Alberts et al. 2007). Os
fosfolipidios séo os lipidios estruturais primarios da membrana plasméatica. Sua
estrutura composta por um grupo polar ligado a um esqueleto de glicerol-3-
fosfato com duas cadeias de acido graxo da a molécula uma natureza anfipatica,
0 que possibilita a formacdo de bicamadas lipidicas e a manutencdo de
propriedades como o potencial de superficie da membrana [revisado em
Henderson and Block (2014)]. Os esfingolipidios por sua vez sdo componentes
lipidicos mais complexos, compostos por uma longa cadeia de base esfingoide
ligada a uma cadeia de acido graxo, a qual pode se ligar a um grupo polar de
uma ou mais unidades de acUcar [revisado em Fernandes et al. (2018)]. Essas
moléculas formam as jangadas lipidicas (do inglés “lipid rafts”), que sé&o
importantes para a polaridade celular, a transducdo de sinal e o trafego de
proteinas da membrana [revisado em Rella et al. (2016)]. Outro componente das

jangadas lipidicas é o ergosterol, o principal esterol em fungos e fundamental

15



para a elasticidade, permeabilidade e integridade da membrana plasmatica
[revisado em Alcazar-Fuoli et al. (2008)].

Em muitos microrganismos, a membrana plasmética atua como um sensor
térmico, pois € uma das primeiras estruturas celulares a detectar flutuacbes da
temperatura ambiental, alterando consideravelmente sua fluidez e outras
propriedades (Digel 2011; Shapiro and Cowen 2012). A fluidez da membrana
celular depende do numero de acidos graxos insaturados presentes nos lipidios
da membrana, ja que o equilibrio entre os acidos graxos saturados e insaturados
determina o estado fluido da membrana biolégica durante as variacdes de
temperatura (Digel 2011; Nguyen et al. 2011; Shapiro and Cowen 2012; Leach
and Cowen 2014). A uma temperatura mais baixa, por exemplo, bactérias,
leveduras e outros organismos tendem a sintetizar acidos graxos com mais
insaturacdes do tipo cis a fim de evitar a reducdo da fluidez da membrana,
mantendo-a relativamente constante (Alberts et al. 2007). Estudos também ja
mostraram que a levedura S. cerevisiae sintetiza cadeias de acidos graxos mais
longas quanto maior a temperatura ambiente, afetando também a fluidez da
membrana (Klose et al. 2012). Além disso, no fungo patogénico Histoplasma
capsulatum crescendo em temperaturas elevadas, a adicdo de acido palmitico,
um &cido graxo saturado, ao meio induz a transcricdo de genes de choque
térmico, enquanto a adicdo de &cido oleico, um acido graxo insaturado, reprime
a transcricdo dos mesmos (Maresca and Kobayashi 1993).

Em leveduras, a sintese de acidos graxos monoinsaturados é catalisada
por uma enzima do reticulo endoplasmatico chamada estearoil-CoA dessaturase
ou A9-4cido graxo dessaturase, que € codificada pelo gene essencial OLE1
(Stukey et al. 1990; Martin et al. 2007; Nguyen et al. 2011). Esta enzima tem
como substratos palmitoil (16:0) e estearoil (18:0) CoA e gera como produtos
acido graxo palmitoleico (16:1) e oleico (18:1) (Martin et al. 2007), os quais iréo
compor os fosfolipidios da membrana plasmatica. Em C. albicans, o homdlogo
de OLE1 também € essencial e necessario para o processo de morfogénese das
hifas e formacdo de estruturas reprodutivas chamadas clamidésporos
(Krishnamurthy et al. 2004). Diferentemente, o homélogo de OLE1 em A.
nidulans (chamado de sdeA) ndo é essencial, mas desempenha um papel

importante na producao de conidios e ascosporos (Wilson et al. 2004). Enquanto
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isso, o0 homdlogo de OLE1 em A. fumigatus ndo foi caracterizado até bem
recentemente, sendo também um gene essencial (Wang et al. 2021).

Estudos anteriores ja mostraram que OLE1l também parece estar
relacionado a resposta ao choque térmico. A transcricdo de OLE1 em leveduras
€ induzida em resposta a baixa temperatura (Nakagawa et al. 2002; Sahara et
al. 2002; Schade et al. 2004), reiterando seu papel durante a adaptacéo térmica.
Em C. neoformans, um estudo do perfil de transcricdo durante o crescimento em
alta temperatura identificou uma modulagdo do ativador transcricional MGA2,
cujo homodlogo em S. cerevisiae regula a transcricdo de OLE1 (Zhang et al. 1999;
Kraus et al. 2004), sugerindo que C. neoformans também requer o
remodelamento da membrana celular durante o estresse de temperatura através
da enzima Olel (Leach and Cowen 2013). Além disso, a deplecdo de OLE1 em
C. albicans impede a ativacdo completa do fator de transcricdo de choque
térmico Hsfl, o que diminui a expressao das HSPs em resposta ao choque
térmico (Leach and Cowen 2014). Ademais, a expressao génica de HSPs em H.
capsulatum também é modulada tanto pelo nivel de expressdo do OLE1 quanto
pela adicdo de &cidos graxos saturados ou insaturados no meio de cultivo
(Carratu et al. 1996; Porta et al. 2010). Embora essa relacéo entre a fluidez da
membrana e a resposta ao choque térmico tenha sido verificada em células de
mamiferos (Balogh et al. 2005; Nagy et al. 2007) e em diferentes organismos
fungicos, ela ainda néo foi investigada no patdogeno A. fumigatus.

Uma série de estudos em diferentes organismos ja mostrou que algumas
moléculas lipidicas funcionam como mensageiros da percep¢cdo de calor e
participam da transducéo deste sinal até a ativacdo de Hsfl, indicando que as
modificacdes da membrana podem modular a atividade deste fator de
transcricdo [revisado em Torok et al. (2014)]. Considerando que moléculas de
fosfolipidios (Klose et al. 2012), esfingolipidios (Patton et al. 1992; Dickson et al.
1997; Jenkins et al. 1997; Luberto et al. 2001; Cowart et al. 2003; Cowatrt et al.
2010; Tereshina et al. 2013; Munshi et al. 2018) e esteréis (Swan and Watson
1998; O'Meara et al. 2016) estao implicadas na resposta ao choque térmico de
diferentes fungos, é notavel que existe uma relacéo concisa entre a dinadmica da
membrana celular e a mudanca de temperatura que em A. fumigatus continua

sendo um campo aberto a ser explorado.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos caracterizar funcionalmente o fator de
transcricdo HsfAHSFL e investigar em detalhes a rede reguladora governada por
ele, bem como desvendar o potencial papel desta proteina na tolerancia ao
estresse térmico, na integridade da parede celular e na composicéo lipidica da
membrana plasmatica do fungo A. fumigatus. Adicionalmente, uma vez que
existe uma estreita relacéo entre o choque de temperatura, o refor¢co da parede
celular e a composicéo e fluidez da membrana plasmatica, a funcdo do gene
sdeA de A. fumigatus (0 homdlogo de OLE1 em levedura) nestes processos
também foi estudada.

Para tanto, os objetivos especificos deste trabalho foram:

A. Isolamento e caracterizacdo fenotipica de mutantes para o gene hsfA.

B. Andlise dos niveis proteicos de HsfA durante o estresse térmico e de parede
celular.

C. Andlise transcricional global por RNA-Seq da linhagem condicional xylP::hsfA
durante o choque de temperatura.

D. Analise da interacdo genética entre hsfA e os componentes da via da
integridade da parede celular pkcA, mpkA e sakA por meio da construcéo de
duplo mutantes.

E. Isolamento e caracterizacdo fenotipica de mutantes para o gene sdeA.

F. Andlise da localizacdo subcelular e expressao de SdeA durante o estresse
de temperatura.

G. Andlise lipidébmica por cromatografia e espectrometria de massas de
diferentes linhagens mutantes visando o estudo da relacdo entre
termotolerancia, manutencéo da parede celular e homeostase da membrana

plasmatica.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Linhagens de A. fumigatus utilizadas neste trabalho

Tabela 1. Genétipos das linhagens de A. fumigatus utilizadas neste trabalho.

Linhagem Gendétipo Referéncia

AakuBKUg0 AakuB; pyrG- MAT1-1 (da Silva Ferreira et
al. 2006)

xylP::hsfA pyrG::xylP::hsfA; AakuB Este trabalho

tetorr::hsfA

pyrG::tetorr::hsfA; AakuB

Este trabalho

kaAGS79R

pkcASS9R::pyrG; AakuB

(Rocha et al. 2015)

pkcAS>9R pyrG-

pkcAGS79R: AakuB

(Rocha et al. 2020Db)

AmpkA

AmpKA::ptrA; AakuB

(Valiante et al. 2009)

AmpkA::mpkA*

AmpkA::mpkA::hph; AakuB

(Valiante et al. 2009)

AsakA AsakA::hph; AakuB (Altwasser et al.
2015)
AsakA::sakA* AsakA::sakA::ptrA; AakuB (Altwasser et al.
2015)
ArlmA ArlmA::pyrG; AakuB (Rocha et al. 2016)

PKCAGSOR xy|P::hsfA

pkcAGSOR: pyrG::xylP::hsfA; AakuB

Este trabalho

AmMpKA xylP::hsfA

AmMpKA::ptrA; pyrG::xylP::hsfA; AakuB

Este trabalho

AsakA xylP::hsfA

AsakA::hph; pyrG::xylP::hsfA; AakuB

Este trabalho

hsp90P::luc hsp90P::luc::hph; AakuB Este trabalho

ArlmA hsp90P::luc ArlmA::pyrG; hsp90P::luc::hph; Este trabalho
AakuB;

PkcACS9R hsp90P::luc | pkcASS*R::pyrG; hsp90P::luc::hph; Este trabalho
AakuB

AmpkA hsp90P::luc

AmMpKA::ptrA; hsp90P::luc::hph; AakuB

Este trabalho

xylP::hsfA hsp90P::luc

hsp90P::luc::hph; pyrG::xylP::hsfA;
AakuB

Este trabalho

hsfA::luc

hsfA::luc::pyrG; AakuB

Este trabalho

PkCACSTOR hsfA::luc

PkCACSTR; hsfA::luc::pyrG; AakuB

Este trabalho

AmpKA hsfA::luc

AmpKA::ptrA; hsfA::luc::pyrG; AakuB

Este trabalho

xylP::sdeA pyrG::xylP::sdeA; AakuB Este trabalho
sdeA::GFP sdeA::GFP::pyrG; AakuB Este trabalho
sdeA::3xHA sdeA::3xHA::ptrA; AakuB Este trabalho
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xylP::hsfA sdeA::3xHA

xylP::hsfA::pyrG; sdeA::3xHA::ptrA,
AakuB

Este trabalho

AsdeB*

AsdeB::ptrA; AakuB

Este trabalho

AsdeB*::sdeB*

AsdeB::sdeB: AakuB

Este trabalho

xylP::sdeA AsdeB*

pyrG::xylP::sdeA; AsdeB::ptrA; AakuB

Este trabalho

sdeA::GFP AsdeB*

sdeA::GFP::pyrG; AsdeB::ptrA; AakuB

Este trabalho

* sdeB esta anotado como um pseudogene no genoma da linhagem A1163. Vide

texto para detalhes.

3.2 Solugdes estoque das drogas e agentes utilizados neste trabalho

Tabela 2. Agentes e drogas utilizados para selecdo de mutantes e nos ensaios de caracterizacao
fenotipica das linhagens utilizadas neste trabalho.

Droga Mecanismo de acao Estoque
CFwW Liga-se a cadeias de quitina, 10 mg/ml em &gua
enfraguecendo a parede celular
CR Liga-se a cadeias de quitina, 10 mg/ml em &gua
enfraquecendo a parede celular
SDS Acao detergente na membrana 10% em agua
plasméatica
Cafeina Inibicdo de fosfodiesterases e 735 mM em agua
interferéncia na quinase TOR
Radicicol Inibicdo da Hsp90 5 mg/ml em etanol 100%
CASP Inibicdo da sintese de B-1,3-glucana 5 mg/ml em agua
Fluconazol Inibicdo de enzimas da sintese de 10 mg/ml em agua
ergosterol pela ligacdo ao citocromo
P-450
DTT Promove o desenovelamento de 1 M em agua
proteinas, interferindo no transporte
do RE para o complexo de Golgi
Paraquat Produz radicais superéxido (O), 1 M em agua
peroxido (H202) e hidroxila (OH),
gue promovem o estresse oxidativo
Diamida Promove a oxidacao de cisteinas, 1 M em agua
desfazendo pontes dissulfeto
Menadiona Libera anion O singlete (O1), que 1 M em agua
promove o estresse oxidativo
Peroxido de Promove o estresse oxidativo 30% (9,8 M; comercial)
Hidrogénio
Fludioxonil Relacionado ao estresse oxidativo e 10 mg/ml em agua
osmatico
Anfotericina B Liga-se a esterqis e altera a 250 pg/ml em agua
permeabilidade das membranas
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Voriconazol Inibicdo de enzimas da sintese de 1 mg/ml em DMSO
ergosterol
Miriocina Inibe a sintese de esfingolipidios 8,33 mg/ml em etanol 100%

Lovastatina

Inibe a sintese de ergosterol

25 mg/ml em Tris-HCI 25
mM, pH 8

Cerulenina

Inibe a sintese de acidos graxos

5 mg/ml em etanol

Trans-chalcona

Inibe a sintese de acidos graxos

10 mg/ml em DMSO

Aureobasidina A

Inibe a sintese de inositolfosforil
ceramidas

2,5 mg/ml em etanol 100%

selecao de Escherichia coli
contendo o marcador AmpR

ZnS0O4 Promove estresse por metais em 1 M em agua
altas concentracdes
Piritiamina Usada como droga de selecéo para 1 mg/ml em agua
0 gene marcador auxotrofico ptrA
Higromicina Usada como droga de selecéo para 50 mg/ml em PBS
0 gene marcador auxotréfico hph
Doxiciclina Antibiodtico usado para reprimir 0 10 mg/ml em agua
promotor condicional tetorr
Ampicilina Antibidtico usado como droga de 10 mg/ml em etanol 70%

3.3 Oligonucleotideos

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados para a constru¢do e validacdo de construgBes das
linhagens utilizadas neste trabalho.

Nome do primer

Sequéncia

pRS426 HsfA tet SUTR FW

5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgacg CACTCGCCTCTGTCCA-3’

HsfA 5UTR tet pyrG RV

5’-gtgcctcctctcagacagaatCAATCATCTCGCGCTATCATA-3’

pyrG FW 5-GGAATTCTGTCTGAGAGGAGGC-3’
pyrG REV 5-GATATCGAATTCGCCTCAAAC-3’

pyrG 200 REV 5-ATCGTCAAGGTTTTCCCTTTG-3'

xylP pyrG FW 5’-agcattgtttgaggcgaattcACTGATGCGAGCAACAG-3’
xylP RV 5-GGTTGGTTCTTCGAGTCG-3’

HsfA 2 xylP SUTR FW

5’-catcgactcgaagaaccaaccTTTAGCGCTCGCAGTG-3

HsfA 2 S5SUTR RV pRS426

5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagc TACAGGCGACAGACTTGA-3

HsfA 600 ups

5-TCGACGGGAGGATTTATACG-3

HsfA 1400 5F

5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgacgATCAACAAGTTGAGGAGAGAGCA-3’

HsfA ORF REV GFP

5’-agttcttctcctttactcatAGCCTTCCTGCGCCGTTTC-3

GFP FW 5-ATGAGTAAAGGAGAAGAACT-3’

HsfA 3F 5"-aagagcattgtttgaggcgaattcgatatc ACTTGGCTTCGAGTCAATAAAAA-3’

HsfA 3R 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagcCAAACACCGTCCCAAGACG-3
HsfA Lucif Rv 5'-gttcttggcgtcctccatAGCCTTCCTGCGCC-3

Luc FW 5- ATGGAGGACGCCAAGAAC-3’

Luc REV 5’-tgcctectctcagacagaatCTAGACGGCGATCTTGCC-3

HsfA 3UTR pyrG FW

5’-gcattgtttgaggcgaaticTGTTACATGACATCTACTAACTTG-3

HsfA 3UTR pRS426 RV

5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagc GCCATCTACCAGCCAGT-3’

HsfA 900 FW

5-TCCCCAGAGCGACATAATGT-3’

pRS426 5UTR pyrG FW

5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgacgTCCCCTATCCGCACAG-3

SUTR pyrG RV

5-CGTGGGAATGGAGGGT-3’
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Hsp90P pyrG FW

5’-accctccattcccacqCGATCCCTCGTTTTAGATGAT-3

Hsp90P RV luc

5’-cggtgaccatgqgtgtttaaGATGGCGGAGGGAGA-3’

Luc 2 FW

5-TTAAACACCATGGTCACCG-3

pyrG 3UTR pRS426 RV

5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagcCCTCCTTCTCCGCTCT-3

pyrG 500 ups

5-TGAGATACTGAGTCAGAAGA-3’

pkcA GC FW 5-TTGTCATGCTCAATGTACTCACCTTGTCCCTGACTTTTGTCGCATGTCCA-3
Afu5911970 3R 5-TCGTCATTTGTATTACCTGCCA-3
RImA 600 ups 5-GAATGAGAAGAAAGGAGGAATGA-3’
MpkA 600 ups 5-GAGCCCTGACTTCACTGCA-3’
MpkA 5F 8 5-CTCATTCCTTGTTCTGATGCG-3
MpkA 3R 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagc TCAAGACTTTCCCAGTTCGG-3
MpkA 3' REV 5-GACTGTCGCAGAAATCCGCTT-3'
MpkA FwW 5-GCGGCAGCCATATGCTCGAGATGTCTGATCTACAGGGTC-3
MpkA REV 5-TCGGGCTTTGTTAGCAGCCGCTATTGGACATCCATCCCCCG-3’
SakA yes FW 5-GTCTGTCTAAGGCAATATCG-3’

SakA yes REV

5-CTATGGAGTGATCCCCGTCG-3

SakA petl5b parte 2 FW

5-GCGGCAGCCATATGCTCGAGATGATTTACTTTGTCACAGAGC-3’

SakA petl5b parte 3 REV

5-TCGGGCTTTGTTAGCAGCCGCTATAGAAGATCGACCGC-3

IM-315 5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgACGCGCAGAGCCTTATCACGTACCC-3
IM-316 5’-gcatcagtgcctcctctcagacaqaattccGTTGCCGACCTTTTGCGTTTCT-3
IM-469 5’-catcgactcgaagaaccaacCATGTCTGCGAAGCCTGCAGA-3
IM-470 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagc TCATGCCGCATCAGCGGTGGGAA-3
IM-319 5-GCCTCTGATAGCTATATGCC-3

IM-317 5’-aagagcattgtttgaggcgaattcqgatatc GCATTTCCTTACACTATATCAC-3’
IM-318 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagcAGAGGAGGAGCCACGGTGACAA-3
IM-320 5-gtaacgccagggttttcccagtcacg ACGCCGTTACACCGACACTGACAAG-3’
IM-321 5'-agttcttctcctttactcattccccgtGTTCCTGCCGCATCAGCGGTGGGAA-3
IM-170 5'-GGAACACGGGGAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA-3'
IM-223 5-GATATCGAATTCGCCTCAAAC-3'

IM-508 5’-accaccqgctaccacctccTGCCGCATCAGCGGTGGGAA-3’

IM-509 5’-cggctcatcgtcaccccatgatagGCATTTCCTTACACTATATCAC-3
IM-193 5-GGAGGTGGTAGCGGTGGT-3’

IM-329 5-CTATCATGGGGTGACGATGAGCCG-3’

IM-510 5'-gtaacgccagggttttcccagtcacgACGGTTTTAGAGCAATTCGCCCT-3
IM-511 5'-tcaattgcccgtetgtcagatc TGTGTTCGTCGCAGAAGTTA-3
IM-512 5-GATCTGACAGACGGGCAATTGA-3

IM-513 5’-cggctcatcgtcaccccatgatagTAGATTGGGACGAGTTTGTT-3’
IM-514 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagc TCTAAGGTACCTAAGGAGTC-3'
IM-515 5-GATTCTGAACGTTGAAAGCG-3’

IM-517 5'-ttcttctectttactcattceeeqtgttcc CAGGGAGTTCTTCGAGGGGG-3

Letras mindsculas em negrito indicam homologia a sequéncia do sitio de clonagem do plasmideo

pRS426.

Letras minUsculas sublinhadas indicam homologia a alguma sequéncia do cassete.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de RT-qPCR.

Nome Gene

Sequéncia (5’-3’)

hsfA Afu5g01900 CGTGGTCATCCGGATCCGGATCTACTG

TGCCCCGCGGTGTTC
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hsp90 Afu5g04170 CGCCAACATGGAGCGTATC
TGTAAGAGCTCATGGAGGTGTCA
tubA Afulg10910 TTCCCAACAACATCCAGACC
CGACGGAACATAGCAGTGAA
sdeB Afu7g05350 TGCCGAAGAGCAAGAGTACCA
TCACGGGCTGCTCAGTGA
sdeA Afu7g05920 CCAGCTTCCCGTCATGGA
TCCGCGGCCGTTCTTAG
hsp30 Afu6g06470 CGCATCGCCGGCTAA
TGTCTGGGTCGGTGAATTTGT
ags2 Afu2g11270 TCAGGGATTGGGCTGTATGT
TAGCACTTGAGAAGCCAGCA
chsG Afu3g14420 AGGATGAGGGCAAAGAGGTT
AAGGCGTTGCTAAAGATCCA
ppoC Afu3g12120 GCTCTCGAGGCCAATGTCAA
GCGAAAAATGCCAGAGAGTAGAC
sidA Afu2g07680 GCAGCTCGGTGGTTGACTTC
CTCGCCCGTCTCAACGTT

3.4 Meios de cultura

Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho foram preparados
dissolvendo os componentes em agua destilada e ajustando-se o pH para 6,5. A
seguir, eles foram esterilizados por calor imido em autoclave a 120°C e 1 kgf/cm?
por 20 minutos, exceto quando utilizados para crescimento de amostras para
experimentos de microscopia (conforme descrito abaixo). Nessas ocasifes, 0s

meios foram filtrados em membranas com poros de 0,22 um.

3.4.1 Meios de cultura para A. fumigatus

Tabela 5. Descricdo da composi¢cao dos meios de cultura para cultivo de A. fumigatus.

Meio Componentes

Meio minimo (MM) | Solucédo de sais 5% (v/v)

Glicose 1% (p/v)

Solucéo de elementos tracos 0,1% (v/v)
Agar (se solido) 2% (p/v)

Agua destilada g.s.p.

MM + UU Os mesmos componentes do MM, suplementado com:
Uridina 4 mM
Uracila 10 mM
MM + sorbitol* Os mesmos componentes do MM, suplementado com:
Sorbitol 1,2 M
MM + KCI* Os mesmos componentes do MM, suplementado com:

KCI0,6 M
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Meio completo YAG | Extrato de levedura 0,5% (p/v)

Glicose 2% (p/v)

Agar (se s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada q.s.p.

Solucéo de elementos tracos 0,1% (v/v)

YUU Os mesmos componentes do meio YAG, suplementado com:
Uridina 4 mM
Uracila 10 Mm
YAG + KCI* Os mesmos componentes do meio YAG, suplementado com:

KCI0,6 M

* O meio top-agar de regeneracao dos protoplastos consiste no meio contendo apenas 1% (p/v)

de agar.

3.4.2 Meios de cultura para Escherichia coli

Tabela 6. Descricdo da composicdo dos meios de cultura para cultivo de E. coli.

Meio

Componentes

Bertani)

Meio LB (Luria Extrato de levedura 0,5% (p/v)

Triptona 1% (p/v)

NaCl 0,17 M

Agar (se solido) 2% (p/v)
Agua destilada g.s.p.

3.4.3 Meios de cultura para S. cerevisiae

Tabela 7. Descricdo da composicdo dos meios de cultura para cultivo de S. cerevisiae.

Meio

Componentes

Meio completo YPD | Extrato de levedura 1% (p/v)

Peptona 2% (p/v)
Glicose 4% (p/v)

Agar (se solido) 2% (p/v)
Agua destilada g.s.p.

Meio SC URA-

Glicose 2% (p/v)

Lisina 0,01% (p/v)
Leucina 0,01% (p/v)
Triptofano 0,01% (p/v)
Histidina 0,005% (p/v)
Agar (se solido) 2% (p/v)
Agua destilada g.s.p.

Base de nitrogénio de levedura sem aminoacidos 0,67% (p/v)

3.5 Solugdes e tampdes

Tabela 8. Solu¢bes para o preparo de meios de cultivo.

Sulfato de ferro heptahidratado 18 mM
Cloreto de cobalto pentahidratado 6 mM
Sulfato de cobre pentahidratado 6 mM

Solucgéao Componentes Preparo
Solucédo de | Sulfato de zinco heptahidratado 75 mM Os componentes foram
elementos | Acido bérico 180 mM dissolvidos e aqueceu-se

tragcos Cloreto de manganés tetrahidratado 25 mM | a solugdo a 100°C por 5

minutos. Apoés resfriar a
60°C, ajustou-se o pH
para 6,5. Ao final,
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Molibidato de amdnio tetrahidratado 1 mM adicionou-se cloroférmio
EDTA 140 mM 0,1%.
Agua destilada g.s.p.
Solucdo de | Nitrato de sédio 3,2 M Os componentes foram
sais 20x Cloreto de potassio 0,14 M dissolvidos e a solucao foi
concentrada | Dihidrogenofosfato de potassio 0,2 M armazenada a 4°C.
para MM | Sulfato de magnésio heptahidratado 0,04 M
(Kafer Agua destilada g.s.p.
1977)
Tabela 9. SolugBes para transformacdo em S. cerevisiae.
Solucéao Componentes Preparo
Solucédo de TE | Tris base 100 mM Os componentes foram dissolvidos,
(Tris EDTA) | EDTA 10 mM ajustou-se o pH para 7,5 e a solucao
10x Agua destilada g.s.p. foi autoclavada e armazenada a
temperatura ambiente.
Solugdo de | Acetato de litio 1 M Os componentes foram dissolvidos,
acetato de litio | Agua destilada g.s.p. ajustou-se o pH para 7,5 com acido
10x acético e a solucao foi autoclavada e
armazenada a temperatura ambiente.
Solucédo de | Polietilenoglicol 3350 50% (p/v) | Os componentes foram dissolvidos e
PEG 50% Agua destilada g.s.p. a solucdo foi autoclavada e
armazenada a temperatura ambiente.

Tabela 10. Solugfes de protoplastizacdo para transformacgéo em A. fumigatus.

Solucéao Componentes Preparo

1 Sulfato de aménio 0,8 M Os componentes foram dissolvidos,
Acido citrico 100 mM ajustou-se o pH para 6,0 e a solucéo foi
Agua destilada g.s.p. autoclavada e armazenada a 4°C.

2 Extrato de levedura 1% (p/v) Os componentes foram dissolvidos e a
Sacarose 2% (p/v) solucéo foi autoclavada e armazenada
Agua destilada g.s.p. a 4°C.

3 Sulfato de aménio 0,4 M Os componentes foram dissolvidos,
Sacarose 1% (p/v) ajustou-se o pH para 6,0 e a solugéo foi
Acido citrico 50 mM autoclavada e armazenada a 4°C.
Agua destilada g.s.p.

4 Polietilenoglicol 8000 25% (p/v) Os componentes foram dissolvidos,
Cloreto de célcio dihidratado 100 mM | ajustou-se o pH para 7,5 e a solucéo foi
Cloreto de potéassio 0,6 M autoclavada e armazenada a 4°C.

Tris HCI pH 7,5 10 mM
Agua destilada q.s.p.

5 Cloreto de calcio dihidratado 50 mM | Os componentes foram dissolvidos,
Cloreto de potéssio 0,6 M ajustou-se o pH para 6,0 e a solugéo foi
MES pH 6,0 10 mM autoclavada e armazenada a 4°C.
Agua destilada q.s.p.

Tabela 11. Tampdes para extracdo de macromoléculas.

| Tampdo |

Componentes

Preparo
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Tampédo de | SDS 0,1% (p/v) Os componentes foram dissolvidos e a
extracdo de | Triton 1% (v/v) solugdo foi armazenada a 4°C. No
proteina Tris-HCI pH 7,5 50 mM momento do uso, adicionou-se o0

NaCl 150 mM Complete-mini Merck®.

EDTA 15 mM

EGTA5 mM

NaF 100 mM

Na2P207 10 mM

Complete-mini Merck® 1x

Agua ultrapura g.s.p.
Tampado de | Tris-HCI pH 8,5 200 mM Os componentes foram dissolvidos e a
extracdo de | Cloreto de s6dio 250 mM solucdo foi armazenada a temperatura
DNA (para EDTA 25 mM ambiente.

micélio e SDS 0,5% (p/v)

levedura) Agua ultrapura q.s.p.

Tampéo de | Tris-HCI pH 8,0 10 mM Os componentes foram dissolvidos e a
extracdo de | Cloreto de sédio 250 mM solucdo foi armazenada a temperatura
DNA (para EDTA1mM ambiente.
conidio) SDS 1% (p/v)
Triton 2% (v/v)
Agua ultrapura g.s.p.

Tampao Etanol 42% Os componentes foram dissolvidos
Mandala de | Eter dietilico 14% usando apenas vidrarias. A solucédo foi
extracdo de | Piridina 3% preparada no momento do uso.

lipidios NH4OH 14,2 N 0,05%

Agua ultrapura q.s.p.

Tabela 12. Solugbes para extracdo de DNA plasmidial de E. coli.

Solucgéao

Componentes

Preparo

1 Glicose 50 mM

Tris HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Agua destilada g.s.p.

Os componentes foram dissolvidos,
ajustou-se o pH para 8,0 e a solucao foi
autoclavada e armazenada a 4°C.

2 Hidréxido de sdédio 0,2 M

SDS 1% (v/v)
Agua destilada g.s.p.

Preparada no momento do uso.

3 Acetato de potassio 5 M

Acido acético glacial 11,5% (v/v)
Agua destilada g.s.p.

Os componentes foram dissolvidos e a
solucéo foi autoclavada e armazenada a
4°C.

Tabela 13. Solugbes para quantificacdo de proteinas totais pelo método de Lowry maodificado.

Solucgéao

Componentes

Preparo

Solucéo de
Na2COs e NaOH

Carbonato de sédio 2% (p/v)
Hidroxido de sodio 0,1 M

Os componentes foram
dissolvidos e a solugéo foi

2% Agua ultrapura g.s.p armazenada a 4°C.
Solucéo de Sulfato de cobre 1% (p/v) Os componentes foram
CuSO4 1% Agua ultrapura g.s.p dissolvidos e a solucao foi

armazenada a 4°C.
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Solucéo de

e potassio 1%

tartarato de sédio

Agua ultrapura g.s.p

Tartarato de sodio e potassio 1% (p/v)

Os componentes foram
dissolvidos e a solugéo foi
armazenada a 4°C.

Solugdo mix

Solucéo de Na2COs e NaOH 2% 980 pl
Solucédo de CuSO4 1% 10 pl

Os componentes foram
misturados no momento

Agua ultrapura tratada com DEPC g.s.p.

Solucéo de tartarato de sédio e potassio | do uso.
1% 10 pl
Tabela 14. Tamp®es para eletroforese.
Tampéo Componentes Preparo
Tampéao Tris- | Tris base 2 M Os componentes  foram
Acetato-EDTA | Acido acético glacial 5,71% (v/v) misturados, ajustou-se o pH
(TAE) 50x% EDTA 0,5M pH 8,0 0,05 M para 8,0 e armazenou-se a
Agua destilada g.s.p. temperatura ambiente.
Tampao MOPS 0,2 M Os componentes  foram
MOPS 10x | Acetato de s6dio 0,5 M misturados, ajustou-se o pH
EDTA 0,01 M para 7,0 e armazenou-se a

4°C.

Tampéo para
eletroforese
de proteina 5x

Tris base 125 mM
Glicina 95 mM

SDS 0,1% (p/v)
Agua destilada g.s.p.

Os componentes  foram
dissolvidos e a solucado foi
armazenada a 4°C.

Tampéo de
amostra para
eletroforese

Azul de bromofenol 0,1 mg/ml

Xilenocianol 0,1 mg/ml
Glicerol 50% (v/v)

Os componentes  foram
dissolvidos e a solucédo foi
armazenada a temperatura

amostra para
eletroforese

Formamida 50%
Tampao MOPS 10x

de DNA 5x | Agua ultrapura q.s.p. ambiente até ser misturada
com as amostras de DNA.
Tampédo de | Formaldeido 16,5% Os componentes  foram

dissolvidos e misturados com
as amostras de RNA. As

amostra para
eletroforese
de proteina 5x
(tampéo
Laemmli)

SDS 10% (p/v)
Glicerol 10% (v/v)

Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

DTT 1 mol/l
Agua ultrapura g.s.p.

de RNA Azul de bromofenol 0,5% amostras foram aquecidas a
Brometo de etideo 0,024 mg 65°C por 15 minutos e

Agua ultrapura tratada com DEPC g.s.p. | aplicadas no gel.
Tampédo de | Tris base 0,625 M Os componentes  foram

dissolvidos e a solugédo foi
armazenada a temperatura
ambiente. No momento do
uso, misturou-se com as
amostras de proteinas e
adicionou-se o DTT.

Tabela 15. Solugbes para Southern blot.

Solucéao

Componentes

Preparo

Solucéo de acido

Acido cloridrico 0,25 M

A solucéo foi preparada no momento do

Agua ultrapura g.s.p

cloridrico Agua ultrapura g.s.p uso.
Solucéo de Cloreto de sodio 1,5 M A solucéo foi preparada no momento do
desnaturacdo | Hidréxido de sédio 0,5 M uso.
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Solucéo de
neutralizacéo

Tris base 0,5 M
C;Ioreto de s6dio 1,5 M
Agua ultrapura q.s.p

Os componentes foram dissolvidos e
ajustou-se o pH para 7,0. A solucéo foi
preparada no momento do uso.

Solucéo salina
citrato 20x

Cloreto de sédio 3 M
(;itrato de s6dio 0,3 M
Agua ultrapura g.s.p

Os componentes foram dissolvidos e
ajustou-se o pH para 7,0. A solucao foi
preparada no momento do uso.

Tabela 16. Solucbes para a confeccdo, coloracdo e descoloracdo de gel SDS-PAGE.

Solucéao Componentes Preparo
Solucédo de | Acrilamida 30% (p/v) Os componentes  foram
Bis-acrilamida | N,N-Metileno-bis-acrilamida 0,8% (p/v) | dissolvidos e a solucdo foi
30:08 Agua ultrapura g.s.p armazenada a 4°C em frasco
ambar.
Solucdo de | Tris base 1 M Os componentes  foram
Tris HCI1 M | Agua ultrapura g.s.p dissolvidos, ajustou-se o pH
pH 6,8 para 6,8 e a solucdo foi
armazenada a 4°C.
Solucdo de | Tris base 1,5 M Os componentes  foram
Tris HCI 1,5 | Agua ultrapura g.s.p dissolvidos, ajustou-se o pH
M pH 8,8 para 8,8 e a solucdo foi
armazenada a 4°C.
Corante Coomassie Brilliant Blue 0,25% (p/v) Os componentes  foram
coomassie | Acido acético glacial 30% (v/v) dissolvidos e a solucao foi
blue Metanol 50% (v/v) armazenada a temperatura
Agua ultrapura g.s.p. ambiente.
Descorante de | Acido acético glacial 10% (v/v) Os componentes  foram
coomassie Etanol 30% (v/v) dissolvidos e a solugao foi
blue Agua ultrapura q.s.p. armazenada a temperatura
ambiente.

Tabela 17. Solu¢bes para Western blot.

Solucéao

Componentes

Preparo

Tampéao de
transferéncia

Tris base 25 mM
Glicina 192 mM
Metanol 20% (v/v)
SDS 0,1% (p/v)
Agua destilada g.s.p.

A solucdo foi preparada no
momento do uso por meio da
dissolucéo dos componentes.

Dihidrogenofosfato de potassio 18 mM
Agua ultrapura g.s.p

Tampao tris | Cloreto de sddio 1,5 M Os componentes foram
salina (TBS) | Tris base 2 M dissolvidos e a solugcéo foi
10x Agua ultrapura g.s.p. armazenada a 4°C.
Tampao Cloreto de sodio 350 mM Os componentes foram
fosfato salina | Cloreto de potassio 180 mM dissolvidos e a solugédo foi
(PBS) 10x Hidrogenofosfato de sédio 25 mM armazenada a 4°C.

Tampao TBST

TBS 1x
Tween 0,05%
Agua ultrapura g.s.p.

A solucéo foi preparada no
momento do uso por meio da
dissolucéo dos componentes.
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Tampao PBST

PBS 1x
'[ween 0,05%
Agua ultrapura g.s.p.

A solucéo foi preparada no
momento do uso por meio da
dissolucédo dos componentes.

Tabela 18. Tampé&o para co-imunoprecipitagao de proteinas (Co-IP).

Ortovanadato de s6dio 1 mM
PMSF 1 mM

cOmplete Mini protease inhibitor 1x

Tampéo Componentes Preparo
Tampao de lise para | Tris base 50 mM Os componentes foram
Co-IP com GFP-trap | Cloreto de potassio 225 mM dissolvidos e o pH foi
NP-40 1% (v/v) ajustado para 7,6. O

tampéo foi armazenado a
4°C e, no momento do uso,
adicionou-se o0 PMSF e o

Agua ultrapura g.s.p. cOmplete Mini.
3.6 Géis para eletroforese
Tabela 19. Géis para eletroforese de macromoléculas.
Gel Componentes Preparo

Gel de agarose
para eletroforese
de DNA

Agarose 1%
Tampao TAE 1x g.s.p.
Brometo de etidio 40 pug/ml

A agarose foi dissolvida em
TAE no forno micro-ondas.
Adicionou-se o0 brometo de
etidio apos o resfriamento, e a
solucdo foi distribuida no
suporte da cuba de
eletroforese.

Gel de agarose

Agarose 1,2%

A agarose foi dissolvida em

empilhamento

SDS 0,1% (p/v)

Solucédo de Bis-acrilamida 30:08 5%
(V/v)

TEMED 0,15% (v/v)

Persulfato de amoénio 0,1% (v/v)
Agua ultrapura g.s.p.

desnaturante Tampédo MOPS 10x agua no forno micro-ondas.
para eletroforese | Formaldeido 15% Adicionou-se o tampao MOPS
de RNA Agua ultrapura g.s.p. e o formaldeido apés o
resfriamento, e a solucao foi
distribuida no suporte da cuba

de eletroforese.
Gel SDS PAGE - | Tris-HCI pH 6,0 125 mM Os componentes foram

dissolvidos e a solugédo foi
despejada sobre o Gel SDS
PAGE - corrida.

Gel SDS PAGE —
corrida*

Tris-HCI pH 8,0 375 mM

SDS 0,1% (p/v)

Solucédo de Bis-acrilamida 30:08 X%
(VvIv)

TEMED 0,1% (v/v)

Persulfato de amonio 0,1% (v/v)
Agua ultrapura g.s.p.

Os componentes foram
dissolvidos e a solugcéo foi
despejada no suporte para
eletroforese.

* X é a concentracao de interesse do experimento (6%, 8%, 10%, 12% ou 15%), dependendo do
tamanho da proteina que se deseja analisar.
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3.7 Construcao dos cassetes génicos para transformacdo em A. fumigatus

A construcdo dos cassetes génicos foi feita seguindo o método descrito por
Colot et al. (2006), e as reacdes de PCR foram realizadas em condi¢des padréo
(Sambrook and Russell 2001) utilizando-se a enzima Phusion High Fidelity DNA
polimerase (Thermo Scientific). Para os cassetes tetorr::hsfA e xylP::hsfA, o DNA
gendmico da linhagem selvagem CEA17 de A. fumigatus foi utilizado como
molde para a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 850 pb da
regido 5’UTR do l6cus do gene hsfA e outro de 470 pb também da regido 5’'UTR,
mas mais préximo ao gene (regido promotora original do gene hsfA). O vetor
pCDA21 foi utilizado para amplificar o gene pyrG de A. nidulans que funciona
como marcador auxotrofico da construcdo, semelhante ao gene URA3 de
levedura (Chaveroche et al. 2000). Para a construcdo xylP::hsfA em especifico,
o vetor pYES-hph-pXyl devR foi utilizado para amplificar o promotor do gene da
enzima xilose redutase (1,641 Kb) de Penicillium chrysogenum, o qual é
reprimido na auséncia de xilose e ativado na presenca da mesma (Zadra et al.
2000). Ja para a construgdo tetorr::hsfA, o vetor pFW22.1, foi utilizado para
amplificar o sistema promotor condicional tetorr (2,571 Kb). Nele, a presenca do
antibiético tetraciclina (ou do analogo doxiciclina) faz com que o transativador do
sistema responsivo a tetraciclina (TtA), presente no sistema promotor, reprima o
promotor TetO7 e, consequentemente, a transcricdo do gene por ele controlado
(no caso, hsfA). No entanto, na auséncia do antibiético, a transcricao é induzida.

Os fragmentos amplificados apresentavam extremidades homoélogas para
permitir a recombinacdo entre si e também com o vetor pRS426 in vivo em S.
cerevisiae (Malavazi and Goldman 2012). Apés a comprovacgédo de que houve a
recombinacdo dos fragmentos de DNA pela levedura no plasmideo pRS426, os
clones positivos escolhidos foram submetidos a uma PCR utilizando-se o0s
primers distais para a amplificacdo de todo o cassete. O material foi fracionado
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e o fragmento especifico
de cada cassete foi purificado por kit comercial (Cellco) e usado nas reacdes de
transformacédo da linhagem selvagem AakuBKY8 para a obtencéo das linhagens
mutantes xylP::hsfA e tetorr::hsfA.

A mesma metodologia foi empregada para a construgdo do cassete
xylP::sdeA, com o DNA gendmico da linhagem selvagem CEAL17 servindo de

molde para a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 1,5 Kb da
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regidao 5’UTR do lI6cus do gene sdeA e outro de mesmo tamanho da ORF do
gene. O vetor pCDA21 foi novamente utilizado para amplificar o gene pyrG
(marcador auxotroéfico), enquanto o vetor pYES-hph-pXyl devR foi utilizado para
amplificar o promotor do gene da enzima xilose redutase (xylP).

Para a construcdo do cassete de fusdo sdeA::GFP, foi utilizado o vetor
pMCB17apx (Romero et al. 2003) para a amplificacdo do fragmento
correspondente ao gene da proteina verde fluorescente (GFP), enquanto o gene
pyrG foi usado novamente como marcador de selecdo. J& para a construgdo do
cassete de fusédo sdeA::3xHA, foi utilizado o vetor pUC 3xHA prtA, um derivado
do plasmideo pOB430 (Fabri et al. 2018), para a amplificacdo do fragmento
correspondente ao epitopo 3xHA juntamente com o gene de resisténcia ao
antibiotico piritiamina, que foi usado como marcador de selecéo. Tal cassete foi
transformado tanto na linhagem selvagem de A. fumigatus, como também no
mutante xyIP::hsfA para a obtencéo do duplo mutante.

Para a constru¢do do duplo mutante pkcA®>7°R xylP::hsfA, o cassete
xylP::hsfA foi amplificado do plasmideo previamente construido contendo este
cassete condicional e transformado na linhagem pkcA®%7°R pyrG- (Rocha et al.
2020b), cujo gene pyrG foi removido pelo tratamento com &cido fluorético. Para
a construcdo dos duplos mutantes AmpkA xylP::hsfA e AsakA xylP::hsfA, os
plasmideos contendo os cassetes AmpkA (Valiante et al. 2009) e AsakA
(Altwasser et al. 2015) foram utilizados para amplificar tais cassetes, 0s quais
foram transformados na linhagem xylP::hsfA.

Para a obtencdo dos mutantes simples e duplos contendo a construcao
hsp90P::luc, foi transformado nas linhagens AakuBKY80, xylP::hsfA, pkcAG579R,
ArlimA e AmpkA o cassete proveniente do plasmideo previamente transformado
em levedura que continha as regides 5’UTR e 3'UTR do gene pyrG de A.
fumigatus flanqueando o gene reporter da luciferase (mluc), que estava sob o
controle do promotor do gene hsp90, como descrito em Rocha et al. (2016). Ao
final do gene mluc foi colocada a regido de terminacdo do gene trpC de A.
nidulans. O gene bacteriano de resisténcia a higromicina (hph), flanqueado pelas
regides promotora e de terminacéo do gene gpdA de A. nidulans, foi usado como
marcador de sele¢cé&o da construcao.

Para a construgdo do cassete hsfA:luc, um fragmento de
aproximadamente 3,3 Kb da regido 5’UTR juntamente com o gene hsfA e outro
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de aproximadamente 600 pb da regido 3'UTR de hsfA foram amplificados do
DNA da linhagem selvagem, bem como o gene pyrG (marcador auxotrofico, a
partir do vetor pCDA21) e o gene da luciferase (a partir do mesmo vetor
mencionado anteriormente). Este cassete foi transformado nas linhagens
AakuBXY80 e pkcACS9R pyrG-, para a obtencdo do mutante hsfA::luc e do duplo
mutante pkcAS>"°R hsfA::luc. Para a obtencdo dos duplos mutantes hsfA::luc
AmpkA e hsfA::luc AsakA, os plasmideos contendo os cassetes AmpkA e AsakA,
respectivamente, foram utilizados para amplificar tais cassetes, os quais foram
transformados na linhagem hsfA::luc.

Finalmente, para a obtengao do mutante nulo AsdeB, o DNA gendémico da
linhagem selvagem CEA17 serviu de molde para a amplificacdo de fragmentos
de aproximadamente 1,5 Kb das regiées 5’UTR e 3’UTR do l6cus do pseudogene
sdeB. O vetor pPIRA foi utilizado para amplificar o gene de resisténcia a
piritiamina (prtA) de A. oryzae que serviu como marcador auxotréfico. Este
cassete AsdeB foi entdo transformado tanto na linhagem selvagem AakuBXY&°,
quanto nas linhagens xylP::sdeA e sdeA:GFP para a obtencdo de duplo
mutantes. Para a obtencdo do complementante AsdeB::sdeB*, o l6cus nativo de
sdeB foi clonado no plasmideo de complementacdo BS311 contendo o gene de
resisténcia a higromicina (cedido pelo Dr. Robert Cramer) e transformado no
mutante nulo AsdeB.

3.8 Protocolos adotados
3.8.1 Preparo de células competentes de S. cerevisiae e transformacéao
Seguindo a metodologia de Malavazi and Goldman (2012), uma colbnia
isolada de S. cerevisiae da cepa FGSC 9721 (Fungal Genetics Stock Center,
<http://www.fgsc.net>) foi inoculada em 20 ml de meio YPD e incubada a 30°C
sob agitacdo constante por 18 horas. ApoOs este periodo, uma aliquota de
aproximadamente 500 ul foi semeada em 50 ml de YPD e a cultura permaneceu
a 30°C sob agitacdo constante, até alcancar uma DOesoonm entre 0,4 e 0,6. As
células foram centrifugadas a 2500 rpm por 2 minutos e lavadas com 20 ml de
tampdo TE 1x. Em seguida, foram novamente centrifugadas por 2 minutos,
ressuspensas em 1,0 ml de solugdo TE 1x/LiAc 1x (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 7,5, 100 mM LiAc, pH 7,5) e incubadas a 30°C por 60 minutos, sob leve

agitacdo. Para cada reacdo de transformacao foram misturados 200 pl de
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suspensao de células, cerca de 200-500 ng de DNA plasmidial (pRS426)
linearizado com EcoRIl e BamHI, 0,5-1 ug dos diferentes DNAs purificados
provenientes das PCRs para a construcao dos cassetes de delecéo e fuséo e
200 pg de DNA de esperma de salméao sonicado e desnaturado. A mistura foi
incubada a 30°C por 30 minutos com leve agitacdo e posteriormente foi
adicionado 1,2 ml de solugéo contendo LiAc 1x/PEG-3350 40% (p/v)/TE 1x.
Apds homogeneizacgéo, incubou-se a mistura por 30 minutos a 42°C e, logo apos,
as ceélulas foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, lavadas com 1 ml de
TE 1x, precipitadas novamente e ressuspensas em 80-100 pul de TE 1x.
Finalmente, as células transformadas foram semeadas em placas contendo meio

de cultura seletivo SC URA" e incubadas a 30°C por 72 horas.

3.8.2 Extracdo do DNA de S. cerevisiae

As colénias de S. cerevisiae que cresceram na placa de transformacao
foram inoculadas em meio SC URA"liquido, sendo mantidas a 30°C sob agitacao
constante de 180 rpm por dois dias. A seguir, as células foram coletadas por
centrifugacéo a 4000 rpm por 5 minutos, ressuspensas em 500 ul de tampéao de
extracdo de DNA e transferidas para tubos de micro centrifuga contendo 250 pl
de pérolas de vidro. A mistura foi agitada mecanicamente em vortex por 10
minutos. Depois, adicionou-se em cada amostra um volume igual de
fenol:cloroformio (1:1) e a mistura foi novamente agitada mecanicamente em
vortex por 10 minutos. Para sedimentar as proteinas precipitadas e restantes
celulares, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. A fase
aguosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga, onde foi adicionado
o mesmo volume de cloroférmio para a retirada de residuos de fenol. As
amostras foram misturadas manualmente, centrifugadas a 13000 rpm por 5
minutos e a fase aquosa superior foi novamente transferida para outro tubo de
microcentrifuga, onde foram adicionados 800 ul de isopropanol para precipitar o
DNA. Apdés aproximadamente 30 minutos de incubacdo a -80°C, as amostras
foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado novamente
a 13000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e o residuo
de etanol evaporado a temperatura ambiente por 30 minutos. O sedimento foi

ressuspendido em agua ultrapura estéril e armazenado a 4°C. A integridade das
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amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, e o DNA
foi quantificado por espectrofotometria quando necessario (DO260/280nm)
utilizando-se o equipamento NanoVue Plus (GE Health Care).

3.8.3 Preparo de células quimiocompetentes de E. coli e transformacéao

As células competentes de E. coli da linhagem DH5a foram previamente
preparadas de acordo com Inoue et al. (1990). A seguir, os tubos de
microcentrifuga contendo as células de E. coli foram incubados em gelo por 10
minutos. Cerca de 10 pg do DNA gendmico de S. cerevisiae foram adicionados
aos tubos, 0s quais permaneceram por mais 30 minutos em gelo. A seguir, as
células passaram por um choque térmico ao serem transferidas para um banho
a 42°C por 90 segundos e foram novamente incubadas em gelo por 90 segundos.
Adicionaram-se 800 ul de meio LB liqguido em cada tubo e incubaram-se as
reacles a 37°C sob agitacdo constante de 180 rpm. Apos 45 minutos, as células
foram coletadas por centrifugagédo a 5000 rpm por 5 minutos e semeadas em
placa contendo 20 ml de meio de cultivo LB sélido suplementado com 200 pl de
ampicilina. As placas de transformacédo foram entdo incubadas a 37°C até a
visualizagdo dos transformantes. O mesmo protocolo foi seguido para a
transformacao de plasmideos diferentes do pRS426, utilizando os antibi6ticos

adequados.

3.8.4 Mini preparacdo do DNA plasmidial

Para a extracdao do DNA plasmidial, o método utilizado foi o de lise alcalina
descrito por Birboin & Doyle, de acordo com Sambrook and Russell (2001).
Inicialmente, colénias das placas de transformacédo foram inoculadas em meio
LB acrescido de 200 pul de ampicilina e mantidas a 37°C sob agitacdo constante
de 180 rpm por 16 horas. As células que cresceram foram coletadas por
centrifugacdo a 4800 rpm e 4°C por 15 minutos. Para cada reacao, foram
adicionados: 100 pl da solugéo 1 de extracdo de DNA plasmidial gelada para a
ressuspensdo das células, 200 pl da solucdo 2 preparada no dia e, apos leve
agitacdo manual, 150 pl da solucéo 3 gelada. A mistura foi agitada manualmente
e centrifugada a 4800 rpm por 15 minutos a 4°C. A seguir, a fase aquosa foi
transferida para um tubo de microcentrifuga, onde foram adicionados 800 pl de

isopropanol. Apos aproximadamente 30 minutos incubadas a -80°C, as amostras
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foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspendido em 500 pl de agua ultrapura esteéril,
adicionou-se em cada amostra um volume igual de fenol:cloroférmio (1:1) e a
mistura foi agitada manualmente. Para sedimentar as proteinas precipitadas e
restantes celulares, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10
minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de microcentrifuga,
onde foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio para a retirada de residuos
de fenol. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos e a fase
aguosa superior foi novamente transferida para outro tubo de microcentrifuga,
onde foram adicionados 800 pl de isopropanol para precipitar o DNA. Apds
aproximadamente 30 minutos incubadas a -80°C, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado novamente
a 13000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e o residuo
de etanol evaporado a temperatura ambiente por 30 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em agua ultrapura estéril e armazenado a 4°C. A integridade das
amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% e o DNA
foi quantificado por espectrofotometria quando necessario (DOzsor280nm),
utilizando-se o equipamento NanoVue Plus (GE Health Care).

3.8.5 Transformacgédo em A. fumigatus

Cerca de 1x10’ conidios da linhagem recipiente de A. fumigatus
AakuBKY8 oy do mutante pkcA®>"°R pyrG- foram inoculados em 50 ml de MM +
UU liquido e incubados a 37°C com agita¢cado constante de 180 rpm por 16 horas.
O mesmo foi feito para a linhagem xylP::hsfA, mas em MM suplementado com
xilose 1%. Ja para a transformacéo das linhagens ArImA, hsfA::luc, sdeA::GFP,
AsdeB e akuBKY80 apenas MM foi utilizado para o crescimento. Os tubos
germinativos foram coletados por centrifugacéao (4.800 rpm por 10 minutos, com
baixa desaceleragéo) e a transformacéo foi realizada de acordo com o que foi
descrito previamente por Osmani et al. (1987). Os pellets foram ressuspendidos
em 20 ml de solucéo 1 de protoplastizacdo, acrescentaram-se 20 ml de solugéo
2 de protoplastizacao, 6,5 ml de sulfato de magnésio 1 M, 400 mg de BSA e 600
mg de Lallzyme MMX® (Lallemand). Essa mistura foi incubada a 30°C sob

agitacdo de 90 rpm e por pelo menos 5 horas, até a completa protoplastizagéo
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(digestdo da parede celular). Apos a protoplastizacéo, a cultura foi filtrada e
centrifugada a 4800 rpm por 10 minutos a 4°C. O pellet obtido foi lavado com 20
ml da solucéao 3 de protoplastizacédo gelada por duas vezes e centrifugado por 5
minutos a 4800 rpm e a 4°C. Na sequéncia, o pellet foi ressuspendido em um
volume especifico de solucdo 5 de protoplastizacéo, sendo que para cada reacao
de transformacéo foram usados 100 pl dessa solug&o. A mistura foi incubada em
banho de gelo por 10 minutos. Para cada reagao foram adicionados 10-20 ug de
DNA de transformacédo com 50 pl de solucéo 4 de protoplastizacdo. Essa mistura
foi incubada por 20 minutos em banho de gelo. Apos esse tempo, adicionou-se
em cada rea¢do 1 ml de solucédo 4 de protoplastizacao e incubou-se por mais 20
minutos a temperatura ambiente.

A seguir, os protoplastos de AakuBKU80 e pkcA®57°R pyrG- transformados
com os cassetes tetorr::hsfA, sdeA::GFP e/ou hsfA::luc foram inoculados em
meio YAG + KCl top agar, o qual tem apenas 1% de &gar. Isso foi realizado para
permitir a inoculagao dos protoplastos transformados pelo método de “pour plate”
sobre o meio YAG + KCI sdlido previamente depositado em uma placa de Petri.
Portanto, foram inicialmente colocados 20 ml do meio sdlido YAG + KCI nas
placas e, em seguida, a mistura de reacéo de transformacao foi adicionada a 15
ml de meio top &gar (YAG + KCI), homogeneizada delicadamente por inversao e
entdo colocada sobre o meio sélido na placa de Petri. O mesmo foi feito com os
protoplastos de AakuBKU8 e pkcA®57°R pyrG- transformados com os cassetes
xylP::hsfA e/ou xylIP::sdeA, sendo que neste caso foi utilizado YAG + KCI sélido
acrescido de 1% de xilose e YAG + KCl top agar acrescido de 1% de xilose. Para
a transformacdo dos cassetes AmpkA, AsdeB e sdeA:3xHA na linhagem
xylP::hsfA, foi utilizado MM + KCI suplementado com 1% de xilose e 0,2 pg/ml
de piritiamina. Para a transformac&o do cassete AmpkA na linhagem hsfA::luc,
do cassete AsdeB nas linhagens akuBKY80 e sdeA:GFP e do cassete
sdeA::3xHA na linhagem akuBXY& foi utilizado MM + KCI suplementado com 0,2
pg/ml de piritiamina apenas. Ja para a obtencdo dos duplos mutantes AsakA
xylP::hsfA e xylP::hsfA hsp90P::luc, foi utiizado MM + Sorbitol suplementado
com 350 pg/ml de higromicina e xilose 1%. Para a transformagéo do cassete
AsakA na linhagem hsfA::luc e para a obtencdo dos mutantes simples e duplos
contendo a construcdo hsp90P::luc, foi utilizado MM + Sorbitol suplementado

com 350 pg/ml de higromicina apenas. E finalmente, para a obtencdo do
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complementante AsdeB::sdeB™, foi utilizado MM + Sorbitol suplementado com
350 pg/ml de higromicina e 0,2 pg/ml de piritiamina.

Todas as placas de transformacéo foram entdo incubadas a 37°C por trés
a cinco dias, até a visualizacdo dos transformantes. Para a eliminacdo dos
heterocarios de transformacéo, os transformantes obtidos foram isolados e
repicados trés vezes consecutivas em YAG (para transformantes tetorr::hsfA,
sdeA::GFP, hsfA::luc e pkcA®>"°R hsfA::luc), YAG acrescido de 1% xilose (para
os mutantes xylP::hsfA, pkcA®57R xylP::hsfA e xylP::sdeA), MM acrescido de 0,2
pg/ml de piritiamina (para os mutantes AsdeB, sdeA::GFP AsdeB, sdeA::3xHA e
hsfA::luc AmpkA), MM acrescido de 0,2 ug/ml de piritiamina e 1% de xilose (para
os mutantes xylP::sdeA AsdeB, xylP::hsfA sdeA::3xHA e AmpkA xylIP::hsfA), MM
acrescido de 350 pg/ml de higromicina (para os mutantes hsp90P::luc, pkcAG57°R
hsp90P::luc, ArlImA hsp90P::luc, AmpkA hsp90P::luc, hsfA:luc AsakA e
AsdeB::sdeB*), MM acrescido de 350 pug/ml de higromicina e 1% xilose (AsakA
xylP::hsfA e xylP::hsfA hsp90P::luc) ou MM acrescido de 350 pg/ml de
higromicina e 0,2 pg/ml de piritiamina (para o complementante AsdeB::sdeB").
Depois de expandidos, o DNA genémico dos transformantes foi extraido e usado
para a validagdo dos mesmos por meio de PCR convencional diagndstica e/ou
Southern blot.

3.8.6 Extracdo de DNA de A. fumigatus
3.8.6.1 Extracao de DNA de micélio

Conidios das linhagens foram inoculados em meio de cultura liquido por
aproximadamente 16 horas a 37°C e 180 rpm. Os micélios obtidos foram
coletados por filtracdo a vacuo e congelados imediatamente em nitrogénio
liquido para serem triturados com almofariz e pistilo. Para cerca de 40 mg de
micélio de cada amostra acrescentaram-se 500 pl de tampéo de extracdo de
DNA. Adicionou-se em cada amostra um volume igual de fenol:cloroférmio (1:1)
e a mistura foi agitada mecanicamente em vortex por 10 minutos. Para
sedimentar as proteinas precipitadas e restantes celulares, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo de microcentrifuga, onde foi adicionado o mesmo volume de
cloroférmio para a retirada de residuos de fenol. As amostras foram

centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos e a fase aquosa superior foi novamente
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transferida para outro tubo de microcentrifuga, onde foram adicionados 800 ul
de isopropanol para precipitar o DNA. ApGs aproximadamente 30 minutos
incubadas a -80°C, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos
e a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com etanol
70% e centrifugado novamente a 13000 rpm por 1 minuto. O sobrenadante foi
novamente descartado e o residuo de etanol evaporado a temperatura ambiente
por 30 minutos. O sedimento foi ressuspendido em &gua ultrapura estéril e
armazenado a 4°C. A integridade das amostras foi verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%, e o DNA foi quantificado por
espectrofotometria quando necessario (DO2so280nm) Utilizando-se 0 equipamento
NanoVue Plus (GE Health Care).

3.8.6.2 Extracdo de DNA de conidios

Em uma placa de cultura em que houve crescimento flungico, foram
adicionados 500 ul de tampao de extracdo de DNA para a captura dos conidios,
os quais foram transferidos para um tubo de microcentrifuga. No mesmo tubo
foram colocados 500 ul de pérolas de vidro e, em seguida, os tubos foram
incubados a 70°C por 30 minutos enquanto eram agitados por 30 segundos em
vortex em intervalos de 10 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas
para um novo tubo, sem pérolas de vidro, e foi adicionado um volume igual de
fenol/cloroférmio (1:1). Os tubos foram agitados por 10 minutos no vortex e
depois centrifugados a 13000 rpm por 10 minutos. Houve a formacgéao de duas
fases, de tal forma que o sobrenadante foi recuperado e transferido para um
novo tubo. Na sequéncia, adicionaram-se 200 pl de cloroférmio, misturou-se
brevemente e os tubos foram centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos.
Observou-se a formacdo de duas fases e novamente o sobrenadante foi
recuperado e transferido para outro tubo de microcentrifuga. Adicionaram-se 800
pl de isopropanol e as amostras foram incubadas por 30 minutos a -80°C.
Depois, elas foram centrifugadas por 10 minutos a 13000 rpm, o sobrenadante
foi descartado, o pellet formado foi lavado com etanol 70% e, ap6s a secagem,
foi eluido em agua ultrapura estéril e armazenado a 4°C. A integridade das
amostras foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, e o DNA
foi quantificado por espectrofotometria quando necessario (DOze0/280nm)

utilizando-se o equipamento NanoVue Plus (GE Health Care).
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3.8.7 Extracédo de proteinas de A. fumigatus

Para romper a parede celular do fungo, os micélios foram triturados em
nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo. O extrato proteico total foi
extraido com tampéao de extracdo de proteina (500 pl), adicionado de inibidores
de protease (descritos anteriormente) e agitando-se por 10 vezes de 30
segundos com intervalos de 30 segundos em gelo para minimizar a degradagéo.
A seguir, a amostra foi centrifugada a 13000 rpm por 40 minutos a 4°C para a
retirada do material precipitado. O sobrenadante foi congelado e armazenado a
-80°C. A integridade da proteina foi verificada por meio de eletroforese em gel
SDS-PAGE e quantificada pelo método colorimétrico de Lowry modificado
(Hartree 1972). Para tanto, foi construida uma curva padrdo com concentracdes
previamente conhecidas de BSA e as amostras foram quantificadas em triplicata.
Brevemente, 10 ul das amostras foram diluidos em 190 pl de agua ultrapura em
um tubo de microcentrifuga. A seguir, adicionou-se 1 ml da solugdo mix para
quantificacdo, e incubou-se por 15 minutos a temperatura ambiente. Depois,
foram adicionados 100 pl da solucéo de Folin 0,5%, as amostras foram agitadas
vigorosamente e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura de
absorbancia foi realizada utilizando um espectrofotdmetro (DOesonm). O
equipamento foi zerado com um branco preparado com agua no lugar da

amostra.

3.8.8 Extrac&o de RNA de A. fumigatus

Para romper a parede celular do fungo, os micélios foram triturados em
nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo. O RNA foi extraido utilizando-
se o reagente Trizol (Life Technologies EUA), segundo as recomendac¢des do
fabricante. A integridade do RNA total foi verificada por meio de eletroforese em
gel de agarose 1,2% sob condigbes desnaturantes corado com brometo de etidio
e visualizado sob luz UV de acordo com Sambrook and Russell (2001). A
presenca das bandas intactas correspondentes ao RNA ribossomal 28S e 18S,
sendo a intensidade da primeira banda cerca de duas vezes maior que a da
segunda, foi utilizada como critério de integridade do RNA total.

Para a utilizagdo nas reacdes de qPCR, 10 ug de RNA total de cada

amostra foram tratados com a enzima Ambion Turbo DNAse (Life Technologies,
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USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O sucesso do tratamento
de todas as amostras de RNA com DNAse foi verificado através de PCR em
tempo real utilizando como alvo o gene da B-tubulina de A. fumigatus (tubA),
onde verificou-se o sucesso do tratamento através da auséncia completa de
amplificacdo das amostras. ApoOs tratadas e validadas, as amostras foram
transcritas utilizando-se o kit High Capacity (Life Technologies), para a obtencéo

do cDNA usado nas analises de expresséo por RT-gPCR.

3.8.9 Anédlise da expressao génica por RT-gPCR em tempo real

Aliquotas de cDNA de A. fumigatus obtidas de acordo com cada
experimento foram usadas como molde da PCR. Foram usados os primers
construidos especificamente para cada gene de interesse utilizando-se o
programa Primer Express (Life Technologies). A concentracao ideal dos primers
a ser utilizada em cada reacao de RT-gPCR foi determinada, além dos padrdes
de eficiéncia da reacéo (foram aceitos apenas valores variando entre 95-105%),
“slope”, intercepto e desvios de acordo com Bustin et al. (2009). Como controle
endogeno (normalizador), foram utilizados primers para amplificacdo do gene
tubA de A. fumigatus (B-tubulina). A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi
feita no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems) utilizando-se GoTaq
gPCR Master Mix (Promega). A quantificacdo dos resultados foi realizada
conforme descricdo do fabricante e se baseia na derivagdo da formula 2-22CT
(Livak and Schmittgen 2001).

3.8.10 Extracédo de lipidios de A. fumigatus

Para a extracdo de esfingolipidios, 300 mg de micélio obtidos de acordo
com cada experimento foram utilizados em triplicata. A extracédo foi realizada
seguindo o protocolo relatado anteriormente em Munshi et al. (2018) com
pequenas modificagbes (Figura 5). Resumidamente, os micélios foram
transferidos para tubos de vidro e 1,5 ml de tamp&o Mandala (Mandala et al.
1995) foram adicionados, juntamente com aproximadamente 1 ml de pérolas de
vidro de 500 um de diametro e 50 pl de padrao interno [lipidios C17 (Avanti Polar
Lipids Inc., Alabaster, AL, EUA; Matreya Inc., Pleasant Gap, PA, EUA)]. Para a

extracdo de Mandala, esses tubos foram agitados vigorosamente em vortex por
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2 minutos, sonicados em banho ultrassdnico por 2 minutos e incubados a 60°C
por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram sonicadas novamente por 2
minutos, agitadas em vortex por 2 minutos e incubadas a 60°C por 15 minutos
adicionais. Depois disso, as amostras foram sonicadas por 2 minutos, agitadas
em vortex por 2 minutos e centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo e seco em Speed vac. Apés a
secagem completa, as amostras foram mantidas a -20°C até a proxima etapa.

O passo seguinte foi a extracao lipidica de Bligh e Dyer (Bligh and Dyer
1959), seguida pela hidrélise basica (Clarke and Dawson 1981). Para extracéo
de Bligh e Dyer, 2 ml de metanol foram adicionados a cada amostra e os tubos
foram sonicados e agitados em vortex até a ressuspensao do sedimento. Depois
disso, 1 ml de cloroférmio foi adicionado e as amostras foram agitadas em vortex
por 25 segundos. Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C por 30 min,
agitados em vortex, incubados por mais 30 minutos a 37°C e agitados
novamente em vortex. A seguir, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo. Foi adicionado 1 ml de cloroférmio a cada tubo, seguido por 1 ml de agua
destilada. As amostras foram agitadas em vortex por 30 segundos duas vezes,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e a fase
inferior foi transferida para um novo tubo. Depois disso, 1/3 do volume total da
amostra foi separado para a estimativa de fosfato inorganico (Pi). Todas as
amostras (incluindo as separadas para a determinacdo do Pi) foram secas em
evaporador de nitrogénio (Organomation N-EVAP™ 112) e armazenadas a -
20°C até a etapa de hidrolise bésica.

Para a hidrolise basica, 0,5 ml de cloroformio e 0,5 ml de KOH 0,6 M em
metanol foram adicionados as amostras, as quais foram agitadas em vortex por
30 segundos e deixadas a temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, 0,325
ml de HCI 1M e 0,125 ml de agua destilada foram adicionados as amostras, as
guais foram agitadas em vortex por 30 segundos e centrifugadas a 3000 rpm por
10 minutos a 25°C. Finalmente, a fase inferior foi transferida para um novo tubo,
as amostras foram secas em um evaporador de nitrogénio (Organomation N-
EVAP™ 112) e armazenadas a -20°C até a analise por espectrometria de

massas.
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Para a extracao de fosfolipidios, 0 mesmo protocolo foi seguido até o final
da etapa de Bligh e Dyer; no entanto, nenhum padrdo foi adicionado. A
determinacao de Pi também foi feita.

Para a extracao de esterol, foi seguido 0 mesmo protocolo, mas colesterol
(25 ug, Avanti Polar Lipids; 57-88-5) foi usado como padréo interno.
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Figura 5. Esquema de extracdo de lipidios. Para a extracdo de lipidios de A. fumigatus, os
micélios foram processados como descrito no texto, passando pelas etapas de extracdo de
Mandala, extracéo de Bligh e Dyer e hidrélise basica. O fosfato inorganico (Pi) foi estimado apds
a extracdo de Bligh e Dyer. LC-MS/MS: espectrometria de massas em tandem apds
cromatografia em fase liquida. TLC: cromatografia em camada delgada.

Ergosterol

3.8.11 Determinacédo de fosfato inorganico

Para a estimativa de fosfato inorganico (Pi), diferentes volumes de
NaH2PO4 (estoque 1 mM) foram adicionados em tubos de vidro e utilizados para
a construcao da curva padréo (concentracdes: 0 pmol; 5 pmol; 10 pmol; 20 pmol;
40 pmol; 60 pmol; 80 pmol). 0,6 ml de tampé&o Ashing [H2SOsa 10 N, HCIO4 a
70% e H20 na proporcéao 9:1:40] foram adicionados aos padrdes e as amostras
(lipidios secos) que foram separadas para a estimativa de Pi. A seguir, 0s tubos
foram agitados no vortex por 30 segundos e colocados, sem tampa, em um
banho seco a 150°C durante a noite (16 horas aproximadamente).

No dia seguinte, 0,9 ml de &gua destilada foi adicionado aos
aproximadamente 100 pl restantes apds a secagem e os tubos foram agitados
no vortex por 30 segundos. Em seguida, adicionou-se 0,5 ml de molibdato de

amonio a 0,9% (p/v) e as amostras foram agitadas em vortex por 30 segundos.
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Depois, adicionou-se 0,2 ml de acido ascorbico a 9% (p/v) e as amostras foram
agitadas em vortex por 30 segundos novamente. A seguir, as amostras foram
incubadas por 30 minutos a 45°C e transferidas para placas de 96 pogos
transparentes em triplicata. As placas foram lidas a uma DOszonm N0 aparelho
Spectra Max M5 (Molecular Devices) e, usando o Excel®, os padrdes foram
usados para tracar uma curva padréo na qual a concentracéo de Pi das amostras
foi determinada. Estes valores foram utilizados para normalizar a quantidade de
esfingolipidio, fosfolipidio e ergosterol nas amostras apds andlise por

espectrometria de massas.

3.8.12 Anélise de lipidios por espectrometria de massas
3.8.12.1 Esfingolipidios

A andlise de espectrometria de massas dos esfingolipidios foi realizada
conforme descrito em Munshi et al. (2018), no Biological Mass Spectometry
Shared Resource do Stony Brook Cancer Center (Stony Brook, Nova lorque,
EUA). Resumidamente, um sistema de HPLC Thermo Accela (San Jose, CA) foi
usado para separar os extratos secos dissolvidos em 150 pl de formato de
amonio (1 mM) com 0,2% de acido férmico em metanol. Foi usada uma coluna
de HPLC Peeke Scientific Spectra C8 (Redwood City, CA) (150 x 3 mm), na qual
foram injetados 10 ul das amostras. Os tampdes usados na corrida foram os
seguintes: Tampao A, formato de ambnio 2 mM e acido férmico 0,2%, e Tampao
B, formato de aménio 1 mM com 0,2% de &cido formico em metanol. Um
gradiente usando tampéao A e B foi também utilizado, come¢ando com 70% do
tampéo B com um aumento para 90% ao longo de 5 minutos, seguido por uma
rampa para 99% ao longo de 9 minutos. A coluna foi equilibrada com as
condicdes iniciais durante 8 minutos a uma taxa de fluxo de 500 pl/min. O HPLC
foi acoplado a fonte de HESI de um espectrometro de massa de triplo quadrupolo
Thermo TSQ Quantum Ultra (San Jose, CA). O perfil esfingolipidico foi realizado
no modo de ion positivo, com alta tenséo ajustada em 3,5 kV, temperatura do
vaporizador em 400°C, pressédo do gas de bainha em 60, presséo do gas auxiliar
em 15 e temperatura capilar de 300°C. A célula de colisdo foi operada a 1,5
mTorr de argbnio. Durante a corrida, as transicdes para cada espécie de lipidio
foram monitoradas em tempo de permanéncia de 100 ms ou 50 ms. 20 padrdes

de lipidios da Avanti (Alabaster, AL) foram usados para desenvolver curvas de
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calibracdo e essas curvas foram entdo usadas para monitorar as espécies de
lipidios. O processamento das amostras foi feito usando o software Thermo
Xcalibur 2.2 Quan Browser e exportado para o Excel®. Os valores foram

normalizados pela estimativa de Pi.

3.8.12.2 Fosfolipidios

A andlise de espectrometria de massas dos fosfolipidios foi realizada
conforme descrito em Rizzo et al. (2018), no VCU Lipidomics/Metabolomics Core
do VCU Massey Cancer Center (Richmond, Virginia EUA). Essa analise foi
realizada no VCU Lipidomics and Metabolomics Core Laboratory (Massey
Cancer Center, Virginia Commonwealth University, Virginia, EUA). O residuo
seco foi reconstituido em 0,5 ml do solvente de fase mével inicial para analise
LC-MS/MS, sonicado por 15 segundos e, em seguida, centrifugado por 5 min
antes da transferéncia do sobrenadante transparente para o frasco de injetor
automatico para analise. As classes de fosfolipidios foram separadas por
cromatografia liquida de fase reversa usando uma coluna Supelco 2.1 (id) x 150
mm Ascends Express C18 (Sigma, St. Louis, MO) e um sistema de solvente
binario a uma taxa de fluxo de 0,4 ml/min com um forno de coluna definido a
45°C. A coluna foi previamente equilibrada por 0,5 minutos com uma mistura de
solvente de 55% da fase mével A (metanol:agua, 50:50, v:v, com formato de
amonio 10 mM e acido férmico a 0,5%) e 45% da fase mével B (isopropanol com
formato de aménio 10 mM e &cido férmico a 0,5%) e apos a injecdo da amostra
(20 ul), a razédo A:B foi mantida em 55:45 por 5 min, seguido por um gradiente
linear para 90% de B ao longo de 25 min. Isso foi seguido por um gradiente linear
para 100% de B ao longo de 2 min, que foi mantido a 100% de B por 1 min,
seguido por um gradiente de retorno a 55:45 de A:B ao longo de 2 min. A coluna
foi reequilibrada com 55:45 de A:B por 0,5 min antes da proxima corrida. Cada
espécie de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS)
(Figura 6) foi quantificada durante cada corrida por analise de MRM e, além
disso, a estrutura foi confirmada por meio de uma varredura MS2 durante a
eluicdo de cada pico. Para andlises de LC-MS/MS, foi utilizado um sistema de
bomba binaria Shimadzu Nexera LC-30 CE acoplado a um autoinjetor SIL-30 AC
e desgaseificador DGU20A5R acoplado ao equipamento AB Sciex 5500
guadrupolo/linear ion trap (QTrap) (SCIEX Framingham, MA) operando em um
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modo triplo quadrupolo. Q1 e Q3 foram configurados para passar ions
precursores e produtos molecularmente distintos (ou uma varredura atraves de
multiplos m/z em Q1 ou Q3), usando Nz para induzir dissociacdes
colisionalmente em Q2 (que foi compensado de Q1 por 30-120 eV); a
temperatura da fonte de ions foi definida para 500°C. Os padrdes internos foram
1,2-diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina (17:0/17:0 PC), 1,2-
diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina  (17:0/17.0 PE) e 1,2-
diheptadecanoil-sn-glicero-3-fosfoserina (17: 0/17: 0 PS). Os valores foram

normalizados pela estimativa de Pi.
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Figura 6. Estruturas fosfolipidicas encontradas em S. cerevisiae. Os fosfolipidios
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE) e fosfaticilcolina (PC) s&o os
principais derivados do acido fosfatidico (PA). Os grupos hidrofilicos de cada espécie de
fosfolipidio (H, inositol, serina, etanolamina e colina, respectivamente) sdo mostrados em
vermelho. Retirado de Henry et al. (2012).

3.8.12.3 Ergosterol
Para a quantificacdo do ergosterol, a cromatografia em camada delgada
(TLC) foi realizada em um tanque de vidro 10" x 10" contendo

cloroférmio/metanol/agua (65:25:4, v:v:v) preparado no dia anterior. O padréao de
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ergosterol (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) (2 pg dissolvidos em 1 ml de
cloroférmio e seco) e os lipidios secos foram ressuspensos em 50 ul de
cloroférmio/metanol (proporgéo de 2:1) e 10 yl de cada amostra foram aplicados
em uma placa de silica gel (EMD Millipore, Billerica, MA, EUA) e colocadas
dentro do tanque de TLC. Apds 90 minutos de separacéo, a placa foi retirada,
seca na coifa a temperatura ambiente antes de ser colocada em outro tanque
contendo cristais de iodo para permitir a visualizagcdo dos lipidios. Em seguida,
o ergosterol foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) (254 nm) usando o EC3 310
Imaging System (UVP, Cambridge, UK). As imagens foram submetidas a analise
densitométrica por meio do software ImageJ (Schneider et al. 2012) e
normalizadas pela estimativa de Pi.

3.8.13 Testes fenotipicos

Para o teste de temperatura, 1 x 10* conidios das linhagens selvagem,
xylP::hsfA, xylP::sdeA e xylP::sdeA AsdeB foram inoculadas no centro de placas
de Petri contendo MM solido acrescido de diferentes concentracdes de xilose.
As placas foram incubadas a 30°C, 37°C ou 48°C por 72 horas e entdo
fotografadas para a andlise do crescimento radial. O mesmo foi feito com as
linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB*, mas em MM sem adic&o de xilose.
As temperaturas de 30°C e 37°C foram utilizadas por se tratarem da temperatura
do solo em ambientes tropicais e da temperatura corporal do hospedeiro de A.
fumigatus (ser humano), respectivamente. Ja a temperatura de 48°C foi
escolhida por ja ser utilizada na literatura em experimentos de inducao do choque
térmico em A. fumigatus (Nierman et al. 2005; Do et al. 2009), além de ser a
temperatura média das pilhas de compostagem onde linhagens termotolerantes
de A. fumigatus sédo encontradas (Millner et al. 1977; Sharma et al. 2008; Sharma
et al. 2011).

Para os testes fenotipicos com outros tipos de estresses, inoculou-se 1 x
10* conidios das linhagens selvagem e xylP::hsfA no centro de placas de Petri
contendo MM sdlido acrescido de 0,06% de xilose e diferentes concentragfes de
agentes que promovem estresse a parede celular [CR, Calcofluor White (CFW),
CASP e cafeina], a membrana plasmatica [dodecil sulfato de sodio (SDS)],
oxidativo (paraquat e menadiona), osmatico (sorbitol) e por altas concentragfes

de metais (ZnSOa4). As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas e
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fotografadas para a montagem dos painéis. O mesmo tipo de teste foi feito com
a linhagem xylP::sdeA em MM suplementado com 2,5% de xilose, exceto na
presenca de drogas que provocam estresse de parede celular, de membrana e
oxidativo, em que seguiu-se a metodologia de teste fenotipico por drop test.
Neste caso, 5 pl de diluicbes seriadas dos conidios das linhagens foram
pipetados nas placas e estas foram incubadas a 37°C por 48 horas e
fotografadas para a montagem dos painéis. Drop tests na presenca de estresse
de parede celular e osmotico também foram conduzidos com as linhagens
linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB* em MM sem adi¢do de xilose,
enguanto testes com miriocina, lovastatina e fluconazol foram conduzidos com
as linhagens selvagem, AmpkA, AsakA e seus complementantes.

Para testes com diamida, perdxido de hidrogénio e fludioxonil, as linhagens
foram inoculadas em placas de 96 pocos contendo 200 pl de MM liquido
acrescido de 0,06% (para a linhagem xylP::hsfA) ou 2,5% (para a linhagem
xylP::sdeA) de xilose e diferentes concentracfes das drogas. Para testes com
miriocina, cerulenina, trans-chalcona, aureobasidina A, lovastatina, voriconazol,
fluconazol e anfotericina B, o meio utilizado foi sélido. Ja para testes com DTT,
que promove estresse de reticulo, as linhagens foram inoculadas em placas de
24 pocos contendo 2 ml de MM liquido acrescido de 0,06% ou 2,5% de xilose e
diferentes concentracdes da droga. Todas as placas foram incubadas a 37°C por
72 horas e depois fotografadas.

Para o teste fenotipico das linhagens duplo mutantes, diluicdes seriadas
das linhagens selvagem, xylP::hsfA, pkcACG579R pkcACS°R xyIP::hsfA, AmpkKA,
AmpkA xylP::hsfA, AsakA e AsakA xylP::hsfA foram inoculadas em placas
contendo MM suplementado com diferentes concentracbes de xilose e
incubadas a 30°C, 37°C ou 48°C por 48 horas. O mesmo foi feito na presenca
de diferentes concentracdes de CR, CFW, CASP e SDS, com as placas sendo
incubadas a 37°C por 48 horas.

Para o teste com radicicol, 1 x 10* conidios das linhagens selvagem e
xylP::hsfA foram inoculados em placas de 96 pocos contendo MM liquido
acrescido de 0,06% de xilose, diferentes concentra¢cdes da droga radicicol e 10%
de Alamar blue™ Cell Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific). Estas placas

foram incubadas a 37°C por 48 horas.
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3.8.14 Inducéo do estresse de temperatura e de parede celular

Para a inducdo do estresse de temperatura para analises de RT-qPCR,
cerca de 1 x 108 conidios das linhagens selvagem, xylP::hsfA e xylP::sdeA foram
inoculados em frascos de 250 ml contendo 50 ml de MM acrescido de 1% de
xilose e incubados por aproximadamente 24 horas a 30°C e 180 rpm. Apds esse
periodo, os micélios crescidos foram centrifugados a 4800 rpm por 10 minutos e
com baixa desaceleragdo e lavados por 2 vezes com agua ultrapura estéril. A
seguir, 50 ml de MM termostatizado a 30°C foram adicionados a metade dos
frascos (amostras a serem reprimidas), enquanto a outra parte recebeu MM sem
glicose, mas com 0,2% de xilose (amostras a serem induzidas). Os micélios
retornaram para os frascos termostatizados, que foram incubados por mais 4
horas a 30°C e 180 rpm. Apds, os micélios foram centrifugados a 4800 rpm por
10 minutos e com baixa desaceleracdo. 50 ml de MM termostatizado a 48°C
foram adicionados aos frascos contendo amostras reprimidas. Os micélios
retornaram para os frascos termostatizados e as amostras foram incubados com
agitacao constante de 180 rpm a 48°C por intervalos de tempo iguais a 5, 15, 30
ou 60 min (em duplicata). As amostras controle permaneceram a 30°C. Em
seguida, o micélio de cada amostra foi filtrado a vacuo e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido para se evitar a degradacdo do RNA a ser
extraido. Semelhantemente, fez-se também a inducdo do estresse de
temperatura na linhagem AsdeB utilizando-se apenas MM. O mesmo
procedimento foi seguido para o crescimento das linhagens xylP::hsfA
sdeA::3xHA e sdeA::3xHA para analises de Western blot, e também para as
linhagens sdeA::GFP e sdeA::GFP AsdeB, mas com o cultivo neste caso sendo
feito apenas em MM.

Para a inducéo do estresse de parede celular para andlises de RT-qPCR,
cerca de 2 x 107 conidios da linhagem selvagem foram inoculados em frascos
de 250 ml contendo 50 ml de YG e incubados por aproximadamente 16 horas a
37°C e 180 rpm. Posteriormente, as amostras foram tratadas com diferentes
concentragcdes de CASP ou CR por 60 ou 30 min, respectivamente. Em seguida,
0 micélio de cada amostra foi filtrado a vacuo e imediatamente congelado em

nitrogénio liquido para se evitar a degradacao do RNA a ser extraido.
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3.8.15 Anélises de Southern blot

Para a validacdo das linhagens xylP::hsfA, tetorr::hsfA, xylP::sdeA, AsdeB,
sdeA::GFP AsdeB e xylP::sdeA AsdeB, o DNA gendémico do micélio de cada
linhagem foi extraido como descrito anteriormente e submetido a analises de
Southern blot. Para a validacdo da linhagem xylP::hsfA, o DNA das linhagens
selvagem e xylP::hsfA foi digerido com a enzima de restricdo Xhol, enquanto que
para a validacdo da linhagem xylP::sdeA, o DNA das linhagens selvagem e
xylP::sdeA foi digerido com a enzima de restricdo Hindlll, de acordo com as
estratégias definidas. J& para a validacao da linhagem tetorr::hsfA, o DNA foi
digerido com a enzima de restricdo EcoRV. Por fim, para a validacdo das
linhagens AsdeB, sdeA::GFP AsdeB e xylP::sdeA AsdeB, o DNA foi digerido com
a enzima EcoRI. Apés a digestéo, as amostras foram separadas por eletroforese
(50 v por 5-6 horas) em gel de agarose 1%. O DNA foi entdo transferido para
uma membrana de nylon carregada positivamente (Hybond N+, GE HealthCare).
Para isto, o gel foi inicialmente depurinizado em solu¢do de HCI 0,25 M por 30
minutos sob leve agitacdo a temperatura ambiente; a seguir, o gel foi lavado com
agua destilada e desnaturado por 2 vezes com a solucdo de desnaturacao,
sendo cada incubacao de 30 minutos sob leve agitacdo a temperatura ambiente.
O gel foi lavado novamente com agua destilada e neutralizado por 2 vezes com
a solucao de neutralizacdo, sendo cada incubacdo de 20 minutos sob leve
agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi colocado em contato
com a membrana em uma plataforma para a transferéncia salina que permitia o
contato direto entre o gel e a solugéo salina-citrato 20x concentrada. O sistema
de transferéncia foi mantido overnight. No dia seguinte, a membrana foi
rapidamente lavada em solucdo salina-citrato 2x concentrada e secada sobre
papel de filtro. A seguir, a membrana foi colocada em forno UV para cross link
(Fisher Scientific) para fixacdo com radiacdo UV de 600.000 pJ, e depois
incubada em estufa a 80°C por 1 hora.

Para a hibridizagéo dos &acidos nucleicos foi utilizado o sistema “AlkPhos
Direct Labeling and Detection Systems” (GE HealthCare). A membrana fixada foi
colocada em 15 ml de solucéo de hibridizacdo seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante (0,5 M de NaCl dissolvido no tampé&o de hibridizac&o, 4% do reagente
de bloqueio). A membrana foi pré-hibridizada no forno de hibridizacdo por 3

horas na temperatura de 60°C. Durante esse periodo foi preparada a sonda
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utilizada na reacao. Para isso, uma solucdo com a sequéncia de DNA obtida por
PCR e purificada do gel de agarose correspondente a sonda (regiao 5’UTR do
l6cus dos genes hsfA, sdeA e sdeB) foi ajustada na concentracao de 10 ng/ul.
10 pl dessa solucdo contendo o produto de PCR foram desnaturados por 5
minutos em banho fervente e o material foi deixado por mais 5 minutos em gelo.
A esse material foram adicionados 10 ul de reaction buffer, 2 pl de labelling
reagente e 10 pl do reagente cross-linker diluido (1:5 em agua), de acordo com
as instrucbes do fabricante. A reacdo foi posteriormente incubada em banho
seco a 37°C por 60 minutos. A sonda foi adicionada a garrafa contendo a solucéo
de hibridizagdo e a membrana pré-hibridizada, e a hibridizagdo foi mantida
overnight por cerca de 16-18 horas no forno de hibridizacdo na temperatura de
48°C em rotacao leve. ApGs a hibridizacdo, a membrana foi lavada duas vezes
por 10 minutos a 60°C com a solucao primaria na temperatura de 55°C (ureia
120 g/l, SDS 1 g/l, fosfato de s6dio monobasico 50 mM, NacCl 8,7 g/l, MgCI 1 mM,
reagente de bloqueio 2 g/l) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Na
sequéncia, a membrana foi lavada duas vezes por 5 minutos a temperatura
ambiente com a solucdo secundaria (tris base 6,2 g/l, NaCl 5,6 g/l). Finalmente,
a membrana foi lavada com 3 ml do CDP-Star (Roche) por 5 minutos e revelada
utilizando o equipamento de deteccdo quimioluminescente ChemiDoc XRS (Bio
Rad).

3.8.16 Analises de Western blot

50 ug do extrato bruto proteico das linhagens selvagem, xylP::sdeA, AsdeB,
sdeA::3xHA, xylP::hsfA sdeA::3xHA, sdeA::GFP e sdeA::GFP AsdeB obtidos de
cada experimento foram fervidos a 95°C em tampdo de amostra para
eletroforese de proteina 1x (Laemmli 1970). A seguir, foram submetidos a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) 10% e tampé&o
Tris-glicina 1x (tampdo para eletroforese de proteina), utilizando-se uma cuba
de eletroforese vertical (BioRad). As proteinas foram entdo transferidas do gel
para uma membrana de PVDF (GE Health Care) em procedimento de
transferéncia submerso de acordo com o protocolo do fabricante. O bloqueio da
membrana de PVDF foi feito com TBST contendo 9% de leite em p6 desnatado
por 4 horas a temperatura ambiente. Para a deteccdo do epitopo 3xHA, as

membranas foram incubadas com o anticorpo primario a-HA produzido em
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camundongo (H3663; Sigma) na diluicdo 1:10.000 em TBST 1x contendo 3% de
leite em pd desnatado, por 16 horas a 4°C. Proteinas fusionadas a proteina GFP
foram detectadas usando anticorpo primario monoclonal a-GFP produzido em
camundongo (Santa Cruz Biotechnology, sc-9996) em uma diluicdo 1:2.000 em
TBST contendo leite destanado 3%, por 16 horas a 4°C. A proteina Hsp90 de A.
fumigatus foi detectada usando um anticorpo policlonal a-Hsp90 obtido em
coelho e produzido pela Imuny, Rheabiotech (Rocha et al. 2020b). Este anticorpo
foi utilizado na diluicdo 1:20.000 em solucdo de TBST contendo 5% de leite
desnatado por 16 horas 4°C. O anticorpo a-Pgkl de S. cerevisiae e produzido
em coelho (NE130/7S; Nordic-immunology) foi usado como controle do
carregamento proteico na diluigdo de 1:3.000 em TBST contendo leite desnatado
5%. Este anticorpo reconhece uma uUnica banda (44,8 kDa) correspondente a
proteina PgkA de A. fumigatus (Afu1lg10350). O reconhecimento dos anticorpos
a-HA e a-GFP foi feito com um anticorpo secundario a-IgG-HRP de camundongo
(A4416; Sigma). Ja o reconhecimento dos anticorpos a-Hsp90 e a-Pgkl foi feito
com um anticorpo secundario a-lgG-HRP de coelho (A0545; Sigma). Ambos
anticorpos secundarios foram incubados em uma diluicdo de 1:3.000 em TBST
1x & temperatura ambiente por 2 horas. A deteccdo quimioluminescente foi
realizada usando o kit de deteccdo ECL Prime Western Blot (GE HealthCare) no
equipamento ChemiDoc XRS (BioRad). As imagens foram submetidas a uma

analise densitométrica por meio do software ImageJ (Schneider et al. 2012).

3.8.17 Experimentos de co-imunoprecipitacdo de proteinas com GFP-Trap

Para realizar os ensaios de Co-imunoprecipitacdo de proteinas (Co-IP), foi
utilizada a linhagem sdeA::GFP, a fim de verificar a interacdo entre SdeA e
Hsp90. Para a extracdo de proteinas, o micélio foi macerado em nitrogénio
liguido e homogeneizado em 2 ml de tampao de extragdo, conforme descrito
anteriormente (Ries et al. 2016). Os extratos foram centrifugados a 13000 rpm
por 40 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e a concentragéao de
proteinas totais foi determinada como descrito acima. A Co-IP com GFP-Trap foi
realizada conforme descrito anteriormente (Ries et al., 2016). Resumidamente,
5 mg de proteinas foram adicionados a 20 ul da resina de agarose GFP-Trap
(ChromoTek; GTA-20). A resina foi centrifugada (2.500 g durante 2 minutos a

4°C) e lavada trés vezes com tampéao de ressuspensao [Tris HClI 10 mM (pH
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7,5), NaCl 150 mM, EDTA 0,5 mM]. Os extratos brutos e a resina foram entéo
incubados por 4 horas com agitacdo a 4°C. Posteriormente, a resina foi
centrifugada por 30 segundos a 5000 g e lavada trés vezes com tampéao de
ressuspensao. Para liberar as proteinas da resina, as amostras foram incubadas
com 30 ul de tamp&o de amostra para eletroforese de proteina (tampéo Laemmli)
2x e fervidas por 5 minutos. 20 pl do imunoprecipitado foram corridos em SDS-
PAGE 10% e as proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana de
PVDF por Western blot. O blogueio, as hibridizacées com anticorpos primarios e

secundarios e a deteccédo foram realizados como descrito acima.

3.8.18 Andlises de microscopia
3.8.18.1 Microscopia eletrdnica de transmissao

1 x 107 conidios da linhagem selvagem foram cultivados estaticamente
em 10 ml de YAG liquido por 36 horas a 30°C. O choque de temperatura foi
induzido pela transferéncia do micélio para o meio YAG pré-aquecido (48°C) por
5, 10, 15, 30 e 60 min de incubacao a 48°C. O controle foi deixado a 30°C. Para
analisar a organizagdo da parede celular no mutante condicional de hsfA, as
linhagens selvagem e xylP::hsfA foram cultivadas estaticamente em MM liquido
suplementado com xilose 1% por 36 horas a 30°C. Os micélios foram coletados
por centrifugacdo, lavados duas vezes com MM fresco e posteriormente
incubados em MM (repressdo) ou MM sem glicose, mas suplementado com
xilose 0,06% (indug&o) por 4 horas a 30°C. Finalmente, as amostras das
linhagens selvagem e xylP::hsfA reprimidas foram submetidas ao choque
térmico a 48°C por 15, 30 e 60 min ou tratadas com 2 ug/ml de CASP por 1 hora
para induzir o estresse de parede celular. O controle ndo tratado permaneceu a
30°C. Em seguida, os micélios foram fixados em glutaraldeido 3% em tampéao
cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,4 por 24 horas a 4°C. As células foram
processadas conforme descrito anteriormente (Munshi et al. 2018), e a aquisi¢cao
das imagens foi feita na TEM Facility do Central Microscopy Imaging Center da
Stony Brook University, usando um microscoépio FEI TeCnail2 BioTwinG2 a uma
tensdo de aceleracdo de 120 kV. As imagens digitais foram adquiridas com um
sistema de camera digital AMT XR-60 CCD. As espessuras da parede celular de
mais de 50 secdes de diferentes germinantes foram medidas utilizando o

software ImageJ (Schneider et al. 2012).
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3.8.18.2 Microscopia Optica

Para analisar o crescimento das hifas dos mutantes xylP::hsfA e
xylP::sdeA, estas linhagens e a linhagem selvagem foram cultivadas e
analisadas conforme descrito em Rocha et al. (2016). Para tanto, 1 x 10°
conidios de cada linhagem foram inoculados em placas do tipo glass bottom
dishes (MatTek Corporation) contendo 2 ml de MM suplementado com diferentes
concentracdes de xilose a 37°C por 12 horas. Imagens do tipo Contraste de
Interferéncia Diferencial (DIC) foram capturadas usando uma camera AxioCam
(Carl Zeiss) em objetiva de 100x (Plan-Apochromat; NA 1.4) e processadas
usando o software AxioVision.

Para analisar a germinacdo do mutante AsdeB, 1 x 10° conidios das
linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB™ foram inoculados em placas do tipo
glass bottom dishes (MatTek Corporation) contendo laminulas estéreis e 2 ml de
MM por 4, 6, 8, 10 e 12 horas a 37°C. Depois da incubacdo, as laminulas foram
fixadas por radiacdo UV de 600.000 pJ, montadas e visualizadas em um
microscopio de campo claro. Um conidiésporo foi contado como germinado se
possuisse um tubo germinativo, que é facilmente detectavel como uma pequena
protuberancia na superficie esférica do esporo. Cem conidios foram contados

em cada experimento.

3.8.18.3 Microscopia de fluorescéncia

Para analisar a localizacdo subcelular de proteinas ligadas a proteina GFP,
a linhagem sdeA::GFP foi cultivada em placas do tipo glass bottom dishes
(MatTek Corporation) contendo 2 ml de MM por diferentes periodos de tempo e
em diferentes condi¢Bes (choque térmico, estresse de membrana celular, etc.).
A proteina GFP foi visualizada usando o filtro HE 38 (Carl Zeiss) em objetiva de
100x (Plan-Apochromat; NA 1.4). Imagens DIC e de fluorescéncia foram
capturadas com uma camera AxioCam MRm (Carl Zeiss) e processadas usando

o software ZEN.

3.8.19 Ensaio da formacéo de biofilme
Para a quantificacdo da formacao inicial de biofilme de linhagens de A.
fumigatus, 1 x 10° conidios das linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB*
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foram inoculados em pocos de uma placa de 96 pocos contendo 200 ul de MM
e incubados a 37°C por 24 horas. Depois, 0 meio de cultura foi removido e os
pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x. Em seguida, 150 pl de uma solucéo
de cristal violeta (0,5%) foram adicionados a cada poco da placa e esta foi
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, a solucéo de cristal
violeta foi removida e 0 excesso da coloracao foi removido suavemente com uma
lavagem com &gua estéril. Cada poco da placa foi entdo descorado pela adicdo
de 200 pl de etanol 95% por 16 horas a temperatura ambiente. Esta solucao de
descoloracéo foi transferida para uma nova placa de 96 pocos, e a quantificacao
do biofilme foi realizada através da leitura espectrofotométrica (DO 575nm)
utilizando o leitor de microplaca SpectraMax i3 (Molecular Devices). Os valores
de absorbancia obtidos foram normalizados pelos valores de fluorescéncia
medidos em um experiento espelho em que as linhagens cresceram nas
mesmas condi¢des na presenca de 10% do indicador Alamar blue™ Cell Viability

Reagent (Thermo Fisher Scientific).

3.8.20 Ensaio de viabilidade celular com XTT

O ensaio de XTT [2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilide] foi usado para medir a atividade metabdlica de
biofilmes maduros de A. fumigatus como descrito anteriormente (Moss et al.
2008). 1 x 10° conidios das linhagens selvagem, xylP::sdeA e xylP::hsfA foram
inoculados em pocos de uma placa de 24 pocos contendo 500 pl de MM
suplementado com 1% de xilose e incubados a 37°C por 18 horas. Depois, 0
meio de cultura foi removido e os pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x para
remover o excesso de xilose. O biofilme formado foi entdo incubado em MM por
mais 4 horas a 37°C. As placas controle foram mantidas nesta condicéo,
enguanto o estresse de parede celular foi induzido no biofilme pela adi¢céo de 0,5
png/ml de CASP por 15, 30 ou 60 minutos. A seguir, o meio de cultura foi removido
e foram adicionados 300 pl de uma solugéo de XTT a 0,5 mg/ml contendo 50
ng/ml de coenzima K. As placas permaneceram a 37°C por 1 hora e depois lidas
(DO 490nm) utilizando o leitor de microplaca SpectraMax i3 (Molecular Devices).
Os experimentos foram feitos em triplicatas e a condi¢éo controle (sem estresse)
foi utilizada para normalizar os valores de absorbancia das condi¢cbes de

tratamento de cada linhagem.
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3.8.21 Ensaio de atividade da luciferase (luc) em A. fumigatus

Seguindo o protocolo de Rocha et al. (2016) do ensaio de atividade da
luciferase durante o choque de temperatura, 2 x 10° conidios das linhagens
selvagem, hsfA::luc, pkcA®S"*R hsfA::luc, AmpkA hsfA:luc, AsakA hsfA::luc,
hsp90P::luc, pkcA®>79R hsp90P::luc, ArlmA hsp90P::luc e AmpkA hsp90P::luc
foram cultivados em microplacas Cellstar brancas de 96 poc¢os contendo 200 ul
de MM acrescido de 0,006% de extrato de levedura a 30°C por 12 horas. A
seguir, 0,5 mM de luciferina foram adicionados em cada poco e a placa foi lida
inicialmente a 30°C e depois a 37°C ou 48°C por 2 horas, com intervalos de 2
minutos entre cada leitura. Para o0 mesmo ensaio com linhagens contendo o
promotor xylP (xylP::hsfA hsp90P::luc), o mesmo protocolo foi seguido, com
algumas modificacdes. O cultivo foi feito em MM acrescido de 0,006% de extrato
de levedura contendo 1% de xilose a 30°C por 16 horas. Depois, fez-se a
lavagem das hifas com o meio de cultivo sem xilose e cultivou-se por mais 3
horas em MM acrescido de 0,006% de extrato de levedura com ou sem xilose
(inducéo e repressao, respectivamente). A seguir, fez-se a inducéo do estresse
de temperatura normalmente na presenca de luciferina.

Para o ensaio de estresse de parede, a mesma quantidade de conidios das
linhagens selvagem, hsfA::luc, pkcA®5°R hsfA::luc, AmpkA hsfA:luc, AsakA
hsfA::luc, hsp90P::luc, pkcAG57°R hsp90P::luc, ArlmA hsp90P:luc e AmpkA
hsp90P::luc foi inoculada em 200 pl de MM acrescido de 0,006% de extrato de
levedura e cultivada a 37°C por 5 horas. A seguir, 50 pg/ml de CASP foram
adicionados em cada poco juntamente com 0,5 mM de luciferina e a placa foi
lida a 37°C por 4 horas, com intervalos de 2 minutos entre cada leitura.

A atividade luciferase das linhagens em todos os experimentos foi lida no
modo Luminescéncia no aparelho SpectraMax i3 (Molecular Devices). A

normalizacgéo foi feita pelo nUmero de conidios.

3.8.22 Andlise de RNA-Seq

As linhagens selvagem e xylP::hsfA foram crescidas em MM acrescido de
1% de xilose por 24 horas a 30°C sob agitagao de 180 rpm (Figura 7). A sequir,
metade das amostras foi incubada em MM contendo apenas glicose 1%
(represséao), enquanto a outra parte foi incubada em MM sem glicose, mas com

1% de xilose (indugao) por 4 horas a 30°C. Posteriormente, as amostras em
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repressao foram expostas a temperatura de 48°C por 15 ou 60 minutos (choque
de temperatura), enquanto o controle permaneceu a 30°C. Os micélios foram
entdo filtrados, o RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Life
Technologies) segundo as recomendacdes do fabricante, tratado com DNase |
(Fermentas) e purificado utilizando o kit RNAeasy (Qiagen), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O RNA de cada tratamento foi quantificado usando
NanoDrop e o fluordmetro Qubit, e analisado em um sistema Agilent 2100

Bioanalyzer para avaliar a integridade do RNA.

A MM + xylose
1% 30 °C
/' 12anours | \
g ! \
[ ! MM MM without glucose v
L:‘ibglir,s,J 30 °C + xylose 1% Lihglir,s,J
30°C
MM . 15min |
48 °C IL 60 min i

B Sample comparisons

Promoter effect: (1x5)

1] wt 30 °C + xylose | |8 xytPhstA30cC+ Xylose effect in the wt: (1x2)
Xylose hsfA depletion: (5x8)
2| wt30°Cwithoutxylose | |8|  xyIP::hsfA30°C Heat shock in the wt (15 min): (2x3)
without xylose Heat shock in the wt (60 min): (2x4)
Heat shock in the xy/P::hsfA (15 min): (6x7
'3[ wt48 °C 15’ withoutxylose |  [7]  xylP::hsfA 48 °C 15° y ( ) (8x7)
without xylose Heat shock in the xy/P::hsfA (60 min): (6x8)
Heat shock at 15 min: (3x7)
E wt 48 °C 60’ without xylose ‘ 8| xylP::hsfA 48 °C 60’ _
without xylose Heat shock at 60 min: (4x8)

Figura 7. Desenho experimental da andlise de RNA-Seq das linhagens selvagem e
xylP::hsfA de A. fumigatus durante o estresse de temperatura. (A) Esquema do cultivo,
inducéo/repressdo do promotor e inducdo do estresse de temperatura nas linhagens. (B)
Amostras geradas e comparagdes realizadas na analise dos dados de RNA-Seq.

O preparo e o0 sequenciamento das amostras foram realizados no
Laboratério Nacional de Biorrenovaveis, situado no Centro Nacional de Pesquisa
em Energia e Materiais (CNPEM), no distrito de Bardo Geraldo, SP, como
descrito anteriormente (Alves de Castro et al. 2016). Para o preparo das
amostras, o lllumina TruSeq Stranded mMRNA Sample Preparation kit foi utilizado.
Resumidamente, as moléculas de mRNA contendo cauda poliA foram
selecionadas utilizando beads magnéticas ligadas com oligonucleotideos poliT.
A fragmentacdo e a preparacdo das bibliotecas foram realizadas utilizando

cations divalentes e fragmentacdo térmica. A sintese da primeira cadeia de
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cDNA foi realizada utilizando transcriptase reversa (Superscript 1) e primers
randémicos. A sintese da segunda cadeia de cDNA foi feita utilizando DNA
Polimerase |. RNase H e beads dUTP AMPure XP foram utilizadas para separar
as duplas fitas de cDNA de extremidades cegas, as quais foi adicionado um
anico nucleotideo "A" na extremidade 3' para evitar que se ligassem umas a
outras durante a reacao de ligacdo ao adaptador, que foi a préxima etapa. Os
produtos foram entéo purificados e enriquecidos por meio de PCR usando o PCR
Primer Cocktail (Illumina). Por fim, as bibliotecas foram quantificadas no
equipamento Step One Plus (Applied Biosystems) e sequenciadas (2 x 100 pb)
em um instrumento HiSeq 2500.

O resultado do sequenciamento foi analisado em colaboragdo com a Dra.
Gabriela Felix Persinoti (CNPEM, Bardo Geraldo, SP) seguindo o esquema da
Figura 7, utilizando p valor < 0,05. As reads foram submetidas ao NCBI's Short
Read Archive sob o Bioprojeto PRINA690780. A qualidade dos arquivos fastq
obtidos foi verificada com FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e limpos com
Trimmomatic (Bolger et al. 2014). O rRNA foi removido usando SortMeRNA
(Kopylova et al. 2012), e as reads de alta qualidade foram mapeadas para a
sequéncia do genoma da linhagem Af293 de A. fumigatus usando Tophat2 (Kim
et al. 2013) no modo especifico de fita. A saturacdo do esforco de
sequenciamento foi avaliada pela contagem do nimero de juncdes exon-exon
detectadas em diferentes niveis de subamostragem do total de leituras de alta
qualidade, usando RSeQC (Wang et al. 2012). Todas as amostras alcancaram
saturacdo de juncbes exon-exon conhecidas. Para avaliar a abundancia de
transcritos, as leituras exdnicas foram contadas de uma forma especifica de fita
usando a biblioteca Rsubread (Liao et al. 2013) do Bioconductor (Huber et al.
2015). A identificagcdo de genes diferencialmente expressos foi realizada com
EdgeR (Robinson et al. 2010), controlando para uma FDR de 0,01. Os Fold
changes e as significancias estatisticas de todos 0s genes para cada
comparacao sao mostrados no Material Suplementar do artigo de Fabri et al.
(2021). A analise de enriquecimento de Gene Ontology (GO) foi realizada usando
a ferramenta KOBAS <kobas.cbi.pku.edu.cn> (Xie et al. 2011). A analise de
agrupamento dos genes expressos de forma diferencial foi realizada usando

agrupamento hierarquico no software Multiple Experiment Viewer (MeV)
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(<http://mev.tm4.org/>).

3.8.23 Analise de espectrometria de massas de metabdlitos secundarios

A andlise de de espectrometria de massas dos metabdlitos secundarios foi
conduzida no laboratério da professora Taicia Fill, localizado no Departamento
de Quimica Orgéanica do Instituto de Quimica da UNICAMP. Para a andlise, as
amostras das linhagens selvagem e xylP::hsfA foram induzidas como descrito na
analise de RNA-Seq e a metodologia utilizada foi descrita anteriormente em
Costa et al. (2019). O micélios liofilizados e macerados foram diluidos em
metanol e analisados em um espectrometro de massas Termo Scientifc
QExactive® Hybrid Quadrupole-Orbitrap. As andlises foram realizadas no modo
positivo com intervalo m/z de 115 a 1500, voltagem capilar de 3,4 kV,
temperatura capilar de entrada de 280°C, lente S 100V. 5 pl de cada amostra
foram injetados no espectrémetro, utizando como fase estacionaria uma coluna
Termo Scientifc Accucore C18 2,6 um (2,1 mm x 100 mm), e como fase movel:
0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrila (B). Perfil de eluicdo (A/B): 95/5 até 2/98
em 15 minutos, espera de 5 minutos, até 95/5 em 1,2 minutos e espera por 7,8
min. O tempo total de corrida foi de 29 minutos para cada corrida e a taxa de
fluxo de 0,2 ml/min. A anéalise de MS/MS foi realizada pela dissociacdo induzida
por colisdo com intervalo m/z de 100 a 800 e a energia de colisdo variou de 10
a 50 v. As amostras foram infundidas diretamente por eletrospray com taxa de
fluxo de 5,0 pl/min. Os dados de MS e MS/MS foram processados com o software
Xcalibur (versdo 3.0.63) desenvolvido pela Termo Fisher Scientifc e plotados em

gréficos utilizando o software GraphPad Prism.

3.8.24 Teste de viruléncia em Galleria mellonella

Larvas de Galleria mellonella foram obtidas por meio da criagcdo de
mariposas adultas, seguindo a metodologia de Fuchs et al. (2010). Os ensaios
de viruléncia foram conduzidos como descrito previamente (Pereira Silva et al.
2017). Larvas de G. mellonella de tamanho semelhante (aproximadamente 250-
400 mg) foram selecionadas e mantidas em jejum em placas de Petri a 37°C, no
escuro, por 24 horas antes do uso. Os conidios das linhagens selvagem, AsdeB,
AsdeB::sdeB* e tetorr::hsfA foram obtidos apos crecimento em meio YAG por

dois dias, colhidos em PBS e filtrados em Miracloth (Calbiochem). Para investigar
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a viruléncia de A. fumigatus contra G. mellonella, 1 x 10° conidios de cada
linhagem foram inoculados na hemolinfa da Ultima pro-pata a esquerda das
larvas no ultimo estagio larval de desenvolvimento (instar), usando seringa
Hamilton (7000,5KH). Para reprimir o promotor tetorr, 10 pg/ml de doxiciclina
foram inoculados juntamente com os conidios em parte das larvas. Doze
individuos foram utilizados para cada condi¢do. Larvas inoculadas apenas com
5 pl de PBS ou doxiciclina 10 pg/ml foram usadas como grupos controles. Em
seguida, as larvas foram incubadas em placas de Petri a 37°C no escuro por até
15 dias. A morte das larvas foi avaliada diariamente, sendo consideradas mortas

aguelas que apresentaram auséncia de movimento em resposta ao toque.

3.8.25 Andlises estatisticas

A analise estatistica dos dados experimentais de RT-gPCR, microscopia
eletrOnica de transmissao, formacgao de biofilme, ensaio de XTT e determinagé&o
da concentracao de lipidios foi feita através do software GraphPad Prism (versao
8.0) utilizando-se one-way ou two-way ANOVA e o teste de Sidak e/ou Dunnet
(post hoc). Para as curvas de sobrevivéncia dos ensaios de viruléncia, os testes
Log-rank Mantel-Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon foram empregados. As

diferencas foram consideradas significativas a partir de um p valor < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Moédulo 4.1 Caracterizacao funcional do fator de transcricdo HsfA de A.

fumigatus

4.1.1 Construcédo das linhagens mutantes xylP::hsfA e tetorr::hsfA

Para a identificacdo do homdlogo do gene hsfl em A. fumigatus, foi
realizada uma analise do tipo BLASTp no banco de dados do genoma da
linhagem selvagem A1163 de A. fumigatus usando as sequéncias proteicas de
Hsfl de S. cerevisiae e C. albicans, o que resultou em uma Unica ORF com
similaridade significativa. O homdlogo potencial, Afu5g01900 (denominado
hsfA), compartilha 30% de identidade e 51% de similaridade com Hsfl de S.
cerevisiae e 27% de identidade e 46% de similaridade com Hsfl de C. albicans.
Além disso, HsfA apresenta identidade significativa com Hsfl de A. nidulans e
Aspergillus niger (70% de identidade e 79% de similaridade; e 74% de identidade
e 83% de similaridade, respectivamente). A regidao HsfA com a identidade mais
elevada compreende o dominio de ligagdo ao DNA do tipo HSF tanto da proteina
de levedura quanto humana (Veri et al., 2018), dos residuos 150 a 252 (2.8e-28;
Pfam 00447). A Figura 8 mostra o alinhamento de todas essas proteinas,
destacando os principais dominios. Percebe-se que ha maior conservacao dos
dominios regulatorios centrais, o que inclui o dominio de ligacdo ao DNA do tipo
hélice-volta-hélice alada, imprescindivel para a ligacdo de Hsfl ao DNA durante

sua atividade como fator de transcricao.
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Figura 8. Alinhamento de proteinas homologas a HsfA. Comparacdo da sequéncia de
aminoacidos deduzida de HsfA em A. fumigatus (Afu5g01900) com as sequéncias de Hsfl de S.
cerevisiae (YGLO73W), C. albicans (C1_09170W_A), Schizosaccharomyces pombe
(SPAC2E12.02), A. nidulans (AN8035), A. niger (An16g01760), C. neoformans (CNAG_07460)
e humano (Hs_SGRK2; NP_001186193.1), as quais foram alinhadas utilizando a ferramenta
Clustal Q (Waterhouse et al. 2009). Os residuos idénticos estdo sombreados em tons de azul.
Linha vermelha: dominio de ligacdo ao DNA em humanos (15-120 aa); linha verde: dominio de
ligagdo ao DNA de hélice-volta-hélice alada em levedura (169-275 aa) (ID de acesso: G3DSA:
1.10.10.10); linha azul: dominio zipper de leucina em humano (137-212 aa); linha laranja: regiao
espiralada necessaria para oligomerizagdo (326-424 aa); linha roxa tracejada: dominios de
ativacao transcricional amino-terminal e carboxi-proximal em levedura (40-147 aa e 583-783 aa,
respectivamente); tridngulos amarelos: sitios de fosforilagdo em leveduras (serinas e treoninas).
Informacbes retiradas de Veri et al. (2018b) e do website Yeast Genome Database
(<https://www.yeastgenome.org/locus/S000003041/protein>).
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Anteriormente, em nosso laboratério, tentou-se deletar o gene hsfA em A.
fumigatus por meio da constru¢cdo do mutante nulo AhsfA durante o Projeto de
Iniciacdo Cientifica do aluno, mas, apesar de muitas tentativas, ndo foi possivel
obté-lo. Além disso, também néo foi possivel realizar qualquer edicéo na regido
5'UTR do gene hsfA com o objetivo de substituir o promotor nativo por
promotores induziveis na intencdo de controlar a expressao do gene hsfA de
maneira condicional. Foram feitas construcbes com os promotores induziveis
nilA (do gene que codifica a enzima nitrato redutase) (Hu et al. 2007), teton
(promotor responsivo a tetraciclina) (Helmschrott et al. 2013) e alcA (do gene
gue codifica a enzima alcool desidrogenase em A. nidulans) (Waring et al. 1989),
mas nenhum candidato de transformacédo positivo foi obtido (dados néo
mostrados). Estes dados indicam que hsfA é essencial, que o promotor
alternativo pode néo satisfazer os requisitos celulares para a expressado deste
fator de transcricdo e que a regido 5 upstream do gene deve ser muito
importante para a expressao de hsfA em A. fumigatus. Em outras palavras, por
ser um sitio importante de regulacdo da transcricdo, a presenca do promotor
nativo desse gene na regidao 5’UTR pode ser indispensavel para o correto
funcionamento do locus hsfA.

Por essa raz&o, novos cassetes condicionais foram construidos, mas desta
vez mantendo-se parte da regidao promotora original de hsfA (de 467 pb) antes
do gene. Para tanto, foram construidos e transformados concomitantemente dois
cassetes de substituicdo: o cassete xylP::hsfA (Figura 9), no qual o gene hsfA
esta sob o controle transcricional do promotor do gene que codifica a enzima
xilose redutase de P. chrysogenum (xylP) (Zadra et al. 2000), que € regulado
pela concentracdo de xilose presente no meio; e também o cassete tetorr::hsfA
(Figura 10), no qual o gene hsfA esta sob o controle transcricional do sistema
promotor tetorr (Peng et al. 2018), o qual é reprimido por tetraciclina (ou pelo
analogo doxiciclina) e ativado na auséncia dos mesmos, sendo uma variagao do
promotor teton. Com essa nova estratégia, a transformacdo de ambos os
cassetes resultou em candidatos positivos, que foram validados por PCR e
Southern blot, ndo deixando duvidas de que a regido promotora é de fato

importante para o funcionamento do I6cus hsfA.
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Figura 9. Construcéo e validacdo do mutante xylP::hsfA. (A) Os fragmentos independentes
usados na obtencdo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na
figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B) PCR de validacao do candidato a xylP::hsfA apés
transformagdo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers HsfA 600 ups e HsfA 2 5UTR RV
pRS426, que amplificam os fragmentos mostrados em azul em (A), confirmando a obten¢&o do
mutante condicional. (C) Andlise de Southern blot do candidato a xylP::hsfA utilizando a regido
5’'UTR como sonda e a enzima de restricdo Xhol para a obtencdo dos fragmentos mostrados em
laranja em (A).
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Figura 10. Construcéo e validacdo do mutante tetorr::hsfA. (A) Os fragmentos independentes
usados na obtencéo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na
figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B) PCR de validag¢éo do candidato a tetorr::hsfA apds
transformacéo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers HsfA 600 ups e HsfA 2 5SUTR RV
pRS426 (B), que amplificam os fragmentos indicados em azul em (A), confirmando a obtencéo
do mutante condicional. (C) Analise de Southern blot do candidato a tetorr::hsfA utilizando a
regido 5’UTR como sonda e a enzima de restricAo EcoRV para a obtencdo dos fragmentos
mostrados em laranja em (A).

Antes da realizacdo de qualquer teste fenotipico ou outro experimento com
as linhagens mutantes condicionais xylP::hsfA e tetorr::hsfA, validou-se o correto
funcionamento dos promotores condicionais e a possibilidade de induzir e
reprimir a expressao do gene hsfA. Para tanto, foram feitas analises de RT-
gPCR. Para a analise do promotor xylP, as linhagens selvagem e xylP::hsfA
foram crescidas a 180 rpm por 24 horas em MM liquido contendo 1% de xilose
a 37°C. A seguir, o fungo foi centrifugado, lavado em agua ultrapura autoclavada
por duas vezes e colocado em frascos contendo MM liquido ou MM sem glicose
e suplementado com diferentes concentracdes de xilose. As amostras foram
incubadas por mais 4 horas até serem filtradas e congeladas. Ja para a analise
do sistema promotor tetorr, as linhagens selvagem e tetorr::hsfA foram crescidas
a 180 rpm por 24 horas em MM liquido contendo 1% de glicose a 37°C. A seguir,

adicionaram-se em cada frasco diferentes concentracbes de doxiciclina, e as

67



amostras foram incubadas por mais 4 horas até serem filtradas e congeladas. O
MRNA total de todas as amostras foi extraido, tratado e transcrito em cDNA para
as andlises de RT-gPCR. Como esperado, a auséncia de xilose reprimiu o
promotor xylP na linhagem xylP::hsfA enquanto a presenca da mesma foi
suficiente para superexpressar o gene hsfA (Figura 11A). 0.06% de xilose foi a
concentracdo ideal encontrada para induzir a expressdo de hsfA no mutante
xylP::hsfA de maneira quase equivalente a expressao na linhagem selvagem.
Analogamente, a presenca de doxiciclina no meio reprimiu o sistema promotor
tetorr Na linhagem tetorr::hsfA, enquanto a auséncia de doxiciclina induziu a
expressao de hsfA (Figura 11B). Tendo em vista que a auséncia de doxiciclina
no meio superexpressa o gene hsfA no mutante tetorr::hsfA em uma grande
escala (26 vezes mais que a linhagem selvagem), optou-se por trabalhar apenas
com a linhagem xylP::hsfA, que apresentou uma maior facilidade no controle

transcricional do gene hsfA, facilitando o trabalho de caracterizacéo fenotipica

da linhagem.
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Figura 11. Anélise da expressdo do gene hsfA por RT-gPCR nos mutantes condicionais
xyIP::hsfA e tetorr::hsfA. (A) A expresséo de hsfA é reprimida na auséncia de xilose e induzida
na presenca da mesma na linhagem xylP::hsfA. (B) A expressao de hsfA é induzida na auséncia
de doxiciclina e reprimida na presenca da mesma na linhagem tetogr::hsfA. O mMRNA total foi
avaliado por RT-gPCR e normalizado pelo gene da y-tubulina. Os dados sdo provenientes de
duas replicatas experimentais e independentes (Média = DP). O Fold increase de cada condigdo
representa 0 mMRNA total normalizado em relagdo aos pontos da linhagem selvagem (wt). *
significa p valor < 0,05 em relagdo ao ponto da mesma condi¢édo na linhagem selvagem (One-
Way ANOVA).

4.1.2 Caracterizagdo funcional do mutante xylP::hsfA em A. fumigatus

4.1.2.1 O gene hsfA € essencial para o crescimento normal e para a

termotolerancia de A. fumigatus
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Primeiramente, para avaliar se a repressdo da hsfA causa alteragdes na
germinacdo e na estrutura das hifas de A. fumigatus, foi conduzido um
experimento de microscopia éptica em que as linhagens selvagem e xylP::hsfA
foram cultivadas em MM contendo diferentes concentracdes de xilose durante
12 horas a 37°C. Como esperado, a auséncia de xilose inibiu a germinagéao do
mutante condicional (Figura 12). Em contraste, o mutante xylP::hsfA comecou a
germinar com o aumento da concentragao de xilose, alcangando um crescimento
comparavel ao da linhagem selvagem na concentracédo de 0,1% de xilose no
meio. Exceto pela inibicdo da germinacdo em baixas concentracdes de xilose,
nao foi observada nenhuma alteracéo nas hifas da linhagem mutante. Para efeito
de comparacdo, em meio sem glicose, mas com xilose 1%, o mutante
condicional cresceu normalmente sem o surgimento de qualquer alteracdo

estrutural da hifa.
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wt xylIP::hsfA  xylP::hsfA*

glucose 1%

only xylose 1%

xylose 0.02% )
xylose 0.05%
xylose 0.06% o

xylose 0.1%
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Figura 12. HsfA é essencial para a germinacdo de A. fumigatus. As linhagens selvagem e
xylP::hsfA foram cultivadas por 12 horas a 37°C em placas do tipo Glass Bottom Dishes contendo
2 ml de MM suplementado com diferentes concentracdes de xilose, ou apenas xilose no lugar da
glicose. As laminulas foram lavadas, fixadas sobre uma lamina com radiacdo UV e analisadas
em microscopio optico Zeiss (aumentos de 100x). Barras: 10 um. * crescimento a 37°C por 36
horas.
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Como a termotolerancia € uma caracteristica fundamental da patogénese
de A. fumigatus (Bhabhra and Askew 2005) e HsfA pode ser um pilar importante
em sua manutengéao, inicialmente buscou-se entender o papel desempenhado
pelo gene hsfA na promogédo da termotolerdncia. Com o intuito de avaliar
possiveis defeitos de crescimento vegetativo do mutante condicional, bem como
a interferéncia da temperatura neste crescimento, realizou-se a analise do
crescimento radial do mutante xylP::hsfA em diferentes temperaturas. Pode-se
observar que a 30°C, isto é, em condicdo basal, a linhagem xylP::hsfA na
condicdo de repressdo (0% de xilose) apresentou crescimento reduzido se
comparado a linhagem selvagem. Este crescimento, no entanto, ficou
equiparavel ao da linhagem selvagem quando foi adicionada uma pequena
concentracdo de xilose ao meio (0,03%). A 37°C, porém, o mutante condicional
foi incapaz de crescer na condicdo de repressdo, 0 que mostra a grande
importancia do gene hsfA para o fungo. O crescimento desse mutante se igualou
ao da linhagem selvagem apenas quando pelo menos 0,06% de xilose foi
adicionado ao meio. A suscetibilidade do mutante xylP::hsfA foi ainda maior a
48°C, pois 0 mesmo conseguiu crescer adequadamente apenas quando 0,1%
de xilose foi adicionado ao meio (Figura 13). Além disso, pode-se perceber que
a adicéo de xilose no meio ndo alterou o crescimento da linhagem selvagem,
permanecendo assim como um controle confiavel. Em concluséo, esse resultado
sugere que quanto maior a temperatura, maior a necessidade de expressao de
hsfA em A. fumigatus, o que significa que hsfA é essencial para a
termotolerancia. Considerando os resultados de RT-gPCR apresentados na
Figura 11A, pode-se inferir que mesmo em repressao (auséncia de xilose), uma
pequena expressao de hsfA é mantida no mutante xylP::hsfA a 30°C, e mesmo
sendo muito baixa, ela é suficiente para permitir o crescimento desta linhagem
(Figura 13), ainda que de forma limitada. No entanto, este crescimento &
consideravelmente inferior ao apresentado pela linhagem selvagem, sugerindo
que o gene hsfA, assim como seus ortdlogos em S. cerevisiae e C. albicans, é

de fato essencial para o crescimento normal de A. fumigatus.
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wt xylP::hsfA

xylose 0% xylose 0.03%  xylose 0.06%  xylose 0.1% xylose 0%  xylose 0.03%  xylose 0.06%  xylose 0.1%

37°C |

Figura 13. hsfA é essencial para o crescimento normal e atermotoleranciade A. fumigatus.
1x10“ conidios das linhagens selvagem e xylP::hsfA foram inoculados em MM sdélido contendo
as concentracdes indicadas de xilose e incubados a 30, 37 ou 48°C por 72 horas.

4.1.2.2 HsfA exerce papel na adaptacdo ao estresse de parede celular e no
remodelamento da parede celular

Resultados anteriores em nosso laboratério indicaram que os mutantes da
via CWI de A. fumigatus sdo menos tolerantes ao estresse de temperatura e que
a sinalizacdo de PkcA, a proteina quinase inicial da via CWI, é necessaria para
a adaptacédo precoce a esse estresse (Rocha et al. 2020b). Para obter maiores
informacdes sobre os efeitos iniciais e prolongados do choque de temperatura
sobre a parede celular, a organizacao da parede celular na linhagem selvagem
foi analisada antes e depois do choque de temperatura de 48°C por meio de
microscopia eletronica de transmissao (Figura 14A). Como resultado, foi
observado um aumento notavel na espessura da parede celular do fungo apos
a exposicao ao choque de temperatura. Surpreendentemente, esse aumento foi
perceptivel logo apos 5 minutos de exposicdo a alta temperatura, resultando em
um aumento de 27% na espessura da parede celular. De forma consistente, esse
aumento foi mais evidente apds 10-15 min (aumento de 60%) e 60 min (aumento
de 75%) do inicio do estresse térmico (Figura 14B). Esses resultados sugerem
gque o aumento repentino da temperatura desencadeia o remodelamento da
parede celular, indicando que essa estrutura € altamente dinamica e responsiva
as flutuagbes da temperatura circundante, potencialmente subjacente a um
mecanismo de sobrevivéncia para neutralizar o choque de temperatura

representado pela expansao dramatica da parede celular.
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Figura 14. O estresse térmico causa o remodelamento e o espessamento da parede celular
de A. fumigatus. A linhagem selvagem de A. fumigatus cresceu estaticamente por 30 horas a
30°C. Em seguida, as amostras foram expostas ao choque térmico de 48°C por 5, 10, 15, 30 ou
60 minutos e preparadas para a analise de microscopia eletrénica de transmisséo (A). O controle
foi deixado a 30°C. (B) Grafico da espessura da parede celular nas condi¢cbes testadas. Os
resultados sao apresentados como média + DP. * p < 0,0001 (One-Way ANOVA, com pés-teste
de Dunnet).

Como a via CWI também ¢é ativada pelo estresse de temperatura (Verna et
al. 1997; Zu et al. 2001; Lam et al. 2013) e Hsfl parece regular a expressao de
genes envolvidos na formacédo e remodelamento da parede celular em S.
cerevisiae em resposta ao choque de temperatura (Imazu and Sakurai 2005;
Yamamoto et al. 2005), foram realizados testes radiais da linhagem xylIP::hsfA
com drogas que perturbam a parede e a membrana celular. Aqui, porém, decidiu-
se utilizar apenas uma concentragdo sub-inibitéria de xilose a fim de avaliar o
efeito da perda de funcdo do gene hsfA nestas condi¢des de estresse. Isso teve
qgue ser feito porque, como mostrado acima, a forte repressdo de hsfA afeta
totalmente o crescimento da linhagem xylP::hsfA a 37°C. Dessa forma, nos

testes apresentados a partir de agora, foi utilizada a concentracédo de 0,06% de
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xilose no meio de cultivo, j& que nesta concentracdo o crescimento da linhagem
mutante é equiparavel ao da linhagem selvagem a 37°C, mas consideravelmente
reduzido a 48°C, como pode ser visto na Figura 9. Entre as drogas testadas,
CASP é uma equinocandina semissintética e, por isso, inibe a sintese de B-1,3-
glucana (Perlin 2011), enquanto CR e CFW ligam-se as cadeias de quitinas,
interferindo na montagem da parede celular (Roncero and Duran 1985; Kopecka
and Gabriel 1992). Cafeina (CAF) por sua vez ndo possui um mecanismo de
acdo completamente elucidado, mas acredita-se que ela tem como alvo o
complexo de proteinas TOR quinases, as quais também s&o importantes para a
sinalizacdo da via CWI (Levin 2011). Ja o SDS € um detergente anibnico que,
além de desestabilizar a membrana plasmatica, também desnatura proteinas da
parede celular. Ainda que de forma bastante sutil, o mutante xylP::hsfA na
condicdo sub-inibitéria apresentou maior sensibilidade para todas as drogas
estressoras da parede celular testadas, com destaque para CR, CAF e CASP,
bem como para o estressor de membrana celular SDS (Figura 15A-B). O biofilme
maduro do mutante condicional sob repressdo também foi mais suscetivel ao
CASP, principalmente ap6s 30 minutos de tratamento (Figura 15C). Estes
resultados sugerem que o fator de transcricao HsfA também é importante para a
manutencao da integridade da parede celular.
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Figura 15. O mutante xylP::hsfA é mais suscetivel ao estresse de parede celular. (A) 1 x
104 conidios das linhagens selvagem e xylP::hsfA foram inoculados em MM solido acrescido de
0,06% de xilose e diferentes concentra¢des de Calcofluor White (CFW), Congo red (CR), cafeina
(CAF), caspofungin (CASP) e dodecil sulfato de sédio (SDS). As placas foram incubadas a 37°C
por 72 horas e fotografadas. (B) A razdo do crescimento radial da condi¢éo tratada para a
condicao controle foi calculada e plotada no gréfico. Os resultados foram expressos como média
+ DP, n = 3. * p £ 0,0001 (two-way ANOVA e pés-teste de Sidak). (C) Gréfico da reducao da
atividade metabdlica do biofiime das linhagens selvagem e xylP::hsfA na presenca de
caspofungin, medida pelo reagente XTT. Os biofilmes foram obtidos crescendo cada linhagem
por 18 horas em MM suplementado com xilose 1% a 37°C e reprimidos em MM por 4 horas a
37°C. Posteriormente, as placas foram submetidas ao estresse de parede celular causado por
caspofungin pelos tempos indicados. Os resultados foram expressos como média + DP, n = 3. **
p < 0,01 (two-way ANOVA e pés-teste de Sidak) em comparacdo com a linhagem selvagem no
mesmo tempo.

Para estudar o papel de hsfA e os impactos do choque térmico e do
estresse da parede celular sobre a parede celular de A. fumigatus, as linhagens
selvagens e xylP::hsfA foram analisadas por microscopia eletrénica de
transmissdo em diferentes condi¢cdes. Conforme mostrado na Figura 16, a

presenca de xilose no meio ndo alterou a espessura da parede celular da
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linhagem selvagem. No entanto, como esperado, a indugcéo do choque térmico
por 15, 30 ou 60 minutos, assim como o tratamento com CASP, aumentaram a
espessura da parede celular da linhagem selvagem em 25%. O mutante
xylP::hsfA, por outro lado, possui parede celular naturalmente mais espessa
(15%) em comparacdo com a linhagem selvagem na condicdo basal (30°C) sob
repressao (glicose 1%), o que n&o ocorre na presenca de xilose 0,06%. Embora
a espessura da parede celular do mutante tenha aumentado durante o choque
térmico e o0 estresse da parede celular, esse espessamento foi muito mais
moderado (aproximadamente 15%), provavelmente devido a ja maior espessura
da parede celular na condicéo basal. O aumento na parede celular de C. albicans
também foi observado em mutantes condicionais de hsfl (Nair et al. 2017) e
hsp90 (Leach et al. 2012a), que é um dos principais alvos transcricionais de Hsf1.
Esses resultados sugerem que HsfA é necessario para a arquitetura tipica da
parede celular de A. fumigatus em condi¢cdes basais, ainda que a perda de
funcdo de hsfA retém a capacidade de remodelar a ultraestrutura da parede

celular quando desafiado com choque térmico e estresse da parede celular.
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Figura 16. A repressé@o de hsfA leva ao aumento da espessura da parede celular de A.
fumigatus. As linhagens selvagem e xylP::hsfA cresceram estaticamente em MM suplementado
com xilose 1% por 36 horas a 30°C. A seguir, as amostras foram lavadas e reprimidas (em MM)
ou induzidas (em MM sem glicose, mas com xilose 0,06%) por 4 horas. Em seguida, as amostras
reprimidas foram submetidas ao choque térmico a 48°C por 15, 30 ou 60 minutos, ou submetidas
ao estresse de parede celular com caspofungin 2 pg/ml por 60 min, e preparadas para a andlise
de microscopia eletrénica de transmisséo (A). O controle foi deixado a 30°C. (B) Grafico da
espessura da parede celular nas condi¢fes testadas. Os resultados sdo apresentados como
média £+ SEM. * p < 0,001 (two-way ANOVA com poés-teste de Sidak em relagdo a mesma
linhagem na condicdo controle (glicose 1% a 30°C)). A barra sobrescrita com p < 0,0001 indica
comparacao significativa entre as duas linhagens na mesma condi¢éo (two-way ANOVA com
pos-teste de Sidak). Barras: 100 nm.

4.1.2.3 HsfA é importante na tolerancia ao estresse oxidativo e de reticulo
endoplasmatico

Entre os diferentes tipos de estresse que o fungo A. fumigatus encontra ao
adentrar o sistema respiratério humano, existe o estresse oxidativo por radicais
livres e espécies reativas do oxigénio (EROs) proveniente do processo
inflamatorio desencadeado pela resposta imune do hospedeiro (Steinbach et al.
2012). Para investigar se o fator de transcrigdo HsfA é importante na depuragéo
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do estresse oxidativo, testes fenotipicos com as mesmas linhagens também
foram executados utilizando agentes que provocam estresse oxidativo a célula,
como menadiona, paraquat, diamida e o préprio peroxido de hidrogénio.
Paraquat e menadiona formam peroxido e superéxido no ciclo redox que ocorre
intracelularmente (Smith 1987; Criddle et al. 2006), enquanto diamida oxida
cisteinas em cistinas, ou seja, afeta as pontes dissulfeto das proteinas (Kosower
et al. 1969). A linhagem xylP::hsfA apresentou maior sensibilidade a todos os
compostos testados, exceto paraquat (Figura 17), sugerindo uma correlacéo
entre resposta ao choque térmico e estresse oxidativo. Estes resultados
mostram que o fator de transcricdo de choque térmico HsfA, além do papel na
termotolerancia, também é importante na tolerdncia ao estresse oxidativo
exdgeno. A relacdo entre esse fator de transcricdo e o estresse oxidativo ja foi
relatada algumas vezes na literatura. Em S. cerevisiae e C. albicans, por
exemplo, o dominio de ligagdo HSE para Hsf1 foi encontrado em promotores de
muitos genes de resposta ao estresse oxidativo (Albrecht et al. 2010; Leach et
al. 2016). A fosforilacdo e a atividade transcricional de Hsfl também sé&o
induzidas em S. cerevisiae na presenca de estresse oxidativo (Liu and Thiele
1996).

Além disso, as linhagens foram expostas ao Fludioxonil, um fungicida
usado na agricultura que possui um mecanismo de acdo relacionado a
osmorregulacdo e a via HOG (Kanetis et al. 2008), e xylP::hsfA também se

mostrou mais sensivel a esse composto (Figura 17B).
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Figura 17. HsfA exerce funcdo na tolerancia ao estresse oxidativo. 1 x 10* conidios das
linhagens selvagem e xylP::hsfA foram inoculados em placas de Petri contendo MM sélido (A)
ou placas de 96 pocos contendo MM liquido (B), todas acrescidas de 0,06% de xilose e diferentes
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concentracdes de menadiona, paraquat, peroxido de hidrogénio (H202), Fludioxonil ou diamida.
As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas e fotografadas.

Ademais, como mostrado na Figura 18, o mutante xylP::hsfA foi bem mais
sensivel que a linhagem selvagem ao estresse de reticulo provocado por
ditiotreitol (DTT), um agente estressor de reticulo que afeta o dobramento correto
das proteinas por meio da reducéo das ligacdes dissulfeto, interferindo na sua
forma e transporte do reticulo endoplasmatico até o complexo de Golgi (Pakula
et al. 2003). Esse resultado sugere que HsfA tem papel sobre a manutencao da
homeostase do reticulo endoplasmético, possivelmente ativando a transcricdo

de chaperonas que auxiliam o refolding de proteinas.

DTT(mM)

Control 5 10 12 15
Z NN
WU 45,100

xylIP::hsfA o) ! \ | -
Figura 18. O mutante xyIP::thA é mais sensivel ao estresse de reticulo. 1 x 10* conidios
das linhagens selvagem e xylP::hsfA foram inoculados em placas de 24 pocos contendo 2 ml de
MM liquido acrescido de 0,06% de xilose e diferentes concentracfes de ditiotreitol (DTT). As
placas foram incubadas a 37°C por 72 horas e fotografadas.

A expressdo das chaperonas HSPs é induzida por diferentes estresses,
inclusive o osmatico (Tereshina 2005; Cole and Meyers 2011). Por essa razao,
além de ser submetida ao estresse térmico, de parede celular e oxidativo, a
linhagem xylP::hsfA também foi exposta ao estresse osmotico, utilizando altas
concentracdes de sorbitol para gerar essa perturbacdo. Contudo, este mutante
nao aparentou ser muito sensivel a esse tipo de estresse, havendo apenas uma
pequena diminuicdo no didmetro das coldnias se comparadas as da linhagem
selvagem, sem significancia estatistica (dados ndo mostrados). Esse resultado
sugere que HsfA ndo tem grande relevancia para a adaptacdo ao estresse
osmatico. De fato, acredita-se que os fatores de transcricdo Msn2 e Msn4 (e nao
Hsfl) sejam os responsaveis pela ativagdo transcricional das pequenas HSPs
durante a resposta ao estresse osmatico em S. cerevisiae (Fernandes et al.
2004; Lee et al. 2008).
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Como foi visto anteriormente que a resposta ao choque de temperatura e
as HSPs influenciam na resposta a metais pesados em diferentes organismos
(Neumann et al. 1994; Uenishi et al. 2006; Fu et al. 2012), a linhagem mutante
também foi exposta ao estresse por altas concentracfes de metais. No entanto,
nao houve diferenca de sensibilidade entre o mutante xylP::hsfA e a linhagem

selvagem nessa condi¢éo (dados ndo mostrados).

4.1.3 hsfA interage geneticamente com os genes pkcA, mpkA e sakA

As vias CWI e HOG séo cascatas de sinalizacdo altamente conservadas
com algumas func¢Bes sobrepostas no que se refere a adaptacao ao estresse de
parede celular e térmico (Altwasser et al. 2015; Rocha et al. 2015; Bruder
Nascimento et al. 2016). Além disso, as cascatas MAPK associadas a essas vias
de sinalizac&o se conectam com o fator de transcricdo Hsfl por meio da acéo da
chaperona Hsp90 em S. cerevisiae e C. albicans (Truman et al. 2007; Leach et
al. 2012a). Com o objetivo de descobrir possiveis interacdes genéticas entre hsfA
€ 0S genes que constituem estas vias, duplos mutantes foram construidos pela
introducédo do cassete de substituicdo xylP::hsfA na linhagem pkcAG57°R pyrG-
(Rocha et al. 2015; Rocha et al. 2020b), e introducdo dos cassetes AmpkA
(Valiante et al. 2008) e AsakA (Altwasser et al. 2015) na linhagem xylP::hsfA.
Enquanto PkcA € a proteina quinase apical, MpkA é a MAPK da via CWI. SakA
por sua vez é o homélogo de Hogl de levedura, a MAPK da via HOG. Testes
fenotipicos com essas linhagens na presenca de estresse térmico (Figura 19A)
mostraram que mpkA e sakA interagem geneticamente com hsfA, tendo em vista
a maior sensibilidade dos duplos mutantes desses genes as temperaturas de
37°C e 48°C, em comparacdo com as linhagens parentais em uma mesma
concentracdo de xilose. Evidéncias de interacdo entre pkcA e hsfA s6 foram
encontradas na concentracao de 0,03% de xilose a 37°C. Esses resultados, em
conjunto com outros ja obtidos em nosso laboratério (Rocha et al. 2020b),
sugerem uma estreita relacdo entre a via CWI e a resposta ao choque térmico.

Essas mesmas linhagens foram expostas ao estresse de parede celular
provocado por CR (dados ndo mostrados) e CASP (Figura 19B), e ao estresse
de membrana celular provocado por SDS (dados ndo mostrados). Nitidamente,
em todas essas condi¢cdes, mpkA e sakA interagiram geneticamente com hsfA.

pkcA e hsfA também pareceram estar interagindo em menor escala. O mesmo
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experimento foi conduzido na presenca do estresse de parede celular provocado
por CFW (dados ndo mostrados), com resultados semelhantes. Esses resultados
mostram que o fator de transcricdo HsfA age em conjunto com as vias CWI e
HOG na resposta ao estresse de parede celular. Consistentemente, quando a
concentracdo de xilose foi aumentada para 0,1-0,5%, o crescimento dos duplos
mutantes foi completamente resgatado, indicando que a restauracdo da
expressdo de hsfA para os niveis da linhagem selvagem é suficiente para
recuperar totalmente o fendtipo na auséncia de pkcA, mpkA ou sakA. Esses
resultados também apontam que MpkA e SakA ndo sdo essenciais para a

ativacado de HsfA durante a termoadaptacéo e estresse da parede celular.
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Figura 19. hsfA interage geneticamente com pkcA, mpkA e sakA durante o estresse de
temperatura e de parede celular. (A) A quantidade indicada de conidios das linhagens
selvagem, xylP::hsfA, pkcAG579R  pkcAGS79R xylP::hsfA, AmpkA, AmpkA xylP::hsfA, AsakA e
AsakA xylP::hsfA foi inoculada em MM sdélido contendo diferentes concentracdes de xilose e as
placas foram incubadas a 30, 37 ou 48°C por 48 horas. (B) A quantidade indicada de conidios
de cada linhagem foi inoculada em MM sdlido contendo diferentes concentracdes de xilose e de

caspofungin (CASP), e as placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
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4.1.4 HsfA e Hsp90 agem em conjunto para lidar com o choque térmico e o
estresse de parede celular por meio da via CWI

Para melhor avaliar o papel de HsfA na termotolerancia e resposta ao
estresse de parede celular, a expressdo génica de hsfA na linhagem selvagem
de A. fumigatus durante o choque de temperatura e o estresse de parede celular
foi investigada por RT-gPCR. Também foram avaliados os niveis de mRNA do
gene hsp90, que € um dos alvos transcricionais mais significativos de Hsfl em
eucariotos (Erkine et al. 1999; Leach et al. 2016; Prodromou 2016). Durante o
choque de temperatura de 37°C, poucas diferencas transcricionais significativas
foram notadas para esses genes. Apenas hsp90 foi induzido apés 30 min do
inicio do estresse (Figura 20A). No entanto, o acimulo de mRNA de hsfA e hsp90
foi rapidamente induzido em resposta ao choque de temperatura de 48°C (Figura
20B), com hsfA atingindo expressdo maxima apés 15 min e hsp90 ap6s 30 min
do inicio do choque de temperatura em comparacao com a condi¢do controle
(30°C), indicando que a célula fungica reconhece a mudanca de temperatura e
induz a ativacdo do promotor dos genes hsfA e hsp90, iniciando a resposta
celular apropriada. De fato, em levedura, € no intervalo de 5 a 15 minutos apos
0 inicio do choque térmico que ocorre a ligacdo de Hsfl na maioria dos seus
alvos transcricionais (Hahn et al. 2004), o que pode justificar a r4pida inducao na
expressdo do homodlogo desse gene poucos minutos apds a mudanca de
temperatura. Apos atingir o pico, os niveis de mMRNA de hsfA diminuem ao longo
do tempo, enquanto altos niveis de expressao de hsp90 sdo sustentados até 60
min depois do inicio do choque térmico. Esses resultados sdo consistentes com
o papel de HsfA como um fator de transcricdo potencialmente regulado
positivamente quando a inibicdo de hsfA mediada por Hsp90 é aliviada durante
o choque de temperatura, culminando com a subsequente transcricdo de HSPs,
incluindo Hsp90. Ademais, esse padrado de expressao transcricional de hsp90
durante o choque térmico foi muito semelhante ao observado em C. albicans
anteriormente (Leach et al. 2012c). Considerando os resultados de RT-gPCR da
linhagem selvagem, € possivel observar que tanto o gene hsfA quanto o gene
hsp90 seguem um padrdo de expressao bem parecido no choque a 48°C,
indicando que a resposta de ambos € temporalmente conectada no estresse de

temperatura.
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Quando as células foram expostas ao estresse de parede celular induzido
pela adicdo de concentracdes crescentes de CASP, os niveis de mRNA de hsfA
foram significativamente aumentados na presenca de 2 pug/ml e 4 pg/ml da droga
em comparacdo com a condicdo controle (Figura 20C). Curiosamente, 0
acumulo de hsp90 nessas condicbes ndo mudou significativamente em
comparacao ao controle ndo tratado. Um perfil de expressdo semelhante para
ambos os genes foi observado quando diferentes concentracdes de CR foram
adicionadas (Figura 20D), onde um aumento na abundancia de mRNA de hsfA
foi detectado nas concentracdes entre 50 pug/ml e 200 pg/ml. Esses resultados
indicam que hsfA € necesséario para lidar com o estresse da parede celular, mas
sem um aumento dramatico na abundancia de mRNA de hsp90, sugerindo um
mecanismo regulador diferente para este fator de transcricdo na presenca de

dano a parede celular em comparacdo ao estresse de temperatura.
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Figura 20. A expresséo dos genes hsfA e hsp90 responde ao choque de temperatura e ao
estresse de parede celular. A expresséo de hsfA e hsp90 foi investigada por RT-gPCR. (A-B)
A linhagem selvagem foi cultivada em MM por 24 horas a 30°C e submetida ao choque térmico
pelos intervalos de tempo indicados (min) a 37°C (A) ou 48°C (B). A linhagem selvagem foi
cultivada em YG por 16 horas a 37°C, e o estresse da parede celular foi provocado usando
concentracdes crescentes de caspofungin por 60 min (C) ou congo red por 30 min (D). O Fold
change de cada gene representa 0 mRNA total normalizado em relacdo ao mesmo gene na
condicéo controle. Média + SD (n = 3) sdo mostrados. Diferengas significativas foram observadas
usando two-way ANOVA seguido pelo pds-teste de Sidak. * p < 0,05, ** p £ 0,01 e **** p < 0,0001
indicam diferencas significativas comparando-se o mesmo gene nas condi¢bes tratado e
controle. As diferencas entre os genes séo indicadas pelas barras.
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Com o intuito de verificar o comportamento da linhagem xylIP::hsfA durante
a inibicdo de um dos principais alvos do fator de transcricdo HsfA, as linhagens
selvagem e xylP::hsfA foram expostas a droga radicicol. Este € um inibidor
farmacoldgico classico da Hsp90 que se liga ao sitio de ligagdo do ATP no
dominio amino-terminal da proteina Hsp90, inibindo sua funcéo (He et al. 2013).
Além disso, em S. cerevisiae e C. albicans, a inibicdo de Hsp90 provoca a
ativacdo defeituosa da via CWI (Truman et al. 2007; Leach et al. 2012a). O
crescimento das linhagens neste experimento foi monitorado pelo indicador
Alamar Blue™ Cell Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific), um indicador
fluorescente/colorimétrico com propriedade redox, cuja forma oxidada é azul
(célula ndo viavel) e a forma reduzida é rosea (célula viavel). Pode-se notar na
Figura 21 que o mutante condicional xylP::hsfA apresentou nitidamente uma
maior sensibilidade a droga em comparacao a linhagem selvagem, mostrando
que a inibicdo de Hsp90 somada a repressdao de HsfA compromete o
crescimento fungico. Este resultado aponta para a existéncia de uma interacéo

genética entre hsfA e hsp90, como ja esperado.
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Figura 21. O mutante xylP::hsfA é sensivel & inibicdo da Hsp90 1 x 104 OnIdIOS das
linhagens selvagem e xylP::hsfA foram cultivados em MM liquido suplementado com 0,06% de
xilose e diferentes concentragdes de radicicol durante 48 horas a 37°C. A inibicdo do crescimento
foi inspecionada visualmente por meio do indicador Alamar blue™ adicionado na concentragao
de 10% a cada pogo. A coloracdo azul indica auséncia de crescimento na presenca deste
indicador.

A seguir, para o estudo da expressdo da proteina HsfA em diferentes
condicbes, foi construida a linhagem hsfA:luc, a qual foi utilizada em
experimentos de ensaio de luciferase. Para esta construcdo, a proteina
luciferase foi fusionada a porcao C-terminal da proteina HsfA e o0 mutante obtido
foi devidamente validado (Figura 22).
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Figura 22. Construcéo e validacdo do mutante hsfA::luc. (A) Os fragmentos independentes
usados na obtencédo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na
figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B-C) PCRs de validacao do candidato a hsfA::luc apés
transformag&o em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers hsfA 900 FW e hsfA 3UTR pRS426 RV
(B) e hsfA 600 ups e luc REV (C), que amplificam os fragmentos indicados em (A), confirmando
a obtencédo do mutante.

Dadas as interacdes genéticas sinteticamente doentes relatadas acima
entre hsfA e os genes da via CWI, e com a intencédo de investigar possiveis
conexdes entre o fator de transcricdo HsfA e as proteinas que perfazem a via
CWI, duplos mutantes foram também gerados contendo a construcdo hsfA::luc
no background genético das mutacdes dos genes da via CWI (pkcAC5°R e

AmpkA), e foram validados como mostrado na Figura 23.
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Figura 23. Validagédo dos duplos mutantes pkcA®™*R hsfA::luc e AmpkA hsfA::luc. (A-B)
PCRs de validagao do candidato a pkcA®57°R hsfA::luc. Utilizaram-se os primers pkcA GC FW e
pyrG REV (A) para checar o I6cus pkcA e hsfA 600 ups e luc REV (B) para checar o lé6cus hsfA.
(C-D) PCRs de validagdo do candidato a hsfA::luc AmpkA. Utilizaram-se os primers mpkA 5F e
mpkA 3R (C) para checar a dele¢do do l6cus mpkA e hsfA 600 ups e luc REV (D) para checar o
I6cus hsfA.

A fim de avaliar como o comprometimento da via CWI pode afetar os niveis
proteicos do fator de transcricdo HsfA, experimentos de medicao da atividade da
luciferase foram conduzidos nas linhagens selvagem, pkcAG579R hsfA:luc e
AmpkA hsfA::luc em diferentes estresses. As linhagens hsfA::luc, pkcAG57R
hsfA::luc e AmpkA hsfA::luc foram cultivadas em microplacas e expostas ao
choque térmico de 37°C (Figura 24A) e de 48°C (Figura 24B). Como esperado,
pode-se observar que a expressao da proteina HsfA foi rapidamente induzida no
background da linhagem selvagem em ambas as temperaturas, atingindo o pico
de expressédo 15 minutos apés o inicio do choque térmico (Figura 24A-B). Estes
resultados séo consistentes com o pico da abundancia de mRNA registrado nas
mesmas condi¢des para a linhagem selvagem e mostrado anteriormente na
Figura 20. Foi possivel verificar que algo semelhante acontece nas linhagens
mutantes em ambas as temperaturas, mas o pico de expressao foi muito maior
nos backgrounds genéticos pkcA®%7°R e AmpkA, o que significa que na perda de
funcdo de genes da via CWI, uma maior quantidade de HsfA €& preciso ser
expressa para lidar com o choque térmico. Esses resultados destacam a
importancia da hsfA e da via CWI na termoadaptacdo de A. fumigatus.

Um experimento semelhante de atividade da luciferase foi conduzido com

as mesmas linhagens sendo expostas ao estresse de parede celular provocado
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por CASP (Figura 24C-D). Analisando a luminescéncia medida apenas no
background selvagem (linhagem hsfA:luc), ja €& possivel observar um
crescimento consideravel no nivel de expressdo de HsfA quando o fungo foi
exposto ao CASP (Figura 24C-D), mas apenas 60 minutos apds o inicio do
estresse. Esse resultado sinaliza que, de fato, o fator de transcricdo HsfA &
importante e necessério na resposta ao estresse de parede celular. Esse
aumento da expressdo foi ainda mais significativo nos backgrounds dos
mutantes de genes da via da parede celular pkcA®>7°R e AmpkA (Figura 24C-D),
sugerindo que o comprometimento da via CWI induz ainda mais a expresséao de
HsfA durante o estresse de parede celular. Assim, € possivel concluir que pkcA
e mpkA ndo sdo essenciais para a expressdo de HsfA, e a perda de funcéo
dessas quinases aumenta o acumulo de HsfA, possivelmente por meio de
mecanismos compensatorios ndo descritos, mas necessarios para reter a

integridade da parede celular e a termotolerancia.
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Figura 24. A perda de funcé&o dos reguladores da via CWI aumenta a expressdo de HsfA
em biofilmes de A. fumigatus durante o choque de temperatura e o estresse de parede
celular. (A, B) Ensaio de atividade da luciferase das linhagens hsfA::luc, pkcAG579R hsfA::luc e
AmpkA hsfA::luc durante o choque de temperatura de 37°C (A) e 48°C (B). (C, D) Ensaio de
atividade da luciferase das linhagens pkcA®57°R hsfA::luc (C) e AmpkA hsfA::luc (D) durante o
estresse de parede celular causado por CASP. A linhagem selvagem sem o gene da luciferase
foi usada como controle negativo em todos os experimentos. Média + SEM (n = 8) sdo mostrados.
Os resultados foram normalizados pelo nimero de conidios (2 x 10° por ensaio) e Sdo expressos
como luminescéncia (unidades arbitrarias). CASP: caspofungin (2 pg/ml).

Para a investigacdo do papel da chaperona molecular Hsp90 durante o
estresse térmico e de parede celular, decidiu-se também construir 0 mutante
simples hsp90P::luc, no qual o promotor de hsp90 esta fusionado ao gene da
luciferase no l6cus do gene pyrG de A. fumigatus (Figura 25), como descrito em

Rocha et al. (2016). Com essa linhagem mutante, foi possivel analisar a
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expressdo do gene hsp90 em diferentes condi¢bes, por meio do sinal de

luminescéncia da reagdo da luciferase, e correlaciona-la a expressao de HsfA.
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Figura 25. Construcdo e validagdo do mutante hsp90P::luc. (A) Os fragmentos
independentes usados na obtencdo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers
indicados na figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B-C) PCRs de validacdo do candidato a
hsp90P::luc apds transformacdo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers pyrG 500 ups e
hsp90P RV luc (B) e pRS426 5UTR pyrG FW e pyrG 3UTR pRS426 RV (C), que amplificam os
fragmentos indicados em (A), confirmando a obten¢cdo do mutante.

Para gerar ainda maior conhecimento sobre a relacdo entre termotolerancia
e parede celular, o cassete hsp90P::luc também foi transformado nos mutantes
de genes que compde a via CWI (pkcAS>°R AmpkA e ArlmA), gerando duplos
mutantes que foram validados por PCR (Figura 26A-D). Adicionalmente, o
cassete hsp90P::luc também foi transformado na linhagem xylP::hsfA para o
estudo da dependéncia transcricional de hsp90 pelo fator de transcricdo HsfA
(Figura 26E-F).
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Figura 26. Validagdo dos duplos mutantes pkcA®5"°R hsp90P::luc, ArlmA hsp90P::luc,
AmpkA hsp90P::luc e xylP::hsfA hsp90P::luc. (A) PCR utilizando os primers pyrG 500 ups e
hsp90P RV luc para validar o l6cus pyrG contendo o promotor da hsp90 fusionado ao gene da
luciferase em todos os duplos mutantes. (B) Validag&o do I6cus pkcA utilizando os primers pkcA
GC FW e Afu5g11970 3R. (C) Validacao do l6cus rimA utilizando os primers rimA 600 ups e pyrG
200 REV. (D) Validag&o do locus mpkA utilizando os primers mpkA 600 ups e mpkA 3R. (E-F)
Validacdo da linhagem xylP::hsfA hsp90P::luc. Utilizaram-se os primers pyrG 500 ups e hsp90
REV luc para checar o I6cus pyrG no qual o cassete hsp90P::luc foi introduzido (E) e hsfA 5 FW
e xylP REV para checar o l6cus hsfA (F).Outras PCRs com diferentes primers foram realizadas
para comprovar a obtencdo dos duplos mutantes (dados ndo mostrados).

A chaperona molecular Hsp90 é uma proteina que conecta Hsfl e a via de
integridade da parede celular em leveduras, pois, por ser um importante alvo
transcricional de Hsfl, a Hsp90 atua na termotolerancia, mas também foi
mostrado que ela regula genes que participam da manutencao da integridade da
parede celular (Truman et al. 2007; Leach et al. 2012a). Para a obtencéo de
maiores informagcdes a respeito da importancia da proteina Hsp90 para A.
fumigatus e sua conexao com a via da integridade da parede celular, ensaios de
atividade da luciferase foram conduzidos com as linhagens acima descritas.
Dessa forma, as linhagens selvagem, hsp90P::luc, pkcA®®7°R hsp90P::luc, ArlmA
hsp90P::luc e AmpkA hsp90P::luc foram cultivados em microplacas e expostas
ao choque térmico ou ao estresse de parede celular, como descrito em Materiais
e Métodos. A 37°C, como esperado, pode-se observar que a transcricao do gene
da Hsp90 foi rapidamente induzida em todas as linhagens de maneira muito
semelhante, atingindo o pico de expressdo 15-20 minutos apds o inicio do
choque térmico (Figura 27A). O destaque ficou por conta da linhagem AmpkA
hsp90P::luc, que apresentou um sinal de luciferase bem maior, até mesmo na
condi¢cédo basal (30°C). A 48°C (Figura 27B), um pico de atividade de hsp90P

ocorreu mais cedo em todas as linhagens mutantes em comparagdo com o
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background selvagem, e este efeito foi mais evidente durante a delegéo de rimA.
Semelhante aos resultados obtidos a 37°C, a maior inducdo de hsp90P ocorreu
na linhagem AmpkA. Em conjunto, esses dados confirmaram os resultados de
nosso laboratdrio de que a resposta ao choque de temperatura no biofilme de A.
fumigatus € desregulada quando a via CWI esté prejudicada (Rocha et al. 2020b)
e revelaram também que pkcA e mpkA sdo o0s principais sensores para a
ativacdo compensatoria da expressao de hsfA e hsp90.

Um experimento semelhante de atividade da luciferase foi conduzido com
as mesmas linhagens sendo expostas ao estresse de parede celular provocado
por CASP (Figura 27C-E). Analisando a luminescéncia medida apenas no
background selvagem (linhagem hsp90P::luc), ja é possivel observar um
crescimento consideravel no nivel de expressado de hsp90 quando o fungo foi
exposto ao CASP (Figura 27C-E), sinalizando que, de fato, a chaperona Hsp90
€ importante e necesséaria na resposta ao estresse de parede celular. Esse
aumento da expressao é ainda mais significativo nos backgrounds dos mutantes
de genes da via CWI, principalmente na linhagem AmpkA (Figura 27D).
Interessantemente, o sinal da luciferase aumentou mais tardiamente na
linhagem ArlmA (Figura 27E) e foi mantido em niveis elevados ap6s o sinal de
atividade de hsp90P diminuir nos outros mutantes da via CWI. Assim, 0s ensaios
de luciferase indicam que a expressao de HsfA e Hsp90 esta conectada e ambas
trabalham em resposta ao choque de temperatura e ao estresse de parede
celular. Além disso, os resultados sugerem um papel direto de HsfA no controle
da expressao de genes envolvidos na adaptacéo celular a essas condi¢cdes de
estresse, conforme observado pelo aumento compensatorio na expressao de

HsfA nos mutantes da via CWI.
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Figura 27. A perda de funcéo dos reguladores da via CWI aumenta a expressdo de hsp90

em biofilmes de A. fumigatus sob o choque de temperatura e o estresse na parede celular.
(A, B) Ensaio de atividade da luciferase das linhagens hsp90P::luc, pkcA%57°R hsp90P::luc,
AmpkA hsp90P::luc e ArImA hsp90P::luc durante o choque de temperatura de 37°C (A) e 48°C
(B). (C-E) Ensaio de atividade da luciferase das linhagens pkcAG57°R hsp90P::luc (C), AmpkA
hsp90P::luc (D) e ArlmA hsp90P::luc (E) durante o estresse de parede celular causado por CASP.
A linhagem selvagem sem o gene da luciferase foi usada como controle negativo em todos os
experimentos. Média £+ SEM (n = 8) sdo mostrados. Os resultados foram normalizados pelo
namero de conidios (2 x 10° por ensaio) e sdo expressos como luminescéncia (unidades
arbitrarias). CASP: caspofungin (2 pg/ml).
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Além disso, foi visto anteriormente em nosso laboratério que esse padréao
de expressao na linhagem selvagem sob estresse térmico também se reflete em
analises de Western blot para a proteina Hsp90 (Rocha et al. 2020b).

Para o estudo da dependéncia transcricional de hsp90 pelo fator de
transcricdo HsfA, o duplo mutante xylP::hsfA hsp90P::luc foi exposto ao choque
de temperatura de 48°C tanto na auséncia quanto na presenca de xilose em um
ensaio de luciferase. Como visto anteriormente, o choque de temperatura de
48°C provocou a inducdo da expressao de hsp90 na linhagem hsp90P::luc,
atingindo um pico no tempo de 20 minutos (Figura 24A). Este resultado
independe da fonte de carboidrato presente no meio de cultivo, e foi exatamente
0 mesmo apresentado pelo duplo mutante xylP::hsfA hsp90P::luc na condigcéo
de inducéo, ou seja, na presenca de xilose. Na condicdo de repressao, no
entanto, foram notdveis uma pequena antecipa¢do e um grande aumento desse
pico de luminescéncia (curva azul da Figura 28). Assim, pode-se concluir que a
perda de funcdo de hsfA exige uma elevada indugcéo da expressao de hsp90
como resposta celular ao choque de temperatura. Em outras palavras, a
presenca de HsfA faz com que ndo seja necessaria uma alta expresséo de hsp90
nessa condi¢cdo de choque de temperatura. Curiosamente, este resultado difere
do observado em C. albicans (Nicholls et al. 2009).

48°C
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Figura 28. A repressdo de hsfA aumenta a expressao de hsp90 durante o choque de
temperatura. Ensaio de atividade da luciferase das linhagens selvagem, hsp90P:luc e
xylP::hsfA hsp90P::luc expostas ao choque térmico de 48°C. Média + SEM (n = 8) sdo mostrados.
Os resultados foram normalizados pelo nimero de conidios (2 x 10° por ensaio) e Sdo expressos
como luminescéncia (unidades arbitrarias).
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E valido mencionar que todas as linhagens contendo o gene reporter da
luciferase ndo mostraram defeitos de crescimento em comparagdo com as
linhagens parentais (Figura 29), indicando que os alelos substituidos s&o

totalmente funcionais.
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Figura 29. Fenétipo de crescimento dos mutantes simples e duplos de hsfA::luc e
hsp90P::luc. (A) 1 x 10* conidios de cada linhagem foram inoculados em MM sdélido e incubados
nas temperaturas indicadas por 96 h. Placas com diferentes concentracbes de CASP foram
incubadas a 37°C por 96 h. (B) 1 x 10* conidios de cada linhagem foram inoculados em MM
sélido suplementado com diferentes concentracdes de xilose e incubados nas temperaturas
indicadas por 96 h.

4.1.5 HsfA modula a expressdo de genes envolvidos na adaptacdo ao
choque térmico, ao estresse de parede celular e a homeostase da
membrana plasmatica

Com o objetivo de avaliar a expressdo génica de possiveis alvos
transcricionais dependentes de HsfA, os transcriptomas das linhagens selvagem
e xylP::hsfA foram investigados durante a exposi¢cdo ao choque de temperatura
de 48°C por 15 e 60 min, na condicdo de represséo (presenca de glicose e
auséncia de xilose). O choque térmico causou uma rapida modulacdo da
expressao génica, uma vez que 1362 genes foram regulados positivamente
(log2FC = 1,0), enquanto 1499 genes foram regulados negativamente (log2FC <

-1,0) na linhagem selvagem apds 15 min do inicio do choque térmico. Apés 60
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min, esses numeros aumentaram para 1384 e 1549, respectivamente (Figura
30A-B). Na linhagem xylP::hsfA sob repressao, 1375 genes foram regulados
positivamente (log2FC = 1,0) enquanto 1729 genes foram regulados
negativamente (log2FC < -1,0) apds 15 min do inicio do choque de temperatura.
Apoés 60 min, esses numeros diminuiram para 1136 e 1474, respectivamente
(Figura 30A-B).

Apos a realizacdo da analise de Gene Ontology (GO) de categorias
enriquecidas de Processos Biolégicos anotados em A. fumigatus, pode-se
perceber que o mutante xylP::hsfA apresentou um enriquecimento semelhante a
linhagem selvagem apd6s 15 min do inicio do choque de temperatura. Ambas as
linhagens apresentaram regulacgdo transcricional positiva de genes envolvidos
na resposta celular ao calor, dobramento e redobramento de proteinas (Figura
30C-D), que sao processos biolégicos ativados em resposta ao aumento da
temperatura (Albrecht et al. 2010). Alguns desses genes também foram
expressos diferencialmente no nivel proteico na linhagem selvagem sob o
choque térmico, como as chaperonas Hsp90 (Afu5g04170), Hsp30
(Afu3g14540), Hsp70 (Afulg07440), Hsp60 (Afu29g09290), Hsp78 (Afulg11180),
Hsp88 (Afulgl2610), Ssc70 (Afu2g09960) e Stil (Afu7g01860), conforme
relatado anteriormente (Albrecht et al. 2010). A resposta inicial frente ao choque
de temperatura também causou a regulacéo positiva de genes envolvidos nos
processos de biossintese de glucana e organizacdo ou biogénese da parede
celular em ambas as linhagens (Figura 30C-D), incluindo o fator de transcricéo
da via CWI rimA (Afu3g08520), a subunidade catalitica da $-1,3-glucana sintase
fksA (Afu6g12400), as B-1,3-glucanosiltransferases gelA (Afu2g01170) e gel7
(Afu6g12410), as quitina sintases chskE (Afu2g13440), chsF (Afu8g05630) e
csmB (Afu2g05630) e a MAPK da via de sinalizacdo HOG, pbs2 (Afulg15950).
Esses resultados estdo de acordo com a remodelacdo da parede celular
observada durante o choque de temperatura e mostrada na Figura 14. Em
contraste, apenas a linhagem selvagem apresentou enriquecimento de genes
envolvidos na biossintese de trealose (Figura 30C), sugerindo a participagédo de
HsfA neste processo. Concomitantemente, a ubiquitinacdo de proteinas e a
resposta ao estresse do reticulo endoplasmatico foram processos enriquecidos
apenas no mutante xylP::hsfA (Figura 30D). Entre os genes regulados

negativamente ap6s 15 min do choque térmico, houve um enriquecimento nos
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processos de biogénese ribossomal e traducdo em ambas as linhagens (Figura
30C-D), sugerindo uma diminuicdo da sintese de proteinas para sustentar a
termo adaptacao. A andlise de GO de genes regulados negativamente também
mostrou enriquecimento nos processos de biossintese de ergosterol e de acidos
graxos insaturados, mas dessa vez apenas na linhagem selvagem (Figura 30C).
Esses achados refletem o equilibrio celular para superar o aumento da fluidez
da membrana causado pelo aumento da temperatura e sugerem que HsfA tem
um papel na homeostase lipidica e no equilibrio no contetdo da proporcéo de
acidos graxos saturados/insaturados exigido pelo choque de temperatura.

Apds 60 min do inicio do choque térmico, os genes regulados positivamente
em ambas as linhagens foram enriquecidos para diferentes processos
metabdlicos, como reparo de DNA, biossintese de RNA e transcricdo, enquanto
0S genes regulados negativamente estavam envolvidos na montagem
ribossomal e traducdo (Figura 30C-D). Curiosamente, apenas a linhagem
selvagem reteve o enriqguecimento de genes regulados positivamente envolvidos
na resposta ao choque de temperatura apos 60 min, apoiando a evidéncia de
um papel tardio de HsfA durante o estresse térmico. Novamente, 0S processos
biossintéticos de lipidios e ergosterol foram regulados negativamente apenas na
linhagem selvagem. A assimilacao de ferro e a resposta celular a privacédo de
ions de ferro também foram processos negativamente regulados e exclusivos da
linhagem selvagem (Figura 30C), o que esta de acordo com estudos anteriores
gue mostraram uma relacdo entre Hsfl e a abundéancia de ferro celular em C.
albicans (Nair et al. 2017; Nair et al. 2018).
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Figura 30. Resposta transcricional global das linhagens selvagem e xylP::hsfA durante o
choque de temperatura. (A-B) Diagramas de Venn que descrevem o numero de genes
regulados positivamente (log2FC = 1,0) (A) e negativamente (log2FC < -1,0) (B) nas linhagens
selvagem e xylP::hsfA ap6s 15 min e 60 min do inicio do choque térmico. (C) Sele¢éo de termos
de Gene Ontology (GO) de Processos Biol6gicos enriquecidos por meio de genes
diferencialmente expressos (log2FC = 1,0 ou log2FC < -1,0) na linhagem selvagem durante o
choque de temperatura (por 15 min e 60 min), em compara¢do com a condicdo controle (30°C).
(D) Selecéao de termos de Gene Ontology (GO) de Processos Biologicos enriquecidos por meio
de genes diferencialmente expressos (log2FC = 1,0 ou log2FC < -1,0) na linhagem xylP::hsfA
durante o choque de temperatura (por 15 min e 60 min), em comparacdo com a condi¢céo controle
(30°C). Para a lista completa de termos de GO, consultar 0 Material Suplementar do artigo de
Fabri et al. (2021).

60

Posteriormente, para identificar genes cuja expressao foi diretamente
influenciada por hsfA, o mutante xylP::hsfA cultivado em condigdo repressiva
(auséncia de xilose) foi comparado diretamente com a linhagem selvagem.

Assim, pode-se observar que varios genes foram modulados tanto na condicao

97



controle (30°C) quanto durante o estresse de temperatura (Figuras 31 e 32).
Alguns desses foram constitutivamente reprimidos ou induzidos na linhagem
mutante, incluindo o gene hsfA, que, como esperado, foi reprimido ao longo do
experimento. Interessantemente, quatro genes da via de biossintese do
metabdlito secundério piripiropeno (pyr4, pyr5, pyré e pyr9) foram altamente
induzidos na linhagem mutante (Figura 31B). De forma consistente, outros genes
pertencentes a este mesmo cluster, como pyrl (Afu6g13920), pyr3 (Afu6g13940)
e pyr8 (Afu6g14000), foram regulados positivamente tanto na condigéo controle
quanto 60 minutos apos o inicio do choque térmico [Material Suplementar do
artigo de Fabri et al. (2021)]. Esses dados sugerem que HsfA desempenha um
papel na biossintese desse meroterpendide.
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A. xylP::hsfA versus wild-type
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Figura 31. O transcriptoma de A. fumigatus é modificado quando hsfA esta reprimido. (A)
Analise de agrupamento hierarquico mostrando os genes diferencialmente expressos na
comparacao xylP::hsfA versus linhagem selvagem na condi¢&o controle (30°C) ou apds 15 e 60
minutos do inicio do choque térmico. Apenas genes com modulagéo de log2FC = 1,0 ou log2FC
< -1,0 em pelo menos uma condi¢do foram selecionados. (B) Sec6es mostrando os genes
constitutivamente mais regulados positivamente e negativamente sdo destacadas. Os heat maps
foram criados na plataforma Multiple Experiment Viewer (MeV), utilizando agrupamento
hierarquico e distancia euclidiana com agrupamento de ligagdo média.
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Focando nos genes com participacdo na organizacdo da parede celular,
pode-se notar que poucos genes envolvidos na biossintese da parede celular
foram modulados, como a a-1,3-glucana sintase ags2 (Afu2g11270) e a quitina
sintase chsG (Afu3g14420), os quais foram regulados positivamente, e a 3-1,3-
glucanosiltransferase gel7 (Afu6g12410) e a quitina sintase chsB (Afu4g04180),
que foram regulados negativamente em pelo menos uma condicdo. Em
contraste, uma série de genes envolvidos no remodelamento da parede celular
foram identificados, incluindo as 3-1,3-exoglucanases exgl (Afulg03600) e exg6
(Afu6g13270), a dglicosil hidrolase Afu4gl3770, as quitinases chiAl
(Afu5g03760), Afu5g03960 e Afu5g06840 e as glucanases egl2 (Afu6gl11600),
aspf9 (Afulgl6190), exgO (Afulgl4450), Afulgl2560, Afu8g06830,
Afu2g14490 e Afu8g06360 (Figura 32C). A maioria desses genes relacionados
a parede celular sofreu repressdo apdés 15 min do inicio do choque de
temperatura, quando a expressao de HsfA atinge seu pico (Figuras 20B e 24B),
sugerindo que HsfA tem um papel na ativacdo transcricional de tais genes e é
importante para o metabolismo da parede celular durante a termo adaptacéao.

Conforme esperado, muitas HSPs, como stil (Afu7g01860), hspl0
(Afu8g05880), scfl (Afulgl7370), hsp78 (Afulgl1180), hspl04 (Afulgl5270),
hsp30/42 (Afu3g14540), hsp20/26 (Afu5g10270) e hsp30 (Afu6g06470), foram
reprimidas na linhagem mutante em comparacdo com a linhagem selvagem
(Figura 32D), indicando que estas sdo também alvos transcricionais putativos de
HsfA. Além disso, véarios genes relacionados ao metabolismo lipidico,
principalmente aqueles envolvidos na biossintese de ergosterol e acidos graxos,
foram negativamente regulados na linhagem xylP::hsfA, especialmente durante
a condicao controle e 15 min de choque térmico (Figura 32E), indicando uma
alteracdo do rearranjo da membrana plasméatica celular para aumentar sua
fluidez em resposta ao choque térmico (Leach and Cowen 2014) na linhagem
mutante. Ademais, genes do metabolismo de sideréforos, moléculas que quelam
atomos de ferro, também foram consideravelmente modulados e puderam ser
divididos em dois grupos: um contendo genes regulados negativamente na
condicdo basal e 15 min de choque térmico; e outro compreendendo genes
regulados positivamente apds 60 min do inicio do choque térmico (Figura 32F).
Este dltimo grupo coincide com a repressao dos termos GO relacionados ao

metabolismo de ferro identificada na linhagem selvagem nesta mesma condi¢éo
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(Figura 32C). Experimentos independentes de RT-gPCR validaram os resultados
de RNA-Seq para seis genes selecionados que representam as quatro
categorias de GO mostradas na Figura 32, sendo estes: hsfA, hsp30, ags2,

chsG, ppoC e sidA (APENDICE A, Figura Al).
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Figura 32. A represséao de hsfA impacta a expressao de genes relacionados a resposta ao

choque térmico, parede celular, lipidios e metabolismo do ferro. (A-B) Diagramas de Venn
comparando os genes regulados positivamente (log2FC = 1,0) (A) e negativamente (log2FC < -
1,0) (B) no mutante xylP::hsfA em relagdo a linhagem selvagem na auséncia e presenca de
choque de temperatura (15 min ou 60 min). (C-F) Andlise de agrupamento hierarquico mostrando
selecdes de genes expressos de forma diferencial (log2FC = 1,0 ou log2FC < -1,0). Os heat maps
estao divididos por processos e categorias de interesse: biossintese e organizacdo da parede
celular (C); resposta ao choque térmico, atividade chaperona e dobramento de proteina (D);
metabolismo lipidico (E); e metabolismo do ferro (F). Todos os heat maps foram criados na
plataforma Multiple Experiment Viewer (MeV), usando agrupamento hierarquico e distancia
euclidiana.

Coletivamente, os resultados da analise de RNA-Seq sugeriram fortemente
gue o estresse de temperatura causa grandes mudancas no transcriptoma de A.
fumigatus e o fator de transcricdo HsfA € um regulador chave na modulacéo de
um numero significativo desses genes, sendo especialmente importante para a
resposta ao choque de temperatura, para o remodelamento da parede celular, a

homeostase da membrana plasmética e o metabolismo do ferro.
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4.1.6 A superexpressdo de hsfA altera a expressdo génica mesmo na
auséncia do choque de temperatura

O transcriptoma do mutante xylP::hsfA na condicéo de inducéo, isto €, na
presenca de xilose, também foi investigado. A analise de GO de genes regulados
diferencialmente nas linhagens selvagem e xylP::hsfA, ambos a temperatura
basal (30°C) e na presenca de xilose, mostrou que a superexpressao de hsfA,
mesmo na auséncia do choque de temperatura, induziu a expressao de genes
relacionados a resposta celular ao calor, biossintese de glucana e biossintese
de trealose e, novamente, a repressdo de genes pertencentes ao processo
biossintético de &cidos graxos, especialmente os insaturados (Tabela 20). Esses
resultados sugerem que esses genes que pertencem a resposta celular ao calor
(como hsp60 e hsp90), ao processo biossintético de glucana [como as a-1,3-
glucano sintases ags2 (Afu2gl11270) e ags3 (Afulgl5440), e a [-1,3-
glucanosiltransferase gelA (Afu2g01170)] e a biossintese de trealose [como a
trealose-6-fosfato sintase tpsB (Afu2g04010)] sédo alvos transcricionais putativos
de HsfA. Assim, a inducdo da expressdo de hsfA sem um estresse térmico
perceptivel ainda desencadeia a resposta ao choque de temperatura, induzindo
genes importantes para a manutencao da parede celular e reprimindo genes
envolvidos no metabolismo dos acidos graxos insaturados.

Além disso, a represséao de genes envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundarios especificos, como fumagilina e triacetilfusarinina C (Tabela 20),
sugere um possivel papel regulador negativo de HsfA na sintese desses
metabdlitos. Uma vez que a categoria de GO de processo biossintético de
toxinas também foi reprimida no mutante xylP::hsfA na condi¢cdo permissiva,
HsfA pode desempenhar papel regulador sobre os mecanismos de defesa de A.

fumigatus.

Tabela 20. Um resumo dos termos de GO enriquecidos entre os genes que foram regulados
positivamente ou negativamente na comparacdo entre a linhagem xylp::hsfA e a linhagem
selvagem a 30°C sob inducéo (xilose).

GO ID Description p-value Clas Regulation n° of
S genes
G0:0046351 disaccharide 0.0007 BP Up 6
biosynthetic
process
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G0O:0005992

G0:0051087
G0O:0034605

G0O:0009250

G0:0006582

G0O:0009408
G0:0042440

G0:0009266

G0O:0035834

G0:0042438

G0:1902086

G0:0055085

G0:1901503

G0:0010106

G0O:0006067

G0O:0000272

G0O:0016054

G0:0006636

G0O:0006567

G0O:0006633

G0:0033212
G0O:1900551

trehalose
biosynthetic
process
chaperone binding

cellular response
to heat
glucan

biosynthetic

process

melanin metabolic
process

response to heat

pigment metabolic
process
response to
temperature
stimulus
indole alkaloid
metabolic process
melanin
biosynthetic
process
fumagillin
biosynthetic
process
transmembrane
transport
ether biosynthetic
process
cellular response
to iron ion
starvation
ethanol metabolic
process
polysaccharide
catabolic process
organic acid
catabolic process
unsaturated fatty
acid biosynthetic
process
threonine
catabolic process
fatty acid
biosynthetic
process
iron assimilation
N',N",N"-
triacetylfusarinine

0.0007

0.002
0.0103

0.0116

0.0137

0.0306
0.0348

0.0373

0.0377

0.0484

1E-06

2E-06
1E-05

0.0002

0.0032
0.0062
0.0105

0.0125

0.0125

0.0172

0.0125
0,018054

BP

MF
BP

BP

BP

BP
BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP
BP

Up
Up
Up

Up

Up

Up
Up

Up

Up

Up

Down

Down
Down

Down

Down
Down
Down

Down

Down

Down

Down
Down

12

89

12

10

16

19

N
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C biosynthetic
process

GO0:0009403 toxin biosynthetic 0.0264 BP Down 13
process

G0:0042440 pigment metabolic  0.0264 BP Down 10
process

GO0:0045461  sterigmatocystin 0.0471 BP Down 10
biosynthetic

process
A lista completa esta no Material Suplementar do artigo de Fabri et al. (2021). BP = Biological
Process (Processo Biolégico); MF = Molecular Function (Funcao Molecular).

4.1.7 HsfA e o metabolismo secundario de A. fumigatus

Os fungos séo capazes de produzir uma gama de metabdlitos secundarios,
e muitos destes ainda nem foram estudados. Esses compostos atuam em uma
variedade de fung¢des, como comunicagao, desenvolvimento, defesa e fator de
viruléncia [revisado em Macheleidt et al. (2016)]. A regulacdo da sintese dos
metabdlitos secundarios fungicos € complexa e envolve diferentes reguladores
transcricionais, controles epigenéticos e vias de sinalizacdo [revisado em
Macheleidt et al. (2016)], como, por exemplo, as vias MAPK como a via CWI
(Valiante et al. 2009; Jain et al. 2011; Valiante et al. 2016; Rocha et al. 2021).
Em A. fumigatus, a temperatura também pode exercer um efeito regulatério na
producdo desses compostos, como verificado em estudos da ultima década
(Berthier et al. 2013; Sekonyela et al. 2013; Sueiro-Olivares et al. 2015; Lind et
al. 2016; Hagiwara et al. 2017). Além disso, evidéncias do papel da temperatura
sobre a sintese de alguns desses metabdlitos foram observadas na andlise de
RNA-Seq anterior (Figura 31 e Tabela 20). Por essa razéo, resolveu-se investigar
por HPLC-MS/MS a producdo de metabdlitos secundarios das linhagens
selvagem e xylP::hsfA durante o choque térmico, tanto na condi¢cdo permissiva
(xilose) quanto repressiva (glicose). A Figura 33 mostra todos 0os compostos
diferencialmente produzidos nas condicdes testadas. O APENDICE B traz as
informacgdes de cada um desses metabdlitos.

Fumitremorginas sdo um grupo de metabdlitos derivados do triptofano,
prolina e acido mevalonico que possuem atividade bioldgica, inclusive como
toxina [revisado em Li (2011)]. Seu cluster biossintético compreende a molécula
precursora brevianamida F e uma variedade de alcaldides prenilados derivados,

como fumitremorginas A e B, triprostatinas A e B e demetoxifumitremorgina C

104



(Maiya et al. 2006). A concentracao de todos esses metabolitos diminuiu durante
o choque térmico em ambas as linhagens, tanto na presenca de xilose quanto
de glicose (Figura 33A). Esses resultados estdo de acordo com os dados da
andlise de RNA-Seq que mostraram uma repressdo dos genes desse cluster
biossintético durante o choque térmico [Material Suplementar do artigo de Fabri
et al. (2021)]. Curiosamente, em ambas as linhagens, houve sempre mais
desses metabdlitos na presenca de glicose do que na presenca de xilose,
mostrando que a fonte de carbono por si sO ja alterou a sintese desses
compostos. De uma maneira geral, o mutante xylP::hsfA sintetizou menores
quantidades desses metabdlitos em comparacdo com a linhagem selvagem,
independente do nivel de inducdo do promotor xylP, o que também esta de
acordo com os dados de RNA-Seq [Material Suplementar do artigo de Fabri et
al. (2021)].

Sideroforos séo pequenos peptideos que quelam o &tomo de ferro com alta
afinidade e que sdo necessarios para a sua captacao do meio ambiente (Haas
et al. 2008). Sua sintese em A. fumigatus € regulada pelas vias CWI e Tor
[revisado em Macheleidt et al. (2016)]. A. fumigatus produz quatro sideréforos do
tipo oligopeptideo hidroxamato: triacetilfusarinina C e fusarinina C para a
aguisicao extracelular de ferro; e ferricrocina e hidroxiferricrocina para o
armazenamento intracelular do mesmo (Szigeti et al. 2014). Interessantemente,
triacetilfusarinina C e ferricrocina sdo sabidamente necessarios para a viruléncia
fungica (Schrettl et al. 2007). Foi obervado na analise de HPLC que enquanto a
abundancia de ferricrocina pareceu nao variar durante o choque térmico nas
linhagens selvagem e xylP::hsfA, a sintese de triacetilfusarinina C foi nitidamente
reprimida durante o choque de temperatura em ambas as linhagens na presenca
de glicose e também na linhagem selvagem na presenca de xilose (Figura 33B).
Digno de nota, a quantidade de ambos o0s metabdlitos apresentada pelo mutante
xylP::hsfA em ambas as fontes de carbono foi bem menor que a sintetizada pela
linhagem selvagem, especialmente na presenca de glicose. Estes resultados vao
de acordo com a andlise de RNA-Seq que mostrou a repressdo de genes
envolvidos no metabolismo de ferro na linhagem selvagem durante o choque
térmico (Figura 30) e na relacéo xylP::hsfA/wt no tempo de 15 minutos de choque
térmico (Figura 32E), e na condi¢éo basal (30°C) na presenca de glicose (Figura

32E) e xilose (Tabela 20). Em conjunto, esses dados reafirmam que a
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temperatura e HsfA sdo importantes para a regulacdo do metabolismo de ferro
em A. fumigatus.

As fumiquinazolinas sdo uma familia de alcaloides citotoxicos produzidos
por A. fumigatus. Além de serem tdxicas a algumas células humanas, elas
também possuem atividade antifingica e antimicrobiana, sendo importantes
para a defesa contra microrganismos do ambiente (Li et al. 2012). Durante o
choque térmico, a concentragéo de fumiquinazolina C/D praticamente néo variou
em nenhuma condicdo, ao passo que fumiquinazolina A/B apresentou uma
tendéncia de diminuicdo em ambas as alinhagens (Figura 33C), o que vai de
acordo com a andlise de RNA-Seq [Material Suplementar do artigo de Fabri et
al. (2021)] Novamente, o mutante XxylP::hsfA pareceu sintetizar menores
concentracfes desses metabdlitos em comparacdo com a linhagem selvagem
independetemente da fonte de carbono. E valido mencionar, no entanto, que a
linhagem xylP::hsfA apresentou uma grande abundancia desses metabdlitos em
crescimento a 37°C tanto na presenca de xilose quanto de glicose (dados néo
mostrados), por motivos ainda desconhecidos.

Piripiropenos sao toxinas que inibem a enzima citosdlica acetil-CoA
acetiltransferase (Hu et al. 2014), que esta envolvida na sintese de colesterol.
Como mostrado anteriormente, genes desse cluster estdo bastante induzidos na
relacdo xylP::hsfA/wt (Figura 31B). Os metabdlitos piripiropene E, O, A e G
também se acumularam mais no mutante xylP::hsfA, mas apenas na condicao
basal (30°C) e na presenca de glicose (Figura 33D), uma vez que suas
abundancias reduziram durante o choque térmico. Independente dessas
diferencas, os resultados sugerem que HsfA possui uma funcéo inibitéria sobre
a sintese desse grupo de metabdlitos secundarios.

Apesar de genes dos clusters biossintéticos da fumagilina e
esterimagtocistina terem sido reprimidos na comparagdo xylP::hsfA/wt na
condi¢céo basal (30°C) na presenca de xilose (Tabela 20), nenhuma alteragéo
significativa na concentracdo desses metabolitos foi detectada nas analises de
HPLC.
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Figura 33. Gréficos da quantificacdo de uma sele¢cdo de metabdlitos secundéarios nas
linhagens selvagem e xylP::hsfA. Os metabdlitos secundérios das linhagens selvagem e
xylP::hsfA, crescendo em glicose ou xilose, e na presenca ou ndo do choque de temperatura
foram extraidos e quantificados por espectrometria de massas. (A) Metabdlitos secundarios da
via de biossintese de fumitremorgina produzidos diferencialmente em pelo menos uma condi¢do
testada. (B) Siderdéforos produzidos diferencialmente em pelo menos uma condicao testada. (C)
Fumiquinazolinas produzidas diferencialmente em pelo menos uma condi¢do testada. (D)
Metabdlitos secundarios da via de biossintese de piripiropenes produzidos diferencialmente em
pelo menos uma condicdo testada. As setas indicam conversfes enziméticas entre o0s
metabolitos. As barras indicam diferencas estatisticamente significativas com p < 0,05 (Two-way
ANOVA, com pés-teste de Sidak). * p < 0,05, ** p< 0,01, ** p < 0,001 e **** p < 0,0001 indicam
comparacdes significativas com a linhagem selvagem na glicose, na mesma condicao.

4.1.8 O mutante tetorr::hsfA apresenta viruléncia atenuada quando
reprimido

Para investigar a potencial influéncia de HsfA sobre a patogenicidade de A.
fumigatus, um modelo animal invertebrado, G. mellonella, foi utilizado. Além

disso, fez-se uso do mutante tetorr::hsfA, pois, como ja descrito anteriormente,

€ possivel injetar doxiciclina nas larvas de G. mellonella para modular a ativagéo
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do promotor tet (Zhang et al. 2018), ao passo que estudos de viruléncia com o
promotor xylP neste modelo ainda ndo foram descritos na literatura. Pode-se
observar que a infeccdo com a linhagem selvagem resultou em 100% de
mortalidade das larvas apds sete dias do inicio da infec¢do, tanto na presenca
guanto na auséncia de doxiciclina (Figura 34). O mesmo aconteceu ha infeccéo
com o mutante tetorr::hsfA na auséncia de doxiciclina, ou seja, na condicdo de
inducdo da expressao de hsfA. Ja a infeccdo com o mutante tetorr::hsfA na
presenca de doxiciclina (condicao de represséao de hsfA), houve uma reducéo de
25% na taxa de mortalidade das larvas, as quais perduraram pelo menos até o
décimo quinto dia de experimento. Esses dados sugerem que HsfA pode ser

necessario para o patogenicidade de A. fumigatus.
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Figura 34. HsfA é importante para a viruléncia em Galleria mellonella. Curva de
sobrevivéncia cumulativa do modelo Galleria mellonella infectado com as linhagens selvagem
(wt) e tetorr::hsfA. Para a infeccdo das larvas, 10° conidios foram inoculados em 10 larvas para
cada condicao testada. Doxiciclina (DOX) na concentracdo de 10 pg/ml foi adicionada em parte
das larvas para reprimir o promotor tetorr. A solu¢do de PBS e DOX 10 pug/ml foram usadas como
controles negativos. * p < 0,05 da diferenca da comparacgéo entre tetorr::hsfA + DOX 10 pug/ml e
todas as outras condi¢des, ou seja, wt, wt + DOX 10 pg/ml e tetorr::hsfA (testes Log-rank Mantel-
Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon).

4.1.9 Construcao de mutantes de fusdo de HsfA e expressédo heter6loga da
proteina HsfA

Como parte deste trabalho, um mutante de fusdo C-terminal de HsfA com
0 epitopo 3xXFLAG, 3xHA e/ou GFP seria construido para o estudo do perfil de
expressdo da proteina HsfA por Western blot e para a realizagdo de
experimentos de ChIP-gPCR a fim de se descobrir alvos transcricionais de HsfA.
Para tanto, cassetes de fusdo hsfA::3xFLAG, hsfA::3xHA e hsfA::GFP foram
construidos e transformados em A. fumigatus, seguindo a mesma metodologia

descrita previamente. Apesar de inumeros candidatos terem sido obtidos e
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validados positivamente por PCR diagnostica e sequenciamento, nenhum
apresentou proteina HsfA detectavel em analises de Western blot, inviabilizando
a utilizacdo dos mesmos (dados ndo mostrados). Estudos anteriores mostraram
que a regido C-terminal de Hsfl de S. cerevisiae é importante para a sua
regulacédo e, por isso, € recomendavel realizar a fusdo na regido N-terminal
(Hashikawa et al. 2006). Decidiu-se entdo construir os cassetes 3xFLAG::hsfA e
GFP::hsfA para a subsequente transformacdo em A. fumigatus. Porém,
novamente, foram obtidos candidados positivamente validados por PCR
diagndstica, mas que ndo geraram sinal nas andlises de Western blot (dados
ndo mostrados). Curiosamente, até mesmo a proteina HsfA::LUC do mutante
hsfA::luc ja mencionado ndo pode ser detectada utilizando o anticorpo a-LUC
(dados ndo mostrados), ainda que o sinal de luminescéncia dessa linhagem e
dos duplo mutantes tenha sido quantificado nos ensaios de luciferase.

Dado o insucesso na obtencdo de um mutante de fusao funcional, decidiu-
se iniciar o processo de expressdo heteréloga de HsfA em sistema bacteriano
para a sua subsequente purificagao e futura producéo de um anticorpo a-HsfA
de A. fumigatus. Para tanto, um plasmideo pET15b contendo a sequéncia com
coédons otimizados do cDNA de hsfA foi sintetizado (Bio Basic) e transformado
nas linhagens bacterianas BL21 (DE3) Rosetta™ e BL21 (DE3) pLysS.
Diferentes condicfes de expressdo em ambas as linhagens foram testadas, mas
nao foi possivel obter a expressdo da proteina recombinante com cauda de
histidina (dados ndo mostrados). A seguir, inseriu-se a sequéncia com codons
otimizados do cDNA de hsfA no vetor pGEX-4T1, o qual geraria uma proteina
HsfA com causa GST, conforme obtido anteriormente em S. cerevisiae (Erkine
et al. 1996). Tal plasmideo foi entdo transformado na linhagem bacteriana BL21
(DE3) Rosetta™ e o transformante positivo foi inicialmente submetido a
diferentes condi¢des indutoras da expressao proteica em pequena escala. Como
mostra a Figura 35A-B, a proteina recombinante HsfA com cauda GST (massa
molecular de HsfA: 86,9 kDa; massa molecular de HsfA::GST: 113 kDa) foi
expressa na fragdo solivel em todas as temperaturas testadas (18°C, 30°C e
37°C) utilizando 0,5 e 1 mM de IPTG, respectivamente. Em uma analise de
Western blot utilizando o anticorpo a-GST (34860; Qiagen), também foi possivel
observar a correta expressdo da proteina recombinante (Figura 35C). Foi

escolhida entédo a condicao de 30°C e 1 mM de IPTG para a expressao de HsfA
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em maior escala (1 litro de cultura), seguida de sua purificacdo utilizando a
coluna cromatografica GSTrap (GE Healthcare) e também o slurry Glutathione
Sepharose 4B (GE Healthcare). Ambas as metodologias, no entanto, néo
resultaram na purificacdo da proteina HsfA::GST (Figura 35D). A principio, a

proteina parece néo ter se ligado na coluna ou na resina.
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Figura 35. Analise da expresséo e purificacdo da proteina HsfA-GST. (A-B) A linhagem de
E. coli BL21 (DE3) Rosetta™ foi transformada com o vetor pGEX-4T1 contendo a sequéncia
otimizada do cDNA de hsfA. A bactéria foi cultivada a 37°C a 180 rpm em 50 ml de LB liquido
contendo 100 pyg/mL de ampicilina e 34 pg/mL de cloranfenicol até uma DOsoonm entre 0,6 e 0,8.
A seguir, foram retirados 5 ml da cultura (controle ndo induzido) e ao restante da cultura foi
acrescentando IPTG a uma concentracdo final de 0,5 mM (A) ou 1 mM (B) para a inducdo da
expressdo proteica. Em seguida, a expressao ocorreu a 18°C por 20 horas, 30°C por 6 horas ou
37°C por 6 horas. As amostras foram centrifugadas e lisadas em tampdao de lise contendo 30
pg/ml de lisozima por meio de sonizacdo por 2 minutos (pulsos de 10 segundos com intervalos
de 50 segundos). Em seguida, o lisado foi centrifugado, separou-se as fracdes insollveis (pellet
- P) e soluveis (sobrenadante - S) e todas as amostras foram separadas em SDS-PAGE 10%.
As setas indicam a proteina HsfA::GST (113 kDA). (C) Andlise de Western blot da expressdo
com 1 mM de IPTG da proteina recombinante HsfA com cauda GST, por meio da utilizag&o do
anticorpo a-GST (34860; Qiagen). (D) SDS-PAGE da corrida das amostras apds purificagdo
utilizando o slurry Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare). Para a purificagdo, foi induzido e
lisado 1 litro de amostra. A ligacdo da proteina com o slurry se deu overnight a 4°C. A seguir, a
resina foi lavada duas vezes e eluida com 10 mM, 20 mM e 30 mM de glutationa.

Apesar da ndo obtencdo do mutante de fuséo e da ineficacia da purificacéo
da proteina HsfA recombinante para a sintese de um anticorpo a-HsfA, o estudo
da expresséo proteica de HsfA foi possivel gracas a utilizacdo da linhagem
mutante hsfA::luc, como mostrado acima. Dessa forma, os experimentos comuns
de Western blot puderam ser substituidos pelos ensaios de luciferase. Contudo,

objetivos como a investigacdo do nivel de fosforilacdo (ativacdo) de HsfA em
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diferentes condi¢cdes, a andlise da possivel interacao fisica entre HsfA e Hsp90
por co-imunoprecipitagdo e a andlise dos alvos transcricionais de HsfA por
imunoprecipitagdo de cromatina ndo puderam ser cumpridos, devido aos
problemas relatados nesta sessao. Tais experimentos poderiam ajudar a concluir
melhor o papel e a relacdo de HsfA e Hsp90 nos estresses de temperatura e de
parede celular. No entanto, os dados da analise de RNA-Seq e dos ensaios de
luciferase descritos acima forneceram informacgdes importantes para este estudo

e contornaram parcialmente esses problemas.

4.1.10 Discussao

A emergéncia de novas doencas associadas ao surgimento de espécies
termotolerantes de microrganismos patogénicos € uma consequéncia iminente
das mudancas de temperatura provenientes do aquecimento global (Garcia-
Solache and Casadevall 2010). Popula¢gbes de morcegos e sapos, por exemplo,
estdo em elevado risco de sofrerem colonizagdo flngica devido as mudancas
nas temperaturas corporal e ambiental (Casadevall 2012). Além disso,
recentemente tem sido proposto que doencas causadas por Candida auris
podem ser o primeiro exemplo de novas doencas flungicas emergentes do
aquecimento global por meio da aquisicdo da caracteristica termotolerante
(Casadevall et al. 2019). Apesar da endotermina ser um mecanismo de protecao
dos mamiferos contra infeccdes fangicas (Robert and Casadevall 2009;
Bergman and Casadevall 2010), fungos termofilicos como A. fumigatus sao
capazes de superar esse obstaculo, indicando que a termotolerancia nessa
espécie pode estar relacionada a expressao de genes de resposta ao estresse
gue suportam a sua persisténcia no hospedeiro. No entanto, as consequéncias
celulares da adaptacao de A. fumigatus ao calor, os impactos na organizacéo da
parede celular e a participacdo das vias de sinalizacdo que coordenam esses
dois eventos n&o sao totalmente entendidos.

Recentemente, foi demonstrado que além da regulacdo da biossintese e
manutencdo da parede celular, a atividade da via CWI é modulada durante a
regulacao precoce da termotolerancia de A. fumigatus, e mostrou-se que Hsp90
€ necessaria para essa relacao, interagindo com as principais proteinas da
cascata CWI (Rocha et al. 2020b). Hsp90 é fundamental para a resposta

eucaribtica ao choque de temperatura ao promover o dobramento e montagem
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de proteinas recém-sintetizadas (Taipale et al. 2010). Uma vez que o fator de
transcricdo conservado Hsfl controla a transcricdo de HSP90, (Sarge et al. 1993;
Eastmond and Nelson 2006; Nicholls et al. 2009; Leach et al. 2016), neste projeto
foi identificado e caracterizado o suposto homoélogo de HSF1 em A. fumigatus,
bem como sua funcéo na termotolerancia e na resposta associada ao estresse
de parede celular, a qual parece ser um mecanismo chave da resposta fungica
ao calor (Figura 36).

Aqui, foram fornecidas fortes evidéncias de que um resultado do estresse
térmico € o espessamento exacerbado da parede celular em A. fumigatus
(Figuras 14 e 16), acompanhado pela induc¢do de genes envolvidos na biogénese
e remodelamento da parede celular (Figura 30). Esses resultados sugerem que
a expansao da parede celular é necessaria para sustentar a termoadaptacao
sem a perda de viabilidade e deve ocorrer rapidamente, uma vez que 0
espessamento desta estrutura foi dectado logo ap6s cinco minutos do inicio da
exposicao ao choque de temperatura (Figura 14). O aumento da espessura da
parede celular também foi relatado recentemente em hifas de biofilmes de C.
albicans durante o estresse térmico moderado (Ikezaki et al. 2019). No entanto,
deve-se considerar também que esse processo de rearranjo da parede celular
observado nos tempos iniciais do choque térmico pode ser um evento nao
dirigido exclusivamente pela atividade da via CWI ou pela atividade transcricional
de HsfA. Ele também pode estar relacionado, por exemplo, a mudancas fisicas
na superficie celular, como o aumento do movimento browniano de moléculas
de &gua ou expansdo de proteinas e polissacarideos da parede celular.
Experimentos adicionais sdo necessarios para abordar esta hipdtese. No
entanto, esses dados apontam que as alteracdes morfolégicas da parede celular
durante o choque térmico resultam potencialmente em modificacdes na sintese
ou exposicdo de acucares especificos na superficie celular, como a-glucana, -
glucana, quitina, manoproteinas ou galactosaminogalactana (Figura 30). Em C.
albicans, a represséo da expressédo de HSP90 em um mutante condicional tetO-
HSP90 leva ao aumento da deteccéao de quitina por ensaio de fluorescéncia de
ligagdo ao CFW (Nair et al. 2017). Uma vez que os conidios invasores de A.
fumigatus germinam e eventualmente proliferam em condicbes de alta
temperatura dentro do hospedeiro em comparagdao com o nicho ambiental, tal

adaptacdo da parede celular também pode existir durante as etapas iniciais da
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infeccdo fungica e pode ser determinante para o reconhecimento imunoldgico.
No entanto, as consequéncias dessas alteragcfes para o0 reconhecimento
imunolégico do fungo ainda precisam de investigagéo rigorosa.

Curiosamente, os dados apresentados nesta tese demonstram que a
capacidade da parede celular de ser remodelada durante o estresse térmico ou
tratamento com CASP foi mantida no mutante xylP::hsfA, indicando que este
processo ndo é totalmente dependente do fator de transcricdo HsfA, apesar de
o mutante condicional xylP::hsfA ser sensivel a agentes que danificam a parede
celular, incluindo CASP. No entanto, na condicdo basal (30°C), a repressao de
hsfA provocou instantaneamente um espessamento da parede celular (Figura
16), de maneira semelhante aos mutantes condicionais de HSF1 (Nair et al.
2017) e de HSP90 (Leach et al. 2012a) em C. albicans. Além disso, o
espessamento da parede celular no mutante xylP::hsfA foi completamente
resgatado quando a expressao de hsfA foi restaurada pela baixa concentracao
de xilose, novamente reforcando o crosstalk entre a resisténcia ao calor e a
estrutura da parede celular. Apesar do aumento sutil na expressdo de hsfA
registrado na linhagem selvagem desafiada com CASP e CR (Figura 20), um
pico na abundancia de mRNA de hsfA ocorreu apds 15 min do inicio do choque
térmico, coincidindo com o maior espessamento da parede celular e 0 aumento
concomitante da expressao de hsp90 (Figuras 20B e 27B). Padrdes semelhantes
de expressao génica sdo observados para outros fatores de transcricdo, que
sofrem mudancas transcricionais minimas, mas sdo regulados pos-
transcricionalmente. Nesse caso, 0s pools intracelulares desses fatores de
transcricdo provavelmente sdo mantidos constantes o tempo todo para
responder rapidamente ao estresse. Um cenario semelhante pode ser o caso de
HsfA na presenca de estresse de parede celular. Em linha com esta ideia,
mudancas muito ligeiras na concentracéo de xilose podem resgatar o fenotipo
letal condicional do mutante xylP::hsfA, sugerindo que niveis baixos de hsfA
fornecem um beneficio de sobrevivéncia (Figuras 13 e 19). Assim, experimentos
adicionais sdo necessarios para elucidar se a regulacdo poés-transcricional de
HsfA em vez da ativagéo transcricional € o evento chave para lidar com o
estresse da parede celular, incluindo a investigacdo do estado de fosforilagdo e

atividade de HsfA em resposta a agentes que danificam a parede celular.
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Concomitantemente as mudancas dramaticas na estrutura da parede
celular, foi observado o aumento da expressdo de hsp90 em resposta a
regulacao positiva de hsfA, seguida por uma queda subsequente no acumulo de
MRNA de hsfA (Figuras 20, 27 e 28), sugerindo que o ciclo de feedback esperado
entre HsfA e Hsp90 descrito em C. albicans também ocorre em A. fumigatus
(Nicholls et al. 2009; Leach et al. 2012a; Leach et al. 2016). De forma
consistente, os niveis proteicos de Hsp90 permanecem altos até 240 min apdés
o inicio do choque térmico (Rocha et al. 2020b). Além disso, HsfA também
mostrou ser importante no controle da expressao de genes que codificam HSPs
(Figura 32D) e enzimas envolvidas na biossintese de trealose (Figura 30C), que
juntos fazem parte da resposta candnica ao choque de temperatura (Al-Bader et
al. 2010; Takahashi et al. 2017). No entanto, os genes que codificam chaperonas
como hsp60, hsp70 e hsp90, embora modulados pelo choque térmico, ndo foram
significativamente impactados pela repressao de hsfA [Material Suplementar do
artigo de Fabri et al. (2021)], diferentemente do que foi observado em C. albicans
(Nicholls et al. 2009; Leach et al. 2016). Possivelmente o pequeno aumento nos
niveis de mMRNA de hsfA registrados nas amostras do mutante condicional sob
repressdo [aumento de 1,5 vezes; 15 min de choque térmico, Material
Suplementar do artigo de Fabri et al. (2021)] pode ter provocado a regulacéo
positiva dessas HSPs na linhagem xylP::hsfA. A hipétese de que outros fatores
de transcricdo podem estar agindo também deve ser considerada. Fatores de
transcricdo humanos envolvidos na resposta imune, como STAT1, STAT3, NF-
IL6 e NF-kB, por exemplo, podem induzir a expressado de HSP90, sinergicamente
ou antagonisticamente ao HSF1 [revisado em Prodromou (2016)].

Os resultados deste trabalho indicam ainda que o espessamento da parede
celular é uma consequéncia do choque térmico e os mecanismos pelos quais
HsfA participa deste evento estdo interligados com as principais vias de
sinalizacao que controlam a integridade celular, incluindo as vias CWI e HOG. A
interacdo genética sinteticamente doente entre hsfA e mpkA ou sakA, tanto
durante o estresse de temperatura quanto o de parede celular, mas ndo da
mesma forma com o alelo hipomorfico pkcA®®"°R, sugere que essas MAPKs
atuam a montante de hsfA em resposta a esses estresses.

No entanto, os ensaios de luciferase mostrados acima indicaram que PkcA

e MpkA néo séo cruciais para a ativagcao de HsfA, uma vez que a expressédo e
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atividade de HsfA e hsp90P foi induzida durante o tratamento com choque
térmico e CASP nos backgrounds genéticos dos mutantes da via CWI (Figuras
24 e 27). Esse resultado sugere que o comprometimento funcional de qualquer
componente da via CWI é suficiente para aumentar a expressao de HsfA para
provavelmente ativar alvos a jusante, e alguns destes podem ser compartilhados
com a via CWI. Outra observacao deste estudo € que o sinal de HsfA foi mais
intenso no background pkcA®°"°R em ambas as condicées de estresse. Em
contraste, a atividade de hsp90P foi mais intensa no mutante AmpkA apenas no
chogue térmico, uma vez que os sinais registrados nas linhagens pkcA®>"°R e
AmpkA foram comparaveis na presenca de CASP. Esses resultados apontam
novamente para o papel crucial de PkcA na adaptacgéo inicial ao choque térmico,
conforme descrito anteriormente (Rocha et al. 2020b). Apoiando essa ideia, a
superexpressdo de PKC1PkA mas ndo das MAPKs MPK1mpkA  MKK1mkkl e
BCK1bekl em S. cerevisiae pode suprimir os defeitos de um mutante do gene
HSF1'sA em resposta ao estresse térmico, o que significa que a sinalizacédo
emergente de Pkcl e ndo da cascata de MAPK regulada por Pkcl foi necesséria
para a supressao de HSF1 (Imazu and Sakurai 2005). Embora se conheca uma
colecdo de quinases que fosforilam e modulam a atividade de Hsfl em S.
cerevisiae [revisado em (Veri et al. 2018b)], as enzimas que fosforilam HsfA de
A. fumigatus durante o choque de temperatura ou estresse da parede celular
ainda sdo desconhecidas, exigindo, portanto, mais experimentos (Figura 36).
Digno de nota, a analise de RNA-Seq indicou que HsfA também é
importante para a homeostase da membrana plasmética diante do aumento de
temperatura (Figuras 30 e 32). Uma vez que a membrana plasmatica fungica se
adapta as mudancas de temperatura [revisado em Fabri et al. (2020)], os
resultados apresentados acima sugerem que HsfA tem um papel repressor na
biossintese de ergosterol e lipidios em geral, principalmente os acidos graxos
insaturados, indicando que este fator de transcricdo pode regular as alteragbes
qguimicas e, consequentemente, fisicas da membrana plasmatica durante o
choque térmico. N&o surpreendentemente, uma ligacdo molecular entre a
sintese de acidos graxos e a resposta ao choque de temperatura governada por
Hsfl em C. albicans foi descrita anteriormente (Leach and Cowen 2014) e

constitui um campo aberto de investigacdo em A. fumigatus.
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Em resumo, este médulo da tese mostrou que o fator de transcricdo HsfA
€ essencial e contribui para a manutencéo da parede celular. Foi observada uma
conexao entre HsfA-Hsp90 e a via CWI, e que as quinases PkcA e MpkA né&o
sao essenciais para a ativacdo de HsfA durante os estresses de parede celular
e térmico. Além disso, genes modulados por HsfA foram identificados, incluindo
aqueles relacionados a resposta ao choque de temperatura, a biogénese da
parede celular, ao metabolismo lipidico e & homeostase do ferro. Tais resultados
reforcam o conceito de que a adaptacdo da parede celular contribui para a
termotolerancia de A. fumigatus por meio de um mecanismo integrado que

abrange a resposta ao choque térmico e a regulagéo das vias de sinalizacdo em
fungos.

heat shock

non heat shock

— —

Wsc1 MidA Wsc3

N

\l/sop,. ° °

cell wal thickening

cytosol

Rom2 — Rhot

1

b
‘\
q
p .
.
ESAE
» o
o o
o .
0 .
o .
o .
%o,
an

Cell Wall Integrity
pathway : l """""

,,, “ee ; Hsp90
o Thermotolerance
Cell wall integrity

Cell wall remodeling
Lipid metabolism

Iron metabolism

Thermotolerance
Cell wall integrity

Cell wall remodeling

nucleus

Figura 36. Esquema da relac&o entre HsfA-Hsp90 e a via CWI em A. fumigatus durante o
choque de temperatura. A via CWI é ativada durante a adaptacédo inicial ao choque térmico,
possivelmente por meio do mecanossensor MidA localizado na membrana celular. Este sinal
atinge Rom2, um fator de troca de nucleotideo de guanina, e a pequena Rho GTPAse Rhol,
levando & ativacé@o de PkcA e da via CWI. Esses eventos culminam com a fosforilagdo da MAPK
MpkA, que por sua vez fosforila o fator de transcricdo RImA, ativando (4) a transcricdo de genes
importantes para a termotolerancia, integridade e remodelamento da parede celular. As proteinas
da via CWI PkcA, MpkA e RImA sao clientes constitutivos de Hsp90. Uma consequéncia direta
do choque de temperatura é o espessamento da parede celular apds cinco minutos do aumento
da temperatura, o que pode ter consequéncias no remodelamento da parede celular e exposi¢édo
de carboidratos a superficie celular. No entanto, essas consequéncias ainda precisam ser
investigadas (ponto de interrogacdo vermelho). Além disso, a membrana plasmética se torna
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mais fluida em resposta ao choque térmico. Embora ndo sejam necessarias para a ativacédo de
HsfA, PkcA e MpkA regulam negativamente a expressdo de HsfA e Hsp90, tanto durante o
choque térmico (setas azuis tracejadas) quanto sob estresse de parede celular induzido por
Caspofungin (ndo mostrado na Figura). O aumento resultante na abundancia de proteinas HsfA
e Hsp90 nos mutantes dos genes pkcA e mpkA ocorre possivelmente por meio de mecanismos
compensatdrios ndo descritos acompanhados pela ativacdo de cascatas de sinalizacéo
adicionais para reter a via CWI e a termotolerancia (linha tracejada roxa). Diante do estresse
térmico, a abundéancia de HsfA aumenta e desencadeia a expressao de genes relacionados a
termotoleréncia, integridade da parede celular, remodelamento da parede celular, metabolismo
de lipidios e ferro. Um de seus alvos transcricionais, Hsp90, também é induzido para lidar com o
choque de temperatura e auxiliar na estabilizacdo de proteinas clientes. Apés cerca de 15-30
minutos de choque térmico, os niveis de HsfA diminuem, possivelmente devido a acdo de Hsp90
no circuito de feedback regulatério. Esse mecanismo regulatério compreende a interacao
proteina-proteina entre Hsfl e Hsp90 (ndo investigada aqui), que é revertida durante o choque
térmico, quando os niveis da proteina Hsp90 aumentam e se desacoplam de Hsfl para auxiliar
no enovelamento das proteinas clientes. A atividade de Hsfl permanece até que Hsp90 se ligue
novamente a Hsfl, regulando negativamente Hsfl. A hiperfosforilagcdo (nédo investigada aqui) é
outro evento regulatério que modula a atividade transcricional de ortélogos de HsfA em outros
patégenos fangicos. As proteinas quinases responsaveis pela fosforilacdo de HsfA ainda séo
desconhecidas em A. fumigatus. Este diagrama é baseado nos dados deste projeto e nas
referéncias (Dichtl et al. 2012; Leach et al. 2012a; Rocha et al. 2020a; Rocha et al. 2020b).
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Moédulo 4.2 Caracterizacdo funcional da dessaturase de acidos graxos

SdeA e do pseudogene sdeB de A. fumigatus

4.2.1 Identificacdo do homologo SdeA®'®t em A. fumigatus e construcéo das
linhagens xyIP::sdeA, sdeA::GFP e sdeA::3xHA

Em A. nidulans, duas stearoil-CoA A9-dessaturases codificadas pelos
genes sdeA e sdeB foram previamente identificadas (Wilson et al. 2004). Uma
analise do genoma de A. fumigatus usando as sequéncias proteicas de Olel de
S. cerevisiae, Olel de S. pombe, Olel de C. albicans, SdeA de A. nidulans, SdeA
de A. niger, SdeA de A. oryzae e SCD1 e SCD5 de Homo sapiens como
sequéncias de consulta revelou que A. fumigatus possui também dois genes
codificadores de dessaturases do tipo A9 putativos: Afu7g05920 e Afu7g05350.
O primeiro (Afu7g05920) é o homologo mais préximo (Figura 37) e foi nomeado
como sdeA para ser consistente com a nomenclatura anterior de Aspergillus. A
proteina codificada por esse gene possui homologia significativa com Olel de
levedura (53% de identidade e 72% de similaridade, e-value de 3e-161), Olel de
C. albicans (56% de identidade e 74% de similaridade, e-value de 0.0), Olel de
S. pombe (57% de identidade e 98% de similaridade, e-value de 0.0), SCD1 do
ser humano (40% de identidade e 57% de similaridade, e-value de 1le-66) e
especialmente SdeA de A. nidulans (92% de identidade e 95% de similaridade,
e-value de 0.0), A. niger (92% de identidade e 100% de similaridade, e-value de
0.0) e A. oryzae (93% de identidade e 100% de similaridade, e-value de 0.0).
Além disso, SdeA de A. fumigatus SdeA compartilha com as outras enzimas o
dominio da dessaturase de acido graxo, o qual compreende a por¢cdo mais
semelhante e conservada entre as sequéncias de aminoacidos analisadas, e o
dominio do tipo citocromo b5, o qual ndo é encontrado em mamiferos (Figura
37).
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Figura 37. Alinhamento e comparagéo das sequéncias de aminoacidos dos homologos de Olel em diferentes organismos. As sequéncias deduzidas
de SdeA de A. fumigatus (Afu7g05920), Olel de S. cerevisiae (YGLO55W), Olel de S. pombe (SPCC1281.06c), Olel de C. albicans (C1_08360C), SdeA de
A. nidulans (AN6731), SdeA de A. niger (An07g01960), SdeA de A. oryzae (AO090005000456) e SCD1 (NCBI ID: 6319) e SCD5 de Homo sapiens (NCBI ID:
79966) foram alinhadas utilizando a ferramenta Clustal Q (Waterhouse et al. 2009). Os residuos idénticos séo representados em tons de azul. As setas
vermelhas indicam as lisinas que séo ubiquitinadas na proteina Olel de levedura. As setas rosas indicam residuos de histidina conservados que, como descrito
em humano (Wang et al. 2015), coordenam atomos de ferro durante a rea¢do enzimatica que culmina na atividade dessaturase de seus substratos. O traco
verde representa o dominio da dessaturase de acidos graxos na proteina Olel de levedura (Pfam PF00487, 142aa-359aa), enquanto o trago amarelo mostra
o dominio do tipo cytochrome b5-like heme/steroid binding na proteina Olel de levedura (Pfam PF00173, 419aa-486aa).
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Para investigar o papel da enzima estearoil-CoA dessaturase SdeA no
fungo A. fumigatus, objetivou-se inicialmente construir o mutante nulo AsdeA
com o intuito de utilizd-lo em experimentos genéticos e bioquimicos. Contudo,
nenhum candidato de transformacéo positivo foi obtido, sugerindo a possivel
essencialidade do gene sdeA em A. fumigatus, assim como seus homélogos em
S. cerevisiae e C. albicans (Stukey et al. 1990; Krishnamurthy et al. 2004). Por
esse motivo, assim como feito para o mutante xylP::hsfA, decidiu-se construir um
cassete condicional xylP::sdeA, no qual o gene sdeA estd sob o controle do
promotor do gene da xilose redutase de P. chrysogenum (xylP) (Zadra et al.
2000), o qual é regulado pela concentracdo de xilose presente no meio. O
candidato obtido foi validado por PCR e Southern blot, como mostrado na Figura
38.
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Figura 38. Construcéo e validacdo do mutante xylP::sdeA. (A) Os fragmentos independentes
usados na obtencdo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na
figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B-C) PCRs de validacédo do candidato a xylP::sdeA
apos transformacédo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers sdeA 500 ups e xylP RV (B) e
sdeA 900 5F e sdeA ORF REV (C), que amplificam os fragmentos indicados em vermelho e azul,
respectivamente, confirmando a obtencdo do mutante condicional. O plasmideo pRS426
contendo o cassete xylP::sdeA foi utilizado como controle positivo em (C). (D) Andlise de
Southern blot do candidato a xylP::sdeA utilizando a regido 5UTR como sonda e a enzima de
restricdo Hindlll para a obtencdo dos fragmentos mostrados em laranja em (A).
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Uma vez obtida a linhagem mutante xylP::sdeA, esta foi submetida a uma
analise de RT-gPCR para verificar o correto funcionamento do promotor xylIP.
Para a andlise do promotor xylP, as linhagens selvagem e xylP::sdeA foram
crescidas a 180 rpm por 24 horas em MM liquido contendo 1% de xilose a 37°C.
A seguir, o micélio foi centrifugado, lavado em agua ultrapura autoclavada por
duas vezes e colocado em frascos contendo MM ou MM sem glicose e
suplementado com diferentes concentracbes de xilose. As amostras foram
incubadas por mais 4 horas até serem filtradas e congeladas. O mRNA total de
todas as amostras foi extraido, tratado e transcrito em cDNA para as analises de
RT-gPCR. Como mostrado na Figura 39, a repressédo do promotor pela auséncia
de xilose no meio de fato reprimiu consideravelmente a expressdo de sdeA,
engquanto a adicao de xilose induziu significativamente a expressdo do mesmo
gene, validando o funcionamento do promotor condicional. A expressao de sdeA
na linhagem selvagem permaneceu constante independentemente da

concentracéo de xilose.
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Figura 39. Analise da expressdo do gene sdeA por RT-qPCR no mutante condicional
xylP::sdeA. A expressdo de sdeA é reprimida na auséncia de xilose e induzida na presenca da
mesma na linhagem xylP::sdeA. O mRNA total foi avaliado por RT-gPCR e normalizado pelo
gene da pB-tubulina. Os dados sao provenientes de duas replicatas experimentais e
independentes (Média + DP). O Fold difference de cada condi¢do representa 0 mRNA total
normalizado em relacdo a amostra glicose 1% da linhagem selvagem (wt). As barras indicam
diferenca estatisticamente significativa, sobrescritas com o p valor de cada comparacgéo (Two-
way ANOVA com pés-teste de Sidak).
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Para a realizacdo do estudo funcional da proteina SdeA por meio de
experimentos de Western blot e também da localizacdo subcelular da mesma
por microscopia de fluorescéncia, foi construida a linhagem sdeA::GFP, na qual
0 gene sdeA esta em fusdo C-terminal com o gene da proteina GFP. O mutante
positivo foi confirmado por PCR e Western blot (Figura 40).
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Figura 40. Construcéo e validacdo do mutante sdeA::GFP. (A) Os fragmentos independentes
usados na obtencéo do cassete foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na
figura, e recombinados em S. cerevisiae. (B) PCR de validagao do candidato a sdeA::GFP apés
transformacéo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers IM-319 e IM-174, que amplificam o
fragmento indicado em vermelho, confirmando a obtencéo do mutante. (C) Analise de Western
blot do extrato bruto proteico do candidato a sdeA::GFP. Utilizou-se um anticorpo a-GFP para a
deteccéo da proteina SdeA::GFP de 79 kDa.

Semelhantemente, também foram construidos o mutante simples

sdeA::3xHA e o duplo mutante xylP::hsfA sdeA::3xHA, nos quais 0 gene sdeA
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estd em fusdo C-terminal com o epitopo 3xHA. Os candidatos positivos foram
confirmados por PCR e Western blot (Figura 41). Essas linhagens foram
utilizadas em experimentos de Western blot para a investigacdo do efeito da

repressao de hsfA sobre a proteina SdeA.
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Figura 41. Construcéo e validacdo do mutante sdeA::3xHA e do duplo mutante xylP::hsfA
sdeA::3xHA. (A) Os fragmentos independentes usados na obtencdo do cassete foram
adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na figura, e recombinados em S. cerevisiae.
(B) PCR de validacdo dos candidatos a sdeA:3xHA e xylP:hsfA sdeA::3xHA apos
transformagcdo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers IM-319 e IM-329, que amplificam o
fragmento indicado em vermelho, confirmando a obtencao dos mutantes. (C) Andlise de Western
blot do extrato bruto proteico dos candidatos a sdeA::3xHA e xylP::hsfA sdeA::3xHA. Utilizou-se
um anticorpo a-HA para a deteccdo da proteina SdeA::3xHA de 53 kDa.

Todas esses mutantes de fusédo, ou seja, os mutantes simples sdeA::GFP

e sdeA::3xHA, bem como o duplo mutante xylP::hsfA sdeA::3xHA, foram
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expostas ao estresse de temperatura (Figura 42) e de parede celular (dados néo
mostrados) e ndo apresentaram defeitos de crescimento em comparagdo com
as linhagens parentais, indicando que os alelos substituidos s&o totalmente

funcionais.
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Figura 42. Feno6tipo de crescimento dos mutantes sdeA:: GFP, sdeA::3xHA e xylP::hsfA
sdeA::3xHA. (A) 1 x 10* conidios de cada linhagem foram inoculados em MM sdlido e incubados
nas temperaturas indicadas por 96 h. (B) 1 x 10* conidios de cada linhagem foram inoculados
em MM sdlido suplementado com diferentes concentracdes de xilose e incubados nas
temperaturas indicadas por 96 h.

124



4.2.2 A proteina SdeA esta localizada no reticulo endoplasmatico

A seguir, a distribuicdo celular da proteina SdeA em germinantes de A.
fumigatus foi analisada por microscopia de fluorescéncia. A 30°C, a linhagem
sdeA::GFP produziu um sinal fluorescente forte concentrado ao redor dos
ndcleos das hifas (Figura 43). Esse padrdo é consistente com observacdes
anteriores de proteinas de A. fumigatus localizadas no reticulo endoplasmatico
perinuclear (Song et al. 2016; Roundtree et al. 2020). No entanto, é possivel
notar que, além da localizacdo perinuclear, alguma fluorescéncia pode ser
detectada em uma rede alongada pelo citoplasma, a qual caracteriza o reticulo
endoplasmatico periférico (Roundtree et al. 2020). Apesar de sua lozaliza¢do no
reticulo endoplasmatico, a proteina SdeA ndo apresenta em sua estrutura
primaria a sequéncia de direcionamento ao reticulo endoplasmatico [Lys-Asp-
Glu-Leu (KDEL)] (Munro and Pelham 1987), nem variacGes dessa sequéncia C-
terminal encontradas em S. cerevisiae (HDEL) (Pelham et al. 1988) e S. pombe
(ADEL) (PROSITE PDOC00014), o que também né&o ocorre na proteina Olel de
levedura. Digno de nota, a distribuicdo da proteina SdeA::GFP nao foi alterada
guando os germinantes foram expostos ao choque de temperatura ou a drogas
estressoras de membrana como cerulenina e anfotericina B (dados né&o

mostrados).
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Figura 43. A proteina SdeA esta localizada no reticulo endoplasmético. Microscopia de
fluorescéncia realizada com a linhagem sdeA::GFP crescida em MM por 12 horas a 30°C. A
proteina GFP foi visualizada usando um conjunto de filtros 38 HE (Carl Zeiss) e objetiva de 6leo
de imersdo com ampliacdo de 100x. As imagens foram capturadas com uma camera AxioCam
MRm (Zeiss) e processadas com o software ZEN. A direita, a sobreposicdo das imagens EGFP
e DAPI (que marca os nucleos) mostra que a proteina SdeA::GFP se acumula mais nitidamente
na regiao perinuclear, como apontado pelas setas. DIC: Differential Interference Contrast. Barras:
10 pm.

4.2.3 Caracterizacdo funcional do mutante xylP::sdeA de A. fumigatus
4.2.3.1 O gene sdeA é essencial em A. fumigatus

Para avaliar se a repressdao de sdeA causa alguma alteracdo na
germinacdo e estrutura das hifas de A. fumigatus, um experimento de
microscopia 6ptica foi conduzido, no qual tanto a linhagem selvagem quanto o
mutante xylP::sdeA foram cultivados em MM contendo diferentes concentra¢des
de xilose por 12 horas a 37°C. A auséncia de xilose inibiu totalmente a
germinacao do mutante condicional (Figura 44), mesmo apos 36 horas de cultivo
(imagem *). Foi possivel observar germinacédo do mutante xylP::sdeA apenas a
partir da concentragao de 0,5% de xilose, apesar de ainda terem sido observados
conidios que ndo germinaram nessa concentracdo. O mutante condicional
alcangcou um crescimento comparavel ao da linhagem selvagem na

concentragéo de 2,5% de xilose. Com excecao da inibicdo da germinagédo em
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concentracfes mais baixas de xilose, nenhuma alteracdo nas hifas da linhagem
mutante foi observada. Para efeito de comparacdo, em meio sem glicose, mas
com 1% de xilose, o mutante xylP::sdeA cresceu normalmente sem o

aparecimento de qualquer tipo de alteracdo estrutural nas hifas.

wt xylIP::sdeA  xylP::sdeA*

glucose 1%
only xylose 1%

xylose 0.1% Y

xylose 0.2%

xylose 0.5% 3

WY, RS
D

xylose 1% —

xylose 2.5% Q

xylose 5%

Figura 44. SdeA é essencial para a germinagédo de A. fumigatus. As linhagens selvagem e
xylP::sdeA foram cultivadas por 12 horas a 37°C em placas do tipo Glass Bottom Dishes
contendo 2 ml de MM suplementado com diferentes concentracdes de xilose, ou apenas xilose
no lugar da glicose. As laminulas foram lavadas, fixadas sobre uma lamina com radiacao UV e
analisadas em microscopio 6ptico Zeiss (aumentos de 100x). Barras: 10 um. * crescimento a
37°C por 36 horas.
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A seguir, iniciou-se a investigacdo da importancia do gene sdeA para o
crescimento fungico em diversas condi¢des de estresse, utilizando para isso o
mutante condicional em testes fenotipicos. O primeiro teste realizado foi o de
temperatura, no qual tanto a linhagem selvagem quanto o mutante xylP::sdeA
foram inoculados em MM contendo diferentes concentracdes de xilose e
incubados em diferentes temperaturas por 72 horas. Como pode ser visto na
Figura 45, o mutante condicional foi incapaz de crescer na auséncia de xilose
em todas as temperaturas testadas. Esse resultado mostra que sdeA é um gene
essencial em A. fumigatus, a exemplo do que ocorre com seus genes homologos
em S. cerevisiae (Stukey et al. 1989) e C. albicans (Krishnamurthy et al. 2004),
mas diferentemente de A. nidulans (Wilson et al. 2004). Este resultado foi o
mesmo obtido em uma publicacdo recente (Wang et al. 2021). Pequenas
concentracfes de xilose ja foram suficientes para o crescimento do mutante
condicional, mas este crescimento ndo se igualou ao crescimento da linhagem
selvagem, ou seja, mesmo com 5% de xilose, o fungo xylP::sdeA néo cresceu
tdo bem quanto a linhagem selvagem a 37°C. A 48°C, no entanto, 0 mutante
condicional recuperou o0 mesmo crescimento apresentado pela linhagem
selvagem em altas concentragOes de xilose, mas apresentou uma significante
reducdo na producdo de conidios, como pode ser visto pela sua coloragdo
branca (Figura 45). O fato de o crescimento radial do mutante condicional a 48°C
ter sido semelhante ao da linhagem selvagem sugere que a expressao de sdeA
pode ser de menor importancia para o fungo em maiores temperaturas.
Considerando que temperaturas elevadas aumentam por si s6 a fluidez das
membranas biologicas, uma menor producdo de &cidos graxos insaturados €
necessaria nesta condicdo, o que pode justificar a menor necessidade de
expressdo de sdeA. J&4 a diminuicdo do numero de conidios no mutante
xylP::sdeA em altas temperaturas sugere que sdeA pode ter um papel importante
na regulacédo da conidiacdo do A. fumigatus, uma vez que mesmo a 37°C o
mutante condicional também apresentou menor producdo de conidios que a

linhagem selvagem.
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wild-type xylIP::sdeA
xylose (%) 0.25 : 0.25 0.5

Figura 45. sdeA é essenC|aI em A. fumigatus e tem papel sobre a conidiagdo. 1 x 104 conldlos das linhagens selvagem e xylP::sdeA foram inoculados em
MM solido contendo as concentragdes indicadas de xilose e as placas foram incubadas a 30, 37 ou 48°C por 72 horas.
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4.2.3.2 O biofilme maduro do mutante xylP::sdeA apresenta reducéo da atividade
metabdlica na presenca de caspofungin

Para a caracterizacdo fenotipica da linhagem xylP::sdeA em outras
condicbes de estresse, decidiu-se utilizar apenas uma concentracdo sub-
inibitéria de xilose a fim de avaliar o efeito da perda de funcdo do gene sdeA
nestas condigcbes de estresse, como feito anteriormente para o0 mutante
xylP::hsfA. Como o mutante xylP::sdeA ndo cresce normalmente mesmo em
concentracfes mais altas de xilose (Figura 45), a analise dos testes de
caracterizacdo fenotipica desta linhagem seriam desafiadores em qualquer
concentragdo de xilose escolhida. Dessa forma, foi utilizada a concentracdo de
2,5% de xilose nos testes fenotipicos apresentados a partir de agora, tendo em
vista que esta foi a menor concentracdo de xilose testada em que a linhagem
mutante atingiu seu crescimento radial maximo e mais préximo ao da linhagem
selvagem (Figura 45).

Para averiguar a importancia de SdeA para a manutengéo da viabilidade
da parede celular de A. fumigatus e a relacdo entre a composicao lipidica da
membrana plasmatica e a parede celular, a linhagem xylP::sdeA foi exposta a
diferentes drogas que perturbam a parede celular (CR, CFW, CAF e CASP), e 0
seu crescimento foi analisado pelo teste fenotipico do tipo drop test na condi¢céo
sub-inibitéria (2,5% de xilose). Contudo, o mutante xylP::sdeA ndo apresentou
diferenca de sensibilidade para nenhuma das drogas estressoras de parede

celular testadas em comparagao com a linhagem selvagem (Figura 46).
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Figura 46. O gene sdeA parece ndo ser importante para a resposta ao estresse de parede
celular. A quantidade indicada de conidios de cada linhagem foi inoculada em placas contendo
MM suplementado com 2,5% de xilose e as concentra¢des indicadas de congo red (CR),
Calcofluor White (CFW), cafeina (CAF) e caspofungin (CASP). As placas permaneceram a 37°C
por 48 horas.

Apesar desse resultado, o biofiilme maduro da linhagem xylP::sdeA foi
exposto ao CASP, a fim de se investigar a taxa de atividade metabdlica do
mesmo durante o estresse de parede celular apos 4 horas em repressdo. Como
resultado, foi possivel observar que o biofiilme do mutante condicional
apresentou reducdo de aproximadamente 60% da atividade metabdlica na
presenca de CASP em todos os tempos testados, enquanto a linhagem
selvagem nao apresentou reducao maior que 20% (Figura 47). Este resultado
sugere que a perda de funcéo de sdeA torna a célula fungica bastante suscetivel
ao estresse de parede celular na forma de biofilme, o que posiciona o gene sdeA
como um possivel sensibilizador da célula frente ao dano da parede celular

causado por CASP.
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Figura 47. A perda de funcéo de sdeA leva a reducdo de viabilidade do biofilme de A.
fumigatus na presenca de caspofungin. Grafico da redugédo da atividade metabdlica do
biofime das linhagens selvagem e xylP::sdeA na presenca de caspofungin, medida pelo
reagente XTT. Os biofilmes foram obtidos crescendo cada linhagem por 18 horas em MM
suplementado com xilose a 37°C e reprimidos em MM por 4 horas a 37°C. Posteriormente, as
placas foram submetidas ao estresse de parede celular causado por caspofungin pelos tempos
indicados (15, 30 e 60 minutos). Os resultados foram expressos como média+ DP,n=3. **p <
0,001 e **** p < 0,0001 (two-way ANOVA e pOs-teste de Sidak) em comparag¢do com a linhagem
selvagem no mesmo tempo.

Reduction in metabolic activity (%)

Com a intencdo de verificar se a proteina SdeA atua em outras funcdes
celulares, a linhagem xylP::sdeA também foi exposta a altas concentracdes de
sorbitol (condicdo de estresse osmatico), DTT (causa estresse de reticulo),
ZnSO4 (causa estresse por altas concentracdes de metais), mas ndo apresentou
alteracdo de sensibilidade a estas substancias se comparada a linhagem
selvagem (dados ndo mostrados).

4.2.3.3 O mutante xylP::sdeA apresenta diferencas na sensibilidade ao estresse
oxidativo

Testes fenotipicos com a mesma linhagem também foram executados
utilizando agentes que provocam estresse oxidativo a célula, como menadiona,
paraquat, peroxido de hidrogénio (H202) e diamida. Como resultado, a linhagem
xylP::sdeA nao apresentou aumento da sensibilidade ao paraquat, foi um pouco
mais sensivel ao H202 e consideravelmente mais sensivel a diamida (Figura 48).
Surpreendentemente, o mutante condicional foi mais resiste a menadiona
(Figura 48A). Curiosamente, esse fendtipo de maior resisténcia a menadiona ja
foi observado em uma levedura em que o gene homodlogo OLE1l esta

superexpresso (Nasution et al. 2017). Tendo em vista esses resultados, sdeA
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parece exercer funcédo na adaptacédo ao estresse oxidativo, mas a participacéo
desse gene na resposta ao estressse oxidativo e no balanco redox da célula

deverd ser investigada no futuro.
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Figura48.0 mutante xyIP sdeA apresenta diferentes niveis de sen3|b|lldade adrogas que
provocam estresse oxidativo. (A) 1 x 10* conidios das linhagens selvagem e xylP::sdeA foram
inoculados em MM sélido contendo 2,5% de xilose e as concentra¢des indicadas de menadiona
e paraquat. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. (B) 1 x 10* conidios das linhagens
selvagem e xylP::sdeA foram inoculados em MM liquido contendo 2,5% de xilose e as
concentracdes indicadas de perdxido de hidrogénio (H202) e diamida. As placas foram incubadas
a 37°C por 72 horas.

4.2.4 SdeA é necessario para a sintese de acidos graxos insaturados

A fim de investigar a fungéo predita de SdeA na sintese de acidos graxos e
na homeostase da membrana plasmaética, foi realizado um ensaio fenotipico
utilizando diferentes suplementacdes de acidos graxos e diferentes drogas
estressoras da membrana plasmatica. A via de biossintese de acidos graxos em
fungos é mostrada na Figura 49A, com énfase na enzima A9-dessaturase, 0

suposto homologo de SdeA. Na mesma figura, pode ser visto que o mutante
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xylP::sdeA nédo cresceu na auséncia de xilose (condi¢cdo controle, com 1% de
glicose), como observado anteriormente (Figura 45), ou na presenca de acidos
graxos saturados, como acido palmitico (16:0) e esteéarico (18:0). Porém, o
crescimento dessa linhagem foi viavel na presenca dos acidos palmitoleico e
oleico, que sdo &acidos graxos monoinsaturados de 16 e 18 carbonos,
respectivamente. Em outras palavras, o mutante condicional é auxotréfico para
os &cidos palmitoleico e oleico, embora ainda sejam observados problemas de
conidiacdo quando a linhagem é crescida na presenca desses acidos graxos. Ja
na presenca de acidos graxos com duas ou mais insaturacbes, 0 mutante
xylP::sdeA cresceu muito mal, sugerindo que 0s principais produtos da enzima
SdeA sdo, como esperado, 0s acidos graxos monoinsaturados e nao 0s
polinsaturados. Esses resultados confirmam que SdeA é essencial para a
sintese de acidos graxos insaturados. Vale ressaltar que maiores concentracdes
de todos os acidos graxos inibiram o crescimento de ambas as linhagens (dados
ndo mostrados), por possuirem potencial atividade antifangica [revisado em Qiu
et al. (2021)].

A seguir, a sensibilidade do mutante xylP::sdeA frente ao estresse de
membrana foi testada na presenca de alguns agentes que afetam constituintes
especificos da membrana. O SDS é um detergente anibnico que atua
solubilizando a membrana plasmética e desnaturando proteinas da membrana e
da parede celular (le Maire et al. 2000). Uma vez exposto ao SDS, o mutante
xylP::sdeA apresentou uma leve sensibilidade em comparacdo a linhagem
selvagem (Figura 49B). AzGis sdo compostos que inibem a sintese de ergosterol,
um importante componente das membranas plasmaticas (Levi-Strauss et al.
2001). Triazdis como voriconazol e fluconazol sdo bastante empregados como
antifiingicos, inclusive no tratamento da aspergilose. Curiosamente, 0 mutante
xylP::sdeA nado apresentou diferencas de sensibilidade a tais drogas em
comparacao com a linhagem selvagem (dados ndo mostrados). Além dos azois,
a anfotericina B, que afeta a permeabilidade da membrana plasmatica e o
gradiente de ions, tem sido por muito tempo uma das primeiras op¢des de drogas
adotadas para tratar infec¢des fungicas (Noble et al. 2010). Como pode ser visto
na Figura 49B, o mutante condicional apresentou uma sensibilidade
consideravelmente maior a este composto do que a linhagem selvagem. Outros

componentes imprescindiveis das membranas celulares sdo os esfingolipidios,
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cuja sintese € inibida pela droga miriocina. A sintese de uma classe especial de
esfingolipidios, as inositolfosforil ceramidas (IPCs), por sua vez, € inibida pela
aureobasidina A. Interessantemente, a linhagem xylP::sdeA foi sensivel a
miriocina (Figura 49B), mas ndo a aureobasidina A (dados ndo mostrados).
Finalmente, cerulenina e trans-chalcona sdo compostos que inibem a sintese de
acidos graxos e afetam também a sintese de esterdis (Omura 1976; Bitencourt
et al. 2013). Como esperado, a linhagem xylP::sdeA foi consideravelmente
sensivel a esses compostos em comparacdo com a linhagem selvagem (Figura
49B). Em conjunto, estes resultados confirmam a importancia de SdeA para a
membrana plasmatica, ndo somente no que se refere aos acidos graxos, mas

também a outras classes lipidicas como esfingolipidios, por exemplo.
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Figura 49. O mutante xylP::sdeA é auxotréfico para aC|dos graxos monoinsaturados e
sensivel ao estresse de membrana plasmaéatica. (A) Crescimento radial das linhagens
selvagem e xylP::sdeA na presenca de diferentes concentracfes de &cidos graxos saturados
(4cido palmitico e esteérico), monoinsaturados (acido palmitoleico e oleico) e poli-insaturados
(acido linoleico, linolénico e araquiddnico). 1 x 104 conidios das linhagens selvagem e xylP::sdeA
foram inoculados no centro de placas de Petri contendo MM sdélido suplementado com as
concentracdes indicadas de xilose ou acidos graxos e incubadas a 37°C por 96 horas. A direita,
a via biossintética de acidos graxos em fungos. Em vermelho, o suposto homélogo da enzima
SdeA. (B) Teste fenotipico do mutante xylP::sdeA na presenca de estresse de membrana
plasmatica. 1 x 10* conidios das linhagens selvagem e xylP::sdeA foram inoculados em MM
sélido contendo 2,5% de xilose e as concentracfes indicadas das drogas miriocina, SDS,
anfotericina B, cerulenina e trans-chalcona. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas.
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4.2.5 A perda de funcdo de sdeA compromete o pool de fosfolipidios de A.
fumigatus

Como mencionado acima, SdeA € o homodlogo putativo de Olel de S.
cerevisiae, uma A9-4cido graxo dessaturase que catalisa a formacdo de
insaturacdes em cadeias de acidos graxos saturados (Stukey et al. 1990). Com
a intencao de verificar mais profundamente o que ocorre com a constituicdo da
membrana plasmatica de A. fumigatus durante o choque térmico e a perda de
funcéo de sdeA, as linhagens selvagem e xylP::sdeA foram submetidas ao
choque de temperatura e a uma analise lipidémica. Por meio de espectrometria
de massas e do uso de diferentes padrdes internos, foi possivel discernir e
quantificar diferentes espécies lipidicas celulares.

Primeiramente, trés classes de fosfolipidios foram quantificadas:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS), que séo
trés dos quatro fosfolipidios mais abundantes em espécies fungicas (a outra
classe € a do fosfatidilinositol) (Gealt et al. 1989; Ejsing et al. 2009). Enquanto
PC é encontrado principalmente no folheto exoplasmatico ou externo da
membrana celular, PE e PS s&o encontrados no folheto interno (citoplasmatico)
da bicamada lipidica (Yang et al. 2018). A razdo PC/PE € importante para a
integridade da membrana, porque enquanto PC tem propriedades
estabilizadoras, PE forma fases hexagonais diferentes das bicamadas (Gryz et
al. 2019). PS, por outro lado, fornece uma carga superficial negativa as
membranas devido a natureza 4cida de seu grupo principal (Yang et al. 2018).
O APENDICE C (Figura C1-A) mostra a propor¢do das trés classes de
fosfolipidios tanto na linhagem selvagem como no mutante xylP::sdeA na
condicdo basal (30°C, sob repressao por glicose). Semelhantemente a outras
espécies de fungos (Gealt et al. 1989), PC é a classe fosfolipidica mais
abundante em A. fumigatus. Pode-se observar que apesar da perda de funcéo
de sdeA ter levado a uma reducdo significativa na quantidade de fosfolipidios, o
mutante possui a mesma proporc¢ao de PC, PE e PS que a linhagem selvagem.

Durante o choque térmico, no entanto, as linhagens apresentaram perfis
lipidicos contrastantes (APENDICE C, Figura C1-A). Na linhagem selvagem, a
quantidade total dos trés tipos de fosfolipidios diminuiu durante o choque térmico,
apresentando uma pequena recuperacdo apés 60 minutos do inicio do choque

de temperatura. Esse comportamento € esperado, uma vez que se sabe que o
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choque térmico diminui a quantidade de fosfolipidios em diferentes espécies de
fungos (Tereshina et al. 2013; lanutsevich et al. 2016; Peter et al. 2017;
lanutsevich and Tereshina 2019). Além disso, quanto maior a temperatura de
cultivo, menor a proporcao de fosfolipidios em levedura (Klose et al. 2012). Esse
resultado também esta de acordo com a andlise de RNA-Seq feita anteriormente,
na qual foi observada uma repressao na expressao de genes envolvidos na
biossintese de lipidios na linhagem selvagem durante o choque térmico (Figura
30). Curiosamente, PE foi a classe de fosfolipidios que mais reduziu durante o
choque térmico. Ja foi levantada a hipotese de que essa diminui¢cdo no contetdo
de PE em temperaturas mais elevadas provavelmente equilibra a curvatura
intrinseca da membrana (Renne and de Kroon 2018). O mutante xylP::sdeA, por
outro lado, naturalmente possui menos fosfolipidios do que a linhagem selvagem
a 30°C e, durante o choque térmico, o mutante condicional acumulou mais
fosfolipidios, principalmente PC, um comportamento oposto ao da linhagem
selvagem (APENDICE C, Figura C1-A). Este resultado mostra que a represséo
de sdeA afeta consideravelmente a sintese de fosfolipidios durante o choque
térmico.

As Figuras C1-B-D do APENDICE C mostram os heat maps de
quantificacdo individual para cada espécie de PC, PE e PS, respectivamente,
nas linhagens selvagem e xylP::sdeA durante o choque térmico. Pode-se notar
muitas diferencas entre as linhagens, principalmente nas espécies mais
abundantes. Quando a temperatura aumenta, uma das primeiras reacdes
celulares esperadas é a diminuicdo da sintese de &cidos graxos insaturados para
manter as propriedades da membrana plasmatica. Como em A. fumigatus sdeA
€ um dos supostos homodlogos de OLEL, o gene que codifica uma estearoil-CoA
dessaturase, os fosfolipidios foram agrupados de acordo com o grau de
saturacao das cadeias de acidos graxos em trés categorias: lipidios saturados,
lipidios com uma ou duas insaturacdes (em cadeias diferentes, neste ultimo
caso) e lipidios com trés ou mais insaturagfes (Figura 50). Isso foi feito para
facilitar a analise do efeito da repressdo de sdeA sobre esses fosfolipidios
especificos. Em primeiro lugar, é interessante notar que a maioria dos
fosfolipidios de A. fumigatus possui cadeias de acidos graxos insaturados,
especialmente com trés ou mais insaturagcées, como pode ser visto nos valores

do eixo Y nos gréficos da Figura 50. Com excecdo de PE, a abundancia de
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fosfolipidios saturados aumentou durante o choque térmico na linhagem
selvagem (Figura 50), embora a concentracdo total de fosfolipidios tenha
diminuido durante o choque térmico (APENDICE C, Figura C1-A). Esse aumento
na proporcao de lipidios saturados era esperado e ja foi observado em outras
espécies de fungos (Peter et al. 2017). Contrariamente, a concentracdo de
fosfolipidios insaturados diminuiu na linhagem selvagem durante o choque
térmico, independentemente do grau de insaturacao e da classe de fosfolipidios.
O aumento seguinte da concentracdo dessas espécies no tempo de 60 minutos
sugere que, apos algum tempo, o metabolismo dos fosfolipidios tende a retornar
a condicdo basal ap6s a adaptacdo ao choque térmico. Este resultado esta de
acordo com a andlise de RNA-Seq, na qual observou-se uma repressao de
genes envolvidos na biossintese de acidos graxos insaturados durante o choque
térmico (Figura 30). Esses resultados também estdo de acordo com estudos
anteriores em leveduras que mostraram que a proporcdo de &cidos graxos
insaturados diminui com 0 aumento da temperatura (Okuyama et al. 1979; Martin
et al. 2007). Tais alteracdes podem ocorrer para ajustar a fluidez da membrana
plasmatica durante o choque térmico, garantindo a sobrevivéncia e o
funcionamento da célula.

Ja no mutante xylP::sdeA, o acumulo de PC e PS saturados foi muito maior
do que na linhagem selvagem durante a condi¢ao basal, 30°C (Figura 50). Esse
resultado era esperado, pois, com a repressao de sdeA, o qual codifica uma
dessaturase de acidos graxos, menos &cidos graxos insaturados devem ser
sintetizados, o que levaria ao acumulo de acidos graxos saturados e,
consequentemente, fosfolipidios com cadeias saturadas. Curiosamente, durante
o choque térmico, os fosfolipidios saturados se comportaram de forma diferente
aos da linhagem selvagem: enquanto PC e PS diminuiram, PE aumentou.
Consequentemente, o mutante xylP::sdeA acumulou proporcionalmente menos
fosfolipidios insaturados do que a linhagem selvagem na condicdo controle
(30°C), reforcando o papel da SdeA como uma dessaturase de acido graxo.
Estes resultados se assemelham aos obtidos em outras espécies de fungos. Em
A. nidulans, por exemplo, a delecdo do homdlogo sdeA induziu o acimulo de
acidos graxos saturados e também uma diminuicdo na quantidade de acidos
graxos insaturados (Wilson et al. 2004). A delecdo do homoélogo sdeBC-E!

também levou a uma reducéo na producéo de acidos graxos insaturados (Wilson
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et al. 2004). Em C. albicans, a repressdo do homélogo OLE1°E! diminuiu a
porcentagem de acidos graxos com uma insaturacdo e também diminuiu a
fludez da membrana plasmética (Krishnamurthy et al. 2004).
Surpreendentemente, a superexpressdo de OLE1l também diminuiu a fluidez
(Krishnamurthy et al. 2004). Além disso, a dele¢cdo do homélogo OLE2C-F!
também diminuiu a fluidez, mas néo alterou a abundancia de acidos graxos
insaturados (Krishnamurthy et al. 2004).

Surpreendentemente, a concentracdo de todas as classes de fosfolipidios
insaturados aumentou no mutante condicional xylP::sdeA durante o choque
térmico, diferentemente da linhagem selvagem (Figura 50). Considerando que a
analise prévia de RNA-Seq mostrou que ocorre uma repressao genética de sdeA
na linhagem selvagem durante o choque de temperatura [Material Suplementar
do artigo de Fabri et al. (2021)], esses resultados sugerem que ha outra
dessaturase responsavel por essas insaturagcdes em A. fumigatus. E, de fato,
existe um suposto ortdlogo de sdeA, o gene Afu7g05350, ainda n&o
caracterizado nesse fungo. E importante mencionar que outras espécies, como
A. nidulans, também possuem duas A9-acido graxo dessaturases (as chamadas
SdeA e SdeB) (Wilson et al. 2004). No entanto, por que a sintese de fosfolipidios
insaturados aumentou na linhagem xylP::sdeA durante o choque térmico ainda
€ uma questdo em aberto. Isso pode ter sido necessario para corrigir o equilibrio
entre os lipidios saturados e insaturados desse mutante, embora essa resposta
nao expligue o motivo dessa linhagem ter se comportado de maneira oposta a

linhagem selvagem no que se refere a sintese dessas moléculas.
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Figura 50. A perda de funcdo de sdeA altera a proporgao de fosfolipidios saturados e insaturados. Graficos das concentracdes de fosfolipidios
fosfatidilcolina (PC) (A), fosfatidiletanolamina (PE) (B) e fosfatidilserina (PS) (C) das linhagens selvagem e xylP::sdeA, durante o choque térmico. As espécies
lipidicas foram agrupadas de acordo com o grau de saturacdo das cadeias de acidos graxos: lipidios saturados, lipidios com uma ou duas insatura¢des ou
lipidios com trés ou mais insaturagdes. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (Two-way ANOVA com teste de Sidak em relagao a linhagem selvagem na mesma
condicdo). As barras sobrescritas com # indicam comparacdes significativas dentro da mesma linhagem.
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Embora seja conhecido que o tamanho das cadeias de acidos graxos de
fosfolipidios aumenta com o aumento da temperatura, aqui nenhuma mudanca
evidente foi encontrada na proporcéo de fosfolipidios em relacdo ao tamanho
das cadeias de acidos graxos durante o choque térmico (dados ndo mostrados),
provavelmente porque as mudan¢as quanto ao nivel de saturagdo foram

favorecidas.

4.2.6 Identificacdo do pseudogene sdeB e construcdo dos mutantes AsdeB,
xylP::sdeA AsdeB e sdeA::GFP AsdeB

Dada a existéncia de dois genes codificadores de dessaturases do tipo A9
putativos em A. fumigatus, os genes Afu7g05920 (sdeA) e Afu7g05350, e o fato
de que, como observado anteriormente (Figura 50), uma outra A9-dessaturase
pode ser necessaria para a sintese de acidos graxos insaturados, principalmente
durante o choque de temperatura, decidiu-se investigar funcionalmente o gene
Afu7g05350, aqui chamado sdeB. A sequéncia proteica do produto codificado
por este gene compartilha significativa homologia com a proteina SdeA (54% de
identidade e 71% de similaridade, e-value de 1e-120), sendo a proteina mais
semelhante a SdeA em A. fumigatus e, portanto, seu putativo ortélogo. Estas
informacdes, no entanto, séo validas apenas para o genoma da linhagem Af293.
Quando se trata da linhagem A1163, da qual foi derivada a linhagem akuBKu&
utilizada neste trabalho para a construgcdo de todos os mutantes, tal gene
(chamado nesta linhagem de AFUB_090930) é considerado um pseudogene,
sem sequéncia proteica definida
(<https://fungidb.org/fungidb/app/record/gene/AFUB_090930>). Por
conseguinte, SdeB nao pode ser a principio considerada uma A9-dessaturase,
ja que nao temos elementos experimentais neste trabalho ou na literatura
indicando que este pseudogene pode ser traduzido.

Apesar dessa variagdo genética entre as principais linhagens modelo para
0 estudo de A. fumigatus, seguiu-se com o estudo da funcéo de sdeB como uma
primeira abordagem para entender se ha redundancia no processo de insergao
de instauracdes em &cidos graxos neste fungo. Para tanto, a sequéncia génica
de 1116 pb referente ao gene sdeB da linhagem Af293 foi totalmente deletada
do genoma da linhagem A1163 de A. fumigatus, tanto na linhagem selvagem

como também nas linhagens mutantes xylP::sdeA e sdeA::GFP, como mostrado
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na Figura 51. Dessa forma, os duplo mutantes xylP::sdeA AsdeB e sdeA:.GFP
AsdeB puderam ser obtidos.

A seguir, para confirmar que os fenoétipos da linhagem AsdeB foram
causados pela perda de sdeB, também foi gerada uma linhagem
complementante por meio da reintroducdo ectépica do pseudogene sdeB no

mutante AsdeB, o que foi confirmado por PCR (Figura 51D).
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Figura 51. Construcdo e validacdo do mutante AsdeB e dos duplo mutantes xylP::sdeA
AsdeB e sdeA::GFP AsdeB. (A) Os fragmentos independentes usados na obtencéo do cassete
foram adquiridos por PCR utilizando os primers indicados na figura, e recombinados em S.
cerevisiae. (B) PCR de validagdo dos candidatos a AsdeB, xylP::sdeA AsdeB e sdeA::GFP
AsdeB ap0s transformacdo em A. fumigatus. Utilizaram-se os primers IM-515 e IM-329, que
amplificam o fragmento indicado em vermelho, confirmando a obten¢cdo dos mutantes. (C)
Andlise de Southern blot dos candidatos a AsdeB, xylP::sdeA AsdeB e sdeA::GFP AsdeB
utilizando a regidao 5UTR como sonda e a enzima de restricdo EcoRI para a obtengcdo dos
fragmentos mostrados em azul. (D) PCR de validagdo do complementante AsdeB::sdeB*, apés
transformag&@o no mutante AsdeB. Utilizaram-se os primers IM-639 e IM-517, que amplificam o
fragmento indicado em laranja, confirmando a obten¢&o do complementante.
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4.2.7 O mutante AsdeB né&o é suscetivel aos estresses térmico, de parede
celular, de membrana plasmatica e oxidativo

Como primeiro passo no processo de caracterizagao do mutante AsdeB,
um teste fenotipico do tipo radial foi conduzido em diferentes temperaturas.
Como mostrado na Figura 52, o mutante nulo AsdeB se comportou da mesma
forma que a linhagem selvagem nas trés temperaturas testadas, sugerindo que
0 pseudogene sdeB ndo exerce papel na resposta termotolerante de A.

fumigatus.

AsdeB AsdeB::sdeB*

Figura 52. sdeB né&o € importante para a tolerdncia ao estresse térmico em A. fumigatus.
1 x 10* conidios das linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB* foram inoculados em placas
de Petri contendo 20 ml de MM sélido e incubados a 30, 37 ou 48°C por 96 horas.

Para verificar se a perda de funcdo de sdeB causaria alteracdo no
crescimento polarizado de A. fumigatus, as linhagens selvagem, AsdeB e
AsdeB::sdeB* foram incubadas a 37°C por 4, 6, 8 ou 10 horas e a taxa de
germinacao foi investigada por microscopia Optica de campo claro. Foram
considerados conidios com crescimento polarizado aqueles que mostravam
protuberancia (tubo germinativo) em sua superficie. Como resultado, esse
experimento mostrou que a taxa de germinacdo do mutante AsdeB é bem
semelhante a da linhagem selvagem, sendo apenas um pouco maior no tempo
de 8 horas (Figura 53A).

A seguir, a capacidade de formacéo de biofilme das mesmas linhagens foi
avaliada por meio da utilizagdo de cristal violeta. Biofilmes sdo comunidades

complexas de microrganismos associados e firmemente aderidos a uma
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superficie ou substrato por meio de uma matriz extracelular polimérica, e sua
formacdo é um pré-requisito para o desenvolvimento de doencas invasivas
[revisado em Morelli et al. (2021)]. Microrganismos infecciosos organizados na
forma de biofilme tendem a ser mais resistentes ao sistema imune do hospedeiro
e ao uso de antimicrobianos. Hoje, € amplamente aceito que o micélio fungico,
em algumas condicbes, tem caracteristicas semelhantes aos biofilmes
bacterianos, pois 0 micélio fangico que cresce aderido a uma superficie é uma
rede multicelular complexa, densa e revestida por uma matriz extracelular, a
qual, em A. fumigatus é composta por galactomanana, a-1,3-glucanas,
galactosaminogalactana, monossacarideos, polidis e proteinas (Beauvais et al.
2007). Esses biofilmes sdo de particular importancia clinica, uma vez que exibem
recalcitrancia a tratamentos com drogas antifungicas (Seidler et al. 2008;
Kowalski et al. 2020). Assim, foi investigado aqui se a delecdo do pseudogene
sdeB poderia causar alguma alteracdo na adesao de A. fumigatus. Para isso, a
capacidade de formacéo inicial do biofilme foi quantificada pelo ensaio de adeséo
em placas de poliestireno. Contudo, néo foi observada nenhuma diferenca na

capacidade de adeséao da linhagem AsdeB, como mostrado na Figura 53B.
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Figura 53. O mutante AsdeB possui capacidade de germinacdo e adesado similares a
linhagem selvagem. (A) Para a determinacéo do crescimento polarizado, 1 x 10° conidios de
cada linhagem foram inoculados em 2 ml de MM a 37 °C por 4, 6, 8 ou 10 horas, e por meio de
microscopia Optica foi determinada a porcentagem de conidios germinados em cada condicéo.
Os resultados indicam a média + desvio padrao de cinco repeti¢des. * p < 0,05 (Two-way ANOVA
com teste de Sidak em relacdo a linhagem selvagem na mesma condicdo). (B) 1 x 10° conidios
de cada linhagem foram inoculados em placas de 96 pocos pretas por 24 horas a 37°C. A
formacédo do biofilme foi avaliada pela absorbéncia do cristal violeta (DO s7onm) € normalizada
pela taxa de crescimento de cada linhagem detectada por Alamar blue™, sendo os valores
expressos como porcentagem de adesdo considerando 100% para a linhagem selvagem. Os
experimentos foram realizados em doze repeticdes e os resultados sao expressos como média
* desvio padréo.
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Para averiguar a importancia de sdeB para a manutencéo da viabilidade da
parede celular de A. fumigatus, as linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB*
foram expostas a diferentes drogas que perturbam a parede celular (CR, CFW,
CAF e CASP), e os seus crescimentos foram analisados pelo teste fenotipico do
tipo drop test. Semelhantemente ao mutante xylP::sdeA, o mutante AsdeB nao
apresentou diferenca de sensibilidade para nenhuma das drogas estressoras de
parede celular testadas em comparacdo com as linhagens selvagem e
complementante (dados ndo mostrados). A linhagem AsdeB também néo
apresentou sensibilidade ao estresse osmoético provocado por altas
concentracfes de Sorbitol (dados ndo mostrados). Estes resultados sugerem
que sdeB ndo € necessério para a resposta aos estresses de parede celular e
osmotico.

Testes fenotipicos com as mesmas linhagens foram conduzidos utilizando
agentes que provocam estresse oxidativo, como menadiona, paraquat, peréxido
de hidrogénio (H202) e diamida. Mais uma vez, a linhagem AsdeB néo
apresentou sensibilidade ou resisténcia a nenhum desses compostos (dados
nao mostrados), sugerindo que sdeB também néo é importante para a resposta
ao estresse oxidativo.

Finalmente, investigou-se o papel de sdeB na homeostase da membrana
plasmatica. As linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB* foram expostas ao
estresse de membrana plasmética provocado por diferentes drogas: o
detergente SDS, o azol fluconazol, o inibidor da sintese de ergosterol lovastatina,
o polieno anfotericina B, o inibidor da sintese de esfingolipidios miriocina, o
inibidor da sintese de esfingolipidios complexos aureobasidina A e os inibidores
da sintese de acidos graxos cerulenina e trans-chalcona. Surpreendentemente,
o mutante nulo AsdeB néao foi suscetivel a nenhum desses agentes (Figura 54).
Em conjunto, estes resultados sugerem que sdeB n&do € importante para a
resposta ao estresse de membrana plasmatica, fungéo esta que deve ser mais
desempenhada por SdeA. Esses resultados ainda vao de encontro com a

classificagdo de sdeB como um pseudogene.
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Figura 54. O mutante AsdeB néo é sensivel ao estresse de membrana plasmatica. Teste
fenotipico do mutante AsdeB na presenca de estresse de membrana plasmatica. 1 x 104 conidios
das linhagens selvagem, AsdeB e AsdeB::sdeB* foram inoculados em MM solido contendo as
concentracdes indicadas das drogas fluconazol, lovastatina, SDS, anfotericina B, miriocina,
aureobasidina A, cerulenina e trans-chalcona. As placas foram incubadas a 37°C por 72 horas.

4.2.8 O mutante AsdeB é hipervirulento em G. mellonella

Apesar da nao identificacdo de um fenétipo diferencial claro da linhagem
AsdeB, a potencial influéncia de sdeB sobre a patogenicidade de A. fumigatus
foi investigada no modelo invertebrado G. mellonella. Pode-se observar que a
infeccdo com as linhagens selvagem e AsdeB::sdeB* resultou em 100% de
mortalidade das larvas ap0s oito dias do inicio da infeccdo (Figura 55). Ja a

infeccdo com o mutante AsdeB levou todas as larvas a morte muito mais cedo,
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no quarto dia de experimento. Esse experimento foi repetido mais uma vez e 0s
mesmos resultados foram obtidos (dados ndo mostrados). Esses dados sugerem
que o0 pseudogene sdeB regula negativamente a patogenicidade de A.
fumigatus, uma vez que sua delegéo agiliza o processo de infec¢cdo e morte do

hospedeiro.

100

907 b
80
70 -~ Wt

60- 2]

504 * AsdeB

gg: I & AsdeB::sdeB”
20 -+ PBS
104
0 1 1 1

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Days
Figura 55. sdeB regula negativamente a viruléncia de A. fumigatus em larvas de G.
mellonella. Curva de sobrevivéncia cumulativa das linhagens selvagem (wt), AsdeB e
AsdeB::sdeB* em larvas da mariposa modelo Galleria mellonella. Para a infec¢ao das larvas, 108
conidios foram inoculados em 12 larvas para cada condicao testada. A solucdo de PBS foi usada
como controle negativo. * p < 0,01 da diferengca da comparacao entre AsdeB e todas as outras
condicdes (testes Log-rank Mantel-Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon).
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4.2.9 sdeA e sdeB interagem geneticamente e suas expressdes sao
interdependentes

A seguir, com o objetivo de descobrir possiveis interacfes genéticas entre
sdeA e sdeB, foram realizados testes fenotipicos com as linhagens selvagem,
xylP::sdeA, AsdeB e xylP::sdeA AsdeB na presenca de diferentes temperaturas
de crescimento (Figura 56). Vale ressaltar que mesmo que sdeB seja um
pesudogene nédo traduzido no genoma da linhagem A1163, este expeirmento
podereria revelar alguma relevancia dessa sequéncia no genoma, pois a porcao
5'UTR do pseudogene guarda similaridade com o dominio de ligacdo do tipo
citocromo b5 (grupo heme) da proteina SdeA, necessario para a atividade da
dessaturase. Os resultados mostraram que o duplo mutante xylP::sdeA AsdeB
se comportou de maneira bastante semelhante ao parental xylP::sdeA nas
temperaturas testadas, com excecdo da temperatura de 30°C, na qual o duplo
mutante foi mais sensivel, tendo em vista a sua maior sensibilidade em

concentracbes menores de xilose (0,15, 0,25 e 0,35%), em comparacdo com as
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linhagens parentais (Figura 56B). Esses resultados sugerem que sdeA e sdeB
interagem geneticamente em A. fumigatus, suportando as evidéncias genéticas
de que se tratam de gene e pseudogene, respectivamente, envolvidos no mesmo
processo bioquimico. A auséncia de sensibilidade do duplo mutante em
temperaturas elevadas faz sentido, pois, como j& mencionado, a sintese de
insaturacbes em acidos graxos € um processo reprimido em temperaturas
elevadas, sendo mais importante em temperaturas mais baixas. Dessa forma, a
funcdo de sdeA e sdeB é mais importante em temperaturas amenas e nao nas
mais altas, o que explica o fendtipo da linhagem xylP::sdeA AsdeB a 30°C. O
duplo mutante xylP::sdeA AsdeB também foi ligeiramente mais sensivel ao
inibidor da sintese de acidos graxos trans-chalcona (dados ndo mostrados) do
que as linhagens parentais, havendo, portanto, interacdo genética entre sdeA e

sdeB também nessa condicéo.
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Figura 56. sdeA interage geneticamente com sdeB a 30°C. 1 x 104 conidios das linhagens
selvagem, xylP::sdeA, AsdeB e xylP::sdeA AsdeB foram inoculados em MM solido contendo
diferentes concentrac¢des de xilose e as placas foram incubadas a 30, 37 ou 48°C por 4 dias (A)
ou a 30°C por 7 dias (B).
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A fim de se tentar entender melhor o papel de ambos, sdeA e sdeB, na
regulacdo mutua da sua expresséo, analises de RT-gPCR foram conduzidas nas
linhagens selvagem, xylP::sdeA e AsdeB durante o choque de temperatura.
Primeiramente, como mostrado na Figura 57A, nota-se que a expressao de sdeA
na linhagem selvagem foi reprimida durante o choque de temperatura. Os niveis
de mMRNA de sdeA cairam drasticamente apds 15 minutos do inicio do choque
térmico e parecem aumentar lentamente nos tempos seguintes. Portanto, sdeA
foi mais expresso na condicao basal, isto €, na temperatura de 30°C. Por sua
vez, a expressao de sdeB na linhagem selvagem seguiu um corportamento
oposto: aumentou apés 15 minutos do inicio do choque térmico e diminuiu nos
tempos seguintes (Figura 57B). Estes resultados sugerem que o pseudogene
sdeB pode ser transcrito e, realmente, compensar a fungéo de sdeA quando este
esta reprimido, especialmente nos primeiros momentos do choque térmico.
Interessantemente, o gene sdeB foi pelo menos trés vezes mais induzido na
linhagem xylP::sdeA sob repressao (sem xilose), independente da presenca ou
auséncia do choque térmico (Figura 57A). Esse resultado sugere que a
repressao de sdeA causa uma resposta celular compensatoria que culmina na
maior expressao génica de sdeB, a fim de possivelmente suprir a auséncia da
dessaturase principal (SdeA). O oposto, contudo, ndo ocorreu, isto €, no
background genético da delecao de sdeB, os niveis de sdeA durante o choque
de temperatura permaneceram equiparaveis aos da linhagem selvagem (Figura
57B). Esse resultado reafirma a funcdo secundaria que sdeB exerce em
detrimento do gene sdeA, ja que sua delecao ndo é sentida a nivel transcricional.
No entanto, analises de Western blot mostraram que a delecao de sdeB levou
ao aumento do nivel proteico basal de SdeA (Figura 57C), sugerindo que a
auséncia de sdeB pode induzir a sintese de acidos graxos pela inducédo da

expresséo de SdeA como um mecanismo compensatorio.
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Figura 57. sdeB é induzido na repressédo de sdeA e SdeA é induzido na auséncia de sdeB.
A expressado génica de sdeB (A) é fortemente induzida na linhagem xylP:sdeA, enquanto a
expressdo de génica de sdeA (B) é praticamente inalterada no mutante AsdeB. O mRNA total foi
avaliado por RT-qPCR e normalizado pelo gene da B-tubulina. Os dados s&o provenientes de
duas replicatas experimentais e independentes (Média + DP). O Fold difference de cada condi¢édo
representa 0 mMRNA total normalizado em relacio ao ponto controle da linhagem selvagem (wt)
a 30°C. * p < 0,05 e *™ p < 0,01 indicam comparagbes significativas entre as linhagens wt e
xylP::sdeA no mesmo intervalo de tempo (Two-way ANOVA, com pés-teste de Sidak). (C) A
producéo proteica de SdeA é induzida no background genético da delecdo de sdeB. O anticorpo
a-GFP foi usado para reconhecer a proteina SdeA::GFP na analise de Western blot durante o
choque de temperatura. Os valores de expressao sao arbitrarios e calculados por densitometria
usando ImageJ. O gel de coomassie (CBB gel) foi utilizado como controle de carregamento.

4.2.10 Discussao

As membranas plasmaticas sdo compostas basicamente por fosfolipidios,
esterdis, esfingolipidios e proteinas. Os acidos graxos sdo essenciais para a
constituicdo estrutural de moléculas lipidicas como fosfolipidios e esfingolipidios,
podendo ser saturados (contém apenas ligacbes simples) ou insaturados

(conttm uma ou mais ligacbes duplas). Estes ultimos s&o os principais
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componentes estruturais das membranas celulares, desempenhando papéis
significativos na manutengao da estrutura celular e da fluidez da membrana
(Pereira et al. 2003). A introducdo de ligacdes duplas nas cadeias de
hidrocarbonetos dos acidos graxos é feita por dessaturases de acidos graxos,
as quais sdo encontradas em bactérias, fungos, plantas e animais. Tais enzimas
podem ser sollveis, como a dessaturase proteina transportadora de acila de
plantas, ou ligadas a membranas, como as A5-, A6-, A9-, A12- e A15-
dessaturases de ciano bactérias, fungos, plantas superiores, insetos e
mamiferos (Tang et al. 2018). Enquanto as dessaturases solUveis usam
tioésteres da proteina transportadora de acila como substratos e ferredoxina
como doador de elétrons, as ligadas a membranas utilizam acidos graxos
esterificados em lipidios complexos como substratos e o citocromo b5 como
doador de elétrons (Tang et al. 2018).

A. fumigatus possui oito dessaturases de acidos graxos (Tang et al. 2018).
Neste trabalho, foi identificada e caracterizada a A9-acido graxo dessaturase
SdeA, homdlogo de Olel de levedura. Como verificada na analise bioinformatica,
esta proteina possui os dois dominios caracteristicos de dessaturases ligadas a
membranas: o dominio dessaturase de acidos graxos e o dominio do tipo
citocromo b5 (Figura 37), além da microscopia de fluorescéncia da proteina
SdeA::GFP ter confirmado sua localizacdo no reticulo endoplasmatico (Figura
43). Além disso, SdeA possui motivos do tipo “caixa” de histidinas (HXXXXH e
HXXHH) no dominio dessaturase de acidos graxos, os quais sao compartilhados
e conservados na maioria das enzimas desse grupo (Figura 37) (Wang et al.
2015).

Como observado em S. cerevisiae (Stukey et al. 1990), C. albicans
(Krishnamurthy et al. 2004) e até mesmo recentemente em A. fumigatus (Wang
et al. 2021), sdeA € um gene essencial cuja delecao é inviavel, a menos que seja
feita a suplementacdo exdgena de &cidos graxos monoinsaturados. A
capacidade do mutante xylP::sdeA sob repressdo de crescer na presenca de
acido oleico e palmitoleico (Figura 49) corrobora esses resultados e reafirma
SdeA como uma A9-dessaturase, ja que 0s acidos graxos oleico e palmitoleico
possuem uma instauracao na posicao 9 da cadeia de hidrocarboneto. Aqui, foi
observado também que sdeA é importante para a conidiacdo (reproducédo

assexuada) de A. fumigatus, uma vez que o mutante condicional xylP::sdeA

153



conidiou pouco em baixas concentracdes de xilose e a 48°C (Figura 45). Esse
resultado esta de acordo com o que foi observado em A. nidulans, no qual um
mutante nulo AsdeA apresentou reduzida conidiagdo (Wilson et al. 2004).
Semelhantemente, o homologo de sdeA em C. albicans (OLE1) também esti
associado a formacao de clamidosporos (Krishnamurthy et al. 2004), que séo
igualmente importantes para a reproducgéao assexuada. Contudo, tais problemas
na producao de conidios em A. fumigatus puderam ser observados mesmo na
presenca de acidos graxos monoinsaturados (Figura 49A), o que mostra que a
producdo endbégena de &acido oleico e palmitoleico é indispensavel para a
sobrevivéncia do fungo A. fumigatus, e ndo pode ser totalmente compensada
pela sua adicdo exdgena. Este resultado foi corroborado recentemente por um
outro trabalho independente (Wang et al. 2021).

Estudos j& mostraram que os &acidos graxos também estdo envolvidos nos
niveis de eficacia de alguns medicamentos antifungicos (Ells et al. 2009; Mishra
et al. 2014; Wang et al. 2021). A falta de suscetibilidade do mutante xylP::sdeA
a drogas que causam estresse de parede celular e oxidativo (Figuras 46 e 48)
sugere que sdeA nao € importante para esses processos. No entanto, é valido
mencionar que uma alta concentracao de xilose foi utilizada nestes testes para
permitir que o crescimento do mutante condicional fosse comparavel ao da
linhagem selvagem, o que pode ter influenciado os resultados, uma vez que a
expressado de sdeA é induzida nessa condicdo. Este € um problema inerente da
utilizacdo do promotor condicional xylP. A andlise de XTT (Figura 47), por sua
vez, apontou que a perda de funcdo de sdeA tem consequéncia direta sobre a
viabilidade do biofilme de A. fumigatus na presenca da equinocandina CASP,
sugerindo que sdeA talvez tenha sim funcéo sobre a resposta ao estresse da
parede celular.

Ademais, o mutante xylP::sdeA foi bastante vulneravel & inibicdo da sintese
de acidos graxos e ao polieno estressor de membrana plasmatica anfotericina B
(Figura 49B). Em contrapartida, a mesma linhagem néo apresentou fenétipo
diferente da linhagem selvagem na presenca dos azois voriconazol e fluconazol
(dados ndo mostrados). Na literatura, existem trabalhos com resultados
divergentes quanto a acdo dos acidos graxos sobre a suscetibilidade fungica a
agentes antifungicos. A adicdo exdégena dos acidos graxos oleico (18:1), linoleico

(18:2) e linolénico (18:3) foi capaz de aumentar a resisténcia de A. fumigatus ao
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azol itraconazol (Wang et al. 2021). Contudo, o0 mesmo néo foi observado na
presenca da equinocandina CASP, que aflinge a parede celular (Wang et al.
2021). Por sua vez, a adicdo exdgena do acido graxo araquidbnico (20:4)
aumentou os niveis de ergosterol em C. albicans e Candida dublininensis, mas
apesar disso aumentou a suscetibilidade do biobiofilme desses microrganismos
ao polieno anfotericina B e ao azol clotrimazol (Ells et al. 2009). O mesmo acido
graxo diminuiu a formacdo de biofilmes dos patégenos C. glabrata, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis na presenca de terbinafina, um antifangico que
também inibe a sintese de esterdis (Mishra et al. 2014). Talvez o grau de
insaturagéo do &cido graxo pode ser determinante para conferir suscetibilidade
ou resisténcia a drogas antifungicas que tém a membrana plasméatica como alvo.
De qualquer forma, mais estudos na area sao necessarios para esclarecer esses
resultados.

Recentemente, Wang et al. (2021) constataram que a superexpressao de
sdeA leva ao acumulo de acidos graxos insaturados e a reducdo da bundancia
de &cidos graxos saturados em A. fumigatus. Os resultados da analise de
lipidbmica desta tese também mostraram que a perda de funcdo de sdeA tem
impacto direto sobre a sintese dos fosfolipidios, uma vez que os acidos graxos
sdo seus constituintes principais. Em concordancia com os resultados da
superexpressdo de sdeA, a perda de funcdo desse gene levou ao acumulo de
fosfolipidios saturados e a reducdo de fosfolipidios insaturados (Figura 50),
mostrando que SdeA é extremamente importante para a constituicdo dos
principais lipidios de membrana e provavelmente para a sua homeostase. O
aumento dos niveis dos fosfolipidios insaturados neste mutante condicional
durante o choque de temperatura, um fenédmeno diferente do comportamento
natural da linhagem selvagem, apontou para a possivel existéncia e atividade de
uma outra dessaturase nessas condi¢cdes e, por isso, 0 putativo ortélogo de
sdeA, sdeB, também foi caracterizado neste trabalho. Contudo, uma atualizacéo
recente no banco de dados de genomas de fungos (FungiDB) indicou que sdeB
€, na verdade, um pseudogene. Apesar disso, sdeA e sdeB interagiram
geneticamente a 30°C (Figura 56), temperatura na qual a necessidade por acidos
graxos insaturados é mais necessaria do que em temperaturas mais elevadas.
O aumento dos niveis de mMRNA do pseudogene sdeB durante a perda de funcéo

de sdeA (Figura 57) confirmam que ambos devem atuar em conjunto na
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dessaturacdo de acidos graxos, uma vez que sdeB pareceu compensar a
auséncia de SdeA. Contudo, a forma como este pseudogene pode atuar para
influenciar na adaptacao térmica e, possivelmente, regular os niveis de acidos
graxos ainda precisa ser estudado. Sabe-se muito pouco sobre a funcdo de
pseudogenes, principalmente em fungos [revisado em Cheetham et al. (2020)];
por isso, propor um mecanismo de acdo do pseudogene sdeB constituiria um
outro e complexo trabalho. Curiosamente, A. nidulans possui os dois genes,
sdeA e sdeB, funcionais (Wilson et al. 2004). O mesmo parece ser valido para a
linhagem Af293 de A. fumigatus, embora estes genes ndo tenham sido
caracterizados funcionalmente nesta linhagem. Ao contrario do mutante
condicional de sdeA, a delecdo de sdeB nado levou a nenhum fendtipo
caracteristico, tanto na presenca do estresse de parede celular e osmético,
quanto durante o estresse oxidativo e de membrana plasmatica, sugerindo que
este seja de fato um pseudogene que desempenha um papel secundario e
menos importante que sdeA. Em concordancia com esses resultados, Wilson et
al. (2004) constataram anteriormente que a perda de fungéo do gene sdeB leva
a menos fenotipos associados em comparacdo com a perda de funcdo de sdeA
em A. nidulans, apesar de ainda reduzir os niveis de acidos graxos insaturados
e aumentar a abundancia dos acidos graxos saturados.

Apesar desse papel secundéario, a delecdo do pseudogene sdeB foi
hipervirulenta em modelo invertebrado (Figura 55), mostrando que este
pseudogene regula negativamente a patogenicidade de A. fumigatus. Esse
resultado ndo é tdo surpreendente, jA que os acidos graxos sao constituintes
funcionais de fatores de viruléncia de varios patdégenos. Na bactéria patogénica
Listeria monocytogenes, por exemplo, acidos graxos saturados sao necessarios
para a producao do fator de viruléncia listeriolisina O, o qual atua formando poros
nas membranas de macrofagos e fagocitos (Sun et al. 2012). O metabolismo de
acidos graxos é também essencial para a viruléncia de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium
marinum (Schweizer and Choi 2011; Rodrigues 2012; Ericson et al. 2017,
Herndon et al. 2020; Mondino et al. 2020; Dong et al. 2021). Em fungos, a perda
dos genes FAS1 e FAS2, que codificam &cidos graxos sintazes, atenua
significativamente a viruléncia de C. albicans, C. neoformans e C. parapsilosis

em camundongos (Zhao et al. 1996; Zhao et al. 1997; Chayakulkeeree et al.

156



2007; Nguyen et al. 2009). J4 a adicdo exdgena do acido graxo saturado
palmitato (16:0) inibe a formacao de biofilme, a hidrofobicidade da superficie
celular e a sintese de ergosterol em C. tropicalis, 0s quais sado conhecidos fatores
de viruléncia (Prasath et al. 2020). Os acidos graxos insaturados também sé&o
essenciais para a viruléncia de C. parapsilosis, uma vez que a delecédo de OLE1
nesse organismo prejudicou o crescimento invasivo, a formagéo de pseudo-hifas
e a viruléncia em camundongos e aumentou a suscetibilidade a macréfagos
(Nguyen et al. 2011). Semelhantemente, a represséo de OLE1 em C. albicans
também impactou em sua viruléncia em modelo murino (Xu et al. 2009). Além
disso, a inibicdo quimica de Olel por meio do acido graxo diino-furano EV-086
derivado de plantas foi eficaz contra o aparecimento de dermatofitose cutanea
causada por Trichophyton menagrophytes em porquinhos-da-india (Knechtle et
al. 2014). A perda de funcdo de A12- e A15-dessaturases nesse patdgeno, por
sua vez, ndo impactou na sua viruléncia (Murayama et al. 2006). Infelizmente, a
essencialidade do gene sdeA e aimpossibilidade de utilizar o mutante xylP::sdeA
em estudos de viruléncia ndo permitiram estudar o papel desse gene na
patogenicidade de A. fumigatus. Contudo, em conjunto, os dados acima sugerem
que a participacdo de &cidos graxos como estimuladores da viruléncia de
microrganismos patogénicos pode ser mais complexa do que o esperado e
precisar de constante regulacdo, de tal forma que estudos complementares

ainda sdo necessarios para seu melhor entendimento.

157



Modulo 4.3 A relacéo entre termotolerancia e a composicdo da membrana

plasmatica de A. fumigatus

4.3.1 A repressdao de hsfA aumenta a abundancia de fosfolipidios
insaturados e de esfingolipidios

A membrana plasmatica € uma das primeiras estruturas celulares a
detectar flutuacbes de temperatura, alterando consideravelmente sua
composicao quimica, fluidez e outras propriedades na adaptacdo a mudanca de
temperatura (Ernst et al. 2020). Dentre seus constituintes, os fosfolipidios se
destacam por ditarem o estado fluido das membranas biol6gicas, sendo
amplamente aceito que tanto o grau de insaturacdo quanto o tamanho das
cadeias de &cidos graxos de fosfolipidios aumentam quando a temperatura
aumenta (Okuyama et al. 1979; Shapiro and Cowen 2012; Leach and Cowen
2014). Apds a confirmacéo de que o fator de transcricdo HsfA € determinante
para a manutencdo da termotolerancia, adaptacdo ao choque térmico e
manutencdo da integridade da parede celular de A. fumigatus (Mddulo 1),
decidiu-se investigar seu papel na homeostase da membrana plasmética. Como
ja apresentado, a repressao de hsfA na linhagem xylP::hsfA levou a alteracdes
na expressao de genes envolvidos na sintese de lipidios (Figura 32).

Diante desse resultado, as linhagens selvagem e xylP::hsfA foram expostas
ao estresse de membrana plasmética para a investigacdo do papel de HsfA na
resposta a esse tipo de estresse (Figura 58). Interessantemente, 0 mutante
xylP::hsfA foi levemente suscetivel aos azois fluconazol e voriconazol, mas
consideravelmente suscetivel ao polieno anfotericina B, ao inibidor da sintese de
esfingolipidios miriocina e ao inibidor da sintese de esfingolipidios complexos
aureobasidina A. No entanto, a mesma linhagem apresentou nivel de
sensibilidade semelhante a linhagem selvagem na presenca de inibidores da
sintese de &cidos graxos (cerulenina e trans-chalcona). Em conjunto, estes
resultados sugerem que HsfA é importante para a resposta ao estresse de
membrana plasmatica e pode desempenhar alguma funcéo na sintese de alguns

constituintes da membrana plasmatica, especialmente os esfingolipidios.

158



Fluconazole (ug/ml) Voriconazole (ug/ml)
0 300 400 500 600 700 800 02 05 075 0.8

SEAREREe60D
4 N @@

Lovastatm (pglml) Amphotencm B (pglml)
025 05 0.75 1

0 0. 02 05 07
OOOOloIo[e] ]
ALQJL,JL I\ O @)
seeCemEnnmm
N /NSNS e
Myriocin (ug/ml) Aureobasidin A (ug/ml)

XyIP::hsfA

Cerulemn (pglml) Trans-chalcone (pg/ml)
50 10 20 4 60

20
-~ SO00EeN00

Figura 58. O mutante xylP::hsfA é sensivel ao estresse de membrana plasmatica. Teste
fenotipico do mutante xylP::hsfA na presenca de estresse de membrana plasmatica. 1 x 104
conidios das linhagens selvagem e xylP::hsfA foram inoculados em MM sdélido contendo 0,06%
de xilose e as concentracfes indicadas das drogas fluconazol, voriconazol, lovastatina,
anfotericina B, miriocina, aureobasidina A, cerulenina e trans-chalcona. As placas foram
incubadas a 37°C por 72 horas.

Por essa razdo, como uma primeira abordagem para entender a funcéo de
HsfA na regulacéo das alteracdes estruturais da membrana durante o choque
térmico em A. fumigatus, a concentracdo de espécies esfingolipidicas foi
quantificada na linhagem xylP::hsfA sob repressdo e durante o choque de
temperatura. No mesmo experimento, a linhagem xylP::sdeA também teve suas
espécies esfingolipidicas quantificadas, uma vez que este mutante condicional
foi sensivel a inibicdo da sintese de esfingolipidios (Figura 49). Os esfingolipidios
sdo uma classe de lipidios de membrana que muitas vezes funcionam tanto
como componentes estruturais quanto moléculas de sinalizagcéo [revisado em
Fernandes et al. (2018)]. A inducdo do choque térmico ndo teve impacto
significativo na quantidade de esfingolipidios totais na linhagem selvagem de A.

fumigatus (Figura 59), um resultado diferente daquele constatado em levedura,
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na qual foi observado um aumento na abundancia de esfingolipidios em
temperaturas mais elevadas [revisado em Fabri et al. (2020)]. No entanto, no
mutante xylP::hsfA, houve um aumento substancial na concentragdo de
esfingolipidios totais durante o choque térmico, de maneira semelhante ao que
ocorre em linhagens selvagens de S. cerevisiae (Dickson et al. 1997; Jenkins et
al. 1997; Cowart et al. 2003). Esse resultado sugere que o gene hsfA afeta a
sintese de esfingolipidios, principalmente durante o choque térmico. Uma
possivel explicacdo para esses resultados pode residir no fato de A. fumigatus
ser um fungo termofilico e termotolerante, enquanto as leveduras ndo séo tao
adaptadas ao choque térmico. E possivel que a linhagem selvagem de A.
fumigatus pode ndo ter alterarado sua abundancia de esfingolipidios no choque
térmico porque a célula fungica manteve sua integridade termotolerante
funcional. Na linhagem xylP::hsfA, porém, na qual a capacidade de
termotolerancia € prejudicada devido a repressdo de hsfA (Figura 13), foi
possivel observar um aumento na quantidade de esfingolipidios de forma muito
semelhante ao que foi visto em leveduras. Isso sugere que a perda de controle
da capacidade termotolerante pela inibicdo de hsfA afeta o metabolismo de
esfingolipidios durante o choque térmico, e a célula acumula mais esfingolipidios
para recuperar a termotolerancia ou pelo menos sobreviver ao choque térmico,
seja de maneira direta ou, mais provavelmente, indireta. Em acordo com essa
hipétese, linhagens mutantes de S. cerevisiae sem esfingolipidios sé&o
hipersensiveis ao calor (Patton et al. 1992), reforcando a importancia dos
esfingolipidios durante a adaptacédo ao choque térmico. Além disso, mutantes de
A. nidulans de genes da via esfingolipidica apresentaram menor crescimento em
temperaturas mais elevadas (Fernandes et al. 2016), e o mesmo foi observado
em um mutante da quinase YpkA que controla a biossintese de esfingolipidios
em A. fumigatus (Fabri et al. 2018). Nesse sentido, hsfA seria entdo um dos mais
importantes reguladores da manutencdo da termotolerancia celular e sua
auséncia altera o metabolismo dos esfingolipidios durante a adaptagdo ao
choque térmico. O fato de que o conteudo total de esfingolipidios da linhagem
xylP::sdeA também permaneceu constante durante o choque térmico (Figura
59), de forma semelhante a linhagem selvagem, destaca mais uma vez o efeito
que a perda da funcdo de hsfA causou na concentracdo de esfingolipidios e

reforca a hipotese de que essa consequéncia esta relacionada ao
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comprometimento da capacidade termotolerante. Digno de nota, o mutante
xylP::sdeA pareceu acumular menos esfingolipidios totais do que a linhagem

selvagem, mas sem diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 59. A abundancia de esfingolipidios aumenta na linhagem xylP::hsfA durante o
choque térmico. Esfingolipidios totais das linhagens selvagem, xylP::hsfA e xylP::sdeA foram
extraidos e quantificados por espectrometria de massas, e os valores foram normalizados pelos
niveis de fosfato inorganico (Pi). A barra indica diferencga estatisticamente significativa dentro da
mesma linhagem com p < 0,05 (Two-way ANOVA, com pés-teste de Sidak). * p < 0,05 (Two-way
ANOVA com teste de Sidak em relagdo a linhagem selvagem na mesma condic&o).

Contudo, pode-se sugerir que tais diferencas no conteudo de
esfingolipidios entre as linhagens selvagem e xylP::hsfA podem ser devido a
outras consequéncias além do aumento na sintese de esfingolipidios em si. De
fato, geralmente trés tipos de alteracbes celulares podem levar a mudancas na
concentracdo dos intermediarios da via esfingolipidica: (i) o aumento na
biossintese de novo de esfingolipidios, que reflete principalmente no aumento da
abundancia dos primeiros intermediarios da via (dihidroesfingosina,
dihidroceramida e fitoesfingosina); (ii) a diminuicdo do processo de degradacéo
dos esfingolipidios, que resulta no acumulo de intermediarios, principalmente
agueles mais ao término da via (glucosilceramida e inositolfosforil ceramida); (iii)
e também a ocorréncia de uma fragilidade da membrana plasmatica, o que pode
facilitar e aumentar a quantidade de esfingolipidios extraidos. Para o ultimo caso,
0 aparente aumento na concentracdo de esfingolipidios na linhagem mutante
nao seria devido ao aumento em sua biossintese, mas sim ao fato de que a
repressdo de hsfA poderia ter facilitado de alguma forma a extracdo de

esfingolipidios e, consequentemente, uma maior concentragéo desses lipidios
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seria observada. Porém, como os valores de concentragcdo obtidos para todas
as linhagens foram normalizados pela concentragdo de fosfato inorganico (Pi),
em que ndo foram observadas diferencas discrepantes entre as linhagens, esses
resultados sugerem que de fato o aumento na concentracdo de esfingolipidios
na linhagem xylP::hsfA (Figura 59) foi em decorréncia do aumento da biossintese
de novo apenas durante o choque térmico. O fato de o mutante xylP::hsfA na
condicao controle (barra branca) apresentar valores de concentracdo proximos
aos apresentados pela linhagem selvagem corrobora esta conclusdo. Além
disso, a Figura 60 mostra os gréficos de cada classe de esfingolipidio medida e
aponta que a concentracdo de praticamente todos elas aumentou no mutante
xylP::hsfA em pelo menos um ponto do choque térmico, especialmente as
glicosilceramidas que, por sinal, foram as principais responsaveis pela elevacéo
dos niveis de esfingolipidios totais na linhagem xylP::hsfA, devido sua maior
concentragdo. A Figura D1 do APENDICE D corrobora essa conclusio
mostrando a concentracdo das espécies individuais de esfingolipidios medidas.
E valido ainda mencionar que também foi feita a quantificacdio dos esfingolipidios
das linhagens selvagem, xylIP::hsfA e xylP::sdeA na presenca de estresse de
parede celular provocado por 300 pg/ml de CR ou 2 pg/ml de CASP, mas ndo
houve diferencas significativas entre as linhagens e em comparacdo com a
condicdo controle (dados ndo mostrados). Esta informacéo reforca a ideia de
que a perda da capacidade termotolerante foi a principal responséavel pelos
resultados apresentados pela linhagem xylP::hsfA (Figura 59), e ndo outra

possivel caracteristica inerente deste mutante.
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Figura 60. Graficos da concentracdo das classes de esfingolipidios nas linhagens selvagem, xylP::hsfA e xylP::sdeA. As espécies de esfingolipidios
das linhagens selvagem, xylP::hsfA e xylP::sdeA durante o choque térmico foram quantificadas por espectrometria de massas e agrupadas de acordo com a
classe dos esfingolipidios. DHS: dihidroesfingosina; DHC: dihidroceramida; Cer: ceramida; GlcCer: glucosilceramida; OH-Cer: hidroxi-ceramida; PHS:
fitoesfingosina; PCer: fitoceramida; OH-PCer: hidroxi-fitoceramida; IPC: inositolfosforil ceramida. A disposi¢édo dos gréaficos segue o fluxo da via de biossintese
dos esfingolipidios em fungos. As barras indicam diferengas estatisticamente significativas com p < 0,05 (Two-way ANOVA, com pés-teste de Sidak). * p <
0,05, * p< 0,01, *** p < 0,001 e **** p <0,0001 indicam comparagdes significativas entre as linhagens mutantes e a linhagem selvagem na mesma condicao.
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Com a Figura 60 ainda, pode-se notar que o choque de temperatura
provocou o leve acumulo de algumas classes de esfingolipidios na linhagem
selvagem, como fitoesfingosina, dihidroceramida, ceramida, fitoceramida e
inositolfosforil ceramida, e a diminuicdo de outras, como glucosilceramida,
hidroxi-ceramida e dihidroesfingosina, e é possivelmente por isso que a
quantidade total de esfingolipidios se manteve relativamente constante (Figura
59). Por outro lado, o choque térmico aumentou ligeiramente a abundéancia de
fitoesfingosina, ceramida, hidroxi-ceramida e glucosilceramida e diminuiu
ligeiramente a concentracdo de dihidroesfingosina e inositolfosforil ceramida na
linhagem xylP::sdeA, mas sem diferenca estaticamente significativa. Assim,
pode-se concluir que a repressao de sdeA néo é tdo importante para a sintese
de esfingolipidios como para a sintese de fosfolipidios (Mdodulo 4.2).

Porém, a represséo de sdeA ainda trouxe consequéncias para a sintese de
esfingolipidios. A Figura 61A mostra todas as espécies de esfingolipidios
medidas. Os niveis de algumas espécies de dihidroceramidas, fitoceramidas e
inositolfosforil ceramida (destacados em asteriscos vermelhos) foram maiores no
mutante xylP::sdeA em comparag¢do com a linhagem selvagem. Em comum,
todas estas espécies possuem uma cadeia de acidos graxo saturado (Figura
61B), o que demonstra que a repressao da dessaturase SdeA nao so resultou
no acumulo de fosfolipidios saturados (Figura 50), mas também no acumulo de
algumas espécies de esfingolipidios com cadeias de &cidos graxos saturados.
Assim, ainda que de forma mais branda, SdeA também é importante para o
metabolismo de esfingolipidios, principalmente no que se refere ao contetdo de

acidos graxos ligados a base esfingoide.
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Figura 61. O mutante xylP::sdeA acumula esfingolipidios com cadeias de acido graxo saturadas. As espécies de esfingolipidios das linhagens selvagem
e xylP::sdeA durante o choque térmico foram medidas por espectrometria de massas. (A) Grafico heat map mostrando a concentragao de cada espécie medida.
Os asteriscos vermelhos destacam as espécies cuja concentracao foi bem maior na linhagem xylP::sdeA. (B) Gréafico de barras destas mesmas espécies. DHS:
dihidroesfingosina; DHC: dihidroceramida; Cer: ceramida; GlcCer: glucosilceramida; OH-Cer: hidroxi-ceramida; PHS: fitoesfingosina; PCer: fitoceramida; OH-
PCer: hidroxi-fitoceramida; IPC: inositolfosforil ceramida. Todas as nomenclaturas de abreviagdes de esfingolipidios sdo expressas como “cadeia de base
esfingoide/acido graxo” no formato X:Y;Z (X, numero de carbonos; Y, nimero de liga¢des duplas C-C; Z, numero de grupos hidroxila). * p < 0,05 e ** p < 0,01
(Two-way ANOVA com teste de Sidak em relacéo a linhagem selvagem na mesma condi¢ao). O heat map foi criado utilizando o software GraphPad Prism.
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A segquir, a linhagem xylP::hsfA também foi submetida a uma analise de
espectrometria de massas para a quantificacdo de espécies fosfolipidicas
durante o choque de temperatura, da mesma maneira feita anteriormente para a
linhagem xylP::sdeA. Primeiramente, pode-se observar que o0 mutante
xylP::hsfA, sob repressdo, acumulou mais fosfolipidios que a linhagem
selvagem, principalmente PC e PS (APENDICE C, Figura C1-A), sugerindo a
existéncia de um possivel papel inibitério de HsfA sobre a sintese de
fosfolipidios. As Figuras C1-B-D do APENDICE C mostram os heat maps de
quantificacdo individual para cada espécie de PC, PE e PS, respectivamente, na
mesma linhagem durante o choque térmico. De uma maneira geral, uma
consequéncia direta da repressédo de hsfA pareceu ser o aumento da porcéo
insaturada de fosfolipidios. A Figura 62 mostra os gréficos de quantificacdo das
espécies fofolipidicas separadas pelo nivel de saturacdo. Os niveis dos
fosfolipidios saturados do mutante condicional foram muito semelhantes aos da
linhagem selvagem durante o choque térmico, isto é, PC e PS saturados
aumentaram enquanto PE saturados diminuiram no choque de temperatura
(Figura 62), sugerindo que a repressao de hsfA ndo interfere na sintese de
fosfolipidios saturados. No entanto, foi possivel notar um aumento na
abundéancia de PC e PS insaturados no mutante condicional na condicéo controle
(30°C) em comparacao com a linhagem selvagem, ainda que estatisticamente
ndo significativo. Além disso, surpreendentemente, a concentracdo dessas
espécies, isto é, PC e PS insaturados, aumentou consideravelmente no mutante
xylP::hsfA ap6s 30 minutos do inicio do choque de temperatura, um
comportamento oposto ao apresentado pela linhagem selvagem. Os niveis de
PE insaturados, por sua vez, foram semelhantes aos da linhagem selvagem,
apesar da ocorréncia do mesmo fendmeno no tempo de 30 minutos. Tais
resultados estdo de acordo com a andlise de RNA-Seq feita anteriormente, na
qual foi verificado que a superexpressdo de hsfA (crescimento a 30°C na
presenca de xilose) causa uma repressao na expressao de genes envolvidos na
sintese de lipidios insaturados (Tabela 20). Como nesta analise lipidémica hsfA
foi reprimido, o efeito € oposto: uma maior expressdo desses genes, sugerida

pelo aumento da sintese de fosfolipidios insaturados.
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Figura 62. A perda de funcéo de hsfA altera a proporc¢ao de fosfolipidios insaturados durante o choque de temperatura. Graficos das concentracdes
de fosfolipidios fosfatidilcolina (PC) (A), fosfatidiletanolamina (PE) (B) e fosfatidilserina (PS) (C) das linhagens selvagem e xylP::hsfA, durante o choque térmico.
As espécies lipidicas foram agrupadas de acordo com o grau de saturacdo das cadeias de acidos graxos: lipidios saturados, lipidios com uma ou duas
insaturacdes ou lipidios com trés ou mais insaturacées. * p < 0,05 e ** p < 0,01 (Two-way ANOVA com teste de Sidak em relacdo a linhagem selvagem na
mesma condi¢éo). As barras sobrescritas com # indicam comparacdes significativas dentro da mesma linhagem.
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Assim, ainda que a inibicdo da sintese de &cidos graxos ndo tenha
impactado fenotipicamente na linhagem xylP::hsfA (Figura 58), os resultados da
andlise lipiddmica sugerem que a inibicdo de hsfA afeta consideravelmente a
sintese de fosfolipidios de membrana, principalmente aqueles com cadeias de
acido graxo insaturadas. Essas analises, entdo, apontam que de fato HsfA tem
um papel regulador negativo na sintese de fosfolipidios insaturados, o que pode

estar relacionado a funcéo de SdeA.

4.3.2 HsfA controla a expresséo de SdeA e sdeB

Para avaliar se HsfA desempenha funcdo na expressao das enzimas
dessaturases de &cidos graxos, foi conduzida uma analise de RT-gPCR na
linhagem xylP::hsfA. Como pode ser visto na Figura 63A, o gene sdeA foi
reprimido durante o choque de temperatura na linhagem selvagem, algo
esperado (vide Figura 57B) considerando que este gene esta relacionado a
sintese de acidos graxos insaturados, 0s quais se acumulam menos e, portanto,
sdo menos exigidos em altas temperaturas para estabilizar a fluidez da
membrana (Okuyama et al. 1979; Martin et al. 2007; Peter et al. 2017; Fabri et
al. 2020). Apesar de também ter sido reprimido na linhagem xylP::hsfA, esse
gene foi bem menos expresso na condicdo controle em comparacdo com a
linhagem selvagem (Figura 63A), sugerindo que HsfA pode ter um impacto na
expressao basal de sdeA. Por sua vez, a expressdo de sdeB mostrou-se
ligeiramente induzida apés 15 minutos do inicio do choque de temperatura, mas
foi reprimida nos tempos maiores de exposicdo ao choque térmico, tanto na
linhagem selvagem quanto no mutante xylP::hsfA. Porém, percebe-se que houve
uma repressao significativa de sdeB na linhagem xylP::hsfA se comparada com
a linhagem selvagem, principalmente na condi¢éo controle (30°C) e no tempo de
15 minutos do choque térmico. Estes resultados mostram que HsfA exerce
funcdo positiva na expressao génica de sdeA e sdeB, principalmente na
condicdo basal. Contudo, estudos adicionais ainda sdo necesséarios para
confirmar se essa funcéo € direta ou indireta. A principio, esta conclusdo parece
contradizer o resultado da Figura 62, uma vez que seria esperada a inducao de
sdeA e sdeB na linhagem xylP::hsfA, resultando em maiores niveis de

fosfolipidios insaturados.
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Para avaliar se o perfil de expressédo da proteina SdeA durante o choque
de temperatura reflete o perfil transcricional, a linhagem sdeA::3xHA foi
submetida ao choque de temperatura a 48°C e suas proteinas extraidas para a
realizagdo de um ensaio de Western blot. O mesmo foi realizado com o duplo
mutante xylP::hsfA sdeA::3xHA em condicao de represséo (auséncia de xilose).
A Figura 63B mostra que a proteina SdeA foi bem mais expressa na linhagem
parental selvagem (sdeA::3xHA) do que na linhagem xylP::hsfA sdeA::3xHA,
tanto na condicdo basal quanto nos primeiros momentos do choque de
temperatura, mostrando que hsfA é necessario para correta expressao de SdeA.
Este resultado est4 de acordo com a analise de RT-qPCR, a qual indicou que os
niveis de mRNA de sdeA também sdo menores no background genético do
xylP::hsfA. Além disso, essa analise sugere também que o0 aumento nos niveis
de fosfolipidios insaturados na linhagem xylP::hsfA (Figura 62) ndo deve ser
consequéncia da atividade de SdeA, mas possivelmente de uma outra enzima
dessaturase. Uma outra hipotese é a de que, durante o choque térmico, a
linhagem xylP::hsfA degrade lipidios insaturados complexos, acumulando mais
fosfolipidios insaturados. Ambas teorias necessitam de futura validagéo.

Como relatado anteriormente, Hsp90 é o principal alvo transcricional de
HsfA e uma proteina atuante na resposta ao choque térmico. Devido a sua
atividade chaperona, Hsp90 é reconhecidamente uma proteina que se liga a
muitas outras na adaptacdo ao choque de temperatura para ajudar no
remodelamento ou renaturacdo dessas proteinas clientes. A fim de verificar in
Vivo se SdeA faz parte da clientela de Hsp90, um ensaio de co-imunoprecipitacao
foi realizado utilizando a resina GFP-Trap e a linhagem sdeA::GFP durante o
choque de temperatura. As proteinas SdeA e Hsp90 interagiram fisicamente em
todas as condicdes testadas, ou seja, tanto na condicdo basal de 30°C (em
menor escala) quanto durante o choque de temperatura a 48°C (Figura 63C),
mostrando que SdeA é uma proteina cliente de Hsp90. Essa interacdo foi
posteriormente validada em nosso laboratrio por meio de um experimento de
protedmica (Rocha et al., dados nao publicados). Esse resultado sugere uma

relacdo mais proxima entre SdeA e a resposta termotolerante de A. fumigatus.
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Figura 63. Arepressao de hsfA reprime a expresséo de sdeA e sdeB. (A) A expresséo génica
de sdeA e sdeB é reprimida na linhagem xylP::hsfA. O mRNA total foi avaliado por RT-gPCR e
normalizado pelo gene da [-tubulina. Os dados sdo provenientes de duas replicatas
experimentais e independentes (Média £ DP). O Fold difference de cada condi¢&o representa o
mMRNA total normalizado em relagdo ao ponto controle da linhagem selvagem (wt). As barras
indicam diferencas estatisticamente significativas dentro da mesma linhagem com p < 0,05 (Two-
way ANOVA, com poés-teste de Sidak). ** p < 0,01 e **** p < 0,0001 indicam comparagdes
significativas entre as linhagens wt e xylP::hsfA ho mesmo intervalo de tempo. (B) A producéo
proteica de SdeA é reprimida no background genético xylP::hsfA. O anticorpo a-HA foi usado
para reconhecer a proteina SdeA::3xHA na andlise de Western blot durante o choque de
temperatura. Os valores de expressao sao arbitrarios e calculados por densitometria usando
ImageJ. O gel de coomassie (CBB gel) foi utilizado como controle de carregamento. (C) As
proteinas SdeA e Hsp90 interagem fisicamente de forma constitutiva. A interagdo fisica entre as
proteinas foi verificada por meio de co-imunoprecipitagéo e utilizagdo dos anticorpos a-GFP, que
detecta a proteina SdeA::GFP, e a-Hsp90. O gel de coomassie (CBB gel) e o anticorpo a-Pgkl
foram utilizados como controles de carregamento.

4.3.3 A perda de funcao de sdeA e sdeB induz a expressao de Hsp90
Algumas conexdes entre a resposta ao choque térmico e o metabolismo
dos acidos graxos em fungos ja foram anteriormente relatadas. A suplementacéo
de acido graxo saturado no meio de cultivo de H. capsulatum, por exemplo,
aumentou a transcricdo de HSP70 e HSP82 neste fungo durante o choque
térmico, enquanto o tratamento com acido graxo insaturado reduziu seus niveis
(Carratu et al. 1996). Uma regulacdo negativa de HSP70 no mesmo organismo
também foi alcancada durante a superexpressdo de OLE1 (Porta et al. 2010).
Diferentemente, a deplecdo de OLE1l em C. albicans impediu a ativacao
completa do fator de transcricdo de choque térmico Hsfl, o que diminui a
expressdo das HSPs em resposta ao choque térmico (Leach and Cowen 2014).

Considerando estes estudos, resolveu-se investigar se sdeA e sdeB também
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controlam a expressdo de hsfA e de seu alvo transcricional hsp90 em A.
fumigatus. Por meio de um ensaio de RT-gPCR, pode-se observar que a
repressdo de sdeA praticamente ndo modificou a expressao de hsfA e hsp90,
tanto na condi¢ao controle como durante o choque de temperatura (Figura 64A).
O mesmo é valido para a delecao de sdeB, com excec¢éo do tempo de 30 minutos
apos o choque térmico, no qual houve represséao significativa da expressao de
hsp90 na linhagem AsdeB. A seguir, o nivel proteico de Hsp90 nas linhagens
xylP::sdeA e AsdeB foi analisado por Western blot. Aqui, porém, foi constatada
uma inducdo nos niveis de expressdo de Hsp90 em ambos os mutantes se
comparados com a linhagem selvagem, especialmente durante o choque de
temperatura e principalmente no mutante xylP::sdeA (Figura 64B). Esse
resultado sugere que, ao contrario do que ocorre em C. albicans (Leach and
Cowen 2014), sdeA e sdeB podem ter um papel regulatério negativo sobre a
sintese de HSPs, no caso Hsp90, resultado este que se aproxima aqueles
observados no fungo dimoérfico H. capsulatum (Carratu et al. 1996; Porta et al.
2010).

171



>

hsfA hsp90
£ 6 3 control 5.—.::: 3 control
:N 5 mm HS 15 $N 35 = HS 15
54_ = HS 30 78'30- =3 HS 30
5, O HS60'0 5 257 = HS 60
g 3 2 204
% 2 % 154
) o 10
2, 2 I
w L 54
s 1 * I il
wt xylP::sdeA wt xylP::sdeA
hsfA hsp90
10 e
£ 9 3 control ﬁ..ao— 3 control
:N 8- mm HS 15 :'N 25-] . HS 15
Y ;: B HS 30 g 0 " = HS 30'
5 s = HS60' § | 03 HS 60
2 4 O
% 3 E 10+
3 2 ﬂ 3 5
w14 [
0- ﬁ o
wt AsdeB wt AsdeB
wild-type xylP::sdeA
Heat shock 0 15 30 60 0 15 30 60
(minutes)
- a-Hsp90
1 09 21 39 18 25 37 4.5
wild-type AsdeB
Heat shock 0 15 30 60 0 15 30 60
(minutes)
a-Hsp90
T SR v - e
1.0 10 25 35 14 17 38 39
CBB gel

Figura 64. A perda de funcao de sdeA e sdeB induz os niveis da proteina Hsp90. (A) A
expressdo génica de hsfA e hsp90 sofre pouca variagdo nas linhagens xylP:sdeA e AsdeB. O
MRNA total foi avaliado por RT-gPCR e normalizado pelo gene da B-tubulina. Os dados séo
provenientes de duas replicatas experimentais e independentes (Média + DP). O Fold difference
de cada condi¢do representa 0 mRNA total normalizado em relacdo ao ponto controle da
linhagem selvagem (wt). As barras indicam diferencas estatisticamente significativas dentro da
mesma linhagem com p < 0,05 (Two-way ANOVA, com pos-teste de Sidak). * p < 0,05 indica
comparacao significativa entre as linhagens wt e AsdeB no mesmo intervalo de tempo. (B) A
producé@o proteica de Hsp90 é induzida nos backgrounds genéticos xylP::sdeA e AsdeB. O
anticorpo a-Hsp90 foi usado para reconhecer a proteina Hsp90 na analise de Western blot
durante o choque de temperatura. Os valores de expressdo sao arbitrarios e calculados por
densitometria usando ImageJ. O gel de coomassie (CBB gel) foi utilizado como controle de
carregamento.
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4.3.4 Discussao

Na resposta ao choque térmico classica, chaperonas moleculares sdo
induzidas para atuarem na diminui¢cdo da agregacéo de proteinas desnaturadas
e auxiliarem a restauracdo de suas conformac¢des nativas. Contudo, constatou-
se nas Ultimas décadas que os niveis das HSPs podem ser modulados em
funcdo de alteragbes na membrana plasmatica de procariotos a células de
mamiferos, sem a ocorréncia de choque térmico ou de desnaturacao proteica
(Carratu et al. 1996; Horvath et al. 1998; Balogh et al. 2005; Shigapova et al.
2005; Nagy et al. 2007; Porta et al. 2010). Além disso, muitas HSPs séo
encontradas associadas a membrana plasmética, estando as vezes localizadas
em microdominios lipidicos especificos, 0 que pode ser uma maneira que 0s
organismos tém de compartimentalizar as HSPs proximas a outras proteinas de
sinalizagdo que respondem a receptores da superficie celular [revisado em
Horvath et al. (2008)]. O conhecimento sobre essa relagao entre a resposta ao
choque térmico, a membrana plasmatica e as vias de sinalizacdo pode ser
bastante vantajoso no tratamento de doencas, no desenvolvimento de drogas
etc.

O estudo da interacdo complexa de mudltiplas vias emergindo de
fosfolipidios, esfingolipidios e colesterol tem ajudado a entender como o sinal da
percepc¢do do calor na membrana plasmatica é transduzido para a ativacao de
Hsfl, levando finalmente a expressdo de HSPs em células de mamiferos
[revisado em Torok et al. (2014) e Fabri et al. (2020)]. Com relacdo ao
metabolismo de acidos graxos, Leach and Cowen (2014) observaram
anteriomente que a deplecédo de OLE1 impede a ativacdo completa de Hsfl em
C. albicans via E3 ubiquitina ligase Rsp5 (um regulador transcricional de OLE1),
0 que diminui a expressdo de HSPs em resposta ao choque térmico. Apesar de
nao ter sido possivel estudar a ativagado de HsfA neste trabalho, foi observado
gue os niveis proteicos de Hsp90, o principal alvo transcricional de HsfA, foram
induzidos pela perda de fungédo do homologo de OLE1 em A. fumigatus, sdeA, e
do pseudogene sdeB (Figura 64). Este resultado, portanto, pode sugerir a
existéncia de um mecanismo regulatorio diferente daquele observado em C.
albicans, mas proximo aquele constatado em H. capsulatum, no qual a
superexpressao de OLE1 provocou a repressao da expresséo génica de HSP70
(Porta et al. 2010).
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Ademais, foi mostrado neste trabalho que o fator de transcricdo HsfA
desempenha um papel fundamental na homeostase da membrana plasmatica,
tanto na resposta ao estresse de membrana provocado por drogas como
anfotericina B, miriocina e aureobasidina A (Figura 58), quanto na regulacdo da
sintese de fosfolipidios insaturados (Figura 62) e esfingolipidios (Figura 59)
durante o choque térmico. Tendo em vista o efeito mais proeminente de HsfA
sobre a abundancia de lipidios contendo acidos graxos insaturados, a relacéo
entre esse fator de transcricdo e a A9-dessaturase SdeA foi investigada,
chegando-se a conclusdo de que HsfA modula os niveis dessa dessaturase
(Figura 63). Estes resultados sugerem que HsfA € necessario para a adaptacéo
da membrana plasmatica fangica ao choque térmico e apontam para a existéncia
de uma relacdo concisa entre a termotolerancia e o metabolismo de acidos
graxos em A. fumigatus. Importantemente, uma analise manual do genoma de
A. fumigatus utilizando os motifs de ligacdo de Hsfl encontrados em C. albicans
(Leach et al. 2016) e S. cerevisiae (Albrecht et al. 2010) permitiu a constatacao
de que a regido promotora de sdeA e sdeB possui ao menos um dos trés mais
importantes motifs de ligacdo de Hsfl (dados ndo mostrados), apontando que
HsfA pode de fato regular transcricionalmente estas dessaturases. Além disso,
o resultado de que Hsp90 interage fisicamente com SdeA mostra que Hsp90
pode auxiliar a funcao de SdeA principalmente durante o choque térmico, quando
a interacdo pareceu ser maior (Figura 63). Em concordancia, Hsp90 de C.
albicans interage fisicamente com as acidos graxos sintases Fasl e Fas2
(O'Meara et al. 2019), ao passo que Olel de S. cerevisiae interage fisicamente
com Hsp82 (Millson et al. 2005), que faz parte da familia das Hsp90.

Contudo, tendo em vista que, de uma maneira geral, os niveis de mRNA e
proteicos de SdeA diminuem no choque térmico, uma vez que uma menor
abundéancia de acidos graxos insaturados, e consequentemente fosfolipidios e
esfingolipidios insaturados, é necesséaria para a célula adaptar a fluidez da
membrana plasmatica a esta condi¢cdo, SdeA ndo deve ser a enzima principal
responsavel pelo aumento dos niveis dos fosfolipidios insaturados no mutante
xylP::hsfA durante o choque de temperatura (Figura 62). Este papel pode caber
a vias compensatdrias ndo exploradas ou outras dessaturases que ainda
precisam ser estudadas. Outras 6 dessaturases de acidos graxos foram

encontradas no genoma de A. fumigatus (Tang et al. 2018), sendo algumas delas
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A4-, A5,6- ou A12-dessaturases. Estas enzimas, no entanto, ainda carecem de
caraterizacdo. Analogamente, a hipétese de que uma degradacdo de lipidios
complexos insaturados ocorre no mutante xylP::hsfA levando ao acumulo de
fosfolipidios insaturados durante o choque térmico também necessita de
investigacao.
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Modulo 4.4 A relagdo entre a via de integridade da parede celular e a
composicado da membrana plasmatica de Aspergillus fumigatus

441 A delecdo das MAPKs mpkA e sakA provoca o acumulo de
esfingolipidios e ergosterol

Até aqui, este projeto identificou relacdes consistentes entre a resposta ao
choque térmico e a manutencao da integridade da parede celular, bem como
entre a resposta ao choque térmico e a homeostase da membrana plasmaética
de A. fumigatus. Tais relacbes demonstram a dependéncia e vinculo de
diferentes proteinas e processos do metabolismo celular. Como ultimo objetivo
deste trabalho, a relacdo entre parede celular e membrana plasmatica também
foi alvo de estudo. Nos ultimos anos, muitos trabalhos mostraram a existéncia
de conexdes interessantes entre moléculas lipidicas e a parede celular de fungos
[revisado em Fabri et al. (2019)]. A via de biossintese dos esfingolipidios, por
exemplo, regula a atividade da via CWI em C. neoformans por meio da producéo
de diacilglicerol (Heung et al. 2004). Além disso, esfingolipidios sédo capazes de
modular a resisténcia a equinocandinas, drogas estressoras da parede celular,
em C. albicans, C. glabrata e A. nidulans (Healey et al. 2012; Healey et al. 2015).
Por outro lado, a via CWI parece regular a resposta de resisténcia aos azois em
C. albicans (LaFayette et al. 2010), enquanto Mpk1 exerce fun¢éo na biossintese
de fosfolipidios em leveduras (Nunez et al. 2008). Ademais, foi demonstrado que
uma enzima chave da sintese de acidos graxos de S. cerevisiae, também
necessaria para a producao de esfingolipidios, é controlada pela sinalizacdo do
fator de troca de GDP/GTP Rom2 da via CWI (Olson et al. 2015).

A fim de investigar os impactos do comprometimento da parede celular
sobre alguns lipidios da membrana plasméatica, os mutantes da via CWI de A.
fumigatus (pkcA®>°R, AmpkA e ArlmA) e o mutante nulo da MAPK da via HOG
(AsakA) foram submetidos a mesma analise lipidomica descrita no modulo
anterior, em que esfingolipidios foram quantificados. Desta vez, o contetudo de
ergosterol dessas linhagens também foi quantificado. Os resultados da analise
de esfingolipidios mostraram, primeiramente, que o estresse de parede celular
causado por CR favorece o acumulo de esfingolipidios na linhagem selvagem
(ainda que sem significancia estatistica), mas o0 mesmo ndo ocorre na presenga

de CASP (Figura 65). Uma possivel explicacao para essa diferenca € o amplo
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espectro de acéo e efeitos secundarios do CR, que acabam afetando diversos
processos celulares. Com relacéo as linhagens mutantes, enquanto pkcAG>"°R e
ArlmA apresentaram niveis ligeiramente mais elevados de esfingolipidios totais
em comparacdo com a linhagem selvagem e os mesmos ndo foram muito
afetados pelo estresse da parede celular, os mutantes AmpkA e AsakA
acumularam muito mais esfingolipidios em suas células, e tais quantidades
aumentaram ainda mais na presenca de CASP (Figura 65). Esse resultado
sugere que as MAPKs das vias CWI e HOG desempenham um papel inibitério
na sintese de esfingolipidios, uma vez que o fungo acumulou esfingolipidios na
sua auséncia. Curiosamente, foi observado anteriormente que tanto mpkA
guanto sakA interagem geneticamente com ypkA, um gene que codifica uma

proteina quinase que regula a biossintese de esfingolipidios (Fabri et al. 2018).
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Figura 65. Os mutantes AmpkA e AsakA acumulam mais esfingolipidios. As espécies de
esfingolipidios das linhagens selvagem, pkcA%57°R AmpkA, ArlmA e AsakA na presenca e
auséncia de estresse na parede celular foram medidas por espectrometria de massas e
normalizadas pelos valores de fosfato inorganico (Pi). * p < 0,05, * p < 0,01 e ** p < 0,001 (Two-
way ANOVA com teste de Sidak em relacdo a linhagem selvagem na mesma condi¢&o).

A Figura 66, que mostra as espeécies de esfingolipidios agrupadas em
classes, confirma os resultados da Figura 65 e indica que os principais aumentos
nas linhagens AmpkA e AsakA foram nas concentragdes de dihidroesfingosina,
fitoesfingosina, ceramida e glucosilceramida, além de hidroxi-ceramida e hidroxi-
fitoceramida, o que sugere um aumento da sintese de novo de esfingolipidios.
Como complemento, a Figura E1 do APENDICE E mostra as espécies
individuais de esfingolipidios medidas. E importante notar que as espécies

hidroxiladas de ceramidas e fitoceramidas (OH-Cer e OH-PCer) e as espécies
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de glucosilceramida mais abundantes foram dramaticamente aumentadas na
delecdo de mpkA. Interessantemente, foi demonstrado anteriormente que as
hidroxi-ceramidas exercem funcdo na homeostase da membrana e na
sinalizacao celular em diferentes tipos de células humanas (Kota and Hama
2014; Cha et al. 2016), enquanto as glucosilceramidas e outros
glicoesfingolipidios estdo relacionados ao processo de germinacgdo fungica e
filamentacdo (Fernandes et al. 2018), bem como a outros processos em
diferentes organismos (Lingwood 2011). Assim, estes resultados sugerem uma
possivel relacdo integrada entre MpkA, SakA e a biossintese de esfingolipidios
nesses processos, e MpkA e SakA podem ser importantes moléculas de

sinalizacao para a biossintese de esfingolipidios.
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Figura 66. Gréaficos da concentragao de esfingolipidios nas linhagens selvagem, AsakA e mutantes da via CWI separadas por classes. As espécies
de esfingolipidios das linhagens selvagem, pkcA®57°R, AmpkA, ArlimA e AsakA na presenca e auséncia de estresse na parede celular causado por 300 pg/ml
de congo red ou 2 pg/ml de caspofungin foram agrupadas de acordo com a classe dos esfingolipidios. DHS: dihidroesfingosina; DHC: dihidroceramida; Cer:
ceramida; GlcCer: glucosilceramida; OH-Cer: hidroxi-ceramida; PHS: fitoesfingosina; PCer: fitoceramida; OH-PCer: hidroxi-fitoceramida; IPC: inositolfosforil
ceramida. As barras representam diferencas significativas dentro da mesma linhagem. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001 (Two-way ANOVA
com teste de Sidak em relacdo a linhagem selvagem na mesma condigdo).

179



A sequir, o contetdo de ergosterol das mesmas amostras foi quantificado
por TLC (Figura F1 do APENDICE F). Primeiramente, notou-se que o estresse
de parede celular causado por CR e CASP aumentou a concentracdo de
ergosterol na linhagem selvagem de A. fumigatus (Figura 67), ainda que de
maneira ndo estatisticamente significativa. Além disso, os mutantes da via CWI
e o0 mutante nulo AsakA também apresentaram niveis mais elevados de
ergosterol em relacéo a linhagem selvagem, sugerindo que o comprometimento
da parede celular desencadeia a sintese deste esterol. Porém, novamente tais
comparacdes ndo foram estatisticamente significativas. Embora o CR também
nao tenha aumentado significativamente a quantidade de ergosterol nas
linhagens mutantes, CASP aumentou significativamente nas linhagens AmpkA e
AsakA (Figura 67), de forma semelhante aos resultados da analise de
esfingolipidios (Figura 66).

Em concordancia com esses resultados, foi observado anteriormente que
células de levedura sem Mpkl também exibem aumento do acumulo de esterdis
livres e ésteres de esterol, além de fosfolipidios (Nunez et al. 2008), sugerindo
que a via CWI é necessaria para manter a homeostase lipidica adequada da
levedura. Além disso, a repressao do gene ERG9, que codifica uma enzima da
via de biossintese do ergosterol, leva ao aumento da fosforilagdo de Mpkl e
ativacdo da via CWI em S. cerevisiae, 0 que aponta mais uma vez para uma
relacdo concisa entre as vias CWI e de biossintese de ergosterol (Tanaka and
Tani 2018). Assim, talvez a combinacéo terapéutica que aflinge tanto a parede
celular quanto a biossintese de ergosterol possa ser uma boa opc¢édo para o
tratamento da API.

A inibicdo da via HOG, por sua vez, aumenta a expressao de genes de
biossintese de ergosterol e consequentemente o contetdo celular de ergosterol
em C. neoformans, sugerindo que a biossintese de ergosterol € reprimida pela
via HOG em condi¢des normais (Ko et al. 2009). Além disso, a MAPK Hogl, o
homologo de SakA, medeia a repressédo da biossintese de ergosterol em S.
cerevisiae, embora sua delecdo diminua o conteudo de ergosterol (Montanes et
al. 2011). Ademais, Hogl também parece regular o metabolismo de ergosterol
em C. albicans (Herrero-de-Dios et al. 2020). Os resultados da Figura 67
sugerem que as vias CWI e HOG também apresentam papéis regulatorios

repressivos sobre a biossintese de ergosterol em A. fumigatus.
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Figura 67. O comprometimento da parede celular provoca o acimulo de ergosterol em A.
fumigatus. A concentracdo de ergosterol nas linhagens selvagem, pkcA®579R, AmpkA, ArlmA e
AsakA foi medida por densitometria apds analise e separacdo por TLC. Os valores foram
normalizados pela estimativa de Pi e plotados em rela¢do ao controle da linhagem selvagem. (A)
Comparacao durante o tratamento com 300 pug/ml de congo red. (B) Comparagédo durante o
tratamento com 2 pg/ml de caspofungin. As barras representam diferencgas significativas dentro
da mesma linhagem. *p<0,05e ***p < 0,001 (Two-way ANOVA com teste de Dunnet em relacéo
a linhagem selvagem na mesma condicao).

4.4.2 O mutante AmpkA é suscetivel a inibicdo da sintese de ergosterol,
enquanto o mutante AsakA é suscetivel a inibicdo da sintese de
esfingolipideos e ergosterol

Em S. cerevisiae e C. albicans, Pkcl regula a resposta e resisténcia aos
inibidores da biossintese de ergosterol (azois, alilaminas e morfolinas)
(LaFayette et al. 2010), uma vez que o comprometimento de Pkcl aumenta a
suscetibilidade a esses compostos, 0 que destaca Pkcl e a biossintese de
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ergosterol como alvos proeminentes para uma terapia antifUngica combinatéria.
Além disso, mutantes de delecdo dos genes da via CWI séo hipersensiveis ao
fluconazol em S. cerevisiae (Parsons et al. 2004) e C. neoformans (Lee et al.
2012). Tendo em vista essas informacdes e os resultados da analise lipiddomica,
a sensibilidade do mutante AmpkA a inibidores da sintese de ergosterol foi
testada, assim como a sensibilidade ao inibidor da sintese de esfingolipidios
miriocina, uma vez que esse mutante também acumulou mais esfingolipidios.
Como mostrado na Figura 68, a delecdo de mpkA levou a uma ligeira
sensibilidade a lovastatina e a uma consideravel suscetibilidade ao fluconazol.
Ja na presenca de miriocina, o mutante AmpkA foi um pouco mais resistente que

as linhagens selvagem e complementante.
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Figura 68. O mutante AmpkA é sensivel alovastatina e ao fluconazol. A quantidade indicada
de conidios das linhagens selvagem, AmpkA e AmpkA::mpkA* foram inoculados em MM sdélido
contendo as concentra¢des indicadas de miriocina (MYR), lovastatina (LOV) e fluconazol
(FLUCO). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.

Apesar de acumularem mais ergosterol (Figura 67), as linhagens pkcAG57°R
e ArlmA de A. fumigatus também s&o mais suscetiveis ao azol voriconazol do
que a linhagem selvagem (Rocha et al. 2015; Rocha et al. 2016), sugerindo que
os defeitos da via CWI podem aumentar a eficiéncia dos azdis. A principio
contraditorio, o resultado do mutante AmpkA acumular mais ergosterol (Figura
67) e ainda assim ser mais suscetivel a droga fluconazol (Figuras 68) pode ser

explicado pelo fato de azéis como o fluconazol inibirem a enzima lanosterol-
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demetilase, cuja perda de funcéo leva ao acumulo do metabdlito dienol, que é
fungistatico para a célula fungica (Bhattacharya et al. 2018). Dessa forma,
linhagens que acumulam mais ergosterol por maior atividade de enzimas mais a
jusante na via sdo mais sensiveis a azois.

Uma vez que o mutante AsakA também acumulou mais esfingolipidios e
ergosterol, a sensibilidade dessa linhagem a inibidores da sintese de
esfingolipidios e ergosterol foi testada. Dessa vez, a delecdo de sakA provocou
grande suscetibilidade a miriocina e moderada sensibilidade ao fluconazol, mas

nao a lovastatina (Figura 69).
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Figura 69. O mutante AsakA é sensivel a miriocina e ao fluconazol. A quantidade indicada
de conidios das linhagens selvagem, AsakA e AsakA::sakA* foram inoculados em MM sdlido
contendo as concentragfes indicadas de miriocina (MYR), lovastatina (LOV) e fluconazol
(FLUCO). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.
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Um mutante AsakA de A. fumigatus (originado de uma linhagem parental
diferente daquela usada neste trabalho) também foi considerado mais sensivel
ao azol itraconazol (Kim et al. 2012). Por outro lado, a delecdo do homadlogo de
sakA, HOG1, em C. neoformans aumenta a resisténcia aos azois (Ko et al.
2009). Considerando os resultados acima, no futuro seré interessante investigar
bioquimicamente os papéis regulatorios das vias CWI e HOG sobre a biossintese

de esfingolipidios e ergosterol em A. fumigatus.
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4.4.3 Discussao

Embora a parede celular e a membrana plasmatica de organismos fangicos
sejam geralmente estudados separadamente por abordagens de genética
molecular, elas frequentemente se conectam em diferentes processos celulares,
como crescimento, alongamento de hifas e delimitacdo de areas de deposicao
de novo de carboidratos na parede celular [revisado em Riquelme et al. (2018)].
Portanto, uma importante questdo em aberto é como os polissacarideos da
parede celular e as proteinas de membrana se unem para guiar e permitir a
morfogénese da parede celular [revisado em Gow et al. (2017)]. Em geral,
abordagens de genética reversa tém mostrado ha algum tempo que
perturbacbes na CWI também causam maior suscetibilidade a agentes
estressores da membrana. Um exemplo claro € o detergente aniénico SDS, que
€ amplamente utilizado em triagens genéticas e como ferramenta para avaliar
caracteristicas fenotipicas em mutantes da parede celular ou da membrana
plasmética. O SDS néo s6 desestabiliza as membranas celulares, como também
desnatura as proteinas da parede celular, o que por sua vez pode interferir nas
cascatas de sinalizacdo associadas a CWI. Como consequéncia, 0s mutantes
com parede celular defeituosa, inclusive em A. fumigatus, sdo mais suscetiveis
a danos na membrana plasmatica (Valiante et al. 2008; Valiante et al. 2009;
Rocha et al. 2015; Rocha et al. 2016). Além disso, uma parede celular defeituosa
pode facilitar a internalizacdo de farmacos, resultando na potencializacado de
azois ou na eficiéncia da anfotericina B, sendo esta a premissa para 0 emprego
de uma estratégia de terapia combinada visando a parede celular e a membrana
plasmética, concomitantemente. No entanto, as consequéncias do estresse a
parede celular e como ele se reflete na membrana plasmaética e vice-versa séo
pouco compreendidas, especialmente em fungos filamentosos, em grande parte
devido as dificuldades técnicas para se isolar coletivamente as estruturas de
parede celular ou membrana celular intactas e nativas.

MpkA é a MAPK da via CWI (Figura 4), a qual responde ao estresse de
parede celular e atua na biossintese e remodelamento desta estrutura. Neste
trabalho, foi verificado que o mutante nulo AmpkA em A. fumigatus acumula
esfingolipidios (Figuras 65 e 66), uma importante classe de lipidios com fungéo
estrutural e de sinalizagao, sugerindo um papel regulador da via CWI sobre a

sintese de esfingolipidios. Esse acumulo pode explicar a sutil resisténcia do
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mutante AmpkA ao inibidor da sintese de esfingolipidios miriocina (Figura 68).
Em S. cerevisiae, a via de sinaliza¢do que regula a biossintese de esfingolipidios
compreende uma cascata de sinalizagdo ativada por duas proteinas quinases
associadas a membrana plasmatica: Pkhl e Pkh2 (Casamayor et al. 1999).
Essas proteinas fosforilam e ativam as quinases Ypkl e Ypk2 (homologas de
YpkA em A. fumigatus), que por sua vez fosforilam e inibem as proteinas Orm1
e Orm2 na membrana do reticulo endoplasmatico, levando a ativagdo da
biossintese de esfingolipidios (Roelants et al. 2002; Roelants et al. 2011).
Numerosos estudos mostraram que a cascata de sinalizacdo dos esfingolipidios
se conecta de fato a diferentes etapas da via CWI em leveduras, corroborando
0s resultados apresentados neste trabalho. Pkhl e Pkh2, por exemplo,
interagem e ativam Pkcl (a proteina quinase apical da via CWI), especialmente
durante o aumento da concentracao in vitro de bases esfingoides, que séo as
unidades estruturais dos esfingolipidios (Inagaki et al. 1999; Friant et al. 2001;
Roelants et al. 2004). Na verdade, maiores niveis das bases esfingdides, como
dihidroesfingosina e fitoesfingosina, parecem ativar o modulo de sinalizacao
Pkh1/Pkh2, Ypkl1/Ypk2 e, consequentemente, Pkcl (Friant et al. 2001; Liu et al.
2005). Além disso, Ypkl/Ypk2 também mantém a GTPase Rhol posicionada na
membrana plasmética, permitindo assim a ativacdo de Pkcl em resposta ao
estresse da membrana (Hatakeyama et al. 2017). Em A. fumigatus, Rhol é uma
proteina com localizacao na ponta apical, ou seja, em areas de novo crescimento
da célula fungica, enquanto Rho4 é uma proteina essencialmente localizada na
membrana plasmatica de toda a hifa (Dichtl et al. 2010; Dichtl et al. 2012). Assim,
investigar o papel dos lipidios de membrana na ativacdo da CWI via participacdo
de proteinas Rho pode ser uma estratégia bastante relevante para a busca de
novas maneiras de interfereir na estabilidade da parede celular em fungos.
Semelhantemente, o metabolismo dos esfingolipidios também regula a CWI no
patdgeno C. neoformans. Neste fungo, a inositolfosforil ceramida sintase 1
(Ipcl), uma enzima do ramo acido da via de biossintese dos esfingolipidios
necessaria para a sintese de inositolfosforil ceramidas e inibida pelo antibiético
aureobasidina A, é capaz de ativar Pkcl por meio da formacao de diacilglicerol
durante sua reacao enzimatica (Luberto et al. 2001; Heung et al. 2004)

Por sua vez, Zhang et al. (2004) mostraram que Pkcl de S. cerevisiae

controla a expresséo de Ypkl, uma vez que células APKC1 exibem niveis mais
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baixos de Ypkl néo fosforilada. Em concordancia, a superexpressédo de RHO2,
ROM2 e PKC1 na levedura atenua os defeitos de crescimento causados pelo
tratamento com miriocina (Kobayashi et al. 2005). Sendo Ypkl fosforilada a
forma proteica de Ypkl que estd associada a uma maior sintese de
esfingolipidios, os resultados de Zhang et al. (2004) sugerem que 0 mutante
APKC1 acumula menos esfingolipidios, diferentemente do mutante AmpkA em
A. fumigatus. Isso pode significar que a regulacéo feita por MpkA (ou Mpkl em
S. cerevisiae) é independente da via CWI. De fato, como MpkA e YpkA interagem
geneticamente em A. fumigatus, mas nédo fisicamente quando as células séo
expostas ao choque térmico (Fabri et al. 2018), o mecanismo regulatério de
MpkA e YpKA parece ser indireto e ambas as proteinas quinases devem atuar
em vias paralelas para garantir a sobrevivéncia do fungo. Independentemente,
os esfingolipidios sdo essenciais para a formacdo das chamadas jangadas
lipidicas e, consequentemente, para o posicionamento de proteinas a superficie
celular. Assim, um possivel significado biolégico para estas interacdes entre a
via de sinalizagdo dos esfingolipidios e a via CWI é que o crescimento da
membrana plasmatica por fusédo de vesiculas enriquecidas com esfingolipidios &
monitorado e acoplado a expansédo da parede celular, e este processo pode
exigir a regulacdo paralela de Pkh1l/Pkh2, Ypkl/Ypk2 e Pkcl-Mpkl (e seus
homologos em A. fumigatus) [revisado em Levin (2005)].

Outra via de sinalizacdo de proteinas MAPKs em fungos é a via HOG, que
atua principalmente na resposta ao estresse osmaotico, mas também responde
ao estresse de parede celular (Bermejo et al. 2008; Garcia et al. 2009; Altwasser
et al. 2015; Bruder Nascimento et al. 2016). No organismo modelo S. cerevisiae,
tais estresses iniciam uma resposta de sinalizacao que resulta na fosforilagdo da
proteina Pbs2, que ativa a MAPK Hogl (homélogo de SakA e MpkC em A.
fumigatus), responsavel por ativar diferentes fatores de transcricdo que
coordenam VAarios processos necessarios para a adaptacao celular [revisado em
Hohmann (2009)]. Os resultados aqui apresentados mostraram,
semelhantemente ao gene mpkA, que a perda de funcdo de sakA provoca o
acumulo de esfingolipidios em A. fumigatus (Figuras 65 e 66), sugerindo que
SakA, e possivelmente a via HOG, regulam a biossintese desses lipidios. Essa
relacédo havia sido encontrada apenas em S. cerevisiae, em que mutantes nulos

de genes envolvidos na via HOG, como PBS2 e HOGI1, resultaram em
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quantidades aumentadas de esfingolipidios, como inositolfosforil ceramidas e
ceramidas, respectivamente, sugerindo a ocorréncia de um feedback entre sinais
de estresse osmatico e a homeostase de esfingolipidios (da Silveira Dos Santos
et al. 2014). Além disso, j4 foi relatado que diferentes perturbagbes na
homeostase dos esfingolipidios levam a ativacao da via HOG em levedura, como
() a inibicdo da biossintese de esfingolipidios por meio do tratamento com
miriocina ou aureobasidina A; (ii) a adicdo exdgena de ceramida; (iii) e a perda
de Iscl (inositol fosfosfingolipideo fosfolipase C), que produz ceramidas a partir
de manosilinositol fosforilceramidas (Barbosa et al. 2012; Tanigawa et al. 2012).
Em concordancia com esses estudos, a ativacao de SakA € induzida pela perda
de funcéo de ypkA em A. fumigatus, organismo no qual YpkA e SakA interagem
genética e fisicamente (Fabri et al. 2018). Contudo, o paradoxo entre os fenotipos
de acumulo de esfingolipidios (Figuras 65 e 66) e de maior suscetibilidade a
miriocina (Figura 68) apresentados pela linhagem AsakA ainda precisa ser
melhor investigado para o completo entendimento da regulacéo feita pela via
HOG na biossintese de esfingolipidios.

Apesar da extensa literatura sobre a relacdo entre as vias CWI ou HOG e
a sintese de esfingolipidios, pouco foi descoberto sobre a relacédo entre ambas
cascatas de sinalizacéo e a via biosintética de ergosterol, especialmente em A.
fumigatus. Os poucos trabalhos que focaram nesse tema ja foram citados
durante a apresentacdo dos resultados deste moddulo, com os quais foi
observado um claro acimulo de ergosterol em células AmpkA e AsakA (Figura
67), sugerindo que as vias CWI e HOG regulam a biossintese desse lipidio. No
entanto, o efeito da deplecdo de ergosterol na ativacdo de MpkA e o papel
regulador de PkcA na biossintese de ergosterol, previamente observado em
homélogos de S. cerevisiae e C. albicans (LaFayette et al. 2010; Tanaka and
Tani 2018)], ainda precisam ser investigados em A. fumigatus. Analogamente, o
nivel de fosforilacdo, e consequentemente ativacdo, de SakA durante a inibicao
da sintese de ergosterol precisa ser estudado. Recentemente, foi verificado em
nosso laboratdrio por meio de MicroArray que o fator de transcricdo RImA regula
a expressédo de genes envolvidos na via de biossintese de ergoesterol (dados
nao publicados). Dados do nosso laboratoério indicam também que grande parte
dos alvos transcricionais de RImA dependem da ativacdo do eixo PkcA-MpkA e

da fosforilgdo de RImA (Rocha et al. 2016; Rocha et al. 2020a). Porém, se as
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acOes e a contribuicdo de RImA sobre a biossintese de ergosterol sao diretas ou

estritamente depedendes de PkcA ou MpkA ainda n&o foi investigado.
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5. Concluséo

Uma caracterizacédo detalhada do fator de transcricdo de choque térmico
HsfA foi realizada neste trabalho, demonstrando o papel desta proteina na
resposta ao estresse de temperatura e na manutencao da integridade da parede
celular do fungo A. fumigatus. Adicionalmente, a dessaturase de acidos graxos
SdeA e o pseudogene sdeB também foram estudados, sendo verificada a
importancia de ambos para a homeostase dos lipidios de membrana plasmética.
Ademais, a relacdo entre HsfA e o metabolismo de lipidios foi investigada,
demonstrando que HsfA € importante para a sintese de fosfolipidios e
esfingolipidios e regula a expressao da dessaturase SdeA e do pseudogene
sdeB. Por fim, foi observado que as MAPKs MpkA e SakA regulam a sintese de
esfingolipidios e ergosterol. Estes resultados mostram que as estruturas e
processos celulares dos microrganismos muitas vezes se relacionam e
interconectam. Os progressos mais relevantes obtidos nesta tese levam a
conclusao de que:

e O fator de transcricdo HsfA é essencial para a termotolerancia de A.
fumigatus, importante para a tolerancia ao estresse de parede celular e oxidativo,
e necessario para a completa viruléncia deste patdégeno;

e hsfA interage geneticamente com os genes pkcA, mpkA e sakA, que
fazem parte das vias de sinalizacdo CWI e HOG, respectivamente;

¢ O choque térmico e o estresse da parede celular espessam a parede
celular fingica e desencadeiam a expressao coordenada de hsfA e hsp90, a qual
é regulada pelos componentes da via de sinalizacado CWI PkcA e MpkKA,;

o HsfA regula a expressédo de genes relacionados a resposta ao choque
térmico, biossintese e remodelamento da parede celular e homeostase lipidica;

e A proteina HsfA também regula a sintese de fosfolipidios e esfingolipidios
em A. fumigatus;

e O gene sdeA é essencial em A. fumigatus e codifica uma dessaturase de
acidos graxos importante para a producao de acido oleico e palmitoleico e para
a homeostase de fosfolipidios;

e sdeB é um pseudogene que exerce importante papel na viruléncia de A.

fumigatus;
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e sdeA e sdeB interagem geneticamente e modulam suas expressfes
mutuamente;

e A expressao de SdeA é regulada pelo fator de transcricdo HsfA;

e MpkA e SakA, as MAPKs das vias CWI e HOG, modulam negativamente
a sintese de esfingolipidios e ergosterol, o que conecta a via CWI com o

metabolismo de lipidios da membrana plasmatica.
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APENDICE A - Validacdo do RNA-Seq por RT-gPCR
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Figura Al. RT-gPCR de genes diferencialmente expressos selecionados na analise de
RNA-Seq. As barras com cores diferentes e separadas por linhas tracejadas indicam diferentes
categorias de GO, sendo estas: resposta ao choque térmico, atividade de chaperona e
dobramento de proteina (azul); biossintese e organizacao da parede celular (cinza); metabolismo
lipidico (salmao); e metabolismo do ferro (rosa). As linhagens foram cultivadas em MM liquido
suplementado com xilose 1% por 24 horas a 30°C. Posteriormente, os micélios foram lavados
duas vezes com MM e incubados por 4 horas a 30°C em MM para a repressao de hsfA. O choque
de temperatura foi induzido pela transferéncia do micélio para MM pré-aquecido por 15 e 60
minutos a 48°C. A abundancia de cada gene foi dividida pela abundancia do normalizador tubA.
Os resultados sdo expressos como logz da razdo xylP::hsfA/wt para cada ponto de tempo.
Médias + SD (n = 3) sdo mostrados. Para comparacéo, os heat maps no topo mostram 0s
resultados do RNA-Seq para cada gene.
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APENDICE B - Formulas e massas moleculares dos metabdlitos secundarios

quantificados

Metabolite
Trypostatin B
Trypostatin A

Ferricrocin

Triacetylfusarinine C
Brevianamide F
Fumitremorgin B
Fumitremorgin C

Demethoxyfumitremorgin C

Pyripyropene A
Pyripyropene E
Pyripyropene F
Pyripyropene G
Pyripyropene N
Pyripyropene O

Fumiquinazoline A/B

Fumiquinazoline C/D

Molecular formula
C21H25N302
C22H27N303
C28H47N9O13

CsoHes3sFeNsO153*

C16H17N302
C27H33N30s5
C22H25N303
C21H23N302
C31H37NO1o0
C27H33NOs
C2s8H3s5NOs
C27H33NOes
C31H39NOs
C20H3sNO7
C24H23N504
C24H21N504

MW (g/mol)

351.45
381.476
717.734
911.805
283.331
479.577

379.46
349.434
583.634
451.235
465.251
467.562
553.652
509.599
445.479
443.463
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APENDICE C - Quantificacdo de fosfolipidios nas linhagens selvagem,

xylP::hsfA e xylP::sdeA
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de fosfolipidios nas linhagens selvagem,

Figura C1. Quantificacéo

| de fosfolipidios medidos nas linhagens selvagem, xylP::hsfA e

xylP::sdeA. (A) Proporg&o gera

xylP::sdeA de A.

de fosfatidilcolina (B),

écie

de cada esp

A abundancia
fosfatidiletanolamina (C) e fosfatidilserina (D) nas trés linhagens na condi¢éo basal de 30°C e

fumigatus.

durante o choque térmico, sob repressao (glicose), foi quantificada e plotada na forma de grafico
heat map. Todas as nomenclaturas de abreviacdes de fosfolipidios sdo expressas como “acido

de ligagcBes duplas C-C).

, namero

de carbonos; Y

Os heat maps foram criados utilizando o software GraphPad Prism. PC: fosfatidilcolina; PE:

fosfatidiletanolamina; PS: fosfatidilserina.

, humero

do graxo” no formato X:Y (X

graxo-aci
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APENDICE D - Quantificacdo de esfingolipidios nas linhagens selvagem e
xylP::hsfA

Sample
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Figura D1. A repressdo de hsfA provoca o acumulo de esfingolipidios no choque de
temperatura. As espécies de esfingolipidios das linhagens selvagem e xylP::hsfA na condicédo
basal de 30°C e durante o choque térmico, sob repressdo (glicose), foram medidas por
espectrometria de massas. Grafico heat map mostrando a concentragdo de cada espécie
medida. DHS: dihidroesfingosina; DHC: dihidroceramida; Cer: ceramida; GlcCer:
glucosilceramida; OH-Cer: hidroxi-ceramida; PHS: fitoesfingosina; PCer: fitoceramida; OH-PCer:
hidroxi-fitoceramida; IPC: inositolfosforil ceramida. Todas as nomenclaturas de abreviagfes de
esfingolipidios sdo expressas como “cadeia de base esfingoide/acido graxo” no formato X:Y;Z
(X, nimero de carbonos; Y, nimero de ligagbes duplas C-C; Z, niumero de grupos hidroxila). O
heat map foi criado utilizando o software GraphPad Prism.
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APENDICE E - Quantificacdo de esfingolipidios nas linhagens selvagem,
PKCAGS79R - AmpkA, ArimA e AsakA

Sample
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Figura E1. Os mutantes AmpkA e AsakA acumulam mais ceramidas, hidroxi-ceramidas,
hidroxi-fitoceramidas e glucosilceramidas. As espécies de esfingolipidios das linhagens
selvagem, pkcACGS9R AmpkA, ArlmA e AsakA na presenca e auséncia de estresse na parede
celular causado por 300 pg/ml de congo red (CR) ou 2 pg/ml de caspofungin (CASP) foram
medidas por espectrometria de massas. Gréafico heat map mostrando a concentracdo de cada
espécie medida. Os asteriscos vermelhos destacam as espécies cuja concentracdo foi bem
maior na linhagem AmpkA ou AsakA. DHS: dihidroesfingosina; DHC: dihidroceramida; Cer:
ceramida; GlcCer: glucosilceramida; OH-Cer: hidroxi-ceramida; PHS: fitoesfingosina; PCer:
fitoceramida; OH-PCer: hidroxi-fitoceramida; IPC: inositolfosforii ceramida. Todas as
nomenclaturas de abreviacbes de esfingolipidios sdo expressas como “cadeia de base
esfingoide/acido graxo” no formato X:Y;Z (X, nimero de carbonos; Y, nimero de liga¢des duplas
C-C; Z, numero de grupos hidroxila). O heat map foi criado utilizando o software GraphPad Prism.
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APENDICE F - Placas de TLC para quantificacéo de ergosterol

A control Congo Red 300 pg/ml

wt pkcASSR AmpkA ArimA AsakA  wt pkcASS°R AmpkA ArlmA AsakA

L L D mmp—

B control Caspofungin 2 pg/ml

wt pkcASS7R AmpkA ArlmA AsakA  wt pkcA®R AmpkA ArimA AsakA

- . :
‘ . . - . .. w % ergosterol

Figura F1. Placas de TLC das linhagens selvagem, pkcA®7°R AmpkA, ArImA e AsakA.
Imagem para exemplificar o resultado obtido apds a cromatografia em camada delgada (TLC) e
utilizado para quantificacdo do ergosterol na presenca de congo red (A) e caspofungin (B). As
amostras foram extraidas e corridas em uma placa de silica gel conforme descrito na secéo
Materiais e Métodos. A luz ultravioleta foi utilizada para visualizar as bandas correspondentes ao
ergosterol, as quais foram submetidas a analise densitométrica no software ImageJ e
normalizadas pela estimativa de Pi. O mesmo procedimento foi seguido para as outras réplicas
(dados ndo mostrados).
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APENDICE G - Artigos publicados durante o Doutorado do estudante
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FIGUEIREDO; BERTOLINI, MARIA CELIA; DA CUNHA, ANDERSON
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TAICIA PACHECO; MALAVAZI, IRAN. Transcriptional control of the production
of Aspergillus fumigatus conidia-borne secondary metabolite fumiquinazoline C
important for phagocytosis protection. Genetics, v. 036, p. 1, 2021. Doi:
10.1093/genetics/iyab036.

2. FABRI, JOAO HENRIQUE TADINI MARILHANO; ROCHA, MARINA
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RIES, LAURE NICOLAS ANNICK; CUNHA, ANDERSON FERREIRA DA;
GOLDMAN, GUSTAVO HENRIQUE; DEL POETA, MAURIZIO; MALAVAZI,
IRAN. The Heat Shock Transcription Factor HsfA Is Essential for
Thermotolerance and Regulates Cell Wall Integrity in Aspergillus fumigatus.
Frontiers in Microbiology, V. 12, p. 656548, 2021. Doi:
10.3389/fmich.2021.656548.
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2020. Doi: 10.1128/AEM.02347-19.
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of sphingolipids in eukaryotic organisms upon thermal adaptation. Progress in
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Abstract

Aspergiffus fumigatus produces diverse secondary metabolites whose biological functions and regulation remain to be understood.
Despite the importance of the conidia for this fungus, the role of the conidia-bom metabolite fumiquinazoline C (FqC) is unclear. Here,
we describe a dual function of the cell-wall integrity pathway in regulating FqC biosynthesis dictated by the MAPK kinase MpkA, which
phosphorylates one of the nonribosomal peptide synthetases enzymes of the cluster (FmqC), and the transcription factor RimA, which
directly regulates the expression of fmg genes. Another level of crosstalk between the FgC regulation and the cell physiology is described
since the deletion of the stress-responsive transcription factor sebA provokes derepression of the fmq cluster and overproduction of FqC.
Thus, we describe a mechanism by which A. fumigatus controls FaC biosynthesis orchestrated by MpkA-RImA and SebA and hence

enabling survival and adaptation to the environmental niche, given that FqC is a deterrent of ameba predation.

Keywords: cell wall integrity pathway; fumiquinazoline C; pkcA; mpkA; rimA; sebA, amoeba predation

Introduction

Conidia (asexual spores) are the dispersive propagules for most of
the known filamentous fungi. The ability of the human pathogen
Aspergillus fumigatus to produce massive amounts of such struc-
tures is a hallmark in comparison to other pathogenic molds and
is recognized as a critical element that facilitates its environmen-
tal dispersion and access to the human airways (Kwon-Chun
and Sugui 2013). Subsequently, conidial germination and myce-
lium formation in the human lungs of severely immunocompro-
mised patients can cause the life-threatening disease invasive
pulmonary aspergillosis, which is associated with high mortality
rates {Brown et al. 2012; Bongomin et al. 2017, Latge and
2019).

As an environmentally acquired pathogen, A. fumigatus
spends most of its life cycle in the soil (Casadevall et al. 2013;
Ferling et ai. 2040). The structural and chemical elements that
decorate the conidia surface, such as the secondary metabolites
(SM), are ccnsidered imporiant self-defense weapons because
they can help A. fumigatus to suxvive in natural niches where it

Chamilos

faces multikingdom microbial competition and predation by soil
inhabitants (Hillmann et al. 2015; Ferling et al. 2020). These obser-
vations support the idea that soﬂ ameba serves as a selection
mechanism, leading to the emergence of virulence traits in differ-
ent microbes via the development of sirategies to counteract
phagocytic uptake or intracellular passage (Frken et al 2013;
Movohradska et al. 2017; Casaasvall et al. 2019).

It has been shown that the presence of SMs accumnulated in
the A. fumigatus aerial structures interferes in conidial uptake
by mammalian phagocytes and also from scil predators such
as frugivorous (Protostelium awrantivwy and nonfrugivorcus
(Dictyostelium discoideum) amebas (Hillmann el al 2015; Rafla and
Keller 2019; Ferling ef al. 2020). Among the main SMs enriched in
A. fumigatus conidia, 1,8-dihydroxynaphthalene-melanin and try-
pacidin have received most of the attention over the past
years with a focus on how these prototypical conidia-born SM
representatives confer a dual-usage capability to defend against
phagocytes in the environment and animal hosts (Jahn et al. 2002;
Gauthier et gl 2012, Hillmann ef a. 2015;
Hagiwara et al. 2017).

ttern et al. 2015;
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The deleterious effects of human-induced climate change have long been predicted.
However, the imminent emergence and spread of new diseases, including fungal
infections through the rise of thermotolerant strains, is still neglected, despite
being a potential consequence of global warming. Thermotolerance is a remarkable
virulence attribute of the mold Aspergillus fumigatus. Under high-temperature stress,
opportunistic fungal pathogens deploy an adaptive mechanism known as heat shock
(HS) response controlled by heat shock transcription factors (HSFs). In eukaryotes,
HSFs regulate the expression of several heat shock proteins (HSPs), such as the
chaperone Hspl0, which is part of the cellular program for heat adaptation and a
direct target of HSFs. We recently observed that the perturbation in cell wall integrity
(CWI) causes concomitant susceptibility to elevated temperatures in A. fumigatus,
although the mechanisms underpinning the HS response and CWI! cross tatking
are not elucidated. Here, we aim at further deciphering the interplay between HS
and CWI. Our results show that cell wall ultrastructure is severely modified when
A. fumigatus is exposed to HS. We identify the transcription factor HsfA as essential
for A. fumigatus viability, thermotolerance, and CWI. Indeed, HS and cell wall stress
rigger the coordinated expression of both hsfA and hsp90. Furthermore, the CWI
signaling pathway components PkcA and MpkA were shown to be important for
HsfA and HspS0 expression in the A. fumigatus biofilms. Lastly, RNA-sequencing
confirmed that hsfA regulates the expression of genes related to the HS response,

i Aprit 2021 | Molume 12 A




§ AMERICAN

Applied and Environmental
3 Massowar Microbiology”

The Cell Wall Integrity Pathway Contributes to the Early
Stages of Aspergillus fumigatus Asexual Development

Marina Campos Rocha,® Joao Henrique Tadini Marilhano Fabri,® Isabelle Taira Simoes,

Daisuke Hagiwara,© Anderson Ferreira da Cunha,® Gustavo Henrique Goldman,d

Rafael Silva-Rocha,®

David Canovas,® Iran Malavazi®

“Departamento de Genética e Fvolucdo, Centro de Ciéncias Bioldgicas & da Saude, Universidade Federa! de Sao Carlos, Sao Carlos, Sac Paulo, Brazil

"Departamento de Biologia Celular e Molecular, Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto, Universidade de Sao Paule, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazit

“Faculty of Life and Envirenmental Sdences, University of Tsukuba, ibaraki, Japan

“Departarnento de (iéncias Farmacéuticas, Faculdade de Ciéndias Farmacéuticas de Ribeirio Preto, Universidade de S3o Paulo, Ribeirdo Prete, S3o Paulo, Brazi!

*Department of Genetics, University of Sevitle, Seville, Spain

ABSTRACT  Aspergillus fumigatus is a major cause of human disease. The survival of
this fungus is dependent on the cell wall organization and function of its compo-
nents. The cell wall integrity pathway (CWIP) is the primary signaling cascade that
controls de novo synthesis of the cell wall in fungi. Abundant conidiation is a hall-
mark in A, fumigatus, and uptake of conidia by a susceptible host is usuaily the ini-
tial event in infection. The formation of conidia is mediated by the development of
fungus-specific specialized structures, conidiophores, which are accompanied by cell
wall remodeling. The molecular regulation of these changes in cell wall composition
required for the rise of conidiophore from the solid surface and to disperse the
conidia into the air is currently unknown. Here, we investigated the role of CWIP in
conidiation. We show that CWIP pkcAS579R, AmpkA, and ArimA mutants displayed re-
duced conidiation during synchronized asexual differentiation. The transcription fac-
tor RimA directly regulated the expression of regulators of conidiation, including
fbB, fIbC, briA, abaA, and rasB, as well as genes involved in cell wall synthesis and
remodeling, and this affected the chitin content in aerial hyphae. Phosphorylation of
RImA and MpkA was increased during asexual differentiation. We also observed that
MpkA physically associated with the proteins FibB, FIbC, BriA, and RasB during this
process, suggesting another level of cross talk between the CWIP and asexual devel-
opment pathways. In summary, our results support the conclusion that one function
of the CWIP is the regulation of asexual development in filamentous fungi.

HMPORTANCE A remarkable feature of the human pathogen Aspergilius fumigatus is
its ability to produce impressive amounts of infectious propagules known as conidia.
These particles reach immunocompromised patients and may initiate a life-threatening
mycosis. The conidiation process in Aspergillus is governed by a sequence of pro-
teins that coordinate the development of conidiophores. This process requires the
remodeling of the cell wall so that the conidiophores can rise and withstand the
chains of conidia. The events regulating cell wall remodeling during conidiation are
currently unknown. Here, we show that the cell wall integrity pathway (CWIP) com-
ponents RImA and MpkA directly contribute to the activation of the conidiation cas-
cade by enabling transcription or phosphorylation of critical proteins involved in
asexual development. This study points to an essential role for the CWIP during
conidiation and provides further insights into the complex regulation of asexual de-
velopment in filamentous fungi.

KEYWORDS asexual development, Aspergilius fumigatus, cell wall integrity, MpkA,
PkcA, RImA
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: All living beings have an optimal temperature for growth and survival. With the advancement of global
Sphingolipid warming, the search for understanding adaptive processes to climate changes has gained prominence. In this
Ceramide context, all living beings monitor the external temperature and develop adaptive responses to thermal variations.
E:;; 223:1: These responses ultimately change the functioning of the ceil and affect the most diverse structures and pro-
Heat shock protein cesses. One ot." the first structures to detect thermat variations is the plasma membrane, whose cnnstitution_ allows
Lysophasphalipid triggering of intracellular signals that assist in the response to temperature stress. Although studies on this topic

have been conducted, the underlying mechanisms of recognizing thermal changes and modifying cellular
functioning to adapt to this condition are net fully understood. Recently, many reports have indicated the
participation of sphingolipids (SLs), major components of the plasma membrane, in the regulation of the thermal
stress response. SLs can structurally reinforce the membrane or/and send signals intracellularly to control nu-
merous cellular processes, such as apoptosis, cytoskeleton polarization, cell eycle arresting and fungal virulence.
In this review, we discuss how SLs synthesis changes during both heat and cold stresses, focusing on fungi,
plants, animals and human celis. The role of lysephospholipids is alse discussed.

Fungal virulence

1. Introduction membrane trafficking [:]. Structurally, SLs are characterized by a long-

chain sphingoid base linked to a fatty acid chain and to a polar head

Biological membranes are indispensable for cell survival in view of
the numerous structural and signaling functions they perform. Amongst
the lipid molecules that make up the eukaryotic plasma membrane, the
sphingolipids (SLs) are some of the most unique, functioning as both
structural components and signaling molecules. In addition to being
involved in processes such as stress response, cell cyele arrest, apop-
tosis, pathogenesis, cell growth and differentiation [, SLs alse as-

group. The de novo biosynthetic pathway of these bicactive compounds
begins in the endoplasmic reticulum (ER} with the condensation of
serine and palmitoyl-CoA by the activity of the serine palmitoyl-
transferase (SPT), and sequential reactions lead to the generation of
dihydrosphingosine (DHS), dihydroceramide (DHC} and ceramide
{Cer), as shown in % {21, Next, more complex and specific SLs are

usually formed in the Golgi, such as glucosylceramide (GleCer) in fungi,

saciate with sterols in eukaryotic membranes to form the lipid rafts
microdomains, which are fundamental for signal transduction and

plants and mammals, phytoceramide (PHC) and glycosylinositol phos-
phoryl  ceramide (GIPC) in fungi and plants, inositol

Abbreviations: Cer, cerainides.; COR, celd-regulated.; DHC, dihydroceramide.; DHS, dihydrosphingosine.; DHS-1P, dihydrosphingosine-1-phosphate.; ER, en-
doplasmic reticulum.; GalCer, galactosylceramide.; GIPC, glycosylinositol phosphoryl ceramide.; GleGer, glucosylceramide.; GPCRs, G-protein-coupled receptors.;
HS, heat shock.; HSFs, heat shock transcription factors.; HSPs, heat shock proteins.; IPC, inositol phosphorylceramide.; LCBs, long chain bases.; LCB-Ps, long chain
base phosphates.; LPLs, lysophospholipids.; LPA, lysophosphatidic acid.; LPC, lysophosphatidylcholine.; LPE, lysophosphatidylethanolamine.; LPI, lysopho-
sphatidylinositol.; MAPK, mitogen-activated protein kinase.; MIPC, mannosylinositol phosphorylceramide.; M(IP)2C, mannosyldiinositol phosphoryl ceramide.; NO,
nitric oxide.; PIP2, phasphatidylinositol-4,5-bisphosphate.; PHC, phytoceramide.; PHS, phytosphingosine.; PHS-1P, phytosphingosine-1-phosphate.; ROS, reactive
oxygen species.; SLs, sphingolipids.; SM, sphingomyelin.; SPC, sphingosylphosphorylcholine.; Sph, sphingosine.; Sph-1P, sphingosine 1-phosphate.; SPT, serine
palmitoyltransferase.; STRE, stress response element.
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Abstract

The initiation of Aspergillus fumigatus infection occurs via dormant cenidia deposition
into the airways. Therefore, conidial germination and subsequent hyphal extension
and growth occur in a sustained heat shock (HS} environment promoted by the host.
The cell wall integrity pathway {(CWIP} and the essential eukaryotic chaperone Hsp%0
are critical for fungi to survive HS. Although A. fumigatus is a thermophilic fungus,
the mechanisms underpinning the HS response are not thoroughly described and
important to define its role in pathogenesis, virulence and antifungal drug responses.
Here, we investigate the contribution of the CWIP in A. fumigatus thermotolerance.
We observed that the CWIP components PkcA, MpkA and RimA are Hsp90 clients
and that a PkeA®?77® mutation abolishes this interaction. PkcAS*7"R also abolishes
MpkA activation in the short-term response to HS. Biochemical and biophysical ana-
lyses indicated that Hsp%0 is a dimeric functional ATPase, which has a higher affinity
for ADP than ATP and prevents MpkA aggregation in vitro. Our data suggest that the
CWIP is constitutively required for A. fumigatus to cope with the temperature
increase found in the mammalian lung environment, emphasising the importance of

this pathway in supporting thermotolerance and cell wall integrity.

KEYWORDS
Aspergillus fumigatus, cell wall integrity, heat shock, Hsp%0, MpkA, PkcA

Gresnigt, Romani, Netea, & Latge, 2017). A. fumigatus is a thermophilic
saprophytic fungus that can grow at temperatures up to 55°C and sur-

Aspergillus fumigatus is the most common Aspergillus species to cause sys-
temic infections in humans (Latge & Chamilos, 2019). The clinical spec-
trum of aspergillosis varies, but preexisting immunosuppression is most
often associated with the establishment of invasive pulmonary aspergillo-
sis, the most severe form of infection that accounts for high mortality
rates (Brown et al, 2012, 2014; Kousha, Tadi, & Soubani, 2011; Sugui,
Kwon-Chung, Juvvadi, Latge, & Steinbach, 2014; van de Veerdonk,

vive as viable conidia at temperatures up to 70°C (Albrecht, Guthke,
Brakhage, & Kniemever, 2010; Araujo & Rodrigues, 2004; Brakhage &
Langfelder, 2002; Rhodes & Askew, 2010). Therefore, this attribute of
A. fumigatus biology allows adaptation to temperatures found before and
after infection in mammalian hosts. in contrast, other species such as
A. flawus, A. terreus and A. niger are less tolerant to germination and
growth at higher temperatures (Araujo & Rodrigues, 2004; Perfect

Cellular Microbiology. 2020;e13273.
https://dol.org/10.1111/cmi. 13273
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The AGC Kinase YpkA Regulates
Sphingolipids Biosynthesis and
Physically Interacts With SakA MAP
Kinase in Aspergillus fumigatus

Jodo Henrique Tadini Marilhano Fabri'*, Naiane Lima Godoy'f, Marina Campaos Rocha’,
Mansa Munshi?, Tlago Alexandre Cocio™, Marcia Regina von Zeska Kress?,

Taicia Pacheco Fill*, Anderson Ferreira da Cunha’, Maurizio Del Poeta?557 and

Iran Malavazi'™

" Departamento de Gengtica e Evolugéo, Centro de Ciéneias Bioldgicas e da Satde, Universidade Federal de Séo Carlos,
Sé&o Carlos, Brazil, ? Depariment of Molecular Genetics and Microblology, Stony Brook University, Stany Brook, NY,

United States, ¥ Departamento de Anafises Clinicas Toxicoldgicas e Bromatologicas, Faculdade de Ciéneias Farmacéuticas
da Ribairdo Preto, Universidade de Sic Paulo, Ribeirdo Preto, Brazil, ¥ Institute de Quirnica, Universidade Estaciual

de Campinas, Campinas, Brazil, * Division of Infectious Diseases, Schoal of Medicine, Stony Brook University, Stony Brook,
NY, United States, * Institute of Chemical Biology and Drug Discovery, Stony Brook University, Stony Brook, NY,

United States, ™ Veterans Administration Medical Center, Northport, NY, United Stales

Sphingelipids (SL) are complex lipids and components of the plasma membrane
which are involved in numerous cellular processes, as well as important for virulence
of different fungal pathogens. In yeast, SL biosynthesis is regulated by the “AGC
kinases” Ypkl and Ypk2, which also seem to connect the SL biosynthesis with the
cell wall integrity (CWI) and the High Osmolarity Glycerol (HOG) pathways. Here, we
investigate the role of ypkA ™5 in SL biosynthesis and its relationship with the CWI
and the HOG pathways in the opportunistic human pathogen Aspergilius fumigatus.
We found that ypkA is important for fungal viability, since the AypkA strain presented
a drastically sick phenotype and complete absence of conidiation. We observed
that under repressive condition, the conditional mutant nifd::ypkA exhibited vegetative
growth defects, impaired germination and thermosensitivity. In addition, the ypkA loss of
function caused a decrease in glycosphingolipid (GSL) levels, especially the metabolic
intermediates belonging to the neutral GSL branch including dihydroceramide (DHC),
ceramide (Cer), and glucosylceramide (GicCer), but interestingly a small increase in
ergosterol content. Genetic analyzes showed that ypkA genetically interacts with the
MAP kinases of CW! and HOG pathways, mpkA and sakA, respectively, while only SakA
physically interacts with YpkA. Our results suggest that YpkA is important for fungal

survival through the regulation of GSL biosynthesis and cross talks with A. furnigatus
MAP kinase pathways.

Keywords: Aspergillus fumigatus, sphingolipids, MpkA, SakA, YpkA
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Overview of the Interplay Between Cell Wall Integrity Signaling Pathways
and Membrane Lipid Biosynthesis in Fungi: Perspectives for Aspergillus
Sfumigatus

Jodo Henrique T.M. .Fabrii Marina C. Rocha' and Tran Malavazi"’

' Departamento de Genética e Evolucdo, Universidade Federal de Sao Carlos, Sio Carlos, Brazil

Abstract: Thé cell wall (CW) and plasma membranc are fundamental structures that define ccll shape
and support different cellular functions. In pathogenic fungi, such as Aspegillus fumigatus, they not
only play structural roles but are also important for virulence and immune recognition. Both the CW
and the plasma membrane remain as attractive drug targets to treat fungal infections, such as the Inva-
sive Pulmonary Aspergillosis (IPA), a discase associated with high morbimortality in immunocom-
promised individuals. The low efficiency of cchinocandins that target the fungal CW biosynthesis, the
occurrence of environmental isolates resistant to azoles such as voriconazole and the known drawbacks
associated with amphotericin toxicity foster the urgent need for fungal-specific drugable targets and/or
more cfficient combinatorial therapeutic strategies. Reverse genetic approaches in fungt unveil that per-
turbations of the CW also render cells with increascd susceptibility to membrane disrupting agents and
vice-versa. However, how the fungal cells simultancously cope with perturbation in CW polysaccha-
Doi: rides and cell membrane proteins to allow morphogenesis is scarcely known. Here, we focus on current
[0 THASER037I066IT0703164205 3 gy rmation on how the main signaling pathways that maintain fungal cell wall integrity, such as the
Cell Wall Intcgrity and the High Osmolarity Glycerol pathways, in different specics often cross-talk to
regulate the synthesis of molecules that comprisc the plasma membrane, especially sphingolipids,
ergosterol and phospholipids to promote functioning of both structurcs concomitantly and thus, cell
viability. We propose that the conclusions drawn from other organisms are the foundations to point out
cxperimental lines that can be endeavored in A. fimigatus.
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Keywords: Aspergilius fumigatus, cell wall integrity pathway, sphingolipids, ergosterol, membrane lipids, biosynthesis.
1. INTRODUCTION The increase of TPA incidence reported in the last dec-
ades, along with the limitations of the existing pharmacol-
ogical treatments and the occurrence of resistant isolates to
some of the chemotherapeutic compounds (i.e. azoles) are
the main challenges for fighting the spectrum of diseases
caused by A. fimigatus m the upcoming years [7, 8]. In view
of these obstacles, understanding how the fungus adapts to
stressful environmental conditions and how its main viru-
lence determinants collectively dictate the outcomes of 4.
Sfumigatus infection may benefit clinical management and
help to save about 450 thousand lives that succumb from
Aspergillus-related infections per year worldwide [9, 10].

The fungal cell wall (CW) has been long considered an
attractive therapeutic target due to the numerous processes it

Among the spectrum of clinical diseases caused by As-
pergillus species, invasive pulmonary aspergillosis (IPA) is
one of the most serious clinical conditions derived from a
fungal infection, since it results in high mortality rates within
the susceptible population, which includes the immunocom-
promised patients {1, 2]. A previous study found that IPA
was the most common type of fungal infection among stem
cell transplant recipients {3], and the second-most common
type of fungal infection among solid organ transplant recipi-
ents [4]. In addition, aspergillosis was within the top four
most common diagnoses that likely lead to death, according
to a broad US healthcare network of intensive care unit
autopsy studies [5]. About 90% of all systemic Aspergillus

infections are caused by Aspergillus fumigatus, an environ-
mentally abundant filamentous saprophytic fungus wide-
spread across the globe {6].
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undertakes. In addition to promoting structural integrity and
playing a key role in growth and morphogenesis, CW is also
the first barrier between the invading pathogen and the cell
host environment {11]. 4. fumigatus CW is primarily com-
posed of the polymers p-1.3-ghican, a-1.3-glucan, galacto-
mannan and chitin (reviewed in [12]). It undergoes continu-
ous remodeling and/or reinforcement in response to envi-
ronmental changes to adjust growth and morphogenesis [9].

© 2020 Bentham Science Publishers
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'Analyses of the three 1-Cys
Peroxiredoxins from Aspergillus
fumlgatus reveal that cytosolic
Prx1is central to H,0, metabolism
and virulence

Marina Campos Rocha®, Krissia Franco de Godoy®, Renata Bannitz-Fernandes 2,
Jodo H.T. Marilhano Fabri', Mayra M. Ferrari Barbosa . %€, Patricia Alves de Castro?,
Fausto Almeida*, Gustavo Henrique Goldman 3, Anderson Ferreira da Cunha?,
Luis E. S. Netto - 2, Marcos Antonio de Cliveira® & tran Malavazi- *

Standing among the front defense strategies against pathogens, host phagocytic cells release
various oxidants. Therefore, pathogens have to cope with stressful conditions at the site of infection.
Peroxiredoxins (Prx) are highly reactive and abundant peroxidases that can support virulence and
persistence of pathogens in distinct hosts. Here, we revealed that the opportunistic human pathogen

‘ A. fumigatus presents three 1-Cys Prx (Prx6 subfamily), which is unprecedented. We showed that PrxB

and PrxC were in mitochondria, while Prx1 was in cytosol. As observed for other Prxs, recombinant
Prx1 and PrxC decomposed H,0, at elevated velocities (rate constants in the 167M!s-*range).
Deletion mutants for each Prx displayed higher sensitivity to oxidative challenge in comparison with
the wild-type strain. Additionally, cytosolic Prx1 was important for A. fumigatus survival upon electron
transport dysfunction. Expression of Prxs was dependent on the SakA¥°%! MAP kinase and the Yap1YA™!
transcription factor, a global regulator of the oxidative stress response in fungi. Finally, cytosolic Prx1
played a major role in pathogenicity, since it is required for full virulence, using a neutropenic mouse
infection model. Our data indicate that the three 1-Cys Prxs act together to maintain the redox balance
of A. fumigatus.

Aspergillus fumigatus is a mold with a notorious ability to infect immunocompromised individuals and therefore
cause severe systemic infections in this cohort of patients. A. fumigatus solely accounts for approximately 90%

¢ incidence of the invasive pulmonary aspergiliosis (IPA) cases worldwide. Mortality rates associated with IPA can

be as high as 50% even if properly diagnosed and treated. However, if the dlagnoms is not reached or is delayed,
death can occur in nearly 100% of infected individuals'.

Among the front defense strategies against pathogens, host effector immune cells release oxidants, such as
reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS). This process ultimately generates oxidative/
nitrosative stresses to the pathogen at the infection site’. At high levels, ROS and RNS cause damage to the mac-
romolecules of invading microorganisms®. Furthermore, pathogens must also metabolize ROS produced by its

!Departamento de Genética e Evolugio, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Sadde, Universidade Federal de S3o0
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Paulists, S8o Vicente, SP, 11.380-972, Brazil. *Present address: Instituto Butantan, Sao Paulo, SP, 05503-500, Brazil.
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Protein Kinase A and High-Osmolarity Glycerol Response
Pathways Cooperatively Control Cell Wall Carbohydrate

Mobilization in Aspergillus fumigatus

Leandro José de Assis,® Adriana Manfiolli,® Eliciane Mattos,? Joao H. T. Marilhano Fabri,P Iran Malavazi,® lise D. Jacobsen,©
Matthias Brock,? Robert A. Cramer,© Arsa Thammahong,’ Daisuke Hagiwara,? Laure Nicolas Annick Ries,”

Gustavo Henrique Goldman?

sFaculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil
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Hans Knoell Institute, Jena, Germany
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Kingdom

“Geisel School of Medicine at Dartmouth, Department of Microbiology and immunology, Hanover, New
Hampshire, USA

‘Department of Microbiology, Faculty of Medicine, Chulalongkorr University, Bangkok, Thailand

SFaculty of Life and Environmental Sciences, University of Tsukuba, Ibaraki, Japan

"Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil

ABSTRACT Aspergillus fumigatus mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are in-
volved in maintaining the normal morphology of the cell wall and providing resis-
tance against cell wail-damaging agents. Upon cell wall stress, cell wall-related sug-
ars need to be synthesized from carbohydrate storage compounds. Here we show
that this process is dependent on cAMP-dependent protein kinase A (PKA) activity
and regulated by the high-osmolarity glycerol response {HOG) MAPKs SakA and
MpkC. These protein kinases are necessary for normal accumulation/degradation of
trehalose and glycogen, and the lack of these genes reduces glucose uptake and
glycogen synthesis. Alterations in glycogen synthesis were observed for the sakA
and mpkC deletion mutants, which also displayed alterations in carbohydrate expo-
sure on the cell wall. Carbohydrate mobilization is controlled by SakA interaction
with PkaCl and PkaR, suggesting a putative mechanism where the PkaR regulatory
subunit leaves the complex and releases the SakA-PkaC1 complex for activation of
enzymes involved in carbohydrate mobilization. This work reveals the communica-
tion between the HOG and PKA pathways for carbohydrate mobilization for cell wall
construction.

IMPORTANCE Aspergillus fumigatus is an opportunistic human pathogen causing al-
tergic reactions or systemic infections such as invasive pulmonary aspergillosis, espe-
cially in immunocompromised patients. The fungal cell wall is the main component
responsible for recognition by the immune system, due to the specific composition
of polysaccharide carbohydrates exposed on the surface of the fungal cell wall
called pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Key enzymes in the fungal
cell wall biosynthesis are a good target for fungal drug development. This report
elucidates the cooperation between the HOG and PKA pathways in the mobilization
of carbohydrates for fungal cell wall biosynthesis. We suggest that the reduced mo-
bilization of simple sugars causes defects in the structure of the fungal cell wall. In
summary, we propose that SakA is important for PKA activity, therefore regulating
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