Universidade Federal de Sao Carlos
Programa de Pds-Graduacdo em Genética Evolutiva e Biologia Molecular

Laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada

Caracterizacao funcional e bioquimica do fator de
transcricao rImA e da interacao de PkcA e Hsp90 no

fungo Aspergillus fumigatus

Discente: Marina Campos Rocha

Orientador: Prof. Dr. Iran Malavazi

Sao Carlos

2017



Universidade Federal de S&o Carlos
Programa de Po6s Graduacédo em Genética Evolutiva e Biologia Molecular

Laboratdrio de Bioguimica e Genética Aplicada

Caracterizacao funcional e bioquimica do fator de
transcricao rImA e da interacao de PkcA e Hsp90 no

fungo Aspergillus fumigatus

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Genética Evolutiva e Biologia Molecular
do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude da Universidade Federal de S&o
Carlos, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de doutor em
Genética Evolutiva e Biologia
Molecular.

Discente: Marina Campos Rocha

Orientador: Prof. Dr. Iran Malavazi

Sao Carlos

2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude -
Programa de Pés-Graduagao em Genética Evolutiva e Biologia Molecular

Folha de Aprovacao

Assinaturas dos membros da comissao examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Tese de Doutorado da candidata
Marina Campos Rocha, realizada em 18/12/2017:

“Prof. Dr.Iran Mélavazi
U ar

— y{.«‘ro hb{. \, (ASn e
Prof. Dr. Felipe Roberti Teixeira

UFSCar
N Srra N0 5>
Prof. Dr. Julio Cesar Borges
: } UsP Q

" (. JBuleis

Profa. Dra. Maria Célia Bertolini
UNESP

/“ A r
[ ) i g [ } [

i\ s e
PR Py ot~
Prof. Dr. Gustavo Henrique Goldman
! s
[




Dedico:

Aoy meus queridos pais Luciene e Elcio; pela confianca, awnor,
apoio-e dedicacio-

Ao-Roger, mew esposo-por me fager acreditowr, pov me apoior,
me fager seguiv sempre em frente e ser um exemplo- nestov
trajetorio.

Ao mew rmdio- Igor eternow gratiddio- e cowrinho-



Agradecimentos especiais

Ao meu orientador, Prof. Dr. Iran Malavazi. Obrigado pela confianca, grande
oportunidade de trabalho, apoio e pelos ensinamentos compartilhados ao longo

deste trabalho.

A FAPESP, Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pelo
auxilio financeiro ao longo desse trabalho e pela bolsa de doutorado concedida
(Processo FAPESP 2013/22375-6).



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha, do Departamento de Genética e
Evolugcédo da Universidade Federal de Sdo Carlos, Sado Carlos, pelo apoio e
auxilio nas andlises de dados de diversas partes deste trabalho, e também pela

agradavel convivéncia.

Ao Prof. Dr. Gustavo Henrigue Goldman, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto, pelo auxilio nas analises de
dados e por disponibilizar o seu laboratério para a realizacdo de diversos

experimentos deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Julio César Borges, do Instituto de Quimica de Sao Carlos, do
Departamento de Quimica e Fisica Molecular pelo auxilio nas analises
biofisicas da expressdo de proteinas recombinantes e por ceder o seu

laboratério para a realizacéo destes experimentos.

A Prof.2. Dra. Lisandra Marques Gava Borges, do Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, pelo auxilio nas

analises da expressao de proteinas recombinantes.

A Prof2 Dra. Taicia Pacheco Fill Instituto de Quimica, da Universidade
Estadual de Campinas, pelas analises de metabolitos secundarios em

Aspergillus fumigatus.

Ao Prof. Rafael Silva-Rocha do Departamento de Farmacologia, da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, pelo auxilio na identificacdo de motifs para as
andlises de ChiP-qPCR.

A Prof2 Dra. Maria Célia Bertolini da Universidade Estadual Paulista, do
Instituto de Quimica, Araraquara, pelo auxilio na identificacdo dos motifs de

ligacdo do fator de transcricdo SebA.

Ao Prof. Dr. Flavio Henrigue Silva do Departamento de Genética e Evolucdo da
Universidade Federal de Sao Carlos, Sado Carlos, por permitir o uso do

equipamento ChemiDoc para revelacdo dos experimentos de Western blot.



A aluna de doutorado Karine Minari pelo auxilio nas analises biofisicas das

proteinas recombinantes.

A Dra. Patricia Alves Castro pelos experimentos de viruléncia em modelo

murino.

A Dra. Juliana Isa Hori pelos ensaios de toxicidade da fumiquinazolina em

culturas de células.

A aluna de doutorado Ms. Lilian Pereira Silva pelos ensaios de toxicidade da

fumiquinazolina em Dictyostelium discoideum.
A Dra. Laure Reis pelo auxilio nas analises de ChiP-qPCR.
Ao Dr. Celio Fernando F. Angolini pelo auxilio nos experimentos de DESI.

Ao Dr. Cess Van den Hondel e ao Dr. Mark Arentshorst pelo ensaio de

atividade Lux em A. fumigatus.

Ao Laboratorio de Microscopia Eletrénica da FMRP e a técnica Maria Dolores

S. Ferreira (Tuca) pelo auxilio no preparo das amostras de TEM.
Ao LCE-UFSCar pelo auxilio nas analises de SEM e TEM.

Ao amigo de laboratério, Jodo Henrique Tadini Marilhano Fabri pelo auxilio em
inUmeras etapas deste trabalho e pelo convivio proporcionado durante estes

anos.
A todos do LBGA1 e LBGAZ2.

Agradeco também aos meus avos Dadinha e Carlito por entenderem todos os
momentos nos quais ndo pude estar presente, e que eles também néo
puderam estar presentes. E a minha afilhada Maria Eduarda por mesmo téo
pequena entender a necessidade da “dindinha” estar longe, e mesmo que

distante por me proporcionar momentos de alegria.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realiza¢ao deste trabalho.



RESUMO

Aspergillus fumigatus € um patégeno humano oportunista que causa infecgdes
sistémicas, incluindo a aspergilose pulmonar invasiva, em individuos
imunocomprometidos. A sobrevivéncia deste fungo é altamente dependente da
organizacao e funcdo dos componentes da parede celular. A via de integridade
da parede celular (CWIP) é a cascata de sinalizacdo primaria que controla a
sintese de novo da parede celular. Em Sacharomyces cerevisiae, este evento
depende do fator de transcricio RLM1 que contém o dominio MADS-box.
Neste trabalho, investigamos a funcdo de RIMAR™M! na CWIP de A. fumigatus.
Mostramos que a linhagem ArlmA apresenta uma composicdo de parede
celular alterada, além de defeitos relacionados ao crescimento vegetativo e a
integridade da parede celular na presenca de agentes estressores da parede
celular. Uma andlise genética indicou que rlmA esta posicionado a jusante dos
genes pkcA e mpkA na CWIP, e como consequéncia, a perda de funcédo de
rImA leva a expressao alterada de genes que codificam proteinas relacionadas
a parede celular. O fator de transcricdio RIMA regula positivamente a
fosforilacdo de MpkA e este € induzido tanto em nivel proteico quanto em nivel
transcricional durante o estresse da parede celular. rimA também esteve
envolvido na tolerancia ao dano oxidativo, ao passo que 0s principais genes
gue regulam tolerancia a espécies reativas de oxigénio tiveram sua expressao
reduzida no mutante ArlmA. Além disso, a cepa ArlImA teve viruléncia atenuada
em um modelo murino de aspergilose pulmonar invasiva, e induziu a secrecao
aumentada de TNF-a. Ainda, houve maior taxa de fagocitose dos conidios do
mutante ArlmA em relagdo a linhagem selvagem. O mutante ArlmA exibe
esporulagéo assexuada reduzida, e regula a transcrigcdo dos principais fatores
de transcricdo envolvidos na conidiogénese em Aspergillus ssp. isto &, brlA e
abaA. RImA também é importante para a producdo de metabolitos secundarios,
incluindo gliotoxina e fumiquinazolina C (FqC), e regula positivamente a
transcricio dos genes do cluster responsavel pela biossintese da
fumiquinazolina (Fg). Uma caracterizacdo da atividade biolégica da FqC
mostrou que esta leva ao aumento da producdo das citocinas inflamatorias
TNF-qa, IL-6, e da formacdo de poros na membrana plasmatica, sugerindo ser
este um composto de defesa contra outros microrganismos ou predadores do
solo. Adicionalmente, relatou-se o papel de um segundo fator de transcricdo
(SebA) na producdo de FqQC em A. fumigatus. Mostramos que a manutencéo
da integridade da parede celular esta associada a termotolerancia em
A. fumigatus, e que uma das principais chaperonas envolvidas na resposta ao
choque térmico, a Hsp90, interage fisicamente com PkcA, MpkA e RImA. Além
disso, a perda parcial ou total da funcdo destes genes leva a expressdo
alterada dos principais genes relacionados a resposta ao choque térmico em
A. fumigatus. Adicionalmente as proteinas MpkA e Hsp90 tiveram sua estrutura
parcialmente caracterizada. Nossos resultados sugerem que RIMA funciona
como um fator de transcricdo associado a CWIP de A. fumigatus que atua a
jusante da sinalizacdo PkcA-MpkA, regulando a resposta a diversos estresses
causados a célula fangica o que enfatiza a importancia desta via na viruléncia e
patogenicidade deste fungo.



ABSTRACT

Aspergillus fumigatus is an opportunistic human pathogen that causes systemic
infections, including invasive pulmonary aspergillosis in immunocompromised
individuals. Survival of this fungus is highly dependent on the cell wall
organization and function of its structural components. Cell wall integrity
pathway (CWIP) is the primary signaling cascade that controls de novo
synthesis of the cell wall. In Sacharomyces cerevisiae, this event depends on
the RLM1 transcription factor that contains the MADS-box domain. In this work,
we investigated the function of RImMAR"M! in the CWIP of A. fumigatus. We show
that the ArlImA strain presents an altered cell wall composition, besides defects
related to vegetative growth and cell wall integrity in the presence of cell wall
stressors agents. Genetic assays indicated that rimA is positioned downstream
of pkcA and mpkA genes in CWIP, and, as a consequence, the loss of rimA
function results in alteration of genes expression of the encoding cell wall
related proteins. The transcription factor RImA positively regulates the
phosphorylation of MpkA, which is induced in both protein and transcriptional
levels during cell wall stress. rImA is also involved in tolerance to oxidative
stress, whereas the main genes that regulate tolerance to reactive oxygen
species had their expression reduced in the ArlmA mutant. In addition, ArimA
strain presents attenuated virulence in a murine model of invasive pulmonary
aspergillosis and induced increased secretion of TNF-a. There was a higher
rate of conidia phagocytosis of the mutant ArlmA in comparison to the wild type.
The ArimA mutant exhibits reduced asexual sporulation, and regulates
transcription of the major transcription factors involved in conidiogenesis in
Aspergillus ssp., i.e. brlA and abaA. RImA is also important in the production of
secondary metabolites, including gliotoxin and fumiquinazoline (Fq) C, and
positively regulates the transcription of the genes cluster responsible for Fq
biosynthesis. A biological characterization showed that activity of FqC increase
the production of the inflammatory cytokines TNF-a, IL-6, and pore formation in
the plasma membrane, suggesting that this is a defense mechanism against
other microorganisms or soil predators. Additionally, the role of the second
transcription factor (SebA) in the production of FQC in A. fumigatus was
reported. We have shown that maintenance of cell wall integrity is associated
with thermotolerance in A. fumigatus, and the Hsp90, one of the main
chaperone involved in the heat shock response, physically interacts with PkcA,
MpkA, and RImA. Furthermore, partial or total loss of function of these genes
results in altered expression of the principal genes related to heat shock
response in A. fumigatus. Additionally, the proteins MpkA and Hsp90 had their
structure partially characterized. Overall results suggest that RImA works as a
transcription factor associated with the A. fumigatus CWIP acting downstream
of the PkcA-MpkA signaling and regulating the response to several stresses
caused to the fungal cell which emphasizes the importance of this pathway in
the virulence and pathogenicity of this fungus.



Vi

SUMARIO
AGradeCimeNtOS ESPECIAUS .. ceieiiiiiiiiiiee ittt ettt ettt e e s e e e s s e bbb e e e e s abb e e e e s annnreeeas i
W0 1= (o LYol 4 V= o o 1= ii
g S 111V SRR iv
F Y 23S I O PP PRPRP %
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt e e ettt e e e e s et e e e e e e sttt et e e e e e s annbbeeaeeeennnrees xi
[ Y AN B ] = N = N T Xiv
LISTA DE ABREVIATURAS ..ottt ettt e e e s sttt e e e e e s snaba e e e e e e nnnees XV
O oY (o Yo [0 Lo} Lo TP PP P PP PP PPPPPPPTPPPPTN 1
1.1 O patogeno AsSpergillus fUMIQatUS ......uueiieiiiiiieeeee e 2
1.2 Viadaintegridade da parede celular em A. fumigatus .......cccccuiimiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 6
1.3 Desenvolvimento e a producdo de metabdlitos secundarios em Aspergillus
FUMIGALUS ..ottt ettt e e oo e e sttt et e e e e e e e e s s bebbeeeeeeeeeeseesbnbbnneeee sannes 12
1.4 Termotolerncia €m A. fUMIQAtUS......ccoiiiiiiiiii e 17
O 1= 1 PO PRPR PRSP 20
A O © o1 =] ALY o =PSRRI 24
bR © ] o 11 =1 4 Yo o 1= - 1 PSP 25
2.2 ODjJEtIVOS BSPECIIICOS ..cci it e e e e e e e aaaaaaaas 25
N O oV A=T g = VST N 0 0= (oY o 1 TSR 27
3.1 Linhagens de A. fumigatus utilizadas neste trabalho................cccoeriiiii s 28
3.2 Linhagens utilizadas para a expressao de proteinas recombinantes ........ccccccccevveeenn... 28
3.3 MEIOS B CUITUIA .. iiieiii ettt ettt e e e sttt e e e s st e e e e s e nstbaeeeeesannnnneeeas 29
3.3.1 Meios de cultura para A. fUMIQAtUS .......ccuuriiiiiiiii e 29
3.3.1.1 Meio MiNiMO (MM, MMAHUU) ...cciviicriiirnineisnncnsisssssnscsnsssssssessssssssssssssssssssssssasssassssssssasssans 29
3.3.1.2 Meio completo (YG, YUU, YG € YGHUU, YGHKCI) ..cccrvirirnesnnsnccsssnsensensinssssssssssssssssssenses 29
3.3.1.3 MEI0 MINIMO UE COVE.uerstrerrrrerrrrrersersaessrsssessrssssssessesssessessssssssssssssesassssssasssessassassssesassssssassses 30
3.3.1.4A MEIO RPMluueieeeireeeetreeeirseessssesssesssssassssssssssssssssssssssssesssessssssessssssssassssssssssessssssssssesassssssassses 30
3.3.2 Meios de cultura para E. COli..ooouuuiiiiiiiiiiieieie e 31
3.3.2.1 Mei0 LB (LUI@ DEIANT) cecvrererieeicercnrisenisensnnesenssnsssssesnsssesssssssnnsssssssssssnnsssssssasssnsssnssssasssnes 31
3.3.3 Meios de Cultura para S. CEIEVISIAC .......cuuuiiiie ittt 31
3.3.3.1 MEIO YPD uuiiiiiuieiinciniiicsnininssisisssssstsssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassnes 31
3.3.3.2 MEIO SC URA -ttt sssstssssssesss st st sssss s ssass st ssasssessssssssssssnssssssssssessassnes 32
3.4 Oligonucleotideos utilizados para construcdo e checagem das linhagens obtidas
NESTE TrADAINO0 ....eiiiei et e e e s e e e e s e e e e s eaaaeaaa 33
3.5 Oligonucleotideos utilizados para clonagem dos cDNAs para a obtencdo das
Proteinas reCOMMBINANTES ... r e e e e e e eaaaaeeas 34
3.6 Oligonucleotideos utilizados para RT-qPCR em tempo real ........ccccccveeviiiviieeee i, 34
3.7 Oligonucleotideos utilizados para ChIP-gPCR ..ot 36
3.8 SOIUGOES € tAMPOES ...ttt e e e e e e et bbb e e e e e e e e aaaaaeas 37
3.8.1 SolUGCOES de eleMENTOS LrAGOS ... uuuiiiiiei ittt s e s ee s 37
3.8.2 Solucéo de sais 20 x concentrada para Meio MinimoO .........cccovvviiiiiie i 38
3.8.3 Solucdo de sais 50 x concentrada para Meio Minimo de COVe...........cccvvveveeevinvnnennn. 38
3.8.4 Solucdes para preparo de E. coli quimiocompetente.........ccoccccvvvnviiiiieiieeeieereeeee e e 38
3.8.5 Solugbes para extragdo de DNA plasmidial de E. COli..cuuvvivriiiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
3.8.5.1 SOIUGAO L.cireiieereiriirineisntsennssnessnesensssessssesssssesssssssssssssssassssssssssssssssssssesssssssssssasssnsssssessasssans 39
3.8.5.2 SOIUGAD 2.uuiiuiiririiriniiicsinisiinisssesisscst sttt st st s s s b s s b s be s b s b s s e s b 39
RS TSRS IS0 ] [T ox = o T 39
3.8.6 Solucdes paratransformacado em S. CEreViSIae ......cooovviiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 40
3.8.6.1 Solucdo de TE (Tris EDTA) 10 X CONCENIIAUO c.ueveurrerrrrerssnercnrscsnesssessnnsssnessasssnssssnsssasssans 40
3.8.6.2 Solucdo de acetato de litio (LIAC) 10 X CONCENLIrada....cccceeerrereersserserssessesssessessanssessansses 40
3.8.6.3 Solucéo de PEG (polietilenoglicol) 50 %o....cccervernereirnsnnneninsisseessesstsssessssesss s eeseas 40
3.8.7 Solucgdes paratransformacdo em A. fumigatus .........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
ICTRS I % R STo ] [0 TofTo J o L= o] f0) (0] o] F= 5] 1 4= Lo o N 41
3.8.7.2S0IuGE0 2 de protOPlasStiZACAO0 ....cccvererreretreiisritrtreressesse et sae s as s s e snas 41
3.8.7.3S0IuGA0 3 de pProtOPlasStiZACAD ..cccvereveerreriircinrient ettt 41
3.8.7.4 SOIUGAO0 4 de ProtOPlasStiZACAD ..cevvrrerrirreririrrirsisstrsesstssest s ssess s s sess e s sess s sssssasssassansnas 42
3.8.7.5S0IUCA0 5 de ProtOPIASTIZACAD cvererrereerrrersnrcsresseessnscsnesseesssesssnssssesssessnssssnessasssnsssnsessasssnes 42

3.8.8 Tampdao de extracdo de proteina total de A. fumigatus para Western blot................ 43



vii

3.8.9 Tampéo para lise de E. coli para cromatografia de proteinas por afinidade em

COIUNA A8 NIQUEN ...ttt e bt e e bt e e s bbe e e e nnneas 44
3.8.9.1 Tampao para lise de E. coli e purificacdo da proteina recombinante Hsp90........... 44
3.8.9.1.1 Tampéo A para lise de E. coli e purificacdo da proteina recombinante Hsp90 em
COlUNG U NIQUELceieeeieereerceeireereerceesseessescsnesseesssesssssessesssessssssssesssesssessssesssesssessanssssessaassnsssnsessasssnes 44
3.8.9.1.2 Tampé&o B para purificagdo da proteina recombinante Hsp90 em coluna de
1o = a4
3.8.9.1.3 Tampdao para purificagdo da proteina recombinante Hsp90 através da
cromatografia de eXClUSEO MOIECUIAN ..ciciiviiceietrctnrrrrreneesesssnessarsenssssessassssnsssasssasssnssssasssnes 45
3.8.9.2 Tampé&o para lise de E. coli e purificagdo da proteina recombinante MpKA ............ 45

3.8.9.2.1 Tampao A para lise de E. coli e purificagdo da proteina recombinante MpkA em
coluna de niquel, e purificacdo da proteina recombinante MpkA através da cromatografia

€ EXCIUSAO MOIECUIAT . ieieiieeeieteetrt ettt ae s e st s e s ss s as s e s sns e s snsssessnesasssnssansnns 45
3.8.9.2.2 Tampéo B para purificacdo da proteina recombinante MpkA em coluna de niquel
............................................................................................................................................................... 46
3.8.10 INIDIAOreS A& PrOTEASE .. ccoiiie ittt e e e e e e e e e e as 46
3.8.10.1 PMSF (Phenylmethanesulfonyl flUOTIIE) ..civceieerernnsnisenenrnnnisnessnnsensssesssnsssnnsssesssnes 46
3.8.10.2 cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack Protease Inhibitor
COoCKLall (11836153001)...ccccuererererercrerssenssesssnssseesssasssnsssssssssssasssssessassssssssssssssssssssansssssssasssasssssessasssnns 46
3.8.10.3 Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, P8215) .....cccccerrrirercnecnessnnssnnscnessenssnes 47
3.8.11 SolucBes para WesStern DIOT .........eeiiiiiiii e 47
3.8.11.1 Tampao para eletroforese de proteina 5 X CONCENtrada.....cceeereercrrcreeeseessaescnesseesnes 47
3.8.11.2 Tampao de transferéncia para gel SDS-PAGE .....ccvviivercrrrcnneinennnecnesssssnessnesseesnes 47
3.8.11.3 TaMpPAa0 SAliNA TrS (TBS) wiiccererercrrrsrerssesssnscsnnssnnssnscsnassassssasssnssssassassssnsssnsssasssasssassssasssans 48
3.8.11.4 Tampdo Salina Tris + TWeen 20 (TBST) w.vvivnrmniinnnnenninscsinsssisessessssssessssesasne 48
3.8.11.5 Tampéao de amostra para eletroforese de proteinas 5 x concentrado ........ceceeueuceee. 48
3.8.12 Corante CoOOMAaSSIE DIUE ... 49
3.8.13 Descorante de coomMasSie DIUE ... 49
3.8.14 SOIUGEO U8 SDS 10 0..ueeeiiieeeiiiiiiieee e e ettt e e e s sttt et e e s s sstbae et e e s s ssaaaeeeessansstaeeeeesannnnneeeas 49
3.8.15 Tampéo para extracdo de DNA de micélio de A. fumigatus e de S. cerevisiae .50
3.8.16 Tampado para extracdo de DNA de conidios de A. fumigatus........ccccoeevvveveeriiciinnnnn. 50
3.8.17 Tampéao Tris Acetato EDTA (TAE) 50 x concentrado para eletroforese de DNA .....51
3.8.18 Tampao de amostra para eletroforese de DNA 5 x concentrado .......ccccceevveveeeneeennnn. 51
3.8.19 Tampéo de amostra para eletroforese de RNA ... 51
3.8.20 Tampéo MOPS 10 x concentrado para eletroforese de RNA.........cccoiiiiivieiiiinineen. 52
3.8.21 Tampao fosfato salina (PBS) 10 X concentrado ............ccoooeeeciiiiiiniiiiiieiieeeee e 52
3.8.22 Solucéo de Bis-acrilamida 30:08.........cocuuiiiiiiiiiiiiiie s 53
3.8.23 SolUGEAO de TriS HCI 1 M PH 6,8 ...eeiiiiiiiiiiiiiie ettt 53
3.8.24 Soluc@o de Tris HClI 1,5 M PH 8,0 ....uuiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee e 53
3.8.25 Solugdes para quantificacdo de proteina total pelo método de Lowry modificado
15 PSPPSR 53
3.8.25.1 Solucgao de carbonato de so6dio e hidroxido de SOdI0 2 %0 ..eeeveeceeererrerceessesseessercansnes 53
3.8.25.2 Solugao de sulfato de CODIe 1 Y.iniinnnnienninncninseninssissssesessessssesssssssssesssssnes 54
3.8.25.3 Solucgao de tartarato de SOdI0 € POLASSIO 1 W .eevereereerrerrersrersersessersessessaessessasssessansnes 54
3.8.25.4 Solucdo de tartarato de sédio e potassio + carbonato de sddio + sulfato de cobre
............................................................................................................................................................... 54
3.8.26 SolugBes para SOULhern BIOt..........ooi i 55
3.8.26.1 Solucdo de acido Cloridrico 0,25 Mu.icicriisessnscnessnessnssnssssesssessnssssessasssnssssnsssasssnes 55
3.8.26.2 SOIUGAO A€ UESNALUIACAD wivceereuererrrsserisessnsesenssnnsssssesnassassssassssssssssssessanssssessasssnssssssssasssans 55
3.8.26.3 SOIUGA0 de NEULIaliZAGED .cevveisrerirscsissicsisissisissese st ssass s e ssessas e ssas s e ssassnis 55
3.8.26.4 Solucéo salina citrato 20 X CONCENTraAd@....cccvrereereirirnireretseeeseessssessssessssessssssesssnas 56
3.8.26.4.1 Solucéo salina citrato 2 X CONCENTIrada .....ccceveereersreenseenninieeseessaesetss e s e 56
3.8.27 Solucdes para far Western blot (far WB) ... 56
3.8.27.1 Solucéo de desnaturacéo e renaturacdo da membrana de PVDF........cccccvevireennnen. 56
3.8.27.1.1 Solucao de cloreto de SOUIO 5 M iiceeereeereresneesseeesssessesssessesssessnssasssessasnes 56
3.8.27.1.2 SOIUGAOD d@ triS HCI PH 7,5 eeieeririeetreeeesessesessesnseessessessssssnsssessnsassssesassssssasnes 57
3.8.27.1.3 S0IUGCAO0 de EDTA 0,5 M PH 8,0 cecceeireercercrrireeisnescnnesssesssnssnssssesssesssnsssssssasssnsssssessasssnes 57

3.8.27.1.4 Solucao de GUANIdiNa HCI 8 M.....uiiceiceecrerssnisescnnssesssnssnesssssssessansssnessasssassssssssasssnns 57



viii

3.8.27.1.5 SOIUGEO A€ DTT L M utrecrrreerrercrrsseesssessnssseesssesssssssnssssssssessssssssessssssasssssessasssssssnsessasssnes 57
3.8.27.2 SolUGAO de ligaCa0 Para far WB ....cciceicercrennnninescnnsseisssssnsssnesssssssnsssssssssssassssssssasssnes 58
3.8.28 SOIUCOES PAra ChIP ... r e aaaaae s 58
3.8.28.1 Tampao para CroSS-liNKING ..iecreireirrerssnncseeesessssscsneeseesssesssnssssesssessnssssessasssnssssssssesssnes 58
3.8.28.2 SOIUGAOD d€ glICINA L Muuiieeircererercrriseeisaessnessnnsssesssssssnssssssssssssnssssessssssanssssessasssassssssssasssnes 59
3.8.28.3 ChIP lySYisS DUFfEr (CLB).uiieceiererernrirenisnssnscsnnssnssssssesssssasssssssnsssssassssssssssssassasssssssssassasssnes 59
3.8.28.4 TaMPE0 A€ DIOQUEIO wevuireiiriniisiininnicsinicsisicsisissese st ssass e ssass e sssssass s ssasssessassnes 59
3.8.28.5 Tampao para eluicdo das amostras de ChIP ... 60
3.8.29 Solugbes para imunoprecipitagdo utilizando Dynabeads Protein A® (Thermo
Fisher Scientific A, 10001D) e Anti FLAG M2 Affinity Gel (Sigma Aldrich, A2220)............. 60
3.8.29.1 Tampéao fosfato salina (PBS) 1 x concentrado com Tween 20 0,01 Y....ccccceereeecnercnnecreesenes 60
3.8.29.2 Tampao B250 para extracdo de proteinas para imunoprecipitacao .....cccceeevvecreeennes 61
3.8.30 Solucdes para microscopia eletrénica de transmissao (TEM).......ccccvvveevvveiieeneenennn. 61
3.8.30.1 SOIUGAO € fIXACAD cruveerrrrreirrerserstrsessissaeestesasssssssssesssssassssesassssesassssssassssssnsssssssesassssssassses 61
3.8.30.2 SOIUGEAO AQAI-AQAI weeeuererercrerrreesssescsnssseesssesssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssassasssssessssssasssnsessasssnes 62
3.8.30.3 SOIUGAOD de tetrOXidO dE OSMI0 cuceieceeicrercrrcrerssnessnnscnessensssesssnsssnessssssasssnnessasssssssansssasssans 62
3.8.30.4 SOIUGAOD de acetato de UraNila. . iceicceieereeiisnnisnesennesnssnessnsssnsssssssssssssssasssssssnssssasssaes 62
3.8.31 Solucé&o de blogqueio para MICTOSCOPIA . ....uuiieiiiiriiieei ittt e et 62
3.8.32 Solugdes para coloragcdo do gel de SDS-PAGE com nitrato de prata .......cccceeeeeee... 63
RS RS 10 RS T ] U o= To o [ 1 D E= o> T L 63
3.8.32.2 S0luGAO de SEeNSIDIlIZACAD ...ccvvereiieiirtrtrctr e 63
3.8.32.3 SOIUGAO € COIOTAGAD .uvreerenirerresirseestieeetsseesssstesesssesassssssassssesasssssssssssssssssssssesassssssassses 63
3.8.32.4 SOIUGEO € reVEIACAD....eierrrreersererrsreessessneesensssesssssssnesssssssasssnssssassasssansssnessasssasssnsessasssnes 64
3.8.32.5 Soluca0o de interrupGao e COIOTACAD .uvcrrererrsersrrcressenssescneesensssessnsssnsssanssssssssassanssnes 64
3.9 Gel de agarose para eletroforese de DNA ... 64
3.10 Gel de agarose desnaturante para eletroforese de RNA ...ttt 65
311 GEI SDS PAGE ..ottt aaaaaeaaaraaa 65
3.11.1 Gel de poliacrilamida —empilhamento 1,2 %0 ...t 65
3.11.2 Gel de poliacrilamida — COMTIAA ......eviiiiiiiiiiiie e 66
3.12 Solucdes estoque das drogas e agentes utilizados neste trabalho ........ccccceeveeeeen. 66
T RO ol fo] o o] [ 1S (o (0] £=To Lo 1= OO 67
3.13.1 Construcao dos cassetes de delecdo e substituicdo génica utilizando a técnica de
recombinacao iN VIVO M S. CEIBVISIAC ......iiuiiiiiie ittt e e et e e e e s s stbaeeeae e 67
3.13.2 Extraga0o d0 DNA d€ S. CEreVISIAC . .oceiiiiiiiiie ettt 69
3.13.3 Transformacao em A. fUMIQAtUS.......uuuuriiiiiiiiiiiiieeeee e e e e e e e 70
3.13.4 Extrag@o do DNA do micélio de A. fumMIigatusS.......ccceiiieeeiiiiiieiiiie e 71
3.13.5 Extracdo do DNA do conidio de A. fumigatus ........ccceee oot 72
3.13.6 Preparo de células eletrocompetentes de E. COli.....covviiiiiieiiiiiiiiiieiiiiiieee e 73
3.13.7 Eletrotransformag@o de E. COli.....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 74
3.13.8 Preparo de células quimiocompetentes de E. COli.....occvvvviieiiiiiiiiiieniiiiiiee e 74
3.13.9 Quimiotransformagao de E. COli ... 75
3.13.10 Andlise de SoUthern BIOt ... 75
3.13.11 Andlise do cresCimento FadI@l.........ccviciriiiieeiiiiiie e e e eneaeeeas 77
TG T 7 @o ] o) 7 To 1=T 0 ¢ T LT T o Yo o = PSR 77
3.13.13 Microscopia de POIAriZAGA0D .........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiei e e 78
3.13.14 Determinacdo do numero de protoplastos ap6s a digestdo parcial com Lallzyme
1T PRSP PEPPOPRPPRR 78
3.13.15 Extracéo de hidrofobinas dos conidios de A. fumigatus.........ccccccevvniiiiieeeiiniineenn. 78
3.13.16 Avaliacao de distribuicdo de B(1,3) glucana e quitina em hifas de A. fumigatus..79
3.13.17 FOrmagGao de DIOfilME ..... s 80
3.13.18 Microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) .........oooooiiiiiicciiiniiieeeeee e 81
3.13.19 Microscopia eletronica de varredura (SEM) de conidios de A. fumigatus............cc..cccuvvveen.. 82
3.13.20 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela técnica de
(T Toa goTo 11 1V o= To TR PPPPPUPTPN 82
3.13.21 Determinacédo da Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de Etest.....82
3.13.22 Teste de sensibilidade pela técnica de drop-0Ut............coovccciiiiiiiiiiieiieeeee e, 83
3.13.23 Teste de sensibilidade ao perdxido de hidrogénio .........cccceeiiiiiiii e, 83
3.13.24 Curva de sobrevivéncia ap6s exposicdo a diferentes temperaturas....................... 83

3.13.25 Ensaio de atividade Lux em A. fUmMigatus ..o 84



3.13.26 Extracédo e quantificacdo do ergosterol das linhagens de A. fumigatus
Yo T | = I O U PP PPRR 85
3.13.27 Extracdo e quantificacdo de gliotoxina por UPLC-MS/MS..........ccccovviiiiveeniiiiinennn. 86
3.13.28 Identificacdo, quantificacdo e isolamento das FQsS .........covccciiiiiiiiiiiiiicieieeeceeee e 87
3.13.29 Anédlise de absorcdo de nutrientes a partir do pulm&o MurinO ........cccevvevvveereereeeen.n. 88
3.13.30 Preparacdo de macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs), indice de
fagocitose, determinacdo da concentraC8o de TNF -0 .......cvvviiiieeeeeeeeeiiie e 88
3.13.31 Analise da fagocitose de conidios de A. fumigatus pela ameba de vida livre
DictyOoStelium diSCOTTRUIM ...uiiiii it e et e e e e 89
3.13.31.1 CO-INCUDAGAD ..erererrerererrcnrssenssesssnnsssessesssnsesssssssssssssssassasssssssssessssssssssanssssassasssasssssessasssnns 90

3.13.31.2 Avaliacao da sobrevivéncia dos conidios pos fagocitose por D. discoideum..90
3.13.32 Analise da viruléncia do mutante ArlmA em modelo murino neutropénico de

asSpPergilose PUIMONEAr INVASIVEA ....ooiiiiiii ettt e e e e e e e aaaaaeeas 90
3.13.33 AnAlises de ChIP-gPCR ....coooiiiiiiiie et 92
3.13.33.1 ChIP-qPCR utilizando a reSina GFP-Trap®.....ccererererereresessssssssssssssssssssssssssssssssens 92
3.13.33.2 ChIP-qPCR utilizando Dynabeads protein A® (Thermo Scientific, 10001D)......... 94
3.13.34 Experimentos de imMUNOPIreCIPItAGAD . .uvvveriiiiieiieeeeeeee e e e s e e e aaaaae s 96
3.13.34.1 Imunoprecipitacdo utilizando Dynabeads protein A® (Thermo Scientific,
1000 1§ ) T 96
3.13.34.2 Imunoprecipitac&o utilizando a resina Anti FLAG M2 Affinity Gel®.......coeeeeerererereenene 98
3.13.35 Extracdo de RNA total de A. fuMigatus .......cooouiiiiiieiiiiiiiie e 99
3.13.36 Anélises de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) ........ccooecvnrirviiniiieieeennn, 100
3.13.37 Extracdo de proteinas totais de A. fumigatusS......cccccoeeuiviiieeiiiiiiiiee e 101
3.13.38 Quantificacéo de proteina total pelo método de Lowry modificado..........ccc........ 101
3.13.39 AnAlises de WESTEIN DIOt.......ooiiiiiiiie i 102
3.13.40 Analises de expressdo génica global da linhagem ArlmA pela técnica de
T Toa Eo T g =\ PP PPPRTTRTR 103
3.13.41 Expressao de proteinas reCoOmMbINaANTES.......cvvviiiiiiiiiieeee e 105
3.13.42 Lise das células de E. coli utilizadas para a expressdao de proteinas
(=Yoo T 00 oY1 = VgL =T PSSR 106
3.13.43 Cromatografia de afinidade em resinade niquel..............ooo o, 106
3.13.44 Cromatografia de exclus&o molecular em colunas SuperdeX........cccccevveveerinnnnn. 107
3.13.45 Espectropolarimetria de Dicroismo CirCular .......cccccceeeeeeiiiii i 107
3.13.46 Espectroscopia de emissdo de fluoresCencia......cccceeeeeeiiiiiiiiiccccceeeee 108
3.13.47 Cromatografia de exclus@o molecular analitica ........ccccoeeeieiiiiiiiiiiiiiiiii e, 109
3.13.48 Avaliacéo da atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus ...........cccuvvveeeeeeennn. 109
3.13.48.2 Atividade chaperona da Hsp90 com a proteina MpKA ........cccoocieiiiiiiienee e, 110
3.13.49 Calorimetria de titulacdo isotérmica para determinacéo da afinidade de ligagéo de
HSPO0 PEIO ATP € ADP ...ttt e e e ettt e e e s skt e e e e e s anbbneeeeeaaaa 110
3.13.50 Andlise da interagdo proteina-proteina pela técnica de far Western blot ............ 111
3.13.51 Coloracéo do gel de SDS-PAGE utilizando nitrato de prata..........cccccvvvveeveeeeeeennn. 112
3.15.52 Ambient mass spectrometry imaging on agar Culture.............ccceeeevvvvvvvnninneenennnnn. 113
3.15.53 Sintese do anticorpo anti HSPO0 .......ooiuiiiiiie ittt 113
4.0 RESUItAAOS € HISCUSSA0....iiiiiiiieeeiieeiie i i s ettt e e et e e e e e aeeeeeeeseessssansansnnsenseennnnnneeeeeees 114

Mdodulo 4.1 Isolamento e caracterizagéo fenotipica do mutante ArimA em A. fumigatus115
4.1.1. Identificacdo do homélogo de RImA em A. fumigatus e construcdo da linhagem

ArimA, ArimA:rIMATemM A, FUMIQAUS ...oooicvieee e 116
4.1.2 Caracterizagao funcional do mutante ArimA em A. fumigatus...........cccoocviereernnnnnn 118
4.1.2.1 A delecéo de rImA leva a alteracdes no crescimento radial e taxas de germinacao
€M AL FUMIQATUS eeereceeiiceericeerirnsieseessssnesssssesesessessesssssessssnesssssssssasssssnessssnesssanssssasssssnsssssnesssanesssnasss 118
4.1.2.2 O mutante nulo ArimA apresenta defeitos relacionados ao crescimento vegetativo
e aintegridade da PAr€de CEIUIAN ...iirirnreeertrereerrsresesstessessrsssessnsseessesssessssssessesssassesssesaessessenss 120
4.1.3 Os genes pkcA, mpkA e rImA da CWIP interagem geneticamente em A. fumigatus
................................................................................................................................................. 129
4.1.4 RImA regula positivamente a fosforilagcdo de MpkA e é induzido a nivel proteico e
transcricional durante o estresse de parece Celular.........ccccoiiiiiiiiiiiii e 132

4,15 A perda de rImA aumenta a susceptibilidade a drogas antifungicas e altera a
ProduGa0 A ErgOSTEIOL ..oiiiiiiiiiiiii ettt e e 149



4.1.6 RImA desempenha um papel na resisténcia ao estresse oxidativo em A. fumigatus

................................................................................................................................................. 151
4.1.7 RImA esta relacionado ao estresse de reticulo em A. fumigatus ..........ccccvvvvevveennnn. 156
4.1.8 O mutante ArlmA ¢é avirulento em um modelo murino de infeccdo neutropénica e
leva ao aumento dos niveis de TNF-a e reconhecimento de macréfagos ....................... 158
e B B Y o 1= Lo SRRSO 161
Médulo 4.2 A CWIP esté relacionada ao desenvolvimento e a producdo de metabdlitos
secundarios em A. FUMIQAtUS . ...coooiiiiiii e e e s e e e e eeeees 166
4.2.1 O mutante AriImA apresenta reduzida conidiacdo e alterada expressédo génica dos
principais reguladores do desenvolvimento assexuado em A. fumigatus....................... 167
4.2.2 Os mutantes da CWIP ArimA, pkcA®*"*R e AmpkA apresentam producgéo reduzida dos
metabdlitos secundarios FqQC e gliotoxina de A. fumigatus.........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiciiceceeeee e, 178
4.2.3 O fator de transcricdo de A. fumigatus SebA regula a sintese de FqQC em A.
FUIMIGATUS oot e et e e e e s bt e e e e e bbb e e e e e e sabbr e e e e e e e nnnnees 187
4.2.4 A FgqC é um metabélito secundario envolvido na viruléncia de A. fumigatus em
AIiferenteS NOSPEUEITOS ..coii ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e et eeeeeeeees 194
T B T o 1Y Lo L PUR T PRRR 200
Modulo 4.3 A CWIP é uma das vias responsaveis pela termotolerancia em A. fumigatus,
uma importante caracteristica para a viruléncia deste patdgeno .......ccccvveeeeveeveeeieeeeeeennn, 206
431 Os mutantes da CWIP ArimA, pkcA®"™R e AmpkA possuem reducdo da
termotolerancia, uma importante caracteristica para a virulénciade A. fumigatus......207
4.3.2 Andlises da interacdo da CWIP de A. fumigatus com a chaperona molecular Hsp90
................................................................................................................................................. 217
4.3.3 Clonagem e expressdo das proteinas recombinantes de A. fumigatus Hsp90,
PKCA%091106 Pl ACSTIRAILI00 @ NINKA ..ottt ettt e et 233
4.3.4 Estudos bioquimicos e funcionais das proteinas Hsp90, PkcA%%11% e MpKA ........ 239
4.3.4.1 Analise in vitro da interacdo da proteina recombinante Hsp90 com as proteinas
recoOmMbBDINANTES A CWIP ...ttt sessassss s e sssasssas s e sesssssassssssesssssasssassessassns 239
4.3.4.2 Estudos estruturais e bioquimicos da proteina Hsp90 de A. fumigatus ......cccceeeeeersnerecns 242
4.3.5 Estudos estruturais da proteina MpkA de A. fumigatus ......cccccoevcvviiveeeeiiciiieee e 248
I 1Y o U F=3 Y- o S SS 255
LN O 0o o Tod [ F=Yo 1= PR 261
6.0 Referéncias bibDlOgrafiCas ........cuuiiiiiiii e 265
7.0 APENDICES ...ttt sttt 277
APENDICE A - Fen6tipos de crescimento da linhagem mutante ArimA na presenca de CR
L O PRSP RRP 278
APENDICE B - Anélise da interac&o genética dos mutantes da CWIP. ............cccceevnnne... 279
APENDICE C - Andlise das respostas transcricionais da linhagem selvagem e dos
mutantes ArimA e AmpkA frente ao estresse da parede celular induzido por CR........... 280

APENDICE D - As linhagens mutantes da CWIP pkcA®®"*R AmpkA e ArlmA reduziram a
acumulacdo de mRNA de brlA, abaA e wetA durante o desenvolvimento assexuado
sincronizado em A. fumigatus @ 30 € 8 37 CC..uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 283
APENDICE E - Dados de RMN das fumiquinazolinas. ...........ccccoeveeeueeeeeeeeie e 285
APENDICE F - Anélise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq
na linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArImA durante o desenvolvimento
ASSEXUANO @ 30 9C € 8 37 OC. .iieiiiie e ittt ettt e e st e e e s et e e e e s et e e e e e e e e e e e e nnres 286
APENDICE G - Andlise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq
na linhagem selvagem e mutante AsebA durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C e

= UG I O RPN 288
APENDICE H - Sequéncia de aminoéacidos da proteina Hsp90 de A. fumigatus. ............. 289
APENDICE | - Sequéncia de amino&cidos da proteina PkcA*“®1116 de A, fumigatus.............. 290
APENDICE J - Sequéncia de aminoacidos da proteina PkcA%01116657R e A fumigatus
................................................................................................................................................. 291
APENDICE K - Sequéncia de aminoacidos da proteina MpkA de A. fumigatus ............... 292
APENDICE L - Atividade chaperona da proteina recombinante Hsp90 na proteina
FECOMBDINANTE MK A ettt e e e e e e e e e e aaaaaaaaaeas 293

APENDICE M - LiSta de PUDHCAGHES ......cveveeeeeeeeeceeeeeeeeee ettt 294



Xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: O ciclo de vida assexuado e patogénese de A. fumigatusS............ooecvvvvvvviieeeeenenns 2
Figura 2: Esquema dos componentes de resposta do hospedeiro aos conidios de A.
FUMIQALUS TNAIATOS. .ottt e e s e bt e e e e e neeea e 4
Figura 3: Esquema da via de sinalizacdo da CWIP de A. fumigatus baseado no modelo
AESTA VIA BM S. COIMBVISIAR. .. uitiiii e ettt et e e e e e s st e e e e e e s s e s s e aeeeeeaeaeeans 12
Figura 4: Regulacao da conidiacao em A. fumigatusS.........ccccccvviiiiiiiieee e 14
Figura 5: Rota biossintética da Sintese de FOS......cuuviiiiiiiiiiiiiiiiic e 16

Figura 6: Organizacdao de dominio da Hsp90 fungica com base na organizacdo da
proteina Hsp90 de A. fumigatus e fun¢des descritas obtidas a partir de estudos

oY (=] .= oo 1= 23
Figura 7: Construcdo da cassete PAgSAIIMLUC....ccccc ittt 84
Figura 8: Desenho experimental das hibridizagdes de microarray...........cccceeeevvvvveeninnnn. 104
Figura 9: Construgio do mutante ArImA e da linhagem complementante
AT A T M AT ettt ettt et e et e e et e et e e e beeebe e e beeeteeeabeeeteesareeate e 118
Figura 10: Crescimento radial e taxas de germinagéao da linhagem ArimA...................... 120
Figura 11: Teste de sensibilidade do mutante ArImA a diferentes drogas que causam
eStresse de PArede CRIUIAN ... .o e 123
Figura 12: A sensibilidade as drogas gque causam estresse de parede é parcialmente
revertida na presenca do estabilizador osmotico D-Sorbitol.........c.cceeecvviieiiiiiiiiecciiieeee, 124

Figura 13: A perda da fun¢cdo de RImA causa aumento da hidrolise enzimatica da parede
celular, maior detecgcdo de B(1,3) glucana e quitina, e diminuicdo da formagado de
LT To ] 14 o 1= TP EP PO PRPR 127
Figura 14: Germinantes da linhagem ArImA apresentam parede celular mais espessa..128
Figura 15: Andlise da superficie dos conidios de A. fumigatus e quantificacdo da

hidrofobina na linhagem selvagem e mutante ArlmA.............cccocvii i, 129
Figura 16: PCR de validag&@o dos duplos mutantes de CWIP.........cccccveinininnencne e 130
Figura 17: Crescimento radial e morfologia das coldnias dos mutantes simples parentais
€ AUPIOS B CWIP....ceeiiieee ettt e e e e e e e e aeeas 131
Figura 18: rimA, pkcA e mpkA interagem geneticamente durante o estresse da parede
(o3 =TT = 1 TP UUPPUPPPPURTRR 132
Figura 19: A delecéo de rImA reduz a fosforilagdo da MAP quinase MpkA na presenca do
estresse de parede celular provocado por CR.......ooooiii e 134
Figura 20: Construgao da linhagem rimA::gfp de A. fumigatusS.........ccccveveiiiiiieiiiiinneenn 135
Figura 21: O cassete rimA::gfp complementa funcionalmente o mutante nulo ArimA....136
Figura 22: Analise da expresséao proteica de RImA na presengade CR..........cccceeeeviivnnnnne 137

Figura 23: Andlise de agrupamento hierarquico evidenciando o perfil de expressao dos
genes selecionados para a linhagem selvagem e mutantes ArimA e AmpkA em resposta ao
estresse da parede celular iNdUZIAO POT CRu...c.oiiiiiiiiiiiiie ettt 139
Figura 24: Esquema demonstrando a proposta de regulagdo génica para a
ativacdo/inibicdo ou a nédo correlagdo entre rimA, mpkA e os genes da biossintese da

parede celular durante o estresse induzido POr CRu....uiiiiiiii i 140
Figura 25: Ensaio de atividade Lux em A. fumigatus MAF 6.6 (wt; PagsA::mLuc) e MAF
8.1 (ArImA; PagsA::mLuc) incubadas com diferentes concentracdes de CFW................ 142

Figura 26: ChIP-qPCR dos genes relacionados a biossintese da parede celular nas
linhagens selvagem e rImA::3xFLAG durante o estresse de parede celular provocado por

CR 300 pg/mL, por 15, 30 € 60 MINULOS.....cciiiiiiiiiiiieteeie ettt e et eeee e e e e e e sabeebeeeeeee s 148
Figura 27: RImA estarelacionado aresisténcia a azois e a equinocandinas.................. 151
Figura 28: Analise da sensibilidade do mutante a drogas que promovem 0 estresse
(oD q T F= 11 Ao T TP 153
Figura 29: Andlise da expressao génica de RImA na presenca de estresse oxidativo
ProvVOCAA0 POT HoO ..ottt e e e e e e e e s eeeeaeaae s 156
Figura 30: O estresse da parede celular causado pela perda de rImA esta ligado a
sinalizac8o da UPR em A. fUMIQAtUS.......ooiiiiiiiiiiiiie it 157

Figura 31: RImA de A. fumigatus é necessério para viruléncia completa em um modelo
murino de aspergilose pulmonar invasiva, para a ativacdo da imunidade inata contra
A. fumigatus e para a absorgcdo de nutrientes a partir do tecido pulmonar
0 0 S 160



xii

Figura 32: O mutante ArlmA apresenta fenétipo flufy e formac&o de conidios inferior a

l[inhagem selvagem @ 30 OC.........uii ittt e e e e e e e e e nees 167
Figura 33: Inducéo sincronizada de desenvolvimento assexuado para A. fumigatus na
linhagem selvagem e mutante ArimA a 30 °C (A) € 37 °C (B)...oocvvveeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeee e 168
Figura 34: Os genes da CWIP pkcA e rImA sé&o induzidos durante o desenvolvimento
assexuado sincronizado em A. fumigatus @30 € @37 °C..uuvevveeeeeeeeeeiii i 171
Figura 35: A fosforilacdo da MAP quinase MpkA é induzida durante o desenvolvimento
assexuado sincronizado em A. fumigatus @30 °C € a 37 °Cuuureevereeeeecccciiiiiieeece e 173

Figura 36: As linhagens mutantes da CWIP pkcA®"*R AmpkA e ArlmA reduziram a
expressdo de mRNA de brlA, abaA e wetA durante o desenvolvimento assexuado

sincronizado em A. fumigatus @ 30 °C € @ 37 ®C.urrrriiiiiieieeieaeiieeeeee e 175
Figura 37: O fator de transcricdo RImA se liga in vivo na regido promotora dos genes
flbB, fIbC, abaA e brlA durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus............ 177
Figura 38: A linhagem mutante ArimA n&o produz gliotoXina........cccceeveviiiieieiiniieie e 179
Figura 39: Mutantes de CWIP possuem reduc¢do na producdo de FqC........ccceevveveennnnen. 180
Figura 40: Quantificagdo de FqC e FgD nas linhagens mutantes da CWIP....................... 181

Figura 41: Anaélise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq na
linhagem selvagem e mutantes AmpkA e AriImA durante o desenvolvimento assexuado a
37 OC (A) € @ B0 OC (B).eeeeeeeeiiiiieieiiiiieie ettt sttt e e s sttt e e s sttt e e s sttt e e e e s nt et e e e e nre et e e e e nrae e e e e aanees 183
Figura 42: ChIP-gPCR dos genes fmgA, fmgB, fmgC e fmgD nas linhagens selvagem e
rimA::gfp durante o desenvolvimento assexuado a 37 °C em A. fumigatusS...........c.cce..... 186
Figura 43: Quantificacdo de FgC nas linhagens mutantes representativas do screening
para identificar reguladores da sintese desse metabdlito secundario..........ccccceeeeveeeennns 188
Figura 44: Andlise da resposta transcricional de genes do cluster de sintese de Fgs na
linhagem selvagem e mutante AsebA durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C (A) e

TR I A O (=) T PRSP 190
Figura 45: ChIP-gPCR dos genes fmgA, fmgB, fmqC e fmgD nas linhagens selvagem e
sebA::gfp durante o desenvolvimento assexuado a 37 °C em A. fumigatus.........ccccccvvevennne. 193
Figura 46: Mutantes da CWIP de A. fumigatus sdo mais sensiveis a FqC (A), enquanto a
delecdo de SebA é Mais tOlErante (B)....cc.oiceeiiiiiiieiiie ittt 195
Figura 47: Secrecédo de TNF-a (A) e IL-6 (B) a partir de BMDMs ap6s incubacdo com FqC
L o | TSP PO PP PP PPPPPPPIN 196
Figura 48: FqQC e FgD apresentam efeitos citotoxicos limitados, mas influenciam a
formacao de poros em BMMDS de camuUNAONQOS.......cuvieiiiiiieeiiiiiieeesiiieeeesseessiieeesssenneeens 197
Figura 49: Andlise dos indices de fagocitose de conidios por D. discoideum e
BIMDIMS ..ottt ettt e e e e b ee e b bt ee R bbbt e e e aa bt et e e e anbbeeae s antbeeee s anbrreeenans 199

Figura 50: Esquema proposto como modelo de regulagcdo transcricional do
desenvolvimento assexuado, biossintese das Fgs e gliotoxina em A. fumigatus, assim

como o papel da FqC na viruléncia de A. fumigatus em diferentes hospedeiros............ 204
Figura 51: Genes da CWIP de A. fumigatus estdo relacionados a resisténcia ao choque
LT 0 41T o T PP ERP PSRRI 209
Figura 52: A perda da funcdo de pkcA aumenta a fosforilacdo da MAP quinase MpkA na
presenca do eStreSSe tErMICO @ 37 PC..uuiiiiiiiiii it e e e e e 211
Figura 53: A delecdo de rImA e a perda da funcdo de pkcA reduzem a fosforilacdo da
MAP quinase MpkA na presenca do estresse termico a 48 °C......ccoovvevveeeereesvnvneeeneeeeenns 213
Figura 54: Analise transcricional dos genes envolvidos no choque térmico de A.
FUMIGALUS 8 37 OC...eiiiiiiiiiie ettt et e e ekttt e e st bt e e e bbb e e e e s st b e e e e s aabbeeeena 215
Figura 55: Analise transcricional dos genes envolvidos no choque térmico de A.
FUMIGALUS 8 48 OC....ciiiiiiiiit ittt ettt et e e bt e e e e bbbt e e e e eb b et e e e e abbe e e e e e abbee e e e e e bees 216
Figura 56: Mutantes da CWIP de A. fumigatus sdo mais sensiveis a drogas inibidoras de
[ £ 0 1 OSSP 219
Figura 57: Andlise da expressédo da proteina Hsp90 durante o estresse térmico a 37 °C na
linhagem selvagem e nas linhagens mutantes da CWIP de A. fumigatus............cccceveeeeee. 221
Figura 58: Andlise da expressédo da proteina Hsp90 durante o estresse térmico a 48 °C na
linhagem selvagem e nas linhagens mutantes da CWIP de A. fumigatus......................... 223
Figura 59: Geragdo do mutante PKCA 3XHA .. ... 225
Figura 60: A proteina apical da CWIP PkcA interage com Hsp90 durante o choque térmico
EM AL TUMIGATUS ...ttt bt b et bt eh e bbbt st e e sb e bt e e bt e bbb nne e 226

Figura 61: A proteina apical da CWIP PkcA interage com Hsp90 durante o estresse de parede
celular provocado por CR em A. fUMIQAtUS.......ceoiiiiiiiieiiie et s 227



xiii

Figura 62: A MAP quinase MpkA da CWIP interage com Hsp90 durante o estresse de

parede celular provocado por CR em A. fumMigatUsS..........oeeiiiiiiieiiiiiie e 228
Figura 63: Geracdo do mutante rImA 3XFLAG..........coooi i 230
Figura 64: O fator de transcricdo da CWIP RImA interage com a Hsp90 e com a MAP
quinase MpkA fosforilada durante o choque térmico em A. fumigatus........c.cccceeveveereennnns 231

Figura 65: O fator de transcricdo da CWIP RImA interage com a MAP quinase MpkA
fosforilada e Hsp90 durante o estresse de parede celular provocado por CR em A.

LU L0 = L = PR 232
Figura 66: Validacdo da clonagem dos cDNAs dos genes hsp90, mpkA, pkcA?%0%1116 ¢
pKCA#0F-ILIBESTOR o A fumigatus no plasmideo PET-15D......ccccooveieeieeeeeeeceeeeeeee e 236
Figura 67: Andlise da expressdo em pequena escala das proteinas recombinantes
obtidas. (A) Hsp90 (B) PkcA%09-1116 (C) PkcA*0S-1116G5TR (D) MPKA...........cveeereeeereeesereeans 238
Figura 68: Detecgédo da interacdo proteina-proteina entre (A) PkcA%0%1116 (B) pkcA4091116C579R
e (C) MpkA com a proteina Hsp90 de A. fumMigatusS........cceiiieiiiieeiiiin e 241

Figura 69: Gel de purificacdo da proteina recombinante Hsp90 de A. fumigatus por
cromatografia de afinidade em resina de niquel e cromatografia de exclusdo

aaTeTT=ToT U] =V PP PPRPPRPRP 242
Figura 70: Cromatografia de exclusdo molecular analitica da proteina recombinante
£ 0 1 S 244
Figura 71: Espectros de CD da proteina recombinante HSP90..........ccccccvvviiiiirieniiieneennn. 245
Figura 72: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
EXCItACAO U 280 € 295 NIM. ..ttt e e e et e e s st e e e s bt e e e snbbe e e s annbeeeeenee 246
Figura 73: Andlise da atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus........c.cccoereeneennereeneneeenes 247
Figura 74: Interacdo da Hsp90 de A. fumigatus com ATP e ADP por calorimetria de
4L R0 = (o= To I Y 01 4= o 1 - VUSSR 248

Figura 75: Gel de purificagdo da proteina recombinante MpkA de A. fumigatus por
cromatografia de afinidade em resina de niquel e cromatografia de exclusdo

Yo ] 1= o] 01V S ERRRRRR 249
Figura 76: Cromatografia de exclusdo molecular analitica da proteina recombinante
Y] S POTSRRPROTRP 250
Figura 77: Espectros de CD da proteina recombinante MpKA..........cccoooo e 251
Figura 78: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
EXCItACAOD A 280 € 295 NIM. ..ttt ettt e s st ee e e s st bee e e s sbbae e e s anbaeeeea 252

Figura 79: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
excitacdo de 280 nm (A) e 295 nm (B) na presenca de diferentes concentracdes de

(o 10 =T o g = USSR 252
Figura 80: Ensaios de estabilidade térmica da MpkA de A. fumigatus.........cccoceveeereninnenns 253
Figura 81: Atividade chaperona Hsp90 de A. fumigatus com a proteina MpkA de A.
L18 g Lo F= LU £ TS TOTUSORPR 254
Figura 82: As proteinas PkcA, MpkA e RImA da CWIP interagem com Hsp90 durante o
estresse de temperatura e parede celular em A. fumigatus.........cceeeieiiiiiiiiiiiiiie 258
Figura Al: Fenétipos de crescimento da linhagem mutante ArimA na presenca de CR e
(O P TP O PP PRP P PPRR 278
Figura B1: Andlise da interacdo genética dos mutantes da CWIP.............cccccvveevciiineeenn, 279
Figura C1: Andlise das respostas transcricionais da linhagem selvagem e dos mutantes
ArImA e AmpkA frente ao estresse da parede celular induzido por CR........ccccveeeeeeeennn. 281

Figura C2: Heatmap mostrando o padréo de expresséo de genes selecionados de A. fumigatus
identificados durante a comparacdo da linhagem selvagem versus ArlmA por
LT Tod Ko T T o - 2RSSR 282
Figura D1: As linhagens mutantes da CWIP pkcA®*R, AmpkA e ArlmA reduziram a
acumulacdo de mRNA de brlA, abaA e wetA durante o desenvolvimento assexuado
sincronizado em A. fumigatus a 30 °C (A) € @ 37 °C (B).euureeiieeeriiiiiiiiiiiiieeeeeee e 284
Figura F1: Andlise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fg na
linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArImA durante o desenvolvimento assexuado a
A Ol (A I T T {0 O (= ) SRR PSR 287
Figura G1: Analise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq na
linhagem selvagem e mutante AsebA durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C (A) e
R O (= T PP 288
Figura L1: Atividade chaperona de Hsp90 de A. fumigatus com a proteina MpkA de A.
fFUMIQAtUS. (A-B-C-D-E-F)...eeiiiiiiiiiiiieie e e e e 293



Xiv

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Gendtipos das linhagens de A. fumigatus utilizadas neste trabalho.................. 28
Tabela 2: Linhagens utilizadas para a expresséo de proteinas recombinantes................. 28
Tabela 3: Tabela contendo os oligonucleotideos utilizados para constru¢do e checagem
de construc@es das linhagens utilizadas neste trabalho............ccocccci e, 33
Tabela 4: Tabela contendo os oligonucleotideos utilizados para construcéo de linhagens
para a expressdo de proteinas recombinantes utilizadas neste trabalho........................... 34
Tabela 5: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reagdes de RT-qPCR em
LT 10 oo I =T | DT PP OUPPPRTRPPPPTN 34

Tabela 6: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacbes de ChIP-gPCR

durante o estresse de parede celular na presenca do CR na linhagem rImA::3XFLAG...36
Tabela 7: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de ChIP-qPCR

durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus na linhagem rimA::gfp............. 36
Tabela 8: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacfes de ChIP-gPCR
durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus na linhagem sebA::gfp............. 37
Tabela 9: Solucbes para desnaturacdo e renaturacdo da membrana de far WB................ 56
Tabela 10: Agentes e drogas utilizados nos ensaios de caracterizagdo fenotipica das
linhagens utilizadas Neste trabalNO..........ooiiiiiiiii e 66

Tabela 11: Genes relacionados a biossintese e manutencdo da integridade da parede
celular de A. fumigatus selecionados para a analise por ChIP-qPCR do fator de

L= T =Yoo= To T o 1 PP 146
Tabela 12: Genes relacionados ao desenvolvimento de A. fumigatus selecionados para a
anélise por ChIP-gPCR do fator de transcricao RIMA..........uuviiieeeeeiieiiiie e 176
Tabela 13: Genes relacionados a biossintese de Fqg em A. fumigatus selecionados para a
anélise por ChIP-gPCR do fator de transcric8o RIMA...........oooviiiiiiiiiiiii e 185
Tabela 14: Genes relacionados a biossintese de Fq em A. fumigatus selecionados para a
analise por ChIP-gPCR do fator de transcricao SEbA........ccccciie i 191
Tabela 15: Propriedades fisico-quimicas e condicbes de expressdao das proteinas
estudadas Neste trabalnO.... ..o 237
Tabela 16: Propriedades estruturais da Hsp90 de A. fumigatusS..........cocceeeeiiiiieeeeiiieneene 245

Tabela 17: Propriedades estruturais da MpkA de A. fumigatusS......cccccceeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeenn, 251



XV

LISTA DE ABREVIATURAS

AF - anidulanfungina

Al - Aspergilose pulmonar invasiva

aSEC - Cromatografia por exclusdo de tamanho analitica
BFA - brefeldina A

BMDMs - Macréfagos derivados de medula éssea
pb - Pares de bases

BSA - Albumina bovina sérica

CASP - caspofungina

CAFF - cafeina

CD - Dicroismo circular

CFU - Unidades formadoras de colbnias

CFW - Calcofluor white

ChIP-gPCR - Imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) acoplada a PCR
guantitativa

CIM - Concentracao inibitoria minima

CLB - ChIP lysyis buffer

CR - congo red

cRNA - Acido ribonucleico complementar

CWI - Integridade da parede celular

CWIP - Via da integridade da parede celular

DTT - Ditiotreitol

EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético

ER - Reticulo endoplasmético

EROS - Espécies reativas de oxigénio

FBS - soro fetal bovino

Fq - Fumiquinazolina

GFP - Proteina verde fluorescente

HOG - High osmolarity glycerol

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
HPLC-UV - Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a luz ultravioleta
HRMS - Espectrometria de massa de alta resolucao
HSE - Elementos de choque térmico

HSF - Heat shock transcription factors/ fatores de transcricdo de choque
térmico

HSP - Proteina de choque térmico

IL-6 - Interleucina 6

ITC - Calorimetria de titulacao isotérmica

LUC - Luciferase

MEYV - Multiple experiment viewer

MM - Meio minimo

MOls - Diferentes multiplicidades de infeccao

NO - Oxido nitrico

ODsoonm - Densidade 6tica a 600 nm

ORF - open reading frame/ fase de leitura aberta
PBS - Tampao fosfato-salina

PCR - Reacao em cadeia da polimerase

PMSF - Phenylmethanesulfonyl fluoride



XVi

gPCR - Reacao em cadeia da polimerase quantitativa
g.s.p - Quantidade suficiente para

RPMI - meio Roswell Park Memorial Institute
RT - Transcriptase reversa

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE - Dodecil sulfato de sodio - eletroforese em gel de poliacrilamida
SEC - Cromatografia por exclusao de tamanho
SEM - Microscopia eletrénica de varredura
STRE - Stress response element

TAE - Tampao tris acetato EDTA

TBS - Tampao tris salina

TBST - Tampao tris salina tween 20

T-butyl - Terc butyl

TEM - Microscopia electronica de transmissao
TM - tunicamicina

TNF-a - Fator de necrose tumoral a

UFC - Unidades formadoras de colonias

WT - wild type

YG — meio Yeast glucose

YPD — meio Yeast extract - Peptone - Dextrose
5-FOA - Acido 5-Fluoroorotico



1.0 Introducéo



1.0 Introducéo

1.1 O patogeno Aspergillus fumigatus

O patogeno Aspergillus fumigatus € um fungo filamentoso saprofitico que
desempenha um importante papel ambiental nos ciclos de carbono e nitrogénio
através da decomposicado da matéria organica. Este fungo, apesar de nao ser a
espécie mais predominante de Aspergillus ssp., € um dos mais ubiquos, sendo
encontrado no solo de diferentes ambientes [1, 2]. O patdgeno A. fumigatus é
disseminado principalmente através da liberacdo de conidios haploides
produzidos assexuadamente e disseminados através das correntes de ar,
podendo ser facilmente inalados devido ao seu pequeno tamanho (cerca de 2-3
um) [1, 2]. Ao encontrar um substrato adequado, estes podem germinar
originando o micélio que é formado por um conjunto de hifas septadas [2-4]. O
ciclo de vida e mecanismo de patogénese do A. fumigatus pode ser observado

na figura 1.
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Figura 1: O ciclo de vida assexuado e patogénese de A. fumigatus. A. fumigatus
desenvolve-se através do ciclo assexuado. O conidio, na presenca de substratos nutricionais,
forma germinantes que se tornam hifas maduras, as quais eventualmente se desenvolvem em
micélio. As hifas ativam o desenvolvimento através do ciclo assexuado resultando em uma
série de mudancas morfolégicas como formacgéo de hifas aéreas, desenvolvimento inicial do
conidiéforo e formacgdo das fidlides até a formacdo do conidiéforo maduro. No hospedeiro
imunocomprometido os conidios inalados podem invadir os vasos sanguineos e serem
disseminados. Na aspergilose pulmonar invasiva o 6rgdo colonizado é majoritariamente o
pulmdo. Figura adaptada de Rhodes, Oliver [5].



A infeccdo por A. fumigatus se d& principalmente através da inalagdo dos
seus conidios. A inalacdo dos conidios por individuos saudaveis raramente
leva ao desenvolvimento de alguma forma de aspergilose, ja que nestes as
células do sistema imune inato eliminam o fungo do organismo [6].

As principais células imunes envolvidas na depuracdo dos conidios de
A. fumigatus sd@o macrofagos alveolares e neutrofilos. Os macréfagos
alveolares constituem a primeira linha de células fagociticas do hospedeiro
contra o conidio inalado. Os mondécitos e neutréfilos periféricos do sangue séo
subsequentemente recrutados para os locais de infeccdo apds a germinacao
fungica, constituindo a defesa do hospedeiro contra hifas [7]. O reconhecimento
de conidios por macréfagos alveolares leva a fagocitose e induz a expressao
de guimiocinas e citocinas inflamatérias [8-10]. Receptores de reconhecimento
das células do hospedeiro como receptores de dectina-1 e Toll like receptors
(TLR), assim como pentraxin-3 e ligantes de manose e lectina reconhecem
motifs fangicos especificos [9, 11, 12]. Enquanto os receptores TLR-2 e
dectina-1 reconhecem B glucanas da parede celular fungica e se ligam a estas,
o DNA de A. fumigatus contém ilhas CpG ndo metiladas que também sé&o
reconhecidas pelo TLR-9. J& a pentraxin-3 se liga a galactomanana da parede
celular fungica e facilita o reconhecimento do conidio por células efetoras do
sistema imune [13]. Na figura 2 pode-se observar um esquema dos
componentes de resposta do hospedeiro aos conidios de A. fumigatus

inalados.



Figura 2: Esquema dos componentes de resposta do hospedeiro aos conidios de
A. fumigatus inalados. A primeira linha de defesa contra os conidios inalados ocorre ja nas
cornetas nasais e na arvore brénquica devido ao fluxo de ar altamente turbulento que deposita
a maioria das particulas inaladas contra o fluido da superficie da via aérea, permitindo sua
remocdo pela acao ciliar do epitélio respiratorio. Isso constitui um mecanismo importante de
defesa antimicrobiana nos pulmdes. Por outro lado, o pequeno tamanho dos conidios de
A. fumigatus em repouso (2 a 3 ym de didmetro) permite que alguns dos esporos inalados
evitem este mecanismo de defesa e cheguem a zona respiratéria do pulmdo. O
reconhecimento do A. fumigatus pelo hospedeiro ocorre por meio de moléculas de
reconhecimento de padrbes solaveis, bem como receptores ligados as células. O proximo
passo em defesa contra o A. fumigatus é a ativacdo dos mecanismos efetores da imunidade
inata. Estes incluem mecanismos antimicrobianos como macréfagos alveolares e células
dendriticas, assim como recrutamento e ativagcao de leucdcitos apos a chegada do conidio ao
local de infeccdo. Simultaneamente, os conidios em repouso ficam “inchados” dentro de 4 a
5 horas da chegada aos pulmdes e, se ndo eliminados, germinam e formam hifas dentro de 12
a 15 horas ap0s a chegada ao pulméao. As hifas invadem o tecido pulmonar adjacente, causam
pneumonia e, muitas vezes, disseminam-se para outros orgaos. Adaptado de Heinekamp,
Schmidt [6].

Outras espécies de Aspergillus ssp. sdo capazes de causar a aspergilose
invasiva, incluindo Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans e
Aspergillus terreus, entretanto A. fumigatus é o principal agente etiol6gico da
aspergilose em humanos, sendo a espécie responsavel por cerca de 90 % dos
casos da doenca [14, 15], o que sugere que este patdégeno possui
determinantes de viruléncia especificos que permitem a colonizacdo dos
hospedeiros imunocomprometidos mais facilmente.

Ha uma variedade de processos envolvidos na patogénese e nas
diferentes manifestacfes clinicas causadas por A. fumigatus [14, 15]. Diversos

genes que estado relacionados a patogenicidade em A. fumigatus ndo se



encaixam em uma definicdo classica de fator de viruléncia, no entanto, eles sao
responsaveis pela evasao do sistema imune e capacidade de causar danos ao
hospedeiro [5]. Os genes e moléculas envolvidos na capacidade infectiva de
A. fumigatus, e, portanto, tidos como determinantes de viruléncia, auxiliam na
adesdao, colonizacao, disseminacdo e imunomodulacdo e, consequentemente,
na habilidade do fungo em escapar dos mecanismos de resposta imune do
hospedeiro [16]. Estes podem ser classificados de acordo com a funcdo em
gue estéo envolvidos na protecao do patdégeno frente ao hospedeiro como, por
exemplo, termotolerancia, composi¢cao da parede celular, resisténcia a resposta
imune, producdo de toxinas e metabdlitos secundarios, absor¢cao de nutrientes
e versatilidade nutricional, regulacdo do metabolismo, dentre outros. Para uma
revisdo ver Abad, Fernandez-Molina [17].

A maioria das infec¢des causadas pelo A. fumigatus em humanos pode
ser separada em trés principais categorias: aspergilose broncopulmonar
alérgica (ABPA), aspergilose pulmonar cronica (CPA) e aspergilose pulmonar
invasiva (Al), sendo esta ultima a forma mais grave da doenca [18]. Nesta, as
hifas fungicas podem invadir tecidos e, em alguns casos, até mesmo o sistema
sanguineo, podendo se dispersar por diversos 6rgaos [2]. O principal local de
infecc@o € o pulmao, porém a infeccdo pode ocorrer também através da pele e
da coOrnea, apesar da colonizacdo fungica desses locais ser muito menos
frequente. A Al é rara em individuos saudaveis e afeta quase exclusivamente
pacientes com comprometimento no sistema imunol6gico, sendo os maiores
fatores de risco a neutropenia, transplante hematopoiético alogénico de steem
cells, ou transplantes de 6rgdos sélidos (em particular pulméo), neoplasia
hematoldgica, quimioterapia citotdéxica para tratamento de cancer, pacientes
com HIV/AIDS (Virus da imunodeficiéncia humana/Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) e doencga granulomatosa cronica (DGC) [19].

O tratamento de infec¢des fangicas € desafiador, pois estes organismos
compartilham muitas vias metabdlicas com o hospedeiro mamifero. As atuais
opcOes de tratamento para a aspergilose sao limitadas a trés classes
terapéuticas de moléculas antifungicas: polienos (anfotericina B) que se ligam
aos esterois da parede celular fungica; azbis que promovem inibicdo da

esterol-a-1,4-desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do



citocromo P450 que age inibindo a sintese do ergosterol na parede celular
(fluconazol, voriconazol, itraconazol) [20]; e equinocandinas semissintéticas
(caspofungina, anidulafungina e micafungim) que inibem a enzima
B(1,3) glucano sintase, impedindo a manutencdo da integridade da parede
celular [21]. Apesar das opcdes terapéuticas atuais, a mortalidade associada a
aspergilose invasiva ainda permanece elevada [22].

Devido a falta de terapias antifungicas eficazes, a parede celular fangica
tem sido alvo de pesquisas visando o desenho de drogas, pois ela é a estrutura
gue determina o formato da célula, fornece suporte osmético, protecéo fisica,
além de estar relacionada a eventos de sinalizacdo celular, adesdo e

reproducao [23-31].

1.2 Via da integridade da parede celular em A. fumigatus

Um dos principais determinantes da resisténcia ao estresse fungico € a sua
parede celular. A parede celular tem um papel proeminente e duplo durante o
crescimento de patdégenos flngicos: permite ao patdégeno detectar, adaptar e
sobreviver em um ambiente destrutivo em termos de nutrientes, como a
microbiota ou células humanas, mas também controla o crescimento
polarizado, o que ajuda o fungo a invadir novos territérios e especialmente os
tecidos do hospedeiro. Devido a estudos genéticos, bioquimicos e
imunoldgicos ao longo das duas ultimas décadas, A fumigatus tornou-se um
modelo para entender o papel da parede celular no crescimento de um fungo
filamentoso em seu ambiente natural ou durante a sua vida patogénica.

A arquitetura geral da parede celular € conservada em todas as espécies
de fungos e essencialmente consiste de uma estrutura de polimeros, incluindo
quitina, glucana e manana/galactomanana. No entanto, existem algumas
diversidades fundamentais na estrutura da parede celular fungica entre
diferentes espécies e por vezes até mesmo entre diferentes morfologias das
mesmas espécies. Apesar da diversidade estrutural, a parede celular
permanece Unica ao patdgeno fungico e vital para 0 seu crescimento e
sobrevivéncia, sobressaindo-se assim como um alvo promissor para a

investigacdo de drogas antifungicas [32].



Mais de 90 % da parede celular do micélio de A. fumigatus compreende
polissacarideos, alguns dos quais estdo estruturalmente e covalentemente
ligados em um complexo composto por B(1,3) glucana ligada a quitina,
galactomanana e B(1,3) e B(1,4) glucanas. Outros polissacarideos tais como
a(1,3) glucana e galactosaminogalactano atuam como “cimento”, preenchendo
0s poros entre os polissacarideos fibrilares. Revisado por Bernard and Latge
[33], Latge, Beauvais [34].

A sobrevivéncia da célula fangica é altamente dependente da funcéo,
organizacao, e composicado da parede celular. Esta estrutura é essencial para
proporcionar uma forma celular adequada e a integridade para morfotipos
fungicos, prevenindo a lise das células. Além disso, esta estrutura tem um
papel na adesdo célula-a-célula e na prevencdo de reconhecimento pelo
sistema imunitario do hospedeiro [23, 26, 35]. Como uma barreira de protecao
rigida, porém dindmica, esta estrutura esta sob biossintese e remodelacéo
constante devido a processos inerentes envolvidos no crescimento e na
reproducéo fungica ou aos varios desafios ambientais que sédo sentidos pelo
agente patogénico invasor durante a infeccéo [36, 37].

A formacéo e manutencédo da parede celular sdo controladas através da
via da integridade da parede celular (CWIP). A CWIP é uma cascata de
transducdo de sinal que mantém a integridade da parede celular, sendo
conservada e ja estudada em diversos fungos patogénicos humanos, incluindo
A. fumigatus [23, 29, 32, 35, 38-40]. Estes estudos tém demostrado que
deficiéncias na integridade da parede celular levam a atenuacéo da viruléncia e
ao aumento da sensibilidade a agentes antifingicos neste patégeno [24, 25,
27, 28, 30, 31, 40-42]. Essencialmente, em todas as espécies de fungos, uma
atividade basal dessa via € necessaria mesmo sob condicées normais de
crescimento para manter a biogénese da parede celular e a integridade da
célula fungica [32].

A ativacdo da CWIP é iniciada na superficie da célula em resposta a
algum estresse, 0 qual € detectado por sensores transmembrana [43]. Em
Sacharomyces cerevisiae, os estimulos que ativam a CWIP s&o captados por
sensores presentes na membrana plasmatica, como Wscl-3, Mid2 e Mtl1[44].

Esses sensores por sua vez transmitem os sinais para Rom2, que é



responsavel pela ligacdo de GTP a proteina Rhol. Uma vez ativada, Rhol
promove a ativacao de Pkcl [45]. Em seguida, Pkcl fosforila Bckl que entdo
ativa as quinases dowstream Mkk2 e Mpkl [46]. Mpkl por sua vez controla a
atividade de dois fatores de transcricdo, RIm1l e SBF (Swi4/Swi6), responsaveis
pela regulacdo da expressao de genes relacionados a biossintese da parede
celular e ao controle do ciclo celular, respectivamente [47]. O médulo de
guinase central da MAPK é conservado a partir de S. cerevisiae para espécies
de Aspergillus ssp., conforme descrito anteriormente [35, 40, 48].

Os cinco sensores da CWIP que respondem a diversos estresses em
S. cerevisiae, as proteinas de membranas Wscl-3, Mid2 e Mtll, séo
caracterizadas por um dominio extracelular rico em serinal/treonina [44].
A. fumigatus possui trés supostos homdlogos de Wsc e um de Mid2/Mtll,
Wscl-3 e MidA respectivamente. Mutantes nulos destes sensores (Awscl,
Awsc2, Awsc3 e AmidA) possuem alteragdo no crescimento de colbnias e na
producdo de conidios [23]. O triplo mutante nulo destes sensores, Awscl
Awsc3 AmidA, possui um grande aumento deste fendtipo, o que sugere
funcdes parcialmente sobrepostas na regulacdo do crescimento polarizado e
da conidiagdo em A. fumigatus [23]. Os papéis distintos na deteccdo do estresse
da parede celular podem ser atribuidos a MidA (agentes de ligacdo a quitina,
temperaturas elevadas) e Wscl (equinocandinas), Wsc2, porém, ndo pode ser
ligado & CWIP [23]. Uma resposta diferencial semelhante em nivel transcricional
também foi observada para sensores de CWIP em S. cerevisiae [49].

A ativacdo das proteinas Rho requer a troca do GDP vinculado para
GTP. Dois fatores de troca de nucleotideos de guanina (GEFs) foram
identificados como ativadores de Rhol em S. cerevisiae, Rom1 e Rom2. Estes
sdo homologos parcialmente redundantes que se originam da duplicacao do
genoma completo de S. cerevisiae [36]. De acordo com o modelo atual, ap6s o
estimulo da parede celular, os GEFs da CWIP interagem diretamente com o0s
sensores e, posteriormente, estimulam a troca GDP/GTP na Rho GTPase
dowstream em S. cerevisiae e Neurospora crassa [36, 50]. A. fumigatus
codifica apenas um homdélogo Rom1/Rom2, denominado Rom2. Um mutante
condicional com a expressdo de rom2 reduzida é viavel, e integra

essencialmente todos os fenétipos dos mutantes dos sensores da CWIP [51].



De acordo com seu papel na sinalizagdo de CWIP, a fosforilagdo da MAP
guinase MpkA de A. fumigatus néo é induzida no mutante condicional rom2ieton
em condicdes de repressédo [51], mas a fosforilagdo basal continua de MpkA no
mutante condicional rom2.ton €m condi¢des de represséo indica a presenca de
rotas alternativas de ativagdo da CWIP em A. fumigatus [51].

No mutante nulo de Rhol em A. fumigatus (Arhol), foi relatado um
fendtipo de lise das hifas, e este esta localizado na proximidade do complexo
de B(1,3) glucana sintase e principalmente durante o crescimento polarizado
das hifas [23, 24, 38]. Isso sugere que o papel fisiolégico de Rhol em
A. fumigatus é semelhante ao de Rhol em S. cerevisiae. O envolvimento do
homélogo Rho2 de S. cerevisiae na manutencdo da parede celular de
A. fumigatus é claro a partir dos fenoétipos do respectivo mutante nulo (Arho2).
A delecdo de rho2 em A. fumigatus resulta em um mutante suscetivel a
calcofluor white (CFW), congo red (CR) e temperatura [23]. Resultados muito
semelhantes foram obtidos para um mutante ArhoB de A. niger [52]. Em
A. fumigatus, foi identificada uma terceira Rho GTPase conservada com
importancia para a integridade das hifas expostas ao estresse da parede
celular, Rho4, homéloga de Rho4 de S. cerevisiae. Em testes de crescimento
em meios solidos, o mutante nulo Arho4 demonstrou susceptibilidade a
agentes e condicbes perturbadoras da parede celular (CFW, CR, temperatura),
semelhante ao mutante Arho2 [23]. Embora o papel funcional de Rho4 em
S. cerevisiae ndo esteja totalmente esclarecido, em A. fumigatus este é
essencial para a formacao de septos nas hifas [23].

A proteina quinase C, que é ativada pelas Rho GTPases € a quinase
apical da CWIP. Esta é conservada em fungos, incluindo Candida albicans,
Candida glabrata, Cryptococcus neoformans e A. fumigatus [53]. O homdélogo
de Pkcl em A. fumigatus, PkcA, foi recentemente caracterizado através da
construgdo de um mutante pkcA®®*®R que carrega uma mutacdo pontual no
dominio regulatério C1B da PkcA de A. fumigatus [29]. O mutante pkcA®>"R ¢
hipersensivel aos agentes de ligacdo a quitina (CFW e CR), ao aumento de
temperatura, ao estresse oxidativo e a antifingicos como azdlis e
equinocandinas [29]. Embora a super expressao de PkcA de A. nidulans tenha

aumentado a fosforilacdo de MpkA, em A. fumigatus a fosforilagdo de MpkA foi
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reduzida no mutante pkcA®>"*R durante o estresse de parede celular provocado
por CR [29, 54]. Surpreendentemente, apesar do aumento da susceptibilidade
as condicdes perturbadoras da parede celular e do aumento da internalizacdo
por macréfagos sob condigdes in vitro, a viruléncia do mutante pkcA®®"°R n&o é
atenuada [29].

Em S. cerevisiae, Pkcl fosforila Bckl que entdo ativa as quinases
dowstream Mkk2 e Mpkl [46], e este mOdulo é conservado em espécies de
Aspergillus ssp. [35, 40, 48]. Em A. fumigatus, o estresse da parede celular ndo
consegue induzir a fosforilagdo de MpkA em cepas que nao possuem Mkk2
(MAPKK) ou Bckl (MAPKKK) [30, 38, 40]. A delecao de componentes do
modulo MAPK leva a hifas irregulares e inchadas que possuem defeitos de
adesdo e hipersensibilidade a pH alcalino, agentes estressantes da parede
celular e antifingicos (equinocandinas e azéis) [35, 38, 40].

Em S. cerevisiae, Mpk1, quando ativada, localiza-se no nucleo e ativa o
fator de transcricdo RIm1 (resistant to the lethality of constitutive Mkk1) e o fator
de transcricdo dimérico Swi4/Swi6 (complexo SBF). Jung and Levin [55]
demonstram que a sinalizacdo através da CWIP que culmina na ativacéo do fator
de transcricdo RIm1, regula a expressdo de pelo menos 25 genes, a maioria dos
guais tém sido implicados na biogénese da parede celular [36, 55, 56].

Conforme mencionado, em S. cerevisiae o fator de transcricdo
dowstrean a Pkcl, responsavel pela transcricdo de genes associados a
manutencao da integridade da parede celular, € o RIm1 [36, 55, 56]. O fator de
transcricdo RIm1 é membro da familia dos fatores de transcricdo do tipo
“MADS-box” (Mcm1p — Agamous Deficiens Serum Response Factor) [57], cujo
ortdlogo em mamiferos é o fator de transcricao “MEF2” (Myocyte Enhancer
Factor dois) [58]. Tanto em S. cerevisiae quanto em mamiferos, a sequéncia de
ligacdo ao DNA desse fator de transcricdo € bastante conservada [58]. RIm1 é
responsavel pela ativacado transcricional da maior parte dos genes relacionados
a CWIP em S. cerevisiae, e foi identificado a partir de um screening genético
gue isolou mutantes que conferiam resisténcia a letalidade causada pelo efeito
da super expressdo da MAPKK MKK1 na forma do mutante ativado MKK1, ou

N e g

forma constitutivamente ativa da MAPKK Mkk1 [59]. O RIm1 foi identificado
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entre 0s genes induzidos, sugerindo a existéncia de um circuito autorregulador
para amplificacdo da resposta ao estresse [60]. Em S. cerevisiae, RIm1 reside
no nucleo, independentemente do seu estado de fosforilacédo e ativacéo [58].
Fujioka, Mizutani [48] descreveram RImA de A. nidulans como o fator de
transcricdo responsavel por regular a sintese de a(1,3) glucana sintase, pois
RImA regulou os genes agsA e agsB, e quando deletado causou o aumento da
sensibilidade a drogas que causam estresse da parede celular, CFW e CR [48].
Posteriormente Kovacs, Szarka [61] demonstraram que o RImA também esta
relacionado ao desenvolvimento assexuado de A. nidulans [61]. Entretanto,
embora em S. cerevisiae o papel de RLM1 (ortélogo de rimA em A. fumigatus)
na CWIP seja bem conhecido, em A. fumigatus o papel deste ainda néo foi
elucidado, de forma que ainda ndo se sabe quais sdo efetivamente os genes
ativados transcricionalmente por RImA. Na figura 3, encontra-se o modelo

proposto para a CWIP de A. fumigatus, baseado na CWIP de S. cerevisiae.
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Figura 3: Esquema da via de sinalizagdo da CWIP de A. fumigatus baseado no modelo
desta via em S. cerevisiae. A proteina quinase C participa de uma cascata de MAP quinase,
também denominada via de integridade da parede celular, a qual é ativada em condicdes de
estresse (maiores informagfes no texto). Diagrama baseado nos dados descritos por [42], [23],
[38], [40], [30] e [51]. RImA ainda n&o esté caracterizado.

1.3 Desenvolvimento e a producdo de metabdlitos secundarios em

Aspergillus fumigatus

A conidiagdo em Aspergillus ssp. envolve muitos temas como
comunicacoes intra e intercelulares, controle temporal e espacial da expresséo
de genes do desenvolvimento e a diferenciacdo especializada de células [62].
Todo o processo da formacdo de conidiéforos, estruturas especificas
assexuadas que produzem os conidios, € geneticamente regulado e exercido
por mdultiplos ativadores e repressores [63]. Esses reguladores governam a
expressdo coordenada de um conjunto de genes distintos, que sdo necessarios

para a progressao de cada etapa [64-66].
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A formacdo do conidiéforo € um processo que pode ser dividido em
varios estagios diferenciais [62]. Sob condi¢cbes adequadas, as células
vegetativas cessam o crescimento das hifas e comecam a formar foot cells,
gue sédo células de hifas com paredes grossas que se prolongam no ar para
produzir uma hifa aérea denominada stalk. Apds a extensao dos stalks, a ponta
da haste comeca a inchar e ocorre a formacao de uma vesicula multinucleada.
Os numerosos botdes, produzidos de forma sincrona no topo da vesicula,
formam uma camada de células uninucleadas estéreis denominadas fialides,
gue por sua vez produzem células diferenciadas a partir da divisdo mitética e
formam longas cadeias de conidios que sofrem um processo de maturacao,
incluindo a modificagdo da parede celular e a aquisicdo de um metabolismo
especifico de remodelacdo. Essas estruturas multicelulares resultantes contém
até 50.000 conidios e sdo denominadas conidiéforos (figura 4A) [67].

A via reguladora central que controla a conidiacdo é altamente
conservada em A. fumigatus. [67, 68]. Esta via contém os trés genes que séo
elementos chave, BrlA, AbaA e WetA (figura 4B), responsaveis por coordenar a
conidiacdo e a expressdo especifica de genes, e por determinar a ordem da
ativacdo de genes durante a formagdo e a maturacdo de conidiéforos e
esporos [67].

BrlA é um ativador chave para a iniciacdo do desenvolvimento em
A. fumigatus [68, 69]. O gene brlA é especificamente expresso durante a fase
inicial da conidiacdo. Os mutantes nulos de brlA produzem hifas aéreas
alongadas que ndo conseguem formar uma estrutura assexuada além do
estagio da iniciacdo da conidiogénese (formacao do stalk), sugerindo que BrlA
€ essencial para a iniciacado da formacao de conidiéforos [68, 69]. Este ativador
€ necessario para a expressao adequada de genes relacionados a conidiacao,
como abaA, wetA, vosA e rodA [70]. A delecdo de brlA também altera a
expressdo de genes que estdo relacionados a pigmentacdo conidiana e a
biossintese de gliotoxina [71].

AbaA é um regulador chave para a diferenciacédo e formacéo de fialides
em A. fumigatus [70, 72]. A delecéo de abaA em A. fumigatus (AabaA) levou a
formacdo de conidi6foros atipicos que exibiam longas cadeias de células

semelhantes a cilindros sem conidios [70]. A expressao de abaA é altamente
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induzida durante a metade do desenvolvimento assexuado, anteriormente a
formacado dos stalks. A expressdo de abaA é dependente de brlA, mas nédo de
wetA [70]. AbaA contém um dominio de ligacdo ao DNA ATTS/TEA e, é
necessario para a expressao de genes esporo-especificos, incluindo wetA,
VOSA e velB, os gquais contém elementos putativos de resposta a AbaA nas
suas regides promotoras [70, 73]. Esses dados demonstram que AbaA é um
fator de transcricdo regulador da expressao de genes associados com 0 atraso
da fase de conidiacdo. Além desta funcdo, AbaA também regula a autdlise e
morte celular. A delecéo de abaA retarda a viabilidade celular em comparacéo
com a linhagem selvagem de A. fumigatus, enquanto que a super expressao de
abaA induz a fragmentacao de hifas, reducao da massa micelial e morte celular
precoce [70].

WetA é essencial para a conclusao da conidiacao [70, 72]. O gene wetA
esta ativado na fase tardia da conidiagdo. A delecdo de wetA (AwetA) resulta
na formacdo de conidios brancos com parede celular defeituosa. Estes
apresentam tolerancia reduzida para varios estresses, reducao da viabilidade
de esporos, e ndo contém trealose (um protetor celular necessario), sugerindo
gue WetA desempenha um papel critico na biogénese de trealose em conidios,
0 que pode afetar a viabilidade dos conidios e a tolerancia ao estresse [74].
Além disso, WetA é importante para germinacdo de esporos e para o inicio da
fase de crescimento de fungos, visto que a delecdo de wetA no mutante AwetA
de A. nidulans resultou na formacéo retardada do tubo germinativo e diminuiu a
ramificagéo de hifas [70].
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Figura 4: Regulacdo da conidiacdo em A. fumigatus. (A) llustracdo do conidiéforo de
A. fumigatus. O Ativador de cada fase da conidiacdo € colocado ao lado dele. BrlA é
necessario para a formagéao de vesiculas, AbaA é necessario para a diferenciagcdo em conidios,
e WetA é necessario para a maturidade dos conidios e integridade da parede destes. As setas
indicam a ativagéo subsequente [68]. (B) Esquema da via reguladora central que controla a
conidiagdo em A. fumigatus proposto por Yu [67].
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Os fungos filamentosos produzem diversos metabdlitos secundarios
essenciais a sua ecologia e adaptacdo. Embora cada metabdlito secundério
seja tipicamente produzido por apenas um grupo de espécies, a producéo
global de metabdlitos secundarios € governada por reguladores de transcricdo
amplamente conservados em conjunto com outros processos celulares, como o
desenvolvimento. O tempo de producdo de metabdlitos secundérios com as
mudancas de desenvolvimento estd bem estabelecido em fungos filamentosos,
e a presenca/auséncia de metabdlitos secundarios tem sido associada a
mudancas de desenvolvimento [75]. Desta forma alguns estudos ja sugeriram
gue os reguladores que coordenam a sintese de metabdlitos secundarios e o
desenvolvimento permitem que os fungos filamentosos desenvolvam estilos de
vida mais "complexos" através da producdo de uma diversidade muito maior de
metabolitos secundarios [75-77]. Muitos estudos também associaram a
expressdo e acumulacado de metabdlitos secundarios com vias de sinalizagéo,
revelando uma conexdo direta entre um determinado sinal e a producao de
moléculas ativas especificas. Em A. fumigatus, a delecdo da MAPK MpkA nao
s6 aumenta sensibilidade aos compostos de acdo da parede celular, mas
também diminui a produ¢édo de DHN-melanina e gliotoxina [40, 78].

A (gliotoxina é a principal e mais potente toxina produzida por
A. fumigatus [79]. Essa toxina possui varios papéis imunossupressivos: inibicdo
da fagocitose por macrofagos, inibicdo da proliferacdo das células T ativadas
por mitdgenos e da resposta citotoxica dessas células, além da apoptose de
macrofagos [80]. H& relatos de que essa toxina é produzida tanto em
aspergilose experimental animal quanto em Al, e nesse caso com
concentracfes séricas de 166-785 ng/mL em 80 % dos pacientes. Acredita-se
gue devido a sua atividade biolégica ela atua como um fator de viruléncia [2,
81, 82]. Analises dos mutantes nulos de brlA e abaA revelaram que AbaA e
BrlA sdo reguladores positivos do cluster biossintético de gliotoxina pois os
niveis de mMRNA de genes biossintéticos de gliotoxina, incluindo gliM, gliP, gliT
e gliz, bem como os niveis da propria gliotoxina foram significativamente
reduzidos em ambas as cepas mutantes [83]. Como GIiT € necessario para a
protecdo do fungo a gliotoxina, o crescimento do mutante AbrlA com niveis

reduzidos de GIiT foi gravemente prejudicado pela gliotoxina exdégena [83]. As
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analises prote6micas comparativas e a identificacdo de proteinas-chave
alteradas revelaram que BrlA e AbaA sdo necessarios para a producdo
adequada das proteinas GliM e GIiT, as quais sao associados a biossintese da
gliotoxina e a autoprotecdo em A. fumigatus [84-86].

Um outro metabdlito secundario de A. fumigatus bem caracterizado séao
as fumiquinazolinas (Fqs). Estas compreendem uma familia de alcaloides
citotoxicos relacionados bioquimicamenteiopu e produzidos por A. fumigatus
[87]. Um estudo recente relatou o isolamento da fumiquinazolina C (FgC) a
partir dos extratos de conidios de A. fumigatus [88]. A rede de sinteses das Fgs
€ construida por uma maquinaria enzimatica de peptideo sintase nao
ribossomal (NRPS) com antranilato como um bloco de construcdo de
aminoacidos nado proteinogénicos chave [89]. As analises bioinformaticas
seguidas de expressao heterdloga e purificacdo em E. coli de proteinas de A.
fumigatus que se preveem estar envolvidas na biossintese de Fq levaram a
identificagdo de um processo de reacdo enzimatica que constréi a rota
biossintética para a producdo de Fgs cada vez mais complexo (figura 5),
comecando com o NRPS FmgA trifasico (AFUA_6G12080) e terminando com a
oxirredutase dependente de FmgD (AFUA_6G12070) [89-91].
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Figura 5: Rota biossintética da sintese de Fqs [87].

BrlA, conforme demostrado acima, é um fator de transcricdo especifico
de conidiacdo envolvido no estagio inicial do desenvolvimento assexuado e
necessario para a formacdo de conididoforos em A. fumigatus [69]. Este é
também um importante gene necessario para a sintese de FqC e FgA, uma vez
gue o mutante nulo de BrlA, AbrlA, produz apenas FqgF [87]. BrlA é duplamente
importante na producdo de Fg, uma vez que ndo é apenas necessario para a
expressdo dos genes do cluster Fq, mas também fornece a estrutura

(conidioforo e conidios associados) necesséaria para a secrecdo de FgD e
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deposicdo de FqC e, os transcritos fmgA, fmgB, fmqC, fmgD e fmgE sé&o
indetectaveis no mutante AbrlA [87].

AbaA e WetA sdo regulados por BrlA e estdo envolvidos nos estadios
médio e tardio do desenvolvimento e maturacao de conidioéforos, e a producéo
de Fq no mutante AabaA assemelha-se a da linhagem selvagem, mas é
aumentada no mutante AwetA [87]. Em todos 0s casos, a maior acumulacgéo de
FgC ainda é mantida nos mutantes AabaA e AwetA. Estes resultados
demonstram que a expressdo de brlA € necessaria e suficiente para a
biossintese de Fqg, que permanece em grande medida normal em mutantes
com anormalidades da estrutura do desenvolvimento nas linhagens nulas
AabaA e AwetA [87].

1.4Termotolerancia em A. fumigatus

A temperatura € um dos parametros que s&d0 constantemente
monitorados pelos seres vivos, de forma que organismos fungicos também
controlam a sua temperatura constantemente [92-94]. Em organismos fungicos,
0 aumento da temperatura ao sair do solo (25 °C) e entrar em contato com a
temperatura do hospedeiro (37 °C) j& é suficiente para iniciar cascatas de
sinalizacdo de resposta ao estresse, afetando o ciclo de vida e diversos
processos celulares tanto no nivel transcricional quanto pos-transcricional, que
visam manter a viabilidade celular e a persisténcia dentro do hospedeiro
durante o processo de infecgao [95].

Em algumas espécies de fungos que compreendem os chamados
fungos dimorficos, a elevacdo da temperatura também € essencial para a
inducéo de transicao termodimérfica e consequentemente habilita propriedades
patogénicas nesta classe de fungos, desencadeando a conversdo da forma
saprdfita, filamentosa e infecciosa para a forma invasiva de levedura em
resposta ao aumento da temperatura no hospedeiro [96, 97]. Além disso,
patdogenos fungicos como C. albicans podem realizar a transicdo entre
morfotipos distintos (hifas, pseudo-hifas e leveduras) [98]. Este interruptor
morfoldgico é rigorosamente regulado por sinais ambientais juntamente com o

aumento da temperatura (37 °C) e afeta diretamente os tragos de viruléncia
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neste organismo [98]. Em A. fumigatus, a termotolerancia é um importante
traco genético responsavel pela sobrevivéncia durante a infeccdo do
hospedeiro, pois este é um fungo termofilico capaz de crescer em temperaturas
de até 55 °C e sobreviver na forma de conidios viaveis em temperaturas de até
70 °C [41], adaptando-se a alteragcdes draméticas de temperatura,
diferentemente do que ocorre em outras espécies de Aspergillus ssp., como
A. niger e A. flavus [99].

Em S. cerevisiae, a resposta ao choque térmico € controlada
principalmente pelos fatores de transcricdo Hsfl, Msn2/Msn4 e Hacl [100]. O
fator de transcricdo Hsfl é o principal e este se liga a sequéncias consensos
especificas (nGAAn ou nTTCn) presentes nos elementos de choque térmico
(HSE) dentro das regibes promotoras de alvos de transcricdo de heat shock
transcription factors (HSF). Apds o choque térmico, Hsfl induz a expressao de
chaperonas e outros genes relacionados ao choque térmico além de enzimas
envolvidas na resposta ao estresse oxidativo, transducéo de sinal, metabolismo
de carboidratos e nitrogénio, entre outros [101, 102]. O resultado final da
ativacdo de Hsfl apds o choque térmico é a expressdo das chamadas
proteinas de choque térmico (HSPs). Esta familia de proteinas compreende os
efetores finais para a adaptacéo térmica, estabelecendo uma ligacdo entre a
morfogénese e a termotolerancia em fungos [103, 104].

As HSPs sédo divididas em cinco grandes familias com base em seu
tamanho e funcéo, que incluem Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 (Groel) e as
pequenas HSPs (sHSPs) [105, 106]. Esta familia de proteinas atua em varios
processos celulares para evitar o misfolding, maturacdo anormal e agregacao
de proteinas clientes. Algumas dessas proteinas clientes sdo frequentemente
posicionadas em diferentes cascatas de sinalizacdo e, portanto, o papel
regulador de tais proteinas clientes que conduzem o comportamento das
células durante o choque térmico € estritamente dependente da funcdo das
HSPs [107, 108]. As HSPs sdo encontradas de forma ubiqua na célula e
residem em varios locais, como o citosol, as mitocondrias, o reticulo
endoplasmaético, o nucleo, a membrana celular e a parede celular, podendo se
mover para diferentes compartimentos celulares de acordo com as condi¢cbes

de estresse [105].
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De fato, 0 estresse da parede celular € uma das ocorréncias mais
prejudiciais na célula fungica, pois acarreta na interrupcdo ou
comprometimento da estrutura da parede celular. A chaperona molecular
Hsp90 de S. cerevisiae, cujo ortdlogo em A. fumigatus é a Hsp90
(Afu5g04170), € uma chaperona molecular altamente conservada e essencial
para o crescimento viavel em altas temperaturas [109]. Em A. fumigatus, assim
como em C. albicans e Candida glabrata, a funcdo da Hsp90 é diretamente
ligada a manutencdo da parede celular, cooperando em mecanismos de
compensacao de estresse, ditados por diferentes cascatas de sinalizac&o
ativadas quando a célula é desafiada com diferentes tipos de estresse da
parede celular, como os causados pela terapia antifangica [110, 111]. J& se
sabe, por exemplo, que em A. fumigatus Hsp90 migra do citosol e se acumula
na parede celular ou nas pontas das hifas recentemente formadas na presenca
do estresse de parede celular causado pela caspofungina [110]. Nesses locais,
Hsp90 modula a atividade da via de sinalizacdo MAP quinase que medeia a
integridade da parede celular e/ou a adaptacdo ao choque térmico [110, 112].
Portanto, o papel fundamental da Hsp90 na CWIP é notavel, tornando esta
proteina um alvo atraente para a inibicdo do crescimento de fungos através do
uso de terapia combinada baseada na inibicdo de Hsp90 e no uso de outras
drogas antifungicas. Esta estratégia foi proposta com base em descobertas
sélidas que indicam que esta terapia combinada pode atenuar a viruléncia
fungica e diminuir o surgimento de resisténcia contra muitos dos antifingicos
atualmente disponiveis [92, 93, 112].

As mudancas fisiologicas e a adaptacdo ao hospedeiro em fungos
patogénicos ocorrem em resposta aos sinais ambientais do hospedeiro e
alguns deles podem ser conduzidos pelo circuito Hsf1-Hsp90 para suportar a
persisténcia do fungo dentro do hospedeiro. Ha um sistema regulatorio durante
0 estresse térmico que é ajustado e concomitantemente governa a fungéo de
Hsp90 e a atividade do fator de transcricdo Hsfl para se adaptar ao aumento
de temperatura e outros processos relacionados. Em C. albicans e
S. cerevisiae apés o choque térmico, a proteina Hsp90 na célula torna-se
menos disponivel para se ligar ao Hsfl, uma vez que este fator de transcricao é

uma proteina cliente da Hsp90 [102, 113]. Como resultado, Hsfl induz a
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transcricdo de novo de Hsp90 para auxiliar a célula a sobreviver a
temperaturas mais elevadas, levando a uma maior producao de Hsp90. O
circuito regulatério automético através do qual Hsfl ativa a expressao de
Hsp90 € um evento chave de adaptacdo ao choque térmico em fungos, e o
excesso de Hsp90, por sua vez, interage e regula a funcéo de Hsfl [112, 113].

Embora as proteinas que participam da CWIP ndo sejam essenciais
para a ativacdo do fator de transcricdo Hsfl, mutagcbes em qualquer um dos
genes que codificam proteinas relacionadas a CWIP afetam expressivamente a
integridade da parede celular e a toleréncia ao estresse de temperatura ou a
inibidores farmacoldgicos de Hsp90 [29, 112, 114]. Em A. fumigatus, a
perturbacdo da fungdo de Hsp90 por deplecédo genética afeta a integridade da
parede celular e causa maior sensibiidade a uma gama de agentes
danificadores da parede celular [115].

As proteinas Mkcl (homdélogo de Mpkl em S. cerevisiae e MpkA em
A. fumigatus) e também Pkcl interagem geneticamente com Hsp90 em
C. albicans durante o estresse de temperatura a 41 °C [116]. Andlises
bioquimicas confirmaram que a Hsp90 estabiliza a MAP quinase terminal Mkcl
na CWIP [114]. Além disso, Hsp90 também interage geneticamente com dois
componentes da CWIP (Mkcl e Mkk2) durante o estresse causado por
tunicamicina [116], um agente que causa estresse de reticulo endoplasméatico
(ER) e ativa unfolded protein response (UPR). Em A. fumigatus, PkcA esta
envolvido na tolerancia a drogas que causam estresse ao ER e UPR [29],
mantendo a funcionalidade do ER durante o estresse da parede celular,
influenciando na homeostase desta [28]. Assim, a relacdo entre o estresse de
ER e a homeostase da parede celular € um componente importante que dirige
células fungicas para a manutencao da parede celular [28, 59]. No entanto, a
participacdo da Hsp90 neste processo nao esta elucidada em A. fumigatus.

1.4.1 Hsp90

Hsp90 é uma chaperona molecular eucariotica citosolica conservada e
essencial em eucariotos [92, 113, 117]. Ela é uma das proteinas mais
abundantes na célula com concentragédo estimada em, aproximadamente, 1 %

do teor de proteina soluvel total no citoplasma das células humanas [118], e
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esta envolvida no folding de muitas proteinas clientes, incluindo quinases e
fatores de transcricdo envolvidos na sinalizacdo e respostas a estresses
celulares [119].

A Hsp90 é uma proteina de massa molecular entre 82-96 kDa
constituidas por trés dominios: N-terminal, Central e C-terminal (figura 6). O
dominio N-terminal contém o sitio de ligacdo ao ATP que é essencial para a
funcdo chaperona. Este dominio é altamente conservado em todas as
espécies. Apos a ligacdo ao ATP, Hsp90 € dimerizada e exibe um estado
fechado em que as regibes N-terminais estdo intimamente associadas a
hidrélise de ATP, direcionando o folding ou estabilizacdo das proteinas clientes
[120]. Este evento é seguido por um estado aberto alcancado apés a liberacéo
do ADP [121]. O sitio de ligacdo de ATP no dominio N-terminal € crucial para a
atividade chaperona da Hsp90, pois a medida que os inibidores farmacologicos
cldssicos de Hsp90, como a geldanamicina e o radicicol, se ligam
competitivamente a este sitio, eles inibem a atividade ATPasica da Hsp90 e,
portanto, impedem o folding das proteinas clientes [122]. Ap6és o dominio
N-terminal, ha uma regiao curta que funciona como um linker, seguido de um
dominio intermediario. Este dominio complementa o sitio de ATPase
necessario para a hidrélise de ATP e pode se ligar a co-chaperonas como
Shal (homdlogo da p23 de humano) ou Ahal de S. cerevisiae [122]. O dominio
C-terminal da Hsp90 também interage com co-chaperonas e proteinas clientes
[123], este dominio inclui o sitio de dimerizagdo e uma regidao MEEVD
conservada capaz de interagir com as co-chaperonas p60 ou Stil, em
humanos e S. cerevisiae, respectivamente. A interacdo de Hsp90 com
co-chaperonas ja foi relatada em diversos organismos fungicos [116, 124-127].

A ativagdo de Hsp90 e as interagbes com as proteinas clientes e
co-chaperonas sdo mediadas em geral por modificacbes poés-traducionais,
como fosforilacao, acetilagdo, oxidagédo, S-nitrosilagdo e ubiquitinacao [128].
Nos fungos, esses mecanismos reguladores da funcdo de Hsp90 também
refletem na fisiologia fingica e possuem impactos sobre a relevancia clinica e a
eficacia de alguns medicamentos antifungicos.

As lisinas desacetilases (KDACs) catalisam a remoc¢ao de grupos acetil

do grupo €-amino de lisinas e estdo envolvidas principalmente na modificagao
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pés-traducional em histonas. No entanto, estas enzimas também desacetilam
varias proteinas nao histonas, como a chaperona Hsp90. Observou-se que a
inibicdo das KDACs bloqueia o surgimento e a manutencdo da resisténcia
dependente de Hsp90 aos azadis tanto em C. albicans quanto em S. cerevisiae,
sugerindo que a hiperacetilacdo compromete a funcdo de Hsp90 em
organismos fangicos [129-131]. Portanto, a segmentacdo de KDACs pode
fornecer uma estratégia alternativa poderosa para inibir a fungéo de Hsp90, uma
vez que a divergéncia de KDACs entre fungos e humanos € muito maior do que a
de Hsp90 [131]. A hipersensibilidade ao inibidor de Hsp90 geldanamicina foi
observada em mutantes de Hsp90 de A. fumigatus que abrigavam as mutacdes
K27 e K270 tanto para um residuo de acetilacdo-mimético (glutamina) como para
um residuo de desacetilacdo-mimético (arginina). Além disso, tanto a delecdo da
lisina K27 (AK27) quanto a mutacdo para um residuo mimético de acetilagéo
(K27A) resultou no aumento da susceptibilidade ao voriconazol e a caspofungina
em A. fumigatus [132].

A fosforilacdo também foi estabelecida como um mecanismo de
regulacdo da funcdo da Hsp90 fungica, o que foi relacionado a resisténcia a
drogas. Hsp90 é fosforilada pela proteina quinase CK2 em humanos, Ckbl em
S. cerevisiae e C. albicans [131, 133]. Em C. albicans, a delecdo de
componentes do complexo Ckbl prejudica a fosforilacio de Hsp90 e
consequentemente a estabilidade e a funcdo das proteinas clientes de Hsp90
[131]. Em A. fumigatus, apenas trés residuos no polipeptidio (S49, S288 e
T681) foram detectados como fosforilados (figura 6) [132]. Estes sitios diferiram
dos detectados em S. cerevisiae e, curiosamente, nd0 Sao essenciais para a
funcdo de Hsp90 de A. fumigatus [132] (figura 6). Esses resultados sugerem
gue a regulacdo da atividade de Hsp90 por fosforilacdo em A. fumigatus se
difere de S. cerevisiae [132].

O estresse de oOxido nitrico (NO) é outro fator que atua sobre a
modulacdo de Hsp90 e pode afetar varias vias de sinalizacdo intracelular por
S-nitrosilacao de proteinas, a qual foi detectada no residuo de cisteina C597 da
Hsp90 humana, resultando na alteracdo de suas atividades chaperona e
ATPasica [134, 135]. Nos fungos, a mutagdo do sitio correspondente de

A. fumigatus (C573) (figura 6) para a alanina néo é viavel [132].
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O conjunto de modificagBes pds-traducionais que a proteina Hsp90 sofre
indica que esse perfil regulatério multinivel reflete sua capacidade de se

adaptar a diferentes condi¢Ges de estresse.

K27, S49, K271, C573, T681,

T22, $288,
1 210 262 537 706

N- domain H Middle domain

Linker region

Figura 6: Organizacdo de dominio da Hsp90 fungica com base na organizagdo da
proteina Hsp90 de A. fumigatus e funcdes descritas obtidas a partir de estudos
sistematicos. Os residuos fosforilados S49, S288 e T681 mostraram-se ndo essenciais para a
funcé@o de Hsp90 de A. fumigatus. Os locais de acetilacdo identificados foram K27 e K271 e a
mutacdo desses sitios resultou em maior susceptibilidade a geldanamicina, caspofungina e
voriconazol. A mutacdo do sitio C573 de S-nitrosilacdo resultou em atividade de chaperona e
ATPésica alteradas.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar
funcionalmente o fator de transcricdo rimA de A. fumigatus de forma a
estabelecer sua funcdo na manutencdo da integridade e reforco da parede
celular, no desenvolvimento assexuado e na sintese de metabdlitos
secundéarios em A. fumigatus. Adicionalmente, caracterizar a interacdo entre
Hsp90 e as principais proteinas que compdem a CWIP (PkcA, MpkA e RImA), a
fim de se compreender o papel destas proteinas na termotolerancia em

A. fumigatus.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizagédo funcional da linhagem ArlmA, avaliando a funcdo deste
gene durante o estresse de parede celular e de temperatura, além de
outros estresses que a célula fangica pode ser submetida durante o

processo de infecgao;

e Andlise das interacBes genéticas entre pkcAPKCL rimARIML e mpkAMPK!

de A. fumigatus, durante o estresse da parede celular e térmico;

e Analise da expressdo génica global por meio da técnica de microarray
da linhagem mutante ArImA em A. fumigatus para estabelecer a relacéao
de RImA com o estresse de parede celular em A. fumigatus e analise da
identificacdo de alvos transcricionais de RIMA relacionados a
composicdo e manutencéo da parede celular de A. fumigatus utilizando
a técnica de ChIP-qPCR;

e Andlise do papel da CWIP no desenvolvimento assexuado em

A. fumigatus, e andlise da identificacdo de alvos transcricionais de RImA
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relacionados ao desenvolvimento assexuado utilizando a técnica de
ChIP-gPCR;

Andlise da relacdo da CWIP com a termotolerancia em A. fumigatus, por

meio de técnicas de analise genética e bioquimica;

Determinacgéo da interacdo in vivo e in vitro de PkcA, MpkA e RImA com

a chaperona Hsp90 de A. fumigatus;

Caracterizacdo biofisica e bioquimica inicial da proteina Hsp90 de

A. fumigatus;

Caracterizacdo biofisica e bioquimica inicial da proteina MpkA de

A. fumigatus.
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3.1Linhagens de A. fumigatus utilizadas neste trabalho

Tabela 1: Gendtipos das linhagens de A. fumigatus utilizadas
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neste trabalho.

Linhagem Genébtipo Referéncia
AakuBKu&0 AakuB; pyrG- [136]
ArlmA ArlmA::pyrG; AakuB Este trabalho
ArlmA::rimA* ArlmA::rimA*; AakuB Este trabalho
ArlmA pyrG- ArlmA; AakuB Este trabalho
rimA::gfp rimA::gfp; AakuB Este trabalho
rImA::3xFLAG rimA:3xflag; AakuB Este trabalho
pkcACST9R pKcASSR::pyrG; AakuB [42]
pKCASSSR::pkcA* pkcASS7®R::pkcA*; AakuB [42]
AmpkA AmpkA; AakuB [40]
ArImA; pkcACS7R ArlmA; pkcACS7R; AakuB Este trabalho
ArlmA; AmpkA ArlmA; AmpkA; AakuB Este trabalho
pkcACSR AmpkA pkcACS7R; AmpkA; AakuB Este trabalho
MAF 6.6 PagsA::mluc; AakuB Este trabalho
MAF 8.1 ArlmA; PagsA::mluc; AakuB Este trabalho
AsebA AsebA::pyrg; AakuB [137]
AsebA::sebA* AsebA::sebA*; AakuB [137]
sebA::gfp sebA::gfp; AakuB [137]
AsakA AsakA::pyrg; AakuB [138]
AsakA AmpkC AsakA; AmpkC; AakuB [138]
AmpkC AmpkC::pyrg; AakuB [138]
mpkA::3xHA mpkB::gfp mpkA::3xHA mpkB::gfp; AakuB Manfioli et al. (dados
pkcA::3xHA pkcA::3xH; AakuB nédo publicados)

Este trabalho

3.2 Linhagens utilizadas para a expressao de proteinas recombinantes

Tabela 2: Linhagens utilizadas para a expressao de proteinas recombinantes.

Proteina Vetor Linhagem utilizada Referéncia
Hsp90 pET-15b Rosetta™ (DE3) Este trabalho
PkcA409-1116 pET-15b Rosetta™ (DE3) Este trabalho
PkcAC579R409-1116 PET-15b Rosetta™ (DE3) Este trabalho
MpkA pET-15b Rosetta™ (DE3) Este trabalho
RImA pET-15b Rosetta™ (DE3) Este trabalho
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3.3Meios de cultura

3.3.1 Meios de cultura para A. fumigatus

3.3.1.1 Meio minimo (MM, MM+UU)

Solucéo de sais 1x
Dextrose 1,0 % (p/v)
Solucéo de elementos tracos 0,1 % (p/v)
Agar (se solido) 2 % (p/v)
Agua destilada q.s.p.

As substancias que compde o meio foram dissolvidas em agua destilada, o pH
foi ajustado para 6,5. O meio foi esterilizado por calor tmido em autoclave a
120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos. Para MM+glicerol, a glicose foi substituida
por 2 % de glicerol (v/v). MM+UU indica MM suplementado com uridina 4 mM e

uracila 10 mM.

3.3.1.2 Meio completo (YG, YUU, YG e YG+UU, YG+KCI)

Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
Glicose 2,0 % (p/v)
Agar (se solido) 2,0 % (p/v)
Solucéo de elementos tracos 0,1 % (v/v)
Agua destilada q.s.p.

As substancias foram dissolvidas em agua destilada e o meio foi esterilizado
por calor imido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos. YUU indica
0 meio de cultura completo YG suplementado com uridina 4 mM e uracila 10 mM.
O meio de regeneracdo dos protoplastos utilizado na transformacdo de
A. fumigatus consiste de meio completo adicionado de KCI 0,6 mM (44 g/L). O

meio top &gar consiste no meio contendo 1,0 % (p/v) de agar.
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3.3.1.3 Meio minimo de Cove

Solucéo de sais para MM Cove 1 x
Dextrose 1,0 % (p/v)
Solucéo de elementos tracos 0,1 % (p/v)
Agar (se s6lido) 2 % (p/v)
Agua destilada q.s.p.

As substancias que compde o meio foram dissolvidas em agua destilada, o pH
foi ajustado para 6,5. O meio foi esterilizado por calor imido em autoclave a
120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.3.1.4 Meio RPMI

Preparo do Meio (1 litro):

RPMI 1640 (contendo L-glutamina, Sigma Aldrich) 8,49
MOPS (Sigma Aldrich) 3459
Agar 15,0 g
Dextrose 20,09
Agua destilada 900 mL

O RPMI e MOPS foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada estéril e em
seguida filtrados com uma membrana 0,2 um esterilizante. A glicose e o agar
foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada estéril, e em seguida
esterilizados em autoclave por 15 minutos e resfriados a 45-50 °C. A solugéo
de RPMI + MOPS esterilizada por filtracdo foi misturada a solu¢do de agar e
glicose e resfriada. Ajustou-se o pH para 7,0 com a solucdo de hidroxido de

sédio 1 M, e em seguida o meio foi distribuido em placas de Petri estéreis.
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3.3.2 Meios de cultura para E. coli

3.3.2.1 Meio LB (Luria bertani)

Triptona 1 % (p/v)
Extrato de Levedura 0,5 % (p/v)
Cloreto de Sdédio 0,17 M
Agar (se solido) 2 % (p/v)
Agua destilada g.s.p.

As substancias que comp&em o meio foram dissolvidas em agua destilada e o
volume final foi ajustado. O meio foi esterilizado por calor tmido em autoclave a
120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.3.3 Meios de cultura para S. cerevisiae

3.3.3.1 Meio YPD

Peptona 2 % (p/v)
Extrato de levedura 1 % (p/v)
Dextrose 4 % (p/v)
Agar (se s6lido) 2 % (p/v)
Agua destilada g.s.p.

As substancias que compdem o meio foram dissolvidas em agua destilada e o
pH foi ajustado para 6,5. O meio de cultura foi esterilizado por calor umido em

autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.



32

3.3.3.2 Meio Sc URA-

Base de nitrogénio para levedura 0,67 % (p/v)
Glicose 2,00 % (p/v)
Lisina; Leucina; Triptofano 0,01 % (p/v)
Histidina 0,005 % (p/v)
Agua destilada g.s.p.
Agar (se solido) 2 % (p/v)

O meio SC é definido como um meio minimo para cultura de leveduras. As
substancias que compde o meio foram dissolvidas em agua destilada e o meio
de cultura foi esterilizado por calor imido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm?

por 15 minutos.
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3.4 Oligonucleotideos utilizados para construcdo e checagem das

linhagens obtidas neste trabalho

Tabela 3: Tabela contendo os oligonucleotideos utilizados para construcéo e checagem
de construgdes das linhagens utilizadas neste trabalho.

Nome do Sequéncia (5" — 3) Gene
oligonucleotideo
Afu3g08520 5F gtaacgccagggttttcccagtcacgacgCTTGCTTGCTTGCTTGCTT’ Afu3g08520
Afu3g08520 5R GCATCAGTGCCTCCTCTCAGACAGAATTCCGCAGTAAACAAGGAACACCACG
pyrG FW GGAATTCTGTCTGAGAGGAGGC Afu2g08360
pyrG REV GATATCGAATTCGCCTCAAAC
Afu3g08520 3F AAGAGCATTGTTTGAGGCGAATTCGATATCACTTTCTTGAATATTGCGATGG Afu3g08520
Afu3g08520 3R gcggataacaatttcacacaggaaacagcTCAGCGTCCGGTAAGTTG
rimA 1000 FW CGTGTGGTTGCCAGCCTTGACCAGG Afu3g08520
rimA 1000 REV TCGTCTACCAGAACGACCTCGCGCG
fimA ST SC 5F gtaacgccagggttttcccagtcacgacgATGGGTCGAAGAAAGATCGA Afu3g08520
rimA ORF REV AGTTCTTCTCCTTTACTCATTCCCCGTGTTCCCGTCTTGGATTTCTTCGCC
rimA 600 ups GAATGAGAAGAAAGGAGGAATGA
Spacer GFP FW GGAACACGGGGAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA
GFP REV pyrG GCATCAGTGCCTCCTCTCAGACAGAATTCCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCCATG
MpkA_5"_FW CTCATTCCTTGTTCTGATGCG Afu4g13720
MpkA_3’_REV GACTGTCGCAGAAATCCGCTT
mpkA 600 ups GAGCCCTGACTTCACTGCA
GA5 3xFLAG pyrG FW GGAGCTGGTGCAGGCGCTGGAGCCGGTGCCGATTACAAGGATGACGA

CGATAAGGATTACAAGGATGACGACGATAAGGATTACAAGGATGACGA
CGATAAGTAAGGAATTCTGTCTGAGAGGAGGC

pkcA 5F ORF gtaacgccagggttttcccagtcacgacgGAACGCCATCCATTCCTTC Afu5g11970
pkcA 5R 3xHA ACCACCGCTACCACCTCCGGCGAAGTCCGCGG
linker3xHA-pyrG FW GGAGGTGGTAGCGGTGGT
pOB430
linker3xHA-pyrG REV CTGTCTGAGAGGAGGCACTGA
pOB430
pkcA 3F 3xHA pyrG TCAGTGCCTCCTCTCAGACAGGTTACTCGGTGTTGATTGAGAATT
pkcA 3R gcggataacaatttcacacaggaaacagcGGGAAGAGTGACTCGACGG
cpkcA FW TACAACATACCTGGCTGGATG

Letras pequenas indicam homologia com a sequéncia flanqueadora pRS426.
Letras sublinhadas indicam homologia com um fragmento do cassete.
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3.5 Oligonucleotideos utilizados para clonagem dos cDNAs para a

obtencéo das proteinas recombinantes

Tabela 4: Tabela contendo os oligonucleotideos utilizados para construgéo de linhagens
para a expressao de proteinas recombinantes utilizadas neste trabalho.

Oligonucleotideos Sequéncia (5" — 3) Gene
rimA pET-15b FW cagccatatgctcgagATGGGTCGAAGAAAGATC Afu3g08520
rimA pET-15b REV gctttgttagcagccgTCACGTCTTGGATTTCTTC

rimA pET-28a FW ttcagggcggatccgATGGGTCGAAGAAAGATC Afu3g08520
rimA pET-28a REV tgtcgacggagctcgTCACGTCTTGGATTTCTTC

hsp90 pET-15b FW cagccatatgctcgagATGTCTTCCGAAACCTTTG Afu5g04170
hsp90 pET-15b REV gctttgttagcagccgCTAGTCAACCTCCTCCATG

pkcA pET-15b FW cagccatatgctcgagATGCTGATCGACAGTTGGTTC Afu5g11970
pkcA pET-15b REV gctttgttagcagccgCTAGGCGAAGTCCGCGGT

pkcA pET-28a FW ctgtattttcagggcgATGCTGATCGACAGTTGGTTC Afu5g11970
pkcA pET-28a REV tcgacggagctcgcgCTAGGCGAAGTCCGCGGT

mpkA pET-15b FW cagccatatgctcgagATGTCTGATCTACAGGGTCG Afu4g13720
mpkA pET-15b REV gctttgttagcagccgCTATTGGACATCCATCCC

Letras minusculas indicam homologia com a sequéncia flanqueadora pET15b

3.6 Oligonucleotideos utilizados para RT-gPCR em tempo real

Tabela 5: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacbes de RT-qPCR em

tempo real.
Oligonucleotideos Sequéncia (5" — 3) Gene Concentragéo Eficiéncia
utilizada (%) /
(pmol/ul) Threshold
(pkcA) FW CCGAAGTTCTGTTGGCTCTC Afubg11970 300 98.32/0.1
(pkcA) REV CAGAGACCGTAATCGGCAAT 150
(tubA) FW TTCCCAACAACATCCAGACC Afulg10910 300 100.01/0.1
(tubA) REV CGACGGAACATAGCAGTGAA 150
(agsA) FW CCAACACCTGGAAGATGACC Afu3g00910 300 103.44/0.1
(agsA) REV AACACCGACCGATAGAAGGA 300
(agsB) FW TCAGGGATTGGGCTGTATGT Afu2g11270 100 105.23/0.1
(agsB) REV TAGCACTTGAGAAGCCAGCA 150
(agsC) FW TGCAGACCCTGACAAGAGTG Afulgl15440 300 97.34/0.1
(agsC) REV GAACAAGGCAATCCAGAACC 150
(chsA) FW CTGGAGTGTGGCTGGTCTCT Afu2g01870 100 98.67/0.1
(cshA) REV GCGTGTGAAAGCAGTATGGA 100
(chsB) FW GCTCTCCACTGTCGGTCTCT Afu4g04180 100 98.32/0.1
(chsB) REV GGTCGTTGTTGATGGTGTTG 150
(chsC) FW TTGCTGCGAGTTTGTATTCC Afubg00760 100 99.45/0.1
(chsC) REV GCCAGTAGGATGCCAAAGAG 150
(chsD) FW CAGAACACGATCCGAACAAC Afulg12600 300 103.21/0.1
(chsD) REV GCTTCGCACCCAAGTAGAAC 150
(chsg) FW TGGTGTTCGTTGACTTGCTC Afu2g13440 300 96.54/0.1
(chsE) REV TCATCCATCCAACCATTTCC 150
(chsF) FW AACCTGCTTCTTCTGGGTGA Afu8g05630 300 97.24/0.1
(chsF) REV GAGCACGAGTTCCATGAGGT 150
(chsG) FW AGGATGAGGGCAAAGAGGTT Afu3g14420 150 98.35/0.1
(chsG) REV AAGGCGTTGCTAAAGATCCA 100
(csmB) FW ACAATACGCGGCGAATCC Afu2g13430 150 96.32/0.1
(csmB) REV GTTATCCCGACTGCCCAAAA 300
(fksA) FW AAGCAATCGAAGCTCAGGAA Afu6g12400 100 100.79/0.1
(fksA) REV ACCAATCCCATAGAGCGAAC 100
(gelA) FW CACTGGCTACGGTCTTCCTC Afu2g01170 150 100.65/0.1
(gelA) REV CATTGTTGCCGCTAATCTCC 300
(gelB) FW CAGGAGGAGAACGACTACGG Afu6g11390 150 97.83/0.1
(gelB) REV AGGTCTGGGTTGTGTTGGAG 300
(gelC) FW GAATGGTGCGGTGACAAGAC Afu2g12850 300 104.58/0.1

(gelC) REV TGTTGCAGCCGTATTCAGAG 300
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(ImA) FW GACGCCGATCTCTGCTCTAC Afu3g08520 150 94.32/0.1
(fmA) REV GGAGTGGGGAAGGTTAGAGG 300

(mpkA) FW GGCCATCAAGAAGGTTACCA Afu4g13720 300 95.67/0.1
(mpkA) REV TGAAATTGTCTGGTCGTGGA’ 300

(hsf1) FW CGTGGTCATCCGGATCTACTG Afu5g01900 150 99.88/0.1
(hsfl) REV TGCCCCGCGGTGTTC 150

(hsp30) FW CGCATCGCCGGCTAA Afu6g06470 300 97.56/0.1
(hsp30) REV TGTCTGGGTCGGTGAATTTGT 300

(hsp70) FW GCGAGGGCAAGCTCAACAT Afu1g07440 150 96.98/0.1
(hsp70) REV CGACCTTGCTGGAGACCTTCT 100

(hsp90) FW CGCCAACATGGAGCGTATC Afu5g04170 150 104.69/0.1
(hsp90) REV TGTAAGAGCTCATGGAGGTGTC 100

(ssc1) FW TCATCACCGCCGATGCTA Afu2g09960 100 102.54/0.1
(sscl) REV GAGCGAGTCATCTTGAGGTTGA 300

(sspl) FW GGACGCAGGTGCCATTG Afu8g03930 300 103.29/0.1
(sspl) REV GGCAGTGGGCTCATTGATG 300

(yapl) FW GGAAGCCCATCCCACAATT Afu6g09930 150 95.79/0.1
(yapl) REV TCTTTGGCGCTGCTGGTT 150

(sod1) FW CAAGATCACCGGCACTGTCA Afu5g09240 300 98.74/0.1
(sod1) REV AGACGGTGGTGGGAGAGTTCT 100

(sod2) FW GCTTCGGCTGCTCCAAGA Afu4g11580 300 105.02/0.1
(sod2) REV CCTTGCCGCGAGCAAA 100

(catl) FW TCGGCCCCTGCAGATTC Afu3g02270 150 96.54/0.1
(catl) REV AGCGCCCCAACAGTCTTG 300

(cat2) FW ACATTGCCGCGCTCAAG Afu8g01670 300 98.39/0.1
(cat2) REV GCGGTGGAGATGAAGCTTCT 300

(abaA) FW GCACGACCTGTTGCATCAAA Afu1g04830 150 95.48/0.1
(abaA) REV GCGGTGGCGGGTACAA 300

(brlA) FW TGCAAAGAACCTGGCTGCAA Afu1g16590 300 108.29/0.1
(brlA) REV AACCCAGCAGACATGAGGCTT 300

(WetA) FW CGAGATTCCCATGAGCGTAAA Afu4g13230 300 106.52/0.1
(WetA) REV GGAAGGGCGCATCAAGCT 100

(fmgA) FW GCCAGACGTTAACAACGAACA Afu6g12080 300 96.34/0.1
(fmgA) REV GACAAACTGGGACCTCCAGAA 150

(fmgB) FW AGGGAGGCAGTCAGGCAAT Afu6g12060 300 97.82/0.1
(fmqB) REV GCCAATTCGAGCGCTGTAG 300

(fmqC) FW CCCGATCTCATCCAGACCAATGGA  Afu6g12050 100 98.29/0.1
(fmgC) REV GCCAAAACCATCTTTACA 150

(fmgD) FW TTTTCGAAGCGACGAGCAA Afu6g12070 300 100.22/0.1
(fmgD) REV CGAAGATGGCGGCGATAT 100

(fmqE) FW GGCACACGGAAAGCATGATA Afu6g12040 300 100.54/0.1
(fmqE) REV TCGGAACTGCCGTGTAAGC 300

(prx1) FW CTCTACTGCCCCTGACTTCG Afu4g08580 150 96.52/0.1
(prx1) REV GGGTGGGAGAAGAGGATAGC 300
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3.7 Oligonucleotideos utilizados para ChIP-gPCR

Tabela 6: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de ChIP-qPCR
durante o estresse de parede celular na presenca do CR na linhagem rImA::3XFLAG.

Oligonucleotideos Sequéncia (5" — 3') Gene
chsA FW TTGCGGCGCAGGGTTAT Afu2g01870
chsA REV GCCACACCCCCAACATGT
geld FW ATGATTGACAGTCGAGTACTCCGTAT Afu2g05340
gel4 REV CCGTAAGCAGCCCCTGTAATAA
pdiA FW TGTGTGTTACTGCTCCGTACGTT Afu2g06150
pdiA REV CCTATAGTCAATGTTCAGAGCATAAACAG
pyrG FW CGCAATTTTTACACGCGGA Afu2g08360
pyrG REV CCGCCGGGGACTAAATTT
chsg FW TTGTCATCTCTCTACTGCCTCAGATT Afu2g13440
chsE REV GGCACAAATACTCTCAATTATGGAATG
chsC FW AGGCTGGCCTGTTCTCACTAAT Afu5g00760
chsC REV CTCTGTCACCGTCCAATCTTGA
rho4 FW CAACGACAATATGGACCAGATCA Afu5g14060
rho4 REV CACGCTCTCGATTCTCGTCTTA
gel4d FW TGAGGAGGGCTGCCATTAAT Afu2g05340
gel4 REV TCCATCAACACACCCATCGT
geld -2 FW ACAAAGCTTGAACTAGATGGCGTAT Afu2g05340
gel4 — 2 REV CTCTCTGCAAGCTAAAGTCCTCCTTA

wscl FW CGGAGTATTGACATCTACAGAGTATTATTG Afu4g13670

wscl REV GTATTTAGTACTTTGTAGACCAGGATCTTTGT

gfal FW CATTTTAGCTAACTAACACTATCCATCTGTG Afu6g06340

gfal REV GCTAGTGCTGATGCTGACCATC

gel5-1 FW AATCGGCTGCAAATCCAC Afu8g02130
gel5-1 REV CGCACCACGACACACTCTCT

gel5-2 FW GCCGACTTGACAAAGGTGA Afu8g02130
gel5-2 REV TTTCCATCAACACACCCATC

Tabela 7: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas rea¢cBes de ChIP-gPCR
durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus na linhagem rimA::gfp.

Oligonucleotideos Sequéncia (5" — 3') Gene

floB FW CTCTTATTCTTTGTGGCCCTCTCT Afu2g14680
floB REV GAGCTCAAGGAACGAGATTATTTTTAA

floC FW CAAGATGAAAGAAGAAAAAGAAGCAGTT Afu2g13770
floC REV CCTTTCGATTACTGTGTGCAAGTT

abaA FW GCTGGAACTCGTTATACATGAATGTG Afulg04830
abaA REV GACACCAAGTCGCTCGGCCACCGAAG

brlA FW AAATGCTCCGAAGACAAGAAAC Afulg16590
brlA REV CTCTTTTCTTTTTTGATTTAATTCCTT

fmgA FW GGAGCCATCCGCATGGT Afu6g12080
fmgA REV TTTATACTCTACCCAGCTAAA

fmgB FW TTACCCCTTGCTGTTTAATAGGAC Afu6g12060
fmgB REV AGAGAGCTCTGGCACGTCTT

fmqC FW GTGAGGAGGTAAGAGGTGCG Afu6g12050
fmgC REV ATCGAGAATGTTTCAATGTGCC

fmgD FW GTAAGAGAGCTCTGGCACGTC Afu6g12070

fmgD REV CCCCTTGCTGTTTAATAGGAC
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Tabela 8: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reagcbes de ChIP-gPCR
durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus na linhagem sebA::gfp.

Oligonucleotideos Sequéncia (5" — 3) Gene
fmgAl FW CATGTGCGGGCCCAAT Afu6g12080
fmgAl REV TTGCACCCCCTTCAGCTATAA
fmgA2FW GAAAGGTCTCATTATCGGCATT Afu6g12080
fmgA2 REV GACTGCGGAATTGGCGAAGATTGA
fmgB1 FW CCTGGAATCGATCCATAAATGG Afu6g12060
fmgB1 REV ACTGCAGAAACTTTCTCGTGG
fmgB2 FW TACCAAGCGAGCGGACACA Afu6g12060
fmgB2 REV AACACCATCGGCCCTACGCTTG
fmgB3 FW AGGACGGGTCGTTGAATGTC Afu6g12060
fmgB3 REV TCGGTCCGGTCTTGACACCAGA
fmqB4 FW CGCTTCGAAAAGGGACTTTG Afu6g12060
fmgB4 REV TGAGATCAGCCATGCAGTACAT
fmgC1 FW TGTCACTCGCCATCCTTTCTATC Afu6g12050
fmgC1l REV CGTCTTGCCGACTAATAACATG
fmqC2 FW AAACTCCGTGGTGCTCTCCTGCA Afu6g12050
fmqC2 REV ATGAAGGCGCGCACGATTCC
fmgD1 FW GGATTCTCAAGGGCGATTTG Afu6g12070
fmgD1 REV GTGAGTAACCGCGGTTAGTAC
fmgD2 FW AACATGTCTCTAGATCCTATC Afu6g12070
fmgD2 REV GGGTCGTCTCACGAATCGCAC
fmgE1l FW TGTATTATTAGGATTCTATTTC Afu6g12040
fmgEl REV GCCAAGTGACATAGCAAATGTC
fmgE2 FW TGCGGCACAACTTCACCTT Afu6g12040
fmgE2 REV CCCGTAAGAGCATTGCAGCC

rimA FW GATGATGAGGATCTGCCTTAGCTAT Afu3g08520
rimA REV TGGGCGTAAGTAATGGAATTTCA

3.8 Solucdes e tampdes

3.8.1 Solugdes de elementos tragos

Sulfato de zinco heptahidratado 75 mM
Acido bérico 180 mM
Cloreto de manganés tetrahidratado 25 mM
Sulfato de ferro heptahidratado 18 mM
Cloreto de cobalto pentahidratado 6 mM
Sulfato de cobre pentahidratado 6 mM
Molibdato de amonio tetrahidratado 1mM
EDTA 140 mM
Agua destilada q.s.p.

Os componentes foram adicionados na ordem listada em agua destilada. Cada
componente foi dissolvido completamente antes da adicdo do préximo. A
solucao foi aquecida até 100 °C e entdo resfriada para 60 °C. Ajustou-se o pH
entre 6,5 e 6,8 com solugéo de hidroxido de sédio (1 M). Deixou-se resfriar até

atingir a temperatura ambiente para acertar o volume final.
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3.8.2 Solugéo de sais 20 x concentrada para Meio Minimo

Nitrato de sédio 32M
Cloreto de potassio 0,14 M
Dihidrogenofosfato de potassio 0,2M
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,04 M
Agua destilada q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em &gua destilada e utlizados na

composicdo do Meio Minimo diluido para 1 x.

3.8.3 Solucéo de sais 50 x concentrada para Meio Minimo de Cove

Cloreto de potassio 05M
Dihidrogenofosfato de potassio 0,56 M
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,11 M
Agua destilada q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em &gua destilada e utlizados na

composicdo do Meio Minimo de Cove diluido para 1 x.

3.8.4 Solucdes para preparo de E. coli quimiocompetente

Cloreto de magnésio tetrahidratado 55 mM
Cloreto de célcio dihidratado 15 mM
Cloreto de potassio 250 mM
PIPES (0,5 M pH 6,7 ) 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. A solucéo foi esterilizada
utilizando filtro 0,45 um, e posteriormente dividida em aliquotas e armazenada
a-20°C.
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3.8.5 Solucgdes para extracdo de DNA plasmidial de E. coli

3.8.5.1 Solucédo 1

Dextrose 50 mM
Tris HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em &agua Milli-Q® e acrescentou-se o
volume necessario de solugéo tris HCI, pH 8 (1 M), e EDTA pH 8 (0,5 M)
previamente preparadas. O volume foi ajustado e esterilizado por calor umido

em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.8.5.2 Solucao 2

Hidroxido de sodio 02M
SDS 1 % (viv)
Agua Milli-Q® q.s.p.

Acrescentou-se o volume necessario de solucdo de hidroxido de sodio (2 M) a
agua Milli-Q® e, posteriormente adicionou-se o SDS (10 % p/v), o volume final

foi ajustado e a solucao foi utilizada em seguida.

3.8.5.3 Solucao 3

Acetato de potassio 5M
Acido acético glacial 11,50 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

Dissolveu-se o acetato de potassio em agua Milli-Q®, acrescentou-se o volume
de &cido acético glacial, o volume final foi ajustado e a solucéo foi armazenada
a4-°C.
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3.8.6 Solucdes para transformacao em S. cerevisiae

3.8.6.1 Solucdo de TE (Tris EDTA) 10 x concentrado

Tris base 100 mM
EDTA pH 7,5 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

O tris base foi dissolvido em éagua Milli-Q® e acrescentou-se o volume
necesséario de solucdo de EDTA pH 7,5 (0,5 M) previamente preparada. O
volume final foi ajustado e a solugdo foi esterilizada por calor Umido em

autoclave a 120 °C, 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.8.6.2 Solucdo de acetato de litio (LIAC) 10 x concentrada

Acetato de litio pH 7,5 1M
Agua Milli-Q® q.s.p.

Dissolveu-se 0 acetato de litio em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH com &cido
acético 1 M, o volume final foi ajustado e a solucao foi esterilizada por calor

umido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.8.6.3 Solucao de PEG (polietilenoglicol) 50 %

PEG (polietilenoglicol) 3350 50 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

Dissolveu-se 0 PEG 3350 em &agua Milli-Q®. Para a completa dissolucéo, a
solucdo foi aquecida a 100 °C. O volume final foi ajustado e a solucéo

esterilizada por calor imido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.



3.8.7 Solugdes para transformagéo em A. fumigatus
3.8.7.1 Solucéo 1 de protoplastizacéo
Sulfato de amoénio

Acido citrico pH 6
Agua Milli-Q®
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0,8 M
100 mM
g.s.p.

O sulfato de aménio foi dissolvido em agua Milli-Q® e em seguida adicionou-se

o volume adequado da solucdo de acido citrico 1 M, pH 6 previamente

preparada. O pH final foi ajustado para 6, e posteriormente o volume foi

ajustado. A solucao foi esterilizada por calor imido em autoclave a 120 °C e

1 kgf/cm? por 15 minutos.
3.8.7.2 Solucgao 2 de protoplastizacéo
Extrato de levedura

Sacarose
Agua Milli-Q®

1 % (p/v)
2 % (p/v)
g.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q® e o volume foi ajustado. A

soluco foi esterilizada por calor tmido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por

15 minutos.

3.8.7.3 Solucéo 3 de protoplastizacéo

Sulfato de amoénio
Sacarose

Acido citrico pH 6
Agua Milli-Q®

0,4 M

1 % (p/v)
50 mM
g.S.p.

O sulfato de amodnio e a sacarose foram dissolvidos em agua Milli-Q®.

Adicionou-se o volume necesséario de uma solugdo de acido citrico 1 M, pH 6
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previamente preparada, e o pH final da solugéo foi ajustado para 6. O volume
foi ajustado, e a solucéo foi esterilizada por calor tmido em autoclave a 120 °C

e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.8.7.4 Solucao 4 de protoplastizacéo

Polietilenoglicol 6000 25 % (p/v)
Cloreto de célcio 100 mM
Cloreto de potassio 0,6 M
Tris HCI pH 7,5 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em &agua Milli-Q® e acrescentou-se o
volume necessario de solucéo tris HCI, pH 7,5 (1 M) previamente preparada. O
pH foi ajustado para 7,5, o volume final foi ajustado e a solugao esterilizada por

calor imido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.

3.8.7.5 Solucao 5 de protoplastizagéo

Cloreto de célcio 50 mM
Cloreto de potassio 0,6 M
MES pH 6,0 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. O pH foi ajustado para 6,
e o volume final foi ajustado. A solucdo foi esterilizada por calor imido em

autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos.
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3.8.8 Tampéao de extracdo de proteina total de A. fumigatus para Western
blot

SDS 0,1 % (p/v)
Triton-X100 1 % (viv)
Tris HCI pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 15 mM
EGTA 5 mM
NaF 100 mM
NazP207 10 mM
NasvVO4 5 mM
B-glycerophosphate 50 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.
cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free 1 x
PMSF 1 mM

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q® e o volume foi ajustado. A
solucdo foi esterilizada por calor imido em autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por
15 minutos, e no momento do uso adicionou-se o cOmplete™ ULTRA Tablets,
Mini, EDTA-free e o PMSF.
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3.8.9 Tampéo para lise de E. coli para cromatografia de proteinas por

afinidade em coluna de niquel

3.8.9.1 Tampao para lise de E. coli e purificacdo da proteina recombinante
Hsp90

3.8.9.1.1 Tampao A para lise de E. coli e purificacdo da proteina

recombinante Hsp90 em coluna de niquel

Fosfato de sodio pH 7,4 50 mM
NaCl 300 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Apds a solucio foi filtrada

em membrana de 5 um e deaerada por 20 minutos utilizando bomba a vacuo.

3.8.9.1.2 Tampéo B para purificacdo da proteina recombinante Hsp90

em coluna de niquel

Fosfato de sédio pH 7,4 50 mM
NacCl 300 mM
Imidazol 500 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Apos, o volume final foi
ajustado. A solucdo foi filtrada em membrana de 5 pm e deaerada por

20 minutos utilizando bomba a vacuo.
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3.8.9.1.3 Tampao para purificacdo da proteina recombinante Hsp90

através da cromatografia de exclusao molecular

Hepes pH 7,5 40 mM
KCI 100 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Ap6s o volume final foi
ajustado. A solucdo foi filtrada em membrana de 5 pum e deaerada por

20 minutos utilizando bomba a vacuo.

3.8.9.2 Tampédo para lise de E. coli e purificacdo da proteina

recombinante MpkA

3.8.9.2.1 Tampédo A para lise de E. coli e purificacdo da proteina
recombinante MpkA em coluna de niquel, e purificacdo da proteina

recombinante MpkA através da cromatografia de exclusdo molecular

Tris base 10 mM
Fosfato de sodio monobésico 5mM
Cloreto de sodio 100 mM
EDTA 1mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Apds, o pH foi ajustado
para 8 e o volume final foi ajustado. A solug&o foi filtrada em membrana de

5 um e deaerada por 20 minutos utilizando bomba a vacuo.
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3.8.9.2.2 Tampao B para purificacdo da proteina recombinante MpkA

em coluna de niquel

Tris base 10 mM
Fosfato de s6édio monobasico 5mM
Cloreto de sddio 100 mM
EDTA 1 mM
Imidazol 500 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Ap6s o pH foi ajustado
para 8 e o volume final foi ajustado. A solucéo foi filtrada em membrana de

5 um e deaerada por 20 minutos utilizando bomba a vacuo.

3.8.10 Inibidores de protease

3.8.10.1 PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride)

PMSF 200 mM

Isopropanol g.s.p.

O PMSF foi dissolvido no volume adequado de isopropanol para a obtencao da
concentragéo final de 200 mM. A suspensao foi armazenada a -20 °C, e o
volume necessario foi adicionado ao tampdo de extracdo de proteina no

momento do uso para a concentracao final de 1 mM.

3.8.10.2 cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free, EASYpack
Protease Inhibitor Cocktail (11836153001)

1 tablete do coquetel de inibidores de protease foi dissolvido em 1,5 mL de
adgua Milli-Q® para a concentracdo final de 7 x concentrado. A solugéo foi
armazenada a -20 °C, e o volume necessério foi adicionado ao tampao de

extracdo de proteina no momento do uso para a concentracao final de 1 x.
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3.8.10.3 Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, P8215)

A solucdo 100 x concentrada foi armazena a -20 °C, e o volume necessario foi
adicionado ao ChlIP lysyis buffer no momento do uso para a concentragéo final
de 1 x.

3.8.11 Solucdes para Western blot

3.8.11.1 Tampéao para eletroforese de proteina 5 x concentrada

Tris base 125 mM
Glicina 95 mM
SDS 0,1 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O tris base e a glicina foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Acrescentou-se o
volume necessério da solucdo de SDS 1 % previamente preparada e o volume
final foi ajustado. A solugéo foi armazenada em geladeira. No momento do uso
a solucao foi diluida para a concentracdo de 1 x para ser utilizada na

eletroforese.

3.8.11.2 Tampéao de transferéncia para gel SDS-PAGE

Tris base 25mM
Glicina 192 mM
Metanol 20 % (v/v)
SDS 0,1 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O tris base e a glicina foram dissolvidos em agua Milli-Q®, acrescentou-se o
volume necessario da solucdo de SDS 10 % previamente preparada,
acrescentou-se o metanol e o volume final foi ajustado. A solugéo foi preparada

no momento do uso.
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3.8.11.3 Tampéao Salina Tris (TBS)

Cloreto de sodio 15M
Tris base 2 M
Agua Milli-Q® q.s.p.

O cloreto de sédio e o tris base foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Apos, o pH
foi ajustado para 7,6 e o volume final foi ajustado. A solucédo foi armazenada

em geladeira.

3.8.11.4 Tampao Salina Tris + Tween 20 (TBST)

TBS 10 x
Twenn 20 0,1 %
Agua Milli-Q® q.s.p.

Adicionou-se o volume necessario de TBS 10 x e Tween 20. Ajustou-se o

volume final com agua Milli-Q®. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.11.5 Tampdo de amostra para eletroforese de proteinas 5 x

concentrado
Tris HCI 0,625 M
SDS 10 % (p/v)
Glicerol 10 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,1 % (p/v)
DTT 1mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q® e para uso o tamp&o foi
diluido de forma que ficasse 1 x concentrado na amostra. No momento do uso
foi adicionado 2 mM de DDT a partir de uma solucdo estoque 1 M previamente

preparada e mantida a -20 °C.
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3.8.12 Corante coomassie blue

Coomassie brilliant blue 0,25 % (p/v)
Acido acético glacial 30 % (v/v)
Metanol 50 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O coomassie brilliant blue foi dissolvido no metanol, apds adicionou-se o0 acido
acético glacial e o volume final ajustado com &agua Milli-Q®. A solugéo foi

armazenada a temperatura ambiente.

3.8.13 Descorante de coomassie blue

Acido acético glacial 10 % (V/v)
Etanol 30 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O &cido acético glacial foi diluido em agua Milli-Q®, apos adicionou-se o etanol.
O volume final necessario foi ajustado com agua Milli-Q®. A solucéo foi

armazenada a temperatura ambiente.

3.8.14 Solucéo de SDS 10 %

SDS 10 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O SDS foi dissolvido em agua Milli-Q®, e em seguida o volume final foi

ajustado. A solucéo foi armazenada a temperatura ambiente.



50

3.8.15 Tampé&o para extracdo de DNA de micélio de A. fumigatus e de

S. cerevisiae

Tris HCI pH 8,5 200 mM
Cloreto de sédio 250 mM
EDTA 25 mM
SDS 0,5 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

O cloreto de sbdio, SDS e o EDTA foram dissolvidos em &agua Milli-Q®,
acrescentou-se o volume necessario da solucéo de tris HCI pH 8,5 previamente
preparada, ajustou-se o volume final. A solucdo foi armazenada a temperatura

ambiente.

3.8.16 Tampdo para extracdo de DNA de conidios de A. fumigatus

Triton X-100 2 % (VIv)
SDS 1 % (p/v)
Cloreto de sédio 250 mM
EDTA 1 mM
Tris HCI pH 8 10 mM
Agua Milli-Q® q.s.p.

O cloreto de sédio, SDS e o EDTA foram dissolvidos em éagua Milli-Q®,
adicionou-se o triton X-100, acrescentou-se o volume necessario da solucéo de
tris HCI pH 8 previamente preparada, ajustou-se o volume final. A solucao foi

armazenada a temperatura ambiente.
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3.8.17 Tampé&o Tris Acetato EDTA (TAE) 50 x concentrado para

eletroforese de DNA

Tris base 2M
Acido acético glacial 5,71 % (v/v)
EDTA pH 8 0,05 M
Agua Milli-Q® q.s.p.

O tris base foi dissolvido em agua Milli-Q®, em seguida acrescentou-se a
solucdo de EDTA 0,5 M pH 8, previamente preparada. Acrescentou-se o acido
acético glacial, ajustou-se o pH para 8. Armazenou-se a solu¢do a temperatura
ambiente. Para uso na eletroforese de DNA, o tampéo foi diluido para a

concentracéao final de 1 x.

3.8.18 Tampao de amostra para eletroforese de DNA 5 x concentrado

Azul de bromofenol 0,1 mg/mL
Xilenocianol 0,1 mg/mL
Glicerol 50 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

Dissolveram-se os componentes no volume necessario de agua Milli-Q®. A

solucao foi armazenada a temperatura ambiente.

3.8.19 Tampao de amostra para eletroforese de RNA

RNA X UL
Formaldeido 16,5 % (v/v)
Formamida 50 % (v/v)
Tampao MOPS 1x
Azul de bromofenol 0,5 % (p/v)
Brometo de etidio 0,024 mg

Agua Milli-Q® (DEPC) q.s.p.
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Acrescentaram-se todos os componentes em &agua Milli-Q® tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC) 0,1 %. Em seguida acrescentou-se a amostra de RNA suficiente
para a quantidade de RNA desejada no gel (10 pg). As amostras foram aquecidas a
65 °C por 15 minutos em banho seco para desnaturar a amostra de RNA, em seguida

aplicou-se no gel de agarose desnaturante 1,2 %.

3.8.20 Tampao MOPS 10 x concentrado para eletroforese de RNA

MOPS 02 M
Acetato de sodio 05M
EDTA 0,01 M
Agua Milli-Q® (DEPC) q.s.p.

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q® tratada com DEPC 0,1 %, o

pH foi ajustado para 7 e ajustou-se o volume final.

3.8.21 Tampao fosfato salina (PBS) 10 x concentrado

Cloreto de sodio 350 mM
Cloreto de potassio 180 mM
Hidrogenofosfato de sédio 25 mM
Dihidrogenofosfato de potassio 18 mM
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q®, o pH foi ajustado para 7,4.
O volume final foi ajustado e a solugéo esterilizada por calor umido em
autoclave a 120 °C e 1 kgf/cm? por 15 minutos. A solucdo foi armazenada em

geladeira.
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3.8.22 Solugéo de Bis-acrilamida 30:08

Acrilamida 30 % (p/v)
N,N-Metileno-bis-acrilamida 0,8 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q®, o volume final foi ajustado.

A solucéo foi armazenada em geladeira em frasco ambar.

3.8.23 Solucgéo de Tris HClI 1 M pH 6,8

Tris base 1M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, o pH foi ajustado para 6,8 com &acido

cloridrico. O volume final foi ajustado e a solucao foi armazenada em geladeira.

3.8.24 Solucéo de Tris HCIl 1,5 M pH 8,0

Tris base 15M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, o pH foi ajustado para 8 com é&cido

cloridrico. O volume final foi ajustado e a solu¢éo foi armazenada em geladeira.

3.8.25 Solucdes para quantificacdo de proteina total pelo método de
Lowry modificado [139]

3.8.25.1 Solucao de carbonato de sédio e hidréxido de sodio 2 %
Carbonato de sodio 2 % (p/v)

Hidréxido de sddio 0,21 M
Agua Milli-Q® q.s.p
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Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q®, o volume final foi ajustado.

A solucéo foi armazenada em geladeira.

3.8.25.2 Solucéo de sulfato de cobre 1 %

Sulfato de cobre 1 % (p/v)
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o sulfato de cobre em agua Milli-Q®, o volume final foi ajustado. A

solucéo foi armazenada em geladeira.

3.8.25.3 Solucéo de tartarato de sédio e potassio 1 %

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

Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tartarato de sodio e potassio em agua Milli-Q®, o volume final foi
ajustado. A solucéo foi armazenada em geladeira.

3.8.25.4 Solucao de tartarato de sodio e potassio + carbonato de sodio +

sulfato de cobre

Solucéo de tartarato de sédio e potassio 1 % 100 pL
Solucéo de sulfato de cobre 1 % 100 pL
Solucéo de carbonato de sddio e hidréxido de sédio 2 % 9,8 mL
Volume final 10 mL

A solucéo de tartarato de sodio e potassio 1 % e a solucéo de sulfato de cobre 1 %
foram adicionadas a solucdo de carbonato de sédio e hidroxido de sédio 2 %, em
seguida os componentes foram homogeneizados. A solugéo foi preparada no

momento do uso.
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3.8.26 Solucgdes para Southern blot
3.8.26.1 Solucao de acido cloridrico 0,25 M

Acido cloridrico 0,25 M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o &cido cloridrico em agua Milli-Q®, o volume final foi ajustado. A

solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.26.2 Solugéo de desnaturagéo

Cloreto de sodio 15M
Hidroxido de soédio 05M
Agua Milli-Q® g.s.p

Dissolveu-se o cloreto de sédio e o hidréxido de sédio em agua Milli-Q®, o

volume final foi ajustado. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.26.3 Solucao de neutralizacao

Tris base 05 M
Cloreto de sédio 15M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7 com &cido
cloridrico. Adicionou-se o cloreto de sddio. Apds a dissolugdo do cloreto de
sédio na solucéo de tris HCI o volume final foi ajustado. A solucéo foi preparada

no momento do uso.
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3.8.26.4 Solugéo salina citrato 20 x concentrada

Cloreto de sodio 3M
Citrato de sédio 0,3 M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7 com
acido cloridrico. O volume final foi ajustado. A solucdo foi preparada no

momento do uso.

3.8.26.4.1 Solucao salina citrato 2 x concentrada

Solucéo salina citrato 20 x concentrada 2 x
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se a solugdo salina citrato 20 x previamente preparada em agua
Milli-Q® para a concentracao final de 2 x concentrada. A solucao foi preparada
no momento do uso.

3.8.27 Solucdes para far Western blot (far WB)

3.8.27.1 Solucao de desnaturacao e renaturacdo da membrana de PVDF

Tabela 9: Solucbes para desnaturacdo e renaturacdo da membrana de far WB.

Concentracdo de Guanidina HCI (M) 6 3 0,1 0
Glicerol 99,5 % (mL) 2,5 25 25 2,5
Cloreto de s6dio 5 M (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5
Tris HCI 1 M pH 7,5 (mL) 0,5 0,5 0,5 0,5
EDTA 0,5 M pH 8 (mL) 0,05 0,05 0,05 0,05
Tween 20 (mL) 0,25 0,25 0,25 0,25
Guanidina HCI 8 M (mL) 18,75 9,30 0,31 0
Leite em p6 (Nestlé Molico®) (g) 0,5 0,5 0,5 0,5
DTT 1 M (uL) 25 25 25 25
Agua Milli-Q® (mL) 2,45 12,85 20,89 21,2

3.8.27.1.1 Solucéo de cloreto de sodio 5 M

Cloreto de sodio 5M
Agua Milli-Q® q.s.p
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Dissolveu-se o cloreto de sodio em agua Milli-Q® e o volume final foi ajustado.

A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.27.1.2 Solucao de tris HCIl pH 7,5

Tris base 1M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7,5 com &cido

cloridrico. Ajustou-se o volume final.

3.8.27.1.3 Solucdo de EDTA 0,5 M pH 8,0

EDTA 0,5M
Agua Milli-Q® g.s.p

Dissolveu-se o EDTA em éagua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 8,0 para a

completa dissolucao. Ajustou-se o volume final.

3.8.27.1.4 Solucao de Guanidina HCI 8 M

Guanidina HCI 8 M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se a guanidina HCl em agua Milli-Q® previamente aquecida. Ajustou-se o

volume final. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.27.1.5 Solucdo de DTT 1 M

DTT 1M
Agua Milli-Q® q.s.p
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Dissolveu-se O DTT em agua Milli-Q®. Ajustou-se o volume final. A solugéo foi

preparada e o estoque foi mantido a -20 °C.

3.8.27.2 Solucéo de ligacéo para far WB

Cloreto de sodio 100 mM
Tris HCI pH 7,6 20 mM
EDTA 0,5mM
Leite em po 1%
DTT 1 mM
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se a os componentes em agua Milli-Q®, adicionou-se a proteina
purificada. Ajustou-se o volume final. A solucéo foi preparada no momento do
uso.

3.8.28 Solugdes para ChIP

3.8.28.1 Tampéao para cross-linking

Sacarose 0,4 M
Tris base 10 mM
EDTA pH 8 1mM
PMSF 1 mM
Formaldeido 1 % (vIv)
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, apds a dissolucéo o pH foi ajustado
para 8. Adicionou-se a sacarose, e apés o0 EDTA. Apos foram adicionados o
formaldeido e 0 PMSF. Ajustou-se o volume final necessario com agua Milli-Q®.

A solucéo foi preparada no momento do uso.
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3.8.28.2 Solucgéo de glicina 1 M

Glicina 1M
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se a glicina em agua Milli-Q®, ajustou-se o volume final. A soluc&o foi

preparada no momento do uso.

3.8.28.3 ChIP lysyis buffer (CLB)

HEPES 50 mM
Cloreto de sodio 150 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 1 % (viv)
Deoxicolato de sédio 0,1 % (p/v)
SDS 1 % (p/v)
PMSF 1 mM
Protease Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich) 1 x
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o HEPES em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7,5. Apos
adicionou-se o cloreto de sodio, EDTA, Triton X-100 e SDS. Ajustou-se o
volume final. O PMSF e o Protease Inhibitor Cocktail foram adicionados

posteriormente no momento do uso.

3.8.28.4 Tampéo de bloqueio

BSA 1 % (p/v)
Yeast tRNA 200 pg/mL
CLB g.s.p

Dissolveram-se os componentes em CLB ajustou-se o volume final. A solucdo

foi preparada no momento do uso.
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3.8.28.5 Tampéo para eluicdo das amostras de ChIP

SDS 1 % (p/v)
Carbonato de sodio 0,1M
Proteinase K 0,2 mg/mL
DTT 1mM
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q® ajustou-se o volume final. A

solucéo foi preparada no momento do uso.
3.8.29 Solucgdes para imunoprecipitacao utilizando Dynabeads Protein A®
(Thermo Fisher Scientific A, 10001D) e Anti FLAG M2 Affinity Gel (Sigma

Aldrich, A2220)

3.8.29.1 Tampao fosfato salina (PBS) 1 x concentrado com Tween 20 0,01 %

PBS pH 7,4 1 x
Tween 20 0,01 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p

Diluiu-se o tampao PBS 10 x concentrado (Thermo fisher scientific, 10010023)
em agua Milli-Q® para a concentracdo final desejada. Apds adicionou-se o

tween 20. A solucéo foi preparada no momento do uso.
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3.8.29.2 Tampao B250 para extracdo de proteinas para

imunoprecipitacao

Tris base 100 mM
Cloreto de sédio 250 mM
Igepal 0,1 % (v/v)
Glicerol 1 % (v/v)
EDTA 1mM
Benzamidina 0,6 mM
Ortovanadato de sodio 1 mM
PMSF 1 mM
cOmplete™ ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free 1 x
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tris base em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7,5 com HCI.
Apoés adicionou-se o cloreto de sédio, o EDTA, igepal, glicerol, benzamidina e
ortovanadato de sodio. Ajustou-se o volume final. O PMSF e o cOmplete™
ULTRA Tablets, Mini, EDTA-free foram adicionados posteriormente no

momento do uso.

3.8.30 Solucdes para microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

3.8.30.1 Solucéao de fixagéo

Tampaéo fosfato pH 7,4 0,1M
Glutaraldeido 2,5 % (VIV)
Paraformaldeido 2 % (p/v)
Agua Milli-Q® g.s.p

Aqueceu-se o tampao fosfato pH 7,4 a cerca de 100 °C e apds adicionou-se o
parafolmaldeido. Apés a dissolugdo do parafolmaldeido e resfriamento até a
temperatura ambiente, adicionou-se o glutaraldeido e o volume final foi

ajustado com agua Milli-Q®. A solugéo foi preparada no momento do uso.
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3.8.30.2 Solugéo agar-agar

Tampao fosfato pH 7,4 0,1 M
Agar-agar 2,0 % (V/v)

Adicionou-se agar-agar ao tampao fosfato pH 7,4 a 0,1 M, aqueceu-se até

completa dissolucao. A solucao foi preparada no momento do uso.

3.8.30.3 Solucéo de tetroxido de 6smio

Tetroxido de 6smio 1 % (p/v)
Tampaéo fosfato pH 7,4 0,2M

Adicionou-se o tetroxido de 6smio ao tampao fosfato pH 7,4 a 0,2 M. A solucéo

foi armazenada em frasco ambar.

3.8.30.4 Solucéo de acetato de uranila

Acetato de uranila 1 % (p/v)

Agua Milli-Q® q.s.p

Adicionou-se o acetato de uranila a agua Milli-Q®, ajustou-se o volume final. A

solucéo foi filtrada em membrana de 0,2 pum.

3.8.31 Solucéo de bloqueio para microscopia

PBS 0,01 M
Soro de cabra 2 % (vIv)
BSA 1 % (p/v)
Triton X-100 0,1 % (v/v)
Tween 20 0,05 % (v/v)
Azida de sédio 0,05 % (p/v)

Agua Milli-Q® q.s.p



63

Dissolveram-se os componentes em agua Milli-Q®, ajustou-se o pH para 7,2.

Ajustou-se o volume final. A solucao foi preparada no momento do uso.

3.8.32 Solucgdes para coloracao do gel de SDS-PAGE com nitrato de prata

3.8.32.1 Solucgéao de fixagéo

Etanol 50 % (v/v)
Acido acético 10 % (v/v)
Agua Milli-Q® g.s.p

Dissolveu-se o etanol e o acido acético em agua Milli-Q®, ajustou-se o volume

final. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.32.2 Solucao de sensibilizacao

Tiossulfato de sodio 0,2 mg/mL
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o tiossulfato de sédio em agua Milli-Q®, ajustou-se o volume final.

A solucgéo foi preparada no momento do uso.

3.8.32.3 Solucéo de coloracao

Nitrato de prata 2 mg/mL
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o nitrato de prata em agua Milli-Q®, ajustou-se o volume final. A

solucéo foi preparada no momento do uso.
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3.8.32.4 Solucao de revelacao

Carbonato de sédio 60 mg/mL
Solucéo de sensibilizacao 2mL
Formaldeido 0,015 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o carbonato de sédio em agua Milli-Q®, adicionou-se 2 mL da
solucado de sensibilizacdo, e apds adicionou-se o formaldeido. Ajustou-se o

volume final. A solucéo foi preparada no momento do uso.

3.8.32.5 Solucao de interrupgéo de coloracao

Acido acético 6 % (V/V)

Agua Milli-Q® q.s.p

Dissolveu-se o &cido acético em agua Milli-Q®, ajustou-se o volume final. A

solucéao foi preparada no momento do uso.

3.9 Gel de agarose para eletroforese de DNA

Agarose 1%
TAE 1 x g.S.p.

A agarose foi dissolvida em TAE 1 x no forno micro-ondas, apos a fusdo da
agarose com o TAE esperou-se esfriar a temperatura de 50 °C, adicionou-se o
brometo de etidio na concentracdo final de 40 pg/mL a partir de uma solucao
estoque previamente preparada na concentracdo de 10 mg/mL. A solucéo foi
distribuida no suporte da cuba de eletroforese e aguardou-se 30 minutos para a

polimerizacdo antes da aplicagcado das amostras.
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3.10 Gel de agarose desnaturante para eletroforese de RNA

Agarose 1.2%
Tampao MOPS 1 x
Formaldeido 15 %
Agua Milli-Q® q.s.p.

A agarose foi dissolvida em agua Milli-Q® em forno micro-ondas. Apos a fusdo da
agarose com a agua esperou-se esfriar a temperatura de 50 °C, adicionou-se o
tampdo MOPS, em seguida adicionou-se o formaldeido. A solucéo foi distribuida
no suporte da cuba de eletroforese e aguardou-se 30 minutos para a

polimerizacao antes da aplicacdo das amostras.

3.11 Gel SDS PAGE

3.11.1 Gel de poliacrilamida — empilhamento 1,2 %

Tris HCI pH 6,8 125 mM
SDS 0,1 % (p/v)
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) 5 % (viv)
TEMED 0,15 % (v/v)
Persulfato de amonia 0,1 % (v/v)
Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em agua Milli-Q®. Apds a dissolucdo dos
componentes para a polimerizacdo, adicionou-se 0,15 % de TEMED e 0,1 % de
persulfato de amobnia, e em seguida aplicou-se a solucdo no suporte.

Aguardou-se a polimerizacéo do gel por no minimo 30 minutos.
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3.11.2 Gel de poliacrilamida — corrida

Tris HCI pH 8,0 375 mM
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) X % (vIv)
TEMED 0,1 % (V/V)

Persulfato de amonio 0,1 % (v/v)
SDS 0,1 % (p/v)

Agua Milli-Q® q.s.p.

Os componentes foram dissolvidos em &agua Milli-Q®. A quantidade de
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) adicionada foi referente a concentracdo
desejada do gel de SDS-PAGE (6 %, 8 %, 10 %, 12 %, 15 % ou 20 %). Apos a
dissolucdo dos componentes para a polimerizacdo, adicionou-se 0,15 % de
TEMED e 0,1 % de persulfato de amdnia, e em seguida aplicou-se a solugao

no suporte. Aguardou-se a polimeriza¢éo do gel por no minimo 30 minutos.

3.12 Solucdes estoque das drogas e agentes utilizados neste trabalho

Tabela 10: Agentes e drogas utilizados nos ensaios de caracterizacdo fenotipica das
linhagens utilizadas neste trabalho.

Droga Mecanismo de acéo Estoque

CFwW Liga-se a quitina da parede celular
impedindo a ligagéo de B(1,3)
glucana e B(1,6) glucana,
enfraquecendo a parede celular

10 mg/mL em agua

CR Liga-se a quitina da parede celular
impedindo a ligagéo de 3(1,3)
glucana e B(1,6) glucana,
enfraquecendo a parede celular

5 mg/mL em agua

SDS Acéo detergente na membrana 10 % em agua
plasmatica
Cafeina Inibicdo da fosfodiesterase 735 mM em &gua, na hora do uso a
suspensédo deve ser aquecida em
banho-maria fervente para
solubilizagéo
Radicicol Inibicdo da Hsp90 2 pg/mL em etanol absoluto

Geldanamicina
Caspofungina

Anidulafungina

Inibicdo da Hsp90
Inibigéo da sintese de 3(1,3) glucana

Inibigéo da sintese de 3(1,3) glucana

1 mg/mL em DMSO

10 mg/mL em agua

10 mg/mL em agua
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Fluconazol

Tunicamicina

Brefeldina

DTT

Paraquat

Terc-butil

Menadiona

Inibicéo das enzimas dependentes do
citocromo flingico P450

Promove o desenovelamento da
proteina, interferindo no transporte do
RE para o complexo de golgi

Promove o desenovelamento da
proteina, interferindo no transporte do
RE para o complexo de golgi

Promove o desenovelamento da
proteina, interferindo no transporte do
RE para o complexo de golgi

Produz radicais superdxido (O?),
peréxido (H.0,) e hidroxila (OH), que
promovem o estresse oxidativo

Produz radicais hidroxila (OH™), que
promove o estresse oxidativo

Libera anion O singlete (O%), que
promove o estresse oxidativo

100 pg/mL em agua

10 mg/mL em agua

5 mg/mL em agua

1 Mem agua

1 Mem agua

1 M em agua

50 mM em agua

Peroxido de Hidrogénio O radical peréxido (H,O,) promove o 30 %
estresse oxidativo
Nikomicina Z Inibicdo da sintese de quitina 0,1 M em agua
Ampicilina Antibiético utilizado para sele¢éo de 100 mg/mL em etanol 30 %

Cloranfenicol

E. coli transformada com o plasmideo
pET-15b

Antibidtico utilizado para a sele¢éo da
linhagem Rosetta™ (DE3)

34 mg/mL em etanol absoluto

Piritiamina Utilizado para a selecéo de linhagens 1 mg/mL em agua
transformantes de A. fumigatus com
0 marcador prtA
IPTG Liga-se ao repressor lac e libera o 1M em agua

repressor tetramérico do operador lac
de maneira alostérica, permitindo
assim a transcricdo de genes no
operon lac

3.13 Protocolos adotados

3.13.1 Construcéo dos cassetes de delecao e substituicdo génica utilizando

atécnica de recombinacao in vivo em S. cerevisiae

Os cassetes de substituicdo e delec&o génica para transformacéo
em A. fumigatus foram construidos conforme descrito anteriormente por
Malavazi e Goldman [140]. Para a recombinacéo do cassete de delecao e/ou
substituicdo génica foi utilizada a linhagem de S. cerevisiae FGSC 9721. Esta

linhagem ndo possui o gene URA3 funcional, portanto este marcador


https://en.wikipedia.org/wiki/Lac_repressor
https://en.wikipedia.org/wiki/Allosteric
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auxotrofico pode ser utilizado como marca de selecao para a transformacéo. O
vetor utilizado para a recombinagcdo dos fragmentos independentes e
transformacdo em S. cerevisiae foi o pRS426. Este € um vetor de dupla
selecéo, apresentando uma marca de selecdo para ampicilina e outra para o
gene URAS3. Este vetor foi linearizado com as enzimas de restricdo BamHI e
EcoRI. Os oligonucleotideos distais (regido 5’ e 3’ das construcdes realizadas)
utilizados para construcdo do cassete de delecdo e ou substituicdo génica
foram desenhados com 29 pares de bases complementares ao vetor pRS426
linearizado com BamHI e EcoRI, para possibilitar a recombinacdo neste vetor.
Os oligonucleotideos internos das constru¢des também apresentavam regides
de homologia entre cada fragmento para possibilitar a recombinacdo dos
fragmentos independentes (tabela 3). As reacdes de PCR para a amplificacédo
dos fragmentos independentes para cada construcdo foram realizadas
utilizando sempre uma enzima DNA polimerase de alta fidelidade. O vetor
pCDA21 foi utilizado para amplificar o fragmento contendo o marcador genético
de auxotrofia, o gene pyrG de A. fumigatus [141].

Para a transformacédo, uma colbnia isolada de S. cerevisiae da linhagem
FGSC 9721 foi inoculada em 10 mL de meio liquido YPD (secéo 3.3.3.1) e
incubada a 30 °C a 180 rpm por 18 horas. ApoOs este periodo, 500 pL desta
cultura foram adicionados a 50 mL de YPD (sec¢do 3.3.3.1) e posteriormente
incubados a 30 °C a 180 rpm até a densidade Optica da cultura a 600 nm
(ODeoonm) atingir uma absorbancia entre 0,4 e 0,6. As células foram entdo
centrifugadas a 1000 g por 2 minutos e lavadas com tampao TE 1 x (sec¢éo
3.8.6.1). Em seguida, as células foram novamente centrifugadas a 1000 g por 2
minutos e ressuspendidas em 800 pL de solugcédo TE/LIAc 1 x e incubadas a 30
°C por 1 hora, sob leve agitacéo (90 rpm). Para cada reacéo de transformacéao
foram misturados 200 pl de suspensdo de células, 200-500 ng de DNA
plasmidial linearizado e 1-5 pyg dos fragmentos de DNA purificados,
provenientes das PCRs para a constru¢do dos cassetes de delecédo, e 200 ug
de DNA de esperma de salmédo (previamente desnaturado a 99 °C por 5
minutos, e incubado imediatamente em gelo apés a desnaturacdo). Como
controle positivo foi realizada uma reagdo com o plasmideo pRS426 circular,

para avaliar a viabilidade das células, e como controle negativo foi realizada
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uma reacdo com a célula e o DNA de esperma de salmdo sem fragmentos de
DNA e plasmideo para avaliar a presenca de possiveis contaminacdes. As
reacoes foram incubadas a 30 °C por 30 minutos, sob leve agitacdo (90 rpm).
Apos foi adicionado 1,5 mL de solucdo contendo LiAc 1 x/PEG-3350
40 % (secdo 3.8.6.2 e 3.8.6.3), as células foram gentilmente
homogeneizadas e entdo incubadas por 30 minutos a 42 °C em banho umido.
Apos a incubacao, as células foram entdo centrifugadas a 2500 g por 1 minuto,
foram ressuspendidas em 1 mL de TE 1 x (secdo 3.8.6.1), precipitadas
novamente, ressuspendidas em 100 pL de TE 1 x (secdo 3.8.6.1), e entéo
semeadas em meio SC-URA- (secédo 3.3.3.2). As placas foram incubadas por 5
dias em estufa a 30 °C e os transformantes foram inoculados em meio liquido
SC-URA- (secao 3.3.3.2), incubados sob agitacdo (180 rpm) a 30 °C por 5 dias,
e posteriormente tiveram seu DNA plasmidial extraido para validacdo do

construto.

3.13.2 Extracdo do DNA de S. cerevisiae

Apés a incubacdo das colbnias candidatas em meio SC-URA™ (secao
3.3.3.2) liquido sob agitacdo (180 rpm) a 30 °C por 5 dias as células foram
centrifugadas a 2.500 g por 5 minutos e em seguida ressuspendidas em 500 uL
de tampéao de extracdo de DNA de leveduras (secao 3.8.15), a esta solucéo foi
adicionado o mesmo volume de pérolas de vidro estéreis (previamente tratadas
com &cido cloridrico 6 M). Os tubos contendo as células com as pérolas de
vidro foram acoplados a um agitador tipo voOrtex e agitados vigorosamente
durante 10 minutos para a lise de S. cerevisiae. Apds esse periodo o
sobrenadante foi transferido para novos tubos contendo o mesmo volume de
uma mistura fenol:cloroférmio (1:1) e novamente agitados vigorosamente por
mais 10 minutos. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 16000 g durante 15
minutos a 4 °C, e a fase superior (aquosa) contendo o DNA foi recuperada. O
DNA foi novamente lavado com o mesmo volume de cloroférmio, para remover
possiveis contaminagbes com fenol. Em seguida, a mistura foi centrifugada a
16000 g durante 15 minutos a 4 °C, e a fase superior (aquosa) contendo o DNA
gendmico foi recuperado. O DNA foi precipitado com a adicdo de 800 pL de

isopropanol, com posterior incubacdo a -80 °C por 30 minutos, seguido da
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centrifugagédo a 16000 g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi lavado com
etanol 70 % e centrifugado novamente a 16000 g por 1 minuto a 4 °C. O
sobrenadante foi novamente descartado e o residuo de etanol evaporado a
temperatura ambiente por 30 minutos. O sedimento foi ressuspendido em
adgua Milli-Q® estéril e estocado a 4 °C. A integridade das amostras foi
verificada através do gel de agarose 1 %, e o DNA foi quantificado por
espectrofotometria quando necessario (260/280 nm) utilizando-se equipamento
NanoVue Plus® (GE HealthCare).

3.13.3 Transformacao em A. fumigatus

Cerca de 10’ conidios da linhagem recipiente de A. fumigatus para cada
transformacao [136] foram inoculados em 50 mL de meio minimo liquido (secao
3.3.1.1) e incubados com agitacdo constante de 180 rpm por 16 horas a 37 °C.
Os germinantes foram coletados por centrifugacéo (900 g por 5 minutos a 4
°C). Os germinantes sedimentados foram ressuspendidos em 20 mL de solucédo 1
(secao 3.8.7.1), somada de 20 mL de solucéo 2 (se¢éo 3.8.7.2), 6,5 mL de sulfato
de magnésio 1 M, 400 mg de BSA e 400 mg de Lallzyme MMX® (Lallemand). Esta
mistura foi incubada a 30 °C sob agitacao a 90 rpm por 5 horas, até a completa
protoplastizacdo. Apds a protoplastizacéo, a cultura foi filtrada com |a de vidro e
posteriormente centrifugada a 1500 g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento
obtido foi lavado com solucédo 3 (secao 3.8.7.3) gelada por duas vezes e
centrifugado por 5 minutos a 1500 g e analisado em microscopio para
averiguacao visual do sucesso da protoplastizacdo. Na sequéncia, o sedimento foi
ressuspendido no volume adequado de solucdo 5 (secdo 3.8.7.5) (para cada
reacdo de transformacdo sdo usados 100 pL dessa solugdo). A mistura foi
incubada em banho de gelo por 10 minutos. Para cada reacgéo foi adicionado
10-20 pg (contidos em um volume maximo de 20 pL) de DNA com 50 uL de
solucéo 4 (secao 3.8.7.4). Esta mistura foi incubada por 20 minutos em banho
de gelo. ApGs esse tempo, adicionou-se em cada reacdo 1 mL da solucéao 4
(secao 3.8.7.4) e incubou-se por mais 20 minutos na temperatura ambiente.
Apoés esse tempo, os protoplastos transformados foram inoculados em meio

YG+KCI top agar (segdo 3.3.1.2), (0 qual tem apenas 1 % de agar). Isso foi
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realizado para permitir a inoculagdo dos protoplastos transformados pelo
método de pour plate sobre meio solido YG+KCI (secdo 3.3.1.2) previamente
depositado sobre uma placa de Petri. Para tanto, nas placas foram inicialmente
colocados 20 mL do meio sdlido YG+KCI (secdo 3.3.1.2) e em seguida, a
mistura da reacao de transformacao foi misturada com 15 mL de meio top agar
(YG+KCI, secao 3.3.1.2), homogeneizada delicadamente por inverséo e entao
colocada sobre o meio sélido na placa de Petri. As placas de transformacéo
foram entdo incubadas a 37 °C por aproximadamente trés dias, até a
visualizagdo dos transformantes. Os transformantes obtidos foram isolados e
repicados trés vezes consecutivas em YG solido (secdo 3.3.1.2) a partir de
colénias monospodricas para eliminagdo dos heterocarios de transformacéo.
Depois de expandidos, o DNA genémico dos transformantes foi extraido e
usado para validacdo desses atraves de PCR convencional diagndstica e
Southern blot.

Para as transformagbes dos cassetes contendo como marcador
dominante o gene de resisténcia a pititiamina (ptrA) [142] utilizou-se
MM-+D-sorbitol (1,2 M) (secédo 3.3.1.1) como estabilizador osmaotico ao inves de
KCI. Utilizou-se 4 pg/mL de piritiamina nas placas de MM + D-sorbitol (segéo
3.3.1.1) tanto no bottom quanto no top agar. Incubou-se as placas de
transformacao por cerca de cinco dias até o aparecimento dos transformantes,
0s quais foram imediatamente repicados em meio MM (sec¢éo 3.3.1.1) acrescido

de piritiamina na mesma concentragdo acima.

3.13.4 Extracdo do DNA do micélio de A. fumigatus

Conidios das linhagens foram inoculados em meio de cultura completo
YG ligquido e incubados por aproximadamente 16 horas a 37 °C a 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 cada cerca de 40 mg de micélio acrescentaram-se 500 pL de
tampdao de extracdo de DNA (secéo 3.8.15). Adicionou-se em cada amostra um
volume igual de fenol:cloroférmio (1:1) e a mistura foi agitada mecanicamente

em agitador do tipo vortex por 10 minutos. Para sedimentar as proteinas
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precipitadas e debris celulares, as amostras foram centrifugadas a 16000 g por
20 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo de micro
centrifuga onde foi adicionado o mesmo volume de cloroférmio para a retirada
de residuos de fenol. As amostras foram centrifugadas a 16000 g por 10
minutos a 4 °C e a fase aquosa superior foi novamente transferida para outro
tubo de micro centrifuga, onde foram adicionados 900 uL de isopropanol para
precipitar o DNA. A amostra foi incubada a -80 °C por 30 minutos e
posteriormente centrifugada a 16000 g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante
foi descartado. O sedimento foi lavado com etanol 70 % e centrifugado
novamente a 16000 g por 1 minuto a 4 °C. O sobrenadante foi hovamente
descartado e o residuo de etanol evaporado a temperatura ambiente por 30
minutos. O sedimento foi ressuspendido em agua Milli-Q® estéril e estocado a 4
°C. A integridade das amostras foi verificada através do gel de agarose 1 %, e
o DNA foi quantificado por espectrofotometria quando necessario (260/280 nm)

utilizando-se equipamento NanoVue Plus (GE HealthCare).

3.13.5 Extracdo do DNA do conidio de A. fumigatus

Os conidios foram incubados em placa de Petri contendo meio sélido YG
por 48 horas a 37 °C. Apés, estes foram coletados da placa de Petri com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur utilizando 500 pL do tampé&o de extracdo de
DNA de conidios (secdo 3.8.16) de A. fumigatus, e a esta solucdo foi
adicionado o mesmo volume de pérolas de vidro estéreis (previamente tratadas
com &cido cloridrico 6 M para retirar as impurezas). Os tubos de micro
centrifuga contendo as células com as pérolas de vidro foram acoplados a um
agitador do tipo vértex e agitados vigorosamente durante 10 minutos para a lise
da parede celular fungica. Apds esse periodo o sobrenadante foi transferido
para novos tubos de micro centrifuga contendo o mesmo volume de uma
mistura fenol:cloroférmio (1:1) e novamente agitados vigorosamente por 10
minutos. Em seguida a mistura foi centrifugada a 16000 g durante 15 minutos a
4 °C, e a fase superior (aquosa) contendo o DNA gendmico foi recuperada. O
DNA foi novamente lavado com o mesmo volume de cloroférmio, para remover

possiveis contaminagbes com fenol. Em seguida, a mistura foi centrifugada a
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16000 g durante 15 minutos a 4 °C, e a fase superior (aquosa) contendo o DNA
gendmico foi recuperada. O DNA foi precipitado com a adi¢cdo de 800 pL de
isopropanol, com posterior incubacdo a -80 °C por 30 minutos, seguido da
centrifugacéo a 16000 g por 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi lavado com
etanol 70 % e centrifugado novamente a 16000 g por 1 minuto a 4 °C. O
sobrenadante foi novamente descartado e o residuo de etanol evaporado a
temperatura ambiente por 30 minutos. O sedimento foi ressuspendido em agua
Milli-Q® estéril e estocado a 4 °C. A integridade das amostras foi verificada
através do gel de agarose 1 %, e o DNA foi quantificado por espectrofotometria
guando necessario (260/280 nm) utilizando-se equipamento NanoVue Plus
(GE HealthCare).

3.13.6 Preparo de células eletrocompetentes de E. coli

Uma colbdnia isolada da linhagem de E. coli DH10B foi inoculada em
10 mL de meio de cultura LB liquido (secédo 3.3.2.1) a 37 °C a 180 rpm por 16
horas. Este pré-indculo foi adicionado a 1 L de LB liquido (secdo 3.3.2.1) e
cultivado a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm, até que a ODeoonm da cultura
atingisse a absorbancia entre 0,4 a 0,5. O frasco da cultura foi resfriado em
banho de gelo por 30 minutos e as células foram recuperadas por
centrifugacédo a 4000 g a 4 °C por 15 minutos. As células precipitadas foram
cuidadosamente ressuspendidas em 500 mL de agua destilada estéril resfriada
a 4 °C. As células foram precipitadas por centrifugacdo e novamente lavadas
como descrito anteriormente. Tais lavagens com agua promovem a diminuicao
da forca i6nica da suspensado de células, facilitando a entrada do DNA a ser
transformado na bactéria. Em seguida, as células foram equilibradas em 50 mL
de solucéo de glicerol 10 %, resfriadas a 4 °C e centrifugadas nas mesmas
condi¢cBes descritas anteriormente. O precipitado foi ressuspendido em glicerol
10 % com o volume necessario para atingir uma concentracio de 1 a 3x10%°
células/mL (aproximadamente 40 uL de suspenséo de células). A suspenséao
de células eletrocompetentes foi aliquotada em tubos de micro centrifuga e

foram estocadas a -80 °C até o momento do uso.



74

3.13.7 Eletrotransformacéo de E. coli

O DNA plasmidial dialisado por 4 horas em membrana com poros de
45 um (PVDF, Millipore) foi acrescentado a 1 a 3x10° células
eletrocompetentes da linhagem DH10B, misturando-se gentilmente. A mistura
foi incubada por 5 minutos em gelo, e apGs foi transferida para cubetas de
eletroporagao de 2 mm (Bio-rad) previamente esterilizadas por UV e resfriadas
a 0 °C, e estas foram submetidas a 25 pF, 200 w e 2,5 kV no aparelho Gene
Pulser (Bio-rad). A seguir, 1 mL de meio LB foi adicionado a mistura, e esta
transferida para tubos de centrifuga de fundo triangular de 15 mL estéreis e
incubada a 37 °C (180 rpm). Ap6s uma hora, a cultura foi semeada em LB
sélido acrescido da concentracdo adequada de antibiotico apropriado e

incubada a 37 °C por aproximadamente 16 horas.

3.13.8 Preparo de células quimiocompetentes de E. coli

Uma colbnia isolada da linhagem de E. coli Rosetta™ (DE3) foi
inoculada em 10 mL de meio de cultura LB liquido (secdo 3.3.2.1) a 37 °C a
180 rpm por 16 horas. Este pré-indculo foi adicionado a 250 mL de LB liquido
(secdo 3.3.2.1) e cultivado a 37 °C sob agitacdo de 180 rpm, por 6 horas. 10
mL deste inoculo foi adicionado a 1 L de LB liquido e cultivado a 18 °C sob
agitacao de 180 rpm até que a ODsoonm da cultura atingisse a leitura entre 0,4 a
0,5 (aproximadamente 16 horas). O frasco da cultura foi resfriado em banho de
gelo por 10 minutos e as células foram recuperadas por centrifugacéo a 2500 g
a 4 °C por 30 minutos. O excesso do meio de cultura foi removido invertendo o
tubo de centrifuga por 2 minutos em papel toalha. As células precipitadas foram
cuidadosamente ressuspendidas em 80 mL do tampéo de preparo de E. coli
guimiocompetente resfriado a 4 °C. As células foram precipitadas por
centrifugacdo e novamente lavadas como descrito anteriormente. Apos este
passo, as células foram ressuspendidas em 10 mL do tampéo preparo de
E. coli quimiocompetente (secdo 3.8.4), contendo 750 pL de DMSO
(concentracdo de aproximadamente 1 a 3x10%° células/mL), e em seguida as

células foram resfriadas a 4 °C por 10 minutos em banho de gelo. A suspenséo
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de células quimiocompetentes (secdo 3.8.4) foi aliquotada (100 pL) em tubos

de micro centrifuga e estocada a -80 °C até o momento do uso.

3.13.9 Quimiotransformacao de E. coli

O DNA plasmidial foi acrescentado a 1 a 3x10° células
guimiocompetentes da linhagem de E. coli Rosetta™ (DE3), misturando-se
gentilmente. A mistura foi incubada por 30 minutos em gelo, e apos transferida
para o banho maria a 42 °C por 90 segundos, e em seguida transferida para
um banho de gelo por 90 segundos. A seguir, 1 mL de meio LB (sec¢éo 3.3.2.1)
foi adicionado a mistura, e esta transferida para tubos de centrifuga de 50 mL
estéreis e incubada a 37 °C (180 rpm). Apds uma hora, a cultura foi semeada em
LB solido (secédo 3.3.2.1) acrescido da concentracdo adequada de antibiotico

apropriado e incubada a 37 °C por aproximadamente 16 horas.

3.13.10 Anélise de Southern blot

Amostras de DNA das linhagens a serem testadas foram digeridas com
enzimas de restricdo apropriadas de acordo com a estratégia definida, e
separadas por eletroforese (60 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
solugdo de HCI 0,25 M por 30 minutos sob leve agitacdo a temperatura
ambiente; apos, o gel foi lavado com agua destilada e desnaturado por 2 vezes
com a solucdo de desnaturacdo, sendo cada incubacdo por 30 minutos sob
leve agitacdo a temperatura ambiente. O gel foi lavado novamente com agua
destilada, e neutralizado por 2 vezes com a solucdo de neutralizacdo, sendo
cada incubacéo por 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 solucao
salina-citrato 20 x concentrada. O sistema de transferéncia foi mantido
overnight. No dia seguinte, a membrana foi rapidamente lavada em solugéo

salina-citrato 2 x concentrada, e na sequéncia ela foi seca sobre papel de filtro.
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Para a fixacdo do material que fora transferido, a membrana foi colocada no
transiluminador sob acdo de luz ultravioleta por 5 minutos de cada lado,
posteriormente a membrana foi levada a estufa de secagem, na temperatura de
80 °C e mantida por 1 hora.

Para a hibridizacdo dos acidos nucléicos foi utilizado o sistema “AlkPhos
Direct Labeling and Detection Systems” (GE HealthCare). A membrana fixada
foi colocada em 15 mL de solugdo de hibridizacdo seguindo o protocolo
descrito pelo fabricante (0,5 M de NaCl dissolvido no tampéo de hibridizacao, 4 %
do reagente de bloqueio). A garrafa contendo a solugcdo e a membrana foi
pré-hibridizada no forno de hibridizacao por 3 horas na temperatura de 60 °C.

Durante esse periodo foi preparada a sonda utilizada na reacédo. Para isso,
uma solucdo com a sequéncia de DNA obtida por PCR e purificada do gel de
agarose correspondente a sonda foi ajustada na concentracdo de 20 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 no
gelo. A esse material foi somado 10 pL de reaction buffer, 2 pL de labelling
reagente e 10 pL do reagente cross-linker diluido (1:5 em agua) de acordo com
as instrugcdes do fabricante. A reacao foi posteriormente incubada em banho
seco a 37 °C por 30 minutos. A sonda foi adicionada a membrana pré-hibridizada
contida na garrafa de hibridizacédo. A hibridizacao foi mantida por cerca de 16 a
18 horas no forno de hibridizacdo na temperatura de 48 °C em rotacéo leve.
Apo6s a hibridizagdo a membrana foi lavada com a solucdo priméaria na
temperatura de 55 °C (ureia 120 g/L, SDS 1 ¢g/L, fosfato de sd6dio monobésico
50 mM, NaCl 8,7 g/L, MgCIl 1 mM, reagente de bloqueio 2 g/L) de acordo com
as instrucbes do fabricante. O procedimento de lavagem foi feito por duas
vezes, e cada uma das lavagens durou 10 minutos, dentro do forno de
hibridizacdo a 55 °C com rotacado leve. Na sequéncia, a membrana foi lavada
com a solucdo secundaria (tris base 6,2 g/L, NaCl 5,6 g/L), dessa vez ela foi
agitada por cinco minutos em temperatura ambiente por duas vezes. Feito isso,
a membrana foi colocada em uma superficie plana e sobre ela fora aplicado
30 pL/cm? do agente de deteccdo CDP-star (GE HealthCare) por cerca de

5 minutos para a revelagcdo. Por ultimo a membrana foi encaminhada para
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revelacdo utilizando o equipamento de deteccdo quimio luminescente
ChemiDoc (Bio-Rad).

3.13.11 Analise do crescimento radial

Inoculou-se 1x10° conidios frescos de cada linhagem de A. fumigatus
testada em placa de Petri contendo meio completo YG sélido (secédo 3.3.1.2).
As placas de cada linhagem foram incubadas em estufa de acordo com a
temperatura a ser testada (30, 37, 45 e 50 °C) por 72 horas. O diametro do
crescimento das linhagens foi quantificado em todas as temperaturas de
incubacdo a cada 24 horas de crescimento, e posteriormente submetido a
analise estatistica (teste T de Student). Foram consideradas significativas as
diferencas observadas com p valor < 0,05. As placas foram fotografadas para

montagem dos painéis utilizando-se o programa Adobe Photoshop®.

3.13.12 Contagem de esporos

Inoculou-se 1x10° conidios frescos das linhagens de A. fumigatus a
serem testadas no centro da placa de Petri contendo meio completo YG solido
(secéo 3.3.1.2). As placas foram incubadas durante 5 dias a 30 °C, 37 °C e 45
°C. O numero de conidios foi avaliado por amostragem de quatro fragmentos
de agar de 0,5 cm? aleatoriamente distribuidos em cerca de um quarto do
didametro das colbnias de cada cepa. Cada fragmento de agar foi depositado
em um tubo de centrifuga contendo 10 mL de uma solucéo 0,01 % de tween 20
em agua deionizada estéril. Para a separacao dos conidios dos fragmentos de
agar os tubos de centrifuga foram incubados sobre agitacdo vigorosa por 10
minutos, a suspensdo contendo os conidios foi filtrada utilizando Miracloth®
(Millipore), e em seguida os conidios em suspenséao foram contados utilizando
camara de Neubauer. Os resultados sdo a média + desvio padrdo de quatro

repeticdes independentes (p < 0,01).
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3.13.13 Microscopia de polarizagéo

Inoculou-se 1x10° conidios em placas de Petri de 30 mm contendo 2 mL
de meio YG liquido (sec¢do 3.3.1.2) e uma laminula estéril no fundo. As placas
foram incubadas a 37 e 45 °C por 2, 4, 6, e 8 horas. Cada placa foi retirada no
seu tempo de incubacéo e realizou-se a contagem de 100 conidios de cada
temperatura utilizando a microscopia de campo claro. Foram considerados
conidios com crescimento polarizado aqueles que mostravam protuberancia na
superficie do esporo alterando sua forma redonda caracteristica indicando a
emissdo de um tubo germinativo. Foram analisados 100 germinantes em cada
experimento independente e os resultados apresentados representam média +

desvio padrao de trés experimentos independentes.

3.13.14 Determinacgdo do numero de protoplastos ap6s a digestéo parcial

com Lallzyme MMX™

Para realizagdo deste teste 2x10° conidios de cada linhagem foram
inoculados em meio liquido YG (sec¢do 3.3.1.2) por 16 horas a 180 rpm a 37 °C.
100 mg do micélio obtido foram incubados com o coquetel enziméatico Lallzyme
MMX™ (400 mg) numa reagao de 50 mL da solugdo 3 de protoplastizagao
(secéo 3.8.7.3) contendo 400 mg de BSA por 0, 4 e 6 horas. Os protoplastos de
cada tempo foram coletados, filtrados em Ia de vidro estéril com auxilio de uma
seringa e posteriormente diluidos para possibilitar a quantificacdo através da
camara de Neubauer. Os resultados apresentados representam média + desvio

padrao de quatro experimentos independentes.

3.13.15 Extracdo de hidrofobinas dos conidios de A. fumigatus

As hidrofobinas foram extraidas a partir da superficie dos conidios
dormentes por incubac&o de 2x108 conidios em tubos de micro centrifuga com
acido fluoridrico a 48 % (HF) durante 72 h a 4 °C, de acordo com a referéncia
[143]. Conidios frescos de cada linhagem de A. fumigatus testada foram
quantificados através da contagem em camara de Neubauer, 2x108 conidios

foram centrifugados a 9000 g durante 10 minutos, e posteriormente
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ressuspendidos em HF 48 % durante 72 h a 4 °C, os conidios em solu¢do com
HF foram centrifugados (9000 g durante 10 minutos) e o sobrenadante obtido
foi seco em atmosfera de N2. O material seco foi reconstituido em 50 L de
agua Milli-Q® e uma aliquota foi submetida a gel de SDS-PAGE 15 %. As
bandas correspondentes a 16 kDa e 14,5 kDa RodA foram visualizadas por
coloragcédo com nitrato de prata de acordo com protocolo padréo. A quantidade
de cada linhagem de conidio sujeita a extracdo com HF foi ainda validada pela
contagem de CFU em placas de Petri contendo meio sdélido YG, que foram

incubadas por 24 horas a 37 °C.

3.13.16 Avaliacao de distribuicdo de B(1,3) glucana e quitina em hifas de

A. fumigatus

Para determinar a distribuicdo de B(1,3) glucanas, 2x10° conidios de
A. fumigatus foram incubados por 8 horas a 37 °C em placas de 24 pocos
contendo laminulas circulares de 13 mm estéreis e 1 mL de MM filtrado em
membrana Miracloth® (Millipore) (para retirar residuos que possam interferir na
microscopia). Apés o cultivo, as laminulas contendo os germinantes aderentes
foram irradiadas com luz UV para cessar o crescimento celular. Em seguida, as
laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS 1 x estéril por 5 minutos a
temperatura ambiente e entdo bloqueados com solucdo de bloqueio (secao
3.8.31) para microscopia por 30 minutos a temperatura ambiente, com leve
agitacdo. Apds esse periodo, foi adicionado a solucédo de bloqueio 1 pg/ml de
Dectin-hFc (Invitrogen) e as linhagens foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente sob leve agitacdo. Em seguida, 20 pyL de IgG1 de cabra
conjugado com DyLight 594 (1:50, AbCam) foram adicionados as linhagens e
incubados a temperatura ambiente por 1 hora sob leve agitacdo. Depois de
marcadas, as laminulas foram entdo lavadas uma vez em PBS 1 x e
visualizadas em microscoépio de fluorescéncia.

Para a marcacdo de quitina, 5x10° conidios foram incubados por 8 horas
a 37 °C em placas de Petri (60 mm x 15 mm) contendo 5 mL de MM (sec¢ao
3.3.1.1) filtrado em membrana Miracloth® (Millipore) (para retirar residuos que

possam interferir na microscopia). Apos o cultivo, as laminulas contendo os
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germinantes aderentes foram irradiadas com luz UV, para cessar o crescimento
celular, e em seguida tratados com 2 pg/mL de CFW por 5 minutos e
posteriormente lavados com PBS 1 x estéril (secdo 3.8.21).

As células marcadas em ambos os experimentos foram visualizadas
utilizando microscopio de fluorescéncia Zeiss Observer.Z1 em objetiva de
100 x com imersdao de Oleo (EC Plan-Neofluar, abertura numérica 1.3)
equipado com mddulo de epifluorescéncia. As imagens em campo claro e em
campo escuro de fluorescéncia foram capturadas com camera AxioCan (Carl
Zeiss), visualizadas e processadas com o programa Axio Vision versdo 3.1.
Para quantificar a fluorescéncia, foi utilizado o software ImageJ®, de acordo

com a descricdo em Bom, de Castro [25].

3.13.17 Formacao de biofilme

Para a quantificacdo da formagé&o inicial de biofilme em A. fumigatus,
100 mL de MM liquido (secdo 3.3.1.1) contendo 2x10* conidios foram
adicionados a cada poc¢o de uma placa de 96 pocos e posteriormente incubados
durante 24 horas a 37 °C em estufa. O meio de cultura foi removido com o
auxilio de uma pipeta e os pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1 x (secao
3.8.21). Em seguida, 150 pL de solucdo de cristal violeta (0,5 %) foram
adicionados a cada poco da placa e esta foi incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente. A solucdo de cristal violeta foi removida com o auxilio
de uma pipeta e o excesso da coloracao foi removido suavemente com agua
Milli-Q® com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e, em seguida, cada poco da
placa foi descorado pela adicdo de 200 pL de etanol 95 %, por 16 horas a
temperatura ambiente. Esta solu¢cdo de descoloracao foi transferida para uma
nova placa de 96 pocos, e a quantificagdo do biofilme foi realizada através da
leitura espectrofotométrica (A = 575 nm) da solugao de descoloragao obtida
ap6s 16 horas de incubacdo. A leitura foi realizada utilizando um leitor de
microplaca (Bio-rad). Os resultados apresentados representam medias *

desvios padrdes de quatro experimentos independentes.
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3.13.18 Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A linhagem selvagem, ArimA e complementante ArlmA::rimA* foram
crescidas sem agitacdo em meio YG liquido durante 16 horas. As células foram
processadas essencialmente como descrito anteriormente por Bom, de Castro
[25] com modificagbes. Resumidamente, os micélios foram fixados em tampao
0,1 M de fosfato de sodio (pH 7,4) contendo 2,5 % de glutaraldeido (secéo
3.8.30.1), durante 24 horas a 4 °C. As amostras foram encapsuladas em agar
2 % e entdo submetidas a fixacdo (OsO4 a 1 %) (secdo 3.8.30.3) e posterior
contrastacéo (1 % de acetato de uranila) (secao 3.8.30.4). Posteriormente as
amostras foram desidratadas em um gradiente de etanol na seguinte
sequéncia: etanol 30 % por 10 minutos a temperatura ambiente; etanol 50 %
(v/iv) 10 minutos a temperatura ambiente; etanol 70 % (v/v) 10 minutos a
temperatura ambiente; etanol 90 % (v/v) 10 minutos a temperatura ambiente;
etanol 95 % (v/v) por 10 minutos a temperatura ambiente; etanol 100 % por 20
minutos a temperatura ambiente; etanol 100 % por 20 minutos a temperatura
ambiente; 6xido de propileno 100 % por 10 minutos a temperatura ambiente;
oxido de propileno 100 % por 10 minutos a temperatura ambiente, seguidas de
um processo de infiltracdo de duas etapas com Oxido de propileno/Embed 812
(Electron Microscopy Sciences) de 16 e 3 horas a temperatura ambiente. Uma
infiltracdo adicional foi fornecida sob vacuo a temperatura ambiente antes da
incorporacdo em capsulas BEEM (Electron Microscopy Sciences) e a
polimerizacdo a 60 °C durante 72 h. Cortes semifinos (0,5 um) foram corados
com azul de toluidina para identificar as areas de melhor densidade celular.
Secdes ultrafinas (60 nm) foram preparadas e novamente contrastadas com
acetato de uranila 1 % e citrato de chumbo 2 %. As imagens de microscopia
eletrdnica de transmissdo (TEM) foram obtidas utilizando um microscopio
electrénico Philips CM-120 a uma tenséo de aceleracdo de 120 kV usando uma
camera MegaView3 na versdo 5.0 do software (Olympus Imaging Solutions
GmbH). Espessuras da parede celular de 100 secbes de diferentes
germinantes foram medidas utilizando o software ImageJ®. Valores de média +

desvio padrao sao apresentados.
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3.13.19 Microscopia eletrénica de varredura (SEM) de conidios de A. fumigatus

Para a realizacdo deste experimento os conidios foram crescidos em
placas de Petri contendo meio completo solido YG (secéo 3.3.1.2) por 48 horas
a 37 °C, estes foram coletados atraveés de uma fita de carbono, fixados em um
porta amostra metélico, e em seguida, recobertos por sputtering com uma fina
camada de ouro para conducéo elétrica da amostra. A andlise foi realizada no

microscopio eletrénico de varredura Inspect S 50 (FEI).

3.13.20 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) pela

técnica de microdilui¢céo

Para a determinacdo da CIM as linhagens foram inoculadas na
concentracdo de 1x10° em placas de 96 pogos contendo meio liquido YG
(secao 3.3.1.2), a concentragédo indicada da droga testada e/ou 10 % de
Alamar blue™. Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas A CIM foi
determinada por meio da concentracdo de droga que impediu o crescimento
total do fungo. Os resultados apresentados representam médias + desvios
padrbes de pelo menos trés experimentos independentes. Este protocolo foi

realizado de acordo com a norma M38-A com pequenas modificacdes.

3.13.21 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela
técnica de Etest

Para a realizagdo do Etest 1x10° conidios das linhagens foram
semeados com o auxilio da alca de Drigalski em placa de Petri contendo 20 mL
do meio RPMI sélido (secao 3.3.1.4) previamente preparado. Apés o in6culo foi
necessario aguardar 15 minutos para que a superficie do meio RPMI estivesse
completamente seca. Em seguida, a fita de Etest foi aplicada na superficie do
meio conforme indicado pelo fabricante. As placas foram inoculadas a 37 °C
por 30 horas e a CIM foi determinada por meio da elipse de inibigcdo formada.
Os resultados apresentados representam pelo menos trés experimentos

independentes.
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3.13.22 Teste de sensibilidade pela técnica de drop-out

Para a realizacdo da técnica de drop-out as linhagens foram crescidas
em meio completo solido YG (secdo 3.3.1.2) por 48 horas a 37 °C. Conidios
das linhagens foram coletados em &agua Milli-Q® autoclavada e em seguida
filtrados em membrana Miracloth® (Millipore). Apos a filtracdo, as amostras
foram diluidas e quantificadas utilizando a contagem em camara de Neubauer.
Apds a contagem estas foram diluidas sucessivamente nas concentracées de
2x107, 2x10°8, 2x10°, 2x10* A seguir, 5 puL de cada uma das solugdes foram
pipetadas em placa de Petri contendo o meio apropriado, com a droga
determinada para cada experimento respeitando a ordem decrescente de
diluicdo. Em seguida, as placas foram incubas a 37 °C por 24-48 horas. Apos
esse tempo os resultados foram analisados e as placas fotografadas para

montagem dos painéis utilizando o programa Adobe Photoshop®.

3.13.23 Teste de sensibilidade ao peroxido de hidrogénio

Para a observacao do halo de inibicdo formado devido a sensibilidade ao
peroxido de hidrogénio (H202), este composto foi inoculado no orificio que
ocupava o centro da placa de Petri e os conidios foram inoculados pela técnica
de pour plate conforme descrito em Valiante, Heinekamp [30]. Para tanto, nas
placas de Petri foram inicialmente colocados 20 mL do meio sélido YG (secédo
3.3.1.2) e em seguida, os conidios foram misturados com 15 mL de meio top
agar YG (secao 3.3.1.2) que foi homogeneizado delicadamente por inversao e
entdo colocado sobre o meio solido na placa de Petri. No meio top agar, foi
feito um orificio de 0,5 cm?, e neste orificio foram adicionados 100 pL de H202
3 %. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, o0 halo de sensibilidade
foi medido, e posteriormente as placas foram fotografadas para montagem dos

painéis utilizando o programa Adobe Photoshop®.

3.13.24 Curva de sobrevivéncia ap0s exposicado a diferentes temperaturas

Para realizacdo deste teste, 200 conidios de cada linhagem foram

semeados em placa de Petri contendo meio YG sélido (se¢do 3.3.1.2) com o
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auxilio da alca de Drigalski. As placas de Petri contendo os conidios foram
expostas as temperaturas de 45 e 50 °C por 12 e 24 horas em estufa [144]. Em
seguida as placas (tratadas e nao tratadas) foram incubadas em estufa a 37 °C
por 24 horas para a recuperacdo do crescimento. O percentual de
sobrevivéncia foi obtido pela contagem das CFU nas placas tratadas pelo calor
em relacdo ao controle ndo tratado. Os resultados apresentados representam

média + desvio padrao de trés experimentos independentes.

3.13.25 Ensaio de atividade Lux em A. fumigatus

Para a avaliacdo da funcéo de RImA na ativagao de alvos transcricionais
conhecidos foi construido um cassete clonado no plasmideo denominado
pNBO04 contendo as regides 5' e 3' flanqueadoras do gene pyrG de A. fumigatus
para a substituicdo do l6cus pyrG na linhagem recipiente. Na construcdo, o
gene reporter luciferase (mLuc) foi clonado in frame com a regido promotora do
gene e agsA (a-glucana sintase) de A. niger [145]. Neste promotor estédo
presentes trés motifs de reconhecimento RImA (3xRIm-box) em tandem. Junto
ao gene mlLuc, esta a regido de terminacdo do gene trpC de A. nidulans. O
gene de resisténcia a higromicina foi utilizado como marcador e esta flanqueado
pelas regibes promotoras e de terminacdo do gene GpdA de A. nidulans, conforme
mostrado na figura 7. O fragmento de DNA Notl-Kpnl de pNBO4
(PagsA::cassete mLuc) foi introduzido na linhagem selvagem de A. fumigatus
(AakuBXY%%) e na linhagem ArlmA. As linhagens resultantes foram nomeadas
como MAF 6.6 (wt; PagsA::mLuc) e MAF 8.1 (ArlmA; PagsA::mLuc).

pNBO4
Notl W
g [
5 pyrG PagsA mluc  TtrpC PgpdA hygR TgpdA 3 pyrG
(3x rim-box)
pNBO4 (PagsA)

Figura 7: Construcéo da cassete PagsA::mLuc. O plasmideo pNB04 contém a sequéncia da
regido do promotor AgsA de A. niger incluindo dominio de reconhecimento de 3x rim clonado a
jusante do gene reporter de luciferase (mLuc). O gene de resisténcia a higromicina foi utilizado
como marcador dominante e é cercado pelo promotor da gpdA de A. nidulans e da regido de
terminagdo. O plasmideo contém a regido 5 'e 3' do gene pyrG de A. fumigatus para
impulsionar a integracdo homdloga no locus pyrG.
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A atividade luciferase foi medida em DOsoonm durante a incubagéo da
linhagem de A. fumigatus na linhagem controle (AakuBXY2° reporter lux) com a
agua deionizada e as linhagens MAF 6.6 (wt; PagsA::mLuc) MAF 8.1 (ArlmA;
PagsA::mLuc) na presenca de 5-40 pg/mL de CFW ap6s 15 h de incubacéo.
Os resultados foram normalizados pelo nimero de conidios (1,5x10* por

ensaio).

3.13.26 Extracdo e quantificacdo do ergosterol das linhagens de
A. fumigatus por HPLC-UV

A linhagem selvagem e as linhagens mutantes de A. fumigatus foram
inoculadas em 50 mL de MM liquido (seg¢do 3.3.1.1) (1x10° conidios) e
cultivadas a 37 °C na rotacdo constante de 180 rpm. Os micélios foram
recolhidos apds 48 horas de incubacdo e separados por filtracdo sob pressao
reduzida e lavados com agua destilada. Os micélios foram rapidamente
congelados em nitrogénio liquido, liofilizados e armazenados a -80 °C. 20 mg
de micélios foram utilizados para a extracao com 50 mL de metanol em banho
de ultrassom durante 30 minutos a temperatura constante de 45 °C.
Subsequentemente, a mistura foi centrifugada a 13000 g durante 5 minutos,
filtrada em filtros de 0,45 pym e 10 pyL de amostras de cada fracdo foram
injetados para andlise por HPLC-UV. As extragfes e andlises foram realizadas
em quadruplicata.

O sistema de HPLC utilizado para as analises cromatogréaficas consistiu
de um modulo de separacdo (Waters Alliance 2695), equipado com um
software MassLynx 4.1 v (Waters) compreendendo uma bomba quaternaria,
um desgaseificador a vacuo em linha e um detector de arranjo de fotodiodos. A
separacdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna Phenyl-hexyl (250 mm x
4 mm, 5 mm, Phenomenex) usando um gradiente de eluicdo linear de
B: acetonitrila e A: agua, ambos suplementados com acido férmico a 0,1 % a
partir de 80 % a 100 % ao longo de 20 minutos. A coluna foi equilibrada em
80 % de B durante 5 minutos antes do inicio da proxima sequéncia de injecao.

O fluxo da fase mdvel foi de 0,5 mL.min! e a temperatura da coluna foi fixada
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em 40 °C. O pico de ergosterol foi identificado com base no tempo de retencéo
detectado em A = 282 nm. A curva padrao foi obtida por analise de solugbes
padrdo com o método LC-UV otimizado em 7 concentra¢gfes, variando de
1 a 0,0156 mg. mL? (1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156 mg.mL-1) e
tracando a area correspondente em fungéo da concentracdo do ergosterol, um
coeficiente de correlacdo > 0,99 foi obtido. Picos cromatograficos foram
posteriormente integrados utilizando o software MassLynx v 4.1 (Waters) e

posteriormente analisados no software Microsoft Excel®.

3.13.27 Extragéao e quantificagéo de gliotoxina por UPLC-MS/MS

Para a andlise da producdo de gliotoxina, 1x10’ conidios da linhagem
selvagem e das linhagens mutantes foram inoculados em 50 mL de meio
minimo Czapek-Dox liquido em frascos de erlenmeyer de 250 mL. As culturas
foram mantidas a 28 °C (180 rpm) durante sete dias, como descrito
anteriormente [27]. A extracao foi feita duas vezes com 30 mL de acetato de
etila. As fases organicas combinadas foram secas com sulfato de sédio, e o
solvente foi removido sob pressdo reduzida. As amostras foram redissolvidas
em 1 mL de metanol e a concentracao de gliotoxina foi medida por UPLC-MS/MS.
Foi utilizado um sistema de ultra alto desempenho Acquity acoplado a um
espectrometro de massa Q triplo quadrupolo (Waters). A separacéo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna C18 ACQUITY (1,7 mm)
(Waters) e a fase mével foi composta por A: agua contendo 0,1 % de &cido
férmico e B: acetonitrila contendo acido férmico a 0,1 %. O gradiente foi: O - 0,1 min,
20 % de B; 0,1 - 6 min: linear de 20 a 30 % B; 6-7 min: 98 % B; 7,1 min retorno
as condigdes iniciais. O fluxo da fase maével foi ajustado para 0,4 mL.min! e o
volume injetado foi de 10 pL. A Gliotoxina foi detectada no modo de ionizagao
por electrospray negativo e a aquisicao foi realizada em multiplas reacdes de
monitorizacdo. Os parametros do espectrometro de massa foram os seguintes:
tensao capilar 3,5 kV; cone de tensdo de 20 V; extrator tensdo 3V; temperatura
da fonte, 150 °C; temperatura de solvatacéo, 400 °C; e solvatacao do fluxo de
gas, de 600 L/h. Nitrogénio seco foi utilizado como gas de nebulizagédo e de

solvatagéo e o argobnio foi utilizado como gés de coliséo. Interchanel e interscan
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delay foram de 0,01 e 0,03 s, respectivamente. Todos os dados foram obtidos e
processados usando software MassLynx v 4.1 (Waters). O padréo gliotoxina foi
adquirido da Sigma Aldrich (34860) e utilizado para confirmar o tempo de
retencdo do padrdao de fragmentacdo e de gliotoxina nos sobrenadantes de

cultura da linhagem selvagem e das linhagens mutantes.

3.13.28 Identificacéo, quantificacao e isolamento das Fqgs

Para isolamento das Fgs a linhagem selvagem foi crescida em 50 placas
de Petri (90 mm) com meio soélido YG (secéo 3.3.1.2) por 5 dias a 37 °C. Para a
guantificacdo das Fgs nas linhagens testadas as mesmas condi¢bes foram
utilizadas, e nesta condicdo ndo foram observadas diferencas na conidiacao
das linhagens. ApGs o crescimento de 5 dias, 0 agar foi cortado em pedacos de
~1cm?, recolhido para um erlenmeyer e as Fgs extraidas de acordo com o
método de micro extracdo desenvolvido por Smedsgaard [146]. O solvente de
extracdo foi uma mistura de MeOH-CH2CI2-EtOAc (1:2:3 v/viv). Os extratos
obtidos foram secos para se obter o extrato bruto (351,0 mg). Inicialmente,
visando uma pré-purificacdo de extratos, um fracionamento cromatogréfico foi
realizado utilizando silica como fase estacionaria e a seguinte ordem de
solventes de eluicdo: diclorometano (100 %); acetato de etilo (100 %); mistura
de acetato de etilo:metanol 1:1 e finalmente metanol (100 %). ApOs evaporacao
até a secura, a fracdo de acetato de etilo contendo Fqgs foi purificada por HPLC
preparativa utilizando uma coluna Phenomenex (21,2 x 250 mm, 10 um) com
uma eluicdo de gradiente de acetonitrilo-H20 a partir de 20 % a 60 % ao longo
de 60 minutos a 10 mL.min-1 de taxa de vazdo. O rendimento da secagem a
vacuo da FgC foi de 1,1 mg e da FgD foi de 1,0 mg, e foram ainda utilizados
como padrdes externos para a quantificacdo. Experimentos 1H e 13C RMN
foram registados num espectrdmetro Bruker Avance-600 MHz com cloroférmio
deutério (CDCI3) como solvente e TMS como padrdo interno. Para fins de
determinacdo da Fq, foi utilizado um sistema de LC de alto desempenho
Acquity acoplado a um espectrometro de massa Quatro Micro triplo quadrupolo
de Waters. MS foi operado em ESI- no modo de monitoramento de reagdes

multiplas (MRM), utilizando o [M-H] - ions como o0s ions precursores. As
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configuragdes para MRM foram FgC, TR 4,9 min, um precursor de m/z 442,2 e
fragmentos de m/z 145,0 e m/z 240,2 (energia de colisdo, 30 eV). Para FqgD,
RT 4,7 min, e as mesmas transicdes foram monitorizadas. Parametros de
massa foram otimizados como fonte de temperatura 150 °C, voltagem capilar,
4.5 kV; cone de tensao de 15 V; extrator tensao 3V; temperatura de solvatacéo,
400 °C; dessolvatacdo do fluxo de gés, de 600 L/h. Interchanel e interscan
delay foram de 0,01 e 0,03 s, respectivamente. A curva de calibragédo para FqC e
FgD foi obtida por analise de solu¢des padrao dos metabdlitos validados por RMN
com sete concentragbes: 250; 125; 62,5; 31,3; 15,6, 7,8, 3,9 pg/mL. Todos os

dados foram obtidos e processados usando software MassLynx v 4.1® (Waters).

3.13.29 Analise de absorcao de nutrientes a partir do pulmao murino

Para realizagéo deste experimento 1x107 conidios foram inoculados em
explantes de pulméao fresco de camundongos. O tecido pulmonar foi recortado
com bisturi e depositado sobre uma placa de Petri contendo agarose 1 %
estéril. Como controle foram utilizadas culturas das linhagens contadas em
placas de Petri contendo o0 meio YPD (secdo 3.3.3.1). As placas de Petri
contendo os pulmdes e a placa contendo meio YPD (secédo 3.3.3.1) foram
incubadas a 37 °C por 72 horas e analisadas diariamente. As imagens foram
obtidas apds 24 horas de crescimento. Os resultados apresentados séo

representativos de trés experimentos independentes.

3.13.30 Preparacdo de macrofagos derivados da medula éssea (BMDMSs),

indice de fagocitose, determinacao da concentracéo de TNF-a

Para a determinacéo da citocina e determinacéo do indice de fagocitose,
os macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) dos camundongos
C57BL/6 foram preparados conforme descrito anteriormente [147]. Em resumo,
as células da medula 6ssea do fémur de ratos adultos foram cultivadas durante
6 dias em meio de cultura RPMI 1640 contendo 20 % de soro fetal bovino
(FBS) e 30 % de meio condicionado celular L-929 (LCCM).
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Em resumo, incubaram-se 2x10* macréfagos com 1 mL do meio de
cultura RPMI-FBS a 37 °C com 5 % de CO:2 durante 1 hora em uma placa de
24 pocos contendo uma laminula de 15 mm de diametro por poco. Em seguida,
as células foram lavadas com 1 mL do meio de cultura para remover ceélulas
nao aderentes. Em cada poco, adicionou-se 1 mL de RPMI-FBS contendo
1x10° conidios (razdo macréfagos/conidios 1:5). As amostras foram incubadas
a 37 °C e 5 % de CO2 durante 80 minutos, e ap0s a incubagéo o sobrenadante
foi removido e foram adicionados 500 pL de formaldeido a 3,7 % PBS 1 x. Apos
15 minutos, as amostras foram lavadas com 1 mL de agua ultrapura e incubadas
durante mais 20 minutos com 495 yL de agua e 5 pyL de CFW (10 mg/mL). As
amostras foram lavadas e montadas em laminas. Um microscopio de
fluorescéncia Zeiss Observer Z1 foi utilizado para avaliar a porcentagem de
conidios fagocitados. Como as células de macrofagos ndo sdo permeaveis ao
CFW, apenas os conidios internalizados permaneceram ndo marcados e
portanto ndo emitem fluorescéncia. Pelo menos 100 conidios foram contados
por amostra e foi calculado um indice de fagocitose.

Para as medidas de TNF-a, os macréfagos (5x10°) foram plagueados
em placas de 48 pocos durante 16 horas a 37 °C, 5 % de CO2 em meio RPMI
contendo 10 % de FBS e 5 % de LCCM. Para as infecc¢des fungicas, as cepas
foram cultivadas em meio liquido durante 18 horas até um estagio de hifas com
uma densidade de 2x10* conidios por poco, e depois foram irradiadas por UV e
utilizadas para estimular as BMDMs. ApOs a infeccdo, as células foram
centrifugadas para sincronizar a infecgdo, deixadas em repouso durante
18 horas. O sobrenadante foi recolhido e a citocina foi medida por ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) com um kit de TNF-a de rato (R & D
Quantikine ELISA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o controle

positivo, utilizou-se 1 ug / ml de LPS de E. coli (Sigma Aldrich).

3.13.31 Anélise da fagocitose de conidios de A. fumigatus pela ameba de

vida livre Dictyostelium discoideum

D. discoideum foi cultivado em placas de Petri durante 16 horas a 22 °C

em HL5 suplementado com sulfato de estreptomicina (300 ug/mL). Apds o
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cultivo as placas foram lavadas com meio HL5 e o material obtido foi
centrifugado durante 5 minutos a 3200 g. O sobrenadante foi descartado e as
células sedimentadas foram ressuspendidas em 3 mL de meio HL5 fresco. A
densidade de células de D. discoideum foi determinada pela contagem das

células em um hemdacito como descrito em http://dictybase.org/.

3.13.31.1 Co-incubacgao

Conforme descrito por Hillmann, Novohradska [148], 10 conidios por
célula de D. discoideum (diferentes multiplicidades de infeccdo - MOIs) foram
utilizados para a co-incubacdo. As células D. Discoideum (10°) e os conidios
(10°) foram adicionados a uma placa de seis pocos, a qual foi incubada a 22 °C
durante 5 horas. Foram contadas 50 células de D. discoideum, analisando a
fagocitose dos conidios. Para verificar a cinética de fagocitose, as células de

D. discoideum foram analisadas a cada hora, até completar cinco horas.

3.13.31.2 Avaliacdo da sobrevivéncia dos conidios pds fagocitose por

D. discoideum

Apés 5 horas de incubacdo, os poc¢os contendo a co-incubagdo foram
lavados com meio HL5 durante 6 vezes e a placa foi incubada a 45 °C durante
10 minutos para inativar as células de D. Discoideum. Em seguida 500 pL de
agua destilada foram adicionados a placa, e removeram-se 100 pL para
diluicdo em série. Uma aliquota de 100 uL de cada dilui¢cao foi plagueada em
MM com o auxilio da alga de Drigalski e a placa foi incubada a 37 °C durante
aproximadamente 36 horas. Ap0s a incubacdo contou-se as coldnias

sobreviventes que foram expressas em CFU.

3.13.32 Analise da viruléncia do mutante ArlImA em modelo murino

neutropénico de aspergilose pulmonar invasiva

A viruléncia das cepas de A. fumigatus foi analisada utilizando um

modelo murino para aspergilose invasiva, conforme detalhado anteriormente
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[137]. Fémeas da linhagem BALB/c, peso corporal, 20 a 22 g foram alojadas
em gaiolas ventiladas contendo 10 animais. Os camundongos foram
imunossuprimidos a partir do regime com ciclofosfamida (150 mg/kg de peso
corporal), administrado por via intraperitoneal nos dias -4, -1 e +2 da infeccéo e
acetato de hidrocortisona (200 mg/kg) injetado subcutaneamente no dia -3 da
infeccdo. Os conidios de A. fumigatus utilizados para inoculagbes foram
cultivados em meio sélido YG durante 2 dias antes da infeccdo. Os conidios
foram recém colhidos em PBS e filtrados usando Miracloth® (Millipore). As
suspensdes de conidios foram centrifugadas durante 5 minutos a 3000 g,
lavadas 3 vezes com PBS 1 x, contadas usando um hemocitdmetro e
ressuspensas a uma concentracdo de 2,5x10° conidios/mL. As contagens
viaveis dos inéculos administrados foram determinadas pela determinacao da
CFU apés diluicdo em série do in6culo cultivado em meio sélido YG a 37 °C.
Para a infeccdo os camundongos foram anestesiados por inalagcédo de halotano
e foram infectados através de instilagdes intranasais de 5,0x10* conidios em 20 L
de PBS. Para o controle negativo, um grupo de 10 animais recebeu apenas
PBS estéril. Os animais foram pesados a cada 24 horas a partir do dia da
infecgdo e inspecionados visualmente duas vezes ao dia. Na maioria dos
casos, 0 ponto final para a experimentacdo de sobrevivéncia foi identificado
guando foi registrada uma reducdo de 20 % no peso corporal, momento em
gue os camundongos foram sacrificados. A significancia estatistica dos valores
de sobrevivéncia comparativa foi calculada por andlise de Log-rank utilizando-se
o software de analise estatistica Prisma®. Este estudo e os protocolos
envolvendo cuidados com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
Local para Experimentos com Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos
- UFSCar (Numero de Permissdo: Protocolo CEEA n° 062/2009). Todos 0s
animais foram alojados em grupos de 10 de gaiolas ventiladas individualmente,
em estrita conformidade com os principios delineados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal [Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio - SBCAL (anteriormente COBEA - Colégio Brasileiro De
Experimentagdo Animal). Todos os esforcos foram feitos para minimizar o
sofrimento. Os animais foram monitorados clinicamente pelo menos duas

vezes ao dia e sacrificados humanamente se moribundos (conforme definido
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por letargia, dispneia, hipotermia e perda de peso). Todos 0s animais

estressados foram sacrificados por deslocamento cervical.

3.13.33 Analises de ChIP-gPCR

3.13.33.1 ChIP-gPCR utilizando a resina GFP-Trap®

Para as analises de ChIP-gPCR as linhagens de A. fumigatus utilizadas
contendo o fator de transcricdo de interesse fusionado na porgédo C-terminal
com a GFP foram crescidas em condicdes pré-estabelecidas de cada
experimento. Ao final da incubac&o o micélio foi transferido para o tampéo de
cross-linking (secao 3.8.28.1) e incubado a 30 °C por 20 minutos a 100 rpm.
ApOs os 20 minutos, foi adicionada glicina na concentracdo de 125 mM (secao
3.8.28.2) e a amostra foi incubada a 30 °C por 10 minutos a 100 rpm para parar
a reacao de cross-linking. O micélio foi coletado com o auxilio de uma bomba a
vacuo, lavado com agua deionizada e submetido ao congelamento instantaneo
com nitrogénio liquido. Até o momento da lise fisica por ultrassom, o micélio foi
armazenado em freezer a -80 °C.

Para romper a parede celular do fungo, os micélios congelados foram
triturados em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo até a obtencéo
de um po fino e uniforme. O micélio foi transferido para um tubo de centrifuga
de fundo triangular de 50 mL (a quantidade de micélio adicionada foi o
suficiente para ocupar o espaco do fundo triangular do tubo), posteriormente foi
adicionado CLB (seg¢do 3.8.28.3) em quantidade suficiente para que a
suspensao micélio + CLB (secéo 3.8.28.3) nao ficasse muito fluida nem muito
viscosa, cerca de 6 mL. A suspensao foi agitada vigorosamente por 30
segundos, e apés foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e 10
minutos no gelo. Apds a incubacdo 2 mL desta suspensdo foram transferidos
para um tubo de centrifuga de 15 mL, e a amostra sofreu lise fisica por
ultrassom com intensidade de 40 % com ciclos de 30 segundos ON e 30
segundos OFF, em banho de gelo. O tempo total de lise foi de 30 minutos,
sendo que a cada 10 minutos a reacao foi interrompida para a adigéo de gelo,

de forma a manter sempre uma baixa temperatura da amostra durante a lise.
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Apoés a lise fisica por ultrassom, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por
5 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. 60 uL
do sobrenadante foram transferidos para um tubo de micro centrifuga para a
realizacdo do reverse cross-linking para avaliacéo da eficiéncia da lise.

Para o reverse cross-linking foi adicionado 60 pL da amostra lisada a
140 pL do tampéao de eluicdo preparado no momento do uso e a amostra foi
incubada no banho seco a 65 °C por 16 horas. No dia seguinte a amostra foi
tratada com 2,5 pg de RNAse A (Qiagen) a temperatura ambiente por 60 minutos
e 0 DNA foi purificado utilizando kit de purificacdo (GE Healthcare), conforme a
recomendacdo do fabricante. As amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose para avaliacdo da eficiéncia da lise. Os fragmentos de DNA
deveriam estar entre 200 e 600 pares de base no maximo.

Para a imunoprecipitacdo foram utilizados 20 pL da resina GFP-Trap®
por amostra. A resina foi homogeneizada sob agitacdo vigorosa e
posteriormente transferida para um tubo de micro centrifuga. A resina foi
equilibrada no CLB (secdo 3.8.28.3) antes da incubacdo, para isto foram
adicionados 400 pyL de CLB (secao 3.8.28.3) a cada tubo de micro centrifuga
contendo 20 pL da resina e ela foi centrifugada a 5000 g por 30 segundos. Este
procedimento foi repetido por 3 vezes, a temperatura ambiente. 1 mL do DNA
lisado foi adicionado a resina previamente equilibrada, e incubado a 4 °C sob
leve rotacdo utilizando o HulaMixer® Sample Mixer. ApoOs a incubacio, a resina
foi lavada novamente por 3 vezes com o tampdo CLB (secdo 3.8.28.3)
conforme descrito anteriormente.

O DNA foi eluido da resina GFP-Trap® utilizando 50 pL do tamp&o de
eluicdo (secao 3.8.28.5) preparado no momento do uso, e este foi incubado a 65
°C por 10 minutos. A seguir a amostra foi centrifugada a 5000 g por 30
segundos e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de micro
centrifuga. Uma segunda eluigdo foi realizada adicionando-se novamente 50 L
do tampdo de eluicio a resina GFP-Trap® ligada ao DNA, esta eluicdo foi
realizada por 16 horas a 65 °C, e o sobrenadante apds centrifugacdo a 5000 g
por 30 segundos foi transferido para o tubo de micro centrifuga que continha a
amostra da primeira eluicdo. As amostras foram incubadas a 65 °C por 16

horas conforme descrito acima, para o reverse cross-linking, e no dia seguinte
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apos o reverse cross-linking elas foram submetidas a digestdo com RNAse A e
o DNA foi posteriormente purificado utilizando o kit de purificacdo de DNA de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O volume final de eluicdo do DNA
foi de 30 yL. Para cada reacédo de RT-gPCR foi utilizado 0,4 pL do DNA eluido.

3.13.33.2 ChIP-gPCR utilizando Dynabeads protein A® (Thermo Scientific,
10001D)

Para as andlises de ChIP-gPCR as linhagens de A. fumigatus utilizadas
contendo o fator de transcricdo de interesse fusionado na porcdo C-terminal
com o epitopo 3XFLAG foram crescidas em condi¢cBes pré-estabelecidas de
cada experimento. Ao final da incubacdo o micélio foi transferido para o tampé&o
de cross-linking (secéo 3.8.28.1) e incubado a 30 °C por 20 minutos a 100 rpm.
Apds os 20 minutos, foi adicionada glicina na concentragdo de 125 mM (secao
3.8.28.2) e a amostra foi incubada a 30 °C por 10 minutos a 100 rpm para parar
a reacao de cross-linking. O micélio foi coletado com o auxilio de uma bomba a
vacuo, lavado com agua deionizada e submetido ao congelamento instantaneo
com nitrogénio liquido. Até o momento da sonicacdo, o micélio foi armazenado
em freezer a -80 °C.

Para romper a parede celular do fungo, os micélios congelados foram
triturados em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo até a obtengéo
de um po6 fino e uniforme. O micélio foi transferido para um tubo de centrifuga
de fundo triangular de 50 mL (a quantidade de micélio adicionada foi o
suficiente para ocupar o espaco do fundo triangular do tubo), posteriormente foi
adicionado CLB (secdo 3.8.28.3) em quantidade suficiente para que a
suspensao micélio + CLB (secao 3.8.28.3) nao ficasse muito fluida nem muito
viscosa, cerca de 6 mL. A suspensdo foi agitada vigorosamente por 30
segundos, e apos foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e 10
minutos no gelo. Apés a incubacdo 2 mL desta suspenséo foram transferidos
para um tubo de centrifuga de 15 mL, e a amostra sofreu lise fisica por
ultrassom com intensidade de 40 % com ciclos de 30 segundos ON e 30
segundos OFF, em banho de gelo. O tempo total de lise foi de 30 minutos,
sendo que a cada 10 minutos a reacao foi interrompida para a adicdo de gelo,

de forma a manter sempre uma baixa temperatura da amostra durante a lise.
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Apoés a lise fisica por ultrassom, as amostras foram centrifugadas a 10000 g por
5 minutos, a 4 °C, e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. 60 pL
do sobrenadante foram transferidos para um tubo de micro centrifuga para a
realizacdo do reverse cross-linking para avaliacéo da eficiéncia da lise.

Para o reverse cross-linking foi adicionado 60 pL da amostra lisada a
140 pL do tampéo de eluicéo (secéo 3.8.28.5) preparado no momento do uso e
a amostra foi incubada no banho seco a 65 °C por 16 horas. No dia seguinte a
amostra foi tratada com 2,5 ug de RNAse A (Qiagen) a temperatura ambiente por
60 minutos e o DNA foi purificado utilizando kit de purificacdo (GE Healthcare),
conforme a recomendacdo do fabricante. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose para avaliacdo da eficiéncia da lise. Os
fragmentos de DNA deveriam estar entre 200 e 600 pares de base no maximo.

Para a imunoprecipitacdo foram utilizados 20 pL da resina Dynabeads
protein A® por amostra. A resina foi homogeneizada sob agitagdo vigorosa e
posteriormente transferida para um tubo de micro centrifuga. A resina foi
equilibrada por 5 minutos a 4 °C no CLB (secédo 3.8.28.3) antes da incubacéo,
para isto foram adicionados 500 uL de CLB (secéo 3.8.28.3) a cada tubo de
micro centrifuga contendo 20 pL da resina, estas foram posteriormente
incubadas a 4 °C sob leve rotacéo utilizando o HulaMixer® Sample Mixer, a
resina foi acoplada a DynaMag™ magnet rack, e o sobrenadante foi removido
com o auxilio de uma micropipeta. Este procedimento foi repetido por duas
vezes. Em seguida 3 pL do anticorpo anti FLAG (Sigma Aldrich, F1804) diluido
em 100 pL da solucdo de bloqueio (secdo 3.8.28.4), esta solucao foi
adicionada a Dynabeads protein A® e estes foram posteriormente incubados
por 16 horas a 4 °C sob leve rotacdo utilizando o HulaMixer® Sample Mixer.
Apés a incubacdo a resina foi lavada por 5 minutos a 4 °C no CLB (secao
3.8.28.3), para isto foram adicionados 500 pL de CLB (secéo 3.8.28.3) a cada
tubo de micro centrifuga contendo 20 pL da resina ligado ao anticorpo anti
FLAG e, estes foram posteriormente incubados a 4 °C sob leve rotacdo
utilizando o HulaMixer® Sample Mixer, a resina foi acoplada a DynaMag™
magnet rack, e o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma micropipeta.
Este procedimento foi repetido por 3 vezes. Imediatamente, apds a lavagem 1

mL do lisado foi adicionado a resina, e incubado a 4 °C por 16 horas sob leve
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rotacdo utilizando o HulaMixer® Sample Mixer. Apds a incubacio, a resina foi
lavada novamente por 3 vezes com o tampao CLB (sec¢éo 3.8.28.3) conforme
descrito anteriormente.

O DNA foi eluido da resina Dynabeads protein A® utilizando 50 pL do
tampéao de eluicdo (secéo 3.8.28.5) preparado no momento do uso, e este foi
incubado a 65 °C por 10 minutos. A seguir a amostra foi acoplada a
DynaMag™ magnet rack, e o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma
micropipeta. Uma segunda eluicéo foi realizada adicionando-se novamente 50
UL do tampéo de eluicdo a resina ligada ao DNA, esta eluicéo foi realizada por
16 horas a 65 °C, ap0s a eluicdo a amostra foi acoplada a DynaMag™ magnet
rack, e o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma micropipeta. As
amostras foram incubadas a 65 °C por 16 horas conforme descrito acima, para o
reverse cross-linking, e no dia seguinte apds o reverse cross-linking elas foram
submetidas a digestdo com RNAse e o DNA foi posteriormente purificado
utilizando o kit purificacdo de DNA de acordo com as recomendacgbes do
fabricante. O volume final de eluicdo do DNA foi de 30 pL. Para cada reacado de
RT-gPCR foi utilizado 0,4 pL do DNA eluido.

3.13.34 Experimentos de imunoprecipitacao

3.13.34.1 Imunoprecipitacdo utilizando Dynabeads protein A® (Thermo
Scientific, 10001D)

Para a realizacdo dos experimentos de Co-IP da linhagem MpkA 3xHA e
PkcA 3xHA as imunopreciptacbes foram realizadas utilizando Dynabeads
protein A®. As proteinas foram extraidas conforme protocolo descrito (se¢do
3.14.37) utilizando o tampdo B250 (secdo 3.8.29.2), e estas foram
posteriormente quantificadas pelo método de Lowry modificado (secéo
3.13.38). A imunoprecipitacao foi realizada no mesmo dia em que as proteinas
foram extraidas para evitar a acdo de proteases. Para a imunoprecipitacéo as
Dynabeads protein A® foram ressuspendidas por 30 segundos sob agitacio
vigorosa. 20 uL das Dynabeads protein A® foram transferidos para um tubo de

micro centrifuga. O tubo de micro centrifuga foi acoplado a DynaMag™ magnet



97

rack, e o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma micropipeta.
Posteriormente, o tubo de micro centrifuga foi removido da DynaMag™ magnet
rack e foi adicionada as Dynabeads protein A® uma solugido PBS
tween 20 0,01 %, contendo 5 pL do anticorpo anti HA (Sigma Aldrich, H3663). As
Dynabeads protein A® na suspensdo de PBS tween 20 0,01 % + anticorpo anti
HA foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente sob baixa rotacao
utilizando HulaMixer® Sample Mixer. Ap6s os 30 minutos de incubagio, as
Dynabeads protein A® foram novamente acopladas & DynaMag™ magnet rack,
e 0 sobrenadante foi removido com o auxilio de uma micropipeta, o tubo de
micro centrifuga foi removido da DynaMag™ magnet rack e as Dynabeads
protein A® foram gentilmente lavadas em 200 pL da solugdo PBS tween 20
0,01 % vertendo o tubo de micro centrifuga. As Dynabeads protein A® foram
novamente acopladas a DynaMag™ magnet rack, o sobrenadante foi removido
com o auxilio de uma micropipeta. O tubo de micro centrifuga foi removido da
DynaMag™ magnet rack e as Dynabeads protein A® foram ressuspensas em
50 uL do tampédo B250 e, em seguida 40 mg de proteina total (contido em
cerca de 10 mL) foram adicionados & suspensdo de Dynabeads protein A®
contidas em 50 pL do tampédo B250 (se¢do 3.8.29.2) em tubo de centrifuga de
fundo triangular de 15 mL. O material foi incubado por 2 horas e 30 minutos a
4 °C sob baixa rotacdo utilizando HulaMixer® Sample Mixer para a
imunoprecipitacido. Apds a incubacdo, as Dynabeads protein A® + 50 pL do
tampdo B250 (secdo 3.8.29.2) + 40 mg de proteinas foram acopladas a
DynaMag™ magnet rack, e o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma
micropipeta. As Dynabeads protein A® foram gentilmente lavadas em 400 pL do
tampao B250 (secéo 3.8.29.2) por 3 vezes vertendo delicadamente o tubo de
micro centrifuga, sendo que entre cada lavagem as beads eram acopladas a
DynaMag™ magnet rack, e o sobrenadante removido com o auxilio de uma
micropipeta. Na Ultima lavagem as Dynabeads protein A® + tamp&o B250
(secdo 3.8.29.2) foram transferidas para um novo tubo de micro centrifuga para
evitar possiveis contaminagbes. As Dynabeads protein A® foram acopladas a
DynaMag™ magnet rack, o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma
micropipeta e as Dynabeads protein A® foram ressuspensas em 20 pL do

tampdo de Laemmlli 2x, DTT 0,1 M e posteriormente foram incubadas em
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banho-maria a 100 °C por 5 minutos para a eluicdo. Como controle de
carregamento do experimento foi utilizado o gel de SDS-PAGE contendo 50 ug
de cada extrato bruto proteico utilizado na imunoprecipitacdo. Como controle
negativo foi utilizada a linhagem selvagem de A. fumigatus que nao continha o

epitopo 3xHA fusionado a proteina de interesse.

3.13.34.2 Imunoprecipita¢do utilizando a resina Anti FLAG M2 Affinity Gel®

Para a realizacdo dos experimentos de Co-IP da linhagem RImA 3XFLAG
foi realizada a imunoprecipitagcdo utilizando a resina Anti FLAG M2 Affinity Gel
(Sigma Aldrich A2220). As proteinas foram extraidas conforme protocolo
descrito nesta tese (secédo 3.14.37) utilizando o tampao B250 (secéo 3.8.29.2)
e, estas foram posteriormente quantificadas pelo método de Lowry modificado
(secédo 3.13.38). A imunoprecipitacdo foi realizada no mesmo dia em que as
proteinas foram extraidas para evitar a acdo de proteases. Para a
imunoprecipitacdo a resina Anti FLAG M2 Affinity® foi ressuspendida sob
agitacdo vigorosa até a formacao de uma suspensao uniforme. Imediatamente,
40 uL desta suspensao foram transferidos para um tubo de micro centrifuga. O
tubo de micro centrifuga foi centrifugado a 8000 g por 30 segundos a 4 °C, o
sobrenadante foi removido cuidadosamente com o auxilio de uma micropipeta,
e a Anti FLAG M2 Affinity Gel® foi lavada duas vezes com 500 pL de TBS
(secéo 3.8.11.3). Para cada lavagem adicionou-se 500 puL de TBS (secéo
3.8.11.3) a Anti FLAG M2 Affinity Gel®, esta foi centrifugada por 30 segundos a
8000 g a 4 °C, e o0 sobrenadante foi removido com o auxilio de uma
micropipeta. Apos as lavagens, 40 mg de proteina total (contidas em cerca de
10 mL) foram adicionadas a Anti FLAG M2 Affinity Gel®, e estas foram
incubadas por 2 horas e 30 minutos a 4 °C sob baixa rotacdo utilizando
HulaMixer® Sample Mixer. Ap6s a incubacdo a suspensdo contendo a Anti
FLAG M2 Affinity Gel® + 40 mg de proteinas foi centrifugada a 8000 g por 30
segundos a 4 °C, o sobrenadante foi removido com o auxilio de uma
micropipeta e a resina Anti FLAG M2 Affinity Gel® foi lavada 3 x com 500 pL de
TBS (se¢do 3.8.11.3) como descrito anteriormente. Na ultima lavagem a
suspensao de Anti FLAG M2 Affinity Gel® + TBS (sec¢édo 3.8.11.3) foi transferida
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para um novo tubo de micro centrifuga para evitar possiveis contaminacfes. A
Anti FLAG M2 Affinity Gel® foi ressuspensa em 20 uL do tampédo de Laemmlli 2x,
DTT 0,1 M e posteriormente incubada em banho-maria e 100 °C por 5 minutos
para a eluicdo. Como controle de carregamento do experimento foi utilizado o gel
de SDS-PAGE contendo 50 pg de cada extrato bruto proteico utilizado na
imunoprecipitagdo. Como controle negativo foi utilizada a linhagem selvagem de
A. fumigatus que ndo continha o epitopo 3xFLAG fusionado a proteina de

interesse.

3.13.35 Extracao de RNA total de A. fumigatus

As linhagens foram crescidas conforme descrito em cada experimento e
tratadas com agentes estressores quando necessario. O micélio foi filtrado a
vacuo e imediatamente congelado em nitrogénio liquido para se evitar a
degradacdo do RNA. Para romper a parede celular do fungo, os micélios
congelados foram triturados em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e
pistilo esterilizados. O RNA foi extraido utilizando-se o reagente Trizol®
(Thermo Scientific). Resumidamente, adicionou-se 1 mL de Trizol® ao micélio
pulverizado, a mistura foi agitada mecanicamente por 10 minutos e apos
adicionou-se e 200 pL de cloroformio e a mistura foi agitada mecanicamente
novamente por 1 minuto. Para sedimentar as proteinas precipitadas e debris
celulares, as amostras foram centrifugadas a 16000 g por 20 minutos a 4 °C. A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo de micro centrifuga onde foi
adicionado o mesmo volume de cloroférmio para a retirada de residuos de
Trizol®. As amostras foram centrifugadas a 16000 g por 10 minutos a 4 °C e a
fase aquosa superior foi novamente transferida para outro tubo de micro centrifuga,
onde foram adicionados 900 pL de isopropanol para precipitar 0 RNA.
A amostra foi incubada a -80 °C por 30 minutos e posteriormente centrifugada
a 16000 g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado. O sedimento
foi lavado com etanol 70 % e centrifugado novamente a 16000 g por 1 minuto a
4 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e o residuo de etanol
evaporado a temperatura ambiente por 30 minutos. O RNA sedimentado foi

ressuspendido em agua Milli-Q® estéril adicionada de DEPC e estocado a -80 °C.



100

A integridade do RNA total foi verificada em gel de agarose 1,2 % corado
com brometo de etidio sob condi¢cdes desnaturante e visualizado sob luz UV.
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 utilizado como critério de integridade do RNA total.

Para a utilizacdo nos experimentos de RT-qPCR, 10 pg de RNA total de
cada amostra foram tratados com a enzima Ambion Turbo DNAse (Thermo
Scientific) de acordo com as recomendacGes do fabricante em 50 uL de
reacao. O sucesso de tratamentos 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 utilizando na
reacdo 0,1 pL do RNA pos-tratamento com a DNAse. ApOs tratadas e
validadas, as amostras foram transcritas para a obtencdo do cDNA a ser usado
nas andlises de expressdo. Para a transcri¢cao foi utilizado o kit High Capacity
(Life Technologies) de acordo com as recomendacdes do fabricante com as
modificacdes a seguir: foram utilizados 2 pg de RNA total, 1 yL de oligo dTV
(estoque 100 pM) e 1 pL de random primers (estoque 10x).

3.13.36 Analises de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)

Aliquotas de cDNA obtidas de acordo com cada experimento foram
utilizadas como molde da PCR. Utilizaram-se oligonucleotideos construidos
especificamente para o gene de interesse utilizando-se o programa Primer
Express® (Thermo Scientific). A concentracéo ideal de oligonucleotideos a ser
utilizada em cada reacdo de RT-gPCR foi determinada, além dos padrdes de
eficiéncia da reacéo (foram apenas aceitos valores variando entre 95-105 %),
slope, intercepto e desvios de acordo com Bustin [149]. Como controle
endégeno (normalizador) utilizaram-se oligonucleotideos para amplificacdo do
gene tubA de A. fumigatus (B-tubulina). A deteccdo da amplificacdo em tempo
real foi feita no equipamento Step One Plus® (Applied Biosystems) utilizando-se

o reagente Syber Green PCR Master Mix® (Thermo Scientific). A quantificagéo
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dos resultados foi realizada conforme descricdo do fabricante e se baseia na

derivacdo da férmula 2"22¢T [150].

3.13.37 Extracao de proteinas totais de A. fumigatus

Os micélios utilizados para a extracdo de proteina foram crescidos e
tratados conforme as necessidades de cada experimento. Em seguida foram
filtrados a vacuo e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para evitar
a degradacdo das proteinas. Para romper a parede celular do fungo, os
micélios congelados foram triturados em nitrogénio liquido com auxilio de
almofariz e pistilo. O extrato proteico total foi extraido com tampao de extracdo
de proteina (secdo 3.8.8), adicionado dos inibidores de protease (descritos
anteriormente), e agitando-se por 10 vezes de 30 segundos com intervalos de
30 segundos em gelo para minimizar a degradacdo. As amostras foram
centrifugadas a 20000 g por 40 minutos a 4 °C para a retirada do material
precipitado. O sobrenadante de cada amostra foi congelado e estocado a -80
°C. A integridade da proteina foi verificada através de eletroforese em gel SDS-

PAGE 12 % (secéo 3.11) e quantificada pelo método de Lowry modificado.

3.13.38 Quantificacao de proteina total pelo método de Lowry modificado

Para a dosagem das proteinas totais pelo método de Lowry modificado
por Hartree [139] foi realizada uma curva padrdao com concentracdes
previamente conhecidas de BSA. E apds, as amostras foram quantificadas em
triplicata. Brevemente, 10 pL das amostras a serem testadas foram diluidos em
190 pL de agua Milli-Q® em um tubo de micro centrifuga. A estas amostras
diluidas foi adicionado 1 mL da solucédo de tartarato de sddio e potassio +
carbonato de sodio + sulfato de cobre preparadas no momento do uso, e estas
foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéo
foram adicionados 100 pL da solucdo de reagente de Folin 1x diluido, as
amostras foram agitadas vigorosamente e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente, e a leitura foi realizada utilizando um espectrofotémetro

no comprimento de onda de 650 nm. O espectrofotdmetro foi zerado com o
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branco (solugdo com todos os reagentes exceto a amostra). O resultado obtido
na leitura foi utilizado na curva padréo previamente obtida para a obtencao da

concentracdo das amostras em pg de proteina por pL de extrato bruto.

3.13.39 Analises de Western blot

Os extratos brutos proteicos referentes a cada experimento foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) (secéo 3. 11),
utilizando-se uma cuba de eletroforese vertical (Bio-Rad). As proteinas foram
entdo transferidas do gel para membrana de PVDF em procedimento de
transferéncia submerso de acordo com o protocolo do fabricante. O blogueio
das membranas de PVDF foi feito com TBST 1 x (secdo 3.8.11.4) contendo 9
% de leite em po desnatado, por 16 horas a 4 °C ou por 4 horas a temperatura
ambiente sob leve agitagdo. As membranas foram entdo incubadas com o
anticorpo primario na diluicio adequada em TBST 1 x (se¢do 3.8.11.4)
contendo 3 % de leite em p6 desnatado ou BSA 5 %, por 16 horas a 4 °C sob
leve agitacdo. A membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase em TBST 1 x a temperatura ambiente por 2 horas sob leve
agitacdo, na diluicdo determinada para cada anticorpo primario utilizado. A
imunodeteccéo foi realizada através de substrato quimio luminescente (ECL
Prime, GE Healthcare) e as imagens das membranas geradas pelo
equipamento de deteccéo quimio luminescente ChemiDoc (Bio-Rad).

Para a deteccéo da fracao fosforilada de MpkA utilizou-se um anticorpo
anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 9101) que reconhece a
fracdo fosforilada de MpkA, e como controle experimental utilizou-se o
anticorpo anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 4370), ambos os
anticorpos foram utilizados na diluicdo de 1:1000 em tamp&o TBST 1 x (sec¢éo
3.8.11.4) contendo 5 % de BSA e incubados em uma plataforma de balancgo
por 16 horas a 4 °C.

Para deteccado da proteina GFP foi utilizado o anticorpo anti GFP (Sigma
Aldrich G1544), este foi incubado na diluicdo de 1:1000 em TBST 1 x (secao
3.8.11.4) contendo 3 % de leite desnatado em uma plataforma de balancgo

durante 16 horas a 4 °C.
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O anticorpo anti Hsp90 (este trabalho) foi incubado na diluicdo de
1:12500 em TBST 1 x (secdo 3.8.11.4) contendo 5 % de leite desnatado em
uma plataforma de balanco durante 16 horas a 4 °C.

Para a deteccdo do epitopo 3xFLAG foi utilizado o anticorpo anti FLAG
(Sigma Aldrich, F1804), este foi incubado na diluicdo de 1:1000 em TBST 1 x
(secéo 3.8.11.4) contendo 3 % de leite desnatado em uma plataforma de balango
durante 16 horas a 4 °C.

Para a deteccdo do epitopo 3xHA foi utilizado o anticorpo anti HA
(Sigma Aldrich, H6908), este foi incubado na diluicdo de 1:1000 em TBST 1 x
(secéo 3.8.11.4) contendo 5 % de BSA em uma plataforma de balanco durante
16 horas a 4 °C.

Como controle de carregamento dos experimentos de Western blot foi
utilizado o anticorpo anti y-tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology), este foi
incubado na diluicdo de 1:2000 em TBST 1 x (secao 3.8.11.4) contendo 3 % de
leite desnatado e incubado em uma plataforma de balango durante 16 horas a
4 °C.

O resultado de Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ®.

3.13.40 Analises de expressao génica global da linhagem ArImA pela

técnica de microarray

Para a realizacdo dos experimentos de microarray cujo desenho
experimental estd mostrado a seguir (figura 8), foi construida uma lamina de
microarray utilizando o programa Agilent E-array (disponivel em
https://earray.chem.agilent.com/earray). Foram utilizadas 9.846 sequéncias de
cDNA e as sondas geradas neste estudo estdo descritas em da Silva Ferreira,
Malavazi [151]. As laminas foram sintetizadas no formato 4x44K, isto €, quatro
microarrays em cada lamina.

Para as hibridizacdes utilizaram-se dois grupos de RNAs obtidos de

acordo com o desenho experimental da figura 8.
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1x107 conideos de cada linhagem = crescimento por 18 1x107 conideos de cada linhagem =

horas 37°C em Meio Minimo, 180 rpm = Adicao de 300 crescimento por 18 horas 37°C em Meio

ug/mL de Congo Red = Exposicdo por 0, 15 e 30 minutos Minimo, 180 rpm = Extracdo do RNA
37°C, 180 rpm =» Extracdo do RNA total total

ArlmA 0’ x ArimA 15’ ArimA 0’ x ArlmA 30’ . ArlmA 0’ x ArimA 0’

Marcacéo (“two color”) Marcacao (“two color”)
Hibridizacdo (triplicata de cada amostra) Hibridizacao (triplicata de cada amostra)

Extracdo e normalizacao dos dados
(Feature Extraction Software — Agilent)
Teste t = Genes diferencialmente expressos (p<0.01)

Figura 8: Desenho experimental das hibridizagcdes de microarray. As hibridizacdes foram
feitas em triplicata para cada comparacéo utilizando-se sistema de marcacéo two color (Agilent
Technologies) e amostras biolégicas completamente independentes para cada replicata.

Para a obtencdo dos RNAs destinados as hibridizacbes de microarray, as
amostras de micélio foram coletadas de acordo com o desenho experimental
estabelecido acima. O micélio foi filtrado a vacuo e imediatamente congelado em
nitrogénio liquido para se evitar a degradacdo do RNA, e posteriormente triturado
em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo esterilizados. O RNA foi
extraido utilizando-se o RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os RNAs foram tratados com DNAse livre de RNAse
(Qiagen). As amostras de RNA extraidas foram quantificadas usando o
nanofotobmetro NanoVue (GE HealthCare) e corridas em gel de agarose sob
condicdes desnaturantes corado com brometo de etidio e visualizado sob luz UV. A
integridade do RNA total foi avaliada pelo equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) e amostras com RIN (RNA Integrity Number) maior que 8 gerados
pelo equipamento foram utilizadas nas hibridizag6es (dados ndo mostrados).

O RNA foi utilizado para a producdo de cRNA marcado seguindo as
instrucdes do fabricante utilizando o Low Input Quick Amp RNA Labeling kit (Agilent
Technologies) para o sistema de marcacao de duas cores utilizando Cy3 e Cy5. As

laminas foram escaneadas em scanner Sure Scan Microarray Scanner (Agilent
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Technologies), seguindo os parametros do fabricante para as laminas do tipo 4x44K
e marcacao de duas cores com resolucao de 3 pm. Os arquivos .tiff gerados pelo
scanner foram carregados no programa Feature Extraction (versdo 11.5 — Agilent
Technologies). Os dados de cada uma das hibridizacbes (triplicata de cada
condicdo com amostras bioldgicas independentes) foram extraidos e normalizados
pelo programa gerando os dados finais para a andlise. Os arquivos gerados pelo
Feature Extraction foram antes convertidos para o formato .mev (Multiple
Experiment View) utilizando o programa Express Converter (verséo 2.1, disponivel
em http://www.tm4.org/utilities.html) permitindo o uso dos softwares gratuitos de
andlise de microarray TM4 (http://www.tm4.org/). Os arquivos .mev gerados apds
essa andlise foram utilizados para carregar o programa TMEV para visualizagao
dos dados e anadlise estatistica para a identificacdo dos genes diferencialmente
expressos (‘logz ratio”). Para evidenciar as diferencas entre os grupos (p < 0,01) foi
utlizado o Teste T. Para a andlise, os genes diferencialmente expressos
identificados pelo Teste T foram hierarquicamente agrupados utilizando como

algoritmo aglomerativo a distancia euclidiana.

3.13.41 Expresséao de proteinas recombinantes

Para realizar os testes de expressdo foram feitos pré-in6culos das
colonias resultantes da transformagao de células da linhagem Rosetta™ (DE3)
com os plasmideos pET-15b clonados com os cDNA de interesse. As coldnias
gue continham essas constru¢des foram inoculadas, individualmente, em meio LB
liquido (secdo 3.3.2.1) contendo o antibiético ampiciina (100 pg/ml) e
cloranfenicol (34 pg/ml) e crescidas por 16 horas a 37 °C sob agitacdo de 180
rpm. As culturas foram entdo diluidas na propor¢cdo 1:100 com LB liquido
(secdo 3.3.2.1) contendo os antibiéticos e incubadas novamente, a 37 °C até
alcancar a ODeoonm entre 0.6-0.8 Antes da adigdo de IPTG no restante da
cultura, aliquotas de 50 mL de cada frasco, representando os controles néo
induzidos, foram centrifugadas a 10000 g por 10 minutos a 4 °C, e o precipitado
obtido foi congelado a - 20 °C. O restante das culturas de células foi induzido
com variacdes das concentragcdes de IPTG (secdo 3.12), variagOes de

temperatura e tempo até que fosse obtida uma condicdo ideal de expressao
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para cada proteina testada. As culturas induzidas restantes foram
centrifugadas a 10000 g por 30 minutos a 4 °C. Os precipitados bacterianos
obtidos de cada cultura induzida foram congelados a -20 °C e descongelados

antes do uso.

3.13.42 Lise das células de E. coli utilizadas para a expressdo de

proteinas recombinantes

As culturas bacterianas que expressaram a proteina recombinante de
interesse foram centrifugadas a 10000 g por 30 minutos a 4 °C. Apéds, as
células foram lisadas em duas etapas: na primeira etapa de lise o precipitado
bacteriano foi ressuspendido em tampao de ligacdol/lise (secédo 3.8.9), sendo
acrescido 1 mg/mL de lisozima para a digestdo da parede bacteriana e DNAse
para a degradacédo do DNA da E. coli. A reacao foi incubada em gelo por 30
minutos. Em seguida, a amostra sofreu lise fisica por ultrassom com
intensidade de 30 % (20 pulsos de 6 segundos, com intervalos de 60 segundos
para Hsp90 e 20 pulsos de 6 segundos com intervalo de 180 segundos para
MpkA), em banho de gelo. A amostra foi centrifugada a 13000 g por 30
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo, e o precipitado
foi ressuspendido ao volume anterior usando tampédo de lise (secdo 3.8.9).
Ambas as fracbes, sobrenadante e precipitado, foram analisadas por SDS-
PAGE e Western blotting para determinacdo da solubilidade da proteina

recombinante.

3.13.43 Cromatografia de afinidade em resina de niquel

A eluicdo das proteinas de interesse foi realizada utilizando-se uma
solugdo de imidazol, pois o anel imidazolico se liga ao Ni?* assim como o
aminoéacido histidina, porém, com maior afinidade ao Ni?* do que a histidina.
Apos a lise por ultrassom, os sobrenadantes foram filtrados em membrana de
5 um e inseridos em colunas contendo 5 mL de resina de niquel pré-equilibrada
com tampdo de lise (se¢éo 3.8.9). Apos, as colunas foram lavadas com 30 mL

do tampdo de lise (secdo 3.8.9) para a remocdo de outras proteinas que
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poderiam aderir a coluna. Para a remocdo de proteinas que se aderiram
inespecificamente a coluna de niquel, utilizou-se o tampéo de lise contendo
15 % da solucdo de Imidazol a 500 mM (tampéo B) (secdo 3.8.9), e para a
eluicdo da proteina que se ligou a coluna de niquel utilizou-se 100 % do
tampdo de lise contendo 500 mM de Imidazol (tamp&o B) (secdo 3.8.9).
Aliquotas de 20 uL de todas as fragdes de lavagem e eluicao foram avaliadas e
0 grau de pureza das proteinas recombinantes foi analisado por SDS-PAGE
(secdo 3.11) para posterior purificagcdo por cromatografia de exclusdo

molecular (SEC).

3.13.44 Cromatografia de exclusdo molecular em colunas Superdex

A cromatografia de exclusdo por tamanho foi realizada a temperatura
ambiente empregando-se a coluna HiLoad Superdex 16/60 200 prep grade (GE
HealthCare) acoplada ao sistema de HPLC, utilizando o equipamento Akta
Prime (GE HealthCare). As colunas foram previamente lavadas com agua Milli-Q®
e pré-equilibradas com tampao de lise (secdo 3.8.9). Os eluatos foram
monitorados por absorbancia no UV a 280 nm e coletados em fracoes,
empregando-se uma velocidade de fluxo de 0,5 mL min™. As frages contendo
as proteinas recombinantes purificadas foram reunidas e concentradas
utilizando concentradores com membranas de 10 kDa .

As concentracbes das proteinas recombinantes purificadas foram
determinadas medindo-se suas absorbancias em espectrofotdmetro UV-VIS a
280 nm. As absorbancias foram relacionadas aos seus respectivos coeficientes
de extincdo molar obtidos através do célculo do conteldo teérico de residuos

de triptofano, tirosinas e fenilalaninas [152].

3.13.45 Espectropolarimetria de Dicroismo Circular

As medidas de CD foram realizadas a temperatura controlada de 25 °C
utilizando o espectropolarimetro JASCO J-815 (JASCO Corporation, Toquio,
Japao), na faixa de 190 a 260 nm em cubetas cilindricas de quartzo de

caminho o6ptico de 1 mm. Os espectros de CD foram tipicamente recuperados
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empregando-se médias de 30 varreduras. As contribuicbes dos tampdes
obtidos sob condi¢Bes idénticas foram subtraidas e todos os espectros de CD
foram corrigidos a fim de eliminar quaisquer efeitos de ruido. Os espectros
originais foram transformados em elipticidade molar residual ([8]), conforme

descrito pela equacao abaixo:

0 x100 x MM

EMR = nxCxl

Onde, 6 é o sinal de CD em graus, MM é a massa molecular em kDa, n
€ 0 numero de residuos de aminoacidos da proteina, [ € o caminho 6ptico em
cm, e c é a concentracdo de proteinas em mg mL™.

O desenovelamento térmico da MpkA foi monitorado pelo sinal de CD a
220 nm com a variacao de temperatura de 15 a 90 °C, e 90 a 15 °C (aumento
ou reducdo de 1 °C por minuto). O ajuste dos dados de desenovelamento
térmico foi realizado com o uso da fungéo de Boltzmann, no programa Origin. O
valor de Tm (temperatura média da transi¢do) nao foi determinado, pois néo foi

possivel observar o desnaturamento térmico nas condicdes testadas.

3.13.46 Espectroscopia de emisséo de fluorescéncia

As medidas de emissdo de fluorescéncia das proteinas recombinantes
foram realizadas no modo estatico utilizando-se o equipamento Varioskan™ LUX
multimode microplate reader (Thermo Scientific). Os espectros de fluorescéncia
foram obtidos a temperatura controlada de 25 °C, utilizando 5 uM de proteina.
Amostras foram excitadas a 295 nm e a 280 nm e a emisséo de fluorescéncia
foi monitorada no intervalo de 313-420 nm, e 298-420 nm respectivamente.
Placas de 96 pocos UV-Star Half-area (Greiner) foram utilizadas para a leitura.
A fim de minimizar o efeito do espalhamento de luz, os espectros de emisséo
de fluorescéncia dos tampdes foram subtraidos dos espectros das
correspondentes amostras.

Os experimentos de desenovelamento quimico foram realizados com os
mesmos parametros experimentais descritos acima. Os espectros de
fluorescéncia das proteinas, tituladas com concentracdes crescentes de

guanidina HCI, foram tratados para <A> conforme a equacgéo abaixo:
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2 Fidy
X F;
Onde, Fi sdo as intensidades de fluorescéncia e Ai o0s respectivos

<A>=

comprimentos de onda.

Os ajustes dos dados foram realizados pelo programa Origin, com as
funcbes de Boltzmann. A partir destes ajustes, o valor de Cm, isto é, a
concentragdo de agente desnaturante no ponto médio de uma transicdo, foi
obtida.

3.13.47 Cromatografia de exclusdo molecular analitica

As cromatografias de exclusdo molecular analitica (aSEC) foram
realizadas em coluna Superdex 200 10/300 GL (GE HealthCare), equilibrada
com o tamp&o especifico para cada proteina utilizando o equipamento Akta
Prime (GE HealthCare). Os volumes de eluicdo das proteinas foram
monitorados por absorbancia a 280 nm. Como padrdo, proteinas globulares
com respectivos raios de Stokes (RS) e massa molecular conhecidas foram
utilizadas na concentracdo de, aproximadamente, 1 mg/mL™. O volume morto
da coluna foi determinado pela corrida de blue dextran 1 mg/mL? (Sigma
Aldrich, D5751). Os volumes de eluicdo das proteinas foram utilizados para os
calculos dos respectivos coeficientes de particdo (Kav), segundo a equacao:

Kav = (Vt-Ve)/(Vt-VO0)
na qual Vt é o volume total da coluna, Ve é o volume de eluicdo da proteina e
70 é o volume morto da coluna, todos em mL. Um grafico de RS em funcéo de
—(log Kav)'? foi construido e RS das proteinas foram obtidos empregando-se a
equacao da reta e os coeficientes angular e linear resultantes do ajuste linear

das proteinas-padrao, feito pelo programa Origin®.

3.13.48 Avaliacao da atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus

Os ensaios de atividade chaperona foram realizados em tampé&o
HEPES 40 mM pH 7,5 +100 mM de KCI (secéo 3.8.9.1.3) com 0,25, 0,5, 0,75,
1, 2,5 e 5 uM da proteina Hsp90 de A. fumigatus. A proteina-cliente, malato
desidrogenase (MDH) (Sigma Aldrich), foi empregada na concentracgéo final de
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1 uM. Estes experimentos foram executados em placas de 96 pocos UV-Star
Half-area (Greiner), a 42 °C, e a agregac¢ao das proteinas foi monitorada a 320
nm em leitor de placas Varioskan™ LUX multimode microplate reader (Thermo
Scientific). Controles contendo a Hsp90 de A. fumigatus nas concentracdes

indicadas foram realizados para verificar a agregacao desta proteina.

3.13.48.2 Atividade chaperona da Hsp90 com a proteina MpkA

Os ensaios de atividade chaperona foram realizados em tamp&o A
(secéo 3.8.9.2.1) utilizado para lise e purificagdo da MpkA com 1, 2,5, 5, 7,5, 10,
20, 30, 40, 50 uM da proteina Hsp90 de A. fumigatus. A possivel proteina-
cliente, MpkA, foi empregada na concentracdo final de 10 uM. Estes
experimentos foram executados em placas de 96 pocos UV-Star Half-area
(Greiner), a 42 °C, e a agregacao das proteinas foi monitorada a 320 nm em
leitor de placas Varioskan (Thermo). Controles contendo a Hsp90 de
A. fumigatus nas concentracdes indicadas foram realizados para verificar a
agregacao desta proteina. Como controle negativo de prevencao da agregacao
proteica foi utilizada a proteina BSA nas concentracdes de 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 20, 30,
40 e 50 uM (mesmas concentracbes de Hsp90 utilizadas), com 10 uM da

proteina MpKA.

3.13.49 Calorimetria de titulacdo isotérmica para determinacdo da
afinidade de ligacao de Hsp90 pelo ATP e ADP

Os experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foram
realizados no equipamento iTC200 (GE HealthCare). A proteina Hsp90 foi
dialisada por 12 horas em tampédo HEPES 40 mM (pH 7,5), KCI 5 mM (sec¢éao
3.8.9.1.3), a Hsp90 foi utilizada na célula em concentragées de 30 uM de
mondmero e; 2 yM de magnésio. O ATP e ADP foram empregados na seringa em
concentragbes de 2 uM e 1 uM respectivamente. O regime de injegao foi de
2 uL. Os experimentos foram realizados na temperatura de 25 °C. Na analise
dos dados, o calor da interacdo (Q) foi determinado a partir da integracao das

areas dos picos a cada injecao (ucal seg-1), as quais Sdo proporcionais ao
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volume da célula (Vcel), concentragao de ligante ([L]) e AH. O calor de diluicéo
do titulante e do titulado foi calculado a partir da linha de base ao final da
titulacdo, em condi¢des onde todos os sitios foram saturados, e foi subtraido do
calor de interacdo determinado. O Q obtido por mol de ligante injetado foi
analisado em funcéo da razdo molar entre titulante/titulado e os valores de AH,
n e KA foram estimados pelo ajuste dos dados, realizado com auxilio do
programa Origin Microcal®. O programa Origin Microcal® supds, inicialmente,
valores de n, KA e AH, calculando a variagédo do calor (AQ) em cada inje¢éo e
comparando-os com o calor medido experimentalmente em cada injecao. Os
valores de n, KA e AH foram otimizados progressivamente até que melhoras
significativas nestes valores ndao fossem mais observadas. A variacdo de
entropia aparente (ASapp) € variagdo de energia livre de Gibbs aparente (AGapp)
foram calculadas. A variacdo da capacidade calorifica aparente da interacdo

(ACpapp) foi calculada pela dependéncia da AHapp em fungéo da temperatura.

3.13.50 Analise da interacdo proteina-proteina pela técnica de far Western
blot

Esta técnica foi realizada de acordo com o método descrito por Wu, Li
[156]. Brevemente, as proteinas recombinantes a serem utilizadas no
experimento foram expressas e lisadas conforme descrito neste trabalho. Um
gel de SDS-PAGE foi feito contendo as proteinas “isca” de interesse neste
trabalho, isto é, PkcA e MpkA além de todos os controles necessarios para o
experimento. Apdés a corrida eletroforética foi realizada a transferéncia
submersa para a membrana de PVDF de acordo com protocolo padréo.

A membrana de PVDF contendo a proteina “isca” foi submetida a
desnaturacao e renaturacdo “in loco”. Para isto a membrana foi incubada a
temperatura ambiente sob leve agitacdo na solucdo de desnaturacdo da
membrana de PVDF contendo 6 M de guanidina HCI (secéo 3.8.27.1) por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos este periodo de incubacéo a solucao foi
removida e a membrana foi incubada sob leve agitacdo na solugédo de
renaturacdo da membrana de PVDF contendo 3 M de guanidina HCI (secé&o

3.8.27.1) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds este periodo de
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incubagéo a solugéo foi removida e a membrana foi incubada sob leve agitacao
na solugdo de renaturacdo da membrana de PVDF contendo 0,1 M de
guanidina HCI (secdo 3.8.27.1) por 30 minutos a 4 °C. ApGs este periodo de
incubacéo a solucéo foi removida e a membrana foi incubada sob leve agitacao
na solucdo de renaturacdo da membrana de PVDF sem guanidina HCI (secéo
3.8.27.1) por 16 horas a 4 °C para completa renaturacéo da proteina.

Apbés a desnaturacdo/renaturacdo das proteinas, a membrana foi
bloqueada em uma solucdo TBST 1 x + leite em p6 desnatado 9 % por 1 hora
a temperatura ambiente. A solucéo de bloqueio foi removida e adicionou-se 50 M
da proteina “presa” isto €, Hsp90 purificada no tampao de ligacdo (secao
3.8.27.2). A membrana foi incubada com a proteina “presa” Hsp90 por 16 horas
a 4 °C sob leve agitacdo. Apods a incubacao a membrana foi lavada por 3 vezes
com solucéo de TBST 1 x (secédo 3.8.11.4) a temperatura ambiente sob leve
agitacdo, sendo que cada lavagem foi realizada por 5 minutos. O anticorpo
primério anti Hsp90 (este trabalho) foi incubado por 16 horas a 4 °C, na diluicdo
de 1:12500 em leite 5 % + TBST 1 x (secao 3.8.11.4). Apés a incubacao, a
membrana foi lavada 3 vezes com solucdo de TBST 1 x (secdo 3.8.11.4) a
temperatura ambiente sob leve agitacdo, sendo que cada lavagem foi realizada
por 5 minutos, em seguida o anticorpo secundario anti rabbit foi incubado em
TBST 1 x (secao 3.8.11.4) na diluicdo de 1:5000 a temperatura ambiente por

2 horas e o Western blot foi revelado conforme protocolo padréo.

3.13.51 Coloracéao do gel de SDS-PAGE utilizando nitrato de prata

Primeiramente, o gel SDS-PAGE contendo as proteinas foi submerso na
solucéo de fixacdo (secao 3.8.32.1) e incubado por 16 horas a 4 °C sob leve
agitacdo. Apds, o gel foi incubado em 30 % de etanol por 15 minutos a
temperatura ambiente sob leve agitacdo, seguido de 3 lavagens do gel com
agua Milli-Q®, e cada lavagem foi realizada por 5 minutos sob leve agitacéo a
temperatura ambiente. Apos as lavagens o gel foi submerso por 90 segundos
na solucdo de sensibilizacdo (secdo 3.8.32.2), seguido de 3 lavagens do gel
com agua Milli-Q®, e cada lavagem foi realizada por 30 segundos sob leve

agitacdo a temperatura ambiente. Posteriormente, o gel foi incubado por 1 hora
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na solucdo de coloracdo (secdo 3.8.32.3) sob leve agitacdo a temperatura
ambiente, seguido de 3 lavagens do gel com agua Milli-Q®, cada lavagem foi
realizada por 30 segundos sob leve agitacdo a temperatura ambiente. Apés, 0
gel foi submerso na solucdo de revelacdo até que fosse possivel visualizar as
bandas referentes as proteinas. A solucéo de revelacdo (secdo 3.8.32.4) foi
descartada e o gel foi incubado por 10 minutos na solucéo de parada sob leve
agitacdo a temperatura ambiente, seguido de 3 lavagens do gel com agua Milli-
Q®, cada lavagem foi realizada por 30 segundos sob leve agitacdo a

temperatura ambiente. O gel foi fotografado.

3.15.52 Ambient mass spectrometry imaging on agar culture

Estes experimentos foram realizados de acordo com o protocolo descrito
por Angolini, Vendramini [157] com modificagbes. As amostras foram crescidas

em meio completo YG sélido (secéo 3.3.1.2) por 48 horas a 37 °C.

3.15.53 Sintese do anticorpo anti Hsp90

O anticorpo anti Hsp90 policlonal foi sintetizado a partir da proteina
recombinante Hsp90 de A. fumigatus obtida neste trabalho. A sintese foi
realizada pela empresa Rheabiotech Ltda em coelhos. O anticorpo foi
purificado por cromatografia cromatografia de afinidade a proteina G,

estabilizado em solugéo de Tris-Glicina 0,1M, pH 7,4.



4.0 Resultados e discussao
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Médulo 4.1 Isolamento e caracterizacdo fenotipica do mutante ArlmA em
A. fumigatus

Aspergillus fumigatus MADS-box Transcription Factor rimA Is Required for
Regulation of the Cell Wall Integrity and Virulence

G3: GENES, GENOMES, GENETICS September 1, 2016 vol. 6 no. 9 2983-
3002; https://doi.org/10.1534/9g3.116.031112.
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4.1.1. Identificacdo do homdélogo de RImA em A. fumigatus e construgcéao

da linhagem ArImA, ArImA::rimA*em A. fumigatus

Para identificar o ortdlogo predito do fator de transcricdo pertencente a
familia MADS-box possivelmente envolvido na manutencao da integridade da
parede celular em A. fumigatus, buscaram-se as sequéncias de ORFs da
linhagem Af293 de A. fumigatus, comparando sequéncias das proteinas RIMA
de A. nidulans, A. niger (AN2984 e An02g12210, respectivamente) e RIm1 de
S. cerevisiae utilizando o algoritmo BLASTtp. O resultado revelou um Unico
ortdlogo putativo em A. fumigatus, Afu3g08520, que foi nomeado de RImA para
ser consistente com a nomenclatura anterior em A. niger e A. nidulans [48,
145]. A sequéncia da proteina RImA de A. nidulans e A. fumigatus apresentou
uma identidade compartilhada de aminoacidos de 66,0 % e uma similaridade
de proteina de 73,9 % ( e-value 0,0) enquanto RIm1 de S. cerevisiae e RImA de
A. fumigatus apresentaram uma identidade compartilhada de aminoacidos de
62,4 % e uma similaridade de sequéncia de proteina de 71,8 % (e-value le-27).
O modelo do gene rImA (que esta disponivel em http://www.aspgd.org) €
suportado por experimentos de RT-PCR que indicam um produto de cDNA de
1.803 pb e uma sequéncia gendémica de 1.929 pb. O sequenciamento do cDNA
de rImA na linhagem A1163 confirmou a existéncia dos dois introns previstos
como listados, um que contém 74 pb, localizado entre os nucleotideos 57 e
130, e um de 52 pb localizado entre os nucleotideos 288 e 339 (dados nédo
mostrados). Além disso, detectou-se um Unico polimorfismo de nucleotideos na
linhagem A1163 (AFUB_040580) em comparacao com a linhagem Af293 na
posicdo 522 da sequéncia de cDNA, o que resulta em uma mutacao silenciosa
de "CCC" (na linhagem Af293) para "CCG "(na linhagem A1163) que codifica
para um residuo de prolina em ambos os casos. A proteina hipotética que é
codificada por rlmA possui 600 aminoacidos e tem um peso molecular
calculado de 64,4 kDa. A organizacdo do dominio proteico de RImA de
A. fumigatus assemelha-se a do homdlogo de S. cerevisiae e outros homologos
de RLM em fungos filamentosos [145], indicando a presenca do dominio
MADS-box altamente conservado (aminoacido 1-61) conforme avaliado por

analise de dominios utilizando a ferramenta Interpro
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(http://www.ebi.ac.uk/interpro/; PROSITE entrada PS50066 - perfil de dominio
MADS-box). Esses resultados sugerem que Afu3g08520 codifica o fator de
transcricdo MADS-box de A. fumigatus, RImA.

Para determinar o papel do RImA na homeostase da parede celular de
A. fumigatus, gerou-se um mutante nulo substituindo a sequéncia genomica de
rimA pelo marcador de selecdo pyrG na linhagem AakuBXY® (figura 9A). Apés
a transformacéo com o cassete de delecédo, as linhagens candidatas a delecéo
de RImA (ArlmA) foram identificadas por PCR diagndstica. A delecdo do gene
rimA em transformantes positivos nestas PCRs foi confirmada pela analise de
Southern blot (dados n&o mostrados e figura 9B). Todas as linhagens
candidatas a ArlimA testadas produziram os sinais de hibridacdo esperados
guando o DNA gendmico digerido com BamHI ou Xhol foi hibridizado com uma
sonda de DNA da regido flanqueadora 5 da ORF de rlmA (figura 9B). O
mutante ArlmA apresentou bandas Unicas em 4,81 kb e 4,63 kb apds a
digestdo com BamHI e Xhol, como esperado para uma substituicdo precisa da
ORF de rlmA pelo marcador prototréfico pyrG de A. fumigatus (figura 9B). Para
confirmar que os fendtipos que seriam observados na linhagem ArlmA foram
causados pela perda de RImA, gerou-se uma linhagem complementante
(ArlmA::rimA™) através da reintroducdo ectépica do gene rimA da linhagem
selvagem na linhagem mutante ArlmA. A complementacdo do gene rimA na
linhagem mutante ArlmA foi confirmada por PCR (figura 9C). O fendtipo
observado na linhagem complementada era indistinguivel ao fenoétipo da
linhagem selvagem. A abundancia de mRNA do gene rImA foi determinada na
linhagem complementante por RT-gPCR e a expresséo de rImA foi equivalente
entre a linhagem selvagem e a linhagem complementante ArimA:rimA*, e

ausente no mutante ArlmA (dados ndo mostrados).
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Figura 9: Construcdo do mutante ArimA e da linhagem complementante ArimA::rimA®*.
(A) A estratégia de substituicdo genética para o gene rimA. O gene pyrG foi utilizado como
marcador de selecéo. Os nomes dos oligonucleotideos e os locais de ligagdo séo indicados por
setas (ver tabela 3 para as sequéncias de oligonucleotideos). O cassete de delegdo foi
construido por recombinacao in vivo em S. cerevisiae. (B) Analise de Southern blot do DNA
gendmico digerido com BamHI e Xhol com uma sonda que se liga especificamente a regido
5'-rimA como indicado em (A) para as bandas predispostas de 4,81 e 4,63 Kb no mutante
ArlmA para digestdao do DNA com BamHI e Xhol respectivamente. (C) A complementag¢do bem
sucedida do gene rImA foi confirmada em transformantes monoconidiais resistentes a CFW e
CR, e por PCR utilizando os oligonucleotideos rimA 600 ups/pyrG REV e rimA ST SC 5F/rimA
ORF REV (painel superior e inferior).

4.1.2 Caracterizagao funcional do mutante ArimA em A. fumigatus

4.1.2.1 A delegéo de rimA leva a alteragbes no crescimento radial e

taxas de germinacdo em A. fumigatus

A andlise do crescimento radial dos mutantes isolados foi realizada no
intuito de avaliar possiveis defeitos de crescimento vegetativo do mutante, bem
como a interferéncia da temperatura na taxa de desenvolvimento vegetativo
nas linhagens produzidas. A exposi¢do das linhagens as temperaturas de 30 °C,
37 °C e 45 °C permitiu a observacao dos fenétipos produzidos por cada uma
das linhagens testadas (figura 10A). As diferencas de crescimento radial foram
guantificadas e estdo relatadas na figura 10B, com a qual se pode observar nas
temperaturas de 30 °C e 45 °C a reducdo do crescimento radial no mutante
nulo de rimA (ArlmA).
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No processo de divisao celular do Aspergillus ssp. o conidio germinante
passa por uma etapa inicial de incorporacdo de agua, passando por uma fase
de crescimento isotrépico (swelling). Posteriormente ocorre a formacao de um
eixo de polaridade com deposicdo de novas camadas de parede celular em
todas as direcOes [158] dando origem ao tubo germinativo, que gera um eixo
de crescimento polarizado. A deposicao de parede celular exclusivamente na
ponta do tubo germinativo é chamada de extenséo apical, e confere a hifa o
aspecto de um filamento alongado [159, 160]. Sendo assim a perfeita formacéao
da parede celular é essencial para o crescimento polarizado em A. fumigatus e,
em A. nidulans foi relatado que a perda da funcdo de RImA altera o
crescimento polarizado [61]. Para verificar se a perda da fungdo de RImA
causaria alteracdo do crescimento polarizado em A. fumigatus, as linhagens
foram incubadas a 37 °C e a 45 °C no intervalo de 8 horas (figura 10C e 10D,
respectivamente), sendo retirada uma amostra a cada 2 horas deste intervalo
para contagem dos conidios. Foram considerados conidios com crescimento
polarizado aqueles que mostravam protuberancia na superficie do esporo,
alterando sua forma redonda caracteristica [159]. A contagem de conidios por
microscopia em campo claro permitiu verificar uma redugcdo do crescimento
polarizado da linhagem ArlImA testada neste intervalo, assim como observado

em A. nidulans.
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Figura 10: Crescimento radial e taxas de germinagio da linhagem ArimA. 1x10* conidios
de cada linhagem foram inoculados no centro da placa contendo meio sélido completo (YG) e
seu crescimento radial foi medido apds 72 horas nas temperaturas indicadas (A-B). Para a
determinacdo do crescimento polarizado foram inoculados 1x10°8 conidios de cada linhagem
em 2 mL de meio cultura completo liquido YG, as placas contendo os conidios foram incubadas
a 37 °C (C) e 45 °C (D) durante 2, 4, 6 e 8 horas, e através de microscopia foi determinada a
porcentagem de conidios germinados em cada tempo/temperatura determinados. Os resultados
indicam a média + desvio padréo; n = 3. *p < 0,01.

4.1.2.2 O mutante nulo ArlmA apresenta defeitos relacionados ao

crescimento vegetativo e a integridade da parede celular

A parede celular esté relacionada a resisténcia de agentes estressores e
drogas quimioterapicas em A. fumigatus [30]. Assim, as linhagens selvagem,
mutante e complementante foram expostas a alguns destes agentes e drogas
com o intuito de entender a funcédo de RImA na manutencdo da integridade da
parede celular neste patdégeno. Os testes foram realizados em placas de Petri
contendo meio completo sélido YG na presenca e auséncia dos agentes
testados. Uma das drogas testadas foi a cafeina (CAFF). A cafeina ainda néao
possui um mecanismo de acdo completamente elucidado, porém acredita-se

gue esta droga tem como alvo o complexo de proteinas TOR quinases, cuja
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inibicAo em S. cerevisiae acidentalmente ativa a cascata Pkcl-Mpk1, e induz
uma répida fosforilacdo do Mpkl acompanhada por uma ativacdo do fator de
transcricdo RIm1 [161]. Esta droga foi testada em diversas concentracoes,
onde foi possivel observar que a linhagem mutante apresentou pequena
sensibilidade equiparada a linhagem selvagem (figura 11A). Agentes
classicamente usados para identificar a sensibilidade de mutantes com
alteracao na via da integridade da parede celular séo o CFW e o CR. Ambos
compostos possuem dois grupos de acido sulfénico, de tal forma que exercem
sua atividade somente quando estdo solubilizados em condi¢es ligeiramente
basicas ou neutras, quando um dos seus grupos de acido sulfénico se torna
negativamente carregado [162]. Em fungos CFW e CR se ligam
preferencialmente as cadeias de quitinas, interferindo na montagem da parede
celular. Estes, ao se ligarem as quitinas impedem a ligagéo de 3(1,3) glucana e
B(1,6) glucana. Como resultado, a parede celular se torna enfraquecida. A
presenca de CFW ou CR também resulta em entumescimento ou lise da
extremidade de hifas dos fungos filamentosos, como A. niger, resultando no
enfraguecimento da parede e alteracdo da pressao interna de turgor [163]. Na
figura 11A observa-se 0 aumento da susceptibilidade da linhagem ArlmA a
estes agentes. Menores concentracdes de CR e CFW também foram testadas
e indicaram que a diminuicdo da tolerancia da linhagem ArlmA para CFW e CR
ocorreu quando as concentragdes eram tao baixas quanto 25 ug/mL e 30 ug/mL,
respectivamente (APENDICE A, figura Al).

O dodecil sulfato de sédio (SDS) é um detergente anibnico, sua acdo na
célula fungica se da possivelmente pela acéo direta na membrana plasmatica e
pela desnaturacédo local de proteinas da membrana e da parede celular, porém,
sabe-se que mutantes com deficiéncia da formacdo de parede celular
apresentam maior sensibilidade a este agente [30]. Um aumento da
susceptibilidade a este agente na linhagem mutada ArlmA pode ser observado
na figura 11A.

As equinocandinas semissintéticas (por exemplo, caspofungina e
anidulafungina) possuem como alvo a parede celular fungica, através da
inibicao da sintese de (3(1,3) glucana pela inibicdo ndo competitiva da enzima

B-1,3 glucana sintase (Fksl). Essas drogas induzem alterac6es morfoldgicas e
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de crescimento devido a formacdo deficiente da parede celular, e
demonstraram potentes valores de CIM em ensaios epidemioldgicos [21],
embora clinicamente as equinocandinas sdo drogas de segunda escolha para
tratamento da aspergilose pulmonar invasiva. As linhagens tiveram sua
sensibilidade avaliada as equinocandinas anidulanfungina (AF) e caspofungina
(CASP) tendo sido observado aumento da sensibilidade a estas drogas no
mutante ArlmA como pode ser observado na figura 11A.

A limitagdo de nutrientes é um dos estresses mais significativos
encontrados por microrganismos na natureza [164]. Para determinar se RImA
estaria relacionado a protecdo de A. fumigatus das consequéncias deletérias
da deplecdo de cations divalentes, realizou-se o teste de crescimento das
linhagens selvagem, mutante ArimA e complementante na presenca do EDTA
(acido etilenodiamino tetra-acético), um agente quelante de célcio e magnésio,
e foi possivel observar que a linhagem ArlImA foi mais sensivel a privacao de
metal causada pelo agente quelante EDTA (1 mM) (figura 11A).

A nikomicina Z é uma droga que promove a inibicdo da sintese de quitina
atuando como analogo competitivo do substrato UDP-N-acetilglucosamina no
sitio catalitico [165]. A quitina € um importante componente para a formacéo da
parede celular em Aspergillus ssp. [12]. Como um teste inicial para verificarmos
se a delecdo de rImA estaria levando a reducdo da sintese de quitina na
parede celular e portanto causando uma maior sensibilidade a esta drogas,
linhagens foram cultivadas na presenca deste agente onde foi possivel verificar
gue a delecao de rimA promoveu um aumento da sensibilidade de A. fumigatus
a nikomicina Z (figura 11B) podendo desta forma relacionar RImA como sendo

um dos ativadores das enzimas de biossintese de quitina em A. fumigatus.
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A wt ArlmA ArlmA::rimA*

108 108 104 108 108 10° 104 108 10¢ 105 104 103

B nikkomycin Z (uM)

control N 50 100 150

ArlmA::rimA*

Figura 11: Teste de sensibilidade do mutante ArimA a diferentes drogas que causam
estresse de parede celular. (A) A determinagdo da sensibilidade as drogas estressoras foi
realizada através da técnica de drop-out. Diluicdes seriadas da suspensdo de conidios de cada
linhagem foram inoculadas em placa de Petri contendo meio completo sélido YG com as
concentragbes das drogas determinadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.
Observa-se que a linhagem ArlmA possui uma maior sensibilidade a acdo destes agentes.
(B) 1x10° conidios das linhagens foram inoculados em placa de 24 pocos contendo meio sélido
completo YG na presenca das concentra¢des indicadas de nikomicina Z a 37 °C por 48 horas.
Observa-se que a linhagem ArImA possui uma maior sensibilidade a acdo deste agente.

Como mostrado CR e CFW evidenciam os efeitos fenotipicos mais
pronunciados sobre o mutante ArlmA. O fendtipo de aumento da sensibilidade
a estes agentes e também a cafeina pode ser parcialmente resgatado em meio
minimo contendo o estabilizador osmotico D-sorbitol (1,2 M) (figura 12), o que
sugere um possivel defeito da parede celular na linhagem mutante ArimA.

Entretanto ndo foi possivel observar fendétipos de lise no mutante ArlmA na
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presenca de dano da parede celular causado por CR ou CFW em analises

microscoépicas (dados ndo mostrados).

MM Glucose 1%
wt ArlmA ArlmA::rimA*

108 10° 104 10° 106 105 104 10% 106 10° 104 103

CAFF 2.5 mM

CR 300 pg/ml

CFW 100 pg/ml

MM Glucose 1% + Sorbitol 1.2 M

wt ArlmA ArlmA::rimA*
108 105 104 103 108

105 105 104 10°

105 104 10°
control & o ¥ 8% @Q . R

CAFF 2.5 mM
CR 300 upg/mli @ o

CFW 100 pg/ml

Figura 12: A sensibilidade as drogas que causam estresse de parede € parcialmente
revertida na presenca do estabilizador osmotico D-sorbitol. Diluicdes seriadas da
suspensdo de conidios de cada linhagem foram inoculadas em placa de Petri contendo meio
minimo glicose 1 % e meio minimo glicose 1 % acrescido de sorbitol 1,2 M, ambos com as
concentragfes de drogas determinadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.

A remocado enzimatica da parede celular leva a formacao de protoplastos
esféricos e a perda do crescimento polarizado. Entretanto, se houver nova
deposicao de parede celular o eixo polarizado se restabelece [166]. A indugao
do estado de protoplastos nestes germinantes é um evento necessario,
utilizado para as transformacdes em A. fumigatus. A alteracdo na formacéo da
parede celular em A. fumigatus pode alterar a capacidade de remocéao
enzimatica da parede celular neste patdgeno. Assim, como uma abordagem
indireta para investigar a composicdo e a arquitetura da parede celular na
linhagem ArlmA, hifas das linhagens ArlmA, selvagem e complementante

ArlmA::rimA* foram submetidas a digestao enzimatica por Lallzyme MMX™  um
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mix enzimatico composto por glucanases e pectinases de Trichoderma sp. e
A. niger. Uma aliquota da reacdo de protoplastizacdo foi retirada a cada
2 horas em um intervalo de 6 horas de incubacao, e os protoplastos obtidos em
cada linhagem testada neste intervalo foram quantificados em camara de
Neubauer. Desta forma foi possivel observar que a linhagem mutante ArlmA
possui uma capacidade de 79,1 % e 81,3 % de protoplastizagdo maior que a
linhagem selvagem apoés 4 e 6 horas de reacao, respectivamente, como pode
ser observado na figura 13A, indicando que a parede celular do mutante ArimA
era muito mais susceptivel a degradacédo enzimatica. Este resultado sugere
gue a linhagem mutante possuia uma composic¢ao de carboidratos modificados,
0 que levaria a uma maior acessibilidade a digestao por via enzimatica.

Devido a este resultado e aos testes fenotipicos que demonstraram que
rImA esta relacionado a resisténcia a agentes agressores da parede celular
como CR e CFW (figura 11), tornou-se interessante continuar os estudos
analisando a composi¢ao e a morfologia da parede celular no mutante ArimA.
Para investigar se era a modificacdo da organizacdo dos carboidratos que
estaria afetando a formacédo da parede celular em A. fumigatus, o contetdo de
B(1,3) glucana e quitina foram avaliados na linhagem mutante ArimA, na
linhagem selvagem e na complementante ArimA::rimA* através da ligacdo de
dectina-1 soluvel e CFW, respectivamente. A intensidade de marcacdo com
dectina-1 e coloracdo CFW por area fungica foi, respectivamente, 91,8 % e
43,5 % mais elevado no mutante ArlmA do que na linhagem selvagem e
complementante (figura 13B-C).

O biofilme se trata de uma comunidade de microrganismos associados e
firmemente aderidos a uma superficie por meio de uma matriz extracelular de
polimeros (substancias de cadeia longa). Esta matriz € permeada por canais 0s
guais permitem a passagem de substancias, colocando os microrganismos ali
presentes em contato com o ambiente mais externo. Uma das vantagens dos
biofilmes é conferir maior resisténcia a estresses bioldgicos, quimicos e fisicos
dos microrganismos. Uma consequéncia disso é 0 baixo sucesso no uso de
antibidticos e biocidas contra microrganismos infecciosos organizados na forma
de biofilme [167].
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Embora os padrbées de formacgéo de biofilmes por diferentes organismos
sejam similares, em fungos filamentosos o padrdo da formacgdo deste ainda é
desconhecido. Fanning and Mitchell [168] propuseram um modelo da formacéo
de biofilme nestes microrganismos que € divido em 6 estagios que vao da
formacdo inicial de biofilme que compreende a adesdo dos esporos ou
fragmentos de hifas em uma superficie, até o estagio de dispersao, no qual séo
liberados esporos ou fragmentos do biofilme, que atuariam como novos
propagulos, podendo dar origem a novos biofiimes. A parede conidial &
pigmentada por hidrofobinas denominadas rodlets, estas estéo relacionadas a
adesao em A. fumigatus [168].

Sendo a parede celular o suporte para estas moléculas relacionadas a
adesdo em A. fumigatus [24, 169] buscou-se investigar se a perda da funcéo
de RIMA poderia causar alguma alteracdo na adesao de A. fumigatus. Para
isto, a capacidade da formacéo inicial de biofilme nas linhagens foi quantificada
pelo ensaio de adesdo em placas de poliestireno. Foi observada uma reducao
da capacidade de formacéo de biofilme na linhagem ArlmA como mostrado na
figura 13D.
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Figura 13: A perda da fungdo de RImA causa aumento da hidrolise enzimatica da parede
celular, maior detecgdo de B(1,3) glucana e quitina, e diminuicio da formagao de
biofilme. (A) 100 mg de micélio foram incubados em 50 mL da mistura de digestdo contendo
Lallzyme MMX™ nos tempos de incubagao indicados. Os protoplastos foram quantificados em
uma camara de Neubauer (*p < 0,01). Os conidios de A. fumigatus foram cultivados em meio
liquido para o estagio de hifas, estas foram fixadas por UV e coradas com dectina-1 solGvel ou
CFW para detectar o conteudo de ((1,3) glucana exposta (B) ou de quitina (C). A intensidade
de coloracéo foi calculada pela média da quantidade de coloracao relativa a area total de cada
célula fangica utilizando o software ImageJ®. Os experimentos foram realizados em triplicata, e
0s resultados sao exibidos como valores da média + desvio padréo (* p < 0,05). (D) A formagéo
de biofilme foi avaliada por absorbéncia do cristal violeta a 570 nm e expressa como a
porcentagem de adeséo considerando 100 % para a linhagem selvagem. Os experimentos
foram realizados em quintuplicata e os resultados séo as médias + desvio padrao (*p < 0,05).

Subsequentemente, investigou-se também a organizacdo da parede
celular no mutante ArlmA por microscopia eletrénica de transmissao (TEM). Os
germinantes da linhagem ArImA possuiam a parede celular cerca de duas
vezes mais espessa do que a parede celular observada na linhagem selvagem
e na linhagem complementante (figura 14).
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Figura 14: Germinantes da linhagem ArImA apresentam parede celular mais espessa.
(A) A linhagem selvagem, mutante ArlmA e complementante ArimA::ArlmA* foram cultivadas
em meio completo YG e preparados para analise de TEM. Barras = 200 nm. (B) Medida da
espessura da parede celular dos germinantes. Os valores sao expressos como média = desvio
padrao de 100 diferentes germinantes. * p < 0,05 (One Way ANOVA).

Existem diferencas estruturais marcantes na composicdo da parede
celular de conidios e da fase filamentosa (hifa) do A. fumigatus. A parede
celular conidial é pigmentada e apresenta uma superficie altamente
hidrofobica. Esta caracteristica é conferida pela presenca de melanina e de
agregados de proteinas denominadas hidrofobinas [33, 170]. As hidrofobinas
de classe I, com baixo peso molecular (10 a 20 kDa) estdo organizadas na
superficie dos conidios de A. fumigatus formando uma estrutura denominada
rodlet [171]. Esta estrutura é caracteristica dos conidios dormentes e se
perdem a medida que o conidio germina e se diferencia em hifas. Estas podem
estar envolvidas em varias funcbes, como adeséo inicial as células do
hospedeiro, protecdo contra agentes quimicos, enzimaticos e células
fagociticas no nicho ecoldgico e, além disso, facilitam a dispersédo dos conidios
por correntes de ar [172]. Para verificar a arquitetura da parede externa dos
conidios e possiveis alteracbes na distribuicAo dos rodlets, conidios da

linhagem selvagem, mutante ArimA e complementante ArimA::rimA* foram
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analisados por microscopia eletronica de varredura (SEM). Os resultados
mostraram uma reducdo na distribuicdo de rodlets no mutante ArlmA em
relacdo a linhagem selvagem e complementante ArimA::rimA* (figura 15A). De
fato, a extracdo de hidrofobinas presentes na superficie dos conidios com acido
fluoridrico (HF) seguida de SDS-PAGE 15 % permitiu validar a observacédo de

gue menos hidrofobinas sdo acumuladas no mutante ArlmA (figura 15B).

ArlmA::rimA

MW (kD)
WwWT
ArlmA

15- . RodA
" RodAp*

Figura 15: Analise da superficie dos conidios de A. fumigatus e quantificacdo da
hidrofobina na linhagem selvagem e mutante ArImA. (A) Os conidios foram crescidos em
meio completo solido YG por 48 horas, em seguida coletados através de uma fita de carbono,
fixados no porta amostra metalico e recobertos por sputtering com ouro, para posterior analise
no microscopio eletrénico de varredura (Inspect S 50, FEI). Os aumentos observados séo de
15.000 x e 40.000 X respectivamente. (B) Gel de SDS-PAGE 15 % corado com prata contendo
extratos de conidios tratados com &cido hidrofluoridrico da linhagem selvagem e do mutante
ArlmA. O nimero de conidios submetido a extracdo de hidrofobinas foi validado através da
contagem de UFC em meio YG s6lido como normalizador do experimento. RodA corresponde
a RodA nativa e RodAp* a RodA parcialmente degradada.

Em conjunto, esses resultados sugerem que a linhagem mutante ArimA
possui uma organizacdo da parede celular modificada que afeta varias

respostas aos estimulos ambientais.

4.1.3 Os genes pkcA, mpkA e rimA da CWIP interagem geneticamente em

A. fumigatus

Recentemente, Rocha e colaboradores demonstraram que PkKcA atua
juntamente a MpkA [42]. No entanto, ainda ndo se sabe se RImA é o fator de
transcricio MADS-box que em Uultima andlise, ativado pela fosforilacdo de
MpkA, responde ao dano da parede celular em A. fumigatus. Para investigar

esta questédo, foram analisadas as possiveis interacdes genéticas entre pkcA,
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mpkA e rimA durante o dano da parede celular. Para tanto foram construidos
os duplos mutantes ArlmA pkcA®>%R ArimA AmpkA e pkcAC>°R AmpkA (figura
16 A-B-C).

Para a construgdo do duplo mutante ArlmA pkcA®>°R a linhagem ArlmA
teve o marcador auxotréfico pyrG removido utilizando o Acido 5-Fluoroorotic
(5-fluorouracil-6-carboxylic acid monohydrate; 5-FOA) (Thermo Scientific), e
posteriormente o cassete da linhagem pkcA®®"®R [42] que continha novamente
o marcador auxotréfico pyrG foi reinserido atraves da técnica de transformacéo
em A. fumigatus. J& para a construcdo dos duplos mutantes ArlmA AmpkA e
pkcAC>®R AmpkA foi amplificado o cassete de dele¢do génica da linhagem
AmpKA [30] e este foi posteriormente transformado nas linhagens pkcA®>°R e
ArimA de A. fumigatus. O cassete desta linhagem continha o gene de
resisténcia a piritiamina, e utilizando esta droga no meio de cultura foram
selecionados candidatos resistentes que foram posteriormente confirmados por
PCR (figura 16 B-C).
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Figura 16: PCR de valida¢do dos duplos mutantes de CWIP. (A) O cassete de substituicdo
pkcACS®R foi amplificado a partir do plasmideo pRS426 que contém o cassete recombinado como
descrito anteriormente por Rocha, Godoy [29], este cassete foi transformado na linhagem receptora
ArimA pyrG- para obter o duplo mutante ArlmA pkcA®>"*R, A reposicdo do gene pkcA neste mutante
foi verificada por PCR com o conjunto de oligonucleotideos cpkcA FW e pyrG REV, produzindo
uma banda de amplificacdo de 6,7 kb. (B-C) Para gerar os mutantes duplos AmpkA ArimA e
AmpkA pkcA®S™R | o cassete de delecdo de mpkA foi amplificado a partir do DNA gendmico da
linhagem AmpkA utilizando o conjunto de oligonucleotideos MpkA 5 FW e MpkA 3’ REV e
transformado em ambas as linhagens ArlmA e pkcAC5™*R, O cassete de delecdo de mpkA contém o
gene ptrA como marcador de selecéo [40]. A substituicio do mpkA nestes duplos mutantes foi
verificada utilizando o conjunto de oligonucleotideos MpkA 600 ups e MpkA 3’ _REV, que podem
ser usados para discriminar a remo¢do de mpkA do locus selvagem, produzindo uma banda de
amplificacéo de 5,5 kb no mutante nulo, ou 5,0 kb na linhagem que contém o locus mpkA selvagem.
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A andlise do crescimento radial dos duplos mutantes isolados foi
realizada no intuito de avaliar possiveis defeitos de crescimento vegetativo,
bem como a interferéncia da temperatura na taxa de desenvolvimento
vegetativo nas linhagens produzidas. O crescimento e morfologia de colonias
vegetativas dos duplos mutantes em meio sélido YG sdo apresentados na
figura 17. Curiosamente, os trés duplos mutantes ndo conidiam a 45 °C (figura
17).

Figura 17: Crescimento radial e morfologia das colénias dos mutantes simples parentais
e duplos da CWIP. 1x10° conidios foram inoculados no centro da placa de Petri contendo
meio de cultura solido YG, e posteriormente incubaram-se as linhagens em diferentes
temperaturas durante 72 horas.

A epistasia entre os genes da CWIP foi determinada através da
avaliacdo da sensibilidade dos duplos mutantes a CR, CFW, CASP e SDS em

hY

relacdo a sensibilidade dos mutantes simples parentais. O duplo mutante
ArlmA pkcAC>®R foi inibido da mesma forma que as linhagens parentais
correspondentes na presenca de CR, CFW, CASP e SDS, indicando que pkcA
e rlmA exibem a epistasia esperada para a organizacdo da via (figura 18,
APENDICE B, figura B1A-B-C-D). Os genes rimA mpkA também parecem estar
interagindo geneticamente na presenca de CR, CFW e CASP, mas ndo na
presenca de SDS, mas sabe-se que a linhagem AmpkA é intrinsecamente mais
resistente ao SDS [40]. No entanto, o fenotipo do duplo mutante pkcA®®"*R
AmpkA se assemelha ao da linhagem AmpkA (figura 18, APENDICE B, figura

B1-D). Uma possivel explicacéo para isso é a de que ha uma atividade residual
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de PkcA no mutante pkcA®>®R e, desta forma, mpkA estd atuando como o
regulador central na CWIP de A. fumigatus, tal como avaliado pelos seus
fendtipos mais severos na presenca do estresse de parede celular.
Vale ressaltar que PkcA € um gene essencial em A. fumigatus [29]. Estes
dados indicam que a organizacdo da CWIP em A. fumigatus é semelhante a via
canbnica em S. cerevisiae, e que RImA é o fator de transcricdo regulado pela

via MAP quinase em A. fumigatus.

control CR(75ugimL) CFW (40 pg/mL) CASP (5ng/ml)  SDS (0.02%)

108 10° 10* 10® 10° 105 10* 10°® 10° 10° 104 10® 10° 10° 10* 10° 10° 105 10* 10°

000 00+ . 000 0004 0:

Figura 18: rImA, pkcA e mpkA interagem geneticamente durante o estresse da parede
celular. Fenodtipos de crescimento das linhagens selvagem, pkcAS%"R ArimA, AmpkA e duplos
mutantes correspondentes. O ndmero indicado de conidios foi inoculado em placas de Petri
contendo meio completo sélido YG suplementado com CR, CFW, CASP e SDS. As placas
foram incubadas durante 48 horas a 37 °C. A interacdo genética foi determinada através da
avaliacdo da sensibilidade dos duplos mutantes e dos simples mutantes parentais as drogas.

4.1.4 RImA regula positivamente a fosforilacdo de MpkA e é induzido a

nivel proteico e transcricional durante o estresse de parece celular

Recentemente foi relatado que a fosforilagdo de MpkA induzida por CR
€ dependente de PKkcA, pois a perda da fun¢do ou a inibicao farmacolégica de
PkcA leva a niveis mais baixos da fosforilacdo de MpkA [42, 173], e conforme
demonstrado na figura 18, pkcA, mpkA e rImA interagem geneticamente
durante o estresse da parede celular causado por CR. Desta forma, torna-se
interessante investigar o nivel de fosforilacdo de MpkA sob essas condi¢des na
linhagem mutante ArlmA, o que equivale dizer que essas duas proteinas
interagem fisicamente durante o estresse de parede celular. Esta questao da

interacdo entre essas duas proteinas sera retomada no moédulo 3 desta tese.
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Com o intuito de verificar se RImA é ativado via fosforilagdo pela
MAP quinase MpkA na presenca de um agente estressor da parede celular, a
linhagem mutante ArimA e a linhagem selvagem foram expostas ao CR por 15,
30 e 60 minutos. Para a deteccéo da fracéo fosforilada de MpkA utilizou-se um
anticorpo anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 9101) que
reconhece a fracdo fosforilada de MpkA, e como controle experimental utilizou-se
0 anticorpo anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 4370), que detecta
MpkA total (figura 19A). Adicionalmente, como controle experimental foi
utilizado também o anticorpo anti y-tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology)
(figura 19A). O resultado de Western blot foi quantificado (figura 19B) utilizando
o software ImageJ®.

A proteina MpkA foi fosforilada em resposta a CR ao longo do tempo de
experimento apresentando aumento de sinal de 1,5, 2,0, e 3,5 vezes apos 15,
30 e 60 minutos de exposicdo ao CR na linhagem selvagem, respectivamente
(figura 19A-B), confirmando que o CR pode induzir a CWIP em A. fumigatus.
Surpreendentemente, a fosforilagdo de MpkA foi mantida a niveis mais baixos
apos a exposicao do mutante ArlimA ao CR (figura 19A-B). Estes resultados
sugerem que existe um possivel papel regulador positivo de rimA durante o
estresse da parede celular que pode intensificar a atividade da CWIP, e o

efeito final € o aumento da fosforilacdo de MpkA.
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Figura 19: A delecéo de rImA reduz a fosforilagcdo da MAP quinase MpkA na presenca do
estresse de parede celular provocado por CR. As linhagens foram cultivadas durante
16 horas em meio completo YG a 37 °C, e na sequéncia 300 pg/mL de CR foram adicionados
as culturas. Estas foram incubadas por 0, 15, 30 e 60 minutos na presenca do agente indutor.
As proteinas foram extraidas, posteriormente quantificadas e preparadas para Western blot.
(A) Marcacdo com o anticorpo anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies) e
anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies). Como controle de carregamento foi utilizado o
gel de SDS-PAGE 12 % corado com coomassie blue e o anticorpo anti Y-tubulin (Santa Cruz
Biotechnology). (B) O resultado de Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ®
para a obtencéo dos valores de abundéncia relativa.

Para avaliar a abundancia proteica de RImA durante o estresse da parede
celular, foi gerada uma linhagem rimA::gfp, mantendo-se o promotor endégeno e
substituindo o alelo rimA da linhagem selvagem de A. fumigatus (figura 20A).
Para a construgdo do cassete de substituicdo génica utilizou-se a técnica de
recombinacao in vivo em S. cerevisiae [140], que permitiu a recombinacdo dos
fragmentos independentes no plasmideo pRS426. Posteriormente este cassete
foi amplificado por PCR utilizando os oligonucleotideos da extremidade 5" e 3", e
0 produto de PCR foi purificado e posteriormente transformado na linhagem
AakuBKY8 [136] de A. fumigatus (figura 20A). As linhagens candidatas a
transformantes de A. fumigatus tiveram seu DNA gendmico extraido e foram
testadas através da técnica de PCR para a triagem dos transformantes (figura
20B). Esta linhagem resultante se comporta exatamente como a linhagem
selvagem em termos de crescimento vegetativo e tolerancia a agentes que

causam estresse de parede celular (figura 21).
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Figura 20: Construcdo da linhagem rimA::gfp de A. fumigatus. (A) Estratégia de
substituicdo genética para a construgdo da linhagem rimA::gfp. A sequéncia gendmica de rimA
sem o stop cddon foi clonada in frame com o gene da proteina fluorescente verde (GFP) em
uma fusdo C-terminal separada por um espacador Gly-Thr-Arg-Gly. O gene pyrG foi usado
como um marcador de prototrofia. O ensaio de recombinagdo in vivo em S. cerevisiae foi
realizado como descrito anteriormente. O cassete rimA::gfp foi amplificado por PCR, e
posteriormente transformado na linhagem selvagem de A. fumigatus Aku80 pyrG-. (B) Os
transformantes foram cuidadosamente testados por PCR com os oligonucleotideos rimA 5F e
GFP REV pyrG para confirmar a substituicdo do I6cus rimA para a criagdo da fusdo rimA::gfp.

Além disso, como um procedimento de controle adicional, realizou-se a
transformacdo do cassete rimA:gfp na linhagem mutante ArlmA pyrG- gerando
linhagens complementantes que foram capazes de resgatar completamente o

fendtipo de defeitos associados a parede celular no mutante nulo ArimA (figura 21).
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Figura 21: O cassete rImA::gfp complementa funcionalmente o mutante nulo ArimA. O
cassete rimA::gfp foi amplificado a partir do plasmideo pRS426 que continha o cassete de
substituicdo génica e posteriormente transformado na linhagem receptora ArlmA pyrG-. Vérios
ArimA:rimA::gfp* revertentes foram analisados fenotipicamente na presenca do estresse da
parede celular causado por CFW e CR. 1x10° conidios de cada linhagem foram inoculados em
meio soélido YG suplementado com diferentes concentracées dos agentes perturbadores da
parede celular.

Para verificar se a quantidade total de RImA é modulada na presenca do
estresse de parede celular, andlises de Western blot foram realizadas
utilizando o anticorpo anti GFP (Sigma Aldrich G1544). Foram analisados
extratos da proteina da linhagem rlimA::gfp cultivada sob condi¢cbes de estresse
induzidas pelo CR (300 pg/mL de CR por 15, 30 e 60 minutos). Observou-se
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um aumento de cerca de 2,4 vezes na expressao de proteinas RImA apds os
primeiros 15 minutos de exposicdo ao CR (figura 22). Consistentemente, a
linhagem funcional rimA:.gfp apresenta os niveis de fosforilacdo de MpkA
iguais ao da linhagem selvagem de A. fumigatus nas mesmas condi¢des (figura
22).

rimA:: GFP (CR 300 pg/ml)
control 15 30’ 60’

anti GFP —5_‘ —

antiv-aubuiin | R S S

RIMA::GFP/ y-tubulin 1.21 2.75 1.23 0.97

anti p44/42 MpkA | s cm— S w——

MpkA-P/ MpkA 0.02 0.43 0.86 2.28

Figura 22: Analise da expressao proteica de RImA na presenca de CR. A linhagem foi
cultivada durante 16 horas em meio completo YG a 37 °C, na sequéncia, 300 ug/mL de CR
foram adicionados as culturas. Estas foram incubadas por 0, 15, 30 e 60 minutos na presenca
do agente indutor. As proteinas foram extraidas, quantificadas e preparadas para Western blot.
Marcacdo com o anticorpo anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 9101),
anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies, 4370), anti GFP (Sigma Aldrich G1544) e com
o anticorpo anti Y'-tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology) como controle de carregamento.
O gel de SDS-PAGE 12 % corado com coomassie blue (Sigma Aldrich) foi utilizado como
controle adicional de carregamento. O resultado de Western blot foi quantificado utilizando o
software ImageJ® e os valores numéricos abaixo dos painéis indicam a abundancia relativa.

As mesmas condigbes de indugdo do mutante ArlmA e da linhagem
selvagem de A. fumigatus utilizadas para a analise da fosforilacdo de MpkA por
Western blot (figura 19A), juntamente com amostras da linhagem AmpkA,
foram utilizadas para avaliar o acimulo de mRNA do gene rimA e de outros
genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese de parede celular
durante esta condicdo de estresse. Essa abordagem tem como objetivo
compreender as eventuais alteracdes da transcricdo, que ocorrem na célula
guando o fator de transcricdo rimA ou a MAP quinase mpkA estdo ausentes, 0
que poderia explicar o aumento da sensibilidade dos mutantes ArlmA e AmpkA

a agentes estressores da parede celular. Foram analisados os niveis de mRNA
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de pkcA, mpkA, rimA e os principais genes que codificam enzimas da
biossintese da parede celular: a subunidade catalitica $(1,3) glucana sintase
(fksA); a(1,3) glucana sintases (agsA-C); 1,3-8 glucanosil transferases (gelA-C
e geld), e as oito quitinas sintases de A. fumigatus (chsA-G e csmB) (figura 23
A-B e APENDICE C, figura C1A-B).

Uma analise mais detalhada dos dados os quais estdo mostrados no
heat map da figura 23 permitiu identificar os genes regulados pela CWIP em
resposta ao CR, e possibilitou a divisdo da resposta em trés categorias: (i) 0s
genes que respondem ao estresse por CR, e que tem a expressdo aumentada
(up-regulated) por CR, sendo eles rimA, mpkA, fksA, agsA-B-C, geld e
chsA-C-E-F-G; (i) os genes que ndo respondem ao CR e, que portanto
mostram pouca ou nenhuma resposta ao CR, sendo eles pkcA, gelA-B-C, e
csmB; e (ii) os genes de resposta negativa, que sdo portanto regulados
negativamente por CR, sendo eles especificamente chsB e chsD (figura
23A-B). Os graficos de expressdo relativa estdo apresentados no APENDICE
C, figura C1A-B.
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Figura 23: Analise de agrupamento hierarquico evidenciando o perfil de expressao dos
genes selecionados para a linhagem selvagem e mutantes ArimA e AmpkA em resposta ao
estresse da parede celular induzido por CR. Os niveis relativos de cada transcrito foram
quantificados por RT-gPCR utilizando mRNA extraido apés 0, 15, 30, e 60 minutos de exposi¢ao
ao CR. Os valores foram transformados em logz e submetidos a um algoritmo de agrupamento
hierarquico  (distancia  Euclidiana) usando o software TMEV  (disponivel em
http://www.tm4.org/mev.htmL). O esquema de cores foi usado para designar genes que foram
regulados negativamente (verde) ou regulados positivamente (vermelho). A cor dos nomes dos
genes indicam a resposta da linhagem selvagem ao estresse da parede celular induzida por CR,
conforme mencionado no texto: (i) genes up-regulated (azul); (i) genes com resposta limitada
(verde); (ii)) genes de resposta negativa (laranja). (A) diversos genes que regulam a biossintese
da parede celular e (B) genes que regulam as quitinas sintases. O APENDICE C, figura C1A-B
mostra os graficos de barras e o valor da expresséo relativa de cada ponto de tempo.

Os resultados mostram que ha padrfes variaveis para a expressao dos
genes relacionados a sintese de parede celular no background genético das
linhagens mutantes ArlmA e AmpkA. Assim, torna-se interessante agrupar os
genes com o objetivo de mostrar a ativacao/inibicdo ou a ndo correlacéo entre
rimA, mpkA e os genes da biossintese da parede celular selecionados neste
estudo transcricional. Estes resultados estdo resumidos no diagrama

apresentado na figura 24, onde o esquema de cores € 0 mesmo descrito na

figura 23.
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Figura 24: Esquema demonstrando a proposta de regulagcdo génica para a
ativacdo/inibicdo ou a ndo correlacdo entre rimA, mpkA e os genes da biossintese da
parede celular durante o estresse induzido por CR. Na CWIP MidA é o principal
mecanossensor envolvido no estresse de parede celular responséavel pela indugdo de agentes
apos o tratamento com CR. A conexdo do mddulo PkcA-Bckl-Mkk2-MpkA aos elementos
upstream de sinalizacdo € mediada pelo fator de troca do nucleotideo guanina Rom2 e pela
Rho GTPase Rhol. As caixas azuis indicam genes que respondem ao CR e sao, portanto,
transcricionalmente regulados. As caixas verdes indicam genes agrupados na categoria de
respondedores limitados ao CR que resulta em auséncia de resposta ou resposta limitada ao
CR. As caixas laranja representam os genes de resposta negativa (down-regulated) por CR. Os
simbolos (+) e (-) mostrados em verde ou vermelho indicam uma sequéncia reguladora de rimA
e/ou mpkA na regulacdo positiva ou negativa (respectivamente) na transcricdo de genes alvos.
A seta curva indica o efeito regulador de feedback positivo de rImA na manutencdo da
fosforilacdo de MpkA durante o estresse da parede celular induzido por CR. As linhas
tracejadas indicam mecanismo adicional de transducdo de sinalizagdo hipotético. Este
diagrama é baseado nos dados apresentados neste trabalho e em dados publicados
anteriormente [23, 29, 32, 39].

Os genes de resposta (letras azuis e caixas azuis na figura 23 e figura
24, respectivamente) sdo transcricionalmente regulados por ambos, RImA e
MpkA, de forma positiva, exceto agsB, cuja expresséo foi significativamente
aumentada em ambos os mutantes ArlmA e AmpkA, especialmente na
auséncia de CR (3,7- e 3,9- vezes de aumento, respectivamente). Dentre os

genes que possuem pouca resposta ao CR (mostrado por letras verdes e
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caixas verdes na figura 23 e figura 24, respectivamente), pkcA é regulado
negativamente por rimA e mpkA, enquanto a quitina sintase csmB é regulada
positivamente por rimA e regulada negativamente por mpkA. Além disso, gelB
€ regulado positivamente por rImA e mpkA. Curiosamente, gelA e gelC
parecem ndo ser controlados pelo circuito de sinalizagdo da MpkA-RImA
durante a exposicdo ao CR. Em relacéo aos dois genes de resposta negativa
(chsB e chsD; mostrados em letras laranjas e caixas laranjas na figura 23 e
figura 24, respectivamente), ambos também sé&o regulados negativamente por
rimA, enquanto chsD é regulado positivamente exclusivamente por mpkA (os
valores de expressio estdo demonstrados no APENDICE C , figura C1A-B).

Em relacdo aos genes reguladores mpkA e rimA (respondedores ao CR:
letras azuis e caixas azuis na figura 23 e figura 24, respectivamente), a
ativacao transcricional de rimA na linhagem selvagem €& acompanhada por um
aumento nos niveis da proteina RImA (figura 22). Em contraste, esse aumento
na abundancia do mRNA de rlmA é significativamente reduzido na linhagem
AmpkA em comparacdo com a linhagem selvagem (2,2 vezes apés 60 minutos
de tratamento com CR, APENDICE C , figura C1A), sugerindo que a ativacio
de rlmA em resposta a CR depende da sinalizagdo PkcA-MpkA. Do mesmo
modo, ha também uma menor abundéncia de transcritos de mpkA no mutante
ArlmA em comparacdo com a linhagem selvagem, correlacionando-se com 0s
niveis mais baixos de fosforilagdo de MpkA observados na figura 19A.

Estes resultados sugerem que existe um ciclo de feedback positivo entre
MpkA e RImA, e que esses genes estdo envolvidos na ativagao transcricional
de vérios genes relacionados a parede celular e também na regulacdo da
CWIP.

Como uma abordagem adicional para compreender a funcdo de rimA de
A. fumigatus na ativacdo de genes envolvidos na manutencdo da parede
celular, construiu-se uma linhagem contendo o gene da luciferase (mLuc), um
gene reporter, sob o controle do promotor de agsA (a(1,3) glucana sintase) de
A. niger, para monitorar e medir as mudancas temporais na expressao da
luciferase. Esta abordagem foi escolhida porque em A. niger, RImA e o dominio
BOX de RImA TA(A/T)4TAG no promotor de agsA sdo necessarios para induzir

0 gene agsA na presenca de CFW [145]. Por conseguinte, duas linhagens
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foram geradas, uma em que o locus pyrG da linhagem selvagem (akuBKY8) foi
substituido pelo cassete PagsA::mLuc (MAF 6.6) e outro em que o locus pyrG
da linhagem ArImA foi substituido pelo cassete PagsA::mLuc (MAF 8.1). A
atividade da luciferase destas linhagens foi determinada em um ensaio de
atividade de luciferase na presenca do estresse de parede celular induzido por
CFW (figura 25). Os resultados mostram que a atividade da luciferase foi de
~5 a 20 vezes maior na linhagem MAF 6.6, sendo dose dependente de CFW
em comparagao com a linhagem 8.1 MAF (ArlmA). Estes resultados indicam
gue RImA de A. fumigatus pode ligar-se ao motif de ligacdo de agsA e ativar a
expressao da luciferase em resposta a um dano da parede celular, o que
sugere ainda um papel direto para rimA, onde este regula a expressdo de

genes envolvidos na resposta ao estresse da parede celular.
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Figura 25: Ensaio de atividade Lux em A. fumigatus MAF 6.6 (wt; PagsA::mLuc) e
MAF 8.1 (ArImA; PagsA::mLuc) incubadas com diferentes concentracdes de CFW.
(A) Atividade da luciferase medida em ODeoonm durante a incubacgéo da linhagem controle de
A. fumigatus (AakuBXY80 reporter lux) com agua deionizada e MAF 6.6 na presenca de 5-40
pg/mL de CFW apés 15 h de incubacdo. (B) Atividade da luciferase medida em ODeoonm
durante a incubagéo da linhagem controle de A. fumigatus (AakuBXY8 reporter lux) com agua
deionizada e MAF 8.1 (ArImA; PagsA::mLuc) na presenca de 5-40 ug/mL de CFW apés
15 horas de incubagéo. Os resultados foram normalizados pelo nimero de conidios (1,5x10*
por ensaio) e sédo expressos como resultado de trés repeticdes independentes.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram, desde as
primeiras analises fenotipicas do mutante ArImA, o seu acentuado defeito na
manutencao da integridade da parede celular (figura 11). Dessa forma, embora

ja tenham sido apresentados resultados de analise transcricional desse
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mutante durante o estresse de parede celular (figura 23, APENDICE C , figura
C1A-B), estes foram realizados somente com um grupo particular de genes.
Uma das observacfes desse trabalho é a de que a funcdo de RImA pode ser
mais extensa e ndo completamente correlata ao mecanismo regulatério em
S. cerevisiae em termos dos genes envolvidos na sintese e refor¢o da parede
que estariam sob o controle transcricional de rImA. Dessa forma, realizou-se
experimentos de microarray que tiveram como objetivo: (i) aumentar o
conhecimento sobre quais genes podem ser modulados positivamente por
rimA; (i) quais genes sdo diferencialmente expressos como um efeito de
resposta da célula, e que podem estar relacionados a manutencdo da
integridade da parede celular e que portanto sdo independentes de rimA.

Devido aos resultados anteriores que mostraram que CR na
concentracado de 300 pg/mL foi capaz de ativar a via da integridade da parede
celular via ativacado de MpkA por fosforilagdo (figura 19), esta concentracao de
CR foi escolhida para estudar como a linhagem ArImA se adapta a perturbacao
da integridade da parede celular sob a acao deste agente.

Embora os dados desse trabalho revelem que rImA desempenha um
papel chave na integridade da parede celular em A. fumigatus, a analise do perfil
transcricional mostrada na figura 23 abordou um nimero bem pequeno de genes
sabidamente envolvidos na biossintese e reforco da parede celular. De modo
interessante, um estudo de analise transcricional do mutante da MAP quinase
mpkA indicou também que poucos genes diretamente relacionados e conhecidos
como importantes para a manutencdo da integridade da parede celular foram
observados em analises de microarray [27].

Dentre os genes que puderam ser identificados apds exposicdo ao CR
nas andlises de microarray estdo o proprio rimA (Afu3g08520), fksA
(Afu6g12400), geld (Afu2g05340), Afulgl2040 (chitin biosynthesis protein),
Afu3g05580 (Protein with a predicted role in the regulation of chitin synthase
activity) como mais expressos na linhagem selvagem, e estes dados foram
validados através das analises de RT-gPCR em tempo real (dados néo
mostrados). Entretanto ndo houve modulacdo desses genes quando a
linhagem selvagem e ArImA foram comparadas em condi¢cdes de ndo inducéo
por CR.



144

O aumento da expressdo de rImA durante a exposicdo a droga CR
reafirma a participacdo deste gene na manutencéo da integridade da parede
celular e valida os resultados obtidos por RT-gPCR em tempo real
apresentados na figura 23A-B.

A andlise de microarray mostrou inducdo do gene fksA (Afu6gl12400;
subunidade catalitica da enzima [(1,3) glucana sintase) na presenca do CR e
um comportamento de dependéncia parcial de rlmA, conforme também
demonstrado anteriormente (figura 23A). Isto €, houve uma menor expressao
desse gene na linhagem mutante sob estresse de parede celular. Entretanto,
neste mesmo experimento ndo foram observadas alteragbes significantes da
expressdo de genes codificando para as quitinas sintases (chsA-G) e
a(1,3) glucana sintases (agsA-C), apesar desses genes terem apresentado
variacdo de expressdo quando analisados por RT-qPCR em tempo real (figura
23A-B).

Os genes que codificam as enzimas glucanosiltransferases (gel) sao
necessarios para a elongacéao das cadeias de B(1,3) glucana da parede celular
[174, 175]. gelA-C também néo apresentaram modulacao significante durante
exposicdo ao CR. Porém o gene gel4 (Afu2g05340) apresentou-se como mais
expresso na linhagem selvagem e reprimido na linhagem ArlmA na presenca
de CR, e estes dados foram validados através da analise de RT-gPCR em
tempo real (figura 23A). O gene gel4 é uma glucanosiltransferase essencial
constitutivamente expressa durante o crescimento da hifa e também induzida
durante a hipdxia [176, 177]. Ao contrario dos outros genes da familia
estudados até agora (sete no total), 0 gel4 € o Unico essencial [176].

Além disso, alguns outros genes relacionados a sintese da parede
celular foram diferencialmente expressos exclusivamente no experimento de
comparacao da linhagem selvagem em relagcdo ao mutante sem exposi¢cédo ao
CR. Dentre esses estd o gene agsA (Afu3g00910) que codifica uma
a(1,3) glucana sintase, gelA (Afu2g01170) (cerca de 3,0 vezes mais expresso
na linhagem selvagem), gel5 (Afu8g02130) (cerca de 2,5 vezes mais expresso
na linhagem selvagem), ambos codificando glucanosiltransferases e a quitina
sintase chsE (Afu2g13440). A figura C2 (APENDICE C) mostra um heat map

apresentando o padrdo de expressao de genes selecionados nos experimentos
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de comparacao da linhagem selvagem e da linhagem ArImA na auséncia de
exposicdo ao CR.

Durante a exposicdo ao CR foram modulados negativamente também
varios genes relacionados principalmente a remodelacédo da parede celular, a
maioria sdo ORFs ainda ndo caracterizadas em A. fumigatus, como, por
exemplo, genes envolvidos no metabolismo de B glucanas: Afu4g06820 que é
uma proteina GPI (glicosfosfatidilinositol) envolvida na biossintese de parede
celular de conidios [178]; Afu7g01540 uma endo 1,4 8 glucanase; Afu8g02330,
uma endoglucanase, putativa; Afu6g01800 (endoglucanase 1,4 B glucanase);
Afu2g09520 (endo 1,4 B glucanase); Afu7g08510 (a(1,3) glucanase); e
Afulg04260 endo-1,3 B glucanase (engll). A delecéo de engll, entretanto, ndo
apresentou fenotipos evidentes em relacéo a linhagem selvagem [179].

As andlises de microarray permitiram identificar varios genes
relacionados a remodelacdo da parede celular diferencialmente expressos
entre a linhagem selvagem e a linhagem mutante ArlmA, que n&o foram
demonstrados como dependentes de RImA em outros organismos fungicos,
tanto na auséncia como na presenca do estresse de parede celular.

Iniciando os estudos dos possiveis novos alvos de RImA durante o
estresse de parede celular em A. fumigatus, uma analise in silico foi realizada
usando o preditor MEME [180] e a ferramenta de comparacdo de motivos
TOM-TOM [181], para a identificacdo dos genes que apresentam o dominio de
ligagdo de rImA identificado anteriormente em A. niger o qual mostrou-se
conservado também em A. fumigatus TA(A/T)4TAG [58, 182]. A partir dessa
analise, alguns genes que continham o dominio de ligacdo predito de RImA
(RLM Box), e estavam ou ndo presentes nas analises de microarray, foram
escolhidos de acordo com a sua funcdo e possivel relacdo com o
remodelamento da parede celular em A. fumigatus e também em outros fungos
filamentosos. Para estes genes selecionados foram desenhados
oligonucleotideos direcionados para a analise por ChIP-gPCR da sua regiédo
promotora. Os genes escolhidos, assim como as sequéncias do dominio de
ligagdo de RIMA na regido promotora encontrado em cada gene estéo listados
na tabela 11. A localizacdo do RLM Box na regido promotora destes genes esta

esquematizada na figura 26A.
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Tabela 11: Genes relacionados a biossintese e manutencdo da integridade da parede
celular de A. fumigatus selecionados para a analise por ChIP-qPCR do fator de
transcricdo RImA.

Gene Sequéncia do RLM Box naregido
promotora
Afu4g13070 (wscl) TTATTTTTAA
Afu5g14060 (rho4) CTAAAAATAA
Afu2g01870 (chsA) TTATTTTTAG
Afu5g00760 (chsC) CTAATAATAA
Afu2g13440 (chsE) TTAATAATAA
Afu2g05340 (gel4) ATTAATAATAA
Afu2g05340 (geld) TTAATATTAA
Afu8g02130 (gel5) ATTATTTTTA
Afug8g02130 (gel5) ATTATATATA
Afu6g06340 (gfal) TTATTTTTAA
Afu3g05580 TTTATTTTTA

Os ensaios de ChIP-gPCR foram realizados conforme Ries, Rocha [183]
com modificacBes. Brevemente, a linhagem rimA::3xFLAG (figura 63, modulo
3) e a linhagem selvagem de A. fumigatus foram cultivadas por 16 horas em
meio completo liquido YG, e apds foram incubadas com 300 pug/mL de CR por
15, 30 e 60 minutos, seguindo o0 mesmo regime anterior para induzir o estresse
de parede celular. As amostras de micélio foram posteriormente transferidas
para outro erlenmeyer e submetidas ao cross-linking quimico DNA-proteina. As
amostras foram pulverizadas utilizando almofariz e pistilo até a obtencédo de um
pé fino. Este pd foi ressuspendido no tampdo CLB (secdo 3.8.29.3), e em
seguida as amostras foram lisadas utilizando ultrassom de ponteira de acordo
com o ciclo estabelecido [183]. Apés a lise das amostras, foi realizado o reverse
cross-linking, as amostras foram digeridas com RNAse, o DNA foi purificado e
correu-se um gel de agarose para verificar a qualidade da lise onde esperava-se
observar fragmentos entre 200 e 600 bp (dados ndo mostrados). Apds a
validacdo da sonicacdo, o lisado foi imunoprecipitado utilizando a resina
Dynabeads protein A®, e através da realizacdo de gPCR em tempo real
identificou-se os parceiros de RImA durante o estresse de parede celular em
A. fumigatus. Como controle negativo foi utilizado um oligonucleotideo que se
liga a uma sequéncia exdnica no gene PrxB (figura 26B).

As andlises de ChlIP-gPCR demonstraram que RIMA se liga a regido
promotora do mecanossensor Wscl (figura 26B), o mutante nulo deste
mecanossensor, Awscl, possui alteracdo no crescimento de colonias e na
producgéo de conidios [23], RImA também se ligou a Rho GTPase dowstream a

Wscl, Rho4 (figura 26B). Rho4 esté localizado no septo durante o crescimento
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polarizado em A. fumigatus, e o mutante nulo Arho4 possui redugdo na
conidiacdo e aumento da susceptibilidade a agentes e condi¢des perturbadoras
da parede celular (CFW, CR, temperatura), e além disso Wscl e Rho4
demonstraram ser importantes na resisténcia ao caspofungina, inibidor
de B(1,3) glucana sintase [23]. Rho GTPases sao conservadas em diversos
organismos fungicos incluindo Candida albicans, Candida glabrata,
Criptococcus neoformans e A. fumigatus [53], e sdo responsaveis pela ativagédo
da proteina quinase C, a quinase apical da CWIP, porém Dichtl, Helmschrott
[23] sugerem que a GTPase Rho4 ndo tem a sua agdo na manutengdo e
integridade da parede celular via CWIP, e sim por meio de alguma via
acessoOria que promove a ativacao do fator de transcricdo RImA [23].

As andlises de ChIP-gPCR demonstraram também que RImA se liga a
regido promotora dos genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese
de quitina, chsA-C-E, e a Afu3g05580 (Protein with a predicted role in the
regulation of chitin synthase activity) e a gsfA (glutamine-fructose-6-phosphate
amidotransferase), estas duas ultimas ainda ndo estdo caracterizadas em
A. fumigatus, porém em S. cerevisiae demonstraram estar envolvidas na
ativacdo da biossintese de quitina em resposta a danos causados a parede
celular [184, 185], e além disso RImA se ligou a regido promotora de duas
enzimas glucanosiltransferases (gel) necessarias para a elongacdo das

cadeias de 3(1,3) glucana da parede celular, gel4 e gel5 (figura 26B).
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Figura 26: ChIP-qPCR dos genes relacionados a biossintese da parede celular nas linhagens selvagem e rimA::3xFLAG durante o estresse de
parede celular provocado por CR 300 pug/mL, por 15, 30 e 60 minutos. (A) Localizacdo dos matifs de ligacdo de RImA na regido promotora dos genes
testados. (B) Para as analises de ChIP-gPCR as linhagens rimA::3xFLAG e selvagem foram cultivadas por 16 horas em meio completo liquido YG, e apoés
incubadas por 15, 30 e 60 minutos com CR. Os resultados demonstram a ligacdo de RImA & regido promotora dos genes testados (p < 0,05, n= 3). Para
genes com dois ou mais motifs de ligacdo de RImA na regido promotora, os graficos sdo apresentados de acordo com a proximidade da ORF. Como controle
negativo foi utilizado um oligonucleotideo localizado em uma regido exdnica do gene PrxB.
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4.1.5 A perda de rImA aumenta a susceptibilidade a drogas antifungicas e

altera a producéo de ergosterol

Baseado nos fenétipos relacionados a parede celular, e para determinar
como a perda de rlmA afeta o crescimento na presenca das principais classes
de compostos antifungicos no uso clinico [186], avaliou-se a sensibilidade das
linhagens selvagem e ArlmA para o triazol voriconazol, anfotericina B e para
caspofungina pelo método de Etest. Mesmo sendo processado como teste de
difusdo em disco, o Etest difere do método de disco convencional pelo uso de
um gradiente pré-formado e estavel do farmaco.

A anfotericina B interage especificamente com o ergosterol, esteroide
constituinte exclusivo da membrana celular fungica, levando a formacdo de
poros através de membranas lipidicas [187]. A alteracdo da permeabilidade
celular permite, portanto, o escape de pequenos ions e metabdlitos,
principalmente ions potassio, levando eventualmente a morte celular [188].

As equinocandinas constituem a classe mais nova de agentes
antifingicos. A caspofungina atua na parede celular do fungo ao inibir a sintese
de B(1,3) glucana, onde induz alteragcbes morfolégicas e de crescimento que
podem resultar na ruptura da parede celular, possuindo uma acéo fungicida
[21]. Atualmente, a caspofungina sé é aprovado para terapia de recuperacao
em pacientes com Al refrataria, que ndo respondem ao voriconazol [186].

Os azolis constituem um grupo de agentes fungistaticos sintéticos com
amplo espectro de atividade [189]. O principal alvo dos antifiungicos azolicos é
a enzima citocromo P450 lanosterol a(1,4) desmetilase, codificada pelo gene
ergll. A consequente deplecdo de ergosterol altera a fluidez da membrana,
interferindo na acdo das enzimas associadas a membrana. O efeito global
consiste em inibicdo da replicacéo. Os principais farmacos disponiveis incluem
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol e econazol, sendo o voriconazol
0 mais amplamente utilizado desta classe para o tratamento de Al [20].

Nao foram observadas diferencas entre as trés linhagens na presenca
da anfotericina B (dados ndo mostrados). No entanto, houve um aumento sutil
na sensibilidade ao voriconazol na linhagem ArlmA (CIM = 0,125 e 0,094 para

as linhagens selvagem e mutante ArlmA, respectivamente) (figura 27A).
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Na presenca de tiras de caspofungina, houve uma area maior de inibicdo do
crescimento para a linhagem mutante ArlmA (CIM = 0,094 e 0,032 para as
linhagens selvagem e mutante ArImA, respectivamente) (figura 27B), o que
confirma os resultados observados em testes de drop-out (figura 11). A zona de
inibicdo foi notavelmente mais clara em tiras de caspofungina no mutante
ArlmA contrastando com a zona de compensacao incompleta em torno da tira
de caspofungina observada na linhagem selvagem, que pode ser parcialmente
explicado pela natureza fungistatica desta droga em A. fumigatus [21, 186]. O
mesmo fendtipo foi anteriormente relatado no mutante pkcAC®®"°R  indicando
que rlmA e pkcA podem interagir durante o dano da parede celular [42].

O aumento da sensibilidade ao voriconazol e fluconazol no mutante
ArlmA (figura 27A e C , respectivamente) levou a investigar o conteudo
ergosterol nos simples mutantes parentais e duplos mutantes da CWIP (figura
27D). Todas as linhagens mutantes testadas apresentaram menor producao de
ergosterol em comparagdo com a linhagem selvagem (*p < 0,0001). Os
mutantes ArlmA, pkcA®®>R e AmpkA apresentaram cerca de 23 %, 30 % e 48 %
de reducado do teor de ergosterol, respectivamente. Além disso, ha um efeito
sinérgico nos mutantes duplos AmpkA ArlmA e pkcA®>™R ArimA uma vez que o
teor de ergosterol foi reduzido cerca de 55 %. Com base nestas observacoes,
sugere-se gque o0s genes da CWIP pkcA, mpkA e rimA desempenham um papel
na producéo de ergosterol enddgeno. E possivel que os defeitos de integridade
da parede celular notavel nestes mutantes permitam a potencializacdo da
eficiéncia do voriconazol e do fluconazol, o que € um pressuposto para uma

estratégia terapéutica combinada com estas classes de drogas.
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control fluconazole (30 pg/ml)

ArimA

D.

120

Ergosterol (%)

[~

Voriconazol: WT:1,25 rimA:0,94

Caspofungim: wt: 0,94 rimA: 0,32

Figura 27: RImA esta relacionado a resisténcia a azbis e a equinocandinas. (A-B)1x10°
conidios das linhagens foram inoculados com auxilio de um swab em placas de Petri contendo
meio RPMI s¢lido. Em seguida adicionou-se a fita de Etest. As amostras foram incubadas a 37 °C
por 30 horas, e em seguida foi determinada a CIM através da intersecdo do inicio do halo de
inibicdo formado e a concentracdo de droga na fita. Drogas indicadas nas fitas;
CS: caspofungina e VO: voriconazol. (C) A determinacdo da sensibilidade ao fluconazol foi
realizada utilizando a técnica de drop-out. DiluicBes seriadas da suspens&o de esporos (1x108,
1x10°, 1x10* e 1x10%) de cada linhagem foram inoculadas em placa de Petri contendo meio
completo solido YG com a concentragdo de fluconazol determinada. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas. (D) O ergosterol foi extraido a partir de micélio fingico e
guantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A produc¢do de ergosterol em
cada linhagem (ergosterol/peso seco) foi registrada como porcentagem baseada na
quantificacdo de ergosterol da linhagem selvagem, que representa 100 %. *Significativamente
diferente da linhagem selvagem (*p < 0,0001, n=4). Diferengas significativas foram observadas
usando o teste o one-way ANOVA seguido de Student-Newman Keuls como teste post-hoc.

4.1.6 RImA desempenha um papel na resisténcia ao estresse oxidativo em
A. fumigatus

O sitio de infeccdo de A. fumigatus no hospedeiro humano é o pulméo.
Ao se instalar neste 6rgdo, o fungo ativa respostas de imunidade inata,
desencadeando um mecanismo de inflamacao [18]. Esse processo inflamatorio
desencadeado pela infec¢cdo gera um ambiente dominado por radicais livres e
espécies reativas do oxigénio (EROs), obrigando o patdgeno a se adaptar nesse

ambiente para sua sobrevivéncia e invaséo dos tecidos do hospedeiro [18]. De tal
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forma, a resisténcia ao estresse oxidativo é fundamental para a colonizacao
deste patogeno no sitio de infeccdo. Devido a importancia da tolerancia a
EROs em A. fumigatus, as linhagens foram inoculadas com diferentes agentes
oxidantes para que se pudesse verificar se RImA estaria envolvido no processo
de depuracao do estresse oxidativo em A. fumigatus.

Inicialmente, para a analise fenotipica sob inducdo de estresse oxidativo
gerado por peroxido de hidrogénio (H202), foi utilizado um ensaio que permitiu
a observacdo do halo de inibicdo formado devido a sensibilidade a este
composto. Para isto o H20: foi inoculado no orificio que ocupava o centro da
placa de Petri e os esporos foram inoculados pela técnica de pour plate em
meio YG top agar (1 % de &gar) [30]. Neste teste é possivel verificar os
resultados com cerca de 16 a 24 horas de incubacéo. A figura 28D mostra os
resultados obtidos com o tratamento com peroxido de hidrogénio na
concentracdo de 3 %. O halo de sensibilidade foi medido apés 24 horas de
crescimento.

Outra droga utilizada para verificar se RImA estaria relacionado a
resisténcia ao estresse oxidativo em A. fumigatus foi a menadiona. Esta droga
tem sua acdo mediada pela geracdo de EROs, como o anion superéxido (0?) e
H202 [190]. O resultado do teste desenvolvido com esta droga pode ser
observado na figura 28B, e demonstra que possivelmente RImA parece estar
envolvido no processo de depuragcdo do estresse oxidativo causado por essa
droga, uma vez que a delecdo deste provocou um aumento significativo da
sensibilidade a sua acgéo.

O papel de RIMA frente a resisténcia ao estresse oxidativo em A. fumigatus
também foi verificado pelo teste de sensibilidade a droga paraquat. O paraquat
tem sua acdo mediada pela geracdo de anions superéxido (O2), H20: e
radical hidroxila (OH™) [191]. A Ilinhagem ArImA apresentou maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo gerado pelo paraquat, como pode ser
observado na figura 28A.

O terc butyl (t-butyl), composto que também foi utilizado nos ensaios
fenotipicos para determinar se RImA estaria relacionado a depuracdo do
estresse oxidativo, € um hidroper6xido orgéanico, logo, apresenta uma estrutura

caracterizada pela ligacdo (ROOH), que quebra-se facilmente originando
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radicais hidroxila (OH™), promovendo o estresse oxidativo [192]. Assim como foi
verificado em outros agentes causadores de estresse oxidativo, a linhagem
ArlmA possui maior susceptibilidade também ao estresse oxidativo gerado pelo
t-butyl (figura 28C).

A. paraquat B. menadione C. t-butyl
control 2mM 5mM 7.5mM 15 mM control 0.025mM  0.05mM control 1mM

ArimA

ArlmA::rimA*

Strain Sensibility (mm)
WT 10 mm +-0,1
ArlmA 17 mm +-0,1
ArlmA::rimA 9mm +-0,1

Figura 28: Analise da sensibilidade do mutante a drogas que promovem o estresse
oxidativo. (A) Analise da sensibilidade do mutante ArimA ao estresse oxidativo provocado por
paraquat. 1x10° conidios das linhagens foram inoculados em meio minimo liquido em placa de
24 pocos e acrescentou-se a droga paraquat nas devidas concentracdes. As placas
preparadas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Na linhagem mutante (ArlmA), ndo é
possivel observar crescimento a partir da concentracdo de 7,5 mM. (B) Andlise da
sensibilidade do mutante ArlmA ao estresse oxidativo provocado pela menadiona. 1x10°
conidios das linhagens foram inoculados em meio minimo liquido em placa de 24 pogos e
acrescentou-se a droga menadiona nas devidas concentra¢des. As placas preparadas foram
incubadas a 37 °C por 48 horas. Na linhagem mutante (ArlmA), ndo é possivel observar
crescimento a partir da concentragdo de 0,025 mM. (C) Andlise da sensibilidade do mutante
ArlmA ao estresse oxidativo provocado pelo t-butyl. 1x10° conidios das linhagens foram
inoculados em meio minimo liquido em placa de 24 pogos e acrescentou-se a droga t-butyl na
devida concentracdo. As placas preparadas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Na
linhagem mutante (ArlmA), ndo é possivel observar crescimento a partir da concentragao de 1 mM.
(D) Ensaio fenotipico realizado com o H20: utilizando a técnica de pour plate na concentragdo
de 3 % de H20:. O halo de sensibilidade foi medido ap6s 24 horas de crescimento.

Este conjunto de testes fenotipicos realizados permitiu observar que RImA
poderia estar relacionado a resisténcia ao estresse oxidativo em A. fumigatus.

Desta forma decidiu-se testar a expressdo de genes que séo conhecidos como
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responsaveis pela detoxificacdo do estresse oxidativo em A. fumigatus, e que
fazem parte do sistema enzimético antioxidante, como catl, cat2, sodl e sod2.
Além disso, foi avaliada a expressdo do fator de transcricdo yapA, um
importante fator de transcricdo necessario para a tolerancia ao estresse
oxidativo [193] .

Grande parte destes genes relacionados a resposta ao estresse
oxidativo ja estd identificada e caracterizada em S. cerevisiae, um dos
principais modelos de estudo, sendo que alguns destes ja estdo também
caracterizados em A. fumigatus [194]. Neste trabalho, o conhecimento destas vias
de resposta ao estresse oxidativo j& caracterizadas foi utilizado para uma primeira
abordagem e caracterizacéo funcional da relacdo da CWIP com a resisténcia ao
estresse oxidativo em A. fumigatus, utilizando a técnica de RT-qPCR.

Em A. fumigatus ha trés catalases ativas no genoma, catA, catl e cat2,
de forma que catA estd presente somente nos conidios, enquanto catl e cat2
estdo presentes nos micélios. Estas Ultimas estdo diretamente ligadas ao
mecanismo antioxidante das células, sendo a cat2 uma enzima bifuncional,
pois apresenta atividade de catalase e peroxidase, ou seja, promove a
degradacdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, e sua atividade
peroxidasica promove a oxidacdo de substratos organicos e a utilizacdo do
peréxido de hidrogénio como uma molécula receptora de elétrons. Ambas estéo
envolvidas na detoxificacdo do meio intracelular, sendo que em A. fumigatus, em
condi¢cles de estresse oxidativo gerado por H202, essas enzimas encontram-se
expressas, e as linhagens deletadas de catl e cat2 apresentaram alta
sensibilidade a este agente [195]. Neste trabalho (figura 29), foi observada a
reducao da ativacdo destas enzimas quando expostas ao H202 no mutante nulo
de rimA, sendo que catl apresentou um aumento de expressao quando esta
linhagem foi exposta por 60 minutos a este agente.

A superoxido dismutase € uma enzima responsavel pela detoxificacdo
de compostos superoxidos. Esta enzima promove a dismutacdo destes
compostos em oxigénio e peroxido de hidrogénio, sendo que, o ion superéxido
€ 0 primeiro intermediario da cascata de EROs produzido pelo complexo
NADPH oxidase dos fagdcitos. A. fumigatus possui quatro enzimas superoxido

dismutases ativas, uma Cu/ZnSOD citoplasmatica (Sodl), uma MnSOD
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mitocondrial (Sod2), uma MnSOD citoplasmética (Sod3) e a Sod4 exibindo uma
MnSOD de dominio C-terminal. Em estudo realizado por Lambou, Lamarre
[194] analisou-se a expressdo dessas enzimas durante o crescimento celular
neste patdgeno, mostrando que sodl e sod2 possuem maior expressao nos
conidios, sendo que sod2 é expressa em fases mais tardias do crescimento
celular, e induzida na presenca de menadiona e paraquat J4 a sod3 é mais
expressa no micélio e sod4, apesar de essencial para A. fumigatus [194], foi
pouco expressa em comparacao as outras. Neste trabalho, observou-se que
quando A. fumigatus é exposto ao H202 ha o aumento da expressdo das
enzimas superoxido dismutases testadas (sodl e sod2), porém 0 mesmo nao
ocorre com a mesma intensidade na linhagem ArlmA, demonstrando que a
auséncia de RImA promove uma alteracdo na resposta ao estresse oxidativo
em A. fumigatus (figura 29).

O fator de transcricdo yapA, homélogo do gene Yapl de S. cerevisiae, €
essencial para a resposta ao estresse oxidativo. Esse fator de transcricdo é
ativado pela formacao de ligacdes dissulfeto em seus residuos de cisteina [196].
Juntamente com o fator de transcricdo Yapl, encontrou-se atuando em
conjunto o fator de transcricdo Skn7, também envolvido na regulacdo da
resposta ao estresse oxidativo. Na indu¢cdo com H202, o fator de transcricao
Yapl controla 32 proteinas de resposta ao estresse oxidativo, sendo que
15 destas requerem também a presenca do fator de transcricdo Skn7 [197].
Além disso, sabe-se que o fator de transcricdo Skn7 é modulado pelo
osmosensor SInl-Ypdl que contribui com a via de HOG, responsavel pela
resposta ao estresse osmotico, sendo que esse regulador também é
encontrado em vias de biossintese da parede celular e controle do ciclo celular
[197]. O envolvimento de Skn7 em tais caminhos diversos levanta a questéo da
possivel conexdo entre estas vias [197]. Curiosamente, o fator de transcricédo
YapA apresentou uma redugdo significativa da sua ativagdo na presenca da
delecéo do fator de transcricdo RImA em A. fumigatus quando exposto ao H20:2
(figura 29).
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Figura 29: Analise da expressédo génica de RImA na presenca de estresse oxidativo
provocado por H2Oz. A linhagem selvagem e mutante foram cultivadas durante 24 horas em
meio minimo a 37 °C sob agitacao de 180 rpm. Na sequéncia, 3 % de H202 foram adicionados
as culturas. As culturas foram incubadas por 0, 15, 30 e 60 minutos na presenca do agente
indutor. O RNA total foi extraido, tratado com DNAse turbo (Ambion®) e as transcricdes
reversas foram realizadas para a obtencéo do cDNA, que foi usado como molde nas reacgdes
de RT-gPCR em tempo real. O gene da tubulina (tubA) foi usado como normalizador dessas
reacOes e a quantificacdo relativa foi obtida comparando-se a expressédo da linhagem ArImA
em relacdo ao tempo 0 de exposi¢do ao H202 da linhagem selvagem.
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Em conjunto, esses resultados indicam fortemente que RIMA em
A. fumigatus afeta a capacidade do fungo para lidar com o dano oxidativo,
possivelmente afetando a transcricdo de alguns genes relacionados a resposta

ao estresse oxidativo.

4.1.7 RImA estarelacionado ao estresse de reticulo em A. fumigatus

Tem sido descrita uma relacdo entre a integridade da parede celular e o
estresse de reticulo, uma vez que mutantes defectivos na ativacdo da UPR sao
mais sensiveis a agentes estressores da parede celular [28, 144, 198]. Esta
relacdo € suportada devido ao fato de que UPR mantém a funcionalidade do
RE para recrutar novas proteinas necessdrias para a capacidade de
processamento, por exemplo, durante o estresse da parede celular,
influenciando a secrecdo e homeostase da parede celular e, finalmente, sua
patogénese [198, 199]. Com base nesta informacéo, quis se determinar como a
delecédo de RImA afeta o fungo na presenca de agentes estressores do RE, tais
como o DDT (ditiotreitol), tunicamicina (TM) e brefeldina A (BFA), que ativam
UPR por desdobramento de proteinas através da reducdo de ligacBes
dissulfeto, inibindo a N-glicosilacdo, interferindo na forma da proteina e no
transporte do RE para o Golgi [200]. O mutante ArlmA foi mais sensivel a todos

0s agentes de RE testados, e este fenotipo assim como os provocados por
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drogas estressoras da parede celular (figura 11) também pode ser parcialmente
resgatado pela adicdo de D-sorbitol (figura 30D).
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Figura 30: O estresse da parede celular causado pela perda de rImA esta ligado a
sinalizacdo da UPR em A. fumigatus. (A) A determinacdo da sensibilidade a BFA foi
realizada pela técnica de drop-out. Diluigdes seriadas da suspenséo de esporos (1x108, 1x105,
1x10* e 1x10°) de cada linhagem foram inoculadas em placa de Petri contendo meio completo
sélido YG com as concentracdes de BFA determinadas. As placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas. (B) 1x10° conidios das linhagens foram inoculadas em meio completo sélido YG em
placa de 24 pogos e acrescentou-se a droga TM nas devidas concentracdes. As placas
preparadas foram incubadas a 37 °C por 48 horas. (C) 1x10° conidios das linhagens foram
inoculados em meio completo liquido YG em placa de 24 pocos e, acrescentou-se a droga DTT
nas devidas concentracdes. As placas preparadas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.
(D) 1x10° conidios das linhagens foram inoculados em meio minimo liquido e meio minimo
liquido acrescido de 1,2 M de D-sorbitol em placa de 24 pocos e, acrescentou-se a droga DTT
nas devidas concentracdes. As placas preparadas foram incubadas a 37 °C por 48 horas.
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4.1.8 O mutante ArimA é avirulento em um modelo murino de infec¢édo
neutropénica e leva ao aumento dos niveis de TNF-a e reconhecimento de

macréofagos

Mutantes de A. fumigatus pertencentes a CWIP demostraram resultados
diferentes quando testados em relacdo a sua viruléncia. Por exemplo, os
mutantes que possuem deficiéncia da MAPK MpkA ou da proteina quinase C,
PkcA nado possuem viruléncia atenuada [30, 42]. Em contraste, mkk2 MAPKK é
necessaria para a viruléncia de A. fumigatus [35], e ainda ndo ha informacao
atualmente disponivel para as propriedades de viruléncia da bckl MAPKKK. A
analise comparativa da viruléncia da linhagem selvagem e complementante em
relacdo a linhagem mutante ArlmA foi realizada em modelo murino
neutropénico de aspergilose pulmonar invasiva, onde foi possivel observar que
a delecdo de rimA foi suficiente para atenuar a viruléncia de A. fumigatus. A
linhagem selvagem resultou em 100 % de mortalidade apdés 15 dias de
infecgdo, enquanto que a infeccdo causada pelo mutante ArlmA obteve uma
taxa de mortalidade significativamente reduzida de 10 % depois de 15 dias
pos-infeccdo, como pode ser observado na figura 31A (p < 0,0001 para a
comparacdo entre os testes da linhagem selvagem e mutante, Log-rank,
Mantel-Cox e Gehan-Breslow-Wilcoxon, respectivamente).

O mutante nulo ArlmA possui uma resposta inadequada ao estresse da
parede celular. Isto sugere que estes fenotipos tenham um impacto sobre a
resposta imune do hospedeiro. Por conseguinte, utilizou-se BMDMs para medir
os niveis da citocina pré-inflamatéria do Factor de Necrose Tumoral a (TNF-a)
liberado por estas células, apds co-incubacdo com conidios de A. fumigatus.
TNF-a € um importante mediador inflamatério secretado por macréfagos
guando expostos a A. fumigatus ou outros agentes patogénicos fungicos [201,
202]. BMDMs co-cultivadas com a linhagem ArImA demostraram cerca de
3,5 vezes de aumento da producdo de TNF-a em relacdo a linhagem selvagem
ou a linhagem complementante (p < 0,005; figura 31B). Testou-se também a
capacidade de BMDMs na fagocitose dos conidios da linhagem selvagem,
mutante e complementante. Cerca de 11 % dos conidios da linhagem ArimA

foram fagocitados apos 80 minutos de co-incubacdo. Em contraste, apenas 6,4 %
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dos conidios da linhagem selvagem e complementantes foram fagocitados
(*p= 0,005; figura 31C). Estes resultados sugerem que o efeito causado pela
perda da funcdo de rImA em A. fumigatus na CWIP €& importante para o
reconhecimento de macréfagos e respostas inflamatérias. Em conjunto, estes
resultados indicam um efeito mais proeminente de RIMA na viruléncia e
patogenicidade de A. fumigatus.

A versatilidade nutricional € um dos fatores que contribuem para a
viruléncia de A. fumigatus [17]. Este patdgeno possui proteases extracelulares
gue reciclam a matéria organica no meio ambiente e estas mesmas proteases,
durante o processo de infeccdo do hospedeiro, quebram barreiras estruturais
para a obtencdo de nutrientes [203]. Sendo assim a alteracdo da versatilidade
nutricional de A. fumigatus pode contribuir para a reducdo ou aumento da
viruléncia neste patégeno.

Como foi observado a reducao da viruléncia no mutante nulo de rimA,
torna-se interessante avaliar a capacidade da linhagem ArlmA em crescer em
um substrato complexo ex-vivo utilizando explantes pulmonares frescos de
ratos. Em meio rico (YPD) as caracteristicas de crescimento foram
comparaveis entre as linhagens apds 48 horas de incubacédo a 37 °C. Por outro
lado, a linhagem ArlmA teve o crescimento reduzido nos tecidos de pulméo
(figura 31D). Estes resultados indicam que a perda de rimA causa deficiéncia
na absorcao de nutrientes de substratos complexos a partir do tecido pulmonar

murino.
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Figura 31: RImA de A. fumigatus é necessério para viruléncia completa em um modelo
murino de aspergilose pulmonar invasiva, para a ativacdo da imunidade inata contra
A. fumigatus e para a absorcdo de nutrientes a partir do tecido pulmonar murino.
(A) Andlise da viruléncia da linhagem ArlmA em modelo murino de aspergilose pulmonar
invasiva. 5x10* esporos de cada linhagem foram inoculados por via intranasal em
camundongos BALBc submetidos ao regime de imunossupressdo conforme descrito em
materiais e métodos. Os animais controle foram inoculados apenas com PBS 1 x. (B) RImA
também se demostrou necessario para a ativacdo da imunidade inata em A. fumigatus.
Secre¢cdo de TNF-a a partir de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) apos
co-incubacéo com hifas de A. fumigatus da linhagem selvagem, ArlmA e da linhagem
complementante ArlImA::rImA*. Os niveis de TNF-a foram quantificados por ELISA utilizando o
sobrenadante da cultura, ap6s 18 horas de infeccdo de BMDMs. Os dados mostram a média
* desvio padréo (*p < 0,005). NI: N&o infectados; LPS: lipopolissacaridio (controle positivo).
(C) O indice de fagocitose € aumentado na linhagem mutante ArlmA em comparagédo com a
linhagem selvagem e a complementante ArlmA::rimA*. Os dados mostram média + desvio
padrao (*p < 0,005). (D) O mutante ArimA tem a capacidade reduzida de absorver nutrientes do
tecido pulmonar murino. 1x107 esporos foram inoculados em pulméo fresco de camundongo
em placa de Petri contendo agarose 5 % estéril. Como controle foram utilizadas placas de Petri

contendo o meio YPD. Ambas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e fotografadas. O
experimento foi acompanhado por até 72 horas.



161

4.1.9 Discussao

A manutencdo da integridade da parede celular € um dos eventos
fundamentais que permitem que as células fungicas possam lidar com
diferentes tipos de estresses que podem perturbar a organizacdo da parede
celular, impedindo a lise celular e a morte. A biossintese da parede celular em
fungos é controlada pela CWIP, que é uma cascata de transducédo de sinal que
amplifica o préximo sinal e medeia as respostas metabolicas dowstream para
manter a homeostase da parede celular [36]. A CWIP é regulada com precisao
e, em S. cerevisiae, comeg¢a com a ativacao do circuito Pkc1-Mpkl e culmina
com a ativacdo do fator de transcricdo RIm1 [204]. Este evento causa a
ativacao transcricional de varios genes da biossintese da parede celular [55,
205]. Em A. fumigatus, a integridade da parede celular também depende do
médulo da cascata MAPK da CWIP [30, 35, 40]. Recentemente, também foi
mostrado que a funcdo de PkcA em A. fumigatus é importante para a
fosforilacdo e ativacdo de MpkA [42]. Para entender como A. fumigatus conecta
o sinal derivado de dano da parede celular aos efetores de células dowstream,
foi identificado e caracterizado o homdlogo putativo de A. fumigatus RLM1,
rimA, e descobriu-se a sua funcdo na sinalizacéo celular e na viruléncia. O
mutante de delecdo de rImA exibe crescimento radial reduzido e alongamento
de hifas retardado a diferentes temperaturas. Esses fendtipos indicam defeitos
na CWIP de maneira semelhante aos relatados para outros mutantes da CWIP
[23, 30, 40, 42, 51]. De fato, o mutante ArimA incorpora fenotipos que sao
caracteristicos da perturbacdo da parede celular, incluindo susceptibilidade
aumentada aos agentes perturbadores da parede celular, como CR, CFW, e
inibidores da ((1,3) glucana sintase e quitina sintase (caspofungina/
anidulafungina e nikomicina Z, respectivamente) e cafeina. A sensibilidade ao
CR, CFW e a cafeina pode ser restaurada em meio contendo o estabilizador
osmotico D-sorbitol, conforme relatado em outros mutantes de genes da CWIP
de A. fumigatus [23, 40, 42, 206].

O mutante ArlmA também apresentou resisténcia prejudicada aos
agentes estressantes de RE DTT, BFA e TM. O mutante pkcA®™™R de

A. fumigatus também apresentou tolerancia alterada a esses agentes e um
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acumulo desequilibrado do transcrito spliced de hacA (induzido) [42]. Esses
dados suportam a ideia de que a biogénese da parede celular, que ocorre
durante o estresse da parede celular, € acompanhada pela ativacdo da UPR
[42, 207].

Ao considerar a gama de agentes perturbadores da parede celular
testados aqui, esses resultados sugerem que a auséncia de rlimA leva a
alteracOes na estrutura e/ou organizacdo da parede celular, provavelmente
interferindo em todas as principais moléculas de polissacaridos que compdem
a parede celular de A. fumigatus. No entanto, ndo se pode inferir se as fracoes
alcali-insoliveis e Alcali-soliveis da parede celular sao alteradas
guantitativamente neste mutante, neste momento. Contudo, a analise indireta
dos teores de quitina e $(1,3) glucana em conidios germinantes de ArlmA por
meio da coloracdo com CFW e dectina-1 apresentou maior deteccdo de
B(1,3) glucana e quitina. Além disso, houve aumento na producdo de
protoplastos quando as hifas foram submetidas a digestdo enzimética e
reducao na formacéao de biofilmes no mutante nulo. De fato, a sensibilidade aos
agentes perturbadores da parede celular e sua composicdo sao mal
correlacionadas em alguns casos. Por exemplo, a supressédo de RIm1l em
C. albicans na linhagem A/ARLM1 resultou em um aumento significativo do
contetdo de quitina e uma reducdo do conteido de mananas [208]. Por outro
lado, a composicdo da parede celular de A. nidulans no mutante AmpkA foi
comparavel a da linhagem selvagem, embora o mutante AmpkA tenha
mostrado crescimento reduzido e aumento da sensibilidade a micafungim [209].
Esses resultados ilustram ainda o fato de que é fundamental estudar a funcao
dos genes relacionados a parede celular nos fungos. As mudancas dramaticas
as quais a célula esta sujeita quando um determinado gene esta faltando sao o
resultado de uma perturbacéo global concomitante em diferentes caminhos de
sinalizacdo celular que sdo afetados reciprocamente, o que explica o fenétipo
final. Esta ideia € suportada por varios trabalhos, que indicam que a auséncia
completa de uma fracdo de carboidrato ainda leva a células viaveis [39, 210,
211]. Explicacdes adicionais para este resultado podem ser obtidas a partir das
analises genéticas dos genes da CWIP. Surpreendentemente, os fendtipos

observados para os mutantes ArimA e pkcA®®"*R foram mais brandos do que os
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fendétipos da linhagem AmpkA em relacdo a morfologia da col6nia e ao estresse
da parede celular causado por CR ou CFW. Prop6em-se neste trabalho que
pkcA, mpkA e rlmA sejam epistaticos na CWIP para a recuperacdo do estresse
da parede celular e que a CWIP em A. fumigatus se assemelha a de
S. cerevisiae. No entanto, os dados das andlises de microarray juntamente com
o que foi demonstrado por Dirr, Echtenacher [35], Valiante, Jain [40] levam &
conclusdo de que o médulo MAPK da CWIP pode realizar uma gama mais
ampla de multiplos papéis e interacdes dentro da célula que resultam nos
graves defeitos de crescimento vegetativo encontrados nesses mutantes de
A. fumigatus [35, 40]. Alguns papéis do gene mpkA em A. fumigatus, além dos
gue ele desempenha na via CWIP, foram previamente exibidos e explorados
experimentalmente, o que apoia esta hipotese [27, 40]. De fato, a interacéo
cruzada que ocorre entre a CWIP e outras cascatas de sinalizacdo foi descrita
como funcionando sob diferentes condicées de estresse, como estresse de
parede celular e osmdtico [212-214]. Em A. fumigatus, a fun¢édo coordenada da
CWIP e as vias de HOG (High osmolarity glycerol) foram recentemente
demonstradas durante a adaptacdo ao estresse causado por caspofungina
[183]. Além disso, as contribuicbes das MAP quinases MpkC e SakA para a
CWIP foram investigadas pela determinacdo da fosforilagdo de MpkA durante o
estresse induzido por CR. Os resultados indicaram que a fosforilacdo de MpkA
depende da funcdo de MpkC e HogA [138]. Outra explicacéo para os fenotipos
associados a parede celular do mutante ArlmA é que estes foram
intermediarios em relagcdo aos observados na linhagem AmpkA, levando a crer
gue ha mais de um fator de transcricdo participando da ativacdo dos genes
relacionados a parede celular, um pressuposto que é suportado pelos
resultados mostrados na figura 17. Portanto, RImA n&o poderia ser o Unico alvo
de MpkA em A. fumigatus. Resultados semelhantes foram observados em
C. glabrata [215].

Embora outros fatores de transcricdo néo identificados possam participar
na ativacdo de efetores para sintetizar a parede celular, a conexao entre o
modulo de MAP quinase Bck1l-Mkk2-MpkA e o fator de transcricdo RImMA
dowstream reflete-se na fosforilagdo reduzida de MpkA no mutante ArimA apds

a exposicdo ao CR. Os dados demonstrados sugerem que RImA regula
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positivamente a fosforilacdo de MpkA. Pode-se especular que, sob uma perda
da funcdo de rimA, a CWIP canbnica opera de forma defeituosa e outras
cascatas de sinalizacdo podem ser ativadas de forma compensatéria para
manter a viabilidade celular. Como observado anteriormente, as diferencas nas
composi¢cdes de carboidratos da parede celular de A. fumigatus e outros
organismos fungicos modelos ou patdégenos fungicos podem explicar as
diferencas na ativacédo de efetores de parede celular [42]. Consequentemente,
guando as células séo estressadas por danos na parede celular, a CWIP né&o
estd atuando exclusivamente na manutencdo da parede celular em
A. fumigatus. Observou-se que alguns genes (fksA, gel4, chsA, chsC e chsG)
perderam a ativagao da transcrigdo nos mutantes ArimA e AmpkA, porém para
0s genes agsC, chsF e csmB, essa perda ocorre apenas na delecdo de rimA.
Curiosamente, também houve menor expressdo de agsC e chsF na linhagem
mutante pkcA®>°R [42]. As analises de microarray juntamente com as analises
de ChIP-gPCR demonstraram que RImA regula além dos genes relacionados a
composicdo e manutencdo da parede celular jA conhecidos em alguns
organismos fungicos, outros genes como Afu3g05580, gsfA, gel4 e gel5.
Mostrando que o papel de RImA em A. fumigatus pode ser bem mais amplo do
gue o ja descrito para outras espécies. Outras analises de perfil de transcri¢cdo
global da linhagem mutante ArimA podem ser valiosas para identificar fatores
de transcricdo adicionais que estdo envolvidos na regulacédo da integridade da
parede celular e uma experimentacdo adicional pode indicar se estes séo
ativados por MpkA.

Os resultados demonstrados neste capitulo indicam que a inativacao
defeituosa da CWIP no mutante ArImA esté associada a perda da viruléncia em
modelo murino neutropénico de aspergilose pulmonar invasiva. Além disso, o
crescimento do mutante ArlmA em explantes de pulméo de ratos também é
prejudicado. Em C. neoformans, um estudo do perfil funcional sistematico de
todos os fatores de transcri¢do indicou que a maioria dos fendtipos estudados
para o mutante ARLM1 era comparavel a linhagem selvagem, incluindo
parametros de estresse da parede celular e viruléncia, que nao foram
atenuados [216]. Em contraste, o mutante de delecdo de RLM1 em C. albicans

mostrou atenuacdo da viruléncia [208]. A cepa mutante ArImA também foi
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capaz de estimular a secrecdo de TNF-a por BMDMs, que € um dos principais
mediadores inflamatérios que responde as hifas fangicas. Isso pode ser
explicado pela exposigao aumentada de ((1,3) glucana no mutante ArimA, que
€ um estimulador potente da liberacdo de TNF-a [10, 217, 218]. As
modificacdes vistas nos carboidratos da parede celular e nas proteinas no
mutante ArimA também podem contribuir para o aumento do indice de
fagocitose por BMDMs que foi observado neste trabalho.

Em conclusdo, a anédlise de um mutante nulo genético de rImA em
A. fumigatus sugere fortemente que esse gene faz parte do armamento celular
gue € necessério para a manutencao da integridade da parede celular. Além
disso, mostrou-se que rimA esta envolvido na tolerancia ao dano oxidativo. A
perda de funcdo de RIMA afeta diretamente a viruléncia deste patdgeno
fungico. Por conseguinte, uma melhor compreensao dos mecanismos globais
gue regem o controle da biogénese da parede celular que emerge da CWIP de
A. fumigatus é de suma importancia e pode ter impactos no estabelecimento de
novas estratégias de descoberta de drogas visando outros componentes

envolvidos no refor¢co de parede celular.
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Médulo 4.2 A CWIP esta relacionada ao desenvolvimento e a producao de
metabodlitos secundarios em A. fumigatus

Manuscrito em preparacdo: RImA and SebA transcription factors control the
production of the conidia-borne secondary metabolite fumiquinazoline C in

Aspergillus fumigatus
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421 O mutante ArlmA apresenta reduzida conidiacdo e alterada
expressdo génica dos principais reguladores do desenvolvimento

assexuado em A. fumigatus

Durantes os testes fenotipicos iniciais da linhagem ArlmA foi possivel
observar reducéo da producgéo de esporos assexuados e também um fendtipo
flufy, ou seja, a conidiacdo reduzida e a producdo de hifas aéreas. Este
fendtipo foi mais evidente a 30 °C no mutante em relacdo a linhagem selvagem
(figura 32B). Para verificar se havia realmente uma reducdo da conidiacdo da
linhagem ArlmA, os conidios foram quantificados e, de fato, a producdo de
conidios no mutante ArImA foi reduzida consideravelmente em comparacéao
com as linhagens selvagem e complementante (figura 32A) a 30 °C, indicando
qgue rimA é necessério para os niveis normais de conidiagdo em A. fumigatus.
Este mesmo resultado de menor conidiacdo foi também observado para a

linhagem ArlmA obtida por outro grupo [182].

0w
B 2rimA
O arimA::rmA*

1.2x10°

1.0x10°

8.0x10" 4

6.0x10”
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number of conidia
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0.0

30°C 37°C 45°C

Figura 32: O mutante ArimA apresenta fendtipo flufy e formacao de conidios inferior a
linhagem selvagem a 30 °C. (A) 1x10° conidios de A. fumigatus das linhagens selvagem,
ArlmA e ArimA::rimA* foram inoculados em meio YG sélido e incubados durante 5 dias a 30 °C,
37 °C e 45 °C. O nuimero de conidios foi avaliado por amostragem de quatro fragmentos de
agar de 0,5 cm? aleatoriamente distribuidos em cerca de um quarto do diametro das colonias
de cada cepa. Os conidios foram recolhidos em 0,01 % de tween 20 e contados utilizando
camara de Neubauer. Os resultados sdo a média + desvio padrdo de quatro repeticdes
(*p = 0,01). (B) O crescimento radial das linhagens selvagem, ArimA e ArimA::rimA* foi
realizado em meio sélido completo a 30 °C. 1x10° conidios de cada linhagem foram inoculados
no centro da placa contendo o meio sélido YG, as placas foram incubadas durante 3 dias e
posteriormente fotografadas.



168

Por conseguinte, observou-se o mesmo defeito de redugdo na
esporulagdo assexuada durante a inducdo de desenvolvimento assexuado
sincronizado tanto a 30 °C quanto a 37 °C, representado pela diminuicdo de cor
verde no micélio que indica o acumulo de conidios (figura 33A-B). No entanto,
o fenétipo de defeito de conidiagdo € um evento ndo diretamente relacionado
com o programa de desenvolvimento de conidios no mutante ArlmA, uma vez
gue nao foram observadas anomalias nas estruturas dos conidiéforos quando
microcultivos do fungo foram analisados por microscopia otica sob coloracao

de lactofenol azul algodao (dados n&do mostrados).

A.
30°C

12 hours 24hours 36 hours

WT

ArlmA

37C 6 hours \ 12 hours 24 hours

Figura 33: Inducédo sincronizada de desenvolvimento assexuado para A. fumigatus na
linhagem selvagem e mutante ArlmA a 30 °C (A) e 37 °C (B). O tempo (horas) indica o
crescimento em cada temperatura apos transferéncia do micélio que foi formado em cultura
submersa de meio liquido (tempo zero) para o meio sélido.
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Os fendtipos observados sugerem que o0s eventos que regulam o inicio
do desenvolvimento assexual poderiam ser prejudicados ou atrasados no
mutante nulo do fator de transcricdo da CWIP RImA em A. fumigatus.

Com o proposito de verificar se outros genes da CWIP, como pkcA e
mpkA [29, 30], estariam também relacionados ao atraso do desenvolvimento
assexuado em A. fumigatus, visto que j& foi relatado que a delecdo de mpkA
provocou uma alteracdo na conidiagao de A. fumigatus [30], decidiu-se analisar
se estaria ocorrendo a alteracdo dos niveis de mRNA dos genes que compdem
a CWIP de A. fumigatus durante o desenvolvimento assexuado. As andlises da
expressdo dos genes da CWIP durante o desenvolvimento assexuado de
A. fumigatus foram realizadas na linhagem selvagem, nos mutantes nulos da
CWIP AmpkA e ArimA, e no mutante de ponto pkcA®"*R ja que PkcA é
essencial em A. fumigatus [29]. Para esta analise, as linhagens foram crescidas
por 16 horas em meio completo liquido YG, apds os micélios provenientes de
cada linhagem foram filtrados e dispersos em placa de Petri contendo meio
completo solido YG. As linhagens foram incubadas em estufa a 30 °C por 12,
24 e 36 horas e a 37 °C por 6, 12 e 24 horas. Apos cada tempo de incubacéao,
as amostras foram removidas da placa de Petri e congeladas em nitrogénio
liquido para posterior extracdo do RNA.

Observou-se um aumento no acumulo de mRNA de rImA e pkcA na
linhagem selvagem durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C e 37 °C
(figura 34A-B), indicando que a conidiacdo € acompanhada por um aumento na
expressdo de pkcA e rimA. Esta indugéo foi reduzida nos mutantes ArimA e
pkcACS°R nas mesmas condicdes de desenvolvimento assexuado (figura 34A-
B). Este resultado levou a conclusédo de que pkcA e rlmA podem ser possiveis
reguladores do desenvolvimento assexuado em A. fumigatus. Curiosamente
nao foi observada a indugdo de mpkA durante o desenvolvimento assexuado
na linhagem selvagem em A. fumigatus, e apenas os niveis de mRNA de rimA
durante 36 horas a 30 °C e durante 6 horas a 24 °C sofreram reducao durante
o desenvolvimento assexuado na linhagem AmpkA quando comparada com a

linhagem selvagem nas mesmas condi¢des (figura 34A-B).
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Figura 34: Os genes da CWIP pkcA e rImA sao induzidos durante o desenvolvimento assexuado sincronizado em A. fumigatus a 30 e a 37 °C.
(A-B) O RNA total foi isolado da indugédo de desenvolvimento assexuada sincronizado para a linhagem selvagem e mutantes ArlmA, AmpkA e pkcA®S®R de
A. fumigatus, estes foram tratados com DNAse e transcritos reversamente para serem usados na RT-gPCR. O numero de vezes de aumento em cada
linhagem representa a abundancia de mRNA normalizada em relagdo a linhagem selvagem no ponto de tempo 0 da inducdo de desenvolvimento assexuado
sincronizada. *p < 0,05.
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Como néo foi observada indug&o nos niveis de MRNA de mpkA durante o
desenvolvimento assexuado na linhagem selvagem de A. fumigatus, e o0
mutante AmpkA, demonstra defeitos relacionados a esporulacao [30], decidiu-se
investigar o perfil de fosforilacdo de MpkA durante o desenvolvimento
assexuado e a efetiva participacdo da CWIP durante esse estagio de
crescimento da célula. Assim, as mesmas amostras da inducéo utilizadas nas
analises de RT-gPCR (figura 34A-B) foram utilizadas para a extracdo de
proteinas e Western blot. Os resultados mostram que a conidiacdo de
A. fumigatus é acompanhada de um aumento dos valores de fosforilagdo de
MpKkA (figura 35A-B) tanto a 30 °C quanto a 37 °C na linhagem selvagem
(figura 35A-B, respectivamente), confirmando que a CWIP é induzida em
A. fumigatus durante o desenvolvimento assexuado. Em contraste, a
fosforilacdo de MpKA foi mantida em niveis baixos no mutante pkcAS®*"*R e
quase totalmente ausente no mutante ArImA durante o desenvolvimento
assexuado (figura 35A-B). Estes resultados, juntamente com os resultados de
RT-gPCR observados na figura 34, sugerem que a CWIP € uma possivel via
reguladora do desenvolvimento assexuado em A. fumigatus, e que a

fosforilacdo de MpkA é um passo essencial para esta regulacao.
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Figura 35: A fosforilagdo da MAP quinase MpkA é induzida durante o desenvolvimento
assexuado sincronizado em A. fumigatus a 30 °C e a 37 °C. As linhagens foram crescidas
por 16 horas em meio completo liquido YG, e apoés foram filtradas, o micélio foi disperso em
placa de Petri contendo meio completo sélido YG e as linhagens foram incubadas em estufa a
30 °C por 12, 24 e 36 horas e a 37 °C por 6, 12 e 24 horas. Apos cada tempo de incubacao, as
amostras foram removidas da placa de Petri e congeladas em nitrogénio liquido. As proteinas
foram extraidas e quantificadas (A-B). As proteinas foram transferidas para a membrana de
PVDF, bloqueadas com leite 5 % e marcadas com o anticorpo anti P-p44/42 MAPK e
anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies). Como controle de carregamento foi utilizado o
gel de SDS-PAGE 12 % corado com coomassie blue (Sigma Aldrich) e o anticorpo
anti y-tubulin (Santa Cruz Biotechnology). O resultado de Western blot foi quantificado
utilizando o software ImageJ®.
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Devido aos resultados observados, que levam a crer que possivelmente
a CWIP estaria atuando na regulagéo dos eventos de sintese e remodelamento
da parede celular durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus,
subsequentemente examinou-se nos mutantes da CWIP ArimA, AmpkA e
pkcAC>*R e na linhagem selvagem os niveis de mRNA dos fatores de
transcricdo brlA, abaA e wetA, que sdo genes reguladores que participam da
via central que controla a conidiacdo em Aspergillus ssp. [3]. Como previsto, na
linhagem selvagem, os niveis de mRNA de brlA, abaA e wetA aumentaram
durante o desenvolvimento assexuado em ambas as temperaturas testadas. A
expressdo destes reguladores atingiu o pico apdés 36 horas do inicio do
desenvolvimento assexual a 30 °C. Em contraste, o acimulo de mRNA para
brlA, abaA e wetA reduziu consideravelmente nas linhagens mutantes da CWIP
pkcASS®R " ArimA e AmpKA nesta temperatura (figura 36A, APENDICE D, figura
D1A). A 37 °C, o pico de expressdo de brlA e abaA ocorreu 6 horas apos o
inicio do desenvolvimento assexuado, enquanto o pico de wetA ocorreu apenas
apo6s 12 horas de inducdo assexuada. Do mesmo modo, a expressao destes
genes também foi reduzida de forma significativa nas linhagens mutantes da
CWIP pkcAC®S®R | ArimA, a 37 °C (figura 36B, APENDICE D, figura D1B). Estes
resultados sugerem que a perfeita ativagdo da CWIP é necessaria para a
temporizacdo apropriada e expressdao de brlA, abaA e wetA, levando a
conidiacdo e ao desenvolvimento normal de A. fumigatus. Dessa forma, 0s
resultados de menor condicdo nas linhagens AmpkA e ArlmA, portanto, podem
ser derivados deste desbalanco na expressdo temporal dos reguladores brlA,
abaA e wetA.
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Figura 36: As linhagens mutantes da CWIP pkcA®*R, AmpkA e ArlmA reduziram a
expressdo de mRNA de brlA, abaA e wetA durante o desenvolvimento assexuado
sincronizado em A. fumigatus a 30 °C e a 37 °C. (A-B) O RNA total foi isolado a partir da
inducdo de desenvolvimento assexuado sincronizado para a linhagem selvagem e mutantes
pkcACS R AmpkA e ArlmA de A. fumigatus, estes foram tratados com DNAse, transcritos
reversamente para serem usados na RT-qPCR. Os valores foram transformados em log. e
submetidos a um algoritmo de agrupamento hierarquico (distancia Euclidiana) usando o
software TMEV (disponivel em http://www.tm4.org/mev.htmL). O esquema de cores foi usado
para designar genes que foram regulados negativamente (verde) ou regulados positivamente
(vermelho).

Como ja foi demostrado no moédulo 4.1 deste trabalho, RImA é um
importante fator de transcricdo responsavel pela regulacdo da CWIP, sendo
assim, a andlise da funcdo de rImA através da identificacdo de seus alvos
transcricionais relacionados ao desenvolvimento em A. fumigatus é
imprescindivel para esclarecer se este é um efeito direto ou indireto de RImA.

Iniciando os estudos dos possiveis alvos de RIMA durante o
desenvolvimento assexuado em A. fumigatus, uma andlise in silico foi realizada
usando o preditor MEME [180] e a ferramenta de comparacdo de motifs
TOM-TOM [181], para a identificacdo dos genes que apresentam o dominio de
ligacdo de rImA identificado anteriormente em A. niger o qual mostrou-se
conservado também em A. fumigatus TA(A/T)4TAG [58, 182]. A partir dessa
andlise, alguns genes que continham o dominio de ligacdo predito de RImA
(RLM Box) foram escolhidos de acordo com a sua funcdo e possivel relacao
com o desenvolvimento assexuado em Aspergillus ssp. e também em outros

fungos filamentosos. Para estes genes selecionados foram desenhados
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oligonucleotideos direcionados para a analise por ChlIP-gPCR da sua regido
promotora. Os genes escolhidos, assim como as sequéncias do dominio de
ligacdo de RImA na regido promotora encontrado em cada gene estao listados
na tabela 12. A localizacdo do RLM Box na regido promotora destes genes esta

esquematizada na figura 37A.

Tabela 12: Genes relacionados ao desenvolvimento de A. fumigatus selecionados para a
andlise por ChIP-gPCR do fator de transcricdo RImA.

Gene Sequéncia do RLM Box naregido
promotora
Afu2g14680 (flbB) TTAAAAATAA
Afu2g13770 (flbC) CTATAATTAA
Afulg04830 (abaA) ATATTTATAG
Afulg16590 (brlA) ATAAAAATAA

Os ensaios de ChIP-gPCR foram realizados conforme Ries, Rocha [183]
com modificacdes, conforme descrito na secao 3.13.33.1 em materiais e métodos.
Para inducéo a linhagem rimA::gfp e a linhagem selvagem de A. fumigatus foram
cultivadas por 16 horas em meio completo liquido YG, e apos foram filtradas
para a separacao do miceélio. O micélio obtido foi disperso em placa de Petri
contendo meio completo sélido YG, e as linhagens foram incubadas em estufa
a 37 °C por 6, 12 e 24 horas. O lisado foi imunoprecipitado, e por meio da
realizacdo de qPCR quantificou-se o0 enriquecimento das sequéncias de DNA
preditas como alvos in vivo de RImA nesta condigdo experimental. Como
controle negativo foi utilizado um oligonucleotideo que se liga a uma sequéncia
exonica no gene PrxB (figura 37B).

As analises de ChIP-gPCR demonstraram que RImA se liga aos
promotores dos genes dos fatores de transcricdo reguladores do
desenvolvimento assexuado em A. fumigatus FIbB e FIbC. Mutantes nulos
destes fatores de transcricdo possuem fenoétipo flufy, e estes fatores de
transcricdo se ligam a brlA durante o desenvolvimento assexuado em A. nidulans
e atuam regulando a expressao génica de toda a cascata de conidiacéo [219].
O fator de transcricdo RImA também se ligou as regibes promotoras dos genes
abaA e brlA. BrlA € um ativador chave para a iniciacdo do desenvolvimento em
Aspergillus ssp. [68, 69] e AbaA é um regulador chave para a diferenciacéo e

formacao de fialides em Aspergillus ssp. [70, 72]. Interessantemente, ndo foram
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encontrados motifs de ligagdo para RImA na regido promotora do ultimo gene

da via de conidiacao, isto €, wetA.
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Figura 37: O fator de transcricdo RImA se liga in vivo na regido promotora dos genes
floB, fIbC, abaA e brlA durante o desenvolvimento assexuado em A. fumigatus.
(A) Localizagdo dos motifs de ligacdo de RIMmA na regido promotora dos genes testados.
(B) Ensaios de ChIP-gPCR da linhagem selvagem e da linhagem rimA::gfp. Conidios de cada
linhagem foram cultivadas por 16 horas em meio YG, e apds foram filtrados, o micélio foi
disperso em placa de Petri contendo meio completo solido YG, e as linhagens foram incubadas
em estufa a 37 °C por 6, 12 e 24 horas. Os resultados demonstram a ligacdo de RImA a regido
promotora dos genes testados (p < 0,05, n= 3). Como controle negativo foi utilizado um
oligonucleotideo localizado em uma regido exdnica do gene PrxB.

7

Estes resultados sao evidéncias de que a CWIP é essencial para
orquestrar a biossintese e a remodelacdo da parede celular durante as
dramaticas mudancas morfolégicas que ocorrem durante o desenvolvimento de
fungos, incluindo a formacéo do conidioforo e suas estruturas relacionadas,

como vesicula e fialides.
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4.2.2 Os mutantes da CWIP ArlmA, pkcA®5°R e AmpkA apresentam producao

reduzida dos metabdlitos secundarios FqC e gliotoxina de A. fumigatus

A producéao de metabolitos secundarios tem sido associada a mudancas
do programa desenvolvimental em fungos filamentosos [75]. Desta forma,
alguns estudos sugerem que reguladores da sintese de metabdlitos
secundarios e do desenvolvimento fangico, conjuntamente permitem que
fungos filamentosos adotem estilos de vida mais "complexos" através da
producdo de uma diversidade muito maior de metabdlitos secundarios [75-77].

Além disso, a CWIP compreende um importante centro de controle para
a producdo de metabdlitos secundarios, incluindo gliotoxina, piomelanina,
pseurotina A e penicilina em A. nidulans e A. fumigatus [27, 40, 182, 220].
Sabendo-se que RImA é o fator de transcricdo da CWIP em A. fumigatus, ou
seja, atua na mesma via que pkcA e mpkA (figura 24), este também pode ser um
dos fatores de transcricdo responséveis pela transcricdo de genes relacionados
a producdo de metabdlitos secundarios como a gliotoxina ou outras moléculas
cuja dependéncia da CWIP ainda néo foi evidenciada em A. fumigatus.

Gliotoxina é uma toxina fangica epidithiodioxopiperazine (ETP) que
desempenha um papel importante na viruléncia de A. fumigatus por meio da
modulacdo da resposta imune e inducdo da apoptose em diferentes tipos de
células, sendo inclusive detectada in vivo no sitio de infecdo em mamiferos [79,
221]. Curiosamente, a produgdo de gliotoxina na linhagem ArimA foi
completamente abolida em comparacdo com a linhagem selvagem, uma vez
gue ndo ha deteccdo deste metabdlito nas condi¢Bes testadas (figura 38). A
gliotoxina também foi quantificada nas linhagens pkcAC®>°R AmpkA e nos
duplos mutantes ArlmA AmpkA e ArlmA pkcA®®"*R e, assim como na linhagem
ArlmA, a producédo de gliotoxina ndo foi detectada (dados ndo mostrados).
Estes resultados indicam fortemente que assim como MpkA [27], RImA e PkcA
também desempenham um papel na producdo de gliotoxina em A. fumigatus
indicando que este fenotipo € dependente da CWIP e ndo somente da
MAP quinase MpkA.
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Figura 38: A linhagem mutante ArimA n&o produz gliotoxina. As linhagem selvagem e
mutante ArlmA foram cultivadas durante 7 dias a 28 °C em meio liquido Czapek-Dox, e os
sobrenadantes das culturas foram analisados por UPLC-MS/MS. A gliotoxina foi detectada no
modo de ionizacdo por electrospray negativo e a aquisicado foi realizada em mdltiplas reacdes
de modo de monitorizagdo (MRM) do [M-H]- o ion foi monitorizado a m/z 325,1 como o ion
precursor, com um fragmento m/z 243,2 como o ion do produto.

A auséncia de producéo de gliotoxina no mutante ArlmA serviu como prova
de principio do envolvimento da via na producdo de metabdlitos secundarios.
Assim, para obter uma visdo mais ampla sobre os metabdlitos secundéarios que
poderiam ter a producéo influenciada pela CWIP, realizou-se um screening para
identificacdo quimica e analise de metabdlitos secundarios de A. fumigatus tendo
como base um cultivo de pequena escala de coldnias da linhagem selvagem e
dos mutantes da CWIP em meio solido [222]. A comparacdo dos perfis
cromatograficos de HPLC-UV (cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a luz ultravioleta) da linhagem selvagem e dos mutantes pkcA®>°R, AmpkA e
ArlmA indicou uma diminuicdo consideravel na deteccdo de um metabdlito
secundario, com um tempo de retencdo de 13,3 minutos (figura 39A). Esta
molécula foi identificada por espectrometria de massa de alta resolu¢do (HRMS)

como FqC, determinada pelo seu ion molecular m/z 444,1657 (figura 39 B-D).
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Figura 39: Mutantes de CWIP possuem reducéo na producéo de FqC. (A) Perfil de FqC por
HPLC-UV na linhagem selvagem e mutantes da CWIP (254 nm). (B) Espectro de massa de alta
resolucdo da FqC. (C) Espectro de massa de alta resolucéo da FgD. (D) As estruturas quimicas
das FqC e FgD e converséo espontanea de FqC para FqD em solucéo aquosa.

FqC foi obtida apds o aumento da escala de fermentacdo e
adicionalmente purificada e caracterizada por ressonancia magnética nuclear
(RMN), comparada com a literatura e usada como padrdo analitico para
guantificar a concentracdo de FqQC e FgD nos conidios dos mutantes simples e
duplos da CWIP. Isto porque durante o aumento de escala de isolamento de FqC,
foi possivel também isolar FgD, que é congénero direto da FqQC gerado no meio
ndo enzimatico por meio de uma reagcdo espontanea em solucdo aquosa [87].
FgD ocorre como resultado da ciclizagéo intramolecular de FqC pelo ataque
nucleofilico da amina secundéria da porcdo imidazolidinona na posi¢cdo C3 do
anel quinazolinona dando origem a uma ponte de 8 membros. FgD também foi
identificado por HRMS (m/z 444,1664, (figura 39C-D), caracterizada por RMN e
guantificada nos mutantes simples e duplos da CWIP. Os dados de RMN séo
mostrados no APENDICE E.
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Os resultados de quantificacdo apresentam uma diminuicdo significativa
nos niveis de FqC (figura 40B) nas linhagens mutantes pkcAC®>°R ArlmA e
ArlmA pkcA®®®R de cerca de 24,7 %, 27,9 % e 61,3 %, respectivamente, em
comparacdo com a linhagem selvagem (*p < 0,001). Além disso, a
concentracdo de FqC foi de 10,5 e 20,6 vezes mais baixa nas linhagens
mutantes AmpkA e AmpkA ArlmA, respectivamente, em comparagcao com a
linhagem selvagem (figura 40B). O teor de FqC na linhagem AmpkA também
foi significativamente reduzido em comparacdo com as linhagens pkcA®>"*R,
ArlmA e ArlmA pkcA®®"®R Quanto a FgD, houve também uma diminuicdo na
concentracdo deste metabolito secundério, que foi cerca de 2,50, 1,68 e 1,59
vezes maior na linhagem selvagem em relagédo aos mutantes pkcA®>"*R, ArlmA
e AmpkA, respectivamente. Curiosamente a linhagem AmpkA acumulou mais
FqgD do que as outras linhagens mutantes (figura 40A), porém por se tratar de

uma reacao espontanea de FqC, ndo se pode estabelecer qualquer correlacado

de sua obtencéo e a CWIP.

A. B
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FqClradial colony growth (ug/mL)

Figura 40: Quantificacdo de FqC e FgD nas linhagens mutantes da CWIP. (A-B) FgC e
FgD foram quantificadas nas linhagens mutantes e selvagem por HPLC-MS/MS. FqC e FqD
foram obtidas, purificadas, e validadas por RMN e posteriormente foram usadas como padrdes.
O grafico representa os valores médios dos resultados a partir de duas replicatas bioldgica e
cinco repeticBes técnicas com erro padrdo. As diferencas estatisticas foram observadas
utilizando ANOVA seguida por Student-Newman Keuls como teste post hoc. Significativamente
diferente da linhagem selvagem (*p < 0,001, **p < 0,01, **p < 0,05).

As Fgs F, A, C e D (FgF, FgA, FqQC e FgD) sao produzidas nesta
sequéncia pelo cluster Fg em A. fumigatus. A organizacdo do cluster Fq foi
anteriormente relatada [87] (figura 5) com base em abordagens genéticas e

bioquimicas [89, 90]. As fumiquinazolinas sdo construidas através da sintese
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nao ribossomal por peptideo sintase (NRPS) [91]. Resumidamente, o cluster Fq
contém quatro genes que codificam as enzimas de biossintese (fmgA-D) e um
gene predito como transportador do cluster (fmgE) (figura 5). O gene trimodular
NRPS fmgA € necessario para a producdo de todos os metabdlitos Fq em
A. fumigatus, uma vez que este condensa o acido antranilico, o L-triptofano e a
L-alanina, na presenca de ATP, para formar FgF. A inativacdo de fmgA através
de um mutante nulo (AfmgA) gera um mutante deficiente para todas as
fumiquinazolinas [87]. FgB € uma mono-oxigenase dependente de FAD,
responsavel pela oxidacédo de FgF, que, em seguida, sofre atuacao pela NRPS
monomodular, fmqC, para formar FgA. O gene fmgD codifica uma
oxidorredutase também dependente de FAD, que € o Ultimo passo enzimatico
da via de conversédo de FgA para FgC. FgD é gerado a partir de FgC por uma
reacdo espontanea ndo enzimatica em solucdo aquosa, como mencionado
anteriormente (figura 39D) [87].

Para avaliar adicionalmente o impacto regulador da CWIP na producéao
de FgC, a analise dos niveis de mRNA dos genes do cluster Fq (fmgA-E) foi
realizada utilizando a técnica de RT-gPCR, comparando a linhagem selvagem
e os mutantes nulos da CWIP AmpkA e ArlmA durante os estagios de
desenvolvimento dos conidiéforos a 37 °C e 30 °C, jA& que conforme
mencionado anteriormente as Fgs sdo metabolitos secundarios que se
acumulam exclusivamente nos conidios [87]. Nestes estagios de
desenvolvimento, ambos os mutantes AmpkA e ArImA apresentam um
desenvolvimento assexuado retardado (dados ndo mostrados e figura 33,
respectivamente).

Em geral, a expresséo de todos os genes do cluster de producao de Fq
foi induzida durante a conidiogénese. Em claro contraste, a expressdo dos
genes do cluster foi notavelmente sub-regulada na linhagem ArlmA em ambas
as temperaturas testadas de 37 °C ou 30 °C (figura 41A-B). A expressao do
gene fmgA, que codifica a enzima passo limitante da producdo de Fgs, foi
consideravelmente maior na linhagem selvagem apdés 24 horas de inducéo do
desenvolvimento assexuado a 37 °C e apds a inducdo de desenvolvimento
assexuado de 24 horas a 30 °C. FmgD ¢é a oxirredutase que converte FgA para

FgC. A abundancia de mRNA de fmgD apds 24 horas de inducdo do
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desenvolvimento assexuado a 30 °C teve um grande aumento na linhagem
selvagem em relacdo ao ponto de tempo zero, e ap06s a inducdo do
desenvolvimento assexuado por 24 horas a 37 °C observou-se um aumento
maior ainda na linhagem selvagem em relacédo ao ponto de tempo zero. Em
contraste, esta indugdo de mRNA de fmgD foi muito menor nas linhagens
mutantes ArlmA e AmpkA em ambas as temperaturas de desenvolvimento
assexuado testadas (figura 41A-B, APENDICE F A-B, figura F1A-B).
Curiosamente, o mutante AmpkA apresentou uma maior expressao do gene
fmgC a 30 °C, porém néo a 37 °C (figura 41A-B, APENDICE F A-B, figura F1A-B).
Embora também reduzida nos mutantes ArlmA e AmpkA, a abundancia de
MRNA do transportador MFS no cluster (fmgE) foi a mesma em ambas as
temperaturas de inducédo desenvolvimental realizadas, 30 °C ou 37 °C (figura
41A-B, APENDICE F A-B, figura F1A-B). Este resultado pode ser suportado por
observacfes anteriores de que a perda de fmgE nédo teve impacto sobre a
biossintese de Fqs [87].

A.
-8.0 wt -2.0 AmpkA 8.0 0.0 wt 3.9 AmpkA 7.0
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Figura 41: Analise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq na
linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArImA durante o desenvolvimento assexuado a
37 °C (A) e a 30 °C (B). O RNA total foi isolado da inducéo de desenvolvimento assexuado
sincronizado para a linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArlmA de A. fumigatus, estes
foram tratados com DNAse, transcritos reversamente para ser usado na RT-gPCR em tempo
real. Os valores foram transformados em log> e submetidos a um algoritmo de agrupamento
hierarquico  (distdncia Euclidiana) usando o software TMEV (disponivel em
http://www.tm4.org/mev.htmL). O esquema de cores foi usado para designar genes que foram
regulados negativamente (verde) ou regulados positivamente (vermelho).

FgC é um dos cinco principais compostos isolados a partir de extratos de
conidios de A. fumigatus e a perda do fator de transcricdo especifico de

esporulacdo, BrlA, impede a producdo de FgA e FqC [87, 88]. Portanto, a

menor producdo de FqC na linhagem ArImA e nos outros mutantes CWIP
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(figura 40) pode ser devido a: (i) uma regulacéo direta ou indireta dos genes
gue sintetizam Fq (fmgA-E) por PkcA, MpkA ou RImA e/ou (ii) a expressao de
brlA prejudicada, o que foi observado durante o desenvolvimento assexuado na
linhagem mutante ArImA, visto que RIMA se liga a regido promotora de brlA
durante o desenvolvimento em A. fumigatus (figura 37B).

Para responder a esta questdo, uma andlise in silico foi realizada para a
identificacdo dos genes responsaveis pela biossintese de Fgs que apresentam
o dominio de ligacdo de rImA [58, 145]. A partir dessa analise foi possivel
observar que os genes fmgA-B-C-D possuem o dominio de ligagdo MADS-box
na sua regiao promotora. Da mesma forma como descrito para os reguladores
desenvolvimentais estudados acima foram desenhados oligonucleotideos
direcionados para a analise da ligacdo de RImA a regido promotora destes
genes identificados, para que por meio da técnica de ChIP-gPCR, fosse
possivel determinar se a reducdo da sintese de FqC-D € um efeito direto ou
indireto do fator de transcricdo RImA. As sequéncias das regifes promotoras
do genes do cluster contendo o dominio de ligacdo a RImA estéo listados na
tabela 13, e a localizacdo destes dominios na regido promotora de cada gene é
mostrada na figura 42A. Neste experimento, foram utilizadas as mesmas
amostras utilizadas para os ensaios de ChIP-gPCR dos genes relacionados ao
desenvolvimento de A. fumigatus (figura 40).

Os resultados desse experimento de ChIP-gPCR demonstraram que RImA
também é capaz de se ligar nos motifs RLM box contidos nos promotores dos
genes que compdem o cluster biossintético de Fqs fmgA-B-C-D (figura 42B).
Estes dados em conjunto com os dados de RT-gPCR em tempo real mostrados
acima (figura 41) levam a concluséo de que ha uma regulacéo direta dos genes
gue sintetizam Fq (fmgA-E) por RImA, ou seja, pela propria CWIP. Assim, este
fator de transcricdo além de ser responsavel pela regulacdo de genes
envolvidos na biossintese e manutencdo da parede celular (figura 24 e 26,
modulo 1) e no desenvolvimento assexuado (figura 37), € também um dos

elementos responsaveis pela regulacdo da biossintese de Fq em A. fumigatus.
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Tabela 13: Genes relacionados a biossintese de Fq em A. fumigatus selecionados para a
analise por ChIP-gPCR do fator de transcricdo RImA.

Gene Sequéncia do RLM Box naregido
promotora
Afu6g12080 (fmgA) TTATTTATAC
Afu6g12060 (fmgB) CTAATAATAC
Afu6g12050 (fmqC) CTAAAAATAT

Afug12070 (fmgD) GTATTATTAG
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Figura 42: ChIP-gPCR dos genes fmgA, fmgB, fmgC e fmgD nas linhagens selvagem e rImA::gfp durante o desenvolvimento assexuado a 37 °C em
A. fumigatus. (A) Localizacdo do dominio de ligagdo a RImA na regido promotora dos genes do cluster Fg. (B) Para as analises de ChIP-gPCR as linhagens
rimA::gfp e selvagem foram cultivadas por 16 horas em meio completo liquido YG, e apés filtradas. O micélio foi disperso em placa de Petri contendo meio
completo sdlido YG e as linhagens foram incubadas em estufa a 37 °C por 6, 12 e 24 horas e preparadas para a imunoprecipitacdo de cromatina. Os

resultados demonstram a ligacdo de RImA & regido promotora dos genes testados. Como controle negativo foi utilizado um oligonucleotideo localizado em
uma regiao exdnica do gene PrxB. (p< 0,05 n = 3).
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4.2.3 O fator de transcricdo de A. fumigatus SebA regula a sintese de FqC

em A. fumigatus

Com o objetivo de entender se outros estresses celulares poderiam
influenciar a producdo de FqC ou se apenas a CWIP seria suficiente para o
controle da producéo deste metabolito secundario, realizou-se um screening
adicional objetivando-se encontrar genes que também influenciassem o
acumulo de FqC. Para este screening foi utilizada uma colecdo de mutantes
nulos de A. fumigatus disponivel no laboratério cujos genes estdo envolvidos
em diferentes aspectos da fisiologia celular como por exemplo aqueles
responsivos a estresse de temperatura, estresse oxidativo, proteinas quinases
e fosfatases, ou posicionados em diferentes vias de transducdo de sinal, como
a via SakA™°Cl Ca*?/calcineurina, diferentes fatores de transcricdo, entre
outros. Ao todo foram utilizadas cerca de 50 linhagens mutantes no screening.
Alguns dos resultados para algumas das linhagens mutantes testadas estéo
mostradas na figura 43A. Os resultados surpreendentemente mostraram que a
delecédo do fator de transcri¢cao do tipo zinc finger C2H2 SebA leva ao aumento
da producédo de FqC em cerca de 4,5 vezes em relacéo a linhagem selvagem,
indicando, portanto, que esse fator de transcricdo € um regulador negativo da
sintese de FqC (figura 43A-B).
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Figura 43: Quantificacdo de FqC nas linhagens mutantes representativas do screening
para identificar reguladores da sintese desse metabdlito secundario. (A) O acumulo de
FgC nas linhagens mutantes para as proteinas quinases AsakA"%¢! e AmpkCHOC1, para o fator
de transcricdo AsebA e para a fosfatase AsitAS'™ estdo mostrados. FqC foi quantificada nas
linhagens mutantes e na linhagem selvagem por HPLC-MS/MS, conforme descrito
anteriormente. O gréafico representa os valores médios dos resultados a partir de trés replicatas
biolégicas e cinco repeticdes técnicas com erro padrdo, em porcentagem, sendo a producéo de
FgC da linhagem selvagem foi considerada com 100 %, e a producéo de FqC pelas linhagens
mutantes calculadas em porcentagem em relacdo a producdo da linhagem selvagem. As
diferencas estatisticas foram observadas utilizando ANOVA seguida por Student-Newman
Keuls como teste post hoc. *Significativamente diferente da linhagem selvagem (*p < 0,001).
(B) Imagens de espectrometria de massas geradas pela técnica Ambient Mass Spectrometry
Imaging on Agar Culture obtidas por fonte de ionizacdo DESI [157]. Este experimento gera uma
imagem de localizacdo espacial do acumulo da molécula de interesse a partir da busca pelo
fon caracteristico, no caso para FqC m/z 444,1657. Os resultados comprovam a menor
producdo de FgC no mutante ArlmA e o maior acimulo de FqC nos conidios da linhagem
AsebA.

O fator de transcricdo de A. fumigatus SebA j& foi parcialmente
caracterizado em A. fumigatus. Este desempenha um papel complexo,
contribuindo para varias vias de tolerancia a diferentes estresses, principalmente o
estresse oxidativo e térmico além do crescimento sob condigBes nutricionais
precarias [137]. Em N. crassa, SEB-1 regula o metabolismo da reserva de
carboidratos de glicogénio e trealose sob estresse provocado pelo aumento da
temperatura, 0 que sugere uma interconexao entre o controle do metabolismo e
esta condicdo ambiental [223]. Em Trichoderma atroviride, sebl foi também
associado a tolerancia ao estresse osmatico [224, 225]. Porém, apesar de ja
caracterizado em alguns fungos filamentosos, dentre eles A. fumigatus [137],
nado ha nenhum relato da funcdo deste fator de transcricdo na regulacdo da
producdo de metabdlitos secundarios.

Para avaliar em mais detalhes o impacto do fator de transcricdo SebA na
producéo de FqC, a andlise da expressdo dos genes do cluster Fg (fmgA-E) foi

realizada utilizando a técnica de RT-gPCR, comparando a linhagem selvagem
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e o mutante nulo AsebA durante os estagios de desenvolvimento dos
conidiéforos e a maturacéo de ambos a 37 °C e 30 °C (figura 44 A-B, APENDICE
G, figura G1A-B). O desenho experimental foi 0 mesmo realizado para a linhagem
selvagem e as linhagens mutantes da CWIP AmpkA e ArlmA (figura 41). Nestes
estagios de desenvolvimento, o mutante AsebA n&o apresentou qualquer
diferenca do desenvolvimento ou conidiacdo em relacdo a linhagem selvagem de
A. fumigatus (dados ndo mostrados).

A expressdo de todos os genes do cluster Fq também foi induzida
durante a conidiogénese da linhagem AsebA, o que era esperado, uma vez
conforme mencionado anteriormente as Fgs sdo metabolitos secundarios
presentes nos conidios de A. fumigatus. Os niveis de mRNA de fmgC foram
notavelmente maiores na linhagem AsebA em ambas as temperaturas
testadas, 30 °C ou 37 °C (figura 44A-B, APENDICE G, figura G1A-B). A
expressdo do gene fmgA, foi consideravelmente maior no mutante AsebA em
relacdo ao observado na linhagem selvagem apdés 36 horas de inducédo do
desenvolvimento assexuado a 30 °C e apOs a inducdo de desenvolvimento
assexuado por 24 horas a 37 °C (figura 44A-B, APENDICE G, figura G1A-B).
fmgD, que é a oxirredutase que converte FgA para FqC, teve um aumento dos
niveis de mRNA cerca 3,5 vezes na linhagem mutante AsebA em relacdo a
linhagem selvagem durante todo o desenvolvimento assexuado a 37 °C (figura
44B, APENDICE G).
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Figura 44: Analise da resposta transcricional de genes do cluster de sintese de Fgs na
linhagem selvagem e mutante AsebA durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C (A) e
a 37 °C (B). O RNA total foi isolado da inducdo de desenvolvimento assexuada sincronizado
para a linhagem selvagem e mutante AsebA de A. fumigatus, foi tratado com DNAse, transcrito
reversamente para ser usado na RT-gPCR em tempo real. Os valores foram transformados em
logz e submetidos a um algoritmo de agrupamento hierarquico (distancia Euclidiana) usando o
software TMEV (disponivel em http://www.tm4.org/mev.htmL). O esquema de cores foi usado
para designar genes que foram regulados negativamente (verde) ou regulados positivamente
(vermelho).

Coletivamente, os dados sugerem que o fator de transcricdo SebA
regula negativamente a expressdo dos genes do cluster biossintético da
producéo de FqC em A. fumigatus.

Para determinar se o fator de transcricAo SebA seria um regulador
negativo direto da biossintese de Fg em A. fumigatus, semelhante ao que foi
feito para buscar dominios MADS-box nos genes responsaveis pela
biossintese de Fgs, buscou-se identificar sitios de ligacdo preditos para o fator
de transcricdo SebA nas regides promotoras dos genes do cluster fmq da
sintese de Fgs. Recentemente, o dominio de ligacdo do fator de transcricdo
Seb-1 de N. crassa (AGGGG) denominado motivo STRE (stress response
element) foi caracterizado e validado in vivo por ChIP-gPCR e in vitro por
ensaio de mobilidade em gel (EMSA) [223]. Em S. cerevisiae, STRE é um motif
também presente em promotores de genes regulados por diferentes tipos de
estresses e, € reconhecido pelos fatores de transcricdo Msn2/4 [226].

Dessa forma, como esse motif de ligagdo STRE néo foi ainda validado

em A. fumigatus, utilizamos a sequéncia consenso de N. crassa e S. cerevisiae
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como fonte de informacédo para a busca de STRE nas regides promotoras dos
genes fmg com o intuito de estabelecer uma ligacao direta entre o fator de
transcricdo SebA e a sintese de FqC em A. fumigatus. A busca dos motifs de
ligacdo nas regides promotoras desses genes mostrou que fmgA-B-C-D-E
possuem regibes STRE em seus promotores. Assim, conforme descrito
anteriormente, foram desenhados oligonucleotideos direcionados para a regido
promotora destes genes para investigar a ligacdo de SebA aos motifs STRE
identificados in silico pela técnica de ChIP-qPCR. Além disso, um dominio
STRE foi também localizado na regido promotora -2.502 pb do gene rlmA, o
gual foi também incluido na andlise. Os genes selecionados, assim como as
sequéncias da regido promotora de SebA encontrada em cada gene estdo
listados na tabela 14, e a localizacdo deste motif na regido promotora de cada

gene exibida na figura 45A.

Tabela 14: Genes relacionados a biossintese de Fg em A. fumigatus selecionados para a
analise por ChIP-gPCR do fator de transcricdo SebA.

Gene Sequéncia do STRE naregido

promotora
Afu6g12080 (fmgA) AAGGGG
Afu6g12080 (fmgA) GAGGGG
Afu6g12060 (fmqB) AAGGGG
Afu6g12060 (fmgB) GAGGGG
Afu6g12060 (fmqB) ACGGGG
Afu6g12060 (fmgB) AAGGGG
Afu6g12050 (fmgC) CAGGGG
Afu6g12050 (fmqgC) CAGGGG
Afu6g12070 (fmgD) CGGGGG
Afu6g12070 (fmgD) AAGGGG
Afu6g12040 (fmgE) TAGGGG
Afu6g12040 (fmqE) CTGGGG
Afu3g08520 (rimA) CAGGGG

Para as analises de ChiP-gPCR do fator de transcricdo SebA, utilizou-se
a linhagem sebA:gfp [137] e a linhagem selvagem de A. fumigatus. O
procedimento utilizado foi 0 mesmo descrito para a linhagem rimA:.gfp neste
capitulo (figura 42), e como controle do experimento utilizou-se uma regido
exonica do gene prxB (Afu5g15070).

As andlises de ChIP-qPCR demonstraram que SebA se liga a todos os
motifs STRE dos promotores dos genes que compdem o cluster biossintético
de Fgs fmgA-B-C-D-E (figura 45B). Estes dados em conjunto com os dados de
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RT-qPCR levam a conclusédo de que ha uma regulacéo direta dos genes que
sintetizam Fqg (fmgA-E) por SebA. Devido ao aumento da producgéo de FqC
observado no mutante SebA, sugere-se que este € um regulador negativo da
biossintese de Fq, ou seja, quando ativo SebA se liga aos genes do cluster da
Fg impedindo a transcricdo dos genes relacionados a biossintese deste
composto em A. fumigatus. Curiosamente, SebA também é capaz de se ligar
ao STRE encontrado na regido promotora de RImA, indicando que o fator de

transcricdo SebA também regula este fator de transcricao.
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Figura 45: ChIP-qPCR dos genes fmgA, fmgB, fmqC e fmgD nas linhagens selvagem e sebA::gfp durante o desenvolvimento assexuado a 37 °C em
A. fumigatus. (A) Localizacdo do dominio STRE na regido promotora dos genes do cluster fmqg. (B) Para as analises de ChIP-gPCR, as linhagens sebA::gfp e
selvagem foram cultivadas por 16 horas em meio completo liquido YG, foram filtradas, o micélio foi disperso em placa de Petri contendo meio completo sélido YG, e
as linhagens foram incubadas em estufa a 37 °C por 6, 12 e 24 horas e preparadas para a imunoprecipitacdo de cromatina. Os resultados demonstram a ligacdo de
SebA a regido promotora dos genes testados. Para genes com dois ou mais motifs de ligacdo de SebA na regido promotora, os graficos sdo apresentados de
acordo com a proximidade da ORF. Como controle negativo foi utilizado um oligonucleotideo localizado em uma regido exénica do gene PrxB. (p< 0,05 n = 3).
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424 A FgC é um metabdlito secundario envolvido na viruléncia de

A. fumigatus em diferentes hospedeiros

Os resultados acima descritos sugerem que a producdo de FqC em
A. fumigatus é diretamente influenciada pelos fatores de transcricdo RIMA e
SebA, e que a sinalizagdo via CWIP também impacta na quantidade de FqC
sintetizada. Entretanto, ndo ha nenhuma informacéo sobre a possivel atividade
biolégica de FgC sobre diferentes tipos celulares e qual a importancia dessa
molécula dentro do repertério quimico de A. fumigatus. Uma das questdes
Obvias associadas a essas informacdes obtidas sobre como a sintese de FqC é
regulada é: FqQC estd envolvida na viruléncia desse fungo? Ela pode ser
encontrada no sitio de infec¢do do hospedeiro mamifero, e causando nesse local
algum efeito biolégico que justifique a colonizacdo? Diante disso, decidiu-se
investigar os efeitos bioldgicos dessa molécula e sua relacdo com a CWIP e o
fator de transcricdo SebA.

Como uma abordagem inicial buscou-se entender se a FgC tem algum
efeito téxico sobre a propria célula de A. fumigatus. Isso porque é conhecido
gue para o caso de alguns metabdlitos secundarios como a gliotoxina, que tem
relevante papel na viruléncia desse fungo [86], um dos genes do cluster de
producgéo (gliT) codifica uma enzima Gliotoxin sulfhydryl oxidase que leva a
detoxificacdo da gliotoxina tornando-a in6cua ao fungo [86].

Os resultados indicam que o crescimento das linhagens mutantes da
CWIP foi inibido por FqC. Um dado interessante é que o mutante AmpkA, que
foi o que obteve a menor quantificacdo da FgC exibiu os niveis mais elevados
de sensibilidade para este metabolito secundério (figura 46A). Em conjunto,
estes resultados sugerem que pkcA, mpkA e rImA s&@o importantes para a
producao e resisténcia a FqC em A. fumigatus. Por outro lado, o0 mutante SebA
que é um super produtor de FgC mostrou-se mais resistente a este metabdlito
secundario (figura 46B). A CIM da FgC observada na linhagem selvagem foi de
100 pg/mL, na linhagem mutante AsebA este foi de 150 pug/mL, e a linhagem
complementante AsebA::AsebA*, na qual o gene sebA foi reinserido, apresentou o

CIM igual ao da linhagem selvagem de A. fumigatus.
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Figura 46: Mutantes da CWIP de A. fumigatus sdo mais sensiveis a FqC (A), enquanto a
delecdo de SebA é mais tolerante (B). 1x10° conidios da linhagem selvagem, linhagens
mutantes da CWIP, AsebA e AsebA::sebA" foram cultivados em MM liquido suplementado com
diferentes concentracdes de FqC durante 24 horas a 37 °C. A inibigdo do crescimento foi
inspecionada visualmente por meio do indicador Alamar blue™ adicionado na concentragéo de
10 % a cada poco. A coloracdo azul indica auséncia de crescimento na presenca deste
indicador.

WT

AsebA

A FgC demonstrou ser potencialmente toxica para A. fumigatus. Com o
intuito de verificar se este metabdlito secundario também teria um impacto
sobre a resposta imune em células do hospedeiro, foram utilizados macréfagos
derivados de medula 6ssea (BMDMs) de camundongos C57BL/6 para medir os
niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 liberadas por estas células
apos co-incubacdo com a FgC e FqD. BMDMs co-cultivadas com FqC
apresentaram uma producédo de TNF-a cerca de 4 vezes maior em relagéo ao
controle positivo (LPS), e 2 vezes mais em relacdo a FgD (*p < 0,01; figura
47A). Um resultado semelhante foi observado na producdo da IL-6, pois
BMDMs co-cultivadas com FgC apresentaram cerca de 4 vezes de aumento na

producédo de IL-6 em relacédo a cultura de célula ndo induzida, e 3 vezes mais
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em relacdo a FgD (*p < 0,01; figura 47B), sendo que nao houve indugao

significativa de IL-6 nas células incubadas com FgD (figura 47B).
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Figura 47: Secrecédo de TNF-a (A) e IL-6 (B) a partir de BMDMs ap6s incubagao com FqC
e FqD. Os niveis de TNF-a e IL-6 foram quantificados por ELISA a partir do sobrenadante da
cultura apés 18 horas de infeccdo em BMDMs. Os dados mostram os valores médios * desvio
padréo (*p < 0,01). LPS: lipopolissacaridio (controle positivo).

Devido ao fato de FqC ter potencialmente um impacto sobre a resposta
imune no hospedeiro, 0 passo seguinte foi verificar a citotoxicidade dessas
moléculas para as células do hospedeiro. Da mesma forma, FqC e FgD foram
incubadas com BMDMs e a sobrevivéncia das células foi avaliada por ensaio
de citotoxicidade medido por MTT. Os resultados indicaram que FqC e FqD
nao levaram a morte celular de forma estatisticamente significante em relacao
ao controle com o veiculo utilizado (DMSO), exceto para a FgD na maior
concentracdo empregada (100 pg/mL) (figura 48A). Para as outras
concentragOes utilizadas a citotoxicidade foi estimada em torno de 30 %
apenas. Por outro lado observou-se que de alguma forma FqC interfere com a
estabilidade da membrana de macréfagos ja que houve acentuada formacédo
de poros na membrana plasmatica das células, a qual € dose dependente da
concentragdo de FqC aplicada na incubacdo. Na concentracdo de 100 pg/mL
observou-se um aumento de 60 % na formagdo de poros na membrana

plasmatica (figura 48B).
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Figura 48: FgC e FgD apresentam efeitos citotoxicos limitados, mas influenciam a
formacado de poros em BMMDs de camundongos. (A) Avaliacdo da toxicidade em BMMDs
de camundongos apos 18 horas de estimulo com FqC e FgD (*p < 0,01). (B) Avaliagdo da
formacdo de poros na membrana plasmética de BMMDs de camundongos apds 12 horas de
estimulo com FgC. A porcentagem refere-se ao controle positivo (Triton X-100).

Embora tenha sido possivel identificar que FqQC e FgD estimulam o
sistema imune de células BMDMs, ainda ndo é possivel atribuir um papel
desse metabdlito secundario no sitio de infeccdo in vivo. Um dado importante
sobre o mutante AsebA € que este embora seja um super produtor de FqC, ele
tem sua viruléncia atenuada em modelo murino de aspergilose pulmonar
invasiva [137]. Esse dado sugere que talvez essa molécula ndo esteja presente
no sitio de infec¢cdo do hospedeiro mamifero, o que é esperado ja que a FqC
acumula especificamente nos conidios (figura 43B) [87]. Diante dessas
observagodes, especulou-se que possivelmente a funcédo de FqC e possivelmente
FgD esteja mais relacionada ao ambiente saprofitico que A. fumigatus vive de
forma ubiqua (solo e matéria em decomposicdo), onde deve competir com
outros organismos para sobrevivéncia e aquisicdo de nutrientes. Assim, como
continuacao dos estudos do papel da FqC em A. fumigatus, também utilizou-se
a ameba de vida livre de solo Dictyostelium discoideum a qual € um modelo
para estudo de relagéo entre microrganismos habitantes do solo que vivem em
co-ocorréncia com esta ameba [148]. Assim a relacdo da interacdo fagocitica
de D. dyscoideum com os conidios das linhagens mutantes da CWIP e AsebA
gue possuem alteracdo na producdo de FqC em relacdo a linhagem selvagem
de A. fumigatus foi avaliada e comparada com o perfil fagocitico obtido para as
mesmas linhagens utilizando o modelo de BMDMs empregado nos ensaios
anteriores. Curiosamente, os conidios da linhagem AsebA foram

significativamente menos fagocitados por D. discoideum, e 0 oposto ocorreu
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guando os conidios dos mutantes da via CWIP foram testados, pois 0s
mutantes ArlmA e AmpkA da CWIP foram fagocitados 2,5 e 3 vezes mais que
os da linhagem AsebA, respectivamente (figura 49A). Devido a grande reducéo
da fagocitose da linhagem AsebA por D. discoideum, realizou-se uma cinética
da fagocitose desta linhagem em relacéo a linhagem selvagem de A. fumigatus
e a linhagem complementante AsebA::sebA, e foi possivel observar uma
reducao de cerca de 50 % da fagocitose por D. discoideum na linhagem AsebA
em relacdo a taxa de fagocitose das linhagens selvagem e complementante
AsebA::sebA* (figura 49B). Os resultados do indice de fagocitose por BMDMs,
foram os mesmos que o0s observados para D. dyscoideum, isto €, maior
fagocitose de conidios de AmpkA e menor em conidios do mutante AsebA,
novamente evidenciando a relacdo entre FqC e a fagocitose de conidios desse
fungo nos dois modelos celulares usados (figura 49C). O mutante ArlmA é
também menos fagocitado por BMDMs, conforme mostrado na figura 31C,
modulo 1. A linhagem AsebA produz 4 vezes mais FqC que a linhagem
selvagem de A. fumigatus; logo, estes resultados em conjunto sugerem que
FqC pode servir como um composto de defesa contra outros microrganismos

ou predadores do solo.
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Figura 49: Andlise dos indices de fagocitose de conidios por D. discoideum e BMDMs.
(A) A linhagem selvagem de A. fumigatus, e as linhagens mutantes ArimA, AmpkA e AsebA e
as respectivas linhagens complementantes foram co-incubadas com células de D. discoideum
a 22 °C durante 5 horas, apés a incubacdo 50 células de D. discoideum foram contadas por
andlise de fagocitose de conidios (***p < 0,005). (B) Para a realizacéo da cinética de fagocitose
dos conidios da linhagem selvagem, AsebA e AsebA::sebA* por D. discoideum, as cepas foram
co-incubadas com células de D. discoideum e a cada 2 horas de incubagdo 50 células de
D. discoideum foram contadas por analise de fagocitose de conidios. (C) O indice de fagocitose
por BMDMs na linhagem AsebA é menor que o observado na linhagem selvagem e mutante
AmpkA (***p < 0,005).
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4.2 .5 Discussao

A CWIP tem uma importante conexdo com a producdo de metabdlitos
secundarios em A. fumigatus. MpkA é conhecido por desempenhar um papel
na producgdo de gliotoxina, piomelanina e sideréforos [27, 40]. Aqui, a producao
de gliotoxina n&o foi detectada em ambos os mutantes ArlmA e pkcAC®>"°R, bem
como em seus respectivos duplos mutantes, indicando que o sinal regulatorio
do circuito PkcA-MpkA-RImA é importante para a producao de gliotoxina, e nao
apenas MpkA, linhagem cujos defeitos fenotipicos e de crescimento vegetativo
sao mais acentuados. Curiosamente, ao usar uma abordagem de triagem
global que comparou o perfil de sintese do metabdlito secundario do mutante
ArlmA e da linhagem selvagem de A. fumigatus, também descobriu-se que a
produgcéo de FqC foi significativamente reduzida no mutante ArimA. Analises
adicionais também mostraram um menor teor de FgC nas linhagens mutantes
AmMpkA e pkcA®™R A reducdo de FqC foi novamente mais evidente na
linhagem mutante AmpkA, indicando mais uma vez que MpkA é o principal
componente da via CWIP que liga a integridade da parede celular a producéo
de metabdlitos secundarios em A. fumigatus. Notavelmente, a concentracdo de
FqC mais baixa no mutante ArlmA é acompanhada pela reducdo dos niveis de
MRNA dos quatro genes que codificam as enzimas da via biossintética de Fq
(fmgA-D), o que sugere que RImA possa ser um regulador da biossintese de
Fg em A. fumigatus. As analises de ChIP-qPCR demonstraram que RImMA se
liga aos genes que compdem o cluster biossintético de Fgs fmgA-B-C-D,
sugerindo que had uma regulacdo direta dos genes que sintetizam Fq (fmgA-E)
por RImA, ou seja, a CWIP, que culmina no fator de transcricdo RImA, além de
ser responsavel pela regulacdo de genes envolvidos na biossintese e
manutencdo da parede celular € também responsavel pela regulagdo da
biossintese de Fg em A. fumigatus.

Fg € um metabolito secundario derivado de conidios [88], e a via que
controla a conidiacdo € altamente conservada em A. fumigatus [67, 68]. Esta
via contém os trés genes que sdo elementos chave, BrlA, AbaA e WetA,
responsaveis por coordenar a conidiacdo, a expressao especifica de genes, e
determinar a ordem da ativacdo de genes durante a formacdo e a maturacéo

de conidioforos [67]. Entre os metabolitos secundarios que podem ser
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produzidos por A. fumigatus, alguns ndo foram detectados nos conidios da
linhagem AbrlA, o que indica a dependéncia ao BrlA de genes envolvidos na
biossintese de metabdlitos secundarios [88]. Lim, Ames [87] mostraram que
BrlA € necessario para a sintese de FQC e FgA em A. fumigatus, pois a
linhagem AbrlA produz somente FqF, o primeiro congénero da via de
biossintese da Fqg. Curiosamente, a analise da linhagem ArImA revelou
fenétipos relacionados a defeitos de desenvolvimento assexuado,
especialmente a 30 °C, condicdo na qual a conidiacdo é severamente afetada e
nota-se o fendtipo fluffy. Além disso, RImA se liga aos promotores dos genes dos
fatores de transcricao reguladores do desenvolvimento assexuado em A. fumigatus,
FIbB e FIbC, cujos respectivos mutantes nulos AflbB e AfloC apresentam um
fendtipo flufy [219].

O defeito de conidiagdo observado na linhagem ArlmA também foi
evidente durante a inducdo de desenvolvimento assexuado sincronizado a 30 °C
e 37 °C e, como esperado, foi acompanhado pela menor expressao de brlA,
abaA e wetA. Consequentemente, pode-se ligar a menor producdo de FqC nos
conidios da linhagem ArImA a reducéo da expresséo de brlA. Em A. nidulans, a
reducdo da expressao de brlA na linhagem mutante ArlmA também foi relatada
em culturas liquidas na presenca do estresse de parede celular induzido por
CR [61]. A expressdao de rimA é significativamente induzida durante o
desenvolvimento assexuado em A. fumigatus, indicando que esse fator de
transcricdo € importante para a conidiacdo. Uma explicacdo para esta
observacédo que pode unir o desenvolvimento assexuado e as deficiéncias de
CWI deste mutante € o fato de que a parede celular pode sofrer uma
remodelacdo dramatica durante o desenvolvimento assexuado para permitir que
novos morfotipos emerjam do micélio, como os conidiéforos e suas estruturas
associadas, resultando finalmente nos conidios produzidos por A. fumigatus.

O fator de transcricdo de A. fumigatus SebA j& esta caracterizado em
diversos organismos, como T. atroviride [224, 225], C. albicans [227], N. crassa
[223] e também em A. fumigatus [137], onde este demonstrou estar envolvido
na resposta ao choque térmico, ao estresse oxidativo e ao crescimento em
condic¢des precarias de nutrientes, contribuindo para a modulacéo da transcricéo e

regulacdo de varios genes envolvidos no estresse oxidativo e na adaptacdo ao
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choque térmico. Neste trabalho, relatou-se pela primeira vez o papel de SebA na
producéo de metabdlitos secundarios, demonstrando que este fator de transcri¢cdo
regula a biossintese da FqC em A. fumigatus, e também que o mutante nulo deste
fator de transcricdo possui maior resisténcia a este composto em relacdo a
resisténcia observada na linhagem selvagem de A. fumigatus.

A gliotoxina € a principal toxina produzida por A. fumigatus [79], um dos
genes que compdem o cluster de biossintese deste metabdlito, o gliT, é
necessario para a protecdo do fungo a gliotoxina, o crescimento do mutante
AbrlA com niveis reduzidos de GIiT foi gravemente prejudicado pela gliotoxina
exdgena [83]. Os mutantes da CWIP que produzem menor quantidade de FqC
também apresentaram uma maior tolerdncia a este composto em relagdo a
linhagem selvagem de A. fumigatus. Estes resultados sugerem que assim
como no cluster de biossintese da gliotoxina, pode haver algum gene que
codifigue uma proteina responsavel por mecanismos de detoxificacdo para
FgC, portanto pode-se neste momento supor que este mecanismo deve estar
parcialmente inativado nos mutantes da CWIP.

Notavelmente, a maior producdo de FqQC no mutante AsebA é
acompanhada pelo aumento dos niveis de mRNA dos quatro genes que
codificam as enzimas da via biossintética de Fgs (fmgA-D). As analises de
ChIP-gPCR demonstraram que SebA se liga a todos 0s genes que compdem o
cluster biossintético de Fgs fmgA-B-C-D-E, o que demonstra uma regulacéo
direta dos genes que sintetizam Fqgq (fmgA-E) por SebA. Os dados aqui
demonstrados permitem hipotetizar que a relacdo entre SebA e a producgéo de
FqC se correlaciona na observacao do fato de que SebA é um regulador chave
de resposta ao estresse em todos o0s organismos fungicos onde ele foi
estudado. SebA parece ser um regulador negativo da sintese de FqC, mas isso
parece ocorrer em condi¢cdes de “ndo estresse” onde a célula talvez requeira
menos atitudes para a sua sobrevivéncia ou esteja em locais com menor
competicdo por nutrientes. A perda de funcdo de SebA em A. fumigatus alerta
a célula que a tolerancia a diferentes tipos de estresses (como por exemplo,
oxidativo, térmico e nutricional) estd defectiva e isso leva a respostas
coordenadas que ativam vias diferentes para a sobrevivéncia. Neste contexto,

a ativacdo da via de biossintese de FgC pode ser uma dessas atitudes, o que
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explica o papel regulatério negativo de SebA sobre o cluster fmq. A favor dessa
explicacdo esta o fato de que claramente a producdo de FqC é regulada por
diferentes vias de sinalizacdo e diferentes fatores de transcricdo ja que o
cluster fmq, curiosamente n&do tem um fator de transcricdo proprio [87]. Neste
trabalho identificamos dois deles, isto é, SebA e RImA, com base nos resultados
apresentados, este trabalho propdem um modelo da regulacdo de Fgs por estes
dois fatores de transcri¢éo (figura 50). Além disso ainda considerando o papel de
FgC no nicho saprofitico de A. fumigatus, estudos de sequenciamento de RNA
mostraram que mais de 13 clusters envolvidos na sintese de metabdlitos
secundarios em A. fumigatus sdo menos expressos a 37° C do que a 30 °C,
incluindo as moléculas de melanina conidial (DHN melanina), fumiclavina,
endocrocina, tripacidina, fumipirrol, gliotoxina, fumiquinazolina, fumitremorgina,
fumigalina e pseurotina [228, 229]. As Fgs sdo metabdlitos secundarios bem
caracterizados em A. fumigatus e compreendem uma familia de alcaloides
citotoxicos relacionados sequencialmente, que sdo metabdlitos produzidos por
A. fumigatus [87]. Aqui, demonstrou-se que a FqC pareceu ser potencialmente
toxica para A. fumigatus e apresenta um impacto sobre a resposta imune no
hospedeiro levando ao aumento da producdo de TNF-a e IL-6, além do

aumento da formacgédo de poros na membrana plasmética.
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Figura 50: Esquema proposto como modelo de regulacdo transcricional do
desenvolvimento assexuado, biossintese das Fgs e gliotoxina em A. fumigatus, assim
como o papel da FqC na viruléncia de A. fumigatus em diferentes hospedeiros.

Embora os mutantes nulos de ambos os fatores de transcrigcdo rimA e
sebA demonstraram auséncia de viruléncia em modelo murino e também o
aumento da fagocitose por BMDMs, aqui demonstramos que 0s conidios da
linhagem AsebA foram significativamente menos fagocitados por D. discoideum
e 0 oposto ocorreu quando os conidios dos mutantes da via CWIP foram
testados, sugerindo novamente que FgC pode servir como um composto de
defesa contra outros microrganismos ou predadores do solo (figura 50).

Em conclusdo, a andlise de um mutante nulo ArlmA em A. fumigatus
sugere que rimA esta ligado ao desenvolvimento vegetativo e a produgéo de
metabolitos secundarios. Estes resultados sdo evidéncias de que a CWIP é
essencial para orquestrar a biossintese e a remodelacdo da parede celular
durante as draméticas mudancas morfolégicas que ocorrem durante o
desenvolvimento fungico. E o fator de transcrigdo RImA é um elemento chave
deste processo, pois este se liga a regido promotora de genes indispensaveis

para o desenvolvimento assexuado de A. fumigatus. A andlise da producéo de
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metabolitos secundarios do mutante nulo genético de A. fumigatus sebA
estabeleceu a primeira relacao entre este fator de transcricdo e a producéo de
metabolitos secundarios em A. fumigatus. Além disto, também se demonstrou
gque a FqC, um importante metabdlito produzido por A. fumigatus, e embora
nao tenha sido detectada no pulméo de camundongos (dados ndo mostrados)
apos a infecgdo por A. fumigatus, estéa envolvida na viruléncia de A. fumigatus

em diferentes hospedeiros.
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Médulo 4.3 A CWIP é uma das vias responsaveis pela termotolerancia em
A. fumigatus, uma importante caracteristica para a viruléncia deste

patégeno

Rocha et. al, 2017, Current Proteomics (aceito para publicagdo). The
Regulatory Function of the Molecular Chaperone Hsp90 in the Cell Wall
Integrity of Pathogenic Fungi.

Manuscrito referente aos resultados em fase de preparacao.
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4.3.1 Os mutantes da CWIP ArlmA, pkcA®>°R e AmpkA possuem reducéo
da termotolerancia, uma importante caracteristica para a viruléncia de

A. fumigatus

A termotolerancia € um trago genético importante para a viruléncia em
A. fumigatus durante a infec¢do a qual também habilita esse fungo a sobreviver
em condi¢des de temperatura superiores a 50 °C no seu nicho saprofitico. Esta
€ uma caracteristica poligénica e a abordagem mais direta para identificar
genes envolvidos neste programa genético é a identificacdo de vias de
sinalizacdo relacionadas a adaptacao térmica [41]. As mudancas fisiologicas e
a adaptacdo ao hospedeiro em fungos patogénicos ocorrem em resposta aos
sinais ambientais do hospedeiro e alguns deles podem ser conduzidos pelo circuito
Hsf1-Hsp90 para suportar a persisténcia do fungo dentro do hospedeiro [113]. Um
dos mecanismos regulatérios mais bem conhecidos que opera durante o
estresse térmico que é ajustado e concomitantemente governa a fungéo de
Hsp90 é a atividade do fator de transcricdo Hsfl para se adaptar ao aumento
de temperatura e outros processos relacionados. Apos o choque térmico, a
guantidade expressa da proteina Hsp90 na célula torna-se menos disponivel
para se ligar ao Hsfl o que habilita a transcricdo de Hsfl, uma vez que este
fator de transcricdo € uma proteina cliente de Hsp90, bem conhecida em
diferentes organismos, incluindo C. albicans [113] e S. cerevisiae [106]. Assim,
a transcricdo aumentada de Hsfl faz parte do sistema que ativa vias de
resposta para a manutencao da homeostase celular durante o choque térmico.

A perturbacdo do circuito auto regulatério Hsf1-Hsp90 afeta seriamente
as respostas ao choque térmico, além da integridade da parede celular,
viruléncia e outros processos celulares em muitos organismos fungicos. O
exame minucioso do impacto da rede de interacdo de Hsp90 de C. albicans
sob diversas condi¢gfes estressantes indicou que a adaptagéo térmica depende
de vias de sinalizacdo chave, incluindo a CWIP [93], que é ativada né&o
somente durante o estresse da parede celular, mas também durante o choque
térmico [93], evidenciando portanto que a manutencdo da integridade da
parede celular depende de elementos regulatérios de sinalizacdo celular da

resposta ao choque térmico e vice-versa. A analise transcricional do mutante
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ArlmA durante o estresse de parede celular provocado por CR identificou que o
fator de transcricdo HsfA, homodlogo de Hsfl em A. fumigatus, foi menos
expresso no mutante nulo de RImA (ArlmA) durante a inducdo com CR (Fabri
J.H.T.M, e colaboradores — dados nao publicados), e em testes inicias de
caracterizacao fenotipica observou-se que a reducao do crescimento radial da
linhagem ArimA esta relacionada ao aumento da temperatura a qual essa
linhagem é exposta. O mesmo foi observado na linhagem mutante pkcA®%7°R
[42] e nos duplos mutantes da CWIP ArlmA AmpkA, pkcA®"°R AmpkA e ArlmA
pkcAC>°R sendo que estes também possuem auséncia de esporulagdo quando
expostos a 45 °C (figura 17). Desta forma, observa-se que a CWIP de
A. fumigatus pode estar relacionada a tolerancia ao choque térmico.

Determinar a viabilidade dos conidios quando expostos ao choque
térmico € um passo essencial para estabelecer a relacdo dos genes da CWIP
com a termotoleréncia. Para este experimento, as linhagens selvagem e
mutantes da CWIP foram expostas ao estresse térmico nas temperaturas de 45 °C
e 50 °C e, apés a exposicao, os conidios foram inoculados em meio sélido YG
a 37 °C e a viabilidade destes foi determinada através da contagem de CFU.
Como controle foi utilizada a linhagem que néo sofreu estresse térmico, isto &,
crescida a 30 °C. Esta andlise permitiu observar que todas as linhagens
mutantes de genes da CWIP apresentaram uma reducdo significativa da
viabilidade dos conidios em relacédo a linhagem selvagem apos 24 horas de
exposicdo a ambas as temperaturas, de forma que na linhagem ArimA essa
reducao foi de 32 % a 45 °C e de 43 % a 50 °C, a linhagem AmpkA obteve uma
reducdo de 64 % a 45 °C e de 78 % a 50 °C e a linhagem pkcAC®>"R obteve
uma reducdo de 57 % a 45 °C e de 61 % a 50 °C. As linhagens duplos
mutantes tiveram porcentagem de reducédo de sobrevivéncia semelhante aos
simples parentais com excecdo da linhagem pkcA®>"°R AmpkA que apresentou
uma reducédo de 62 % a 45 °C e de 89 % a 50 °C (figura 51 A-B). Esta queda
da viabilidade dos conidios € um forte indicativo da relacdo de CWIP de
A. fumigatus com a tolerancia ao choque térmico. Estes dados também
reforcam a interacdo epistatica entre os componentes da CWIP, conforme ja

apontado no modulo 1 (figura 18).
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Figura 51: Genes da CWIP de A. fumigatus estdo relacionados a resisténcia ao choque
térmico. 200 conidios de cada linhagem foram expostos as temperaturas de 45 °C e 50 °C por
12 e 24 horas em placas de Petri contendo meio completo sélido YG. Apds os tempos de
exposicdo determinados, as placas foram incubadas a 37 °C para a recuperacdo por 24 horas.
A porcentagem de col6nias vidveis foi obtida em relacéo ao controle ndo exposto ao choque
térmico na linhagem selvagem e mutante. *p < 0,05, n=4,
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Em S. cerevisiae a MAP quinase Mpkl (homoélogo de MpkA em
A. fumigatus) [30] € um componente essencial da CWIP, sendo também uma
proteina cliente da chaperona molecular Hsp90 [102]. Nos dados de
sobrevivéncia apresentados (figura 51A-B), foi possivel observar que a delecéo
de mpkA leva a menor sobrevivéncia em relagdo a linhagem selvagem e até
mesmo em relacéo as outras linhagens mutantes da CWIP (pkcA®>"°R e ArimA
(*p < 0,005). Desta forma, torna-se interessante investigar o efeito da
fosforilacdo de MpkA sob estas condigcdes nas linhagens mutantes pkcA®®"*R e
ArlmA e também na linhagem selvagem de A. fumigatus. Estes dados podem
definir qual a contribuicdo da CWIP durante a adaptacdo ao choque térmico.

Para verificar a fosforilacdo de MpkA na resposta ao choque térmico em
A. fumigatus, as linhagens foram cultivadas durante 24 horas em meio minimo
a 30 °C. Posteriormente, os micélios foram transferidos para um novo meio de
cultura previamente termostatizado a 37 °C ou a 48 °C e as culturas foram
incubadas por 0, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos nestas temperaturas
sob agitacdo. Para a deteccdo da fracao fosforilada e total de MpkA utilizou-se
respectivamente os anticorpos anti P-p44/42-MAPK e anti-p44/42-MAPK (Cell
Signaling Technologies). Adicionalmente, como controle experimental, foi
utilizado o anticorpo anti y-tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology). O
resultado de Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ® (figura
52A-C, 52 A-C).

Foi possivel observar que a fosforilacdo da proteina MpkA foi mantida
em niveis basais durante o experimento a 37 °C, o mesmo ocorreu com 0
mutante ArlmA porém com aumentos de fosforilagdo observados nos tempos
de exposicao de 60, 90 e 120 minutos (figura 52A-C). Porém, na linhagem
mutante pkcAC®>°Ré notavel o aumento da fosforilagdo de MpkA, que

permanece até o maior tempo de exposi¢do observado (figura 52B).
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Figura 52: A perda da funcdo de pkcA aumenta a fosforilacdo da MAP quinase MpkA na
presenca do estresse térmico a 37 °C. As linhagens foram cultivadas durante 24 horas em
meio minimo a 30 °C. Posteriormente o micélio foi transferido para um novo meio de cultura
termostatizado a 37 °C e as culturas foram incubadas pelos tempos mostrados a 37 °C sob
agitacédo. Para a deteccéo da fracdo total de MpkA utilizou-se um anticorpo anti P44/42-MAPK
(Cell Signaling Technologies), para a detec¢do da fracdo fosforilada de MpkA utilizou-se um
anticorpo anti P-p44/42-MAPK (Cell Signaling Technologies) e como controle de carregamento
utilizou-se o anticorpo anti Y tubulin (Santa Cruz Biotechnology). O resultado do Western blot
foi quantificado utilizando o software ImageJ® e os valores mostrados abaixo na figura indicam
os valores relativos do sinal.

Nos mesmos experimentos de choque térmico realizados a 48 °C, a
proteina MpkA foi rapidamente fosforilada na linhagem selvagem (entre 10 e 15
minutos de exposicdo a 48 °C), seguida de grande queda dos niveis de
fosforilacdo até 240 minutos de exposi¢do (figura 53A). Na linhagem ArlmA

observa-se um pico de inducdo da fosforilagdo de MpkA apés 10 minutos de



212

exposicao a 48 °C, porém estes valores reduzem ate tornarem-se indetectaveis
apés 240 minutos de exposicdo (figura 53C). JA na linhagem pkcA®S"R
observou-se gque a exposicado a temperatura de 48 °C leva a auséncia total de
deteccdo da fosforilacdo de MpkA, mesmo em curto tempo de exposicdo
(5 minutos) (figura 53B). Como mostrado na figura 51A-B, a linhagem
pkcAC>*R apresenta uma reducéo significativa de sobrevivéncia apos exposicio
a temperatura em relagéo a linhagem ArlmA. Estes dados em conjunto sugerem
gue a fosforilacdo de MpkA € um importante passo para a termotolerancia em

A. fumigatus, especialmente a temperaturas mais elevadas (48 °C).
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Figura 53: A delecdo de rImA e a perda da funcdo de pkcA reduzem a fosforilacdo da
MAP quinase MpkA na presenca do estresse térmico a 48 °C. As linhagens foram
cultivadas durante 24 horas em meio minimo a 30 °C. Posteriormente, o micélio foi transferido
para um novo meio de cultura termostatizado a 48 °C e as culturas foram incubadas pelos
tempos mostrados a 48 °C sob agitacdo. Para a deteccdo da fracdo total de MpkA utilizou-se
um anticorpo anti p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies), para a deteccdo da fracdo
fosforilada de MpkA utilizou-se um anticorpo anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling Technologies)
e como controle de carregamento utilizou-se o anticorpo anti Y tubulin (Santa Cruz
Biotechnology). O resultado do Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ®, e os
valores mostrados abaixo na figura indicam os valores relativos do sinal.

A fim de se compreender as bases transcricionais da termotolerancia
defectiva nos mutantes pkcACSS°R. AmpkA e ArlmA, varios homdlogos
reconhecidos como responsaveis pela resposta ao choque térmico em S. cerevisiae,

e também os genes que compdem a CWIP pkcA, mpkA e rlmA tiveram os niveis
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de mRNA avaliados na linhagem selvagem de A. fumigatus e nos mutantes da
CWIP pkcAG>°R - AmpkA e ArlmA durante o choque térmico a 37 °C e 48 °C. Os
genes responsaveis pela resposta ao choque térmico escolhidos para a analise da
expressdo @énica nestas linhagens foram o fator de transcricdo hsfl
(Afu5g01900), as chaperonas moleculares hsp30 (Afu6g06470), hsp90
(Afu5g04170) e hsp70 (Afulg07440), hscA (Afu8g03930), uma chaperona
membro da familia da Hsp70, e o gene da proteina de choque térmico
mitocondrial sscl (Afu2g09960), que possivelmente € uma Hsp70 mitocondrial.

Os genes que compdem a CWIP testados apresentaram aumento dos
niveis de mRNA na linhagem selvagem de A. fumigatus apds o choque térmico
a 37 °C e a 48 °C (figura 54-55), indicando que PkcA, MpkA e RImA podem
estar envolvidas na ativacdo de proteinas dowstream relacionadas a
termotolerancia em A. fumigatus. Em contraste, observou-se um
comportamento oposto nos mutantes da CWIP, isto é, todos os genes tiveram
menor expressdo ou repressao dos niveis de mRNA nas linhagens mutantes
da CWIP pkcAC5R - AmpkA e ArlmA, com excec¢do dos transcritos de mpkA na
linhagem pkcAC®>°R quando esta foi exposta a 37 °C, o que é compativel com o
gue foi observado nos experimentos de Western blot de analise da fosforilacao
de MpkA (figura 52).

Os genes responsaveis pela resposta ao choque térmico escolhidos
para a analise da expressao génica foram induzidos na linhagem selvagem de
A. fumigatus em pelo menos um ponto do choque térmico a 37 °C ou a 48 °C. E
assim como os genes que compdem a CWIP, os genes responsaveis pela
resposta ao choque térmico tiveram uma grande reducdo dos niveis de
transcritos nas linhagens mutantes da CWIP (figura 54-55).

Tomados em conjunto, esses resultados indicam a participacéo de pkcA,
mpkA e rImA na modulagdo transcricional de diversos genes envolvidos na
resisténcia ao choque térmico em A. fumigatus, sugerindo que a CWIP além de
possuir um importante papel nha manutencdo da parede celular em A. fumigatus,

também possui um importante papel na termotolerancia neste patégeno.
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Figura 54: Andlise transcricional dos genes envolvidos no choque térmico de A. fumigatus a 37 °C. As linhagens foram cultivadas durante 24 horas
em meio minimo a 30 °C. As culturas foram incubadas por 0, 15, 30, 60 e 120 minutos a 37 °C. O RNA total foi extraido, tratado com DNAse turbo (Ambion®)
e as transcri¢cdes reversas foram realizadas para a obtencdo do cDNA que foi usado como molde nas reacfes de RT-gPCR. O gene da tubulina (tubA) foi
usado como normalizador dessas reacdes e a quantificagao relativa foi obtida comparando-se a expressao das linhagens mutantes em relagdo a linhagem
selvagem sem exposi¢éo ao choque térmico. (*p < 0,05; n=3).
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Figura 55: Andlise transcricional dos genes envolvidos no choque térmico de A. fumigatus a 48 °C. As linhagens foram cultivadas durante 24 horas
em meio minimo a 30 °C. As culturas foram incubadas por 0, 15, 30, 60 e 120 minutos, a 48 °C. O RNA total foi extraido, tratado com DNAse turbo (Ambion®)
e as transcricdes reversas foram realizadas para a obtencdo do cDNA que foi usado como molde nas reacdes de RT-gPCR . O gene da tubulina (tubA) foi
usado como normalizador dessas reacdes e a quantificacéo relativa foi obtida comparando-se a expressao das linhagens mutantes em relagdo a linhagem
selvagem sem exposi¢ao ao choque térmico. (*p < 0,05; n=3).
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4.3.2 Anédlises da interacdo da CWIP de A. fumigatus com a chaperona

molecular Hsp90

De fato, o estresse da parede celular € uma das ocorréncias mais
prejudiciais na célula fungica e é uma consequéncia da interrupcdo ou
comprometimento da estrutura da parede celular. Em fungos incluindo A. fumigatus,
a funcdo da HSP Hsp90 foi diretamente ligada a manutencdo da parede
celular, cooperando em mecanismos de compensacao de estresse, ditados por
diferentes cascatas de sinalizacdo ativadas quando a célula é desafiada com
diferentes tipos de estresse na parede celular, como os causados pela terapia
antifungica [115, 230, 231]. Essas cascatas de sinalizacdo além da CWIP
incluem a via Ca*?/calcineurina e HOG [116]. Por exemplo, a proteina Hsp90
migra do citosol e se acumula na parede celular ou nas pontas de hifas
recentemente formadas sob o estresse da parede celular causado por
caspofungina [115]. Nesses locais, Hsp90 modula a atividade da via de
sinalizacdo da MAP quinase que favorece a manutencao da integridade da parede
celular e/ou a adaptacéo em longo prazo ao choque térmico [115, 117, 230, 231].

Os inibidores farmacolégicos classicos da Hsp90, geldanamicina e
radicicol, ligam-se no sitio de ligagdo do ATP no dominio amino-terminal da
proteina Hsp90 inibindo sua funcdo [232]. Em S. cerevisiae e C. albicans a
inibicdo de Hsp90 culmina na ativacdo defeituosa da CWIP [102, 112]. Com o
intuito averiguar se Hsp90 estaria também relacionada a ativacdo defeituosa da
CWIP em A. fumigatus, avaliou-se a susceptibilidade da linhagem selvagem e
das linhagens simples e duplos mutantes da CWIP frente aos inibidores de
Hsp90 radicicol e geldanamicina. Foi possivel observar que todas as linhagens
mutantes da CWIP testadas apresentaram maior sensibilidade a estes
inibidores, sendo que as linhagens mutantes pkcA®®"°R e AmpkA apresentaram
novamente maior sensibilidade em relagdo a linhagem mutante ArimA, e
curiosamente o duplo mutante pkcA®®R  AmpkA apresentou maior
sensibilidade que os simples mutantes parentais e também que o0s outros
duplos mutantes testados. Este resultado € um indicio de que MpkA e PkcA
podem estar interagindo sinergisticamente com Hsp90 em resposta ao choque

térmico em A. fumigatus (figura 56A-B).
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Para facilitar a observacéo da CIM utilizou-se o indicador Alamar blue™
Cell Viability Reagent (Thermo Fisher Scientific)) um indicador
fluorescente/colorimétrico com a propriedade redox. A forma oxidada é azul
(ndo fluorescente/célula ndo viavel) e a forma reduzida é résea

(fluorescente/célula viavel).
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Figura 56: Mutantes da CWIP de A. fumigatus sdo mais sensiveis a drogas inibidoras de
Hsp90. (A-B) 1x10° conidios da linhagem selvagem e linhagens mutantes da CWIP foram
cultivados em MM liquido suplementado com diferentes concentragfes de radicicol e
geldanamicina durante 48 horas a 37 °C. A inibicdo do crescimento foi inspecionada
visualmente por meio do indicador Alamar blue™ adicionado na concentragdo de 10 % a cada

poGo.

O chogque térmico tem como principal consequéncia nos diversos
organismos a exigéncia a manutencdo do folding das proteinas, a qual é
mediada pela protecdo promovida por chaperonas e co-chaperonas
moleculares que exercem sua fungdo em proteinas clientes. Essa associacao

da Hsp90 permite a funcado correta das proteinas clientes levando & ativacéo de
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vias envolvidas na integridade da parede celular, organizacao do citoesqueleto,
transporte molecular e vesicular, geragao de energia, defesa contra o estresse
oxidativo e transducdo de sinal [41]. Ainda ndo sdo conhecidos quais 0s
mecanismos de interacdo entre Hsp90 e suas proteinas clientes uma vez que
ndo ha um dominio de interacdo tipico tanto na Hsp90 quanto para a sua
clientela. Com isso a ligacdo entre esta chaperona molecular e sua proteina
cliente é especifica caso a caso.

Os testes de sensibilidade aos inibidores de Hsp90 sugerem uma
possivel interacdo entre as proteinas de CWIP de A. fumigatus com a
chaperona molecular Hsp90. Verificar a interagcdo entre Hsp90 com PKcA,
RImA e MpkA de A. fumigatus seria um passo importante para entender o
mecanismo de resisténcia ao choque térmico neste organismo, bem como a
possivel correlacdo da CWIP com a termotolerancia de A. fumigatus. Com isso
buscou-se avancar no conhecimento de como se processa a CWIP e possiveis
alvos para atenuacgdo da viruléncia neste patdgeno.

Como primeira abordagem para avaliar o que estaria ocorrendo com a
proteina Hsp90 em A. fumigatus durante o estresse de temperatura, e se 0s
niveis proteicos de Hsp90 estariam alterados nos mutantes da CWIP, a
linhagem selvagem e as linhagens mutantes de A. fumigatus pkcA®®"*R ArimA
e AmpkA foram cultivadas durante 24 horas em meio minimo a 30 °C.
Posteriormente os micélios foram transferidos pra um novo meio de cultura
termostatizado a 37 °C ou a 48 °C e as culturas foram incubadas por 0, 5, 10,
15, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos, a 37 °C ou 48 °C sob agitacdo, no mesmo
desenho experimental utilizado anteriormente (figuras 52-53). Para a deteccéao
da Hsp90 utilizou-se o anticorpo anti Hsp90 de A. fumigatus (este trabalho) e,
como controle de carregamento, utilizou-se o anticorpo anti Y tubulin (yN-20;
Santa Cruz Biotechnology). Os resultados de Western blot foram quantificados
utilizando o software ImageJ®.

Nos experimentos realizados a 37 °C foi possivel observar que a
proteina Hsp90 néo altera significantemente a sua expressao na linhagem
selvagem de A. fumigatus, assim como no mutante ArlmA (figura 57). Porém
nas linhagens mutantes da CWIP pkcA®®®R e AmpkA (figura 57), ha um
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aumento da expressao de Hsp90, sendo que em ambas as linhagens esta

resposta retorna ao nivel basal apds 240 minutos de exposi¢céo a 37 °C.
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Figura 57: Andlise da expresséo da proteina Hsp90 durante o estresse térmico a 37 °C na
linhagem selvagem e nas linhagens mutantes da CWIP de A. fumigatus. As linhagens
foram cultivadas durante 24 horas em meio minimo a 30 °C. Posteriormente o micélio foi
transferido para um novo meio de cultura termostatizado a 37 °C e as culturas foram incubadas
pelos tempos mostrados a 37 °C sob agitacdo. Para a deteccdo da Hsp90 utilizou-se um
anticorpo policlonal anti Hsp90 de A. fumigatus (este trabalho) e como controle de
carregamento utilizou-se o anticorpo anti Y tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology). O
resultado do Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ®. Os valores mostrados
abaixo na figura indicam os valores relativos do sinal.

Nos experimentos realizados a 48 °C foi possivel observar que a

proteina Hsp90 possui um pequeno aumento da sua expressao na linhagem
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selvagem de A. fumigatus, assim como no mutante ArimA (figura 58). Porém
nas linhagens mutantes da CWIP pkcA®®"°R e AmpkA (figura 58), ha um grande
aumento da expressao de Hsp90 que chega a cerca de 2,8 vezes para AmpkA
sustentando-se alta apds 240 minutos de exposicao e 1,8 vezes no mutante
pkcAC>®R que caem para préximo dos valores basais apds 240 minutos de
exposicdo a 48 °C. A néo alteracdo da abundancia de Hsp90 em relacdo a
linhagem selvagem observada no mutante ArimA leva a conclusdo de que
possivelmente ha outro fator de transcricdo atuando simultaneamente a RImA

responsavel pela resposta ao choque térmico na CWIP em A. fumigatus.
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Figura 58: Analise da expresséo da proteina Hsp90 durante o estresse térmico a 48 °C na
linhagem selvagem e nas linhagens mutantes da CWIP de A. fumigatus. As linhagens
foram cultivadas durante 24 horas em meio minimo a 30 °C. Posteriormente o miceélio foi
transferido para um novo meio de cultura termostatizado a 48 °C e as culturas foram incubadas
pelos tempos mostrados a 48 °C sob agitacdo. Para a deteccdo da Hsp90 utilizou-se um
anticorpo policlonal anti Hsp90 de A. fumigatus (este trabalho) e como controle de
carregamento utilizou-se o anticorpo anti Y tubulin (yN-20; Santa Cruz Biotechnology). O
resultado de Western blot foi quantificado utilizando o software ImageJ®. Os valores mostrados
abaixo na figura indicam os valores relativos do sinal.
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Em A. fumigatus, a perda de fungdo de um mutante condicional de
Hsp90 (niiA::hsp90) afetou a sintese de B glucana na parede celular, a
conidiacdo, a germinacdo e o crescimento da hifa [110], porém este
mecanismo ainda ndo € esclarecido. Em S. cerevisiae, foi demonstrado que
SlIt2 (Mpk1) é uma proteina cliente de HSP90, e o dominio C terminal de Hsfl
(o fator de transcricao principal que regula a expresséo de genes relacionados
a termotolerancia) influencia a ativacdo da via Pkcl-MAPK, sendo que a
alteracdo na ativacdo desta via interfere na funcédo do fator de transcricao
RIm1, o ortélogo de RImA [102].

Diante dos dados obtidos, que sugerem que h& uma interacdo entre PKCA,
MpkA, RImA e Hsp90 (figura 56), juntamente aos resultados de Western blot que
demonstraram uma modulacédo diferencial da Hsp90 nos mutantes da CWIP
(figura 57-58), torna-se importante esclarecer se ha uma interacdo destas
proteinas em A. fumigatus, para entender o mecanismo de resisténcia ao choque
térmico neste organismo, bem como a possivel correlagdo de genes relacionados

a termotolerancia e a CWIP que culmina na fungéo do fator de transcricdo RImA.

Para verificar a interacao in vivo entre Hsp90 e PkcA de A. fumigatus foi
construida uma linhagem na qual o gene pkcA foi fusionado de maneira C-terminal
ao epitopo 3xHA. Assim, esta linhagem mantém o promotor enddégeno, sendo
substituido apenas o alelo pkcA da linhagem selvagem de A. fumigatus (figura 59).
Com ela, pode-se fazer a imunoprecipitacdo de PkcA utilizando um anticorpo
anti HA (Sigma Aldrich, H3663). Para a construcdo do cassete de substituicao
génica utilizou-se a técnica de recombinacdo in vivo em S. cerevisiae dos
fragmentos independentes no plasmideo pRS426. O fragmento linker 3xHA pyrG
foi amplificado a partir do plasmideo pOB430, este plasmideo contem o gene pyrG
que confere prototrofia para uridina e uracila. Posteriormente, este cassete foi
amplificado por PCR utilizando os oligonucleotideos da extremidade 5" e 3", este
produto de PCR foi purificado e posteriormente transformado na linhagem
AakuBKY® [136] de A. fumigatus (figura 59A). As linhagens candidatas a
transformantes de A. fumigatus tiveram seu DNA gendmico extraido e foram
testadas através da técnica de PCR para a triagem dos transformantes (figura
59B).
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Figura 59: Geracdo do mutante pkcA 3XHA. (A) A estratégia de substituicdo genética para o

gene pkcA. O gene pyrG fusionado ao epitopo HA (3X) foi utilizado como marcador de sele¢éo.
Os nomes dos oligonucleotideos e os locais de ligagdo s&o indicados por setas (ver tabela 3
para as sequéncias de oligonucleotideos). O cassete de delecdo foi construido por

recombinacdo in vivo em S. cerevisiae. (B) A construcdo da linhagem pkcA 3XHA foi
confirmada em transformantes monoconidiais por PCR utilizando os oligonucleotideos

pkcAstartSC/pkcA3R 3XHA, e o tamanho do amplicon esperado estd demonstrado em azul na
figura A.

Em C. albicans, a inibicdo de Pkcl teve um impacto semelhante a
inibicdo de Hsp90 na resisténcia a azolis neste organismo. Hsp90 regula a
sinalizacdo de PKC, fornecendo um novo mecanismo através do qual Hsp90
regula as respostas ao estresse da membrana induzido pelos azéis [114]. Além
disso, por meio do ensaio de duplo hibrido de levedura, foi possivel observar
que Pkcl interage geneticamente com Hsp90 em C. albicans durante o
estresse de temperatura a 41 °C [116], porém essa interacao fisica ainda ndo
foi validada. E apesar de ja ter sido demonstrado que Hsp90 é requerida para a
integridade da parede celular em A. fumigatus, ainda néo foi estabelecida se
esta chaperona interage fisicamente com as proteinas da CWIP neste
organismo [110]. Diante disso, torna-se indispensavel estabelecer as relacdes
da Hsp90 de A. fumigatus com a CWIP. A co-imunoprecipitacdo (Co-IP) € um

procedimento largamente utilizado para analisar a interacdo fisica entre
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proteinas. A primeira abordagem por Co-IP para verificar se PKcA estaria
interagindo com Hsp90 foi realizada durante o estresse de temperatura. Para isto,
a linhagem selvagem parental que nao continha o epitopo 3xHA (controle
negativo) e a linhagem pkcA 3xHA foram expostas ao choque térmico a 37 °C e a
48 °C por 15 minutos (condicao na qual a proteina Hsp90 € induzida na linhagem
selvagem (figura 57 e 58 respectivamente). Para a IP, o anticorpo anti HA foi
acoplado a Dynabeads Protein A®. ApOs a imunoprecipitacdo, as proteinas
foram submetidas a analise de Western blot onde foi possivel observar que
PkcA de A. fumigatus interage com Hsp90 j4 na auséncia de estresse de
temperatura, e esta interacdo se mantém durante o estresse de temperatura a
37 °C, e se torna ainda maior no estresse de temperatura a 48 °C (figura 60).
Esses resultados indicam de forma inédita que a associacdo de PkcA com
Hsp90 é constitutiva em A. fumigatus.
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Figura 60: A proteina apical da CWIP PkcA interage com Hsp90 durante o choque térmico

em A. fumigatus. A linhagem selvagem de A. fumigatus e a linhagem pkcA 3XHA foram
cultivadas durante 24 horas em meio minimo a 30 °C. Posteriormente o micélio foi transferido
para um novo meio de cultura termostatizado a 37 °C e a 48 °C, e as culturas foram incubadas
por 15 minutos, sob agitagdo. Para a imunoprecipitagdo das linhagens utilizou-se a resina
Dynabeads protein A® (Thermo Fisher Scientific, 10001D) ligada ao anticorpo anti HA (Sigma
Aldrich, H3663). Ap6s a imunoprecipitacdo, as proteinas foram eluidas utilizando-se o tampao
de Laemmli. Para o Western blot utilizaram-se 20 yL da proteina eluida. Para a deteccédo de
PkcA e validagdo da imunoprecipitagdo utilizou-se um anticorpo anti HA (Sigma Aldrich,
H3663). Para a deteccdo da Hsp90 utilizou-se um anticorpo policlonal anti Hsp90 (este
trabalho) que reconhece a proteina Hsp90 de A. fumigatus, e como controle de carregamento

utilizou-se o gel SDS-PAGE corado com coomassie blue de extratos das proteinas totais antes
da imunoprecipitacao.

Conforme ja descrito anteriormente, Hsp90 € requerida para a

manutencao da integridade da parede celular em A. fumigatus [110], portanto,
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torna-se indispensavel verificar se a interacdo observada neste trabalho
durante o estresse de temperatura entre PkcA e Hsp90 também ocorre durante
0 estresse de parede celular. Para isto a linhagem selvagem parental que néo
continha o epitopo HA (controle negativo), e a linhagem pkcA 3xHA foram
expostas ao estresse de parede celular causado por CR durante 30 minutos
com diferentes concentracdes deste agente indutor: 10 pg/mL; 100 pg/mL e
300 pg/mL. Estas condi¢Bes foram selecionadas, pois, através de analises de
Western blot, foi possivel verificar uma inducdo da proteina Hsp90 na linhagem
selvagem de A. fumigatus nestas condi¢bes (Fabri J.H.T.M, e colaboradores —
dados nédo publicados). A imunoprecipitacdo foi realizada conforme ja descrito
acima, e foi possivel observar que PkcA de A. fumigatus, além de interagir com
Hsp90 durante o estresse de temperatura, interage com a Hsp90 também

durante o estresse de parede celular provocado por CR (figura 61).
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Figura 61: A proteina apical da CWIP PkcA interage com Hsp90 durante o estresse de parede
celular provocado por CR em A. fumigatus. A linhagem selvagem de A. fumigatus e a linhagem
pkcA 3XHA foram cultivadas durante 16 horas em meio completo YG a 37 °C. Na sequéncia, 10,
100 ou 300 pg/mL de CR foram adicionados as culturas. Estas foram incubadas por 30 minutos, na
presenca do agente indutor sob agitagdo. Para a imunoprecipitacdo das linhagens utilizou-se a
resina Dynabeads protein A® (Thermo Fisher Scientific, 10001D) ligada ao anticorpo anti HA (Sigma
Aldrich, H3663). Apds a imunoprecipitacdo, as proteinas foram eluidas utilizando-se o tampéo de
Laemmli. Para o Western blot utilizaram-se 20 pL das proteinas eluidas. Para a deteccdo de PkcA
e validagcdo da imunoprecipitacéo utilizou-se um anticorpo anti HA (Sigma Aldrich, H3663). Para a
detec¢do da Hsp90 utilizou-se um anticorpo policlonal anti Hsp90 (este trabalho) que reconhece a
proteina Hsp90 de A. fumigatus, e como controle de carregamento utilizou-se o gel SDS-PAGE
corado com coomassie blue de extratos das proteinas totais antes da imunoprecipitagao.

A proteina de C. albicans Mkcl (o homologo de Mpkl de S. cerevisiae e
MpkA de A. fumigatus), interage geneticamente com Hsp90 em C. albicans

durante o estresse de temperatura a 41 °C [116], e por meio de analises
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bioquimicas observou-se que Hsp90 estabiliza Mkcl independente do seu
estado de ativacdo [114]. Entretanto, ainda ndo foi estabelecida nenhuma
interacdo da chaperona Hsp90 com a proteina MpkA em A. fumigatus, e o
duplo mutante pkcA®*°R AmpkA apresentou maior sensibilidade que os
respectivos simples mutantes parentais da CWIP testados frente a inibidores
de Hsp90 (figura 56), fato que representa um indicio de que MpkA e PkcA
podem estar interagindo simultaneamente com Hsp90 em A. fumigatus. Para
verificar se estaria ocorrendo esta interacdo, a linhagem selvagem parental que
ndo continha o epitopo 3xHA (controle negativo), e a linhagem mpkA 3xHA
foram expostas ao estresse de parede celular causado por CR nas mesmas
condi¢Bes que a linhagem pkcA 3xHA do experimento anterior. Os resultados
mostraram que assim como observado para PkcA, MpkA interagiu com Hsp90
durante o estresse de parede celular causado por CR, e também de forma

constitutiva (figura 62).
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Figura 62: A MAP quinase MpkA da CWIP interage com Hsp90 durante o estresse de
parede celular provocado por CR em A. fumigatus. A linhagem selvagem de A. fumigatus e
a linhagem mpkA 3XHA foram cultivadas durante 16 horas em meio completo YG a 37 °C. Na
sequéncia, 10, 100 ou 300 pug/mL de CR foram adicionados as culturas. Estas foram incubadas
por 30 minutos, na presen¢a do agente indutor sob agitacdo. Para a imunoprecipitacdo das
linhagens utilizou-se a resina Dynabeads protein A® (Thermo Fisher Scientific, 10001D)
fusionada ao anticorpo anti HA (Sigma Aldrich, H3663). ApOs a imunoprecipitacdo, as proteinas
foram eluidas utilizando-se o tampéo de Laemmli. Para o Western blot utilizaram-se 20 uL das
proteinas eluidas. Para a deteccdo de PkcA e validagdo da imunoprecipitacdo utilizou-se um
anticorpo anti HA (Sigma Aldrich, H3663). Para a deteccdo da Hsp90 utilizou-se um anticorpo
anti Hsp90 (este trabalho) que reconhece a proteina Hsp90 de A. fumigatus, e como controle
de carregamento utilizou-se o gel SDS-PAGE corado com coomassie blue de extratos das
proteinas totais antes da imunoprecipitacao.

| ' ' | MpkA 3X HA CR 100 pg/mL

R
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Os nossos resultados indicam que os elementos upstream da CWIP
PkcA e MpkA séo clientes de Hsp90, porém ndo é conhecido este fato para o
fator de transcricdo da via RIm1, mesmo em S. cerevisiae ou em C. albicans.
Porém os dados mostraram que o mutante ArImA possui uma reducdo na
termotolerancia (figura 51), um aumento da sensibilidade a inibidores da Hsp90
testados (figura 56), e, a além disso, apresenta uma reducao do nivel proteico
de Hsp90 durante o estresse de temperatura a 48 °C (figura 58). Estabelecer
se h&d uma interacdo deste fator de transcricdo com a chaperona molecular
Hsp90 é um passo importante para elucidacdo do papel da CWIP na resposta
ao choque térmico em A. fumigatus, além do que permite estabelecer o papel
da chaperona molecular Hsp90 na resposta ao estresse de parede celular em
A. fumigatus.

Para verificar a interacéo in vivo entre Hsp90 e RImA de A. fumigatus foi
construida uma linhagem na qual o gene rlmA foi fusionado ao epitopo
3XFLAG. Nesta linhagem manteve-se o promotor enddgeno substituindo o
alelo rimA da linhagem selvagem de A. fumigatus (figura 63), e utilizando esta
linhagem foi possivel imunopreciptar RImA utilizando um anticorpo anti FLAG
(Sigma Aldrich, F1804). Para a construcdo do cassete de substituicdo génica
utilizou-se a técnica de recombinacédo in vivo em S. cerevisiae dos fragmentos
independentes no plasmideo pRS426. Posteriormente este cassete foi
amplificado por PCR utilizando os oligonucleotideos da extremidade 5" e 37,
este produto de PCR foi purificado e posteriormente transformado na linhagem
AakuBKU® [136] de A. fumigatus (figura 63A). As linhagens candidatas a
transformantes de A. fumigatus tiveram seu DNA gendmico extraido e foram
testadas através da técnica de PCR para a triagem dos transformantes (figura
63B).
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Figura 63: Geracdo do mutante rImA 3XFLAG. (A) A estratégia de substituicdo genética para

0 gene rimA. O gene pyrG fusionado ao epitopo 3XFLAG foi utilizado como marcador de
selec@o. Os nomes dos oligonucleotideos e os locais de ligagdo sao indicados por setas (ver
tabela 3 para as sequéncias de oligonucleotideos). O cassete de delecdo foi construido por
recombinacdo in vivo em S. cerevisiae. (B) A constru¢cdo da linhagem rimA 3XFLAG foi
confirmada em transformantes monoconidiais por PCR utilizando os oligonucleotideos
rimA600ups/pyrG200REV, e o tamanho do amplicon esperado estd demonstrado em azul na
figura A e indicado pela seta.

A primeira abordagem por Co-IP para verificar se RImA estaria interagindo
com Hsp90 foi realizada durante o estresse de temperatura. Para isto, a
linhagem selvagem parental que ndo continha o epitopo FLAG (controle
negativo) e a linhagem rimA 3xFLAG foram expostas ao choque térmico a 37 °C
e a 48 °C por 15 minutos (condicdo na qual a proteina Hsp90 é induzida na
linhagem selvagem - figura 57 e 58, respectivamente). A imunoprecipitacao foi
realizada utilizando a resina Anti-Flag M2 Affinity Gel (Sigma Aldrich, A2220), e
por meio da andlise de Western blot utilizando o anticorpo anti Hsp90 (este
trabalho) observou-se que RIMA de A. fumigatus interage com Hsp90
constitutivamente na auséncia de estresse de temperatura. Porém ha um maior
sinal de interacéo entre RImA e Hsp90 durante o estresse de temperatura a 37 °C
e a 48 °C (figura 64). Anteriormente (modulo 1, figura 18) demonstramos que a

MAP quinase MpkA e o fator de transcricdo RIMA interagem geneticamente
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evidenciando que RImA € o fator de transcri¢cdo, ou pelo menos um dos fatores
de transcricdo associados a CWIP. A partir do ensaio de Co-IP descrito na
figura 64, buscamos validar essa interacdo entre MpkA e RImA e para isso
utilizamos o anticorpo anti P-p44/42 MpkA que reconhece MpkA fosforilada em
A. fumigatus [138]. Os resultados indicam que a interagcdo entre essas duas
proteinas ocorre quando a célula foi exposta ao aumento de temperatura a
37 °C e 48 °C, mas nao nas condicdes controle do experimento (30 °C) ja que

nenhum sinal foi detectado (figura 64 painel inferior).

Co-IP : a-FLAG
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Figura 64: O fator de transcricdo da CWIP RImA interage com a Hsp90 e com a
MAP quinase MpkA fosforilada durante o choque térmico em A. fumigatus. A linhagem

selvagem de A. fumigatus e a linhagem rimA 3XFLAG foram cultivadas durante 24 horas em
meio minimo a 30 °C. Posteriormente o micélio foi transferido para um novo meio de cultura
termostatizado a 37 °C e a 48 °C e as culturas foram incubadas por 15 minutos, sob agitacéo. Para
a imunoprecipitagdo das linhagens utilizou-se a resina Anti-Flag M2 Affinity Gel. Apds a
imunoprecipitacdo as proteinas foram eluidas utilizando-se o tampé&o de Laemmli. Para o Western
blot utilizaram-se 20 pL das proteinas eluidas. Para a deteccdo de RIMA e validacdo da
imunoprecipitacdo utilizou-se um anticorpo anti FLAG (Sigma Aldrich, F1804). Para a deteccao
da Hsp90 utilizou-se um anticorpo anti Hsp90 (este trabalho) que reconhece a proteina Hsp90
de A. fumigatus. Para a deteccdo da fracdo fosforilada de MpkA utilizou-se um anticorpo
anti P-p44/42-MAPK (Cell Signaling Technologies), e como controle de carregamento
utilizou-se o gel SDS-PAGE corado com coomassie blue de extratos das proteinas totais antes
da imunoprecipitacao.

Com o intuito de verificar se a interacdo observada neste trabalho

durante o estresse de temperatura entre RImA e Hsp90 também ocorre durante
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0 estresse de parede celular, a linhagem selvagem parental que ndo continha o
epitopo 3xFLAG (controle negativo) e a linhagem rimA 3xFLAG foram expostas
ao estresse de parede celular causado por CR nas mesmas condicdes
descritas anteriormente. A imunoprecipitacdo foi realizada conforme descrito
acima, e observou-se que RImA de A. fumigatus também interage com Hsp90 e
com a fracdo fosforilada de MpkA durante o estresse de parede celular
induzido por CR (figura 65).

Co-IP : a-FLAG

30 minutes

| RImA 3X FLAG Control

| WildType CR 10 pg/mL

| RImA 3X FLAG CR 10 pg/mL

| RImA 3X FLAG CR 100 pg/mL
| RImA 3X FLAG CR 100 pg/mL
| WildType CR 300 pg/mL

| RImA 3X FLAG CR 300 yig/mL

I Wild Type Control
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Figura 65: O fator de transcricdo da CWIP RImA interage com a MAP quinase MpkA
fosforilada e Hsp90 durante o estresse de parede celular provocado por CR em
A. fumigatus. A linhagem selvagem de A. fumigatus e a linhagem rImA 3XFLAG foram
cultivadas durante 16 horas em meio completo YG a 37 °C, na sequéncia, 10, 100 ou 300
pg/mL de CR foram adicionados as culturas. Estas foram incubadas por 30 minutos na
presenca do agente indutor sob agitacdo. Para a imunoprecipitagédo das linhagens utilizou-se a
resina Anti-Flag M2 Affinity Gel. Ap6és a imunoprecipitacdo as proteinas foram eluidas
utilizando-se o tampdo de Laemmli. Para o Western blot utilizaram-se 20 pyL das proteinas
eluidas. Para a deteccdo de RImA e validagdo da imunoprecipitagcdo utilizou-se um anticorpo
anti FLAG (Sigma Aldrich, F1804). Para a deteccdo da Hsp90 utilizou-se um anticorpo
anti Hsp90 (este trabalho) que reconhece a proteina Hsp90 de A. fumigatus. Para a detecgédo
da fracdo fosforilada de MpkA utilizou-se um anticorpo anti P-p44/42 MAPK (Cell Signaling
Technologies), e como controle de carregamento utilizou-se o gel SDS-PAGE corado com
coomassie blue de extratos das proteinas totais antes da imunoprecipitacao.

Os dados de Co-IP em conjunto demonstram que Hsp90 tem um
importante papel na CWIP de A. fumigatus durante o estresse de temperatura e

de parede celular. Esta chaperona molecular de fato interage com as principais
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proteinas que compdem a CWIP. Um dos mecanismos para esclarecer a
natureza desta interacdo se da por meio do estudo direto das proteinas que
compdem a CWIP e da chaperona molecular Hsp90. Sobretudo, os resultados
de interacéo obtidos entre RImA e Hsp90 ainda necessitam de validagdo. Uma
vez que MpkA também interage com Hsp90 (figura 62), a interacéo entre RImA
e Hsp90 pode ser indireta e ter sido aqui detectada pela presenca de um
eventual complexo Hsp90-MpkA-RImA. Experimentos de duplo hibrido de
levedura estdo sendo realizados no laboratorio para validar a interacéo direta

entre Hsp90 e RIMA (dados nao apresentados).

4.3.3 Clonagem e expressao das proteinas recombinantes de A. fumigatus
Hspgo’ PkCA409-1106 PkCAGS79R409-1106 e MpkA

As ORFS que codificam o0s genes pkcA (Afu5g11970), mpkA
(Afu4g13720), rimA (Afu3g08520) e hsp90 (Afu5g04170) de A. fumigatus ja
estdo descritas na literatura [29, 30, 110, 233] e todas as sequéncias de cDNA
destes genes ja encontram-se depositadas no Aspergillus Genome Database
(http://www.aspgd.org/). Estas sequéncias foram utilizadas para amplificagdo e
posterior clonagem do cDNA, para a expressdo das proteinas recombinantes
PkCA409'1116, PkCA409-1llGGS794R’ MpkA, RIMA e Hsp90.

Para a clonagem do cDNA completo do gene que codifica a proteina
Hsp90 de A. fumigatus, o respectivo cDNA foi amplificado por RT-PCR
utilizando oligonucleotideos que continham além da sequéncia para a
amplificacdo do cDNA, sitios de restricdo da enzima BamHI para posterior
clonagem (tabela 4). O cDNA obtido foi clonado utilizando o kit de
recombinagdo Gibson assembly® Master Mix (New England Biolabs) no
plasmideo pET-15b digerido com BamHI, e posteriormente transformado na
linhagem da bactéria E. coli DH5a para multiplicagdo e manutengcdo dos
vetores plasmidiais. Coldnias transformantes tiveram o DNA plasmidial extraido
e foram posteriormente validadas por PCR (figura 66A). O plasmideo que
continha o clone positivo foi sequenciado, e foi possivel verificar a auséncia de

mutacdes no cDNA clonado (dados ndo mostrados).
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O cDNA truncado do gene pkcA nao pode ser amplificado por RT-PCR,
mesmo apods inumeras tentativas mal sucedidas de amplificacdo da regido
deste gene. A porcdo do gene escolhida para ser clonada e expressa
compreende um regido C-terminal do gene compreendida entre os residuos
409 até 1106, que € o ultimo residuo do polipeptidio. A sequéncia de cDNA
correspondente aos nucleotideos 1225 a 3321 para PkcA*%1116 foj sintetizada
sob demanda, sequenciada e clonada no vetor pUC19 (Epoch Life Science,
SUA). Este plasmideo denominado pUC19-pkcA(409-1116) foi utilizado como
molde nas reacbes de obtencdo do cDNA para a clonagem no vetor de
expressdo pET-15b. Para a amplificacdo dessa sequéncia de cDNA foram
utilizados os oligonucleotideos distais pkcA pET-15b FW e pkcA pET-15b REV
(figura 66 C), que continham sitio da enzima BamHI para posterior clonagem
no vetor de expressado pET-15b.

Conforme foi demonstrado por Rocha, Godoy [29], o sitio mutado na
linhagem pkcACS>®R (PkcA Gly579Ala) fez com que esta se tornasse mais
sensivel ao estresse de parede celular. Além disso, neste trabalho, foi
observada a reducdo da sobrevivéncia desta linhagem quando exposta ao
choque térmico (figura 51 A-B), e 0 aumento da sensibilidade aos inibidores de
Hsp90 radicicol e geldanamicina (figura 56A-B), demonstrando assim que este
residuo de PKcA localizado no dominio regulatério C1B de PkcA [220] pode
estar diretamente relacionado a atividade catalitica de PkcA em resposta ao
estresse de parede celular e de temperatura. Para a obtencdo da sequéncia do
cDNA que continha a mutagdo G579R, dois fragmentos independentes foram
amplificados utilizando o oligonucleotideo que continha a mutacdo pontual
pkcA GC FW que hibridiza na posicdo 2044 do cDNA do gene pkcA de
A. fumigatus [42], e o oligonucleotideo pkcA pET-15b REV, gerando um
fragmento de 1641 Kb que continha homologia para o fragmento restante da
sequéncia de clonagem que foi amplificada utilizando os oligonucleotideos
pkcA pET-15b FW e pkcA 2033REV, gerando um fragmento de 0,470 Kb
(figura 66D). Os fragmentos independentes foram fusionados por uma nova
PCR (figura 66E) utilizando os oligonucleotideos distais pkcA pET-15b FW e
pkcA pET-15b REV, que sdo os mesmos oligonucleotideos que foram

utilizados para amplificar a sequéncia selvagem do gene pkcA (tabela 4).
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Ambos 0s CDNAs pkcA%%1116 g pkcAd09-1IEGSOR  foram  clonados no
plasmideo de expressdo pET-15b utilizando o kit de recombinacdo Gibson
assembly® Master Mix (New England Biolabs), e posteriormente transformados na
linhagem da bactéria E. coli DH5a para multiplicagdo e manutengao dos vetores
plasmidiais. Colbnias transformantes das linhagens pET-15b-pkcA(409-1116) e
PET-15bpkcA(409-1116)%°"R tiveram o DNA plasmidial extraido e foram
validadas por PCR (figura 66C-F). Posteriormente os plasmideos positivos de
cada construcdo foram sequenciados para validacdo das sequéncias (dados
nao mostrados).

Para a clonagem do cDNA completo que codifica a proteina MpkA de
A. fumigatus, assim como foi feito para a proteina Hsp90, o cDNA gque codifica
mpkA foi amplificado por RT-PCR utilizando os oligonucleotideos
mpkA pET-15B FW e mpkA pET-15b REV (tabela 4), que continham, além da
sequéncia para a amplificacdo do cDNA, sitios de restricdo da enzima BamHI
para posterior clonagem. O cDNA obtido foi clonado no plasmideo pET-15b
digerido com BamHI utilizando o kit de recombinac&o Gibson assembly® Master
Mix (New England Biolabs), e apos a ligacdo estes foram transformados na
linhagem da bactéria E. coli DH5a para multiplicagdo e manutengcdo dos
vetores plasmidiais. Coldnias transformantes tiveram o DNA plasmidial extraido
e foram validadas por PCR (figura 66B). Posteriormente os plasmideos
positivos foram sequenciados para verificar a auséncia de mutacées no cDNA

clonado (dados ndo mostrados).
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Figura 66: Validacdo da clonagem dos cDNAs dos genes hsp90, mpkA, pkcA?%0%1116 ¢
pKCA409-11I6G5T9R e A fumigatus no plasmideo pET-15b. (A) Validacdo da clonagem do
cDNA de hsp90 de A. fumigatus no plasmideo pET-15b. (B) Validacdo da clonagem do cDNA
de mpkA de A. fumigatus no plasmideo pET-15b. (C) Validagdo da clonagem do cDNA da
porcdo C-terminal do gene pkcA de A. fumigatus no plasmideo pET-15b. (D) Amplificagdo dos
fragmentos independentes da porgéo C-terminal do cDNA de pkcA de A. fumigatus para a
obtencdo da mutacdo G579R. (E) PCR de fusdo dos fragmentos independentes do cDNA de
pkcA para obtencdo do cDNA da porgdo C-terminal de pkcA que contém a mutacdo G579R.
(F) Validac&o da clonagem do cDNA da porcdo C-terminal do gene pkcA®5"*R de A. fumigatus
no plasmideo pET-15b.

Para a expresséo das proteinas recombinantes de interesse foi utilizada
a linhagem de E. coli Roseta™ (DE3). Os clones obtidos para cada um dos
genes de interesse foram transformados nessa linhagem e os transformantes
obtidos foram submetidos a diferentes condicbes indutoras da expresséo
proteica em pequena escala inicialmente.

A proteina recombinante Hsp90 foi expressa na sua fracdo sollavel
(figura 67A) a 18 °C. Ja as proteinas PkcA e PkcA®®®R foram expressas
apenas na fracdo insoliuvel mesmo apods todos os testes de variacdo de
condi¢cdes de inducado da expresséao (figura 67 B-C e dados ndo mostrados). A
clonagem dos cDNAs em outros plasmideos de expressdo, assim como a

transformacdo em outras linhagens de E. coli foram realizadas, porém néo foi
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possivel a obtencdo desta proteina na fracdo soltvel em todos os casos (dados
nao mostrados).

A proteina MpkA por outro lado foi expressa tanto na fracdo soluvel
como na fracdo insolavel (figura 67D) a 18 °C.

As sequéncias dos aminoacidos das quatro proteinas obtidas nesse
trabalho (Hsp90, PkcA%%9-1116  pKcA409-1116GS79R o MpKA) encontram-se nos
APENDICES H, I, J e K, e as condicbes de expressdo das proteinas
recombinantes obtidas, bem como algumas de suas propriedades
fisico-quimicas estdo sumarizadas na tabela 15.

A proteina RImA néo foi expressa em nenhuma das condi¢bes testadas
neste trabalho utilizando o plasmideo pET-15b e pET-28a e por isso foi

excluida dos experimentos subsequentes (dados ndo mostrados).

Tabela 15: Propriedades fisico-quimicas e condi¢cfes de expressdo das proteinas
estudadas neste trabalho.

Proteinas £280nm (Mt cm)* MM (kDa)* Namero de Condicdes de
aminoacidos expressao

Hsp90 57300 83,17 729 18°C, IPTG 0,1 mM,
20 horas

MpkA 46340 51,00 447 18°C, IPTG 0,1 mM,
20 horas

PkcA#09-1116 74355 80,91 722 37°C, IPTG 0,1 mM,
4 horas

Pkc A409-1116G579R 74355 81,01 722 37°C, IPTG 0,1 mM,
4 horas

*parametros fisico-quimicas estimados pela ferramenta ProtParam (www.expasy.org), incluindo
a cauda de histidina.
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Figura 67: Andlise da expressdo em pequena escala das proteinas recombinantes
obtidas. (A) Hsp90 (B) PkcA%%1116 (C) PKkcA0S-11IEGSOR () MpkA. A linhagem de E. coli
Roseta™ (DE3) foi transformada com o vetores pET-15b clonados com o cDNA para a
expressdo de cada uma das proteinas recombinantes apresentadas, as linhagens foram
cultivadas a 37 °C a 180 rpm em 50 mL de LB liquido contendo 100 pug/mL de ampicilina e
34 pg/mL cloranfenicol até uma DOsoonm entre 0,6 e 0,8. A seguir, foram retirados 5 mL da
cultura (controle ndo induzido) e no restante da cultura foi acrescido IPTG para uma
concentracdo final de 0,1 mM, 0,5 mM e 1 mM para inducdo da expressdo proteica. Em
seguida as linhagens foram cultivadas a 18 °C por 20 horas, 30 °C por 6 horas e 37 °C por
4 horas. Como controle do experimento foi utilizado o plasmideo pET-15b que ndo continha a
sequéncia do cDNA que codifica as proteinas testadas clonado (induzido nas mesmas condi¢es
das proteinas recombinantes testadas) (dados ndo mostrados) e o plasmideo pET-15b que
continha o clone da proteina testada ndo induzido. ApGs o tempo de inducdo da expressdo
proteica, 5 mL das amostras foram centrifugados a 5000 rpm por 30 minutos e o sedimento foi
ressuspendido em 5 mL do tamp&o de lise contendo 30 pug/mL de lisozima, seguido de
30 minutos de incubagdo em banho de gelo. Apés, as amostras foram lisadas por pulsos com
auxilio do sonicador por 2 minutos (pulsos de 6 segundos com intervalos de 59,9 segundos).
Em seguida, o lisado foi centrifugado a 12000 rpm, por 30 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em 5 mL do tampéo de lise. Aliquotas do sedimento ressuspenso (fracdo
insoltuvel) e do sobrenadante (fracéo soltvel) foram aplicadas no gel de SDS-PAGE 12 %, no
qual foi possivel observar a expressdo das proteinas recombinantes testadas na fracao soltvel
el/ou na fragdo insoltvel (pogos 4, 5, 6, 7, 8 e 9, indicados pela seta). No gel apresentado acima
temos em 1- Marcador de peso molecular; 2- Plasmideo pET-15b contendo o cDNA nao
induzido (fracé@o insoltvel); 3- Plasmideo pET-15b contendo o cDNA néo induzido (fracédo
soluvel); 4- Plasmideo pET-15b-Proteinas testadas induzidas a 18 °C por 20 horas com 0,1 mM
de IPTG (fracdo insoluvel); 5- Plasmideo pET-15b- Proteinas testadas induzidas a 18 °C por
20 horas com 0,1 mM de IPTG (fragdo soluvel); 6- Plasmideo pET-15b- Proteinas testadas
induzidas a 18 °C por 20 horas com 0,5 mM de IPTG (fracao insoltvel); 7- Plasmideo pET-15b-
Proteinas testadas induzidas a 18 °C por 20 horas com 0,5 mM de IPTG (fragdo soluvel);
8- Plasmideo pET-15b- Proteinas testadas induzidas a 18 °C por 20 horas com 1 mM de IPTG
(fracdo insolavel); 9- Plasmideo pET-15b- Proteinas testadas induzidas a 18 °C por 20 horas
com 1 mM de IPTG (fracéo solivel).
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4.3.4 Estudos bioquimicos e funcionais das proteinas Hsp90, PkcA%0%-1106 g
MpkA

As proteinas recombinantes obtidas foram inicialmente utilizadas para
estudos de caracterizacdo bioquimica inicial e também como ferramenta
adicional para a validacdo das interacdes da Hsp90 com as proteinas da CWIP
obtidas nos experimentos de Co-IP (sec¢éo 4.3.2, figuras 60, 61, 62).

4.3.4.1 Andlise in vitro da interacdo da proteina recombinante Hsp90

com as proteinas recombinantes da CWIP

Como foi demonstrado na sec¢ao anterior por meio de ensaios de Co-IP
in vivo, ha uma interacdo das principais proteinas que compdem a CWIP de
A. fumigatus, PkcA, MpkA e RImA, com a chaperona molecular Hsp90 (figuras
60, 61, 62, 65 e 64).

O estudo de interacdes proteina-proteina € essencial para entender a
funcdo de uma proteina em um organismo. Uma variedade de ensaios
bioquimicos e genéticos para detectar a interacdo proteina-proteina foram
desenvolvidos, podendo ser estes estudos realizados in vivo ou in vitro [156].
Sabendo que a validacdo da interacdo fisica proteina-proteina por técnicas
distintas pode trazer maior confiabilidade aos dados, utilizamos neste trabalho
a técnica de far WB.

A técnica de far WB é uma das técnicas utilizadas para verificar a
interacdo de proteinas in vitro através do uso de proteinas recombinantes
expressas. A vantagem desta técnica € que ela permite a analise da interacéo
proteina-proteina quando umas das proteinas recombinantes néo foi expressa
na sua forma solavel [156]. A deteccdo da interacdo proteina-proteina nesta
técnica ocorre quando uma proteina “isca” de interesse € submetida a um
SDS-PAGE. O material é posteriormente transferido para a membrana de
PVDF como num Western blot, onde podera interagir com uma proteina “presa”
solivel em solugdo. A deteccdo da interagdo ocorre com um anticorpo anti
proteina “presa”, que sera portanto detectada através do sinal obtido na regido da

membrana que corresponde ao tamanho molecular da proteina “isca” [156, 234].



240

Durante a preparacdo do SDS-PAGE, as proteinas sédo reduzidas e
desnaturadas através do tratamento com o tampdo de Laemmilli. Devido a
interacdo entre as proteinas depender da sua estrutura secundaria ou terciaria
€ necessario o refolding da proteina “isca” (geralmente insoluvel) para que
ocorra esta interacdo. Na técnica de far WB, este refolding é realizado
diretamente na membrana de PVDF utilizando concentra¢gdes decrescentes de
guanidina HCI, e desta forma a proteina “isca” retorna a sua estrutura
secundaria ou terciaria mesmo apés a desnaturacdo durante a corrida do gel
SDS-PAGE [158].

Devido ao fato de as proteinas PkcA%091116 @ pkcAI09-1116G579R n3g terem
sido expressas na forma sollvel a técnica far WB foi a Unica que permitiu a
verificacdo da interacdo destas proteinas com a Hsp90 de A. fumigatus, e
também permitiu verificar se a interacdo detectada in vivo também estaria
ocorrendo in vitro, ou seja, se estas proteinas da CWIP estariam interagindo
com a Hsp90 independente da condicdo biologica testada. Foi possivel verificar
que a proteina recombinante PkcA%%®1116 assim como no experimento in vivo,
interagiu com a Hsp90 (figura 68A), porém quando esta proteina possui a
mutacdo G579R nao foi possivel detectar a interacdo com a proteina Hsp90
com o uso da técnica de far WB (figura 68B), sugerindo que este dominio da
proteina PkcA de A. fumigatus onde esta a mutacdo G579R é necessario para
a interacdo com a proteina Hsp90. Assim pode-se sugerir que 0 aumento da
susceptibilidade ao estresse de temperatura observado no mutante pkcA®®"°R
se deve em parte ao comprometimento da interacdo de PkcA com a Hsp90 a
gual é constitutiva, conforme mostrado nas figuras 60 e 61. Além disso, como a
proteina PkcA%®1106 & yma forma truncada contendo os 628 residuos
C-terminal da proteina, pode-se inferir que esta porcdo da proteina é suficiente
para propiciar a ligagdo com Hsp90. Entretanto, ndo se pode descartar que
parte da regido de interacdo Hsp90/PkcA possa envolver os residuos da
porcdo N-terminal (1 a 608) ndo presentes na PKcA recombinante aqui
empregada. A construcdo da linhagem PkcA409-1119%°"°R 3xHA esta em
andamento para validar a perda de interagdo com Hsp90 neste mutante de

ponto in vivo.
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Da mesma forma que observado in vivo, a proteina recombinante MpkA
interagiu também com a proteina recombinante Hsp90 de A. fumigatus (figura
68C), Neste caso, em que MpkA foi expressa na forma solluvel e insoluvel, a

interacdo foi detectada em ambas as fracoes.
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Figura 68: Detecgdo da interacdo proteina-proteina entre (A) PkcA%%1116 (B) pkcA4091116G579R
e (C) MpkA com a proteina Hsp90 de A. fumigatus. As proteinas “isca” foram separadas por
SDS-PAGE, e posteriormente transferidas para a membrana de PVDF, a membrana foi
submetida ao processo de desnaturagdo e renaturacdo, bloqueada e posteriormente incubada
com 50 uM da proteina “presa” Hsp90 soluvel purificada no tampao de ligacao (secgdo
3.8.27.2). A interacéo foi detectada utilizando o anticorpo policlonal anti Hsp90 de A. fumigatus
(este trabalho). Como controle foi utilizado o plasmideo pET-15b vazio, ndo induzido e induzido
com IPTG. E também o plasmideo pET-15b clonado com a proteina a ser testada néo induzido.
P = pellet, S= sobrenadante. Observe que ha autoinducdo da expressdo de MpkA no meio LB
na auséncia de IPTG.
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4.3.4.2 Estudos estruturais e bioquimicos da proteina Hsp90 de A. fumigatus

Como demonstrado na figura 67A, a proteina Hsp90 foi expressa em sua
forma solivel em quantidade que permitiu que 0s ensaios para a sua
caracterizacdo biofisica fossem realizados. Estes ensaios permitiram comparar a
Hsp90 de A. fumigatus com as de outros organismos ja caracterizados, e assim
observar caracteristicas que possam ser especificas da Hsp90 de A. fumigatus.

Para que se obtivesse uma proteina pura, sem presenca de
contaminantes, ap0s a cromatografia de afinidade realizada em coluna de
Niquel Hi-trap, foi realizada uma segunda cromatografia de gel filtracdo (Size
Exclusion Chromatography, SEC) (figura 69). O emprego desta técnica
mostrou-se capaz de separar a fracdo correspondente a proteina Hsp90 em
fracdo distinta daquelas dos contaminantes e do imidazol. A eliminacdo do
excesso de imidazol comumente presente ap0s a cromatografia de afinidade
permitiu que a proteina de interesse fosse utilizada diretamente nas etapas de
caracterizacdo sem a necessidade de empregar a dialise para sua remocao, o

gue foi muito benéfico em termos de estabilidade proteica.
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Figura 69: Gel de purificacdo da proteina recombinante Hsp90 de A. fumigatus por
cromatografia de afinidade em resina de niquel e cromatografia de exclusdo molecular.
Gel SDS-PAGE 15 % contendo a proteina recombinante Hsp90 expressa e purificada com His-
tag. Pureza final > 95 % (analise em gel corado com Coomasie Brilliant Blue).
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O processo de purificacdo da proteina Hsp90, juntamente com a sua
estabilidade, permitiu a sintese de um anticorpo anti Hsp90, que serviu como
ferramenta para a avaliacdo do papel da parede celular na tolerancia ao
choque térmico em A. fumigatus, auxiliando nas investigacdes da relacdo das
proteinas da parede celular com Hsp90 neste patégeno. Este anticorpo foi
padronizado e ja utilizado em dados demonstrados nas figuras 57, 58, 60, 61,
62, 64, 65, 68 deste trabalho.

O primeiro ensaio de caracterizacado da Hsp90 de A. fumigatus realizado
foi a gel filtracdo analitica (aSEC). Esta técnica permitiu que por meio do pefrfil
de eluicdo da Hsp90 fosse determinada a sua massa molecular aparente que
foi de 436,51 +3,4 kDa, bem como o seu razéo friccional (1,81 +0,08) e raio de
Stokes (71,44 +0,54 A) (figura 70A-B). O perfil de eluicio da proteina foi
comparado com o perfil de eluicdo dos padrdes empregados, que foram:
apoferritina (480 kDa), y-globulina (160 kDa), albumina de soro bovino (BSA 67
kDa), anidrase carbodnica (30 kDa) e citocromo C (12,3 kDa). Por ser uma
proteina com predicdo de estrutura alongada (figura 70A), o calculo de massa
molecular aparente obtido através desta técnica diferiu da massa molecular tedrica
proporcionada pelo software Protein Parameters Tools
(Wwww.bo.expasy.org/tools/protparam.htmL) obtida através da sequéncia dos
aminoacidos. Os resultados obtidos indicam que a Hsp90 de A. fumigatus € um
oligbmero assimétrico em solucao, resultado semelhante ao observado para a

Hsp90 de Leishmania brasilienses [235].
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Figura 70: Cromatografia de exclusao molecular analitica da proteina recombinante
Hsp90. (A) O padrdo de proteinas usado continha as proteinas apoferritina (480 kDa), y-
globulina (160 kDa), albumina de soro bovino (BSA 67 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa) e
citocromo ¢ (12,3 kDa). A cromatografia foi feita com a coluna Superdex 200 GL 10/300 (GE
HealthCare), utilizando o equipamento AKTA Purifier (GE HealthCare). (B) Célculo do Raio de
Stokes (Rs). Os célculos foram feitos a partir dos dados obtidos na cromatografia de exclusao
molecular analitica em relacdo aos volumes de eluicdo das proteinas-padrdo e das proteinas
em estudo.

Como primeiros ensaios para abordagem dos estudos estruturais da
Hsp90 de A. fumigatus, utilizou-se a técnica de dicroismo circular (CD), que
permite a caracterizacdo da estrutura secundaria da proteina, e a técnica de
fluorescéncia intrinseca do triptofano, que permite verificar a estrutura terciaria
da proteina. Estas técnicas permitiram verificar se a proteina recombinante
Hsp90 foi obtida enovelada e também a caracterizacdo dos elementos
estruturais da Hsp90 de A. fumigatus. Estes ensaios foram realizados em
tampdo HEPES 40 mM pH 7,5, condicdo cuja estabilidade da proteina foi
preservada.

O espectro de CD mostrou que a Hsp90 de A. fumigatus foi obtida com
elementos de estrutura secundaria do tipo hélice a caracterizada por dois
minimos pronunciados em torno de 222 e 207 nm, € um maximo positivo em
torno de 192 nm, e folha B caracterizada por um maximo positivo em torno de
195 e um minimo em 216 nm (figura 71). A deconvolugdo dos espectros foi
realizada utilizando o programa CDNN Secondary Structure Analysis 2.1, que

indicou o predominio de estrutura secundaria tipo hélice a (tabela 16).
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Figura 71: Espectros de CD da proteina recombinante Hsp90. A concentragdo de proteina
usada nos ensaios foi de 5 uM. Os dados foram coletados em tampédo HEPES 40 mM pH 7,5.

Tabela 16: Propriedades estruturais da Hsp90 de A. fumigatus. Deconvolucdo dos
espectros de dicroismo circular da Hsp90 de A. fumigatus. A deconvolucdo do espectro foi
realizada utilizando o programa CDNN Secondary Structure Analysis 2.1.

Property Hsp90 10 pM %
a - helix 33.7
B-sheet 34.8

Randon coil 29.9

O ambiente dos cinco residuos de triptofano presentes na sequéncia de
aminoacidos da estrutura primaria da Hsp90 de A. fumigatus (APENDICE H) foi
utilizado como sonda de estrutura terciaria local nos experimentos de emissao
fluorescéncia visando complementar e confirmar os experimentos de CD
guanto a integridade estrutural e a estabilidade da proteina no tampéao utilizado.
Para este ensaio foi utilizada a proteina integra, e apos a medida de emissao
do triptofano e tirosina (348 e 303 nm respectivamente), a mesma foi
desnaturada (linha em vermelho no grafico). Em condi¢cdo ndo desnaturante, a
proteina Hsp90 apresentou valores de Amax menores que 0s observados em
condicbes desnaturantes, indicando que os triptofanos presentes nesta
proteina se localizam em ambientes completamente ou parcialmente

protegidos do solvente. (figura 72). Os dados de fluorescéncia obtidos em
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conjunto com os dados de CD demonstram que a Hsp90 de A. fumigatus foi
obtida enovelada.
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Figura 72: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
excitacdo de 280 e 295 nm. Os experimentos foram feitos com 5 pM de Hsp90, em tampé&o
HEPES 40 mM pH 7,5.

Ja é conhecido que as proteinas Hsp90 possuem atividade chaperona
sendo capazes de interagir com proteinas clientes em condi¢des de estresse,
prevenindo a agregacgéo proteica e mantendo-as em um estado enovelado e
funcional [235]. A atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus foi medida
pela prevencdo da agregacdo proteica da proteina cliente malato
desidrogenase (MDH) por espalhamento de luz a 320 nm em fun¢éo do tempo.
Neste teste, 1,0 uM de proteina cliente MDH foi submetido a um estresse
térmico a 42 °C, na presenca de concentracbes crescentes da Hsp90 de
A. fumigatus (0,1 - 5 uM). Nessa temperatura empregada ja foi relatado que a
Hsp90 néo sofre perturbagdes em sua estrutura [235].

A agregacdo da Hsp90 foi monitorada em todas as concentracdes
testadas, e também foi monitorada a agregacdao da proteina cliente (MDH),
considerada como 100 % de agregacao. Estes dados foram utilizados como
controles desse experimento. Os resultados apresentados na figura 73A-B
indicam que a Hsp90 de A. fumigatus foi capaz de prevenir a agregacao da

MDH e nédo agregou quando submetida ao estresse térmico.
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Figura 73: Andlise da atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus. (A) Perfis cinéticos de
agregacdo da malato desidrogenase (MDH) e Hsp90 de A. fumigatus. (B) Porcentagens de
agregacdo da MDH calculada na presenca de 5 uM da Hsp90 de A. fumigatus. Os valores de
agregacao foram calculados considerando a agregacédo méaxima da MDH como 100 %. n=2 p < 0,001.

O dominio N-terminal da Hsp90 contém o sitio de ligacdo ao ATP que é
essencial para a funcdo chaperona, este dominio € conservado em todas as
espécies. Apos a ligacdo ao ATP, Hsp90 é dimerizada e exibe um estado
fechado em que as regibes N-terminais estdo intimamente associadas a
hidrélise de ATP, direcionando ao folding ou estabilizagdo das proteinas
clientes [120]. Portanto a capacidade de ligacdo ao ATP da Hsp90 esta
diretamente relacionada a sua atividade chaperona.

Com o intuito averiguar se a Hsp90 de A. fumigatus mantinha a sua
atividade ATPasica conservada, realizou-se a analise termodindmica da
interacdo entre a Hsp90 de A. fumigatus e o ATP e ADP por meio da técnica de
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC). A Hsp90 de A. fumigatus
recombinante foi titulada com as moléculas de ATP e ADP (figura 74),
resultando na interacdo com ATP com Kd = 179 £ 0.4 uM e estequiometria de
3 moléculas de ATP para 1 dimero de Hsp90. A interagcdo apresentou
AHapp = -3497.33 + 1127 cal mol™* e ASapp = -14.4 + 2 kcal mol? K, portanto
entalpicamente dirigida, e entropicamente desfavoravel. Os resultados obtidos
na interacdo com ADP demonstraram Kd = 123.48 + 0.1 uM e estequiometria
de 1.6 moléculas de ADP para 1 dimero de Hsp90. A interacdo apresentou
AHapp = -11553.33 + 680 cal molt e ASapp = -34 + 2 cal mol?! K2, portanto

entalpicamente dirigida, e entropicamente desfavoravel.
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Figura 74: Interacdo da Hsp90 de A. fumigatus com ATP e ADP por calorimetria de titulagdo
isotérmica. (A) Termograma da interagdo entre a Hsp90 de A. fumigatus e ATP a 25 °C.
(B) Termograma da interacdo entre a Hsp90 de A. fumigatus e ADP a 25 °C. (C) Variacao dos
parametros termodinamicos (AH, TAS e AG).

4.3.5 Estudos estruturais da proteina MpkA de A. fumigatus

Como demonstrado na figura 67D, a proteina MpkA foi expressa em sua

forma solivel em quantidade que permitiu que 0s ensaios para a sua

caracterizacao biofisica fossem realizados. Para a obtencdo da proteina pura,

sem presenca de contaminantes, apds a cromatografia de afinidade realizada
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em coluna de Niquel Hi-trap, foi realizada uma SEC (figura 75). O emprego
desta técnica mostrou-se eficiente para separar a fracdo correspondente a
proteina MpkA em fracao distinta daquelas dos contaminantes e do imidazol, o
gue permitiu que a proteina MpkA fosse utilizada diretamente nas etapas de
caracterizacdo sem a necessidade de se empregar a dialise para sua remocao,

o que foi benéfico em termos de estabilidade proteica.
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Figura 75: Gel de purificagdo da proteina recombinante MpkA de A. fumigatus por
cromatografia de afinidade em resina de niquel e cromatografia de exclusdo molecular.
Gel SDS-PAGE 15 % contendo a proteina recombinante MpkA expressa e purificada com His-
tag. Pureza final > 95 % (andlise em gel corado com Coomasie Brilliant Blue).

O primeiro ensaio de caracterizagdo da MpkA de A. fumigatus realizado
foi a aSEC. Esta técnica permitiu, através do perfil de eluicdo da MpkA, a
determinacdo da sua massa molecular aparente que foi de 66,19 £1,18 kDa, 0
raz&o friccional (1,28 +0,11) e raio de Stokes (31.95 +0,31 A) (figura 76A-B). O
perfil de eluicdo da proteina foi comparado com o perfil de eluicdo dos padrbes
empregados, que foram: apoferritina (480 kDa), y-globulina (160 kDa),
albumina de soro bovino (BSA 67 kDa), anidrase carbonica (30 kDa) e
citocromo C (12,3 kDa). Os dados obtidos indicam que esta proteina é um
mondmero, com predicdo de estrutura levemente alongada (figura 76A), de
forma que o célculo de massa molecular aparente obtido através desta técnica

diferiu da massa molecular tedrica proporcionada pelo software Protein
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Parameters Tools (www.bo.expasy.org/tools/protparam.htmL) obtida através da

sequéncia dos aminoacidos.

——MpkA 704 ™ Standart

s ST Linear Fit
® MpkA

°

(<4
®

S
=)

S
FS
R

o
N

Property MpkA
RgokesA 3143
V7 1.2856

Normalized absorbance,,,
s

(-4
°
=
n

T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055

Retention volume (mL) -(log Kav)"

Figura 76: Cromatografia de exclusao molecular analitica da proteina recombinante
MpkA. (A) O padrdao de proteinas usado continha as proteinas apoferritina (480 kDa),
y-globulina (160 kDa), albumina de soro bovino (BSA 67 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa) e
citocromo ¢ (12,3 kDa). A cromatografia foi feita com a coluna Superdex 200 GL 10/300 (GE
HealthCare), utilizando o equipamento AKTA Purifier (GE HealthCare). (B) Calculo do raio de
Stokes (Rs). Os célculos foram feitos a partir dos dados obtidos na cromatografia de excluséo
molecular analitica em relacdo aos volumes de elui¢cdo das proteinas padrdo e das proteinas
em estudo.

Para a caracterizacao dos elementos estruturais da MpkA de A. fumigatus
utilizou-se a técnica de CD. Estes ensaios foram realizados em tampéo A
utilizado na lise e purificacdo da MpkA (secdo 3.8.9.2.2), Unica condicdo cuja
estabilidade da proteina foi preservada. O espectro de CD mostrou que a MpkA
de A. fumigatus foi obtida com elementos de estrutura secundaria do tipo hélice a
caracterizada por dois minimos pronunciados em torno de 222 e 207 nm, e um
méaximo positivo em torno de 192 nm, e folha B caracterizada por um maximo
positivo em torno de 195 e um minimo em 216 nm (figura 77), o que € similar a
MpkA de humanos ja caracterizada [236].

A deconvolucéo dos espectros, que foi realizada utilizando o programa
CDNN Secondary Structure Analysis 2.1, indicou o predominio de estrutura
secundaria tipo folha B, e ndo houve variagdo da predicdo da estrutura
secundaria da proteina independente da concentracéo utilizada nas analises de
CD (tabela 17).
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Figura 77: Espectros de CD da proteina recombinante MpkA. A concentracdo de proteina
usada nos ensaios foi de 5 uM e 10 uM. Os dados foram coletados em tampéo A utilizado na
lise e purificagdo da MpkA.

Tabela 17: Propriedades estruturais da MpkA de A. fumigatus. Deconvolucdo dos
espectros de dicroismo circular da MpkA de A. fumigatus. A deconvolucdo do espectro foi
realizada utilizando o programa CDNN Secondary Structure Analysis 2.1.

Property MpkA 5 uM % Property MpkA 10 uM %
a - helix 27.3 a - helix 29.1
B-sheet 325 B-sheet 32.1

Randon coil 40.3 Randon coil 38.8

Os quatro residuos de triptofano presentes na sequéncia de
aminoacidos da estrutura primaria da MpkA de A. fumigatus (APENDICE K)
foram utilizados como sondas de estrutura terciaria local nos experimentos de
emissao fluorescéncia visando complementar os dados referentes a integridade
estrutural e a estabilidade da proteina no tampao utilizado. Para este ensaio foi
utilizada a proteina integra e, apds a medida de emissao do triptofano e tirosina
(348 e 303 nm respectivamente), a mesma foi desnaturada (linha em vermelho
do grafico). Em condicdo ndo desnaturante, a proteina MpkA apresentou
valores de Amax menores que 0s observados em condicbes desnaturante,
indicando que os triptofanos presentes nesta proteina se localizam em
ambientes completamente ou parcialmente protegidos do solvente (figura 78).
Os dados de fluorescéncia obtidos em conjunto com os dados de CD
mostraram que a MpkA de A. fumigatus foi obtida enovelada e permanece

estavel no tampao utilizado.
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Figura 78: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
excitagdo de 280 e 295 nm. Os experimentos foram feitos com 5 yuM da proteina. Os dados
foram coletados em tampé&o A utilizado na lise e purificacdo da MpkA.

Com o objetivo de compreender a organizacdo estrutural da MpkA de
A. fumigatus, foram realizados ensaios de estabilidade térmica e quimica desta
proteina. A estabilidade quimica da MpkA foi monitorada por fluorescéncia
intrinseca do triptofano em concentracdes crescentes de guanidina HCI. A
curva de desenovelamento da MpkA de A. fumigatus apresentou uma Unica
transicdo com Cm = 2.6345 M + 0.1 de guanidina HCI (figura 79). Sugerindo
gue a proteina MpkA se desenovela completamente como um unico dominio na

presenca da guanidina HCI.
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Figura 79: Espectros de fluorescéncia da proteina Hsp90 nos comprimentos de onda de
excitacdo de 280 nm (A) e 295 nm (B) na presenca de diferentes concentracfes de
guanidina. Os experimentos foram feitos com 5 uM da proteina. Os dados foram coletados em
tampado A utilizado na lise e purificacdo da MpkA.
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A estabilidade térmica da MpkA foi monitorada apos aquecimento de 5 uM
da proteina de 15 °C até 90 °C, com a taxa de aquecimento de 1 °C por
minuto, sendo as mudancgas causadas por esse estresse monitoradas por CD
no comprimento de onda de 220 nm. Este ensaio permitiu verificar que o
aguecimento ndo causou alteracéo na estrutura secundaria da MpkA (figura 80 A).

Outro ensaio para verificar a estabilidade térmica da MpkA foi o ensaio
de agregacao a 42 °C. Este foi realizado com concentracdes crescentes da
proteina MpkA, expostas por 2 horas a temperatura de 42 °C e monitoradas
pela absorbancia a 320 nm. Foi possivel verificar que a proteina MpkA apesar
de ndo perder a sua estrutura secundaria quando submetida a elevadas

temperaturas, possui uma alta taxa de agregacdo quando exposta a 42 °C
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Figura 80: Ensaios de estabilidade térmica da MpkA de A. fumigatus. (A) Desenovelamento
térmico da proteina MpkA de A. fumigatus monitorado pelo sinal de CD a 220 nm. (B) Ensaio
de agregacdo da proteina MpkA a 42 °C monitorado pela absorbancia a 320 nm.

Conforme demonstrado na figura 80B, a proteina MpkA de A. fumigatus
teve a sua agregacao induzida pela temperatura. Como foi demonstrado com
dados deste trabalho, MpkA de A. fumigatus interagiu in vivo (figura 62) e
in vitro (figura 68) com Hsp90, e através do teste de prevencédo da agregacéo
da MDH foi possivel observar que a Hsp90 de A. fumigatus possui atividade
chaperona (figura 73). Desta forma, decidiu-se verificar se a Hsp90 possui
atividade chaperona especificamente sobre a proteina MpkA, o que seria uma
evidéncia adicional da interacdo dessas duas proteinas. Os resultados
mostraram que a Hsp90 possui atividade chaperona sobre a proteina quinase
MpkA, pois ela foi capaz de prevenir a agregagédo da MpkA mesmo em baixas

propor¢cdes (razdo MpkA::Hsp90 de 2:1) e a prevencao da agregacao foi
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proporcional ao aumento da razdo de Hsp90 em relacdo a MpkA, chegando a
uma prevencao de 70 % da MpkA na razdo MpkA::Hsp90 1:5 (figura 81 A-B).
Este resultado reitera a interacédo entre Hsp90 e MpkA observada nas analises
de imunoprecipitacéao e far WB.

A analise da prevencdo da agregacdo da MpkA foi feita por
espalhamento de luz a 320 nm durante 4 horas a 42 °C utilizando 10 uM de
MpkA, incubada com 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 20 pM, 30 pM, 40 uM
e 50 uM de Hsp90. A agregacdo da proteina Hsp90 foi monitorada e foi
possivel observar a auséncia de agregacdo em todas as concentracdes
testadas (figura 81A-B). Como controle do experimento foi utilizada a proteina
BSA que foi incubada juntamente com a proteina MpkA nas mesmas
concentracfes que a Hsp90, onde foi possivel observar que a BSA néo

preveniu a agregacao da proteina MpkA (APENDICE L, figura L1).
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Figura 81: Atividade chaperona Hsp90 de A. fumigatus com a proteina MpkA de A. fumigatus.
(A) A andlise da prevencao da agregacdo da MpkA (10 pM) pela Hsp90 (50 uM) foi feita por
espalhamento de luz a 320 nm durante 4 horas a 42 °C. (B) Porcentagens de agregacéo da
MpkA 10 uM calculadas na presenc¢a de, 5 uM (2:1), 7,5 pM (2:1.3), 10 uM (1:1), 20 uM (1:2),
30 pM (1:3), 40 pM (1:4) e 50 uM (1:5) de Hsp90. Os valores de agregacao foram calculados
considerando a agregacdo maxima da MpkA como 100 %.
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4.4 Discussao

A infeccdo por A. fumigatus comeca com a inalagéo de conidios, que em
individuos imunocomprometidos resulta no estabelecimento de conidios no
pulméo, germinacdo e invasdo do tecido pulmonar circundante. Levando em
conta o ambiente do hospedeiro, a germinacao e crescimento conidial requer a
ativacao da deteccao de nutrientes, absorcéo e aquisicdo de nutrientes e vias
biossintéticas, essenciais para a patogénese do A. fumigatus [237]. Embora a
aspergilose pulmonar invasiva possa ser atribuida a uma combinacdo do
estado imunologico do paciente e as caracteristicas bioldégicas do fungo,
acredita-se que algumas caracteristicas fisiolégicas de A. fumigatus permitem
gque ele seja um patégeno oportunista eficiente [17]. Entre essas
caracteristicas, sua capacidade de sobreviver a altas temperaturas é essencial
para a patogenicidade, pois ele tolera temperaturas maiores que 50 °C e sua
temperatura ideal de crescimento é de cerca de 37 °C [238]. Por isso, é
plausivel que os mecanismos de termotolerancia envolvam a expressao de
genes de resisténcia ao estresse que, ao mesmo tempo, conferem
propriedades Unicas de viruléncia ao fungo [239]. A CWIP é uma das vias que
estad relacionada a termotolerancia em diversos organismos fungicos. Em
S. cerevisiae, a ativacdo defeituosa da proteina quinase Slt2 (ort6logo de MpkA
em A. fumigatus) leva a reducdo ou mesmo a ndo expressdo de genes
relacionados a integridade da parede celular em temperaturas mais elevadas e,
portanto, a uma parede celular enfraquecida a elevadas temperaturas [102]. O
reforgo da integridade da parede celular requerido durante o crescimento em altas
temperaturas se da principalmente através da estimulacdo da via Pkcl-MAPK,
embora a resposta geral ao estresse dirigida por Msn2/4 e uma resposta da via
Ca?*/calcineurina mediada por Crz1 também estejam envolvidas [45, 240, 241].
Em C. albicans, a cascata MAPK €& um mediador chave da célula dependente
de Pkcl que desempenha um papel dominante na resposta ao choque térmico,
pois a reducdo da expressdo de Hsp90 resulta na desestabilizacdo da
MAP quinase Mck1, bloqueando a sinalizacdo de PkC1 [114]. Aqui, também foi
possivel observar a relacdo da CWIP de A. fumigatus com a resposta ao

choque térmico. Todas as linhagens simples ou duplo mutantes de genes da
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CWIP apresentaram uma reducdo significativa do crescimento radial em
relacdo a linhagem selvagem de A. fumigatus, além de uma reducédo
significativa da viabilidade apds 24 horas de exposicédo a 45 °C e a 50 °C. Estes
resultados sdo acompanhados da reducdo significativa da fosforilacdo da
MAP quinase MpkA nas linhagens ArimA e pkcA®®*"R apds o choque térmico a
48 °C, e além disso, analises da expressdo dos genes que compdéem a CWIP
PkcA, MpkA e RImA, apresentaram aumento dos niveis de mRNA na linhagem
selvagem de A. fumigatus apés o choque térmico a 37 °C e a 48 °C. Em
contraste, observou-se um comportamento oposto nos mutantes da CWIP.
Além disso, 0s genes responsaveis pela resposta ao choque térmico
escolhidos para a analise da expressdo génica foram induzidos na linhagem
selvagem de A. fumigatus, porém nos mutantes da CWIP estes mesmos genes
tiveram uma grande reducao dos niveis de transcritos.

Nos fungos, a funcéo de Hsp90 foi diretamente ligada a manutencao da
parede celular ao cooperar nos mecanismos de compensacédo do estresse,
ditados por diferentes cascatas de sinalizacdo ativadas quando a célula é
desafiada com diferentes tipos de estresse da parede celular, como os
causados pela terapia antifungica [110-112]. Em C. neoformans, Hsp90 migra
do citosol e se acumula na parede celular apés o choque térmico [242], e 0
mesmo ocorre em A. fumigatus, porém na presenca do estresse de parede
celular [110]. ApGs o choque térmico, o fator de transcricdo Hsfl livre induz a
transcricdo de hsp90 de novo levando a uma maior producdo de Hsp90. Um
circuito regulatério automatico através do qual Hsfl ativa a expressdo de
Hsp90 € um evento chave da adaptacdo ao choque térmico em fungos,
enquanto o excesso de Hsp90 interage e regula negativamente a quantidade
de Hsfl [112, 113]. A interrup¢do no circuito auto regulatério Hsf1-Hsp90 afeta
seriamente as respostas ao choque térmico, termotolerancia, integridade da
parede celular, viruléncia e outros processos celulares em muitas espécies de
fungos [112]. Embora as proteinas que participam da CWIP ndo sejam
essenciais para a ativacao do fator de transcricdo Hsfl, mutacbes em qualquer
um dos genes que codificam proteinas relacionadas com a CWIP aumentam a
sensibilidade ao estresse por temperatura ou a inibidores farmacolégicos de
Hsp90 [29, 112, 114]. Neste trabalho, a perda de funcdo de PkcA, MpkA e



257

RIMA em A. fumigatus causou diminuigdo da tolerancia aos inibidores de
Hsp90, como radicicol e geldanamicina. Este resultado vem acompanhado de
um aumento da expressao proteica de Hsp90 durante o choque térmico nos
mutantes da CWIP pkcA®"R AmpkA e ArlmA, estabelecendo uma relagédo
entre as proteinas da CWIP e o circuito regulatério Hsfl-Hsp90 em
A. fumigatus, ou seja, o fator de transcricdo Hsfl atua na CWIP, aumentando a
transcricdo de Hsp90 quando ha comprometimento na ativagdo desta via para
a manutencdo de sua funcionalidade. Da mesma forma, a perturbacdo da
funcéo de Hsp90 por deplecdo genética afeta a integridade da parede celular e
causa maior sensibilidade a uma grande quantidade de agentes prejudiciais a
parede celular [110]. Assim, este efeito pode ser derivado da falta de
estabilizacdo de suas proteinas clientes residentes na CWIP, PkcA, MpkA e
talvez RImA, conforme mostram nossos dados de interacgéao fisica.

Em uma ampla andlise de interacbes de Hsp90 em S. cerevisiae,
observou-se que esta interage fisicamente com Slt2 (homélogo de MpkA em
A. fumigatus) [243]. As proteinas Mkcl (o homdélogo de Mpkl de levedura e de
MpkA de A. fumigatus) e Pkcl interagem geneticamente com Hsp90 em
C. albicans durante o estresse de temperatura a 41 °C [116]. Além disso, a
Hsp90 também interage geneticamente com dois componentes da CWIP (Mkcl
e Mkk2) durante o estresse causado pela tunicamicina [116]. Aqui, observou-se
gue PkcA e MpkA, assim como em S. cerevisiae e C. albicans, interagem com
a Hsp90 em A. fumigatus, sendo que pela primeira vez foi demonstrada a
atividade chaperona de prevencdo da agregacdo da proteina MpkA pela
interacdo com a Hsp90 em um organismo fangico. A interacdo observada entre
PkcA e MpkA com a Hsp90 na presenca do estresse de parede celular e
choque térmico, e adicionalmente por meio das analises de interacdo entre
proteinas recombinantes permitiu observar que estas proteinas interagem
independente do estado biologico da célula fangica, e que a mutacdo G579R
no dominio regulatorio de A. fumigatus [29] é um possivel sitio de interacdo da
Hsp90 com a PkcA, de forma que esta interacdo nédo foi detectada na proteina
recombinante que possuia esta mutacao.

Pela primeira vez foi demonstrada a intera¢ao do fator de transcricdo da

CWIP RImA com a Hsp90. Esta interacdo se deu na presenca do choque
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térmico e estresse de parede celular, sendo que ha um aumento desta
interacdo na presenca do estresse de temperatura. Porém, devido ao fato de
RImMA interagir com MpkA, néo é possivel afirmar se esta interacdo € um efeito
direto de RImA. Os resultados de interagdo com a chaperona molecular Hsp90
foram agrupados em um esquema (figura 82) com o objetivo de mostrar a
relacdo entre pkcA, mpkA, e rlmA e a resposta ao choque térmico em
A. fumigatus, bem como o papel da Hsp90 na CWIP. Este cenario em
A. fumigatus reforca que Hsp90 é um alvo atraente para a inibicdo do
crescimento de fungos através do uso de monoterapia ou terapia combinada
com antifingicos, principalmente as equinocandinas, as quais inibem a enzima

B(1,3) glucana sintase, causando estresse de parede celular [21].
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Figura 82: As proteinas PkcA, MpkA e RImA da CWIP interagem com Hsp90 durante o
estresse de temperatura e parede celular em A. fumigatus. Esquema demonstrando a
relacédo entre PkcA, MpkA, RImA e Hsp90 na resposta ao choque térmico e estresse de parede
celular causado por CR em A. fumigatus, bem como o papel da Hsp90 na CWIP. Hsp90 esta
localizada no citoplasma em condi¢des basais e responde ao choque térmico e ao estresse da
parede celular. Sob o estresse por calor, Hsp90 migra para o nudcleo para ativar a transcricao
ou se acumula na parede celular. A fungdo concomitante da CWIP pode ser observada pela
localizacdo constitutiva de PkcA na ponta das hifas e nas areas de ramifica¢édo e septo, como
descrito previamente por Rocha et. al., 2017 (aceito para publicacdo). Estrutura da parede
celular baseada em Abad, Fernandez-Molina [17].
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Os espectros de CD e as analises de fluorescéncia do triptofano
mostraram que a proteina Hsp90 foi produzida enovelada, e que os triptofanos
presentes na estrutura da Hsp90 estdo em sua estrutura interna. A Hsp90 de
A. fumigatus assim como a Hsp90 de S. cerevisiae, Leishmania brasilienses e
de humano séo constituidas tanto por hélices a quanto por folhas B [235, 244-
246]. Como observado na Hsp90 de L. brasilienses [235], o perfil de elui¢cdo da
Hsp90 de A. fumigatus € condizente com o de um oligbmero, provavelmente
um dimero assimétrico. Além disso, a Hsp90 de A. fumigatus apresentou
atividade chaperona na proteina MDH na auséncia de ATP, sugerindo que este
nao é essencial para a atividade chaperona da Hsp90 de A. fumigatus, e o
mesmo foi observado em L. brasilienses, em ensaios de atividade chaperona
com a proteina citrato sintase, um outro cliente conhecido de Hsp90 [235].

A Hsp90 de A. fumigatus apresentou uma alta afinidade para o ATP
(KD =179 puM), trés vezes maior que a descrita em C. neoformans (KD = 497,05 uM)
[242], 1,5 vezes menor que a observada em L. brasilienses (KD = 120 pM)
[235], e similar ao reportado Plasmodium falciparium (KD = 168 uM) [247]. A
afinidade observada para o ADP (KD = 123 uM ) foi levemente maior que a
observada em L. brasilienses (KD = 160 pM) [235], portanto a Hsp90 de
A. fumigatus, possui maior afinidade ao ADP que ao ATP. Este trabalho
apresentou o primeiro estudo estrutural da Hsp90 em organismos fungicos
patogénicos, e salvo o trabalho apresentado por Chatterjee and Tatu [242] que
demonstrou apenas a atividade ATPasica desta proteina em C. neoformans,
este também é o primeiro a caracterizar bioquimicamente a Hsp90 em fungos
patogénicos.

Os espectros de CD e as analises de fluorescéncia do triptofano
mostraram que a proteina MpkA foi produzida na sua forma enovelada, e que
os 4 triptofanos presentes na estrutura desta proteina estdo parcialmente
protegidos do solvente. A MpkA de A. fumigatus assim como a MpkA de
S. cerevisiae, Arabdopisis thaliana e humana, as quais apresentaram
respectivamente 50 %, 52 % e 51 % [248] de identidade com a MpkA de
A. fumigatus, sdo monémeros alongados e com estrutura secundaria tipo hélice a
e folha B [249-251]. Este estudo também permitiu verificar que MpkA de

A. fumigatus possui estabilidade térmica da sua estrutura secundaria, e que a
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proteina MpkA se desenovela completamente como um Unico dominio na
presenca da guanidina HCI. Apesar desta proteina possuir estabilidade térmica
guanto a sua estrutura secundaria, ela formou agregados em elevada
temperatura, o que permitiu as analises da atividade chaperona da Hsp90, a
qual fortemente previniu tal agregacéao.

Em concluséo, estes resultados sao evidéncias de que a CWIP participa
ativamente da regulacdo da termotolerancia em A. fumigatus, e a atividade
chaperona da Hsp90 é essencial para a manutencéo desta via em resposta ao
choque térmico e também ao estresse de parede celular, visto que as principais
proteinas que compdem esta via, PkcA, MpkA e possivelmente o fator de
associado RImA, interagem com esta chaperona molecular. A caracterizagao
das estruturas das proteinas desta via, bem como da Hsp90 serdo um passo

essencial para desvendar como se da esta interacao.
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5.0 Conclusdes

Uma caracterizacdo detalhada do fator de transcricdo da CWIP foi
realizada nesta tese, demonstrando o papel de RImA na manutencdo da
integridade da parede celular, tolerancia ao dano oxidativo, desenvolvimento
assexuado e viruléncia de A. fumigatus. Foi demonstrado também o papel dos
fatores de transcricdo RImA e SebA na biossintese da FqC, um importante
metabdlito secundario produzido pelos conidios de A. fumigatus. Adicionalmente
foi demonstrado o papel da CWIP na regulacéo da termotolerancia em A. fumigatus,
e a interacéo dos principais componentes desta via PkcA, MpkA e RImA, com a
Hsp90, uma importante chaperona envolvida na termotolerancia em patégenos
fungicos. Para melhor entendimento de como a CWIP interage com esta
chaperona, as proteinas Hsp90 e MpkA de A. fumigatus foram caracterizadas.
Os mais relevantes progressos obtidos nesta tese levam as seguintes

conclusoes:

¢ RIMA possui um amplo papel na manutencao da integridade da parede
celular de A. fumigatus e a delecdo deste fator de transcricdo leva a
reducdo do crescimento vegetativo, das taxas de germinacdo, aumento
da sensibilidade a agentes antifungicos, e defeitos relacionados a

manutencgao e integridade da parede celular.

e RIMA age em conjunto com PkcA e MpkA na via CWIP. Como
consequéncia, a perda de funcdo de rImA leva a alteracbes na
expressao de genes que codificam proteinas relacionadas com a parede
celular. RImA regula positivamente a fosforilacdo de MpkA e é induzido
tanto ao nivel proteico como transcricional durante o estresse da parede

celular.

e A inativagdo defeituosa da CWIP no mutante ArimA estd associada a
perda da viruléncia em modelo murino neutropénico de aspergilose

pulmonar invasiva e a linhagem mutante ArimA.
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RImA em A. fumigatus afeta a capacidade do fungo para lidar com dano
oxidativo, afetando a transcricdo de genes relacionados a resposta ao

estresse oxidativo.

A CWIP atua na regulagdo do desenvolvimento assexuado em A. fumigatus,
e a sua perfeita ativacdo € necessaria para a conidiacdo e o
desenvolvimento normal de A. fumigatus, além disso RIMA regula a
transcricdo dos reguladores do desenvolvimento assexuado em
A. fumigatus, flbB e flbC, e também abaA e brlA, genes chave para o

desenvolvimento em A. fumigatus.

A CWIP, que culmina no fator de transcricdo RImA é responsavel pela
regulacdo da biossintese de Fq em A. fumigatus, e RImA regula a
transcricdo dos genes que compdem os cluster biossintético de Fgs
fmgA-B-C-D, regulando positivamente a biossintese da FqC em

A. fumigatus.

O fator de transcricdo SebA é responsavel pela regulacdo da biossintese
de Fg em A. fumigatus; este regula a transcricdo dos genes que
compdem os cluster biossintético de Fgs fmgA-B-C-D-E, regulando

negativamente a biossintese da FqC em A. fumigatus.

A FqC demonstrou ser potencialmente toxica para A. fumigatus e possui
um impacto sobre a resposta imune no hospedeiro, pois foi capaz de
estimular a BMDMs para aumentar a secrecao de TNF-a e IL-6, além de
induzir a formacdo de poros em BMDMs. Adicionalmente esta também
pode servir como um composto de defesa contra outros microrganismos

ou predadores do solo.

A perda da funcao parcial de pkcA ou a perda total da funcédo de mpkA e
rImA promovem uma menor resisténcia ao estresse de temperatura e

interferem na expresséo de genes de choque térmico.
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A perda da funcdo de PkcA, MpkA e RImA em A. fumigatus causou
diminuigdo da tolerancia aos inibidores de Hsp90 o que foi comprovado

pela interacéo fisica entre a Hsp90 e PkcA%%%1116 oy MpkA.

A proteina Hsp90 foi produzida enovelada, na forma de um oligbmero,
provavelmente um dimero assimétrico, com elementos de estrutura
secundaria do tipo hélice a e folha 3, e, além disso, a Hsp90 de A. fumigatus
apresentou atividade chaperona em clientes classicos como a proteina
MDH, e a capacidade de ligacdo a ATP e ADP, assim como observado

nas Hsp90s de outros organismos.

A proteina MpkA foi produzida na sua forma enovelada como
mondmero, com elementos de estrutura secundaria do tipo hélice a e
folha B; além disso essa proteina possui uma alta estabilidade térmica
da sua estrutura secundaria, porém forma agregados quando exposta a
elevadas temperaturas. A Hsp90 é capaz de impedir esta agregacéo

in vitro.
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APENDICE A - Fenotipos de crescimento da linhagem mutante ArlmA na
presenca de CR e CFW.
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Figura Al: Fenétipos de crescimento da linhagem mutante ArimA na presenca de CR e
CFW. O numero indicado de conidios foi inoculado em meio YG solido que foi complementado
com CR e CFW. As placas foram incubadas a 24 °C por 72 horas e posteriormente
fotografadas.



279

APENDICE B - Andlise da interacdo genética dos mutantes da CWIP.

control CFW (10 yg/ml)  CFW (20 ug/ml) ~ CFW (40 ug/ml)  CFW (60 ug/ml)  CFW (80 pg/ml)  CFW (100 pg/mL)

10° 105 10¢ 10° 10° 10° 10* 10° 10° 10° 10¢ 10° 10° 105 10° 10° 10° 10° 10* 10° 10° 105 10 10° 10° 10° 10¢ 10°

control CR(15pgimL)  CR(25ug/imL)  CR(75ug/mL)  CR (100 pg/mL)  CR (200 pg/mL)

10° 105 10° 10° 105 105 10 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10° 10¢ 10° 10° 105 10¢ 10° 10° 10° 10* 10°

,,QO L IPY

wt

AHImA pkcASSTR coo %
coa

control CASP (2.5 ng/ml) CASP (5ng/ml) CASP (10 ng/ml) CASP (40 ng/ml) CASP (80 ng/ml) CASP (100 ng/ml)

105 10° 10* 10° 10° 10° 10* 10° 10° 10° 10 10° 10° 10° 10* 10° 105 10° 10* 10° 10° 10° 10¢ 10° 10° 105 10 10°

)¢ 00000

ArlmA

AHiMA pKCcASSTR OO O ?

NIl OO0 @

control SDS (0.01%) SDS (0.015%) SDS (0.02%)

10° 10° 10* 10° 10° 10° 10 10° 10° 105 10* 10° 10° 10° 10' 10°

AmpkA pkcASST9R { (

AmpkA ArimA ESDEEI )

Figura B1: Andlise da interacdo genética dos mutantes da CWIP. (A-D) rimA, pkcA e mpkA
interagem geneticamente durante o estresse da parede celular na presenca de CFW, CR,
CASP e SDS.
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APENDICE C - Anédlise das respostas transcricionais da linhagem selvagem e

dos mutantes ArlmA e AmpkA frente ao estresse da parede celular induzido por

CR.
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Figura Cl: Analise das respostas transcricionais da linhagem selvagem e dos mutantes
ArlmA e AmpkA frente ao estresse da parede celular induzido por CR. As linhagens
selvagem, ArlmA e AmpkA foram cultivadas em meio liquido completo YG. Apéds a incubagéo,
foi adicionado CR e as culturas foram cultivadas por 15, 30 e 60 minutos adicionais. A
abundancia de mRNA para cada gene foi avaliada por RT-gPCR e normalizada com B-tubulina
(A-B). O fold increase em cada linhagem representa a abundancia de mRNA normalizada em
relacdo a linhagem selvagem no ponto de tempo 0 (isto é, antes da exposi¢cdo ao CR). Os
dados representam o valor médio de trés repeticbes biologicas, cada uma repetida em
duplicata na mesma corrida, Bar = Desvio padréo, *p < 0,05 (One Way ANOVA).
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_
30 00

Afu7gO1660 polyketide synthase, putative

Afu3g02530 PKS-like enzyme, putative

AfuB8g01670 bifunctional catalase-peroxidase Cat2

Afu1g12600 chitin synthase D chsD

Afu8g00850 dihydroorotase URA4 homologue

Afudg10280 Histidine-containing phosphotransfer protein YpdA

Afu2g07680 L-ornithine N5-oxygenase SidA

Afudg03190 trehalose-6-phosphate synthase tpsC

Afu8g05730 beta-glucosidase, putative

Afu79g03740 14-alpha sterol demethylase Erg11B

Afu2g11550 ergosterol biosynthesis protein Erg28

Afu8g05560 protein phosphatase PP2A regulatory B subunit

Afu6g02110 MADS box transcription factor Mcm1

Afu5g08570 cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit pkaC2
Afu7902070 AlF-like mitochondrial oxidoreductase

Afu2g07900 APSES domain transcription factor involved in developmental competence in submerged culture StuA
Afu1g06900 C2H2-type zinc finger transcription factor involved in calcium ion homeostasis CrzA
Afu2g13440 chitin synthase ChsE

Afu1912610 Hsp70 chaperone Hsp88

Afu3g00910 alpha-1,3-glucan synthase AgsA

Afu3g05900 MAP kinase kinase Ste7

Afu7903940 homologue of S. cerevisiae large subunit of trehalose 6-phosphate synthase/phosphatase complex
Afu3g05650 Trehalose 6-phosphate phosphatase (T6PP) orlA

Afu1g17250 conidial hydrophobin RodB

Afu2g13770 C2H2 finger domain protein involved in asexual development FIbC
Afu2g14661 Putative hydrophobin similar to A. fumigatus RodE

Afu2g17400 C-3 sterol dehydrogenase/C-4 decarboxylase family protein Erg26
Afu4g09710 C6 sexual development transcription factor NosA

Afu2g01170 1,3-beta-glucanosyltransferase gelA

Afu3g12120 fatty acid oxygenase PpoC

Afu2g03700 HMG-CoA reductase Hmg1

Afu8g02130 1,3-beta-glucanosyltransferase Gel5

Afu3g13740 HSP70 family protein

Afu2g08360 orotidine 5'-phosphate decarboxylase PyrG
Afu6g13930 Putative polyketide synthase (PKS)

Wt/ArlmA

Figura C2: Heat map mostrando o padrdo de expressdo de genes selecionados de
A. fumigatus identificados durante a comparagao da linhagem selvagem versus ArlmA
por microarray. As trés colunas indicam as replicatas biolégicas do experimento e indicam a
expressdo wt/ArlmA na auséncia de indugdo por CR. Os valores de expressdo sdo mostrados
em escala log2 codificados em cores. Os resultados indicam genes diferencialmente expressos
envolvidos em diferentes processos celulares como termotolerancia, estresse oxidativo e
biossintese de ergosterol.
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APENDICE D - As linhagens mutantes da CWIP pkcAS5"°R, AmpkA e ArlmA reduziram a acumulacédo de mRNA de brlA, abaA e
wetA durante o desenvolvimento assexuado sincronizado em A. fumigatus a 30 e a 37 °C.
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Figura D1: As linhagens mutantes da CWIP pkcA®**R AmpkA e ArlmA reduziram a acumulagdo de mRNA de brlA, abaA e wetA durante o
desenvolvimento assexuado sincronizado em A. fumigatus a 30 °C (A) e a 37 °C (B). O RNA total foi isolado da inducéo de desenvolvimento assexuado
sincronizado para a linhagem selvagem e mutantes pkcA®5°R, AmpkA e ArimA de A. fumigatus. A abundancia de mRNA para cada gene foi avaliada por RT-gPCR
e normalizada com B-tubulina. O relative expression em cada linhagem representa a abundancia de mRNA normalizada em relacdo a linhagem selvagem no
ponto de tempo O (isto é, antes da indugdo do desenvolvimento assexuado). Os dados representam o valor médio de trés repeticdes bioldgicas, cada uma
repetida em duplicata na mesma corrida, Bar = Desvio padréo, *p < 0,05 (One Way ANOVA).
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APENDICE E - Dados de RMN das fumiquinazolinas.

Fumiquinazolina C: *H NMR (600MHz, CDCI3) & ppm: 8.37 (1H, dd, J=8.0 and
1.5 Hz, H-10); 7.86 (1H, t, J=8.0 Hz,H-8); 7.81 (1H, dd, J=8.0 and 1.5 Hz, H-7);
7.63 (1H, t, J= 8.0 Hz, H-9); 7.46 (1H, d, J=7.8 Hz, H-24); 7.35 (1H, d, J= 7.8Hz,
H-27); 7.32 (1H, t, J= 7.8 Hz, H-25); 7.20 (1H, t, J=7.8Hz, H-26); 6.72 (1H, brs,
H-2); 5.74 (1H,d, J=8.3 Hz, H-14); 5.34 (1H, d, J=7.3 Hz, H-18); 3.76-3.65 (1H,
m, H-20); 2.98 (1H, dd, J= 15.1 and 7.4 Hz, H-15a); 2.14 (1H, d, J= 15.1 Hz, H-
15b); 2.06 (3H, s, H-16); 1.07 (3H, d, J=6.8 Hz, H-29); 1.03 (1H, t, J= 7.8 Hz, H-
19).

Fumiquinazolina D: *H NMR (600MHz, CDCI3) & ppm: 8.25 (1H, dd, J=7.8 and
1.5 Hz, H-10); 7.80 (1H, t, J=7.8 Hz,H-8); 7.71 (1H, d, J= 7.8 and 1.5 Hz, H-7);
7.54 (1H, d, J= 7.8, H-9): 7.41 (1H, d, J=7.8 Hz, H-24); 7.36 (1H, d, J= 7.8Hz,
H-27): 7.38-7.33 (1H, m, H-25); 7.23-7.19 (1H, m, H-26); 5.85 (1H, brs, H-2);
5.73-5.68 (1H, m, H-14); 5.35 (1H, s, H-18); 3.74-3.66 (1H, m, H-20); 3.00 (1H,
dd, J= 15.2 and 7.6 Hz, H-15a); 2.07 (1H, d, J= 15.1 Hz, H-15b); 1.28 (3H, s, H-
16); 1.19 (3H, d, J=6.5 Hz, H-29): 1.03 (1H, t, J= 7.7 Hz, H-19).
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APENDICE F - Andlise da resposta transcricional de genes relacionados a

sintese de Fq na linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArlmA durante o

desenvolvimento assexuado a 30 °C e a 37 °C.
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Figura F1: Analise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq na
linhagem selvagem e mutantes AmpkA e ArimA durante o desenvolvimento assexuado a
37 °C (A) e a 30 °C (B). O RNA total foi isolado da inducéo de desenvolvimento assexuado
sincronizado para a linhagem selvagem e mutantes, AmpkA e ArimA de A. fumigatus. A
abundancia de mRNA para cada gene foi avaliada por RT-qPCR e normalizada com B-tubulina.
O relative expression em cada linhagem representa a abundancia de mRNA normalizada em
relacdo a linhagem selvagem no ponto de tempo O (isto é, antes da indugcdo do
desenvolvimento assexuado). Os dados representam o valor médio de trés repeticdes
bioldgicas, cada uma repetida em duplicata na mesma corrida, Bar = Desvio padréo, * p < 0,05
(One Way ANOVA).
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APENDICE G - Andlise da resposta transcricional de genes relacionados a

sintese de Fq na

linhagem selvagem e mutante AsebA durante o

desenvolvimento assexuado a30°C e a 37 °C.
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Figura G1: Andlise da resposta transcricional de genes relacionados a sintese de Fq na
linhagem selvagem e mutante AsebA durante o desenvolvimento assexuado a 30 °C (A) e
a 37 °C (B). O RNA total foi isolado da inducdo de desenvolvimento assexuado sincronizado
para a linhagem selvagem e mutante AsebA de A. fumigatus. A abundancia de mRNA para
cada gene foi avaliada por RT-gPCR e normalizada com B-tubulina. O relative expression em
cada linhagem representa a abundancia de mRNA normalizada em relagdo a linhagem
selvagem no ponto de tempo O (isto é, antes da inducdo do desenvolvimento assexuado). Os
dados representam o valor médio de trés repeticbes biologicas, cada uma repetida em

duplicata na mesma corrida, Bar = Desvio padréo, *p < 0,05 (One Way ANOVA).
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APENDICE H - Sequéncia de aminoéacidos da proteina Hsp90 de A. fumigatus.

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMSSETFEFQAEISQLLSLIINTVYSNKEIFL
RELISNASDALDKIRYQSLSDPTKLDTGKDLRIDIIPDKENKTLTIRDTGIGMTKA
DLINNLGTIARSGTKQFMEALSAGADISMIGQFGVGFYSAYLVADRVTVVSKNN
DDEQYIWESAAGGTFTLTQDTEGEQLGRGTKILHLKDEQTDYLNESRIKEVVR
KHSEFISYPIYLHVLKETEKEVPDEEAEETKEEEDEEKKAKIEEVDDEEEEEKK
KKKKTKTVKESKIEEEELNKTKPIWTRNPADITQEEYASFYKSLSNDWEDHLAV
KHFSVEGQLEFRAILYVPKRAPFDLFETKKTKNNIKLYVRRVFITDDATDLIPEW
LGFIKGVVDSEDLPLNLSRETLQQNKIMKVIKKNIVKKTLELFNEIAEDREQFDK
FYSAFSKNIKLGIHEDAQNRQTLAKLLRYQSTKSGDEATSLADYVTRMPEHQK
QIYYITGESIKAVAKSPFLDSLKQKNFEVLFLVDPIDEYAFTQLKEFDGKKLVDIT
KDFELEETEEEKAEREKEEKEYENLAKSLKNILGDKVEKVVVSHKLVGSPCAIR
TGQFGWSANMERIMKAQALRDTSMSSYMSSKKTFEISPKSSIIKELKKKVEAD
GENDRTVKSITQLLFETSLLVSGFTIEEPASFAERIHKLVSLGLNIDEEAETTEEK
ATEEAAPAEATTGESAMEEVD
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APENDICE | - Sequéncia de aminoacidos da proteina PkcA%%%1116 de A. fumigatus

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMLIDSWFALEPVGRIHLTLSFAKQLKDRR
PFDIGLNRQGAVRQKKEEVHEKQGHKFVTQQFYNIMRCALCGDFLKYAAGM
QCADCKYTCHRKCYPKVVTKCISKANYETDPDEEKINHRIPHRFEGFSNISAN
WCCHCGYLLPFGRKSAKRCTECGLTCHAQCTHLVPDFCGMSMEAANQILETL
IRAKNHNKSASVSSGLSGRTLRPGGPPQAPQDNVALAYPQKPVEGAYGAPQ
RQPSAEAISAATNTYIPPQSPTAAQRQHIPPRTSSSQSPAAAAAAAAAAATGL
RTPQQASDPNRPVQPPPSSHAHYDPAAYASYQQAIPPQAMQKMGAPYGMP
QQQQQQAVAPMQQQVAVKEEIPPQQPKVRIGLDHFNFLAVLGKGNFGKVML
AETKSTKKLYAIKVLKKEFIIENDEVESTKSEKRVFLIANKERHPFLLNLHACFQT
ETRVYFVMEYISGGDLMLHIQRGQFGLKRAQFYAAEVLLALKYFHENGVIYRD
LKLDNILLTLDGHIKIADYGLCKENMWYGSTTSTFCGTPEFMAPEILLDKKYGR
AVDWWAFGVLIYQMLLQQSPFRGEDEDEIYDAILADEPLYPIHMPRDSVSILQK
LLTREPELRLGSGPTDAQEVMSHAFFRNINWDDIYHKRVPPPFLPTISSPTDTS
NFDQEFTSVTPVLTPVQSVLSQAMQEEFRGFSYTADFA
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APENDICE J - Sequéncia de amino&cidos da proteina PKcA%09-1116G579R de

A. fumigatus

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMLIDSWFALEPVGRIHLTLSFAKQLKDRR
PFDIGLNRQGAVRQKKEEVHEKQGHKFVTQQFYNIMRCALCGDFLKYAAGM
QCADCKYTCHRKCYPKVVTKCISKANYETDPDEEKINHRIPHRFEGFSNISAN
WCCHCGYLLPFGRKSAKRCTECGLTCHAQCTHLVPDFCRMSMEAANQILETL
IRAKNHNKSASVSSGLSGRTLRPGGPPQAPQDNVALAYPQKPVEGAYGAPQ
RQPSAEAISAATNTYIPPQSPTAAQRQHIPPRTSSSQSPAAAAAAAAAAATGL
RTPQQASDPNRPVQPPPSSHAHYDPAAYASYQQAIPPQAMQKMGAPYGMP
QQQQQQAVAPMQQQVAVKEEIPPQQPKVRIGLDHFNFLAVLGKGNFGKVML
AETKSTKKLYAIKVLKKEFIIENDEVESTKSEKRVFLIANKERHPFLLNLHACFQT
ETRVYFVMEYISGGDLMLHIQRGQFGLKRAQFYAAEVLLALKYFHENGVIYRD
LKLDNILLTLDGHIKIADYGLCKENMWYGSTTSTFCGTPEFMAPEILLDKKYGR
AVDWWAFGVLIYQMLLQQSPFRGEDEDEIYDAILADEPLYPIHMPRDSVSILQK
LLTREPELRLGSGPTDAQEVMSHAFFRNINWDDIYHKRVPPPFLPTISSPTDTS
NFDQEFTSVTPVLTPVQSVLSQAMQEEFRGFSYTADFA
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APENDICE K - Sequéncia de aminoéacidos da proteina MpkA de A. fumigatus

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMSDLQGRKVFKVFNQDFIVDERYNVTKE
LGQGAYGIVCAATNVHTGEGVAIKKVTNVFSKKILAKRALREIKLLQHFRGHRNI
TCLYDMDIPRPDNFNETYLYEELMECDLAAIIRSGQPLTDAHFQSFIYQILCGLK
YIHSANVLHRDLKPGNLLVNADCELKICDFGLARGFSIDPEENAGYMTEYVATR
WYRAPEIMLSFQSYTKAIDVWSVGCILAELLGGRPFFKGRDYVDQLNQILHYL
GTPNEETLSRIGSPRAQEYVRNLPFMPKIPFQRLFPNANPDALDLLDRMLAFD
PASRISVEEALEHPYLHIWHDASDEPTCPTTFDFHFEVVDDVQEMRKMIYDEV
VRFRNLVRQQSQAQAAAAAQQQQQQIAQQTNVPIPDHQQGGWKQEEPKPQ
EVHAAGGHVNDLESSLQRGMDVQ



APENDICE L - Atividade chaperona da proteina recombinante Hsp90 na proteina recombinante MpkA
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Figura L1: Atividade chaperona de Hsp90 de A. fumigatus com a proteina MpkA de A. fumigatus. (A-B-C-D-E-F). Porcentagens de agregacao da MpkA
calculadas na presenca de 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 20 uM, 30 puM, e 40 uM de Hsp90. Os valores de agregacgdo foram calculados considerando a agregacgéo
maxima da MpkA como 100 %. Como controle foi utilizado a proteina BSA incubada com a MpkA nas mesmas concentra¢des da Hsp90, onde foi possivel

observar que a agregacédo da MpkA se manteve inalterada.
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