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RESUMO

As infeccbes fungicas invasivas causadas por Aspergillus fumigatus representam um
importante desafio clinico, especialmente devido a limitacdo das terapias antifingicas
disponiveis e a relevancia de vias metabolicas essenciais para a sobrevivéncia do
patdgeno. Entre essas vias, destaca-se o metabolismo de acidos graxos insaturados, no
qual atua o gene que codifica uma A9-desaturase de acidos graxos (sdeA) responsavel
pela producéo de acido oleico (C18:1) e palmitoleico (C16:1). A auséncia ou reducédo da
expressdo da sdeA torna o fungo dependente do suprimento exdgeno desses &cidos
graxos, reforcando seu potencial como alvo antifingico. Neste trabalho, investigou-se a
importancia funcional e estrutural da SdeA por meio da geracdo de mutantes
condicionais, delecdes dos dominios Cytb5 e hinge, mutacdes sitio-dirigidas em residuos
cataliticos e linhagens complementadas em lI6cus seguro, utilizando CRISPR-Cas9. As
analises incluiram validacdo genotipica, estudo da localizacdo subcelular, ensaios
fenotipicos em diferentes condi¢cdes nutricionais e testes de viruléncia em modelo
invertebrado. Os resultados demonstraram que o gene sdeA é essencial em A. fumigatus
e que a proteina codificada atua como uma desaturase dimérica, cuja organizacéo
estrutural otimiza a transferéncia de elétrons, diferindo do mecanismo observado em
desaturases de mamiferos. A delecdo do dominio Cytb5 nado altera a localizacdo
subcelular perinuclear e reticular da proteina, mas tudo indica que sua modificacao
comprometeu a viabilidade fangica, com recuperacdo parcial do crescimento na
presenca de acido oleico. A modelagem estrutural in silico foi fundamental para orientar
entendimento do papel da SdeA no metabolismo lipidico, na adaptacdo ao estresse

ambiental e na viruléncia de A. fumigatus.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus; A9-desaturase; metabolismo lipidico; CRISPR-

Cas9; mutantes condicionais.



ABSTRACT

Invasive fungal infections caused by Aspergillus fumigatus represent a major clinical
challenge, particularly due to the limited availability of antifungal therapies and the
importance of metabolic pathways essential for pathogen survival. Among these
pathways, unsaturated fatty acid metabolism stands out, in which the gene acts by
encoding a A9 fatty acid desaturase (sdeA) responsible for the production of oleic acid
(C18:1) and palmitoleic acid (C16:1). The absence or reduced expression of sdeA
renders the fungus dependent on the exogenous supply of these fatty acids, reinforcing
its potential as an antifungal target. In this study, the functional and structural relevance
of SdeA was investigated through the generation of conditional mutants, deletions of the
Cytb5 and hinge domains, site-directed mutations in catalytic residues, and strains
complemented at a safe-haven locus using CRISPR-Cas9. The analyses included
genotypic validation, assessment of subcellular localization, phenotypic assays under
different nutritional conditions, and virulence tests in an invertebrate model. The results
demonstrated that sdeA is an essential gene in A. fumigatus and that the encoded protein
functions as a dimeric desaturase, whose structural organization optimizes electron
transfer, differing from the mechanism observed in mammalian desaturases. Deletion of
the Cytb5 domain did not alter the characteristic perinuclear and reticular subcellular
localization of the protein; however, this modification compromised fungal viability, with
partial recovery of growth in the presence of oleic acid. In silico structural modeling was
fundamental to guide the understanding of the role of SdeA in lipid metabolism,

adaptation to environmental stress, and the virulence of A. fumigatus.

Key words: Aspergillus fumigatus; A9-desaturase; SdeA; lipid metabolism; fungal

virulence; CRISPR-Cas9; conditional mutants.
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1. INTRODUGAO

1.1. O fungo filamentoso Aspergilus fumigatus

As espécies do género Aspergillus integram um amplo grupo de fungos de grande
relevancia patologica, agricola, industrial, farmacéutica e cientifica. S&o consideradas
generalistas, uma vez que conseguem crescer e se reproduzir utilizando uma ampla
variedade de fontes de carbono (BAKER AND BENNET 2007). Sendo um fungo saprofito e
prevalente no ambiente, é capaz de causar infeccdes invasivas graves em humanos
utilizando estratégias como mascaramento molecular e manipulacéo da resposta imune,
alterando a expresséo génica com a finalidade de evadir as defesas do hospedeiro. Seu
ciclo de vida é predominantemente assexuado e inicia-se a partir de conidios, que sao
esporos assexuados microscopicos, altamente resistentes a condicdes ambientais
adversas e facilmente dispersos pelo ar, constituindo a principal forma de propagacéo e
infeccdo do fungo. Em condi¢des favoraveis, os conidios germinam, passam por um
processo de inchaco e emitem um tubo germinativo que da origem as hifas, permitindo
a formacao do micélio. A partir do micélio, desenvolvem-se conidiéforos que produzem
novas cadeias de conidios, garantindo a manutencgdo do ciclo. A elevada capacidade de
producdo e dispersdo de conidios, aliada a termotolerancia e ao crescimento rapido das
hifas, contribui tanto para a adaptacdo ambiental de A. fumigatus quanto para seu
potencial patogénico em humanos, especialmente em individuos imunocomprometidos.
(VAN DE VEERDONK et al. 2025). A transmisséo ocorre principalmente pela inalacao de
conidios, que podem causar desde reacOes alérgicas até manifestacdes invasivas
graves, com alta mortalidade se néo tratadas adequadamente (THOMPSON AND YOUNG
2021). Estima-se que infec¢des por Aspergillus fumigatus, ao lado de outros fungos
oportunistas como Candida albicans e Cryptococcus neoformans, resultem em mais
mortes anuais do que a malaria e a tuberculose (DENNING AND BROMLEY 2015; DENNING
2024).

A aspergilose apresenta um amplo espectro clinico, sendo dividida em aspergilose
invasiva, crbénica e alérgica, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro e das
condicbes pulmonares preexistentes (KANJ et al. 2018). A epidemiologia mostra um
aumento na incidéncia global, impulsionada pelo crescimento da populacéo suscetivel e
fatores ambientais, como mudancas climéaticas que favorecem a dispersédo do fungo
(WANG et al. 2022). Estudos recentes revelam mecanismos moleculares que conferem
ao A. fumigatus alta viruléncia e capacidade de resisténcia, contribuindo para o desafio
terapéutico (JENKS AND HOENIGL 2018). A viruléncia de A. fumigatus € multifatorial, onde
depende de uma variedade de genes e moléculas que de forma conjunta propiciam a
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adesao, colonizagao, disseminacao e imunomodulag¢ao do fungo no hospedeiro (RHODES
et al. 2001). Entre esses genes, destacam-se aqueles envolvidos na composicdo da
parede celular, na resisténcia a resposta imune, na producéao de metabolitos secundarios
e toxinas, na resposta ao estresse oxidativo, na aquisicdo de nutrientes, na
termotolerancia, bem como na composicao de acidos graxos da membrana celular, que
influencia a fluidez de membrana e a adaptacéao do fungo as condi¢cdes do hospedeiro.
(ABAD et al. 2010).

O tratamento clinico da aspergilose envolve o uso de drogas como a anfotericina
B, que € um polieno capaz de se ligar aos esterdis da membrana celular fangica. Outro
farmaco utilizado € o voriconazol, um triazol que inibe a enzima lanosterol desmetilase
e, dessa forma, impede a sintese de ergosterol na membrana celular. Também séo
empregadas as equinocandinas caspofungina (CASP), anidulafungina e micafungina,
que atuam por meio da inibigdo da -1,3-glucana sintase e comprometem a manutencao
da integridade da parede celular (PERLIN 2011; HERBRECHT et al. 2012). No entanto,
estudos mostram que a terapia prolongada com azois favorece o surgimento de
linhagens resistentes (CAMPS et al. 2012; TASHIRO et al. 2012) . Além disso, o tratamento
muitas vezes nao é eficaz devido a resisténcia intrinseca aos farmacos ou ao diagnéstico
tardio. Altas concentracdes desses medicamentos, especialmente da anfotericina B,
também podem causar efeitos colaterais graves no paciente, dentre 0s quais 0 mais
conhecida é a nefrotoxicidade (FANOS AND CATALDI 2000). Esse cenario reforca a
necessidade de identificar novos alvos farmacoldgicos e desenvolver abordagens
terapéuticas capazes de reduzir a mortalidade associada a aspergilose pulmonar
invasiva (API). Outro fator interessante € a capacidade de A. fumigatus de crescer em
temperaturas elevadas, sendo um dos principais fatores associados a sua
patogenicidade, visto que ha sobrevivéncia em 37°C, em picos acima de 55°C e até na

forma de conidios viaveis em temperaturas de até 70°C (RHODES 2006).

1.2.Panorama das A9-desaturases fungicas

As membranas biolégicas sdo fundamentais para o funcionamento da célula
eucaridtica, mantendo as diferencas entre os compartimentos intracelulares e o meio
extracelular, servindo de plataforma para receptores e sensores, abrigando proteinas de
transporte e enzimas metabolicas e regulando processos de sinalizacdo (DAuM et al.
1998; ALBERTS et al. 2007). A membrana plasmatica € composta principalmente por
lipidios, incluindo fosfolipidios, esfingolipidios, esterdis e por proteinas, organizados em

uma bicamada dindmica e fluida (DAuM et al. 1998; ALBERTS et al. 2007).
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Os fosfolipidios sdo o0s principais componentes estruturais e, por serem anfipaticos
(com um grupo polar ligado ao glicerol-3-fosfato e duas cadeias de acidos graxos),
organizam a bicamada e mantém propriedades fisico-quimicas, como o potencial de
superficie [revisado em HENDERSON AND BLocCK (2014)]. Os esfingolipidios sdo moléculas
mais complexas, com uma base esfingoide ligada a um acido graxo e grupos polares
contendo unidades de glicolipideos e fosfolipideos FERNANDES et al. (2018). Eles
participam da formacgédo das “jangadas lipidicas”, regides que influenciam polaridade
celular, sinalizacao e trafego de proteinas [revisado em RELLA et al. (2016)]. Nessas
regides também esté o ergosterol, sendo o principal esterol dos fungos, essencial para
elasticidade, permeabilidade e estabilidade da membrana revisado em ALCAZAR-FuOLI et
al. (2008).

A membrana plasmética também funciona como sensor térmico em muitos
microrganismos, sendo uma das primeiras estruturas a detectar variacdes de
temperatura, impactando sua fluidez (DIGEL 2011; SHAPIRO AND COWEN 2012). Esse
parametro é determinado pelo balanco entre acidos graxos saturados e insaturados
(DIGEL 2011; NGUYEN et al. 2011; SHAPIRO AND COWEN 2012; LEACH AND COWEN 2014).
Em baixas temperaturas, diversos microrganismos aumentam a producdo de &cidos
graxos cis-insaturados evitando a rigidez da bicamada (ALBERTS et al. 2007). A sintese
de acidos graxos monoinsaturados em leveduras é catalisada pela estearoil-CoA
desaturase (A9-desaturase), codificada pelo gene essencial OLE1 em Saccharomyces
cereviase e localizada no reticulo endoplasméatico (STUKEY et al. 1990; MARTIN et al.
2007; NGUYEN et al. 2011). Essa enzima converte palmitoil-CoA (16:0) e estearoil-CoA
(18:0) em palmitoleico (16:1) e oleico (18:1), que sao incorporados aos fosfolipidios da
membrana (MARTIN et al. 2007),

Em C. albicans, o homélogo de OLEL1 € essencial e necessario para a formacédo de
hifas e clamiddsporo (KRISHNAMURTHY et al. 2004). Em A. nidulans, o gene sdeA néo é
essencial, mas afeta a producdo de conidios e ascésporos (WILSON et al. 2004). Em A.
fumigatus, o ortdlogo de OLEL1 foi caracterizado e é essencial (WANG et al. 2021). OLE1
também esta envolvido na resposta ao choque térmico e ao estresse de parede celular.
Em leveduras, sua transcricdo aumenta em baixas temperaturas (NAKAGAWA et al. 2002;
SAHARA et al. 2002; SCHADE et al. 2004).

Para elucidar o efeito da auséncia de acidos graxos insaturados, principalmente
oleico e palmitoleico, identificamos o ortélogo SdeA®¢! em A. fumigatus, assim foram
construidas no laboratério as linhagens xylP::sdeA (mutante condicional), sdeA::GFP e

sdeA::3xHA. A proteina codificada por esse gene possui homologia com Olel de

13



levedura (53% de identidade e 72% de similaridade, e-value de 3e-161), Olel de C.
albicans (56% de identidade e 74% de similaridade, e-value de 0.0), Olel de S. pombe
(57% de identidade e 98% de similaridade, e-value de 0.0), com a stearil-CoA
dessaturase 1 humana (SCD1) (40% de identidade e 57% de similaridade, e-value de
1le-66) e especialmente SdeA de A. nidulans (92% de identidade e 95% de similaridade,
e-value de 0.0), A. niger (92% de identidade e 100% de similaridade, e-value de 0.0) e
A. oryzae (93% de identidade e 100% de similaridade, e-value de 0.0). A SdeA de A.
fumigatus compartilha com as demais enzimas o dominio de desaturase de acidos
graxos, correspondendo a regido mais conservada entre as sequéncias analisadas,
porém, também apresenta o dominio tipo citocromo b5 (cytB5), ausente nos homologos
de mamiferos. (Figura 1).

O trabalho realizado previamente no laboratério estabeleceu as bases para a
investigacdo do metabolismo de lipidios de membrana em A. fumigatus, demonstrando
que o fator de transcricdo de choque térmico HsfA estad diretamente envolvido na
regulacdo da biossintese de acidos graxos insaturados por meio do gene sdeA, que
como foi explicado, codifica uma A9-desaturase essencial. Nesse estudo, foi gerada a
linhagem condicional xylP::sdeA, permitindo a modulagdo da expressdo desse gene
essencial, o que revelou que a reducéo de sdeA compromete severamente o crescimento
do fungo, a integridade da membrana e a tolerancia ao estresse térmico, além de
aumentar a sensibilidade a caspofungina. Também demonstraram que a proteina SdeA
localiza-se no reticulo endoplasmatico e interage com a chaperona Hsp90,
estabelecendo uma conexdo funcional entre a resposta ao choque térmico, o
metabolismo de acidos graxos insaturados e a adaptacdo da membrana celular (FABRI
et al. 2023). Esses achados inauguraram a linha de pesquisa do laboratério sobre o papel
central da SdeA na fisiologia e termotolerancia de A. fumigatus, a partir da qual o

presente trabalho foi desenvolvido e aprofundado.
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Figura 1 - Alinhamento e comparagao das sequéncias de aminoacidos de homologos de SdeA
em diferentes organismos.

Sequéncias de aminoacidos de A. fumigatus: SdeA (AFUB_091500), S. cerevisiae Olel (YGLO55W),
S. pombe Olel (SPCC1281.06c), C. albicans Olel (C1_08360C), A. nidulans SdeA (AN6731), A. niger
SdeA (An07g01960), A. oryzae SdeA (AO090005000456), SCD1 (NCBI ID: 6319) e SCD5 (NCBI ID:
79966) de Homo sapiens foram alinhadas usando a ferramenta Clustal Q. Residuos idénticos séo
representados em caixas azuis sombreadas. As setas verdes indicam residuos de lisina ubiquitinados
na proteina Olel de levedura, como sinal para degradacdo via sistema ubiquitina-proteassoma. As
setas roxas indicam residuos de His conservados que coordenam atomos de ferro durante a reagéo
enzimatica que culmina na dessaturacdo de seus substratos na enzima humana (WANG et al. 2015).
A linha ciano indica os limites do dominio de acido graxo desaturase (Pfam PF00487, Trp 66 — Thr
282), a linha amarela indica o dominio semelhante a ligagdo heme/esteroide tipo citocromo b5 (Pfam
PF00173, Leu 331-Arg409), ambos baseados na proteina Olel da levedura. As caixas sombreadas
verdes indicam a localizacdo dos residuos KK (residuos 17-18 e 313-314) que sédo sinais de
localizacéo ER previstos, e as quatro caixas pretas pontilhadas indicam as regides transmembrana ER
de SdeA identificadas pela previsdo da topologia transmembrana. A proteina SdeA prevista de A.
fumigatus mostra homologia significativa com S. cerevisiae Olel (53% de identidade e 72% de
similaridade, e-valor 3e-161), C. albicans Olel (56% de identidade e 74% de similaridade, e-valor 0,0),
S. pombe Olel (57% de identidade e 98% de similaridade, e-valor 0,0), 0 humano SCD1 (40% de
identidade e 57% de similaridade, e-valor 1e-66) e especialmente o SdeA de A. nidulans ( 92% de
identidade e 95% de similaridade, e-valor 0,0), A. niger (92% de identidade e 100% de similaridade, e-
valor 0,0) e A. oryzae (93% de identidade e 100% de similaridade, e-valor 0,0). As setas pretas indicam
os residuos H366 e H392, que correspondem as histidinas altamente conservadas do dominio tipo
citocromo b5 que seré melhor elucidado na secéo 4.5 deste trabalho. Fonte: FABRI et al. (2023).

1.3.Modelagem estrutural da proteina SdeA de Aspergillus fumigatus

A presenca de um dominio citocromo b5 (Cytb5) nas A9-desaturases fangicas,
como a SdeA de A. fumigatus, estabeleceu uma linha de investigacao no laboratorio
relacionada ao seu mecanismo catalitico que culminou com a publicacdo de um artigo
de revisdo em que estabelecemos as diferencas entre as desaturases dessa classe
em fungos com as respectivas proteinas de mamiferos (CAMPANELLA et al. 2025). Em
contraste com as desaturases de mamiferos (SCD1/SCD5), que dependem de
proteinas Cytb5 externas, isto é, codificadas por genes especificos para fornecer os
elétrons necessarios para a introducao da dupla ligacdo no carbono 9 dos substratos
acido esteérico e palmitico para gerar acido oleico e palmitoleico, respectivamente, a
desaturase SdeA é uma proteina autossuficiente que ja integra seu préprio Cytb5
como dominio C-terminal (FABRI et al. 2023; CAMPANELLA et al. 2025). Os modelos
preditivos de estrutura a serem apresentados também revelam que essa organizacao
fungica é diferenciada daquela observada em mamiferos. Considerando que SdeA
desempenha um papel essencial em A. fumigatus, essa distin¢do estrutural é crucial
e representa um alvo promissor para o desenvolvimento de inibidores seletivos para
A9-desaturases fungicas (FABrI et al. 2023; CAMPANELLA et al. 2025). A
essencialidade do Cytb5 nas desaturases fungicas é pouco explorada na literatura.
Apenas uma unica publicagdo de 1995, evidenciou a essencialidade do dominio
Cytb5 da proteina Olel de S. cerevisiae (MITCHELL AND MARTIN 1995). Nesse trabalho,

€ demonstrado que a complementacdo de um mutante Olel por uma A9-desaturase
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de rato exigia a presenca adicional de um gene cytb5 funcional, sugerindo
mecanismos diferentes na atividade da enzima de fungos em organismos superiores.
Além disso, mutacdes ou delecdes no dominio Cytb5 da Olelp, mesmo em células
com niveis normais de Cytb5 enddgeno, resultaram em dependéncia de &cidos
graxos insaturados para o crescimento, sugerindo que o dominio era essencial para
a correta funcdo da enzima e que a complementacao por outra proteina com dominio
Cytb5 néo é possivel (MITCHELL AND MARTIN 1995). Um estudo recente revelou que a
A9-desaturase de mamiferos (SCD1) forma um complexo ternério ativo com Cytb5 e
Cytb5 redutase. No entanto, quando essas proteinas foram fundidas em uma Unica
cadeia polipeptidica (simulando a enzima fungica), a transferéncia de elétrons do
Cytb5 para a desaturase se mostrou mais rapida e eficiente do que na estrutura de
complexo (SHEN et al. 2022).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou um artigo de reviséo
discutindo aspectos relacionados a importancia de SdeA em A.fumigatus e um
panorama abrangente a respeito de sua estrutura e funcdo e aspectos relacionados
as diferencas criticas encontradas em homélogos fungicos quando comparados a
enzima de mamiferos (CAMPANELLA et al. 2025). A reviséao traz indicios importantes a
partir da modelagem estrutural, que auxiliou em grande parte dos experimentos
previstos neste trabalho.

A proteina inteira foi modelada com dois dominios separados por uma longa
dobradica helicoidal usando Alphafold3 (Figura 2A). O dominio N-terminal (residuos
19-309) foi previsto com alta pontuacéo para avaliar a confianca local da predi¢ao da
estrutura para cada residuo (aminoécido) individual da proteina (pLDDT) mostrando
similaridade estrutural com a estrutura cristalina da SCD1 humana (WANG et al. 2015),
PDB 4zyo0), com um desvio quadratico médio (RMSD) de 0,8 A sobre 204 pares de
atomos de carbono a. Superpondo ambas as estruturas, o estearoil-Coenzima A,
cristalizado ao lado do SCD1, se encaixou no canal de ligacdo previsto de SdeA,
enquanto os dois atomos de zinco foram coordenados pelas 8 histidinas conservadas,
sugerindo que 0 mecanismo catalitico proposto para a enzima humana pode estar
conservado no homdlogo fungico (Figura 2B). O dominio C-terminal de SdeA
(residuos 330-409) foi previsto para ser semelhante ao citocromo b5, enquanto 0s
residuos 410-456 foram previstos com baixa pontuacéo de pLDDT, por conta da baixa
cobertura no alinhamento de sequéncia multipla gerado como entrada. Ao superpor
a estrutura de RMN do citocromo b5 de rato neste dominio (ARNESANO et al. 1999) -

PDB 1BFX, RMSD de 1,0 A sobre 59 pares de atomos de carbono a), o grupo heme
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esta bem colocado no canal de coordenacéo C-terminal de SdeA, com a histidina 366
e 392 coordenando o ion de ferro de cada lado (Figura 2C). Assumindo que o
Citocromo b5 fornece a poder redutor para a dessaturacao, investigamos como se
daria a estrutura terciaria ou eventualmente quaternéria do polipeptideo SdeA. Nosso
modelo inicial revelou que ambos os dominios estdo espacialmente separados, o que
impede a predicdo de como as duas por¢cdes N e C terminal estariam arranjadas.
Além disso, a dobradica helicoidal estruturada entre eles néo favorece a interacéo
entre ambos os dominios de forma intramolecular, isto €, um dobramento da por¢éo
N-terminal (dominio desaturase) em relacdo ao dominio C-terminal (dominio CytB5)
de um mesmo protdbmero. Essa observacdo possibilitada a partir do modelo inicial
nos levou a hipotese de que para o acoplamento entre o dominio desaturase e o
dominio cytb5, a enzima necessitava que dois protdmeros estivessem na forma
dimérica, ja que um trabalho anterior havia sugerido que a Olel em S. cerevisiae
pode dimerizar in vivo (LOU AND SHANKLIN 2010).

Assim, novamente foi utilizado o Alphafold3 Multimer para modelar o dimero
de SdeA (RICHARD et al. 2022). A organizacdo dimérica de SdeA sugere uma
interacdo do dominio C-terminal (Cytb5) do protdbmero 1 com o dominio N-terminal
(SdeA) do protdbmero 2, com o grupo heme apontando para o local de coordenacéo
do zinco (Figura 3A), em uma topologia semelhante a proposta por Bai (2015) para
a desaturase SCD1 de H. sapiens. Esta disposicdo permitiria a transferéncia da
energia redutora do grupo heme para o sitio catalitico da SdeA apés a dimerizacao
(Figura 3B). A longa dobradica helicoidal entre os dois dominios (residuos 301-321)
interage de forma antiparalela, apoiada por uma rede de ligacées de hidrogénio e
pontes de sal (Figura 3C), uma interacao suportada pelo grafico PAE do modelo
(Figura 3D; quadrados vermelhos).

Assim, os resultados da predicdo do modelo tridimensional de SdeA de A.
fumigatus, que pode se constituir em um protétipo para explicar a organizacao
estrutural de todas as A9 desaturases fungicas, sugerem que os protdbmeros se
associam para gerar a forma funcional da enzima. Isso pode ter implicacdes sobre
como os dominios Cytb5/heme de uma subunidade interagem estruturalmente com o
sitio catalitico da outra (cooperacdo intermolecular), o que é relevante para a
eficiéncia da reacéo. Isso reforca a caracteristica Unica dos fungos de expressarem
a uma proteina bifuncional e autossuficiente que alberga o dominio Cytb5 na regiao
C-terminal do dominio desaturase o que pode ter implicagbes em como estes

organismos se adaptam rapidamente a varios estresses ambientais ao longo do
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tempo no nicho ecoldgico e possivelmente no ambiente do hospedeiro mamifero

(CAMPANELLA et al. 2025).

= SdeA

cytb5

>50 >70 >890

Figura 2 - Mondmero de SdeA de A. fumigatus previsto pelo Alphafold3.

(A) Estrutura de SdeA (residuos 19 a 409) colorida pela confianga pLDDT. Essa estrutura é composta
por dois dominios: um dominio desaturase, que vai dos residuos 19 a 309, e um dominio citocromo
b5, que vai dos residuos 330 a 409. Esses dominios séo separados por um linker de 21 residuos,
denominado neste trabalho de hinge. (C) No painel inferior, o grafico de erro PAE para o0 mondmero
de SdeA representa dois dominios claros, sendo o dominio desaturase destacado em amarelo e o
dominio citocromo b5 destacado em azul claro. (B) Dominio desaturase de SdeA (residuos 37-290),
colorido em dourado. A molécula de estearoil-CoA e os ions de zinco foram ancorados na estrutura
ao alinhar SdeA com a estrutura cristalografica do SDC1 humano (PDB 4zyo). Estearoil-CoA é
representado em vermelho e azul, com uma densidade de 3 A ao redor dele. Os ions de zinco s&o
representados em magenta. No painel inferior, as nove histidinas estdo representadas proximas aos
jons de zinco alinhados. (D) Dominio citocromo b5 de SdeA (residuos 330-409), representado em
verde. O grupo prostético heme, colorido em azul e com a&tomos de oxigénio em vermelho e ferro em
laranja, foi ancorado na estrutura ao alinhar SdeA com a estrutura de RNM do citocromo b5 (PDB
1BFX). Fonte: CAMPANELLA et al. (2025).
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Figura 3 - Predicdo da estrutura do dimero de SdeA.

(A) Dimero de SdeA (residuos 19-409), com o protdmero 1 representado em dourado e o protbmero 2
em verde. Estearoil-CoA, representado em vermelho, assim como os ions de zinco, representados em
magenta, foram ancorados nos protdmeros para alinhar SdeA com a estrutura cristalografica do SDC1
humano (PDB 4zyo). O grupo prostético heme, colorido em azul e com dtomos de oxigénio em vermelho
e ferro em laranja, foi ancorado na estrutura ao alinhar SdeA com a estrutura de RNM do citocromo b5
(PDB 1BFX). (B) Arranjo das moléculas envolvidas na catalise de SdeA. Apds a dimerizacdo, o grupo
heme do protdmero 2 sera posicionado em proximidade do sitio catalitico da desaturase do protdmero
1. As distancias entre o heme ancorada e os ions de zinco ancorados e estearoil-CoA sao representadas
por linhas pontilhadas pretas. O grupo heme € colorido em azul e com atomos de oxigénio em vermelho
e ferro em laranja, estearoil-CoA representado em vermelho, ions de zinco em magenta e residuos de
SdeA em verde e azul, onde azul sdo os atomos de nitrogénio. (C) Interface de dimerizacdo no linker
(hinge) de SdeA (residuos 300-322). Os dois linkers interagem principalmente via interagdes
hidrofébicas, com a participacdo de 1308, L311 e 1315. (D) Gréfico de Erro Alinhado Previsto (PAE) para
o dimero de SdeA. Os quadrantes 1 e 4 estéo relacionados aos protdmeros 1 e 2 independentemente,
enquanto os quadrantes 2 e 3 se referem & interag&o entre os protdmeros. A area destacada em um
guadrado vermelho relaciona-se a confianca entre ambos os linkers. Fonte: CAMPANELLA et al. (2025).
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2. OBJETIVOS

Diante dos achados estruturais anteriores sobre a provavel estrutura da

desaturase SdeA de A. fumigatus este trabalho teve como objetivo central investigar

a importancia estrutural e funcional da enzima essencial A9-desaturase (SdeA) de A.

fumigatus, por meio da geracdo e caracterizacdo de mutantes condicionais com

delecdo dos dominios Cytb5 e hinge, complementagédo génica em um lécus seguro

Safe haven (Sh) e mutagénese sitio-dirigida das histidinas do dominio CytB5

envolvidas na organizacéo e funcao deste dominio, visando elucidar os mecanismos

moleculares que sustentam sua atividade enzimatica e contribuicdo para a viruléncia

fungica.

2.1. Objetivos especificos

Caracterizar a organizagao estrutural da sdeA de A. fumigatus e validar suas
implicagdes funcionais.

Desenhar primers especificos para amplificar e deletar as porgdes
correspondentes aos dominios cytb5 e hinge, a fim de obter mutantes condicionais
e derivar novas linhagens a partir dessa estratégia

Utilizar o vetor pFC332, contendo a sequéncia otimizada da nucleasse Cas9 para
Aspergillus, o elemento replicativo AMA1 e o marcador de resisténcia a
higromicina, para viabilizar a edi¢do genética e a selegado dos transformantes.
Inserir o cassete de complementagao no lécus Safe haven (Sh), previamente
descrito como um sitio genémico seguro para integragao de cassetes heterdlogos,
evitando efeitos de posi¢cao sobre a expressao génica.

Construir e amplificar um cassete de reparo (DNA donor) contendo a sequéncia
(p)sdeA::sdeAdeyhs::GFP, flanqueada por regides homélogas de 50 pb do local de
insercao por CRISPR, para permitir a recombinagdo homaologa no lécus alvo.
Transformar e validar as construgbes em A. fumigatus, utilizando as linhagens
sdeA::GFP e xylP::sdeA, como background experimental para as investigacoes
sobre a importancia dos dominios cytb5 e hinge.

Validar por PCR e microscopia de fluorescéncia as linhagens contendo delegdes,
complementagdes e mutagdes, comparando-as com a linhagem selvagem.
Avaliar a complementagdo funcional do dominio Cytb5 por meio da insergéo
ectdpica desse dominio fusionado a mRFP em um mutante com o Cytb5 deletado,

analisando sua localizacao subcelular.
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e Realizar mutagénese sitio-dirigida nas histidinas cataliticas H366 e H392
presentes no dominio CytB5, substituindo-as por alanina (H366A e H392A), a fim
de determinar seu papel na coordenagéo do grupo heme do dominio cytb5 e na
atividade da A9-desaturase.

e Conduzir ensaios fenotipicos de crescimento em diferentes condi¢gdes de carbono
(glicose e xilose) para avaliar o padréo de expressao da sdeA sob regulagéo do
promotor xy/P e testar hipoteses de ndo complementagédo em meio sem xilose.

e Realizar ensaios de viruléncia em modelo invertebrado (Galleria mellonella) para

investigar o impacto das delegcdes e mutagdes na viruléncia fungica.

3. METODOLOGIA

Os experimentos gerados foram baseados em protocolos de acordo com
padroniza¢des no cotidiano do laboratério, nossa finalidade foi gerar mutantes com
diferentes abordagens genéticas que contribuiram para entender o papel da sdeA

como alvo principal deste trabalho.

3.1.Colecao de linhagens utilizadas

As linhagens SdeA::GFP, SdeA::3xHA e xylP::SdeA (FABRI et al. 2023) foram
utilizadas como linhagens recipientes para a construgdo dos mutantes em A.
fumigatus. A linhagem FGSC 9721 de Saccharomyces cerevisiae, foi utilizada para
construcdo de cassetes génicos por recombinacdo homodloga, seguindo as
metodologias de (MALAVAZI AND GOLDMAN 2012) Para transformacdes bacterianas, foi
utilizada a linhagem DH10B (Thermo Fisher).

3.2.Linhagens de A.fumigatus utilizadas neste trabalho

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

Linhagem Gendétipo Referéncia

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

xylP::sdeA pyrG::xylP::sdeA; dakuB (Fabri et al. 2022)
sdeA::GFP sdeA::GFP::pyrG; dakuB (Fabri et al. 2022)
sdeA::3xHA sdeA::3xHA::ptrA; AakuB (Fabri et al. 2022)

xylP::sdeA; sdeArybS::GFP(Sh) xylP::sdeA; sdeAreybs::GFP(Sh); AakuB Este trabalho

xylP::sdeA; sdeALeybS(Sh); xylP::sdeA; xylP::sdeALyhS::GFP;
cytb5::mRFP cytB5::mRFP::3xHA; AakuB Este trabalho
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xylP::sdeA; sdeArninge(Sh) xylP::sdeA; xylP::sdeAlhinge; AakuB Este trabalho

xylP::sdeA; sdeAH366A(Sh) xylP::sdeA; xylP::sdeAH366A; AakuB Este trabalho

xylP::sdeA ;sdeAH392A(Sh) xylP::sdeA; xylP::sdeAH3%92A; AakuB Este trabalho

3.3.0ligonucleotideos

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para a construcdo e validacdo das linhagens

utilizadas.
Primer Sequéncia
IM-170 5'-GGAACACGGGGAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA-3
IM-174 5-TGATCTGGGTATCTTGAAAAGC-3
IM-315 5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgACGCGCAGAGCCTTATCACGTACCC-3
IM-318 5’-gcggataacaatttcacacaggaaacagcCAGAGGAGGAGCCACGGTGACAA-3
IM-319 5'-GGAACACGGGGAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCA-3
IM-320 5’-gtaacgccagggttttcccagtcacgACGCCGTTACACCGACACTGACAAG-3’
IM-391 5-AGCTACATTTATCTTCAATG-3
IM-392 5-AGCCTGAAGTCCTGACCATC-3
IM-448 5-CTATCATGGGGTGACGATGAGCCG-3
IM-745 5-CGTCCAACATCAGCGTCATG-3
IM-746 5-TCCGTTCCATTACGCCTTCC-3
IM-751 5’-aaagttcttctcctttactcatTCCCCGTGTTCCctggtcgagagggatacccc-3’
IM-756 5-TTTGTATAGTTCATCCATGC-3’

IM-769 5-TTACACATGGCATGGATGAACTATACAAATAAGCATTTCCTTACACTATATCAC-3
IM-801 | 5GGGAAGCTGGTCGAGAGGGATACCCCAATCCTGCTTCAGATCATAGGCTAGACC-3

IM-802 5-AGCTTGGTCTAGCCTATGATCTGAAGCAGGATTGGGGTATCCCTCTCGAC-3’
IM-803 5-GGGTCTCCAACATGTCATTAGC-3

IM-804 5-GCAAAGACATGGTCGAGTTCGT-3

IM-813 5-AGAGGGATACCGTCGAT cttcttctgCAT gttgccgaccttttgegtttct-3°
IM-814 5-ATGcagaagaagATCGACGGTATCCCTCTCGACCAGC
IM-815 5-gcggcaGGAGGTGGTAGCGGTGGTATGGCCTCCTCCGAGGAC-3
IM-843 5’-gctggtgttgttcacgatgtgaccgatttcatcaaggacGCCcctggtggcaaagctatg-3°
IM-844 5’-gccaatgccggagttgatcatagetttgccaccaggGGCatccttgatgaaatcggtcac-3’
IM-845 5’-aggatgctactgccatgttcaacggtggagtttacaacGCCtcaaatgctgcccacaacc-3°
IM-846 5’-cgcatggtagacagcaggttgtgggcagcatttgaGGCgttgtaaactccaccgttgaac-3’
IMg-48 5-GCGCAGAGCCTTATCACGTACCC-3

IMg-49 5-AGCTACATTTATCTTCAATG-3

Letras mindsculas em negrito indicam homologia a sequéncia do sitio de clonagem do plasmideo pRS426.
Letras minUsculas sublinhadas indicam homologia a alguma sequéncia do cassete.

3.4.Meio de cultivo para A.fumigatus

O meio minimo é composto de solugéo de sais 5,0% (p/v), dextrose 1,0% (p/v),
solucéao de elementos tracos 0,1% (p/v), agar 2% (p/v) e agua destilada g.s.p 1000
mL. Para o meio Minimo liquido, ndo é adicionado agar. O meio de regeneracao dos
protoplastos de uso para transformacgdes em A. fumigatus consiste das proporc¢des
do meio minimo adicionado de Sorbitol 1,2 M. Para o meio Top Agar de regeneracao

dos protoplastos é adicionado 1%(p/v) de agar. Para o preparo do meio suplementado
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de xilose é adicionada uma diluicdo de 1% (p/v) a partir da solucao estoque 25% (p/v)

de xilose.

3.5.Meio de cultivo para Saccharomyces cerevisiae

O meio YPD é composto de dextrose 2% (p/v), extrato de levedura 1% (p/v),
peptona 2% (p/v) e agar 2% (p/v). O meio SC URA" € composto de YNB (Yeast
Nitrogen Base) sem aminoé&cidos 0,7% (p/v), dextrose 2% (p/v), lisina, triptofano

leucina 0,01% (p/v), histidina 0,005% sendo acrescentado agar em meio sélido.

3.6.Meio de cultivo para E. coli

O meio LB (Luria Bertani) é composto por extrato de levedura 0,5% (p/v), cloreto
de sodio (0,17M) e triotona 1% (p/v). Quando necessario, 0 meio foi suplementado
com 100 pg/mL de ampicilina, para selecéo de plasmideos.

3.7.Extracao do DNA gendémico a partir de micéliode A. fumigatus

O método de extracdo do DNA de A. fumigatus foi realizado de acordo com as
modificacdes do método descrito em (MALAVAZI AND GOLDMAN 2012). As culturas de
A. fumigatus crescidas em meio liquido 16 horas (overnight) a 37 °C sdao filtrados em
papel filtro, congelados imediatamente em nitrogénio liquido e pulverizados em
almofariz e pistilo estéreis com nitrogénio liquido. S&o utilizados 200 pL de tampéao
de extracao Triton X-100 2% (p/v), SDS 1% (p/v), NaCl 1 mM, EDTA 75 mM, Tris-HCI
10 mM pH 8,0 no processo de extragdo. O mesmo volume de fenol cloroférmio
fenol:cloroférmio 1:1 (v/v) é usado para a extragdo do acido nucleico. A mistura é
homogeneizada por 3 minutos em agitador de tubos (vortex) e centrifugada por 15
minutos a 17000 rpm. O DNA é precipitado por 30 minutos com a adicédo de 800 uL
de isopropanol. A concentracdo e pureza do fragmento de DNA é determinado

espectrofotometricamente, segundo (GREEN AND SAMBROOK 2012)

3.8.Extracdao do DNA gendémico a partir de conidios de A. fumigatus com bead
de vidro

A partir do crescimento fungico em placa, 200 ul de tampao de extragao de
DNA de esporos foram adicionados para desprender os conidios, que foram
coletados e transferidos para um tubo de microcentrifuga compativel com o aparelho
de disrupcéo de células. No mesmo tubo, foram adicionados 100 pl de pérolas de

vidro, e as amostras foram levadas ao batedor (bead beater), durante 1 minuto. Apos
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bater, o contetudo foi transferido para um novo microtubo, agora sem as pérolas de
vidro, e recebeu um volume equivalente de uma solucéao fenol/cloroférmio (1:1). Os
tubos foram entédo agitados no vortex por 3 minutos e centrifugados a 13.000 rpm por
10 minutos, resultando na separacdo de duas fases, o sobrenadante foi
cuidadosamente recuperado e transferido para outro tubo. Em seguida, adicionaram-
se 200 pl de cloroférmio, realizou-se uma breve homogeneizacéo e procedeu-se a
centrifugacéo a 13.000 rpm por 5 minutos. Novamente, formaram-se duas fases, e a
fase superior foi coletada e transferida para um novo microtubo. Para a precipitacéo
do DNA, adicionaram-se 800 pl de isopropanol, e as amostras foram mantidas por 30
minutos a -80°C. Na etapa seguinte, centrifugaram-se os tubos por 10 minutos a
13.000 rpm, descartou-se o0 sobrenadante e o pellet obtido foi lavado com etanol 70%.
Apds a secagem completa, o DNA foi ressuspenso em &agua ultrapura estéril e
armazenado a 4°C. A integridade das amostras foi confirmada por eletroforese em
gel de agarose a 1%, e quando necessario, realizou-se a quantificacdo por
espectrofotometria (DO2s0r280nm) Utilizando o equipamento NanoVue Plus (GE Health

Care).

3.9.Extracao do DNA genémico rapida a partir de conideos de A. fumigatus com
bead 0,2 mm
Esse método visa otimizar o método de extracdo de DNA a partir de conidios
em um periodo de razoavelmente menor, sem inviabilizar o produto final, seguindo a
metodologia anterior, porém adaptada. Com o auxilio de um swab, estéril, é coletado
uma quantidade de conidios (a partir do crescimento fungico em placa), onde seja
visivel (light green), apds a coleta, sao transferidos para um tubo de microcentrifuga.
Foram adicionados 100 ul da bead (0,2 mm), levadas ao disruptor de células (bead
beater), durante 45 segundos. Apos bater, os tubos foram incubados a 65°C por 30
minutos enquanto eram agitados por 30 segundos em vortex em intervalos de 10
minutos. Apds essa etapa, recebeu um volume equivalente de uma solucdo
fenol/cloroférmio (1:1). Os tubos foram entdo agitados no vortex por 3 minutos e
centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos, resultando na separacéo de duas fases;
0 sobrenadante foi cuidadosamente recuperado e transferido para um tubo definitivo,
onde é feito uma diluicdo (1:10). A integridade das amostras foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose a 1%, e quando necessario, realizou-se a
quantificagcdo por espectrofotometria (DO2s0r280nm) utilizando o equipamento NanoVue
Plus (GE Health Care).
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3.10.Mini preparagao do DNA plasmidial e transformagao bacteriana

O método de extragdo do DNA plasmidial é realizado por lise alcalina descrito por
Birboin & Doyle, segundo (GREEN AND SAMBROOK 2012). Os plasmideos foram
replicados e transformados em células de E. coli DH10B (Thermo), seguindo
protocolos padrbes de eletroporagdo. As bactérias contendo o plasmideo pRS426 ou
pFC332 foram cultivadas em meio LB suplementado com 100 pg/mL ampicilina.

3.11.Preparo de células competentes de S. cerevisiae e transformagao

De acordo com a metodologia descrita por (MALAVAZI AND GOLDMAN 2012), uma
colonia isolada da cepa S. cerevisiae FGSC 9721 (Fungal Genetics Stock Center) foi
inoculada em 20 ml de meio YPD e incubada a 30 °C sob agitagdo constante durante
18 horas. Apés esse periodo, cerca de 500 pl da cultura foram transferidos para 50
ml de YPD e mantidos a 30 °C, também sob agitacéo, até que a densidade 6ptica a
600 nm (DO600nm) atingisse valores entre 0,4 e 0,6. As células foram entdo
centrifugadas a 2500 rpm por 2 minutos, lavadas com 20 ml de tampéao TE 1x,
centrifugadas novamente por 2 minutos e ressuspensas em 1,0 ml de solugédo TE
1x/LiAc 1x (composta por 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5 e 100 mM LiAc, pH 7,5).
Esta suspensao celular foi incubada a 30 °C por 60 minutos com leve agitagao. Para
cada reacdo de transformacédo, foram utilizados 200 pl da suspensdo celular,
aproximadamente 200-500 ng do DNA plasmidial pRS426 previamente linearizado
com as enzimas EcoRI e BamHI, entre 0,5-1 ug de diferentes DNAs purificados
provenientes de rea¢fes de PCR destinadas a construcéo de cassetes de delecéo e
fuséo, além de 200 pg de DNA de esperma de salméo, (utilizado como DNA carreador
durante a transformacéao, atuando na protecédo do DNA plasmidial contra nucleases
e no aumento da eficiéncia de internalizacdo celular), previamente sonicado e
desnaturado. A mistura foi incubada a 30 °C por 30 minutos sob leve agitagao,
seguida da adicdo de 1,2 ml de uma solucdo contendo LiAc 1x/PEG-3350 a 40%
(p/V)ITE 1%x. Apds homogeneizagao, a mistura foi incubada a 42 °C por 30 minutos.
Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, lavadas com
1 ml de TE 1x, centrifugadas novamente e ressuspensas em 80-100 ul de TE 1x.
Por fim, as células transformadas foram semeadas em placas com meio seletivo SC
URA- (Esse meio seleciona linhagens de levedura que possuem uma muta¢do no

gene URA3 (ou equivalente), que as torna incapazes de produzir sua prépria uracila,
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quando cultivadas neste meio sem uracila, apenas as leveduras com essa mutagcao

sobrevivem e crescem) e incubadas a 30 °C por 72 horas.

3.12.Extracao de DNA de S. cerevisiae

As colonias de S. cerevisiae que se desenvolveram nas placas de
transformacao foram inoculadas em meio liquido SC URA- (meio de cultura seletivo
elaborado para cultivar leveduras que possuem uma auxotrofia, ou seja, uma
incapacidade genética de produzir uracila por conta prépria) e incubadas a 30 °C sob
agitacao constante a 180 rpm por dois dias. Apos esse periodo, as células foram
colhidas por centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 minutos, ressuspendidas em 500 pl
de tampao de extracdo de DNA e transferidas para tubos de microcentrifuga contendo
250 pl de pérolas de vidro. A suspensao foi submetida a agitacdo mecanica em vortex
por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado a cada amostra um volume igual de uma
solucdo fenol:cloroférmio (1:1), e a agitacdo em vortex foi repetida por mais 10
minutos. Para a remocao dos residuos celulares e precipitacdo das proteinas, as
amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa resultante
foi cuidadosamente transferida para novos tubos de microcentrifuga, nos quais foi
adicionado um volume equivalente de cloroférmio, com o objetivo de eliminar
qualquer traco residual de fenol. Ap6s homogeneizacdo manual, as amostras foram
centrifugadas novamente a 13000 rpm por 5 minutos, e a fase aquosa superior foi
transferida para novos tubos. Nessa etapa, foram adicionados 800 pl de isopropanol
para precipitacdo do DNA, seguida de incubacgéo a -80 °C por aproximadamente 30
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10
minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com etanol 70%,
centrifugado por mais 1 minuto a 13000 rpm e, ap0s descarte do sobrenadante, o
restante de etanol foi evaporado a temperatura ambiente por 30 minutos. O DNA
precipitado foi entdo ressuspendido em agua ultrapura estéril e armazenado a 4 °C.
A integridade das amostras foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%, e
a guantificacdo do DNA, quando necesséria, foi realizada por espectrofotometria
(DO260/280nm) utilizando o equipamento NanoVue Plus (GE Health Care).

3.13.Transformacgao, isolamento de coldnias e validagées moleculares em A.
fumigatus
Foram inoculados cerca de 107 conidios das linhagens de A. fumigatus em 50

mL de meio de cultivo MM liquido (0 meio minimo é suplementado com xilose 1%
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(p/v) (para as linhagens sob o promotor indutor de xilose) e incubados, com agitacao
constante de 180 rpm, por 16 horas (overnight) a 37 °C. Os tubos germinativos séao
coletados por centrifugacdo (4800 rpm por 10 minutos) e a transformacéo foi
realizada como descrito previamente (MALAVAZI AND GOLDMAN 2012). Para confirmar
a delecéo ou substituicdo dos genes de interesse, foram realizados experimentos de
PCR com primers adequados para cada objetivo e linhagem de interesse.

Para este trabalho foi essencial trabalhar com colénias homocarias, para
garantir uniformidade genética. Coldnias heterocarias podem mascarar fenotipos e
dificultar a interpretacdo de resultados, ja que diferentes nucleos podem contribuir
para o crescimento ou caracteristicas observadas. Aplicamos essa metodologia para
isolar colénias ap6s o processo de transformacédo no fungo utilizando a solucéao de
Tween 0,01%, sendo um detergente ndo idnico usado comumente em protocolos
microbioldgicos. O uso do Tween reduz a adesd@o dos conidios, atuando como um
surfactante, dessa forma diminuindo a tensdo superficial e quebrando agregados
facilitando a dispersdo homogénea dos conidios em suspenséo e o isolamento de
colonias individuais, sendo uma etapa importante de ser empregada.

Para amplificar e validar amplicons e candidatos via PCR gerados neste
trabalho, foram realizadas eletroforeses em gel de agaraose, que consiste em separar
os fragmentos de DNA gendmico ou produtos de PCR por tamanho, utilizando gel de
agarose [0,8%:1%] e os marcadores High Ladder de 1kb Plus Ladder (Cellco). Para
0 gel é preparado um tampé&o de corrida 1x TAE (Tris-Acetato-EDTA), corante de
DNA (Brometo de etidio), em seguida é realizado uma corrida com ajuste de voltagem
entre 80-100 V por 30 minutos. Para a visualizacdo e documentacdo o gel é
transferido para um fotodocumentador (ChemiDoc), visualizado com luz UV, os geis
foram fotografados e documentados para as validacfes necessarias.

3.14.Ensaios de viruléncia em modelo invertebrado

Larvas de Galleria mellonella foram obtidas a partir da reproducdo das
mariposas adultas, conforme descrito em (FucHs et al. 2010). Os ensaios de
viruléncia seguiram os protocolos previamente estabelecidos por (PEREIRA SILVA et
al. 2017). Foram selecionadas larvas de tamanho semelhante (aproximadamente
250-400 mg), mantidas em jejum por 24 h em placas de Petri, incubadas a 37 °C e
mantidas no escuro. Os conidios das linhagens mutantes foram produzidos apos
cultivo em meio minimo por dois dias, colhidos em PBS e filtrados com Miracloth.
Para avaliar a viruléncia de A. fumigatus frente a G. mellonella, 1x102 conidios de
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cada linhagem foram injetados diretamente na hemolinfa da pro-pata anterior
esquerda do ultimo instar larval, utilizando uma seringa Hamilton (modelo 7000.5KH).
Cada condicdo experimental contou com 15 individuos. Como controle, foram usadas
larvas inoculadas apenas com 10 pL de PBS (inoculacdo de controle). Apds a
inoculacao, as larvas foram mantidas em placas de Petri a 37 °C, no escuro, por até
15 dias. A mortalidade foi monitorada diariamente, sendo consideradas mortas

aguelas que nao apresentavam resposta ao estimulo tatil.
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4. RESULTADOS
4.1.Delecao do dominio Cytb5 de SdeA

Nesta estratégia, um cassete de DNA para deletar a regido correspondente
aos aminoacidos 331-456 da SdeA em A. fumigatus foi gerado, com o objetivo de
avaliar se esse dominio poderia ser complementado pela fungédo de outra proteina
contendo dominio Cytb5. Para montar esse cassete, utilizamos a construcao que deu
origem a linhagem SdeA::GFP (FABRI et al. 2023), que incluia o marcador auxotrofico
pyrG. Foram desenhados primers com regides de homologia (IM-751/IM-170) para
amplificar duas porgdes do cassete: uma contendo o promotor (p)sdeA e o gene sdeA
até o cédon que codifica o aminoacido 330 (primers IM-315 e IM-751), e outra
contendo a regido codificadora de GFP, o marcador pyrG e a 3'UTR do gene sdeA
(primers IM-170 e IM-318) (Figura 4A).

Esses fragmentos foram recombinados in vivo em S. cerevisiae no plasmideo
pRS426, seguindo o método descrito por (MALAVAZI AND GOLDMAN 2012), Em seguida,
o cassete completo (p)sdeA::SdeAL®05::GFP::pyrG foi amplificado por PCR utilizando
os primers IM-315 e IM-391 (Figura 4A). InUmeras tentativas de transformacao na
linhagem selvagem de A. fumigatus (auxotrofica para uridina e uracila) foram feitas,
mas nenhum mutante apresentando a delecdo no locus sdeA foi obtido, sugerindo
gue o dominio Cytb5 é essencial para a funcéo da proteina SdeA. Para comprovar
essa essencialidade, realizamos a complementacdo em trans da linhagem mutante
condicional  xylP::sdeA  (FABRI et al 2023) com 0O  cassete
(p)sdeA::sdeALyY®S::GFP::3’'UTR. O promotor xylP € um sistema de expressdo
condicional devido a sua forte inducéo por xilose e baixa atividade basal na auséncia
desse agucar. Originalmente caracterizado em Penicillium chrysogenum, o (p)xylP
apresenta elementos regulatorios bem definidos, incluindo uma TATA box funcional,
uma regiao rica em pirimidinas e copias duplicadas de uma sequéncia de 91 pb que
contém motivos essenciais para ativacdo transcricional dependente do fator de
transcricdo XInR (ZADRA et al. 2000). Em A. fumigatus, a regulagcdo do (p)xylP
permanece altamente responsiva a xilose e pouco ativa sob repressao por glicose,
permitindo um controle preciso e reversivel da expresséao génica. O uso do promotor
xylP permite a construcdo de mutantes condicionais, permitindo modular a expressao
de genes essenciais de forma controlada e nao letal, o que o torna uma ferramenta
valiosa para estudos funcionais.(ZADRA et al. 2000; YAP et al. 2022). A auséncia de
crescimento em meio contendo glicose, que reprime o gene sdeA colocado sob o
controle do promotor xylP no lécus endégeno, serviria como evidéncia de que o
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dominio Cytb5 é indispenséavel. A insercdo desse cassete foi realizada utilizando o
sistema CRISPR-Cas9 ja estabelecido para Aspergillus (NobviG et al. 2015; HOOF et
al. 2018; NobviG et al. 2018) direcionando-o para o lécus Safe haven (Sh),
reconhecido como um local seguro para integracdes génicas (PHAM et al. 2020;
FURUKAWA et al. 2022). Foram utilizados dois protospacers de 20 nucleotideos
adjacentes a PAM. Esses protospacers foram fusionados ao RNA backbone e ao
tRNA de glicina amplificados a partir do plasmideo pFC902 utilizando a polimerase
Phusion U (Thermo Scientific). Os fragmentos foram clonados no vetor CRISPR
pFC332 por meio da metodologia USER cloning (New England Biolabs), descrito por
(NouRr-ELDIN et al. 2010; HooF et al. 2018). O USER cloning é um método de
clonagem (seamless cloning) de DNA que permite montar multiplos fragmentos de
PCR e introduzir mutagdes de forma simples e direcional. Nele, o vetor e os
fragmentos alvo sdo amplificados usando primers contendo um residuo de
desoxiuracila (dU) proximo as regides de homologia entre os fragmentos. Apés a
PCR, o tratamento com a enzima USER remove o dU e gera extremidades simples-
fita complementares, criando lacunas que direcionam a montagem precisa dos
fragmentos em um vetor linearizado. Dessa forma, multiplas inserc¢des, substituicdes
ou delecdes podem ser combinadas em uma unica reacdo, sem necessidade de
enzimas de restricdo ou ligase. O vetor pFC332 contém o gene da nuclease Cas9
otimizado para Aspergillus , a sequéncia AMAL que permite replicacdo epissomal e
autdbnoma em Aspergillus, e o gene de resisténcia a higromicina para selecdo dos
transformantes. O construto pFC332-Sh resultante foi sequenciado para verificar a
integridade das fusdes e a sequencia correta do protospacer clonado.

Para a delecao guiada do dominio CyrtB5 pela metodologia de CRIPR-Cas9foi
construido um cassete DNA donor (Figura 4B), utilizando um primer com 50 pb de
homologia a regido localizada antes do protospacer 5 para amplificar a porgéao
(p)sdeA::sdeALY®S::GFP (IM-g48 + IM-756). Outro primer contendo 50 pb de
homologia posterior ao protospacer 3’ foi utilizado para amplificar a por¢édo 3’'UTR
(IM-769 + IM-g49). Os fragmentos foram fundidos por PCR com os primers IM-g48 e
IM-g49, e o cassete DNA donor foi co-transformado junto com pFC332-Sh (Figura
4B), atuando como molde para o reparo da quebra induzida pela Cas9.

Os transformantes foram selecionados na presenca de higromicina B e 1% de
xilose. Apos purificagdo dos homocarios, a validagéo por PCR utilizando os primers
IM-320 e IM-174 (Figura 4C) gerou um amplicon de 378 pb menor na linhagem

SdeAL®S::GFP, correspondente a delecdo do dominio Cytb5, quando comparado a
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linhagem sdeA::GFP. A insercdo no I6cus Sh foi confirmada por PCR com os primers
IM-745 e IM-746, que mostraram a substituicdo do lI6cus Sh selvagem (1.699 pb) pelo
cassete (p)sdeA::sdeAL%Y®S::GFP (4.470 pb),(Figura 4D-E)
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Figura 4- Construcgdo da linhagem mutante sdeA2¢itbS;: GFP

(A) Os primers IM-315 e IM-751 amplificaram a porgdo (p)sdeA:: sdeAldtS e os primers IM-170 e IM-
318 amplificam a por¢do GFP::pyrG::3’'UTR. Os fragmentos foram recombinados in vivo em S.
cerevisiae e o cassete (p)sdeA:: sdeA~ciS::GFP::pyrG amplificado com os primers IM-315+IM-319. (B)
Construgdo do cassete donor utilizado como reparo para inser¢cdo guiada por CRISPR Cas9 do
cassete de complementagdo (p)sdeA:: sdeA~cS::GFP no mutante condicional xylP::sdeA no lécus
Safe haven (aft4). Um cassete de reparo para CRISPR-cas9 direcionado ao l6cus Sh foi obtido a partir
do cassete de delecdo (IM-g48+IM-756 e IM-769+IM-g49). Os fragmentos foram fundidos por PCR
(IM-g48+IM-g49), contendo em cada extremidade 50 bp de homologia para o l6cus Sh. (C) PCR de
validacdo do candidato positivo para a inser¢do do cassete contendo a mutacdo. O candidato foi
validado (IM-320+IM-174, um fragmento de 861bp) correspondente a uma pr¢ao do gene sdeA (sem
a regido Cytb5) e o inicio da GFP. O controle da linhagem sdeA::GFP selvagem corresponde a (1239
bp). (D) Complementacédo no I6cus aft4 (Safe haven, Sh) por CRISPR-cas9. (E) Validacdo do cassete
no lécus Sh. A correta insercdo do cassete no lécus foi validada utilizando os primers distais IM-745 e
IM-746. Mutante: 4.470 bp e selvagem 1.699 bp.
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4.2.Delecao da regiao que conecta com o dominio desaturase na enzima SdeA
(dominio hinge)

Foi construido um plasmideo para promover, via CRISPR-Cas9, a delecao do
sitio de dimerizacao (hinge), localizado entre os residuos Phe297 e Leu322 da SdeA.
Como a modelagem estrutural sugeria que os dominios desaturase e Cytb5 poderiam
interagir de forma independente entre protdmeros distintos, buscamos inicialmente
realizar a delecdo do hinge diretamente no l6cus sdeA. Entretanto, apesar de varias
tentativas, nenhum transformante positivo foi obtido (dados ndo apresentados). Esse
resultado inicial sugeriu que a regido hinge € essencial para a atividade enzimatica
funcional da SdeA. Uma nova estratégia de investigacao foi idealizada, similar aquela
utilizada para o dominio cytB5 em que uma copia mutante de sdeA com a regido
hinge deletada foi inserida no I6cus Safe haven da linhagem recipiente, o mutante
condicional xylP::sdeA. Para tanto, foram desenhados primers para amplificar um
cassete de complementacdo no Safe haven (p)sdeA::sdeA2nge ytilizando os primers
IM-g48/IM-801 e IM-802/IM-g49, posteriormente fundidos por PCR com os primers
IM-g48 + IM-g49. Esse processo gerou um cassete (p)sdeA::sdeAlhinge (Figura 5A)
contendo uma delecao de 75 bp no gene sdeA. O cassete foi transformado com o
vetor pFC332-Sh na linhagem xylP::sdeA, e os candidatos resistentes a higromicina
foram purificados até se tornarem homocérios. A validacdo por PCR, usando os
primers IM-544 + IM-751, mostrou uma diferenca clara de tamanho de 75 bp menor
gue a sequéncia selvagem (Figura 5B). A insercao correta no l6cus Sh foi confirmada
por PCR com os primers IM-803 + IM-804 (Figura 5D-E) e por sequenciamento
(Figura 6).
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Figura 5- Construcgdo da linhagem mutante sdeA2hinge,

(A) Delecéo da porgdo para o dominio hinge (75bp). Foi gerado com os primers IM-48+IM-801 e IM-
802+IM-g49, fundidos por PCR de fusdo com os primers IM-g48+IM-g49. (B) PCR de validac&o do
candidato positivo para a inser¢éo do cassete de complementagdo com a mutagdo sdeA2hinge no locus
Sh da linhagem xylP::sdeA. Primers internos foram utilizados para validar a auséncia dos 75 bp
deletados, apresentando 544 bp para o mutante e 619 bp para o selvagem. (C) Complementacdo no
locus aft4 (Safe haven, Sh) por CRISPR-cas9. (D) Validacdo da insercdo do cassete no lécus Sh
utilizando primers distais ao local de insercdo do cassete. Lécus com insercdo do cassete:4.480 bp,
locus wild-type, 2.038 bp. NR = N&o relevante para o contexto da figura. Fonte: autoria prépria.
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Figura 6 - Sequenciamento da regido correspondente ao dominio hinge do gene sdeA.

A figura mostra o alinhamento entre a sequéncia de referéncia e os eletroferogramas obtidos,
evidenciando a auséncia integral do trecho que codifica o dominio hinge, destacado pela area em rosa
pontilhada. O painel superior mostra a sequéncia de DNA e de proteina da SdeA selvagem. As duas
primeiras linhas mostradas no painel inferior indicam sequéncias de duas linhagens selvagens de A.
fumigatus em que o dominio hinge esta preservado e pode ser utilizado para efeito de comparacgéo da
delecdo. A continuidade uniforme da leitura e a auséncia de sobreposi¢des nos picos confirmam a
delecéo desse segmento, validando a constru¢éo do mutante.

4.3.Microscopia confocal e ensaio fenotipico para os mutantes contendo os
residuos Cytb5 e hinge deletados

Para avaliar se o padréo de localizacdo subcelular do mutante condicional
(sdeAL%Y®5::GFP no background xylP::sdeA) apresenta alguma alteracdo em relagdo
a linhagem sdeA::GFP, ambas as linhagens foram inoculadas em meio minimo com
1% de glicose (condicao repressora) e incubadas a 37 °C por 10 horas. Nessa etapa,
os conidios do mutante ndo germinam, enquanto a linhagem selvagem ja mostrava
germinantes. Depois disso, foi adicionado 1% de xilose ao meio e as culturas foram
mantidas por mais 4 horas a 30 °C. As imagens foram obtidas por Microscopia
Confocal a Laser (CLSM) usando um ZEISS LSM 800 com objetiva Plan Apochromat
63x/1.40 Oil DIC M27, com incrementos de 0,3 um na z-stack. A analise foi realizada
no software ZEN Blue 2.3 pelo p6s-doc do laboratério, Jonatas Campanella. O padrao
de localizagdo da proteina SdeA::GFP manteve o perfil perinuclear, regido apical e
também em alguns septos. Os germinantes SdeA2%®5::GFP apresentaram o mesmo
padrao perinuclear, indicando que mesmo em uma proteina em que o dominio CytB5
nao esta presente, ela mantém a localizacédo reticular (Figura 7A).

A fim de avaliar a funcionalidade das proteinas SdeA a quem o dominio Cytb5
ou hinge estava deletado no l6écus Safe Haven da linhagem xylP::sdeA, foram
realizados ensaios de crescimento radial. Para tanto, 10* conidios de cada uma das

linhagens mutantes e das linhagens controle (selvagem e xylP::sdeA) foram
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inoculados em MM + 1% glicose ou 1% xilose. Os resultados mostraram que 0sS
mutantes apresentam o mesmo comportamento da linhagem xylP::sdeA nas
condicbes repressoras, isto € na presenca de glicose 1%. Por outro lado, o
crescimento em condi¢cOes repressoras pode ser parcialmente recuperado quando 0s
substrato da enzima (acido oleico) é adicionado ao meio (Figura 7C). Esses
resultados coletivamente confirmam que a delecdo das duas regides da proteina

SdeA resulta em inviabilidade nas condi¢cdes avaliadas em A. fumigatus (Figura 7B).
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Figura 7 - Microscopia confocal para a delecdo do Cyth5 e ensaios fenotipicos para os mutantes
contendo as regides Cytb5 e hinge deletados.

(A) Microscopia de fluorescéncia confocal do mutante xylP::sdeA::sdeA4c®5::GFP(Sh). Conidios da
linhagem selvagem (sdeA::GFP) e mutante (sdeA4cb5::GFP(Sh)) foram cultivados em MM a 37°C.
Para inducdo do gene sdeA e crescimento da linhagem mutante condicional, 1% de xilose foi
adicionado no meio de cultivo, deixado germinar a 30°C. As imagens foram obtidas em um microscopio
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confocal ZEISS LSM 800 com uma objetiva Plan Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27. Os incrementos
da z-stack foram de 0,3 ym. As imagens foram analisadas usando o software ZEN Blue 2.3. As barras
de escala correspondem a 20 um. (B) 10 conidios das linhagens foram inoculadas em meio MM (1%
glicose) ou MM (1% xilose). A auséncia de crescimento das linhagens mutantes complementadas com
os cassetes de DNA contendo as regides deletadas no locus Safe haven em meio MM (1% glicose -
repressdo) indica que ambas as regides deletadas sdo essenciais para funcdo da enzima. (C)
Complementacdo das linhagens mutantes condicionais crescidas em MM+glicose contendo 1% de
acido oleico (acido graxo essencial, produto da enzima SdeA). Fonte: CAMPANELLA et al. (2025).

4.4.0 dominio Cytb5 e sua importancia para a atividade da A9-desaturase SdeA

Para avaliar se o dominio citocromo B5 (CytB5) isolado € capaz de
complementar funcionalmente a regido C-terminal de SdeA, foi construido um
cassete de expressao contendo a sequéncia CytB5 fundida ao epitopo mRFP, sob
controle do promotor enddgeno (p)sdeA. Para isso, a regido promotora de sdeA, com
uma extensao de homologia no inicio do gene CytB5, foi amplificada com os primers
IM-319 e IM-813. Em seguida, o fragmento codificador do dominio CytB5, incluindo
um codon de iniciacdo, foi amplificado com os primers IM-814 e IM-508; este ultimo
apresentava homologia ao inicio do cassete previamente estabelecido para
expressdo de Cyp51A:mRFP (FaBrI et al. 2023). A regido correspondente a
MRFP::3xHA::trpC::prtA foi gerada com os primers IM-815 e IM-448. Os fragmentos
foram unidos por fusdo via PCR e os primers IM-315 e IM-448, originando o cassete
completo (p)sdeA::.cytB5::mRFP::3xHA::prtA. Esse cassete foi entdo inserido de
forma ectopica na linhagem xylP::sdeA; sdeA2CY®B5:GFP (Sh), cuja selecdo foi
realizada por resisténcia a piritiamina. Transformantes positivos foram confirmados
por PCR para a presenca do fragmento cytB5::mRFP e posteriormente submetidos a
analise por microscopia de fluorescéncia confocal, além de ensaios de
complementacao fenotipica em meio solido (Figura 8). A microscopia revelou que
SdeALCYBS::GFP manteve o padrdo reticular caracteristico, compativel com a
associacao ao reticulo endoplasmatico, enquanto a proteina expressa ectopicamente
CytB5::mRFP apresentou distribuicéo citoplasmatica difusa, com acamulo em pontos
discretos, alguns colocalizando com o sinal de GFP. A analise de colocalizag&o pelo
coeficiente de Pearson resultou em 0,5, indicando colocalizag&o parcial entre os dois
dominios (Figura 8A). Apesar da expressao simultdnea dos dominios catalitico
(SdeALCYBS) e redox (CytB5), a linhagem resultante somente germinou na presenca
de xilose, demonstrando que a expressao dissociada dos dominios néo foi suficiente
para restaurar a funcédo da proteina nativa, sugerindo que sua atividade depende de

proximidade estrutural entre as regides catalitica e redox, ao contrario do modelo
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descrito para a enzima SCD1 de mamiferos, na qual o dominio redox (Cytb5) pode
atuar independentemente.

Ensaios fenotipicos em meio sélido (MM) foram também conduzidos com as
linhagens selvagem e os mutantes, xylP::sdeA, xylP::sdeA; sdeAACYBS::GFP (Sh), e a
linhagem candidata a complementacdo xylP::isdeA; sdeA2SYB5::GFP (Sh);
cytB5::mRFP (ectépico). As linhagens foram cultivadas em MM contendo glicose
(represséao), glicose + xilose (inducdo) ou MM suplementado com 1% de acido oleico
ou palmitoleico (Figura 8B). Apenas sob inducéo por xilose ou na presenca de acidos
graxos insaturados substratos naturais de SdeA houve crescimento das variantes
mutantes, reforcando que a deficiéncia na atividade desaturase ndo € compensada
pela expressédo separada dos dominios e indicando que o mecanismo catalitico de

SdeA em A. fumigatus difere daquele observado para SCD1 em mamiferos.
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Figura 8 - Microscopia confocal e ensaios de crescimento do mutante ectépico.

O CytB5 e o dominio desaturase de SdeA co-localizam parcialmente, mas ndo complementam
funcionalmente quando expressos separadamente. (A) Microscopia confocal mostrando que as
proteinas CytB5::mRFP e sdeA2ACYB5::GFP sdo expressas nas hifas em germinagéo, com baixo grau
de colocalizacéo (coeficiente de Pearson = 0,54). Ambas se localizam ao reticulo endoplasmatico e
compartilham focos discretos ao longo das hifas. Barra de escala: 10 um. (B) Ensaios de crescimento
mostram que a expressdo separada dos dominios CytB5 e da desaturase ndo é suficiente para
restaurar a funcao de SdeA, sendo necesséria a suplementagdo com &cidos graxos insaturados para
viabilizar o crescimento. Fonte: CAMPANELLA et al. (2025).
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4.5. Investigando as Histidinas H366 e H392 do dominio (CytB5) da A9-
desaturase SdeA

Para compreender o papel das histidinas H366 e H392, localizadas no dominio
citocromo b5 (CytB5) da A9-desaturase SdeA, construimos variantes mutantes
contendo substituicdes pontuais desses residuos por alanina (H366A e H392A).
Essas histidinas sdo altamente conservadas nos dominios CytB5 e estdo associadas
a coordenacao do grupo heme, fundamental para a fungéo redox desses dominios e
para o processo de transferéncia de elétrons necessario a dessaturacdo de acidos
graxos. Na estrutura do dominio CytB5 da SdeA prevista através do Alphafold3
(Figura 9A), ambas foram identificadas como essenciais para estabilizar o grupo
prostético heme contendo ferro, elemento indispensavel para o mecanismo redox da
enzima segundo CAMPANELLA et al. (2025). A obtencdo dos alelos mutantes foi
realizada por PCR em duas etapas (Figura 9B e 9C). No caso do alelo H366A, dois
fragmentos sobrepostos foram amplificados: o primeiro, gerado com os primers IM-
319 e IM-844, onde contém o promotor nativo e a regido inicial da ORF de sdeA, com
a substituicdo H366A; o segundo fragmento, obtido com os primers IM-843 e IM-318,
apresentava uma regido complementar ao primeiro, além da mutacdo H366A e da
sequéncia 3’ do gene, incluindo o terminador. A constru¢ao do alelo H392A seguiu a
mesma estratégia; os primers IM-319 e IM-846 foram utilizados para amplificar o
fragmento contendo a mutagdo H392A na porgéo 5’ do gene, enquanto os primers
IM-845 e IM-318 geraram o fragmento complementar contendo o restante da ORF,
sendo a mutacdo e a regido terminadora. Esses dois pares de fragmentos foram
unidos por fusao via PCR utilizando os primers IM-g48 e IM-g49, que possuem 50 pb
de homologia com as extremidades 5’ e 3’ do I6cus Safe haven. As reacdes de fuséo
resultaram em produtos finais de aproximadamente 3.840 pb (Figura 9C), contendo
os alelos completos com o promotor, ORF mutada e terminador. Esses fragmentos
foram usados para serem transformados na linhagem condicional xylP::sdeA pelo
sistema CRISPR-Cas9 utilizando o vetor pFC332-Sh, direcionando a integragdo ao
l6cus Safe haven.

Apbs a transformacédo, as linhagens resultantes tiveram o I6cus Safe haven
amplificado e sequenciado para confirmar a incorporacao correta dos alelos mutados
(Figura 9D). Também analisamos em meio contendo glicose como Unica fonte de
carbono, condicdo repressora, fazendo com que o crescimento dependa
exclusivamente da expressao do alelo mutante integrado. Nenhuma das variantes

geradas (H366A e H392A) apresentou crescimento nessas condi¢des, indicando que
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nenhuma delas foi capaz de complementar a auséncia da SdeA selvagem (Figura
9E). Esses resultados indicam que ambas as histidinas sdo essenciais para a funcao
enzimatica, em consonancia com sua participacao prevista na coordenacéo do grupo
heme e na transferéncia de elétrons durante a dessaturacéo de &cidos graxos.

Para verificar se a falta de crescimento estava de fato relacionada a perda da
atividade da enzima, foram realizados ensaios de crescimento suplementando o meio
com os produtos da reacao catalisada pela SdeA: os acidos graxos monoinsaturados
oleico (C18:1) e palmitoleico (C16:1). As linhagens contendo as mutacdes
mantiveram o fendtipo auxotréfico para esses &cidos graxos, apresentando
comportamento semelhante ao da linhagem parental xylP::sdeA (Figura 9E).

Foi demonstrado que as histidinas H366 e H392 sao indispensaveis para a
atividade catalitica da SdeA, sendo determinantes para a sobrevivéncia celular em A.

fumigatus.
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Figura 9 - Modelagem estrutural, geracdo dos mutantes sdeAM%®A e sdeA™%? e ensaios
fenotipicos.

(A) Modelo estrutural gerado pelo Alphafold3. Essa estrutura abrange os residuos 19 a 409, composta
por dois dominios, sendo a desaturase (residuos 19-309) e o dominio citocromo b5 (CytB5; residuos
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330-409), separados por uma regido do tipo hinge com 21 residuos. O modelo do dominio CytB5
(coloracéo verde) contendo o grupo heme (em ciano), com oxigénios em vermelho, nitrogénios em
azul e ferro em laranja. Os residuos H366 e H392 coordenam o ferro central do grupo heme, essencial
para a atividade redox do dominio. Fonte: CAMPANELLA et al. (2025) (B—C) Construcdo dos cassetes
contendo as mutacgdes (B) H366A e (C) H392A por PCR de fuséo. Os cassetes foram construidos para
insercdo no lécus (Sh) da linhagem mutante condicional xylP::sdeA. (D) Validacdo por
sequenciamento. A substituicdo de H366 por alanina (CAC — GCC) foi confirmada no candidato 2 da
linhagem xylP::sdeA; sdeAH386A(Sh), sem alteracdo da H392. Na linhagem xylP::sdeA; sdeAH392A (Sh),
ambos os candidatos sequenciados apresentaram a substituicdo correta de H392 por alanina (CAC —
GCC), mantendo H366 intacta. As mutacdes estdo destacadas por quadrados pretos nas figuras. (E)
As linhagens apenas crescem na presenca de xilose (1%) ou quando suplementadas com acido oleico.
A auséncia de crescimento em glicose indica que a substituicdo de H366 ou H392 compromete a
coordenacéo do grupo heme, resultando em perda da fungéo redutora do dominio CytB5 e da atividade
desaturase de SdeA. Fonte: autoria propria.

4.6. Determinagao da viruléncia em modelo invertebrado Galleria mellonella

Neste trabalho, apenas mutantes condicionais do gene sdeA foram obtidos.
Assim, buscamos avaliar se essas linhagens, bem como o seu background genético
xylP::sdeA, apresentariam algum grau de viruléncia utilizando o modelo invertebrado
Galleria mellonella. Para isso, conidios das linhagens mutantes, da linhagem
xylP::sdeA e da cepa wild-type (Aku80) foram cultivados em MM suplementado com
1% de glicose ou 1% de xilose. Apds o crescimento, os conidios foram coletados,
lavados em PBS e ajustados para um in6culo de 108 conidios por linhagem, para
inocular a pro-pata esquerda de 15 larvas com cerca de 400 mg. Como controle
negativo, um grupo de larvas recebeu apenas PBS. Todas foram mantidas a 37 °C,
em jejum, por 15 dias, com monitoramento diario da sobrevivéncia. Somente as larvas
inoculadas com a linhagem selvagem exibiram o padrdo de viruléncia esperado,
levando a morte de todas as larvas entre os dias 5 e 6. Em contraste, a linhagem
xylP::sdeA e os mutantes xylP::isdeA; sdeA’cS (Sh); xylP::sdeA; sdeArninge (Sh);
xylP::sdeA; sdeA2c®S:  cytb5:mRFP (ectdpico); xylP::sdeA; sdeAH366A (Sh) e
xylP::sdeA; sdeAH39?A (Sh) apresentaram perfil totalmente avirulento, semelhante ao
grupo controle tratado com PBS.

O experimento mostrou que mesmo no interior de um hospedeiro, a falta de um
nivel minimo de ativacdo da expressdo de sdeA impede o desenvolvimento e a
progresséo da infec¢do pelo fungo. Assim, tanto a proteina SdeA quanto as regides
estruturais identificadas por modelagem sao essenciais para a funcao adequada da

enzima e, consequentemente, para a viruléncia do patégeno (Figura 10).
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Figura 10 - Analise comparativa da viruléncia das linhagens mutantes geradas.

(A) Mutantes xylP::sdeA; sdeA2ciS (Sh) e xylP::sdeA; sdeAACt5(Sh); xylP::sdeA; sdeAAcitbS(Sh);
cyth5::mRFP demonstram comportamento avirulento, com viruléncia na linhagem wild-type
(Aku80) e controle PBS (solucao salina tampéao fosfato) com auséncia de mortalidade. (B)
Mutante xylP::sdeA4"nge(Sh) com o mesmo comportamento experimental. (C) Mutantes
xylP::sdeAH366A e xylIP::sdeAH392A(Sh) apresentam o mesmo comportamento experimental. Em
todos os testes foram incluidas uma linhagem wild-type (Aku80), linhagem recipiente (xylP::sdeA)
e controle negativo PBS. Cada ensaio foi conduzido com grupos de 15 larvas no modelo Galleria
mellonella, inoculadas com 10® conidios e monitoradas diariamente. Os graficos mostram as
comparacdes entre os mutantes e a linhagem selvagem, bem como entre 0os mutantes e 0 grupo
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tratado com PBS, utilizando os testes LogRank (Mantel Cox) e Gehan Breslow Wilcoxon
(GraphPad Prism 10). Como n&o foram observadas diferengas entre os mutantes e o controle
PBS, as linhagens séo avirulentas. Fonte: autoria propria.

5. CONCLUSAO

O gene sdeA é essencial em A. fumigatus e codifica uma desaturase de
acidos graxos importante para a producdo de acido oleico e palmitoleico. A
organizacdo dessa enzima como um dimero otimiza a transferéncia de elétrons,
um mecanismo altamente distinto do SCD1 de mamiferos. A fusdo do CytB5 com
o dominio desaturase pode conferir uma vantagem evolutiva, facilitando a rapida
adaptacdo ao estresse ambiental em fungos. A modelagem in silico precursora
deste trabalho foi crucial para o correto entendimento dos dominios estudados,
sendo um guia para o sucesso da comprovacado da hipétese.

A auséncia de um nivel minimo de ativacdo na expressao do gene sdeA
compromete o desenvolvimento do fungo, evidenciando que tanto a proteina
codificada por sdeA quanto as regides estruturais identificadas por modelagem
sdo fundamentais para o funcionamento adequado da enzima e,
consequentemente, para o desenvolvimento do patégeno, como demonstrado
por meio do experimento de viruléncia em modelo invertebrado.

Apesar de a delecdo do dominio cytb5 nao interferir significativamente na
localizacdo subcelular da proteina (mantendo seu padrdo perinuclear
caracteristico e reticular), essa modificacdo comprometeu a viabilidade fangica,
como evidenciado por ensaios de germinacdo e crescimento. A recuperacao
parcial do crescimento na presenca de acido oleico reforca a importancia

funcional da sdeA na biossintese de acidos graxos insaturados em A. fumigatus.
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