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RESUMO

Paziani, M. H. Caracterizacdo funcional dos genes codificadores de proteinas ADP-
Ribosylation Factor no fungo filamentoso patogénico Aspergillus fumigatus. 2016. 94 f.
Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Os fungos filamentosos passam por um crescimento polarizado, desde a germinagdo ao
alongamento das hifas, até formar um complexo micélio. A regido apical do crescimento
polarizado do fungo apresenta dois tipos diferentes de vesiculas, entre elas, as microvesiculas.
As ADP-ribosylation factors (ARFs), sdo proteinas monoméricas ligadoras de GTP e pertence
ao grupo de proteinas da superfamilia Ras. Essas proteinas sdo divididas em cinco familias:
ARF, RAB, RAN, RAS e RHO que formam um conjunto de sub-sistemas que sao responsaveis,
entre outras funcdes, pela regulacdo do transporte de vesiculas no interior da célula fungica,
entre outras funcbes, como transducdes de sinais e regulacdo do trafego vesicular na regido de
crescimento apical, o spitzenkdrper. S&o proteinas de ancoramento e de marcacao de vesiculas,
envolvidas no trafego, catalise e fusdo por meio de sinalizacdo de membrana-alvo para as
vesiculas de transporte transmembrana. As ARF sdo importantes para o crescimento das hifas,
além de participar da montagem de vesiculas por meio de endocitoses, do transporte destas
vesiculas entre as organelas e na exocitose. Adicionalmente, as ARFs sofrem o processo de N-
miristoilacdo, uma irreversivel lipidacdo proteica em que o miristato do miristoil CoA é
covalentemente ligado a uma glicina secundaria da proteina alvo, aumentando a sua
hidrofobicidade. Além desta regulacdo, as ARFs sdo moduladas pela acdo das ARF-GAP
(GTPase Activating Protein) e ARF-GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factor). Neste
trabalho foi proposta a delecéo de trés ARFs preditivamente miristoiladas (arfA, arfB and arlA),
além de dupla-delecdo com AgcsA (ARF-GAP) e a caracterizacdo genotipica e fenotipica das
ADP ribosylation fator no fungo filamentoso patogénico Aspergillus fumigatus. Como
caracterizacdo das linhagens deletadas, notou-se que arfA demonstra ser essencial para A.
fumigatus, enquanto que o fungo foi capaz de se desenvolver na auséncia de arfB, arlA e duplo
mutantes com AgcsA. Porém, de forma alternada nas linhagens mutantes, houve reducdo do
didametro da coldnia, desestruturacdo de conidioforos, polarizacdo dicotbmica e reducdo de
corpos lipidicos na regido de crescimento apical. Além das alteracdes da parede celular que
implicou em altagBes na carga de superficie, formacdo de biofilme e viruléncia. Testes de
sensibilidades, bem como as analises de niveis de expressdo génica frente a a compostos
danosos a eucariotos e antifingicos evidenciaram que as ARFs e GcsA estdo envolvidas em
reparos a danos frente a diferentes alvos citoplasmaticos. Ainda, a localizacdo das ARFs
fusionadas com GFP (Green Flourescence Protein) em A. fumigatus evidenciou que ArfB esta
nas regides apicais das hifas e conidiéforos, enquanto ArlA esta distribuido em todo citoplasma.
Portanto as ARFs em A. fumigatus estdo envolvidas nos processos basicos do fungo, como: o
crescimento, a viruléncia e a reproducdo.

Palavras-chaves: Aspergillus fumigatus, pequenas proteinas G, ADP ribosylation fator,
crescimento apical, endocitose, exocitose, parede celular.
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Paziani, M. H. Functional characterization of the genes which encodes ADP-Ribosylation
Factor protein of the pathogenic filamentous fungus Aspergillus fumigatus. 2016. 94 p.
Thesis (Master’s degree). School of Pharmaceutical Sciences of Ribeirao Preto - University of
Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The filamentous fungi undergo polarized growth, from germination to hyphae elongation, to
form a mycelial complex. The apical region of the polarized growth of the fungus presents two
different types of vesicles, among them, the microvesicles. ADP-ribosylation factors (ARFs)
are monomeric GTP-binding proteins and belong to a group of superfamily Ras proteins. These
proteins are divided into five families: ARF, RAB, RAN, RAS and RHO that form a set of
subsystems that are responsible, over others things, for the regulation of vesicle transport within
the fungal cell, among other functions, such as signal transduction and regulation of the
vesicular traffic in the apical growth region, the Spitzenkdrper. They are anchoring and vesicle
marking proteins involved in trafficking, catalysis and fusion by means of target membrane
signaling to the transmembrane transport vesicles. ARFs are important for the growth of
hyphae, besides participating in vesicle assembly through endocytosis, the transport of these
vesicles between the organelles and exocytosis. In addition, the ARFs undergo the N-
myristoylation process, an irreversible protein lipidation in which the myristoyl CoA myristate
is covalently linked to a secondary glycine of the target protein, increasing its hydrophobicity.
In addition to this regulation, the Arfs are modulated by the action of Arf-GAP (GTPase
Activating Protein) and ARF-GEFs (Guanine nucleotide Exchange Factor). In this work, the
deletion of three myristoylated ARFs (arfA, arfB and arlA), as well as double-deletion with
AgcsA (ARF-GAP) and phenotypic and genotypic characterization of ADP ribosylation fator
in the pathogenic fungus Aspergillus fumigatus was proposed. As a characterization of the
deleted strains, arfA shown to be essential for A. fumigatus, whereas the fungus was able to
develop in the absence of arfB, arlA and double mutants with AgcsA. However, in the mutant
strains, there was a decrease in colony diameter, deconjugation of conidiophores, dichotomous
polarization and reduction of lipid bodies in the apical growth region. In addition, cell wall
changes were registered that implied in surface charge elevations, biofilm formation and
virulence. In tests of sensitivities, as well as the analysis of levels of gene expression against
compounds harmful to eukaryotes and antifungals showed that ARFs and GcsA (Arf-GAP) are
involved in damage repair against different cytoplasmic targets. Furthermore, the location of
the GFP-fused GFPs (Green Flourescence Protein) in A. fumigatus evidenced that ArfB is in
the apical regions of the hyphae and conidiophores, while ArlA is diffuse in every cytoplasm.
Therefore, the ARFs in A. fumigatus are involved in the basic processes of the fungus, such as
growth, virulence and reproduction.

Key words: Aspergillus fumigatus, small G protein, ADP ribosylation fator , vesicular transport,
apical growth, endocytosis, exocytosis, cell wall.
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1 - Introducéo
1.1 - ADP Ribosylation Factor - ARF

As ADP-ribosylation factors (ARFs) sdo pequenas proteinas G que apresentam
atividade GTPases e pertencem a superfamilia Ras, a qual é composta pelas cinco subfamilias
ARF, RAB, RAN, RAS e RHO (Wenneberg et al., 2005). Essas proteinas sdo enzimas de
aproximadamente 21 kDa que hidrolisam Guanosine triphosphate (GTP) a Guanosine
diphosphate (GDP) (figura 1), a qual é essencial no controle de importantes processos celulares
(Wittinghofer et al., 2011). A funcdo GTPase da ARF é modulada pelas proteinas ARF-
Activating Protein (GAP) que fica em sua forma GDP ligada, enquanto que a ARF-Guanine
nucleotide Exchange Factor (GEF) estimula a dissociacdo de GDP para que haja a ligacdo da
ARF com GTP (Cherfils et al., 2013) (figura 1).

active
G-Protein
GTP

Figura 01 - Esquema de ativacédo e inativagdo das pequenas proteinas G. Molecular Biology of the Cell. 42 ed.
2002. GAP, GTPase Activating Protein; GEF, Guanine nucleotide exchange factor; GTP, guanosine triphosphate;
GDP, guanosine diphosphate; Pi, phosphate.

No fungo leveduriforme Saccharomyces cerevisiae existem seis ARFs, Arflp,
Arf2p, Arf3p, Arll, Sarlp e Arl3p. ScArll envolvidas no brotamento da levedura, sendo que
Arf3p participa intimamente da polarizacdo e processos de endocitoses (Huang et al., 2003;
Costa et al., 2005). A delecdo de arflp ou arf2p mostrou-se viavel, enquanto a delecdo de ambos
0s genes em uma Unica linhagem mostrou-se invidvel (Lee et. al., 2008). No fungo filamentoso
Aspergillus nidulans ha relatos de seis ARFs, sendo que, ArfA, ArfB e ArlA séo preditamente
submetidas a lipidacdo proteica, ou seja, a partir da catalise de N-miristoiltranferase, estas
proteinas sdo ligadas a &cidos graxos de 14 carbonos. Este processo bioldgico é conhecido como
N-miristoilacdo (Lee e Shaw, 2007). O mesmo autor aponta, ainda, que ArfA ¢é essencial para

A. nidulans.
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Tsai e colaboradores (2013) reportam que proteinas ARF-like em S. cerevisiae sdo
importantes para o trafego de vesiculas no complexo de Golgi. Na sua forma ativa, estas
proteinas estimulam a formacéo de vesiculas por meio da ativacdo em cascata das flipases. As
flipases, por sua vez, tem funcdo de curvatura de membrana para dar inicio a formacao das
vesiculas no trans-Golgi Network. O mesmo autor, ainda, evidencia a importancia do complexo
Gea2p (ARF-GEFs) e Arllp (ortologo de ArlA em A. fumigatus) na ativagdo direta das flipases,
além da importancia de Arllp-ativada na modulacdo espacial e na organizacdo simétrica da
trans-Golgi Network. A formacdo desse complexo trimérico Gea2p, Arllp e flipase sinaliza a
localizacdo de trans-Golgi Network para Imh1(figura 2). Imhl s&o proteinas que contém um
dominio de localizacdo no complexo de Golgi (GRIP) que interage com a Arllp para localizar
a trans-Golgi Network. Assim, Arll estd envolvida no transporte vesicular propriamente dito
entre o compartimento endossomal e o Golgi (Graham, 2013).

A proteina Arf-like também apresentou relagcdes diretas com a regulacdo de
potencial de membrana. A geracdo e manutencdo do potencial de membrana sdo criticos para
todas as células. Esta propriedade permite a absorcdo de nutrientes, eliminacao de residuos,
geracdo de energia celular, e comunicacao celular em organismos multicelulares. Este processo
é altamente regulado, permitindo as células responder rapidamente e de modo eficaz as
mudangas no meio ambiente que afeta o potencial de membrana. Em S. cerevisiae, o potencial
de membrana é determinado, principalmente, por efluxo de proétons através da H*-ATPase,
codificada pelo PMAL (gene essencial para esta levedura) e o influxo de K* através das
proteinas Trk, codificadas pela TRK1 e TRK2 (Serrano, 1996). A proteina Arllp é um
componente importante na regulacdo da homeostasia de K*, portanto, atua intimamente nos
processos do potencial de membrana (Munson et al., 2003).

A determinacdo da carga superficial de células de microrganismos regula as
interacdes em diversas superficies ambientais. A fim de determinar a carga superficial, pode-se
utilizar o potencial Zeta, que se trata de uma técnica de espalhamento de luz eletroforético
(Wilson et al., 2001).
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ADP + P, ATP

Figura 02 - Interacdo de Arllp com o complexo Gea2 (ARF-GEF) e Drs2 (flipase). Interacdes estimulando a
translocacédo da trans-Golgi Network e o reconhecimento da Imhl para a promogdo do trafego vesicular de Gasl
para o citoplasma em S. cerevisiae (Graham, 2013).

Profilinas sdo proteinas ligadoras de actinas, codificadas em S. cerevisiae pelo gene
pfyl, auxiliam na formacdo dos cabos de actinas que acompanham a morfogénese, crescimento
temporal e espacial da célula em eucariotos. Os genes las17 e vrpl em S. cerevisiae codificam
proteinas importantes para polarizacdo e brotamento cortical. Na auséncia de genes pfyl, lasl7
e vrpl o gene arf3 foi altamente expresso. O que indica a participacdo de Arf3 em S. cerevisiae
nos processos de polarizacdo, brotamento e estruturacdo por filamentos de actina (Lambert et
al., 2007).

Proteinas que apresentam residuo de glicina na regido N-terminal, assim como as
ARFs, podem ser submetidas a acdo catalitica pela N-miristoiltranferase (NMT), cuja acao
bioldgica é modificar a regido N-terminal com uma molécula de miristoil ligada a uma
coenzima A (Charron et al., 2009). A lipidacéo proteica € dada a partir de ligacdes covalentes
entre uma vasta variedade de acidos graxos em diferentes residuos animo-terminais, sendo 0s
mais comuns a N — miristoilacdo e a S — palmitoilagdo (Rothman, 2006). A N-miristoilacdo
compreende a adicdo de um miristato, ou seja, acido graxo de 14 carbonos em residuo de glicina
na regido N-terminal, enquanto a S — palmitoilacdo consiste na adicdo de um palmitato, ou seja,
acido graxo de 16 carbonos em residuo de serina na regido N-terminal (Hang e Linder, 2011).
Em todos os casos, a alteracdo proteica por lipidacdo pode ocorrer em dois momentos, durante
a traducéo da proteina ou alteragdes pos-traducionais. Outra forma de lipidacéo proteica € na
regido C —terminal, porém neste caso a ligacdo do acido graxo é feita apos a tradugdo completa
da proteina. Em ambas as situagdes, a lipidacdo proteica é importante para o direcionamento
das proteinas submetidas a esta modificagdo para a membrana ou demais compartimentos

lipofilicos, além de promover interacdes entre proteinas (Rech, 2006). Assim, estudos
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desenvolvem estratégias para inibir a acdo da NMT em patdgenos, a fim de inviabilizar a acéo
das proteinas que dependem dessa a¢do catalitica (Tate, 2013).

Em S. cerevisiae, Arflp e Arf2p, redundantes entre si e ortdlogos de ArfA de A.
fumigatus, estdo envolvidas na secrecdo de vesiculas. Em A. nidulans, ArfA é homdlogo a
Arflp and Arf2p em S. cerevisiae com 75% de similaridade nas sequéncias de amino&cidos. Os
mesmos autores apontaram que ArfA se localiza no locus celulare correspondente ao complexo
de Golgi e participa, ainda, na via de exocitose. No fungo filamentoso A. fumigatus, a proteina
ArfB ¢ ortologa a Arf3 em S. cerevisiae. Na levedura, a referida proteina esta envolvida na

polarizacdo e na via de endocitoses (Huang et. al., 2003).

1.2 - Endocitose e exocitose

Nos processos de crescimento celular e na diferenciagdo em eucariotos, o trafego
vesicular esta intimamente envolvido na dinamica da endocitose, exocitose e, subsequente, no
preciso crescimento das hifas em fungos filamentosos (Fisher-Parton et al., 2000).

A endocitose ¢ um fendmeno natural, capaz de internalizar macromoléculas do
meio extracelular para o citoplasma apos estimulos desses ligantes a receptores da membrana
plasmatica, bem como as proteinas G. E um movimento celular classificado como rapido por
levar menos de 30 minutos para ocorrer e ndo ha decréscimo de membrana plasmatica durante
a formacdo do endossoma (Karp, 2005). Apos a formacao do endossoma, este pode se fusionar
com outros endossomas e originar um vacuolo, a fim de armazenar substancias, ou até mesmo
se dirigir ao reticulo endoplasmatico e Spitzenkdrper. Este Gltimo pode ser encontrado na sua
forma apical ou satélite, a qual pode haver endo ou exocitose, em fungos filamentosos (Fisher-
Parton et al., 2000) (figura 3).

O Spitzenkdrper € o centro de controle do crescimento apical em fungos
filamentosos formado por aglomerados de vesiculas. Em analises de microscopia eletrdnica foi
possivel observar que no centro de controle do crescimento apical ha vesiculas apicais (79-90
nm) e microvesiculas (30-40 nm) que transportam, para a extremidade da hifa, componentes de
membrana e parede celular. (Lee e Shaw, 2008). Tais vesiculas s&o revestidas por proteinas e
guiadas por estruturas tubulares, como filamentos de actinas, para direcionar, ordenar e otimizar
o trafego (Altan-Bonnet et al., 2004). Assim, as ARFs sdo consideradas as principais proteinas
responsaveis pela regulacdo de montagem e de transporte de vesiculas, além da intima
participacdo nos processos de endocitose (Graham, 2013). E importante salientar que a

desregulacdo das GTPases em células de mamiferos é associada a inUmeras doencas em
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humanos como céncer, doenga neurodegenerativa, desordens inflamatdrias e desordens
genéticas (Mattingly, 2013).

Outros vacuolos ou vesiculas se fundem a membrana no momento da exocitose,
que compreende a passagem de macromoléculas do meio intra para o extracelular e a fusédo
dessas vesiculas a membrana plasmatica, a fim de substituir os lipidios utilizados para a

formagéo do endossoma (Karp, 32 ed., 2005).

E — endossoma w—gp Trafego de vesiculas
ER - reticulo endoplasmatico —» Endocitoses

G - Golgi Exocitoses

SSPK - Spitzenkorper satélite =~ ——— Membrana

SPK - Spitzenkorper Parede celular

V - vacuolo

Figura 03 — Esquema do centro de regulacao da endocitose e exocitose em fungos filamentosos. Adaptado de
Fisher- Parton et al. (2000).

Como um processo bioldgico, a exocitose é crucial para o crescimento celular,
comunicacdo célula-célula, e o estabelecimento do crescimento polar. As mais diversas
pequenas proteinas G de fungos filamentosos estdo envolvidas no processo de montagem e
transporte vesicular, o que implica diretamente na morfogénese e patogenicidade fangica. Um
complexo multiproteico (Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Secl5, Exo70 e Exo084), além de
interacdes com Rho-GTPases (Rhol, Rho3, bem como Sec4, Rab4 em leveduras e A. nidulans)
se encontram na face citosolica das vesiculas e medeiam a segmentacgéo de vesiculas pos-Golgi
e na fusdo na membrana plasmatica para exocitose (Hsu et al., 2004). Portanto, estudos
envolvendo a funcéo das proteinas ARFs em A. fumigatus sdo importantes para corroborar com

as funcgdes descritas destas em outros organismos.
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1.3 - O género Aspergillus

O género Aspergillus abriga aproximadamente, 200 espécies (Hubka et al., 2013)
sendo o mais diverso entre os fungos (Galagan et al. 2005). Entre as espécies até hoje descritas,
menos de 20 podem provocar doencas em humanos (Dagenais e Keller, 2009). Acredita-se que
este género surgiu ha 200 milhGes de anos e ndo possui restricbes de crescimento frente a
condigdes adversas do meio. Na natureza, os representantes deste género crescem e se
reproduzem em substrato solido e os esporos liberados pela agdo dos ventos podem ser
provenientes de reproducdo assexuada ou sexuada, este Ultimo pela anastomose realizada entre
conidios ou hifas adjacentes (Roca et al. 2003, Roca et al. 2005a, Roca et al. 2005b). Quando
a germinacdo ocorre em meio liquido, os micélios crescem submersos ou formando micro-
coldnias, porém Vecht-Lifshitz e colaboradores (1990) apontam que alteragdes na morfologia
entre coldnias resultam em variac@es na producédo de enzimas e demais metabdlitos.

O desenvolvimento vegetativo de Aspergillus sp. € iniciado pela quebra da
dorméncia dos conidios por estimulos do meio ambiente, bem como, a presenca de agua, ar ou
combinacdes destes com sais inorganicos, aminoacidos ou agucares (Osherov e May, 2001).
Apds, os conidios aumentam de didmetro duas vezes mais e posteriormente iniciam o
crescimento polarizado ou isotropicamente entre 2 e 6 h de incubacdo a 25°C (Leeuwen et al.
2013). Durante a terceira fase, o germinante ja tem estabelecido o tubo germinativo e a
maquinaria citoplasmatica é intensificada na regido apical para investir no crescimento da hifa
(Harris e Momany 2004). Podem crescer em um largo intervalo de temperaturas (variando de
6°C a 55°C) (Williams e Hallsworth 2009). Sdo caracterizados por apresentarem micélios bem
desenvolvidos compostos por hifas septadas e com a presenca de um poro central simples, que
permite a circulacdo de organelas citosolicas e moléculas entre as células da hifa. O poro central
pode ser fechado pelos corpusculos de Woronin, que sdo organelas arredondadas de matrizes
densas e cristalinas proximas aos poros (Walther e Wendland, 2003).

Apdbs o crescimento vegetativo, as coldnias sao estimuladas pelo ar, e inicia-se 0
processo de desenvolvimento das hastes que sdo as hifas aéreas (Adams et al. 1998). Esta haste
se diferencia em conidioforo até chegar na altura maxima, apos, inicia-se a reprodugéo assexual
que € o processo da formacéo e diferenciagdo das celulas que compdem o conidioforo (vesicula,
fidlides e conidios) (figura 4). Em coldnias cujas condi¢fes de crescimento sdo normais, um
unico conididforo tem potencial para produzir até 10.000 conidios (Krijgsheld, 2012). Na
maioria das espécies de Aspergillus, bem como A. nidulans, as primeiras hifas se formam nas

primeiras 10 h de incubacéo a 37°C e em meio completo. As hifas aéreas aparecem apds 20 h
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de incubacéo, nas mesmas condicGes. Esta produgdo de conididforos inicia do centro da col6nia
para as bordas (Adams et al. 1998). Os mecanismos de regulagdo da conidiogénese em A.
fumigatus sdo similares a A. niger e A. nidulans. Em anélises de Microarray, 34 de 100 genes
estudados foram altamente expressos a partir do inicio da producéo de hifas aéreas (Bleichrodt
etal., 2013).

Os conidios de Aspergillus ndo germinam no conidioforo, pois estas células estdo
em estado dormente, apenas germinam quando o ambiente oferece condicGes favoraveis para o
seu crescimento. Durante a dorméncia, os conidios podem sofrer estresse frente a radiacdo UV,
seca e altas temperaturas, pois estas células neste estagio especifico, sdo mais resistentes
(Krijgsheld, 2012).

Além da reproducdo assexuada, estudos mostram, a partir de andlises de
sequenciamento, que todas as espécies do género Aspergillus sdo capazes de realizar
reproducéo sexuada (Dyer e Paoletti 2005). A. nidulans, A. flavus, A. parasiticus, A. nominus e
A. fumigatus j& foram associados a estagios de reproducdo sexuada, porém este Ultimo em
menos frequéncia, quando comparado com A. nidulans (Krijgsheld, 2012). Espécies de
Aspergillus podem ser classificadas quanto a reproducdo sexuada, como homotalica (podem
reproduzir-se sexuadamente por si s6, sem a participacdo de outro micélio da mesma espécie)
ou heterotélica (reproduz sexuadamente com a participacdo obrigatéria de outro micélio da
mesma espécie) (Horn et al., 2009a, O’Gorman et al., 2009). O resultado da troca de material
genético por reproducéo sexuada resulta na formacao de um corpo de frutificacao, cujo tamanho
varia entre 125-200 um chamado cleistotécio. A formacdo do cleistotécio leva em torno de 96
h e tem potencial para gerar 10.000 ascosporos com variabilidades genéticas dentro de cada
corpo de frutificagdo (Krijgsheld, 2012).

— Conidio

— Fialide

— Célula pé

Lﬂ;‘. Py, SCm—

Figura 04 - Conididéforo de Aspergillus fumigatus. Adaptado de Alkhayyat et al., 2015.
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1.3.1 - O fungo patogénico humano Aspergillus fumigatus

Aspergillus fumigatus pertence ao filo Ascomycotina, ordem Eurotiales e familia
Thichocomaceae. Este desempenha um papel importante na natureza, na ciclagem de carbono
e nitrogénio a partir da sua capacidade de degradacdo de biomassas (Verweij et al., 2016). Esta
espécie € o agente etioldgico mais comum causador de aspergilose humana, seguido de A.
flavus, A. terreus, A. niger e A. nidulans. A espécie A. fumigatus é responsavel por causar uma
grande variedade de doencas em humanos, caracterizado pelo dificil tratamento. Esta
caracteristica é decorrente da versatilidade bioquimica do fungo e pelas mudancas genéticas
frente a capacidade de gerar mutagdes espontaneas ou reproducédo sexual. Caracterizado por ser
saprofitico oportunista, este fungo é capaz de causar Aspergilose Broncopulmonar Alérgica,
Aspergiloma e Aspergilose Pulmonar Invasiva (API), entre outros. Em todo o mundo a API
representa risco a saude de pacientes hospitalizados onde o principal grupo de risco sdo 0s
pacientes  imunocomprometidos, transplantados ou aqueles recebendo terapia
imunossupressora (Nucci et al., 2005). A API € a forma de infec¢do mais grave podendo ser
fatal a pacientes com a imunidade previamente comprometida, podendo chegar a 90% de morte
(Chauhan et al., 2006). Fang et al. (2015) estima que mais de 200.000 pessoas sdo acometidas
por APl em todo o mundo por ano.

Este organismo patogénico oportunista é adquirido pelo hospedeiro apds a inalacdo
dos conidios, os quais estdo distribuidos no meio ambiente e sdo suficientemente pequenos para
alcancar as vias aéreas do hospedeiro. Apds a inalacdo dos conidios pelo hospedeiro, o fungo
se estabelece nos alvéolos formando, assim, o micélio (Chauhan et al. 2006). Para individuos
saudaveis (imunocompetentes) os conidios sdo eliminados pelo sistema de defesa presente nos
pulmdes antes de germinar em hifas e estabelecer um foco de infecgdo no pulméo (Maschmeyer
et al., 2007). A partir da acdo de fagdcitos alveolares, como o macréfago, os conidios sdo
eliminados por producdo de espécies reativas de oxigénio. O conhecimento da composi¢do, da
arquitetura e dos mecanismos biossintéticos, bem como o perfil da expressdo génica do fungo
A. fumigatus sdo importantes informacdes para entender a API e assim levar a determinacgéo de
novos alvos terapéuticos para o tratamento antifungico. Atualmente, drogas antifungicas
disponiveis para tais infecgdes atingem trés alvos moleculares preferenciais: ergosterol
(azolicos, alilaminas e poliénicos), sintese de DNA (analogos de acido nucléico) e parede
celular (equinocandinas) (Carrilo-Mufioz et al., 2006). O tratamento de infec¢des fungicas
invasivas continua sendo um grande desafio, devido ao limitado nimero de drogas antiflngicas

como os polienos, tipo de classe antifungica que tem como exemplo a anfotericina B. Outra
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classe de antifingicos importantes sdo os azoles, que incluem o fluconazol, o itraconazol e o
voriconazol (Batista et al., 2013), além das equinocandinas, como exemplo as Caspofungina,
Anidulafungina e Micafungina (Bowman et al., 2002). Tais drogas sdo usadas em terapias para
combater aspergiloses, porém tem espectro de acédo limitada e alta toxicidade para o hospedeiro,
0 que impede 0 aumento da dose. Drogas que visam novos alvos sdo, portanto, necessarios para
aumentar as opcOes de quimioterapia e para prevenir, isoladamente ou em combinacgdo, o

aparecimento de resisténcia as drogas (Carrilo-Mufioz et al., 2006).

1.4 - A parede celular em Aspergillus fumigatus

A correta construcdo e composicdo da parede celular é fundamental para a
morfogénese e estruturacdo da célula fungica. Em fungos patogénicos, a integridade da parede
celular auxilia nos processos de invasdo e defesa contra o sistema imune hospedeiro (Latge et
al., 2014) e passa por uma série de remodelamentos durante o crescimento e desenvolvimento
celular (Adams, 2004). Na parede celular pode-se encontrar uma série de proteinas capazes de
identificar alteracdes do meio ambiente. A integridade da parede celular fangica garante a
adesdo célula-célula, formacéo de biofilme, patogenicidade e viruléncia (Doering, 2009). Nas
mais diversas espécies de fungos, as paredes celulares sdo majoritariamente compostas por
glucanas, quitinas, quitosana, mananas, galactomananas e glicoproteinas. Entre as glucanas na
parede celular fungica, destacam-se as  (1,3); p (1,3) com B (1,4); B (1,6) e a (1,3)-glucanas,
todas sintetizadas por enzimas glucano-sintases. As quitinas sdo sintetizadas no citoplasma e,
subsequentemente, ddo origem a um filamento que transpassa a membrana plasmatica e a
parede celular (Free, 2013). H& muitas glicoproteinas que participam da formacdo e
estruturacdo da parede celular fingica. Como visto em Saccharomyces cerevisiae, Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa and Schizosaccharomyces pombe, tais
proteinas ainda desempenham func@es relacionadas a vias de sensoriamento, adesdo, aquisi¢do
de ferro e detoxificacdo de estresse oxidativo (Free, 2013).

Em A. fumigatus, especificamente, encontra-se em maior quantidade na parede
celular a B(1,3); B(1,3) com B(1,4) glucanas e quitinas. Este altimo ¢ encontrado em maior
abundancia e B(1,3) com B(1,4) glucanas é tratado como especifico para a parede celular em A.
fumigatus. Ainda nesta espécie, o ntcleo central da parede celular ¢ a ramificagdo  (1,3) ¢ B
(1,6) glucano que esta ligada a quitina por intermédio de uma ligaco 3 (1,4). Este nucleo central
é covalentemente ligado a galactomananas que sdo estruturas ramificadas compostas de uma

manana linear, com vérias repeticdes de uma unidade oligossacaridica de manose e uma cadeia
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curta do residuo B (1,5) galactofuranose. A quitina € um homopolimero de N-acetilglicosamina
conjugadas por ligagoes B (1,4), importante para a formagdo da parede celular e septos. Além
de ser encontrado em maior abundancia na parede celular de A. fumigatus (Latge et al., 1994;
Latgé et al., 2014).

Em S. cerevisiae as pequenas proteinas G Rholp, Rho2p e Rho5p estdo ligadas
diretamente & manutencdo da integridade da parede celular, sendo a Rholp o inicio da cascata
de ativagao da B (1,3) glucano sintase, formacdo de citoesqueleto e crescimento polarizado
(Levin, 2011). Em A. fumigatus rhol é um gene essencial e esta intimamente relacionado a
reparos de parede celular. As proteinas Rhol atuam no complexo 3 (1,3) glucano sintase, no
crescimento apical das hifas e, assim como em Aspergillus niger, as Rho GTPases sdo altamente

expressas frente a danos na parede celular (Dichtl, 2016).

1.5 — Mecanismo de acdo de compostos quimicos que afetam células eucaridticas

A anfotericina B € um antibi6tico macrociclico poliénico de atividade antifungica.
Este se liga ao ergosterol na membrana plasméatica das celulas fungicas, causando um
desarranjo e formando poros ou canais que alteram a permeabilidade celular. Os poros
ou canais formados permitem o extravasamento do contetdo intracelular, havendo perda de
pequenas moléculas (Goodman e Gilman, 2012).

Os antifungicos azoélicos inibem a acdo da enzima microssémica 14-a-esterol-
demetilase, enzima do citocromo P450 (CYP). Consequentemente, a biossintese de ergosterol
é comprometida havendo acimulo de 14-a-metilesterdis, o que causa um desarranjo na
membrana plasmatica da célula, impedindo o crescimento do fungo. Os azélicos podem ser
divididos em duas subclasses: os imidazdis (cetoconazol, miconazol, tioconazol) e os triazdis
(fluconazol, itraconazol, voriconazol) (Goodman e Gilman, 2012).

Cerulenina é um antifungico capaz de inibir sintese de acidos graxos e biossintese
de esteroides (Parrish et al., 1999).

Fitoesfingosina é um intermediério da biossintese de esfingolipidios nos fungos
com capacidade de inibir um precursor de biossintese de esfingolipidio no reticulo
endoplasmatico a glucana sintase (Goodman e Gilman 122 ed., 2012).

Miriocina é uma droga que interfere na biossintese de esfingolipideos pois se trata
de um inibidor especifico da enzima pamitoil transferase responsavel pela catalisacdo das
primeiras reacOes para a sintese do esfingolipideos (Kobayashi et al., 2005). A terbinafina é

uma alilamina sintética, uma classe de antifungicos com amplo espectro fungicida. Assim como
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os azolicos, a terbinafina acomete o ergosterol presente na membrana celular do fungo, inibindo
a esqualeno epoxidase, enzima chave na biossintese do ergosterol fungico, com a consequente
morte da célula fungica (Goodman e Gilman 122 ed., 2012).

Fluocitocinas sdo captadas por permeases seletivas para citosina na membrana da
célula fangica, onde é deaminado a 5-fluorouracil. Uma vez na célula, é convertido a 5-
fluorouracil-ribose monofosfato e em seguida convertido a 5-fluorouridina trifosfato e
incorporado no acido ribonucleico (RNA) ou convertido a 5-fluoro-2’-deoxiuridina-5’-
monofosfato, um potente inibidor da enzima timidilato sintetase. Por consequéncia, a sintese
de DNA é prejudicada (Goodman e Gilman 122 ed., 2012).

Brefeldin A é amplamente utilizada para estudos sobre transporte de proteinas uma
vez que é um metabolito de fungos que inibe o transporte proteico do reticulo endoplasmatico
para a o complexo de Golgi (Tse et al. 2007). Pode causar inibi¢do da secrecdo de proteinas e
a exposicdo prolongada a essa molécula pode causar apoptose em células cancerosas humanas
(Shao et al., 1996). O principal alvo do Brefeldin A sdo proteinas ADP-Ribosylation factor
(ARF), relacionada ao trafego de vesiculas, incluindo o transporte de proteinas (Randazzo et
al., 1993). A proteina ARF é uma GTPase que esta na sua conformacdo ativa quando ligada a
GTP (ARF-GTP) e inativa quando ligada a GDP (ARF-GDP). A ativacdo de ARF se d& por
proteinas GEF, da familia Sec7, que catalisa a mudanca de GDP para GTP. O complexo ARF-
GDP-GEF é o sitio de ligacdo para a BFA, que forma um complexo quaternario impedindo sua
ativacdo para ARF-GTP que é realizada por ARF-GAP (Mossessova et al., 2003).

A equinocandina é a classe de droga antiflingica que compreende produtos naturais,
sendo metabolitos secundarios de fungos e formados durante a fermentacdo. Sua atividade
bioldgica é a inibicdo do complexo enzimatico responsavel pela sintese de um polissacarideo
estrutural presente na parede celular fungica, o 1,3-f (1,3)-D-glucano. Este mecanismo
reduz a integridade estrutural da célula fungica, conferindo instabilidade osmotica e levando a
morte celular. A caspofungina e a anidulafungina sdo drogas pertencentes a esta classe,
aprovadas para uso clinico. Apresentam 0 mesmo mecanismo de acdo, diferindo apenas
guanto as propriedades farmacoldgicas (Goodman e Gilman, 122 ed. 2012).

Congo Red (Vermelho congo) é um corante diazo que se liga ao polissacarideo
quitina, componente da parede celular fungica. Essa ligacdo causa um desarranjo na estrutura
da parede celular (Herth, 1980).

Farnesol € uma molécula de quorum-sensing (QS) produzida por Candida albicans
e esta também presente em muitos éleos essenciais. Possui propriedade indutora de apoptose

ou parada no ciclo celular e devido a isso é estudada com interacdo de células de mamiferos,
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principalmente células cancerigenas. O QS inclui muito efeitos, porém o que desperta interesse
nos microbiologistas é a presenca deste composto no sobrenadante de culturas onde QS é um
processo de comunicacdo celular entre os microrganismos mediado pela densidade

populacional (Melnykovych et al., 1992).

1.6 - Modelo alternativo para analises de viruléncia Galleria mellonella

Para a analise e identificacdo de fatores de viruléncia em microrganismos
patogénicos, alguns trabalhos utilizam como modelo alternativo os invertebrados, como a
ameba de vida livre Acanthamoeba castellanii, o0 nematoide Caenorhabditis elegans, o inseto
Drosophila melanogaster e larva do inseto lepiddptero Galleria mellonella (Mylonakis et al.,
2005). Modelos vertebrados como os mamiferos sdo comumente aplicados na analise de
viruléncia de microrganismos patogénicos, porém sao de alto custo, com elevado tempo para

de manutencéo e geracao de resultados (Mylonakis et al., 2005).

O uso de insetos como modelos de infecgdo fornece uma alternativa valiosa.
Comparado com outros hospedeiros ndo vertebrados, tais como 0s nematodos, 0s insetos tém
um sistema relativamente avancado de defesas antimicrobianas e sdo assim mais suscetiveis a
produzir informagco relevante no processo de infec¢do, assim como ocorre com os mamiferos
(Ramardo et al., 2012). G. mellonella possui um complexo sistema imunolégico inato
semelhante ao dos mamiferos. As células da hemolinfa sdo capazes de fagocitar ou encapsular
invasores microbianos, e as respostas humorais incluem a producdo induzivel de lisozima e
pequenos peptideos antibacterianos. Além disso, sdo encontradas analogias entre as células
epiteliais do intestino das larvas de insetos e as células intestinais dos mamiferos (Ramaréo et
al., 2012).

G. mellonella pertence a Ordem Lepidoptera, cujo ciclo compreende o ovo, a larva,
a pupa e o adulto que em média dura 10, 30, 15 e 10 dias a 25° C, respectivamente. Portanto, a
fase larval é a mais longa durante o ciclo de vida holometabolo. Importante fase para
proporcionar seis instares, a fim de garantir a formacéo de 6rgéos e preparacdo para a pupa
(Realpe et al., 2007).

No meio ambiente, este inseto &€ hospedeiro de colmeias escuras e de baixa
ventilacdo, com o objetivo de se beneficiar dos produtos fornecidos por abelhas, como mel e

cera. Anualmente, estima-se que apicultores dos Estados Unidos perdem 5 milhdes de dolares
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devido a infestacdo de G. mellonella que apresentam rapido desenvolvimento e alta produgéo
de ovos do inseto (Mid-Atlantic Apiculture Research and Extension Consortium - MAAREC,
2000). Realpe e colaboradores (2007) relatam que 50 pares (25 machos e 25 fémeas) de G.
mellonella incubados a 25°C tem potencial de produzir aproximadamente dez mil ovos e o
namero de producdo de ovos aumentam a partir do aumento da densidade populacional.
Podendo, assim, chegar a 60 mil ovos se houver aproximadamente 150 pares de G. mellonella.
Ainda, 0s mesmos autores estimam que apds a ovipostura, 96,5% dos ovos eclodem e chegam

a fase adulta.

Para Mylonakis e colaboradores (2007), o modelo alternativo utilizando o sexto
instar da larva de G. mellonella é de manutencéo relativamente facil e rapida, reduzindo assim
a utilizagcdo de animais vertebrados para testes com a mesma finalidade. G. mellonella esta
sendo utilizada em pesquisas com fungos patogénicos, além de existir a possibilidade de avaliar

a eficécia de tratamento com diversos antifingicos.

O fungo filamentoso A. fumigatus é clinicamente importante com a capacidade de
causar aspergilose invasiva e altas taxas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos.
Slater e colaboradores (2011) relatam que a viruléncia de mutantes de A. fumigatus tem sido
tradicionalmente avaliada utilizando mamiferos. Porém, o modelo de viruléncia com larvas do
sexto instar de G. mellonella mostraram alta similaridade com o perfil de viruléncia em
mamifero. Os autores pontuam, ainda, que a triagem de A. fumigatus geneticamente
modificados sdo importantes para reduzir significativamente o nimero de mamiferos

necessarios para avaliar as alteracdes no perfil de viruléncia.
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2 - Objetivos
2.1 - Objetivos gerais

O objetivo do presente trabalho é a caracterizacdo fenotipica e funcional dos genes
que codificam as proteinas ADP-ribosylation factors (ARF) em A. fumigatus.

2.2 - Objetivos especificos

(i) Obter e caracterizar macro e micro-morfologicamente as linhagens arfA, arfB e arlA
deletadas de A. fumigatus;

(i) Caracterizar o perfil de viruléncia das linhagens ARF-deletadas no modelo experimental
eucarioto alternativo Galleria mellonella;

(iii) Caracterizar o perfil de sensibilidade das linhagens ARF-deletadas na presenca de
diferentes drogas (antifungicos, estresse oxidativo, dano a parede e membrana celular fungica,
entre outras);

(iv) Caracterizar o nivel de expressdo génica dos genes, arfA, arfB e arlA frente a diferentes
classes de drogas antifingicas;

(v) Localizar as proteinas ArfA, ArfB e ArlA marcadas com GFP na célula de A. fumigatus.



MATERIAIS E METODOS
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3 - Materiais e Métodos
3.1 — Analises in silico dos genes codificadores das proteinas ARF em A. fumigatus

A busca das proteinas ArfA, ArfB e ArlA de A. fumigatus foi realizado utilizando
o banco de dados para sequéncias de proteinas “BLASTp search” no Basic Local Aligment
Search Tool/National Center for Biotechnology Information (BLAST/NCBI) utilizando as
sequéncias das proteinas ortologas em S. cerevisiae, Arfl/Arf2, Arf3 e Arll. Os alinhamentos
das sequéncias peptidicas ortdlogas foram realizados com o software Clustal Omega (EMBL

EBI — http://www.ebi.ac.uk./Tools/msa/clustalo/).

3.1 - Linhagens
As linhagens de A. fumigatus utilizadas e construidas neste trabalho estdo listadas
na tabela 01.

Tabela 01 - Genotipo das linhagens de A. fumigatus utilizadas no trabalho.

Linhagem Genotipo Organismo Referéncia
CEA17AakuB*®% Aku80::pyrG A. fumigatus Ferreira et al., 2006
CEA17AakuB**®%  Aku80::pyrG- A. fumigatus Ferreira et al., 2006
AarfB1 AarfB::pyrG A. fumigatus Este trabalho

AarfB2 AarfB::pyrG A. fumigatus Este trabalho
AarfBpyrG- AarfB::pyrG- A. fumigatus Este trabalho

AarlA2 AarlA::pyrG A. fumigatus Este trabalho

AarlA3 AarlA::pyrG A. fumigatus Este trabalho
AarlApyrG- AarlA::pyrG- A. fumigatus Este trabalho

AgcsAT0 AgcsA::pyrG A. fumigatus Kress et al., dados ndo publicados

AgcsA70pyrG- AgcsA::pyrG- A. fumigatus Kress et al., dados ndo publicados
AgcsAAarfBl AgcsA::pyrG-AarfB::pyrG  A. fumigatus Este trabalho

AgcsAAarfB2 AgcsA::pyrG-AarfB::pyrG  A. fumigatus Este trabalho
AgcsAAarlA2 AgcsA::pyrG-AarlA:pyrG A, fumigatus Este trabalho
AgcsAAarlA3 AgcsA::pyrG-AarlA::pyrG  A. fumigatus Este trabalho

arfB::GFP3 arfB::GFP A. fumigatus Este trabalho
arfB::GFP4 arfB::GFP A. fumigatus Este trabalho
arlA::GFP1 arlA::GFP A. fumigatus Este trabalho
arlA::GFP2 arlA::GFP A. fumigatus Este trabalho
PRX1 prx::GFP A. fumigatus Malavazi et al., dados néo publicados
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3.1.1 - Demais linhagens utilizadas

Tabela 02 - Gen6tipo das demais linhagens utilizadas no trabalho.

Linhagem Genotipo Organismo Referéncias
M.4 Ta his3A200 ura3-52 leu2Al o Winston et al.,
FY834 . S. cerevisiae
1j)s2A202 1995

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
D80dlacZAMI15 AlacX74 endAl recAl i
DH10B E. coli Grantet al., 1990
deoR A(ara,leu)7697 araD139 galU galK

nupG rpsL A-

3.2 - Isolamento do DNA gendmico de Aspergillus sp.

A extracdo do DNA gendomico de A. fumigatus foi realizada de acordo com
modificacfes do método descrito por Junghans e Metzlaff (1990). Culturas de A. fumigatus
crescidas em meio de cultura liquido por 16 h a 37°C foram filtradas em papel de filtro,
congeladas em nitrogénio liquido e trituradas em almofariz e pistilo estéril com nitrogénio
liquido. Cerca de 500 uL de tampao de extragdo de DNA gendmico foi adicionado ao micélio
triturado seguido da adicdo de igual volume de fenol:cloroférmio 1:1 (v/v). A mistura foi
homogeneizada por cerca de 10 min em agitador de tubos e centrifugada por 15 min a 12000 g.
O sobrenadante foi transferido para novo tubo e igual volume de cloroférmio foi adicionado.
Apdbs homogeneizacdo, foi centrifugado 5 min a 12000 g. O sobrenadante foi transferido para
novo microtubo e o DNA foi precipitado com a adi¢do de igual volume de isopropanol e
centrifugado 1 min a 12000 g. O pellet foi lavado com etanol 70% e apds a remogdo de todo o
etanol, o DNA foi eluido em agua ultrapura e tratado com 300 ng/ml de RNase por 1 h a 37 °C.
A concentracdo e a pureza do DNA foram determinadas em espectrofotdmetro de acordo com
Sambrook e Russell (2001) A integridade do material genético foi verificada por fracionamento
em gel de agarose 1%.

3.3 - Construcéao do cassete de delecéo Aarf::pyrG

A construcdo do cassete de delecdo dos genes arfA, arfB e arlA foram realizadas
segundo protocolo descrito por Malavazi e Goldman (2012). Neste, a construcdo ocorre pela
recombinacdo homologa in vivo em S. cerevisiae pela fusdo das sequéncias de DNA de interesse
no vetor pRS426. O esquema de construcdo do cassete de delecdo foi exemplificado na figura

6. O DNA gendmico da linhagem CEA174akuB*"® pyrG+ de A. fumigatus foi utilizado como
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molde para a amplificagdo dos fragmentos de aproximadamente 2 Kb das regides 5’ ¢ 3’ que
flanqueiam a regido aberta de leitura dos genes de interesse. A sequéncia de DNA contendo o
marcador genético de auxotrofia (pyrG - 1,9 Kb) foi obtido utilizando como molde o plasmideo
pCDAZ21. As reacdes de amplificacdo por PCR foram realizadas em volume final de 20uL
utilizando a DNA polimerase de alta fidelidade Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Fisher Scientific), 1 ug de DNA gendmico ou 200 ng de DNA plasmideal e 0,5 pL a
20 pmol de cada primer (especifico para cada construcdo — tabela 03). As amostras foram
submetidas ao ciclo de temperatura 94°C por 1 min, seguido de 35 ciclos de 94°C 30 seg, 56°C
10 seg, 72°C 30 segundos/Kb do fragmento a ser amplificado, finalizando com extensdo a 72°C
por 10 min.

As sequéncias de DNA amplificadas apresentam extremidades homdlogas entre si
e adicionalmente ao vetor pRS426, permitindo assim, a recombinacdo homdloga in vivo em S.
cerevisiae. O plasmideo pRS426 linearizado com BamHI e EcoRlI (figura 5) e as sequéncias de
DNA amplificadas por PCR foram fracionados em eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com SybrSafe (Invitrogen) e purificados com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), de acordo com as instrucées do fabricante. Para isso, as bandas correspondentes aos
fragmentos de interesse e ao plasmideo digerido foram recortadas do gel com bisturi
esterilizado e transferido para microtubos de 1,5 mL. O tampdo Membrane Binding Solution
foi adicionado em volume correspondente ao peso do fragmento de gel. Tampéo e gel foram
incubados em banho seco a 60°C até a completa dissolucdo da agarose. Em seguida transferidos
para colunas do kit e centrifugado a 16000 g durante 1 min. As colunas foram transferidas para
novos microtubos de 1,5 mL e adicionado em cada coluna 700 puL de Membrane Wash Solution
e centrifugado a 13000 g. Este passo foi repetido com 500 pL de Membrane Wash Solution a
13000 g por 5 min seguido de mais uma centrifugacdo a 13000 g por 1 min. A coluna foi
transferida para novo microtubo de 1,5 mL e o DNA foi eluido da coluna com 50 pL de dgua
ultra pura e centrifugagédo a 13000 g por 1 min.

A recombinacdo homéloga em S. cerevisiae (cepa FY834) foi realizada da seguinte
maneira: uma colonia isolada da levedura em meio de cultura YPD solido foi inoculada em 10
mL de YPD liquido e incubada a 30°C, 200 rpm por 16 h. Apéds, 5 mL foram transferidos para
200 mL de YPD liquido e incubados a 30°C, 200 rpm por 4 h. Em seguida a cultura foi
centrifugada a 3000 g por 7 min e o sobrenadante foi descartado. O sedimento foi lavado com
agua esterilizada e centrifugado a 3000 g por 5 min e ressuspendido em 1 mL de solu¢do TE
1x/LiOAc. Separadamente, 100 ug de DNA de esperma de tilapia (Promega) foi aquecido a
100°C e posteriormente mantido no gelo. Para a fusdo dos fragmentos e plasmideo linearizado,
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100 pL da solugdo TE1IX/LiOAc foi misturado a 100 ug do DNA de Tilapia e concentracdes
equimolares do plasmideo (digerido com enzimas de restricio BamHI e EcoRI) e dos
fragmentos 5’UTR, 3’UTR e pyrG. Apo6s, foram adicionados 600 pL de solugdo PEG 3350
40% / LiIOACc 1x e os tubos foram incubados a 30°C, 200 rpm durante 30 min. Apds a incubacéo,
70 uL de DMSO foram adicionados e uma nova incubacéo foi realizada a 42°C durante 15 min,
seguido de outra incubacdo em gelo por 2 min. O contedo dos tubos foram lavados com 700
pL de agua esterilizada e centrifugado a 13000 g durante 30 segundos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento plagueado em meio SC-URA" e incubado a 30°C. Como controle
positivo foi feita uma reacdo utilizando-se o plasmideo nao digerido e, como controle negativo,
uma reacao sem plasmideo e fragmentos.

Para comprovar a recombinacdo dos fragmentos e a correta formacéo do cassete de
delecdo, o DNA dos transformantes crescidos em meio de cultura SC-URA" foi extraido e a
fusdo dos fragmentos por recombinagdo in vivo foi verificada por PCR utilizando os primers
1 Fw e 6_Rv para cada respectivo gene (tabela 3). O clone positivo escolhido foi submetido a
uma PCR com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
a fim de amplificar o cassete de delecdo arfA, arfB e arlA. Os primers arfA_1 Fw e arfA_6 Ry,
arfB_1 FwearfB_6 RvearlA_1 Fw earlA_6 Rv foram utilizados, respectivamente (tabela 3).
O DNA amplificado foi fracionado em gel de agarose 1%, corado com Sybr Safe® (Invitrogen)
e as bandas purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)

seguindo protocolo do fabricante.

3.4 - Construcédo do cassete arf::GFP

As construgdes dos cassetes dos genes arfA, arfB e arlA fusionadas com o gene
GFP foram realizadas segundo protocolo descrito por Malavazi e Goldman (2012) e ja descrito
no item “Construcdo do cassete de delecdo Aarf::pyrG”. Neste, a sequéncia de DNA contendo
0 GFP e o marcador auxotrofico para pyrG foi amplificado utilizando como molde a linhagem
PRX1 de A. fumigatus (Malavazi et al., dados nédo publicados).

A comprovacdo da recombinacdo dos fragmentos de DNA pela levedura no
plasmideo pRS426 foi realizada por PCR com a enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermo Fisher Scientific) seguindo o protocolo descrito anteriormente. Os primer
utilizados foram arfB_1GS Fw e arfB_6 Rv e arlA_1GS Fw e arlA_6 Rv (tabela 3) para as
fusbes arfA::GFP, arfB::GFP e arlA::GFP, respectivamente.
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Figura 05 - pRS426. Representacdo esquematica do vetor pRS426 utilizado no protocolo de fusdo por
recombinacdo homologa in vivo em S. cerevisiae para a construgdo dos cassetes de delecdo de arfA, arfB e arlA e

de fusdo com GFP (http://biovector.axybio.com/uploads/vector/pRS426.png).

arf 7Fw arf 1Fw arf start Fw arf 5Fw

=

art 2Rv ~ stop Rv

CEA17AakuBk80 pyrG+

pyrG = 2kb
pRS426
arf 3Fw
pyrG = 2kb
arf 4Rv
pCDA21

Figura 06 - Construcéo do cassete de delecdo. Representacdo esquematica dos fragmentos amplificados por
PCR para a construcdo do cassete de dele¢do e a recombinagdo homdloga in vivo. UTR, untranslated region.
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arf 1GS Fw arf 5G Fw

‘ UTR 5’ =2kb arf =900 pb ’

ﬂ arf 2G Rv ﬂ arf 6 Rv
CEA17AakuB<8" pyrG+

arf = 900 5b< Eﬁn
GFP pyrG = 2,7kb
pRS426

GFP Fw

‘ GFP  pyrG =2,7kb UITR 3 »

PRX1::GFP pyrG Ry

Figura 07 - Construcdo dos cassetes arf::GFP. Representagdo esquematica dos fragmentos amplificados por
PCR para a construgdo do cassete de fusdo arfA::GFP, arfB::GFP e arlA::GFP e a recombinagdo homologa in vivo.
UTR, untranslated region.
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Tabela 03 - Primers utilizados neste trabalho

Primer Sequéncia (5' - 3") Amplicon
arfA 1 Fw GTAACGCCAGGGTTITTCCCAGTCACGACGTTCGAAAGATTGCTTGATCG 1.891 pb
arfA 2 Rw CGCATCAGTGCCTCCTCTCAGACAGAATtcTGGCGTAAACGAGTCTAAG i

arfA 3 Fw CCCTTTTCAGGTICACAACAGAATTCTGTICTGAGAGGAGGCACTGATGLG 1.904 pb
arfA 4 Fw GOATCTATGGCAGAGATTAAGAATTCGCCTCAAACAATGCTCTIC

arfA 5 Fw GAAGAGCATTGTTTGAGGCGAATTCACGAGAGGAAGAAACCCCG 1.992 gb
arfA 6 Rv GOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCATGGGGATTGGATTACAGC

arfA 7 Fw AGGCACGCTCAAGACATCC 152 pb -[SUTR
arfA start Fw ATGGGTCTCACCTTICTCGAA 782 pb
arfA stop Rv CTAAGAGTTGTTCGATTTCCT

arfA 1GS Fw GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTGATTCAAGAGCCAACCCG 1.882 pb
arfA 2G Rwv TGAAAAGTTCTICTCCTITACTCATTCCCCGTGTITCCAGAGTTGTTCGATTTCCTCAA

GFP_Fw GGAACACGGGGAATCGAGTAAAGGAGAA 2.636 pb
pyrG_Rv GATATCGAATTCGCCTCAAAC

arfA 5GFw GITIGAGGCGAATTCGATATCCGACGAGAGGAAGAAACCC 1.868 pb
arfA 6 Rv GOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCCATGGGGATTGGATTACAGC

Primer Sequéncia (5' - 3") Amplicon
arfB 1 Fw GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGAAGAGGCTGTTTGGACGGE 1.876 gb
arfB 2 Rv CGCATCAGTGCCTCCTCTCAGACAGAATtcGTTGACTAGCGTAAGGCGA

arfB 3 Fw TCGCCTTACGCTAGTCAACGAATTCTGTCTGAGAGGAGGCACTGATGCG 1.904 pb
arfB 4 Rv TGGACGCGGGACATAAGAAGAATTCGCCTCAAACAATGCTCTTC

arfB 5 Fw GAAGAGCATTGTTIGAGGCGAATTCTTICTTATGTCCCGCGTCCA 1.826 pb
arfB 6 Rv GOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTTIGCATGTAGAGTATCAGCC

arfB 7 Fw AAGTAAGTACGCTGACATGC 120 pb --[SUTR
arfB _start Fw ATGGGTGGACAAGTTTCGAA 808 pb
arfB_stop Rv TTACTTCTGGGGCTGAGTC

arfB 1GS Fw TGAAAAGTTCTICTCCTITACTCATTCCCCGTGTTCCCTICTGGGGCTGAGTCTTG 1.956 pb
arfB 2G Rv GTTTGAGGCGAATTCGATATCTTCTTATGTCCCGCGTCCA

GFP_Fw GGAACACGGGGAATCGAGTAAAGGAGAA 2.636 pb
pyrG_Rv GATATCGAATTCGCCTCAAAC

arfB 5G Fw GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGCAGCTTICCCATGTGAGC 1.824 pb
arfB 6 Rv GOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTTIGCATGTAGAGTATCAGCC

Primer Sequéncia (5' - 3") Amplicon
arld 1 Fw GTAACGCCAGGGTTTTCCAGTCACGACGAAACGCAAGAGTACTGAGG 1817 gb
arlA 2 Rw CGCATCAGTGCCTCCTCTCAGACAGAATtcTGTTGTGAACCTGAA A AGGE

arld 3 Fw CCCTTTTCAGGTTICACAACAGAATTCTGTCTGAGAGGAGGCACTGATGLG

arlA 4 Rv GGATCTATGGCAGAGATTAAGAATTCGCCTCAAACAATGCTCTIC

arld 5 Fw GAAGAGCATTGTTITGAGGCGAATTCTTAATCTCTGCCATAGATCC 1755 gb
arlA 6 Rv GOGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTTGACTGOGATCTGGATCC

arlA 7 Fw CAATGTCAACAACGCATGC 152 pb -[SUTR
arlA_start Fw ATGGGAGGCTCGCTGTCA 854 pb
arlA_stop Rv TTATGCGTTCTCCGCTTGA

arld 1GS Fw GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGATGGCTAAAGCGOGATCCCAG 1.906 pb
arlA 2G Rv TGAAAAGTTCTTICTCCTITACTCATTCCCCGTGTTCCTTATGOGTTCTCCGCTTGA

GFP_Fw GGAACACGGGGAATCGAGTAAAGGAGAA 2.636 pb
pyrG_Rv GATATCGAATTCGCCTCAAAC

arldA 5G Fw GTTTGAGGCGAATTCGATATCTTAATCTCTGCCATAGATCC 1755 gb

arlA 6 Rv

GOGGATAACAATTTCACACAGGAA ACAGCTTGACTGCOGATCTGGATCC
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3.5 - Extracdo de DNA de levedura

As leveduras de S. cerevisiae foram inoculadas em 10 mL de meio SC-URA-
liquido e incubadas a 30°C sob agitacdo 150 rpm (Shaker Ecotron — Infors HT - Switzerland)
durante 48 horas. Apds, as leveduras foram coletadas por centrifugacdo a 2000 g e
ressuspendidas em 1 mL de tampdo de extracdo de DNA gendmico. A extracdo foi realizada
utilizando pérolas de vidro (Sigma Aldrich®) e agitacdo mecénica durante 10 minutos. O
material foi transferido para novo microtubo sem as pérolas de vidro e 0 mesmo volume de
fenol (Sigma Aldrich®) e cloroférmio (JT Baker®) 1:1 (v/v) foi adicionado seguido de agitagdo
mecanica por 10 minutos. O microtubo foi centrifugado a 13000 g durante 15 minutos, a fase
aquosa (superior) foi transferida para um novo microtubo e, a esta, foram adicionados 540 pL
de isopropanol (JT Baker®). O tubo foi homogeneizado suavemente (por inversdo) e
novamente centrifugado a 13000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 300 pL de etanol 70% e centrifugado a 22000 g durante 1 minuto. O sobrenadante
foi removido e apds secagem a temperatura ambiente, o precipitado foi ressuspendido em agua
ultrapura. O DNA foi tratado com 300 ng/mL de RNase (Pure Link A -Invitrogen™ Thermo
Fisher®) a 37°C, durante 1 hora.

3.6 - Eletrotransformacéo em E. coli

A eletrotransformacdo foi realizada pela descarga elétrica de 200 kV (Gene
PulserXcell — BIO-RAD) em cubetas de eletroporacao com células eletrocompetentes de E. coli
(DH100 - tabela 2) e 5 pg do DNA total de S. cerevisiae contendo o vetor com o cassete de
delecdo ou de fusdo. Em seguida foram adicionados 800 pL de meio de cultura LB liquido e
transferido para microtubos para incubacdo a 37°C, agitacdo constante de 200 rpm (Shaker
Ecotron — Infors HT - Switzerland) por 1 h. Ao término do periodo de incubagdo, 100 uL da
suspenséao foram inoculados na superficie de meio de cultura LB s6lido acrescido de 50 pg/mL
de ampicilina e incubados a 37°C por 24 h a fim de selecionar células de E. coli que conseguiram
incorporar o vetor transformado.

As coldnias isoladas crescidas no meio LB sélido com ampicilina foram inoculadas
em 20 mL de meio LB liquido com 50 pg/mL de ampicilina e incubados a 37 °C, 150 rpm
(Shaker Ecotron — Infors HT — Switzerland) por 16 horas. Apo6s o periodo de incubagdo, 700
uL das células foram aliquotadas em tubos de 1,5 mL acrescidos de glicerol 10% e armazenados
em — 80 °C.
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3.7 - Extracdo DNA plasmideal de E. coli e amplificacdo por PCR convencional

O DNA plasmideal (pDNA) foi extraido da E. coli com o kit Pure Yield Plasmid
Miniprep System (PROMEGA) seguindo as normas do fabricante. As células de E. coli com o
plasmideo portando o cassete arf 5’UTR::pyrG::arf 3’UTR foram centrifugados a 2500 g por
10 min, o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 600 pL de agua. O contetdo
foi transferido para um novo microtubo juntamente com 100 pL de lysis buffer,
homogeneizado, e em seguida acrescido de 350 pL de Neutralization Solution e centrifugado
em velocidade maxima por 3 min. O sobrenadante foi transferido para uma minicoluna onde
foi centrifugado por 15 segundos. Em seguida, foram adicionados na coluna 200 pL de
Endotoxin Removal Wash e centrifugado em velocidade méxima por 15 segundos. Apds
descartar o efluente foram adicionados na coluna 400 puL de Column Wash Solutione e
centrifugado por mais 30 segundos. A minicoluna foi transferida para um novo microtubo e
adicionada o volume 30 pL de Elution Buffer seguido de incubacéo por 1 min em temperatura
ambiente. O DNA foi eluido pela centrifugacdo final de 15 segundos em velocidade maxima.

Realizou-se PCRs convencionais para amplificar os cassetes de delecdes dos
vetores, utilizando os primers arf_1 FW e arf_6 Rv, respectivos a cada gene (Tabela 3) e a
enzima Phusion High - Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), conforme
indicado pelo fabricante. Os amplicons de tamanho aproximado a 6 kpb foram removidos do
gel de agarose 1%, com auxilio de um bisturi. Ap6s, as amostras foram purificadas com o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System — Promega, conforme descrito pelo fabricante.

3.8 - Transformacdo em A. fumigatus

Conidios de A. fumigatus da linhagem CEA17(pyrG) AdakuB*® (1x10’
conidios/mL) foram inoculados em 50 mL de meio de cultivo YG+UU liquido e incubados a
37°C com agitacdo constante de 180 rpm (Shaker Ecotron — Infors HT - Switzerland) por 16 h.
O micélio foi coletado por centrifugacdo (1500 g por 5 min), ressuspenso em solucdo de
protoplastizacdo e incubado a 30°C sob agitacdo constante de 80 rpm (Shaker Ecotron — Infors
HT - Switzerland) e por 2 h para a digestdo parcial da parede celular do fungo. Apos, o material
foi filtrado em I& de vidro esterilizado, diluido com 1 volume da solugdo STC1700 gelado e
incubado por 10 min em banho de gelo. Centrifugado a 1500 g durante 10 min a 4°C e lavado
duas vezes com a solugdo STC1700 gelada. Os protoplastos foram ressuspensos em 1 mL da
solugdo STC1700 gelada e aliquotas de 100 — 150 pL foram incubadas durante 20 min em
banho de gelo com 5 a 10 pg de DNA (cassete de delecdo/fusdo). Apos este periodo, foi



Materiais e Métodos 27

adicionado 1 mL da solugdo PEG 4000, gentilmente homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente por 20 min. A suspenséo de protoplastos foi inoculada em 15 mL de meio de cultura
top Agar (1% Agar (p/v) contendo estabilizador osmotico e selecéo).

Para obter as linhagens arfB::GFP e arlA::GFP foram utilizadas as linhagens
AarfB::pyrG- e AarlA::pyrG-, respectivamente, a fim de haver a recombinagdo homoéloga dos
cassetes de fuséo no locus do gene das respectivas linhagens deletadas.

3.9 - Caracterizacao da dele¢do/fusdo por PCR-diagndstico

Os transformantes obtidos em A. fumigatus, tanto das delecdes génicas quanto das
fusbes com GFP, foram purificados por trés passagens consecutivas de conidio de colénias
isoladas para novo meio de cultura YAG pela técnica de esgotamento e incubacdo a 37°C por
48 h. O DNA genbémico foi extraido a partir de micelio de acordo com Junghans e Metzlaff
(1990). Foram realizadas PCRs de verificacdo da recombinacdo (PCR-diagnéstico) com a
Phusion High - Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific). Para a caracterizagéo por
PCR-diagnostico da integracdo homologa no locus desejado, foram utilizadas duas
amplificacdes: (i) amplificacdo com primers com homologia a regido a montante (upstream)
ou a jusante (downstream) a sequéncia presente no cassete utilizado na transformacao, e (ii)
amplificacdo com os primers start e stop, a fim de verificar a presenca do gene no genoma da
linhagem transformada. A ndo amplificacdo do gene e a amplificacdo do cassete de delecdo no
locus génico evidenciaram o sucesso da recombinagdo homoéloga do cassete no genoma do

fungo.

3.10 - Analise fenotipica das linhagens arf deletadas
3.10.1 - Analise macromorfolégica

A andlise macroscopica foi realizada por meio da observacdo das caracteristicas,
como o aspecto, a cor, a superficie e o tamanho da coldnia gigante em meio de cultura solido.
As linhagens foram inoculadas em placa de Petri de 90 x 15 mm, contendo meio de cultura
YAG e incubadas a 37°C por 48 h. Apds este periodo, os conidios foram coletados com auxilio
de uma pipeta de Pasteur e agua destilada autoclavada e devidamente filtrado com seringa e 1a
de vidro autoclavada. Em uma placa de Petri de 150 x 15 mm contendo meio YAG, foram
inoculados 10 pL de conidios a 1x108 conidios/mL de cada linhagem no centro de cada placa e
incubado a 37°C por 96 h. O diametro das coldnias foi medido a cada 24 h até completar 96 h

de incubacdo. Foram realizadas trés replicas biologicas.
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3.10.2 - Analise micromorfoldgica

A andlise micromorfoldgica foi realizada pelo microcultivo dos conidios das
linhagens de A. fumigatus sobre uma fina camada (0,5 cm) de meio de cultura YAG sobre uma
lamina esterilizada. Acima do in6culo foi colocada uma laminula esterilizada e incubado em
camara Umida a 37°C por 24 h ou até a formacao das estruturas de reproducdo assexual em
camara Umida. Apos, a laminula foi removida e transferida para uma lamina contendo uma gota
de lactofenol azul de algoddo. Os conidios, conidioforos e hifas foram observados em
microscopia optica no aparelho Observer Z 1 (Carl Zeiss Jena, Alemanha), aumento de 400X e

capturados com a camera HDCE-X5 e com o auxilio do software Scoplmage 9.0.

3.11 - Teste de germinacao dos conidios de A. fumigatus

O teste de germinacdo dos conidios de A. fumigatus foi realizado a fim de avaliar o
potencial de germinagdo das linhagens deletadas, duplo mutantes e fusionadas ao GFP em
comparacdo com linhagem selvagem parental CEA17AakuB e,

Os conidios das linhagens testadas foram inoculados em placa de petri 90 x 15 mm
na concentragdo de 1 x 107 conidios/mL, contendo 15 mL de meio de cultura YG e 4 laminulas
de vidro esterilizadas, as quais foram ajustadas ao fundo da placa sem haver sobreposi¢do. As
linhagens foram incubadas a 37°C e as leituras foram realizadas a cada 2 h, até completar 8 h
de incubacdo. Cada laminula foi transferida para uma lamina e observado ao microscépio optico
Observer Z 1 (Carl Zeiss Jena, Alemanha) no aumento de 400X para a contagem de conidios
germinados e fotodocumentacdo por meio de uma camera (UI-1460LE - IDS) acoplada ao
microscopio e o respectivo software Scopelmage (Bioimager).

3.12 - Coloracéo de conidios germinados com o corante lipofilico FM4-64

Aproximadamente 1x107 conidios/mL de cada linhagem de A. fumigatus foram
inoculados sobre laminulas esterilizadas embebidas em meio de cultura MM e incubados a 30°C
por 16 h. Apos este periodo, os conidios germinados aderidos na laminula foram incubados por
dois minutos com 10 pg/mL de FM4-64 (Molecular Probes - Invitrogen®) em meio de cultura
MM liquido. Os conidios germinados aderidos na laminula foram lavados com novo meio de
cultura previamente aquecido a 37°C, e o material foi incubado a 37°C por 3 h ao abrigo da luz.
Apos este periodo, os germinantes foram visualizados em microscopio confocal (Leica TSC

SP8; Laboratério de Microscopia Confocal — LMMC), com objetiva de imersdo de 06leo
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(aumento de 63x) com laser 488 a 17% (excitacdo 470 nm e emissdo 550 nm) e zoom 5x. As
imagens foram analisadas com o software Leica Application Suite — Advanced Fluorescence
Lite 2.3.0 (LAS-AF Lite, Leica Microsystems, 1997-2010).

3.13 - Coloracao de conidios germinados com o corante Filipin

Aproximadamente 1x10’ conidios/mL de cada linhagem de A. fumigatus foram inoculados
sobre laminulas esterilizadas embebidas em meio de cultura MM e incubados a 30°C por 16 h.
Apbs este periodo, os conidios germinados aderidos na laminula foram incubados por cinco
minutos com 25 pg/mL de marcador de ergosterol Filipin (Molecular Probes - Invitrogen®) em
meio de cultura MM liquido. Os conidios germinados aderidos na laminula foram lavados por
trés vezes com PBS 1X. Apds este periodo, 0s germinantes foram visualizados em microscopio
confocal (Leica TSC SP8; Laboratorio de Microscopia Confocal — LMMC), com objetiva de
imersdo de 6leo (aumento de 63x) com laser 405 a 2% (excita¢cdo 470 nm e emissdo 550 nm) e
zoom 5x. As imagens foram analizadasanalisadas com o software Leica Application Suite —
Advanced Fluorescence Lite 2.3.0 (LAS-AF Lite, Leica Microsystems, 1997-2010).

3.14 - Microscopia eletronica de transmisséo dos conidios de A. fumigatus

As preparagdes das amostras foram feitas como descrito previamente por Walker et
al. (2008), com adaptacdes. Brevemente, os conidios foram coletados e fixados em tampéo PBS
0,1 M contendo glutaraldeido 2,5% (v/v) e incubados a 4°C por 24 h. As amostras foram entéo
encapsuladas em agarose de baixo ponto de fusdo 3% (p/v). Apés 24 h no processador de tecidos
Lynx, foi realizada a fixagcdo secundaria com 1% OsQOjs, contraste com 1% acetado de uranila,
desidratacdo com etanol e infiltracdo com acetato/Spurr. Uma infiltracdo adicional foi realizada
sob véacuo a 60°C antes da incorporacdo em capsula e polimerizacdo a 60°C por 48 h. Foram
usados cortes ultrafinos (60 nm) que foram preparados usando uma lamina de diamante
Diatome em um ultramicrotomo Leica UC6 e coradas com acetato de uranilo e citrato de
chumbo para analises das imagens obtidas com a camera AMT UltraVue acoplada ao
microscopio eletronico de transmissdo JEM-1400Plus (Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto- FMRP).
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3.15 - Analise do perfil de sensibilidade a variacfes de pH e temperatura

Uma suspensdo de conidios das linhagens deletadas AarfB1, AarlA2 e selvagem
CEA174akuB**® foi realizada pela semeadura por toda a superficie do meio de cultura YAG
em placas de Petri de 90 x 15 mm e incubado por 48 h a 37°C. A partir deste, suspensdes de
novos conidios foram obtidas e filtradas com 1& de vidro esterilizada para obter uma suspensao
pura de conidios. Cada suspensdo foi ajustada, com o auxilio de cAmara de Neubauer, na
concentragéo de 5 x 10° conidios/ mL. Apds, 5 UL de cada suspensdo foram pipetadas no centro
de placas de Petri de 90 x 15 mm contendo cada uma 20 mL de MM e pHs ajustados para 5,5;
6,5; 7,5 e 8,5. Uma placa de cada linhagem e nos diferentes pHs foram incubadas a 28, 37 e
45°C. O didmetro de cada col6nia foi medido a cada 24 h por até 96 h de incubacéo. Foram
realizadas duas réplicas bioldgicas e cada uma em duplicata.

3.16 - Teste de sensibilidade por diluicdo em &gar pela técnica drop out

Para a realizacdo do teste de sensibilidade por diluicdo em &gar foi utilizado placa
de Petri 150 x 15 mm contendo 40 mL de meio de cultura MM com pH 6,5. As drogas diluidas
no meio de cultura foram anfotericina B (750 ng/mL), anidulafungina (15 ng/mL), congo red
(100 pg/mL), calcofluor white (75 pg/mL), caspofungina (25 pg/mL), cetoconazol (8 pg/mL),
farnesol (2 mM), fitoesfingosina (600 ng/mL), 5-flucitosina (1,5 ng/mL), itraconazol (250
ng/mL), lovastatina (2 pug/mL), menadiona (4 pM), miriocina (20 pug/mL), brefeldin A (40
pg/mL), terbinafina (25 ng/mL), higromicina B (0,1 mg/mL) e higromicina B-KCI (0,1 mg/mL
— 1mM) (tabela 4).

Os conidios das linhagens deletadas, duplo mutantes e fusionado ao GFP, além da
linhagem selvagem foram coletados de cultura de 48 horas em meio YAG, filtrados em & de
vidro esterilizada e suas concentragdes ajustadas por dilui¢do seriada para as concentracdes de
1x108, 1x107, 1x108, 1x10° e 1x10* de conidios/mL. 5uL de cada diluicdo de conidios foram
pipetados de forma ordenada sobre o meio de cultura sélido (figura 8). As placas foram

incubadas a 37°C com leituras a cada 12 horas e fotodocumentacdo em 48-72 h.
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Figura 08 - Teste de sensibilidade por diluicdo em &gar pela técnica drop out. Representacdo do esquema de
distribuicdo das linhagens testadas e as respectivas concentra¢fes em placa de Petri 150 x 15 mm.

Tabela 04 - Drogas utilizadas nos testes de sensibilidade por diluicdo em agar pela técnica drop

out.

Drogas Alvos Diluentes Fabricantes Concentracdes experimentais
Anfotericina B Lipidios DMSO Sigma 350ng/mL, 450ng/mL e 750ng/mL
Anidulafungina Parede celular dgua Pfizer 10pg/mL., 15ug/mL e 20ug/mL

Brefeldin A Via de transporte vesicular ETOH Sigma 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL.
Caspofungina Parede celular dgua Sigma 15pg/ml., 20pg/ml e 25ug/ml
Congo Red Parede celular dgua Dinamica 100 pg/ml.
Calcofluor Parede celular KOH (0,5%), glicerol (83%) e 4gua Sigma 75pg/mL
Farnesol Dane oxidativo Sem diluicdo Sigma 2mh
Fitoesfingosina Lipidios ETOH Sigma 300pg/mL e 600ug/mL
S-flucitocina  Sintese de dcidos nucléicos dgua Sigma 1.5ng'mL
Itraconazol Lipidios HCIOIN Sigma 350 ng/ul
Lovastatina Parede celular ETOH Sigma 4pg/ml. e 2pgiml.
Menadiona Dano oxidativo ETOH Sigma 4pM
Miriocina Lipidios metanol Sigma 20pg/mL e 25pg'ml

Terbinafina Lipidios DMSO Sigma 10ng/mL., 25ng/mL, 100ng/mL e 200ng/'mL
Higromicina Dano inespecifico Sem diliicio Sigma 0.lmg/'ml

Higromicina / KCl Dano inespecifico Sem diluicdo Sigma 0.1mg/ml/ lmM

3.17 - Biomassa de Biofilme

Os conidios das linhagens deletadas, duplo mutantes e fusionado ao GFP, além da

linhagem selvagem foram coletados de cultura de 48 h em meio YAG e filtrados em |a de vidro

esterilizada e adicionados em meio de cultura RPMI 1640 tamponado na concentracdo final de

1 x 10° conidios/mL. 200uL foram transferidos para cada pogo da placa acrilica de 96 pogos e

incubadas a 37 °C por 24 h. Apoés esse periodo, o sobrenadante de cada poco foi removido por

pipetagem e lavado trés vezes com PBS 1X autoclavado. Para quantificagdo dos biofilmes, foi

utilizado o método colorimétrico de determinacdo da biomassa fungica por coloracdo com
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cristal violeta de acordo com o descrito por Silva et al. (2009). Brevemente, o biofilme foi
fixado com metanol por 15 minutos e corados com solucdo de cristal violeta (1%) por 2 min.
Os pocos foram lavados duas vezes com PBS para a remoc¢édo do excesso de corante. O corante
incorporado pelo biofilme foi removido pela incubacdo com acido acético (33%) por 5 min. O
sobrenadante foi transferido para nova placa de 6 pocos e a absorbancia de cada po¢o medida
em espectrofotometro de microplacas (Epoch-BioTec), cujo comprimento de onda foi de 570
nm. Todas as placas possuiam sempre uma coluna sem indculo, utilizados como controle

negativo. Foram realizadas trés réplicas biologicas e cada réplica em triplicata.

3.18 - Teste de viruléncia em Galleria mellonella

Para caracterizar o perfil de viruléncia das linhagens deletadas frente a linhagem
selvagem CEA17AakuB*‘® adotou-se o protocolo segundo Renwick (2006) onde foram
utilizadas larvas da espécie Galleria mellonella. Neste trabalho as larvas foram mantidas a 28°C
no escuro, em recipiente de vidro (30 cm altura x 20 cm largura) com capacidade de 2 L. As
larvas foram mantidas com acesso a racdo (até alcangcarem o sexto instar, cujo peso esta entre
200 mg a 250 mq). A racdo utilizada é composta de 200 g de cera de abelha, 96 g de leite em
po, 188 g de extrato de levedo, 385 g de fuba, 416 mL de mel, 160 g de soja triturada e 300 mL
de 4gua. Os componentes da racdo foram misturados no fogo alto e devidamente autoclavado.
Apos o completo desenvolvimento, as larvas foram privadas da alimentacdo e separadas em
grupos de 10 unidades em placa de Petri de vidro para cada linhagem e PBS, que foi usado
como controle da inoculacéo.

Os conidios das respectivas linhagens a serem analisadas foram coletados com agua
esterilizada de cultivo de 48 h a 37°C em YAG e filtrados em miracloth esterilizado. 1 x 102
conidios foram ressuspendidos em 2 mL de meio de cultura YG acrescido de 5% de soro fetal
bovino (Cultlab) e incubado a 37°C por 4 h. Apds, 1 mL do meio de cultura com os conidios
foi transferido para tubos de 1,5 mL e centrifugado por 2 min a 10000 g. O meio de cultura
sobrenadante foi descartado e subsequente adicionado 500 pL de PBS 1X.

Para a infeccéo artificial em larvas de G. mellonella foi utilizado micro seringa de
Hamilton para cromatografia gasosa modelo 7000.5KH de volume de 10 pL. Para cada larva
inoculou-se no centro da ventosa da Ultima pré-pata direita 5 pL de conidios na concentracdo
final de 2 x 108 conidio/mL. O mesmo foi feito para o controle com apenas PBS 1X. Entre as
infeccdes, uma rigorosa bateria de lavagem na pipeta de Hamilton foi realizada: 3 vezes com

hipoclorito de sodio, etanol 70% e agua autoclavada. Todos os passos foram feitos utilizando
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bico de Bunsen. Apds a infeccdo as larvas foram incubadas em placa de Petri de vidro a 37°C
privada de racdo e iluminagdo direta. Durante todo o periodo experimental e a cada 12 h as
larvas foram retiradas da pré-pupa a fim de retardar sua metamorfose. Os dados foram anotados
diariamente. Foram realizadas trés replicas biologicas do experimento com o n de 10 larvas por

condicdo em cada experimento.

3.19 - Remocao do gene pyrG das linhagens arf deletadas

O gene pyrG codifica a enzima orotidina monofosfato descarboxilase (OMP
descarboxylase) que participa da biossintese de pirimidinas (metabolismo de nucleotideos).
Esta descarboxilase converte OMP em uracil monofostato (UMP). Assim, na presenga de 5-
FOA e UMP, ocorre a formagdo do metabdlito 5-fluoro-UMP, tdxico para a célula (figura 9).
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Figura 09 - Biossintese de pirimidinas — Metabolismo de nucleotideos. O gene pyrG expressa a enzima orotilato
descarboxilase (OMP decarboxylase) que converte OMP (orotilato) a UMP (uracil monofosfato). Imagem
adaptada de (Michels et al., 2000).

Por este motivo, é desencadeado na célula fungica um mecanismo de defesa,
havendo a expulséo do gene pyrG do genoma do organismo. Assim, para a obtencdo das
linhagens deletadas pyrG-, realizou-se o cultivo das linhagens cujos gendtipos eram
AarfB::pyrG+ e AarlA::pyrG+ em meio de cultura YAG+UU acrescido de 0,75 mg/mL de acido
5-fluoroorético (5-fluorouracil-6-carboxilico mono-hidrato de acido ou 5-FOA - Thermo

Fisher Scientific). O inoculo com os conidios foi realizado a partir de uma suspenséo de 1 x 10’
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conidios/mL na superficie do meio de cultura em formato de duas linhas perpendiculares e
incubados a 37°C por 72 h. A expulsdo do gene pyrG* (gene com a sua func¢éo preservada) do
material genético do fungo foi evidenciado pela emissao de setores a partir do inoculo realizado
na superficie do meio de cultura. Para evidenciar a inativacdo do gene pyrG (pyrG), os conidios
da regido distal de cada setor foram inoculados ordenadamente em placas de petri contendo
YAG e YAG+UU. Os conidios que ndo foram capazes de formar col6nia em meio de cultura
YAG e que se desenvolveram em meio YAG+UU foram selecionados para a realizacdo de
PCR-diagnostico a fim de comprovar a auséncia do gene pyrG. Os primers utilizados na PCR-
diagnostico foram: arfB_3 Fw e arf_4 Rv para a linhagem AarfB e com a linhagem AarlA pyrG
os primers arlA_3 Fw e arlA_4 Rv. Como controle da reacéo foi utilizado o DNA genémico da

linhagem AarfB::pyrG+ com os primers arfB_3 Fw e arfB_4 Rv (tabela 3).

3.20 - Microscopia de fluorescéncia para a Green Fluorescence Protein — GFP

Cerca de 1x10’ conidios/mL de A. fumigatus das linhagens arfB::GFP3, arlA::GFP1
e CEA174akuB"® foram inoculadas em 10 mL de meio de cultivo MM liquido em placas de
petri contendo laminulas esterilizadas (Knittel Glaser, 22x22 mm) e incubados por 16 h a 30°C
e protegido da luz. As laminulas foram transferidas para ld&mina de microscopia com 40 uL de
glicerol 40% em PBS 1X, seladas e higienizadas com alcool 70%. Para localizar as proteinas
ArfB::GFP e ArlA::GFP nas estruturas de reproducao assexual do fungo (conidiéforos), 5 pL
de uma suspensdo a 2x10% conidios/mL das linhagens arfB::GFP3, arlA::GFP1 e
CEA174akuB*® foram inoculados em microcultivo em MM sélido a 37°C por 24 e 48 h na
temperatura ambiente. As visualizacdes foram realizadas em microscopio de fluorescéncia
Nikon - Eclipse Ti (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — FCFRP USP)
com objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 60x) com CAM-GFP (ex 450/90 nm e em 500/50
nm). O tratamento das imagens foi realizado com o software de analise NIS-elements — AR
Advanced Research Fluorescence no formato 1024x1024, com zoom de 1x. Os processamentos
das imagens foram tratados com auxilio do programa Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems
Incorporated, CA)
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3.21 - Ensaios para a realizacdo de qPCR.
3.21.1 - Extracdo de RNA total

O micélio das linhagens de A. fumigatus foi filtrado a vacuo, lavado com &gua
destilada estéril e, imediatamente apds, congelado em nitrogénio liquido para evitar a
degradacdo do RNA e liofilizado por 8 h. O RNA foi extraido com o kit RNeasy Plant Mini
(Qiagen) seguindo as instrucbes do fabricante. Brevemente, o micélio liofilizado de cada
linhagem foi pesado e a massa de 15 a 45 mg foi utilizada para a extragdo do RNA total de cada
amostra. Foi adicionado nitrogénio liquido e quebra mecénica da parede celular do micélio com
0 auxilio de um bastdo. Apos, foram adicionados 450 pL de tampdo RTL/B-Mercaptoetanol e
misturado vigorosamente. O material foi filtrado em coluna QIlAshredder e o efluente
transferido para novo tubo de microcentrifuga e misturado a 0,5 volumes de etanol para
precipitar o RNA. Esta suspensdo com o RNA foi transferida para uma nova coluna (RNeasy
spin) e lavada com 350 pL de tampdo RW1. Neste passo foi realizado o tratamento com DNasel
(Qiagen) de acordo com as normas do fabricante. Apos, a coluna foi lavada com tampdo RW1

e RPE. O RNA total foi eluido em 20 pL de &gua ultrapura livre de RNase.

3.21.2 - Quantificacgéo e verificagdo da qualidade do RNA total

A quantidade do RNA total foi verificada no equipamento Nanophotometer
(Implen). A razdo das absorbancias A260/A280 (>2,0) e A260/A230 ( >1,7) foram utilizadas
como critério para verificar a pureza do material. A qualidade do RNA foi aferida pela
observagdo visual da razdo entre as subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal em gel de
agarose corado com brometo de etideo. A presenca das bandas intactas das subunidades 18S e
28S do RNA ribossomal (a intensidade da primeira banda cerca de duas vezes menor que a

segunda) foi usada como critério para verificar a integridade do RNA.

3.21.3 - Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA, 1 g do RNA total extraido de cada linhagem foi tratado
com a enzima RQ1 RNase Free DNase (PROMEGA) por 50 min a 37°C seguido da inativagéo
da DNase a 65°C por 10 min. Para a verificacdo da auséncia de contaminacdo com DNA ap0s
o tratamento com a DNase, o volume de 1 pL da reacdo com a DNase foi diluido dez vezes e 1
pL desta diluicdo foi utilizado para a g°PCR com os primers utilizados para amplificar o gene
que codifica a B-tubulina (tubC_FW e tubC_REV). As amostras sem deteccdo de sinal na gPCR
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foram utilizadas para a sintese de cDNA. Assim, os 9 pL restantes da reacdo com a DNase
foram incubados com 1 pL de 100 nM de oligo dT por 5 min a 70°C. Ap6s resfriamento a 4°C,
0 volume de 10 pL de reacdo do kit Improm-Il Reverse Transcriptase (PROMEGA) foi
adicionado em cada uma das amostras tratadas com o oligo dT. Esta reacdo foi incubada a 25°C
por 5 min, em seguida 42°C por 60 min e 70°C por 15 min. O volume final de 20 pL de cada
reacdo foi elevado para 45 uL com agua Nuclease-free (PROMEGA).

3.22 - PCR quantitativo (QPCR)

A PCR em tempo real ou PCR quantitativo (QPCR) € um método que permite a
quantificacdo das copias de DNA ou cDNA geradas a cada ciclo da reacdo, através de
fluoréforos que produzem um aumento no sinal de fluorescéncia em proporcao direta ao
numero de moléculas do produto gerado pela PCR. Neste trabalho, as reacdes da qPCR foram
realizadas utilizando a tecnologia SYBR® Green no equipamento Step One Plus — Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) com o Power Up™ SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems). Esta tecnologia para PCR quantitativo se baseia na afinidade do corante
fluorescente SYBR® Green por DNA fita dupla (dsDNA). Ao ocorrer a amplificacdo da
sequéncia alvo, o corante se liga nos sulcos das fitas duplas de DNA emitindo um sinal
fluorescente forte, facilmente reconhecido pelo aparelho (VanGuilder et al., 2008). Todas as
reacOes foram realizadas de acordo com instrucdes do fabricante.

A padronizagdo dos primers foi realizada a partir de uma matriz com doze
combinacg6es de concentracdo de primers que variou entre 100, 150, 300, 400, 500 e 600 nM
de cada primer, forward (FW) e reverse (REV) (tabela 5) usando para a reacdo 100 ng de DNA
gendmico (gDNA) de uma linhagem selvagem de A. fumigatus. A menor concentracdo dos
primers capaz de amplificar a maior intensidade de fluorescéncia foi selecionada para dar
seguimento na determinacdo da eficiéncia desses primers através do coeficiente da reta obtido
pelos valores de Quantification cycles (Cq) de seis dilui¢des seriais de 1:5, partindo de 300 ng
de gDNA de A. fumigatus. Assim, com os valores de Cq obtidos na qPCR para cada diluig&o,
foi tragado uma reta obtendo-se a curva e a eficiéncia do primer o qual os valores de R? mais
préximo possivel de 1 (100%) foram considerados ideais. Uma eficiéncia de 100% significa
que todo molde presente na reagdo se duplica apés cada ciclo térmico, entretanto, fatores como
0 comprimento, a estrutura secundaria e o conteudo do fragmento amplificado, podem
influenciar no valor da eficiéncia, portanto este valor para ser aceitavel, deve encontra-se entre
a faixa de 90-110 %.
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Tabela 05 — Combinacéo de concentragdes dos primers para gPCR para arfA, arfB, arlA, gcsA
e gpdA.

Mix Frimer Forward (nM) Frimer Reverse (nM)

1 100 100
2 100 150
3 100 300
4 150 100
5 150 150
6 150 300
7 300 100
8 300 150
9 300 300
10 400 400
11 500 500
12 600 600

A deteccéo de amplificagdo na qPCR utilizando-se o reagente Power Up™ SYBR®
Green Master Mix (Applied Biosystems) foi realizada com as condic¢des de termociclagem que
compreenderam uma etapa inicial a 50°C por 2 min, seguido de 10 min a 95°C e 40 ciclos de
15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C. Os primers usados no trabalho foram desenhados atraves
do software Primer Express 1.5 (Applied Biosystems, EUA). Foram utilizados primers
construidos especificamente para o gene normalizador housekeeping gpdA e dos genes de

interesse, arfA, arfB, arlA e gcsA (tabela 6).

Tabela 06 - Primers utilizados para gPCR dos genes arfA, arfB, arlA e gcsA.

"Primer" Sequéncia (5' - 3"
arfA_qPCR Fw CGTCGTGCTTGGTACATCC
arfA_qPCR Rv TCGATTTCCTCAACGCATC
arfB_qPCR Fw CACTGCCCGTATGGAAGAA
arfB_qPCR Rv TTCGCAAACACAAGCAACA
arlA_qPCR Fw GGGAGCTGCGAGATAGGAA
arlA_qPCR Rv TTCTCCGCTTGAAGGGTTT
gcsA_qPCR Fw AAGCACCTCCGATTCCTGTGA
gcsA_qPCR Rv AGAGAAAGTCTGTCGCGCAT
gpdA_gPCR Fw AACATCATTCCCAGCTCGAC
gpdA_gPCR Rv ACGTTGGAGGGTAGGAACACG

O célculo foi realizado conforme descricdo do fabricante e se baseia na derivagédo

da férmula 224CT, Os valores de Cq encontrados para cada primer foram normalizados e
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aplicados na formula 24T, encontrando-se a expresséo relativa dos genes. Os experimentos

foram realizados com duas réplicas bioldgicas e em duplicata.

3.23 — Potencial Zeta

Para avaliar o perfil do potencial de superficie das linhagens deletadas AarfBl e
AarlA2 frente a linhagem selvagem CEA17AakuB*“8 adotou-se o protocolo de Potencial Zeta,
segundo Wilson e colaboradores (2001).

Uma suspensdo em solugdo salina 1X na concentracio de 1 x 10® conidios/mL das
linhagens deletadas AarfB1, AarlA2 e selvagem CEA17AakuB** foi realizada a partir de uma
semeadura em meio de cultura YAG em placas de Petri de 90 x 15 mm e incubado por 48 h a
37°C. A suspensdo em PBS 1X foi transferida para a cubeta de cristal de eletroforese para
potencial zeta e todas as leituras foram realizadas no aparelho Zetasizer Nano (Malvern
Instruments). O experimento foi realizado a 25 °C em tréplica biol6gica e para cada réplica

foram realizadas 15 leituras de cada linhagem.

3.24 - Andlise estatistica

Analise estatistica para todos os resultados, exceto teste de viruléncia, foi baseada
no método t de Student com um intervalo de confianca de 95% com distribuicdo bicaudal e
variacdo igual para duas amostras. Valores de p inferiores a 0,05 (p < 0,05) foram considerados
significativos e o resultado foi considerado estatisticamente diferente.

Para o teste de viruléncia, adotou-se 0 método estatistico Log-rank (Mantel-Cox)
para avaliar a significancia das curvas de sobrevivéncia. Valores de p inferiores a 0,05 (p <

0,05) foram considerados significativos e o resultado foi considerado estatisticamente diferente.
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4 — Resultados
4.1 - Analises in silico das proteinas ARFs

Neste trabalho sdo estudados trés genes, arfA, arfB e arlA, em A. fumigatus que
codificam proteinas com o dominio ADP Ribosylation Factor. Estas proteinas sdo conservadas
em outros organismos eucariotos. Aqui € mostrado o alinhamento com as proteinas ARFs
ortdlogas em A. nidulans e no fungo leveduriforme S. cerevisiae (figura 10).

Neste alinhamento é observada a grande similaridade de sequéncia entre as
espécies, bem como entre os trés genes, além dos dominios conservados de miristoilagdo,
ligacdo e hidrdlise do GTP.

Como resultado da analise in silico, observou-se que as sequéncias peptidicas de
ArfA, ArfB e ArlA em A. fumigatus sdo 98%, 93% e 100% idénticas com as respectivas
proteinas ortdlogas em A. nidulans. Os alinhamentos de ArfA de A. fumigatus com os ort6logos
de ArfB e ArlA em A. nidulans e S. cerevisiae, bem como ArfB de A. fumigatus com os
ortdlogos de ArfA e ArlA em A. nidulans e S. cerevisiae e 0 alinhamento de ArlA em A,
fumigatus com ortdlogos de ArfA e ArfB em A. nidulans e S. cerevisiae, apresentam identidades
entre 47% e 76% (tabela 7).

Tabela 07: Andlises de similaridades das proteinas ArfA, ArfB e ArlA em A. fumigatus com
seus respectivos ortélogos em A. nidulans e S. cerevisiae

ArfA A, fumigatus ArfB A. fumigatus ArlA A, fumigatus

ArfA A, nidulans 98% 61% 58%
Arfl 5. cerevisiae 76% 56% 58%
Arf2 5 cerevisioe 76% 56% 56%
ArfB A, nidulans 61% 93% 52%
Arf3 5. cerevisiae 55% 61% 47%
Arla A, nidulans 56% 53% 100%

Arll 5, cerevisice 57% 55% BE%
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Figura 10 - Alinhamento da sequéncia de amino&cidos das ARFs de A. fumigatus, A. nidulans e S. cerevisiae.
O quadrado vermelho indica o motivo de miristoilacdo (Met-Gly-x-x-x-Ser/Thr). A seta azul indica sitio de ligacdo
do GTP e a seta verde indica sitio de hidrolise do GTP (informagOes retiradas de Lee e Shaw, 2008).
ArfA*Afulg11730, ArfB*AFUA_3G1280 e ArlA*AFUA_2G10980 representa ArfA, ArfB e ArlA de A
fumigatus. ArfA*AN1126.2, ArfB*AN5020.2 e ArlA*AN5912.2 representa ArfA, ArfB e ArlA de A. nidulans.
ARF1*S, cerevisiae e ARF2*S.cerevisiae sdo ortdlogos a ArfA de A. fumigatus. ARF3*S. cerevisiae e ARL1*S.
cerevisiae sdo ortologos a ArfB e ArlA de A. fumigatus, respectivamente.



Resultados 43

4.2 - Delecdo dos genes arfA, arfB e arlA em A. fumigatus

O estudo da funcéo dos genes arfA, arfB e arlA requerem a construgéo de linhagens
deletadas para os referidos genes. Assim, foram construidos os cassetes de delecgéo
arfA5’UTR::pyrG::arfA3°UTR, arfB5’UTR::pyrG::arfB3°’UTR e
arlA5’UTR::pyrG::arlA3°’UTR para serem transformados em uma linhagem selvagem de A.
fumigatus e recombinar homologamente nos loci dos genes arfA, arfB e arlA, respectivamente.
As transformag0es realizadas para a delegéo do gene arfA ndo geraram nenhuma coldnia, isto
é, nenhum transformante. Assim, inviabilizando a realizacdo da técnica da recuperacdo do
heterocario para comprovar a essencialidade deste gene para a vida de A. fumigatus. Contudo,
foi verificado por microscopia de campo claro na placa de transformacéo génica, utilizando o
cassete arfAS’UTR::pyrG::arfA3’UTR com a linhagem selvagem de A. fumigatus
(CEA17AakuB“® pyrG-) que os protoplastos recuperados em meio de cultura YAG acrescido
de sorbitol apresentaram tubo germinativo em 96 h de incubacdo a 37°C e estas células
germinadas nao progrediram no desenvolvimento (figura 11 B e D). Além disso, os protoplastos
controle (sem a transformacéo do cassete arfA5’UTR::pyrG::arfA3°’UTR) ndo apresentaram
tubo germinativo no mesmo periodo de incubacdo (figura 11 A e C). Assim, possivelmente a
presenca do cassete de delecdo com a marca auxotréfica pyrG permitiu o desenvolvimento do
fungo na auséncia de uridina e uracila no meio de cultura. Entretanto, a auséncia do gene arfA
inviabilizou a progressdo no desenvolvimento, isto €, desenvolver de tubo germinativo a uma
coldnia fungica. Portanto, é sugerido que arfA seja essencial para o desenvolvimento vegetativo
e assexual de A. fumigatus.

As transformacdes para a delecdo dos genes arfB e arlA na linhagem selvagem
CEA17AakuB*® pyrG- geraram 2 transformantes com recombinacio homdloga para cada
gene. A recombinacdo homdloga do cassete no locus de cada gene foi confirmada a partir de
PCR-diagnostico. Foi observado que houve a amplificacdo utilizando o primer com homologia
a regido upstream da sequéncia do cassete de delecdo (arfB_7 Fw ou arlA_7) em conjunto com
0 primer com homologia a regido 3° do gene pyrG (arfB_4 Rv ou arlA_4). Além disso, foi
verificado que o respectivo gene estava ausente do genoma da linhagem utilizando os primers
com homologia a regiéo inicial (arfB_start Fw ou arlA_start Fw) e terminal (arfB_stop Rv ou
arlA_stop Rv) de cada gene. Assim, foi observado que dois candidatos AarfB apresentaram
uma banda de 3.8 Kb e auséncia de banda que representa a amplificacéo de arfB (figura 12). Ja
os dois candidatos delta arlA apresentaram uma banda de 3.7 Kb e auséncia de banda que

representa a amplificagdo de arlA (figura 13).
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Neste trabalho foram obtidas linhagens duplo mutantes das dele¢6es dos genes arfB
e arlA com a delecdo do gene gcsA. Assim, os cassetes de delecdo de arfB e arlA foram
transformadas na linhagem AgcsA70 (AgcsA::pyrGY) (Kress et al., resultados ndo publicados).
Como resultado, foram obtidas duas linhagens transformantes AgcsA::pyrG- AarfB e duas
linhagens transformantes AgcsA::pyrG- AarlA. Nesta linhagens duplo-mutantes a
recombinacdo homdloga do cassete de delecdo no locus de cada gene foi verificada por PCR-
diagnostico, utilizando as mesmas combinacdes de primers empregadas para 0S mutantes
simples. Como resultado, foi obervado que houve amplificacdo do cassete de delecdo no
tamanho esperado e auséncia das amplificagdes dos genes arfB (figura 14) e arlA (figura 15)
em todos os transformantes testados.

Assim, foi observado que a auséncia de arfA impediu o desenvolvimento de A.

fumigatus enquanto que a auséncia de arfB, arlA e gcsA o desenvolvimento deste fungo.

/
©

e

C D

Figura 11 - Protoplastos controle e transformados com cassete de delecdo darf4. A. e C. Protoplastos da
linhagem selvagem CEA174akuB*®, inoculados em meio de cultura top Agar acrescido de sorbitol apds
protocolo de transformacgdo B. e D. Protoplastos da linhagem selvagem CEA17A4akuB*'®° apds protocolo de
transformagdo com o cassete de delecdo Aarf4. Microscopia de campo claro apés 96 h de incubagéo a 37°C. Seta
vermelha, tubo germinativo.
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1. 2.
Figura 12 — PCR-diagnostico para a confirmacéo da recombinacdo homoéloga e delecéo do gene arfB. 1.
primers arfB_start Fw e arfB_stop Rv para verificar a presenca do gene arfB (800 pb); 2. primers arfB_7 Fw e
arfB_4 Rv para verificar a presenca do cassete de dele¢do no locus do gene (3900 pb); a, linhagem AarfB1; b,
linhagem AarfB2; c, linhagem CEA174akuB ' (*), 1 Kb DNA ladder —( Promega). Gel de agarose 1% em TAE
1X corado com SYBR safe (Invitrogen).
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1. 2.
Figura 13 - PCR-diagnéstico para a confirmacédo da recombinacdo homéloga e delecdo do gene arlA. 1.
primers arlA_start Fw e arlA_stop Rv para verificar a presenca do gene arlA (800 pb) ; 2. primers arlA_7 Fw e
arlA_4 Rv para verificar a presenca do cassete de delecdo no locus do gene (4000 pb) a, linhagem AarlA2; b,
linhagem AarlA3; ¢, linhagem CEA174akuB*®;; (*), 1 Kb DNA ladder —(Promega). Gel de agarose 1% em TAE
1X corado com SYBR safe (Invitrogen).

a b c d * a b ¢ d

Figura 14 - PCR-diagnostico para a confirmagdo da recombinacdo homologa e dele¢do do gene arfB em
uma linhagem AgcsA pyrG-. 1. a, linhagens AgcsAarfBl; b, linhagem AgcsAarfB2; c, linhagem
CEA17AakuB*%; d, linhagem AgcsA70. 1 (a, b, ¢, d), primers arfB_7 Fw e arfB_4 Rv para verificar a presenga
do cassete de delecéo no locus do gene arfB (3900 pb) . 1 (e, f, g, h), primers arfB_start Fw e arfB_stop Rv para
verificar a presenca do gene arfB (800 pb); 2. (a, b, ¢, d), primers gcsA_5 Fw e gcsA_4 Rv para verificar a presenga
do cassete de delecdo no locus do gene gcsA (3900 pb); 2. (a, b, ¢, d). primers gcsA_start Fw e gcsA_stop Rv
para verificar a presenca do gene gcsA (1300 pb) (*) 1 Kb DNA ladder —(Promega). Gel de agarose 1% em TAE
1X corado com SYBR safe (Invitrogen).
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Figura 15 - PCR-diagnostico para a confirmacdo da recombinagdo homoéloga e delecdo do gene arlA em
uma linhagem AgcsA. 1. a, linhagens AgcsA arlA2; b, linhagem AgcsA arlA3; ¢, linhagem CEA17AakuB ; d,
linhagem AgcsA70. 1 (a, b, ¢, d), primers arlA_7 Fw e arlA_4 Rv para verificar a presenca do cassete de dele¢do
no locus do gene arlA (4000 pb); 1 (e, f, g, h), primers arlA_start Fw e arlA_stop Rv para verificar a presencga do
gene arlA (800 pb); 2 (a, b, ¢, d), primers gcsA_5 Fw e gcsA_4 Rv para verificar a presenca do cassete de delecéo
no locus do gene gcsA (3900 pb); 2 (a, b, ¢, d), primers gcsA_start Fw e gcsA_stop Rv para verificar a presenca
do gene gcsA (1300 pb) (*) 1 Kb DNA ladder —(Promega). Gel de agarose 1% em TAE 1X corado com SYBR
safe (Invitrogen).

1. 2.
Figura 16 — PCR-diagnostico para confirmar a inser¢do do cassete de complementagdo do gene arfB
fusionado ao GFP. 1. Amplificacdo da construgdo GFP::pyrG (2,6 Kb), utilizando os primers GFP_Fw e
pyrG_Ryv; a, linhagem arfB::GFP3; b, linhagem arfB::GFP4; c, controle negativo CEA17AakuB*"®° :d, controle
positivo linhagem prx::GFP. 2. Amplificacdo do cassete arfB::GFP (4,6 Kb), utilizando os primers arfB_1GS e
pyrG_Rv; a, linhagem arfB::GFP3; b, linhagem arfB::GFP4; c, controle negativo CEA17AakuBku80; (*)1Kb
Ladder (Sinapse Inc).
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1. 2.
Figura 17 — PCR-diagnéstico para confirmar a insercdo do cassete de complementacdo do gene arlA
fusionado ao GFP. 1. Amplificacdo da construgdo GFP::pyrG (2,6 Kb), utilizando os primers GFP_Fw e
pyrG_Rv;a,. linhagem arlA::GFP1; b, linhagem arlA::GFP2; ¢, controle negativo CEA174akuB*; d, controle
positivo linhagem prx::GFP. 2. Amplificacdo do cassete arlA::GFP (4,5 Kb), utilizando os primers arlA_1GS e
pyrG_Ruv; a, linhagem arlA::GFP1; b, linhagem arlA::GFP2; c, controle negativo CEA17AakuB*"®; (*)1Kb Ladder
(Sinapse Inc).

4.3 - Caracterizagdo macromorfoldgica das linhagens arf deletadas

As linhagens deletadas arfB (AarfB1, AarfB2), arlA (AarlA2, AarlA3), gcsA
(AgcsA70) e duplo mutantes deletadas gcsA arfB (AgcsAAarfB1, AgcsAAarfB2), e gcsA arlA
(AgcsAAarlA2 e AgesAAarlA3) foram submetidas a analise fenotipica macromorfolégica. Foi
observado que o aspecto, cor e superficie das coldnias gigantes de cada linhagem estéo
preservadas, como também observado para a linhagem selvagem parental CEA17AakuB %
(figura 18 e 19). Nas figuras 20 e 21, o diametro das colénias gigantes de cada linhagem que
foram medidos a cada 24 h até completar 96 h de incubagdo. Os didmetros das colénias das
linhagens deletadas arfB, gcsA e duplo mutantes deletadas arfB gcsA foram semelhantes entre
si em cada tempo do experimento (figura 19). Entretanto, o didmetro das colénias gigantes das
linhagens deletada arlA e duplo mutantes deletadas arlA gcsA foram menores que a linhagem
selvagem, selvagem parental CEA174akuB ¥ e AgcsA (p < 0,05) (figura 21). Neste trabalho,
observou-se que a linhagem AarlA e AgcsAAarlA apresentam reducdo do diametro de

crescimento
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CEAl1 7AakuBku80 AaljBl CEAl 7AakuB‘“‘3° AgCSA 70

AarfB2 AgesAAarfB1 AgcsAAarfB2
Figura 18 — Col6nia gigante das linhagens AarfB, AgcsA, CEA174akuB"® e duplo mutantes AarfBAgcsA.
1x108 conidios/mL das linhagens deletadas AarfB1, AarfB2, AgcsA, AgcsAdarfBl, AgcsAdarfB2 e selvagem
CEA174akuB*®, inoculados em meio de cultura YAG e incubados a 37°C por 48 h.
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Figura 19 - Diametro da col6nia gigante das linhagens AarfB, AgcsA, CEA174akuB*® e duplo mutantes
AarfBAgcsA. 1x10° conidios/mL das linhagens deletadas AarfB1, AarfB2, AgcsA, AgcsAdarfB1, AgcsAAdarfB2 e
selvagem CEA17AakuB*®, inoculados em meio de cultura YAG e incubados a 37°C por 48 h. p > 0,05.
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CEA17AakuB®™$0 AarlA2 CEA17AakuBs° AgcsA70

Aarl43 AgcsAAarld3 AgcsAAarlA4

Figura 20 — Coldnia gigante das linhagens AarfB, AgcsA, CEA174akuB*"®° e duplo mutantes AarlAAgcsA.
1x10° conidios/mL das linhagens deletadas Aarid2, AariA3, AgcsA, AgcsAdariA3, AgesAdarlA4 e selvagem
CEA174akuB"®, inoculados em meio de cultura YAG e incubados a 37°C por 48 h.
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Figura 21 - Diametro da col6nia gigante das linhagens AarfB, AgcsA, CEA174akuB " e duplo mutantes
AarlAAgcsA. 1x10° conidios/mL das linhagens deletadas AarlA2, AarlA3, AgcsA, AgcsAAarlA3, AgcsAAarlA4 e
selvagem CEA174akuB ¥, inoculados em meio de cultura YAG e incubados a 37°C por 48 h. p < 0,05.

4.4 - Caracterizacao micromorfoldgica das linhagens darfB e AarlA

Para a caracterizagdo micromorfoldgica das linhagens AarfB1, AarfB2, AarlA2,
AarlA3, AgcsAT70, AgesAAarfB1, AgecsAAarfB2 e a linhagem selvagem CEA174akuB*® foi
realizado o microcultivo a fim de avaliar estruturas de reproducao assexual do fungo (vesicula,
fidlides e conidios) (figura 22). Como resultado foi observado que as linhagens AarfB e
AgcsA70 ndo apresentam diferenca fenotipica quanto a estrutura do conidioforo, quando
comparado com a linhagem selvagem CEA174akuB*"®°. Foi também avaliada a producéo de
conidios onde as linhagens AarfB apresentaram cadeias mais longas de conidios em 24 h de



Resultados 50

desenvolvimento (figura 22). Os duplos mutantes AgcsAAarfB1 e AgcsAAarfB2 apresentaram
desestruturacéo do conidiéforo, bem como reducdo da quantidade de fidlide e, por conseguinte,
de conidios. Neste trabalho observou-se alteracdes nas estruturas dos conidiéforos a partir das

delecdes de arfB e dupla delecdes deste gene com gcsA (ARF-GAP).
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Figura 22 - Conidi6foros das linhagens darfB, AgcsA e AarfBAgesA em 24 h, 48 h e 72 h de incubag&o.
Microcultivo em meio de cultura YAG e incubacdo a 37°C. Microscopia de campo claro (aumento: 1000X) corado
com azul de lactofenol. Barra de escalas, 10 um.

Como resultado para as linhagens AarlA, nota-se majoritariamente conidiéforos
sem fialides em 24 h de incubacéo, o que se assemelha a linhagem selvagem e AgcsA70 para
este periodo (figura 23). Em 48 e 72 h de desenvolvimento, nota-se desestruturacdo no
conidiéforo, bem como redugdo na produgdo de fidlides e, em decorréncia disso, além da

reducdo na producgdo de conidios, comparado com a linhagem selvagem (figura 23). Nas
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linhagens duplo mutante AgcsAAarlA2 e AgcsAAarlA3, além da desestruturacéo do conidioforo
e reducdo de fidlides em todos os conidiéforos, houve a presenca de conidiéforos com o
desenvolvimento atipico das fialides (figura 23). Neste trabalho observou-se alteracdes nas
estruturas dos conidioforos a partir das delecGes de arlA e dupla delecdes deste gene com gcsA
(ARF-GAP).
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Figura 23 - Conidioforos das linhagens Adarld4, AgcsA e AarlAAgesA em 24 h, 48 h e 72 h de incubagéo.
Microcultico em meio de cultura YAG e incubacdo a 37°C. Microscopia de campo claro (aumento: 1000X) corado
com azul de lactofenol. Barra de escalas, 10 pm.

4.5 - Teste de germinacéo dos conidios das linhagens deletadas arfB e arlA

Diante da desestruturacdo dos conidiéforos evidenciados na auséncia das ARFs,
optou-se por verificar a etapa inicial de desenvolvimento das linhagens deletadas arfB (AarfB1
e AarfB2), arlA (AarlA2 e AarlA3), gcsA (AgcsA70), arfB gcsA (AgesAAarfBl e AgcsAAarfB2),
arlA gcsA (AgcsAAarlA2 e AgcsAAarlA3) e os genes arfB e arlA fusionados ao GFP
(arfB::GFP3, arfB::GFP4, arlA::GFP1 e arlA::GFP2) foi avaliada a taxa de germinacao, isto &,
a emissao do tubo germinativo dos conidios de cada linhagem a 37°C e em meio YG (figuras
25 e 26). Como resultado foi observado que em 2, 4, 6 e 8 h de incubacdo, a linhagem selvagem
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apresentou, respectivamente, 0, 20, 77,5 e 91,5% de conidios germinados (figuras 25 e 26). As
linhagens deletadas arfB arlA, gcsA, arfB gcsA, arlA gcsA, arfB::GFP e arlA::GFP
apresentaram porcentagens semelhantes de conidios germinados (p>0,05) (figuras 25 e 26).
Entretanto, os conidios germinantes das linhagens deletada arlA (AarlA2 e AarlA3) e duplo-
mutantes deletados AgcsAAarlA2 e AgcsAAarlA3, apresentaram em 6 e 8 h de incubagédo o
perfil alterado de emissdo de tubo germinativo, semelhante a polarizagdo dicotémica (figura
24). Portanto, neste trabalho as linhagens deletadas nao apresentaram alteraces no padrao de

germinagdo, porém a linhagem AarlA apresenta polariza¢do docotomica.
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Figura 24 — Tubo germinativo dos conidios das linhagens CEA17A4akuB*"® e mutantes. Conidios das
linhagens AarfB1, AarfB2, AarlA2, AarlA3, AgcsA, AgcsAAarfB1, AgcsAAarfB2, AgcsAAarlA2, AgcsAAarlA3 e
CEA174akuB*® de A. fumigatus foram inoculados em meio de cultura YG e incubados a 37°C por 2, 4, 6, e 8 h.
Microscopia de campo claro (aumento de 1000 X). Barra de escalas, 10 pm. Setas pretas, polarizagdo dicotdmica.
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Figura 25 - Taxa de emissdo do tubo germinativo (%) das linhagens arfB deletadas e duplo mutantes.
Conidios das linhagens AarfB1, AarfB2, arfB::GFP3, arfB::GFP4, AgcsA70, AgcsAAarfBl, AgcsAAarfB2, e
CEA174akuB"® de A. fumigatus foram inoculados em meio de cultura YG e incubados a 37°C por 2, 4, 6, e 8 h.

(100 X). Microscopia de campo claro (aumento de 1000 X). Foram contadas 100 células para cada condigdo em
cada réplica bioldgica..
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Figura 26 - Taxa de emissdo do tubo germinativo (%) das linhagens arlA deletadas e duplo mutantes.
Conidios das linhagens AarlA2, AarlA3, arlA::GFP1, arlA::GFP2, AgcsA70, AgcsAAarlA2, AgcsAAarlA3, e
CEA174akuB"® de A. fumigatus foram inoculados em meio de cultura YG e incubados a 37°C por 2, 4, 6, e 8 h.

(100 X). Microscopia de campo claro (aumento de 1000 X). Foram contadas 100 células para cada condigéo em
cada réplica bioldgica.

4.6 - Microscopia confocal

4.6.1 - FM4-64

O corante anfifilico FM4-64 ¢ utilizado para a investigacao de endocitose e trafego
de vesiculas em células eucaridticas vivas. Este € um corante seletivo de lipidios que €

internalizado por endocitose desde a membrana plasmatica até as organelas (Vida e Emr, 1995).
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Assim, FM4-64 foi utilizado para investigar a distribuicdo dos lipidicos na linhagem selvagem
CEA17AakuB*® e mutantes AarfB1 e AarlA2. Foi observado que os germinados da linhagem
selvagem parental apresentaram a marcacdo da membrana plasmatica e vacuolos com o corante
FM4-64 (figura 27). Observou-se, que na auséncia do gene arlA, os corpos lipidicos
permanecem amplamente distribuidos no citoplasma. Nas linhagens mutantes AarfB1 e AarlA2

foi observado que ndo houve a marcagdo de lipidios na membrana plasmaética (figura 27).

DIC FM4-64 MERGE

AarfB CEA17AakuBvs0

AarlA

NARS o YT it |
Figura 27 - Microscopia confocal de conidios germinados de A. fumigatus corados com FM4-64. Visualizagdo
de membrana celular e vesiculas nas linhagens CEA17AakuB*®°, AarfB e AarlA. DIC-differential interference
contrast microscopy; FM4-64, corante fluorescente vermelho estirilo lipofilico N- (3-trietilamoniumpropil)-4-(p-
dietilaminofenil hexatrienil) piridinio dibrometo; MERGE, sobreposicéo das imagens DIC e FM4-64.
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4.6.1.1 - Potencial Zeta

A fim de analisar o perfil de cargas e potencial de superficie das linhagens deletadas
frente a selvagem, adotou-se o protocolo de Potencial Zeta. Pois, o corante lipofilico FM4-64
possui maior afinidade por superficies mais negativas. Como resultado, observou-se que a
linhagem selvagem apresenta média de carga de -25,7 mV. Enquanto que as linhagens arfB e
arlA deletadas apresentam médias de cargas menos negativas, respectivas de -10,6 e -11,9 mV
(figura 28). Assim, neste trabalho as linhagens deletadas apresentaram superficie celular menos

negativa, comparadas com a linhagem selvagem.
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Figura 28 - Potencial Zeta. Linhagens selvagem, arfB e arlA deletadas submetidas a avaliagdo de carga e
potencial de superficie por meio de potencial zeta (Zetasizer Nano - Malvern Instrumen.

4.6.1.2 — Higromicina B

A fim de analisar o perfil de influxo de ions nas linhagens deletadas frente a

linhagem selvagem, realizou-se teste de sensibilidade drop out com ion toxico higromicina B
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sem e com a adigdo de cloreto de potéssio. Como resultado foi observado que as linhagens
AarfB e AarlA foram sensiveis a presenca do ion tdxico higromicina B (figura 29). Entretanto,
quando o cloreto de potassio esta presente ocorre a recuperacdo do desenvolvimento do
microrganismo (figura 29). Portanto, as linhagens AarfB ¢ AarlA apresentaram alteracGes na

regulacdo do influxo de ions.
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Figura 29 — Teste de sensibilidade com higromicina B pela técnica drop out. Efeito do ion toxico higromicina
B (0,1 mg/mL) e a recuperagdo do mesmo pela adicdo de KCI (1 mM).Linhagens AarfB1, AarfB2, AgcsA70,
AgcsAAarfB1, AgcsAAarfB2 e a linhagem selvagem CEA174akuB 8 em meio de cultura YAG a 37°C ap6s 48 h
de incubagdo. Os indculos foram 5 pL das concentragdes 1 x 108, 1 x 107, 1 x 108, 1 x 10° e 1 x 10 conidios/mL.
C, controle sem droga; Hig, higromicina B; Hig+KCI, higromicina B mais cloreto de potassio.
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4.6.2 - Filipin

O corante fluorescente Filipin é utilizado para corar dominios de membrana ricos
em esterois. Em Aspergillus sp. marca pontos proeminentes nas pontas das hifas e um anel no
local dos septos (Pearson et al., 2004). Alem disso, filipin € um marcador fluorescente de
ergosterol, utilizado para monitorar a polarizacdo do tubo germinativo em fungos filamentosos
(Leeuwen et. al., 2008). Foi utilizado o corante Filipin para investigar a distribuicao dos esterois
nos germinado das linhagens CEA17AakuB*®, AarfB1 e AarlA2. Na linhagem selvagem
CEA17AakuB*® ¢ AarfB1 foi observado pontos predominantes nas pontas das hifas, que
localiza o centro de controle de crescimento apical (Spitzenkdrper). Na linhagem AarlA os
pontos predominantes na ponta da hifa ndo estdo presentes (figura 30). Portanto é possivel

indicar que a linhagem Aarl4 ndo apresenta acumulo de ergosterol na regido de crescimento

apical.
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Figura 30 - Microscopia confocal de conidios germinados de A. fumigatus corados com Filipin. Visualizacdo
de ergosterol de membrana celular e vesiculas nas linhagens CEA17AakuB*®, AarfB e AarlA. DIC, differential
interference contrast microscopy; Filipin, corante de ergosterol; MERGE, sobreposicdo das imagens DIC e Filipin.
(*) indica acumulo de esterois no centro de controle do crescimento apical.
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4.7 - Microscopia Eletronica de Transmissao

Para avaliar o aspecto e espessura da parede celular dos conidios em linhagens
AarfB1 e AarlA2 frente a linhagem selvagem CEA17AakuB*® foi realizado microscopia
eletrobnica de transmissdo. A parede dos conidios da linhagem selvagem parental
CEA17AakuB"® e as mutantes AarfB1 e AarlA2 apresentaram a média de 0,20 pum, 0,25 pm e
0,16 um, respectivamente. Assim, é observado que a parede celular dos conidios de AarfB1
estdo aumentadas (p<0,05), enquanto para AarlA2 a espessura esta diminuida (p<0,05) (figuras
31le32).

CEA17AakuB*80

Figura 31 - Microscopia eletronica de transmisséo de conidios das linhagens CEA17AakuB*“®, AarfB1 e
AarlA2. Aspectos e espessura da parede celular de conidios das linhagens CEA17AakuB*®, AarfB1 e AarlA2 a
partir de foto micrografias de microscopia eletrénica de transmisséo.
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Figura 32 — Espessura da parede celular de conidios CEA17AakuB¥®, AarfB1 e AarlA2. Medigdes da
espessura de conidios das linhagens CEA17AakuB*®, AarfBl e AarlA2 a partir de foto micrografias de
microscopia eletronica de transmissao. O resultado representa a média da espessura de 4 quadrantes de 10 conidios.
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4.8 - Analise do perfil de sensibilidade a variagdes de pH e temperatura

O pH e temperatura sdo importantes fatores que determinam a capacidade de
adaptacéo, sobrevivéncia e patogenicidade de um microrganismo. Assim, a linhagem selvagem
parental CEA17AakuB*“® e as mutantes AarfB1 e AarlA2 foram inoculadas em meio de cultura
com diferentes pHs e em diferentes temperaturas. O diametro da col6nia da linhagem AarfB1 é
semelhante a linhagem selvagem na temperatura de 28°C em 24, 48, 72 e 96 h de incubacdo
nos pHs 5,5, 6,5 e 8,5. O mesmo ocorreu em 37°C, excetuando os pHs 5,5 e 8,5, onde a
linhagem deletada apresentou reducao de didmetro da colénia de 1,6 cm em 96 h de incubacéo
(p <0,05) (figura 33). Em 45°C e no pH 5,5 a linhagem AarfB1 apresentou um menor diametro
de colbnia em 48 e 96 h, a uma diferenca em diametro de 1,0 cm e 2,4 cm, respectivamente (p
< 0,05). Em 45°C no pH 6,5 notou-se diametro de col6nia da linhagem darfB1 em 72 e 96 h de
0,8 cme 1,4 cm (p < 0,05), respectivamente. Ainda em 45°C, porém no pH 8,5 a linhagem
deletada AdarfB1 apresentou didmetro de coldnia reduzido em 0,7 cm, 0,9 cm e 1,2 cm em 48,
72 e 96 h (p < 0,05), respectivamente (figura 33). Neste trabalho, observou-se reducdo do

diametro do crescimento da linhagem AarfB nos pHs mais extremos e temperatura mais
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Figura 33 - Linhagem AdarfB apresentou reduzido didmetro da coldnia em diferentes temperaturas e pHs
em comparagc&o ao selvagem CEA174akuB*"®, As linhagens foram inoculadas em meio de cultura MM com os
pHs 55 (A;DeG) 6,5 (B; EeH)e8,5(C; Fel). Todos incubados a 28°C (A; Be C) 37°C (D; Ee F) e 45°C (G;
H e ). Os didmetros das coldnias foram medidos a cada 24 h e até 96 h de incubacéo.
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Como resultado para a linhagem AarlA42 diante dos testes de crescimento da colonia
em diferentes temperaturas e pHs, observou-se que houve semelhanga quando comparado com
a linhagem selvagem CEA174akuB*"® nas condicdes de temperatura a 28°C e 37°C e em todas
as variacdes de pH. E razoavel apontar que houve reducio de didmetro de crescimento da
linhagem AariA2 de 0,5 e 0,6 cm a 37°C e pH 6,5 em 72 e 96 h, respectivamente; reducao,
também, de 0,4 cm e 1,1 cm em 45°C e pH 5,5 em 48 h e 96 h, respectivamente (p < 0,05). O
mesmo foi possivel observar em 72 h de incubacdo e no pH 8,5 uma reducéo de diametro de
crescimento da linhagem deletada em 0,4 cm ainda em 45°C (p < 0,05) (figura 34). Neste
trabalho, observou-se recuperacdo de fenotipo do didmetro do crescimento da linhagem AarlA

em temperaturas mais baixas e a 37°C nos pHs mais extremos.
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Figura 34 - Linhagem AarlA2 apresentou reduzido diametro da col6nia em diferentes temperaturas e pHs
em comparacao ao selvagem CEA174akuB "%, As linhagens foram inoculadas em meio de cultura MM com os
pHs 5,5 (A;DeG) 6,5 (B; EeH)e8,5(C; Fel). Todos incubados a 28°C (A; Be C) 37°C (D; Ee F) e 45°C (G;
H e I). Os diametros das coldnias foram medidos a cada 24 h e até 96 h de incubac&o.

4.9 - Teste de sensibilidade por diluicdo em agar pela técnica drop out
4.9.1 - Teste de sensibilidade a compostos quimicos que afetam céelulas eucaridticas com

linhagens arfB deletados e duplo-mutantes
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O perfil de sensibilidade a diferentes drogas foi testado para as linhagens AarfB1,
AarfB2, AgcsA70, AgcsAAarfBl, AgcsAAarfB2 e a linhagem selvagem CEAL17AakuB"“°,
sendo esta Ultima controle do experimento. Como resultado, observou-se aumento da
sensibilidade das linhagens 4arfB1 e AarfB2, quando comparada a linhagem controle, frente a
miriocina (20 pug/mL), 5-flucitosina (1,5 ng/mL) e congo red (100 pg/mL). Notou-se, também,
gue a mesma linhagem apresenta aumento da resisténcia frente a farnesol (2 mM) (figura 35).
Quanto as linhagens duplo-mutantes AgcsAAarfBl e AgcsAAarfB2, ambas apresentaram
sensibilidade a congo red (100 pg/mL), miriocina (20 pg/mL) e 5-flucitosina (1,5 ng/mL)
(figura 35). Estas ainda apresentaram perfil de resisténcia frente a brefeldin A (40 pug/mL). Nao
houve alteragdes visiveis ou detectaveis em todas as linhagens frente a anfotericina B (750
ng/mL), anidulafungina (15 ng/mL), caspofungina (25 pg/mL), calcofluor white (75 pg/mL),
fitoesfingosina (600 ng/mL), itraconazol (350 ng/pL), menadiona (4 uM), lovastatina (2
pg/mL). Excetuando brefeldin A (40 pg/mL), que para AarfB1 o perfil foi inalterado (figura
35). Neste trabalho, as linhagens AarlA e duplo mutantes com AgcsSA apresentaram alteragoes
no perfil de sensibilidade e resisténcia a drogas cujos alvos sdo 0s mais diversos componentes

celular.

4.9.2 - Teste de sensibilidade a compostos quimicos que afetam células eucaridticas com a
linhagem Adarl4

O perfil de sensibilidade a diferentes drogas foi testado para as linhagens AarlA2,
AarlA3, AgcsA70, AgesAAarlA2, AgesAAarlA3, além do CEA174akuB & como controle do
experimento. Como resultado, observou-se aumento da sensibilidade das linhagens AarlA2 e
AarlA3, quando comparada a linhagem controle, frente a congo red (100 pg/mL). Notou-se
ainda que estas linhagens apresentam aumento da resisténcia a farnesol (2 mM), 5-flucitosina
(1,5 ng/mL), miriocina (20 pg/mL) e brefeldin A (40 pg/mL). As linhagens AgcsAAarlA2 e
AgcsAAarlA3 apresentaram perfil de sensibilidade a congo red (100 pg/mL) e 5-flucitosina (1,5
ng/mL). Ainda nestas linhagens, perfil de resisténcia a miriocina (20 pg/mL) e brefeldin A (40
png/mL). N&@o houve alteracdes visiveis ou detectdveis em todas as linhagens frente a
anfotericina B (750 ng/mL), anidulafungina (15 ng/mL), caspofungina (25 pug/mL), calcofluor
white (75 pg/mL), fitoesfingosina (600 ng/mL), itraconazol (350 ng/pL), menadiona (4 uM) e
lovastatina (2 pg/mL) (figura 36). Neste trabalho, as linhagens AarfB e duplo mutantes com
AgcsA apresentaram alteracdes no perfil de sensibilidade e resisténcia a drogas cujos alvos sdo

0s mais diversos componentes celular.
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Figura 35 - Teste de sensibilidade da linhagem AarfB deletados, duplo mutantes e complementados. Efeito
das drogas testadas frente as linhagens AarfB1, AarfB2, AgcsA70, AgcsAAarfBl, AgcsAAarfB2 e a linhagem
selvagem CEA17AakuB 8 em meio de cultura YAG a 37°C ap0s 48 h de incubagio. Os indculos foram 5 L das
concentragdes 1 x 108, 1 x 107, 1 x 10%, 1 x 10° e 1 x 10* conidios/mL. . C, controle; ITR, itraconazol; ANI,
anidulafungina; CR, congo red; MEN, menadiona; CW, calcofluor white; CAS, caspofungina; LOV, lovas;
fitoesfingosina; FAR, farnesol; 5FC, 5-flucitosina; MIR, miriocia; BRE, brefeldin A.
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Figura 36 - Teste de sensibilidade da linhagem AarlA deletados, complementados e duplo mutantes. Efeito
das drogas testadas frente as linhagens AarlA2, AarlA3, AgcsA70, AgcsAAarlA2, AgcsAAarlA3, além do
CEA174akuB*® em meio de cultura YAG a 37°C ap6s 48 h de incubagdo. Os indculos foram 5 uL das
concentragfes 1 x 108, 1 x 107, 1 x 105 1 x 10° e 1 x 10* conidios/mL. C, controle; ITR, itraconazol; ANI,
anidulafungina; CR, congo red; MEN, menadiona; CW, calcofluor white; CAS, caspofungina; LOV, lovastatina;
FIT, fitoesfingosina; FAR, farnesol; 5FC, 5-flucitosina; MIR, miriocina; BRE, brefeldin A.
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4.10 - Biofilme

O impacto da delecdo dos genes estudados (arfB e arlA) e dupla delecdo com gcsA70 foi
observado frente a capacidade de formar biofilme em superficie de polipropileno. Assim, a
biomassa do biofilme foi avaliada pelo método colorimétrico com cristal violeta. Como
resultado, a linhagem selvagem e a linhagem AgcsA70 apresentaram médias de absorbancia de
1,71 e 1,89, respectivamente. As linhagens AarfB1l, AarfB2, AgcsAAarfB1, AgcsAAarfB2,
arfB::GFP3 e arfB::GFP4 apresentaram médias de absorbéncia de 1,58; 1,66; 1,50; 1,35; 1,66

e 1,72, respectivamente (figura 37).
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Figura 37 — Andlise de formacdo de biofilme com as linhagens arfB deletada, complementados e duplo
mutantes. Analise da formacao de biofilme a partir de cristal violeta e leitura da absorbancia a 570nm frente as
linhagens AarfB1, AarfB2, AgcsA70, AgcsAAarfBl, AgcsAAarfB2, arfB::GFP3 e arfB::GFP4 e controle
CEA17AakuB*& em meio de cultura YAG a 37°C apds 48 h de incubacio.

Quanto as linhagens AarlA2, AarlA3, AgcsAAarlA2, AgcsAAarlA3, arlA::GFP1 e
arlA::GFP2 apresentaram médias de absorbancia de 2,0; 1,90; 1,48; 1,60; 1,87 e 1,61,
respectivamente. Portanto, é razoavel afirmar que as linhagens AgcsA70, AarlA2 e AarlA3 séo
altamente formadoras de biofilme (p<0,05), enquanto que as linhagens duplo mutantes tanto
para arfB, quanto para arlA apresentaram médias de biomassa abaixo da linhagem selvagem
(p<0,05). As demais linhagens apresentam perfil similar ao controle, bem como as linhagens
complementadas (figura 38).
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Figura 38 — Andlise de formacao de biofilme com as linhagens arlA deletada, complementados e duplo
mutantes. Andlise da formag&o de biofilme a partir de cristal violeta e leitura da absorbancia a 570nm frente as
linhagens AarlA2, AarlA3, AgcsA70, AgcsAAarlA2, AgcsAAarlA3, arlA::GFP1 e arlA:GFP2 e controle
CEA17AakuB & em meio de cultura YAG a 37°C apds 48 h de incubagio.

4.11 - Teste de viruléncia em Galleria mellonella

A fim de avaliar o perfil de viruléncia das linhagens AarfB e AarlA frente a
linhagem selvagem CEA174akuB""® e a o controle negativo (PBS), realizou-se testes a partir
de infeccdo artificial em 10 larvas de sexto instar de G. mellonella por linhagem deletada e
PBS. Como resultado observou-se que a linhagem selvagem iniciou as mortes no segundo dia
apos a infeccdo e manteve quatro larvas vivas até o final do experimento. A linhagem arfB
deletada iniciou as mortes no segundo dia apés a inoculacgdo artificial e um total de cinco larvas
permaneceram vivas até o término do experimento. A linhagem AarfB iniciou as mortes no
segundo dia apds a inoculacdo artificial e um total de cinco larvas permaneceram vivas até o
término do experimento. A linhagem AarlA também iniciou as mortes larvais no segundo dia,
seguido de duas mortes no segundo dia, porém nenhuma larva inoculada com a linhagem AarlA
sobreviveu ao experimento de viruléncia. Todas as outras larvas dos demais inoculos,
permaneceram vivas até completar todo o ciclo natural de metamorfoses. Portanto A. fumigatus
é um fungo patogénico em modelo experimental de G. mellonella, porém na auséncia do gene
arlA do fungo, torna-o mais patogénico ao inseto (p < 0,05). Utilizou-se como controle do
experimento larvas inoculadas com PBS, as quais se mantiveram vivas, capazes de completar
todo o ciclo natural de metamorfoses (p < 0,05) (figura 39) e sem alteragcbes morfoldgicas, tais
como melanizacdo e necrose. O aumento da melanizagéo ou pontos pretos na cuticula do inseto
é resultado da clivagem de pro-fenoloxidase em fenoloxidase-ativa. Este ultimo é um processo
natural de estresse por insetos, a fim de coibir o crescimendo de patdgenos na hemocele.

(Borghi et al., 2014). A linhagem AarfBl apresentou uma taxa de mortalidade similar a
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linhagem selvagem CEA17AakuB*8 (p > 0,05). Entretanto, a auséncia do gene arlA em A.
fumigatus torna o fungo menos susceptivel ao sistema imune do hospedeiro (p < 0,05).
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Figura 39 - Taxa de sobrevivéncia larval frente as linhagens AarfB1, AarlA2, CEA17AakuB*“® e PBS. Larvas
de Galleria mellonella submetidas a infecgéo artificial com as linhagens AarfB1, AarlA2, CEA17AakuB*®e PBS.
(n =10 por linhagem) Leitura de morte e sobrevivéncia a cada 24 h. O experimento é representativo de 3 réplicas
bioldgicas de fungos e larvas.

4.12. Localizacdo da proteina ArfB e ArlA em A. fumigatus

A localizacdo das proteinas ArfB e ArlA foram realizadas a partir da observacéao
das linhagens arfB::GFP3 e arlA::GFP1, respectivamente, por meio de microscopia de
fluorescéncia devidamente configurado para a fluorescéncia GFP. Como controle negativo para
fluorescéncia foi utilizada a linhagem CEA17AakuB %, Como resultado para arfB::GFP3,
pode-se observar que esta proteina, em 8 h de incubacéo a 30°C e em YG, se encontra dispersa
em todo o tubo germinativo, poréem com maior intensidade de fluorescéncia no centro do
conidio germinado. Na reproducéo assexuada, ap6s 24 h de crescimento nas mesmas condicdes,
as proteinas se encontram mais concentradas nas extremidades das hifas e em 48 h é possivel
detecta-las no apice do conididéforo e nas bordas dos conidios. Para a linhagem arlA::GFP1,
em 8, 24 e 48 h de incubacdo a 30°C e em YAG, as proteinas estdo dispersas por igual em toda
a extensdo do germinante, na hifa e no conidiéforo, respectivamente (figura 40). Neste trabalho,
a proteina ArfB em A. fumigatus esta localizadas nas regides apicais da hifa fangica. Enquanto

gue a proteina ArlA, no mesmo organismos, esta presente de forma difusa em todo o citoplasma.
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Flgura 40 — Microcopia de fluorescéncia de GFP. Linhagem controle negativo CEA17AakuB ®, arfB::GFP1 e
arlA::GFP1. DIC, Campo claro; GFP (green fluorescence protein), campo de fluorescéncia filtro GFP; MERGE,
sobreposicéo do campo claro e f

4.13 - Avaliacéo da expressao dos genes arfA, arfB, arlA e gcsA por RT-gPCR.

Para avaliar a expressdo relativa dos genes arfA, arfB, arlA e gcsA frente a
diferentes danos & célula por RT-gPCR, a linhagem selvagem CEA17AakuB“®° pyrG* foi
submetida a diferentes drogas que atuam em diferentes alvos da célula, como a parede celular,
membrana celular, lipidios, DNA e outros. Como resultado, o gene arfA tem o nivel de
expressao aumentado quando o fungo foi exposto a menadiona (dano oxidativo), farnesol (dano
oxidativo), brefeldin A (via do transporte vesicular) e miriocina (lipidios), com media de
expresséo relativa de 7, 21, 92 e 8 vezes mais que a expressao controle, respectivamente (figura
41). O gene arfB foi mais expresso quando o fungo foi exposto a farnesol (quorum sensing),
brefeldin A (via do transporte vesicular) e miriocina (esfingolipidios), com média de expresséo
relativa de 52, 82 e 23 vezes mais que a expressao controle, respectivamente (figura 41). O gene
arlA teve sua expressao aumentada quando o fungo foi exposto a menadiona (dano oxidativo),
farnesol (quorum sensing), brefeldin A (via do transporte vesicular), miriocina

(esfingolipidios), congo red (parede celular), 5-flucitosina (sintese de acidos nucléicos),
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voriconazol (lipidios) e calcofluor white (parede celular), com médias relativas de 26, 29, 149,
8,9, 11, 5 e 6,4 vezes mais que o controle, respectivamente (figura 41). O gene gcsA teve sua
expressao aumentada quando o fungo foi exposto a menadiona (dano oxidativo), farnesol
(quorum sensing), brefeldin A (via do transporte vesicular), miriocina (esfingolipidios), congo
red (parede celular), 5-flucitosina (sintese de acidos nucléicos) e voriconazol (ergosterol), com
médias relativas de 2, 3, 1.3, 4.4, 2 e 2 vezes mais expressos que o controle (figura 41). Assim
como no teste de sensibilidade a compostos quimicos que afetam células eucaridticas, houve
alteracdo no perfil de expressdo génica dos genes arfA, arfB, arlA e gcsA (ARF-GAP) frente a

diversas drogas, cujos alvos sdo os mais diversos compartimentos celular.
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Figura 41 — Avaliacdo de expressdo génica relativa dos genes arfA, arfB, arlA e gcsA em linhagem de A.
fumigatus por de RT-gPCR. Controle (sem inducdo de drogas), brefeldin A (30 pg/mL), calcofluor white (75
pg/mL), congo red (150 pg/mL), voriconazol (500 ng/mL), miriocina (30 pg/mL), menadiona (10 pM), farnesol

(20 mM) e 5-flucitocina (300 pg/mL).
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5 - Discussao

As pequenas proteinas G sdo proteinas GTPase ligadoras de GTP que atuam como
interruptores moleculares capazes de ligar e desligar as vias de sinalizagao intracelular. Entre
elas estdo as ADP-Ribosylation Factors (ARFs) que entre as suas funcdes observadas em S.
cerevisiae, A. nidulans, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e em mamiferos
estdo: montagem e trafego de vesiculas citoplasmaticas, endocitoses, montagem de filamentos
de actina, fuséo e cisdo de membranas, bem como maturacdo de organelas pelo sistema de
membranas endossomais (Lambert et al., 2007; Lee e Shaw, 2008; Lemiére et al., 2016;
Pantazopoulou, 2016).

Foram identificadas em A. fumigatus seis proteinas que apresentam o dominio
ARFs, onde trés, arfA, arfB e arlA apresentam sitio de miristoilacdo que é a modificagdo da
proteina pela adicdo de um &cido graxo (miristato) o qual confere propriedade associativa a
membrana, localizacdo subcelular e interacdo proteina-proteina (Lee e Shaw, 2007). Neste
trabalho, os genes arfA, arfB e arlA foram deletados no fungo filamentoso patogénico humano
A. fumigatus. Além disso, foram construidas linhagens duplo-mutantes dos genes arfB e arlA
com o gene gcsA, que codifica uma proteina com dominio ARF-GTPase-activating protein
(GAP) que é uma das proteinas envolvidas na manutencdo do equilibrio das estruturas ARF-
GDP/ARF-GTP. Na delecdo de arfA em A. fumigatus foi observada a presenca de tubo
germinativo nos protoplastos transformados com o respectivo cassete de delecdo para arfA.
Entretanto, esta célula germinada ndo foi capaz de progredir em seu desenvolvimento até a
formacdo de miceélio e colénia (hifas, micélio e conidi6foros). Portanto, neste trabalho, foi
observado que a auséncia de arfA em A. fumigatus possivelmente inviabiliza o desenvolvimento
do germinante. Assim, sugere-se que este gene € essencial para a vida de A. fumigatus. O mesmo
foi relatado para os genes ortdlogos em A. nidulans, arfA (Lee e Shaw, 2008) e em S. cerevisiae,
arfl e arf2 que sdo paralogos (Stearns et al., 1990).

A delecdo dos genes arfB, arlA e gcsA mostraram que estes ndo sdo essenciais para
A. fumigatus. O mesmo ocorre para as linhagens com as duplas dele¢cdes com gcsA. A delecédo
dos genes arll ou arl2 em S. cerevisiae (ortdlogos de arlA em A. fumigatus) e a delecéo de arf3
em S. cerevisiae (ortélogo de arfB em A. fumigatus) também néo inviabilizam o crescimento e
desenvolvimento da levedura (Tsai et al.,, 2013). O mesmo foi reportado por Lee e
colaboradores (2008) frente a delecéo do gene arfB em A. nidulans.

O transporte vesicular que envolve a endocitose e exocitose é fundamental para

numerosas atividades nos organismos eucarioticos. Estdo envolvidos em processos frente ao
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crescimento (germinacdo em fungos) e na diferenciacdo celular (Gruenberg e Clarque, 1992;
Rothman, 1994). Assim, foi observado neste trabalho que a delecdo de arfB e gcsA em A.
fumigatus ndo levou a diminuicao da germinacgéo e crescimento radial bem como néo alterou a
morfologia do conidiéforo, apresentando somente para darfB 0 aumento na producdo de
conidios. Ainda, a delecdo de arlA em A. fumigatus também ndo levou a alteracdo da
germinacao do conidio, entretanto apresenta dicotomia. O crescimento radial nestas linhagens
deletadas esta diminuido e a morfologia do conidiéforo esta alterada. Além disso, as linhagens
duplo mutantes AgcsA AarfB e AgesA AarlA também ndo apresentam alteracdo na germinacao
do conidio. AgcsA Aarld apresenta igual desenvolvimento dicotémico a linhagem simples
mutantes Adarl4 e além disso as duas linhagens duplo mutantes apresentam a estrutura da
reproducdo assexual (conidioforo) alterada. No fungo A. nidulans foi observado que a delecédo
do gene arfB leva a reducdo no didmetro da col6nia, além da formacdo dos mdltiplos tubos
germinativos (Lee et al., 2008) semelhante ao desenvolvimento dicotdmico encontrado para
darlA em A. fumigatus. Como as ARFs, outras pequenas proteinas G pertencentes, a
superfamilia Ras apresentam similares alteracdes. A auséncia do gene rasA, codificador de uma
GTPase em A. fumigatus, resulta em tubos germinativos aberrantes (Fortwendel et al., 2008).
Ainda em A. fumigatus, a ruptura do gene srgA, que codifica a Sec4-GTPase, resulta em
desestruturacdo do conidioforo, reducdo da producdo de conidios, contudo esta ruptura ndo
implica na viabilidade dos conidios e no tempo de germinacgdo (Powers-Fletcher et al., 2013).
Todos estes fenotipos alterados sdo indicativos de aberracdes no crescimento polarizado do
fungo.

A emisséo do tubo germinativo e o crescimento polarizado em fungos filamentosos
sdo regulados por corplsculos de ponta denominados Spitzenkorper. Estes corplsculos sdo
formados por vesiculas que contém moléculas responsaveis pela montagem da membrana
plasmatica e parede celular no momento do crescimento apical do fungo. A desorganizacao do
crescimento apical, como a dicotomia, € sinalizada pela auséncia destes corpulsculos na ponta
da hifa (Fischer-Parton et al., 2000). Assim, germinantes da linhagem arlA deletada foram
submetidas a um marcador de ergosterol, o corante Filipin. Foi observada a auséncia de
ergosterol na ponta da hifa da linhagem mutante AariA, reforcando assim que a dicotomia
presente estd ocorrendo possivelmente pela desorganizacdo da formacdo dos Spitzenkdrper na
linhagem de A. fumigatus na auséncia da pequena proteina G, ArlA.

Durante o crescimento flngico, o trafego das vesiculas ao apice da hifa é altamente
dindmico e organizado o qual envolve a atividade de um complexo de organelas

multicomponente especificas que compdem o Spitzenkdrper (Grove e Bracker, 1970; Lopez-
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Franco e Bracker, 1996). Assim, o comportamento dindmico do Spitzenkdrper esta intimamente
associado ao padréo preciso de crescimento do apice das hifas (Girbardt, 1957; Bartnicki-
Garcia et al., 1995; Lopez-Franco e Bracker, 1996). Para testar este comportamento dindmico
existe o corante estirilo anfifilico FM4-64 que é amplamente utilizado como repdrter
fluorescente de endocitose e outros componentes da rede de trafego de vesiculas em células
animais (Betz et al., 1996) e em levedura de brotamento (Vida e Emr, 1995; Lv et al., 2016). O
FM4-64 se adere na camada externa da membrana plasmatica e ndo penetra por difusdo
facilitada na célula intacta (lllinger e Kuhry, 1994; Betz et al., 1996). Apds, ocorre a
internalizacdo do corante por endocitose e sua distribuicdo na célula por transporte vesicular
(Fischer-Parton et al., 2000). Neste trabalho, as linhagens AdarfB e Aarl4 apresentam em A.
fumigatus a auséncia da marcacdo da membrana plasmatica com corante estirilo anfifilico FM4-
64, além de adicionalmente uma reduzida marcacgédo das organelas comumente sinalizadas por
este corante (ex. endossomo, vesicula, reticulo endoplasméatico, complexo de golgi e
mitocondria). Sugerindo assim, a reduzida afinidade do corante pela camada externa da
membrana plasmatica do fungo bem como consequente diminuicdo na incorporacdo do corante.
As superficies dos organismos unicelulares possuem cargas eletrostaticas negativas em virtude
de fosforil ionizado e carboxilato ligados nas macromoléculas do envelope celular que s&o
expostos ao meio (Wilson et al., 2001). A alteracdo na espessura da parede celular nas linhagens
simples mutante AarfB e AarlA, bem como a alteracdo no potencial zeta indicam uma possivel
alteracdo na composicdo da parede celular e membrana plasmatica que pode justificar esta
reduzida afinidade do corante estirilo anfifilico.

Munson e colaboradores (2003) relatam que as pequenas proteinas G da
superfamilia Ras, mais especificamente a Arll em S. cerevisiae, ortélogo de ArlA em A.
fumigatus, sdo componentes importantes na regulacdo de bombas de influxo de potassio HAL4
e HALS. Em A. fumigatus todas as linhagens deletadas e as duplo-mutantes apresentaram perfis
de sensibilidade frente a higromicina B, porém quando o meio contendo este cétion téxico foi
suplementado com potassio, as linhagens néo se sensibilizaram. Isso se justifica pela funcao
das proteinas G da superfamilia Ras, assim como Arll em S. cerevisiae, que sdo componentes
importantes na regulacdo de bombas de influxo de potéssio HAL4 e HALS5 (Munson et al.,
2003).

As proteinas que participam do transporte vesicular estdo associadas a organelas
envolvidas neste processo como o endossomos, vesiculas, vacuolos, reticulo endoplasmatico,
complexo de Golgi e mitocondrias, sendo que todas estas estdo presentes no citosol. Em A.

nidulans, a proteina ArfA estd localizada em compartimentos do sistema secretdrio (Lee e
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Shaw, 2008). Em S. cerevisiae, as ARFs (Arfl, Arf2 e ArlA) séo conhecidas pelo seu
envolvimento na secrecdo através do complexo de golgi (Lambert et al., 2007). A proteina Arf-
like Arll esta localizada na membrana trans-Golgi e regula a funcao desta organela em células
de mamiferos e leveduras (Behnia et al., 2004; Liu et al., 2005; Lowe et al., 1996; Lu et al.,
2001; Setty et al., 2004; Shin et al., 2005; Zahn et al., 2008). Em A. fumigatus, as proteinas
ArfB e ArlA foram localizadas ao longo de toda hifa, indicando que estdo possivelmente
presentes nas organelas que participam do transporte vesicular.

O equilibrio da ativacdo e inativacao das pequenas proteinas G sdo importantes para a
correta polarizagdo, germinagdo e diferenciacdo celular. Em leveduras, Arflp ativo € conhecido
por recrutar e ativar numerosas proteinas efetoras (Donaldson e Jackson, 2011) e a ARF-GAP
Gcesl regula negativamente esta proteina pela hidrolise do GTP (Chen et al., 2010; Liu et al.,
2005). Fortwendel e colaboradores (2008) apontam que a delecdo de rasA em A. fumigatus
implica na reducdo do crescimento radial, alem de defeitos na morfogénese das hifas e
conidiéforos. Em S. cerevisiae a delecdo de arf3 (ortélogo a arfB em A. fumigatus) nao
inviabiliza o desenvolvimento e reproducdo da levedura, porém prejudica o processo de
endocitoses, uma vez que este gene esta intimamente associado a formacdo de filamentos de
actina (Lambert et al., 2007). Filamentos de actina estdo intimamente ligados a membrana
plasmaética e, portanto, garantem estruturacdo da célula, mobilidade, trafego de vesiculas e de
demais componentes citoplasmaticos (Lemiere et al., 2016). Foi localizada em A. fumigatus a
proteina ArfB ao longo de todo o conididforo, inclusive nas células conidiogénicas (fialides) e
conidios. Ainda, ArlA esta localizada nas células conidiogénicas (fidlides) e conidios. Além
disso, a linhagem arlA deletada e duplos mutantes de arfB e arlA com 4gcsA apresentam, em
A. fumigatus, alteracdes na morfologia do conidiéforo, principalmente alteracfes nas células
conidiogénicas (fialides). Portanto, ArfB e ArlA estdo presentes no desenvolvimento assexual
do fungo. Além disso, € enfatizada a importancia do equilibrio de ativacdo e inativacdo de arfB
e arlA para a correta diferenciacdo celular do fungo, uma vez que no desequilibrio ARF-GTP /
ARF-GDP, aqui mostrado pela dupla delecdo de uma ARF juntamente com uma ARF-GAP,
ocorrem alteragcBes morfologicas nos conidioforos do fungo.

A capacidade que o fungo possui de sensoriar e responder aos estimulos externos é
vital para o desenvolvimento e sobrevida do microrganismo. As vias de sensoriamento de pH
e temperatura, a adesdo, germinacdo/emissao do tubo germinativo, formacdo de biofilme e
invasdo do tecido hospedeiro pelas hifas sdo fatores envolvidos na patogenicidade flngica
(Gow, 2002). Foi observado neste trabalho que temperatura elevada (45°C) e extremos de pH

(5,5 e 8,5) foram fatores limitantes para o desenvolvimento das linhagens mutantes, indicando



Discussdo 74

que, em A. fumigatus, os genes arfB, arlA e gcsA sdo importantes para 0 sensoriamento e
resposta a estas condi¢fes. De forma semelhante, a proteina SrgA, que é uma Rab-GTPase
pertencente a superfamilia Ras, esta envolvida nos processos de adaptacdo térmica, uma vez
que na auséncia desta, o fungo mutante incubado a 45°C apresenta reducéo significativa do
diametro de crescimento da colonia (Powers-Fletcher et al., 2013). Indicando assim que o
sensoriamento e resposta a altas temperaturas estdo sendo possivelmente controladas com o
auxilio de peguenas proteinas G como as ARFs e Rab.

O biofilme é definido como uma comunidade altamente estruturada onde os
microrganismos estdo associados entre eles e a uma superficie e estdo embebidos em uma
matriz extracelular produzida pelo proprio microrganismo (Ramage et al., 2012). O biofilme
de Aspergillus sp. forma-se em superficies bioticas e abioticas. O processo inicia pelos conidios
que colonizam e se aderem ao substrato. Formam o micélio que consiste no biofilme maduro o
qual é embebido pela matriz extracelular (Mowat et al. 2009; Loussert et al., 2010). Neste
trabalho, a auséncia de arlA em A. fumigatus apresentou aumento da biomassa aderida a
superficie abidtica, em contrapartida, todas as linhagens duplo-mutantes apresentaram reducao
da formacdo de biomassa de biofilme.

Linhagens de C. albicans com alta capacidade de formar biofilme apresentam a
capacidade de dificultar a resposta imune do hospedeiro, promovendo barreiras contra fagocitos
e citosinas. Assim, é sugerido que o biofilme é um dos fatores fundamentais para a facilitar a
passagem do patdgeno aos tecidos mais profundos do hospedeiro (Borghi et al., 2014). Em teste
de viruléncia, neste trabalho, usando larvas de G. mellonella a linhagem AarlA apresentou
aumento da viruléncia, evidenciando que a capacidade aumentada de formar biomassa de
biofilme presente em AarlA em A. fumigatus contribuiu na capacidade de dificultar a resposta
imune do hospedeiro.

Com o intuito de entender a importancia das ARFs para A. fumigatus, as linhagens
deletadas foram testadas frente a drogas que afetam a parede celular fungica (equinocandinas,
congo red e calcofluor white) e a membrana plasmatica/lipidios (anfotericina B, itraconazol,
fitoesfingosina, lovastatina, miriocina e farnesol). Além destes, a inibi¢cdo de ADP-ribosylation
factor (brefeldin A), sintese de DNA (5-flucitosina), estresse oxidativo (menadiona) e
higromicina B, um céation capaz de inibir a sintese proteica em eucariotos. Neste trabalho,
obersou-se que para algumas destas drogas, as linhagens deletadas tiveram alteracbes na sua
sensibilidade, que foram congo red, higromicina B, farnesol, miriocina e brefeldin A.

O mecanismo de muitos antifungicos se da pela geragdo de espécies reativas de

oxigénio, bem como o farnesol. Esta molécula também é capaz de inibir o crescimento de varios
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fungos (Qi et al., 2010; Wang et al., 2014), tais como A. fumigatus e S. cerevisiae pela inibicdo
das proteinas Ras, as quais estdo inseridas na mesma superfamilia das proteinas ARF-GTPases,
por meio de degradacdo proteossomal (Baroni et al., 2005). Adicionalmente, neste trabalho,
todas as linhagens deletadas e duplo mutantes apresentaram resisténcia a farnesol, sendo este
envolvido em quorum sensing. Além da resisténcia, em anélises de PCR real time neste
trabalho, mostrou que arfA, arfB e arlA, estdo altamente expressos quando A. fumigatus é
induzido com farnesol.

Em S. cerevisiae, na auséncia do ortologo ao arlA de A. fumigatus, arl1, a linhagem
se mostrou sensivel a congo red (Huang et al., 2003). Neste trabalho, todas as linhagens arf
deletadas e as duplo-mutantes em A. fumigatus apresentaram perfis de sensibilidade frente a
esta droga. Curiosamente, neste trabalho apenas o gene arlA foi mais expresso quando A.
fumigatus foi exposto a congo red. O mesmo foi relatado a partir da delecdo do gene BcMtg2,
o0 qual codifica Obg-GTPase similar as ARF-GTPases, em Botrytis cinerea (Shao et al., 2016).

Em mamiferos, Arfé e Arf3 em S. cerevisiae, ortélogos de ArfB em A. fumigatus,
atuam intimamente na membrana plasméatica como uma das precursoras para a sintese de
fosfatidilinositol (Gillingham e Munro, 2007). Foi observado que em A. fumigatus, todas as
linhagens arf deletadas e duplo mutantes apresentaram perfis alterados quando expostos a
miriocina. As linhagens arlA deletadas e seus respectivos duplo-mutantes foram resistentes,
enquanto as linhagens arfB deletadas e seus respectivos duplo-mutantes foram sensiveis a esta
droga. Em anélise por gPCR, o0s genes estudados neste trabalho foram altamente expressos
qguando A. fumigatus foi induzido com miriocina. Em S. cerevisiae, o gene ScSngl codifica a
proteina com dominio transmembrana Sngl, que modula a proteina Pkh, que por sua vez é um
modulador da cascata de Ypkl/2, cujas funcBGes deste Gltimo sdo a homeostasia de
esfingolipidios e assimetria dos fosfolipidios da membrana plasmatica. Assim, Sngl atua
indiretamente como regulador da sintese de esfingolipidios (Marqués et al., 2016).

O inibidor intracelular de transporte de proteinas, brefeldin A, mantém as proteinas
ARFs na sua forma inativa no complexo de Golgi ou citoplasma, pois € um metabolito fungico
gue se liga ao complexo ARF-GDP e bloqueia a atividade da GEF nos estagios iniciais da
reacdo, antes da liberacdo do nucleotideo de guanina (Mossessova et al., 2003). Brefeldin A
interfere em todas as pequenas proteinas G, pois esta droga atua em todas as ARF-GEFs.
Apenas a proteina Arf6 em mamifero (ortélogo a arfB em A. fumigatus) ndo interage com
brefeldin A (Zeghouf et al., 2005). Neste trabalho, as linhagens AarlA, AgcsA e duplo mutantes

AgcsA AarfB e AgcsA AarlA apresentaram perfis de resisténcia a brefeldin A. Assim, foi
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observado que na inibicdo das ARF-GEFs por brefeldin A, A. fumigatus conseguem se
desenvolver na auséncia do gene gcsA, que € uma ARF-GAP, que apresenta a funcéo
catalisadora na conversao ARF-GTP em ARF-GDP (Luo et al., 2016). Portanto, sugere-se que
devido a auséncia de GcsA o ARF-GDP esta diminuido no equilibrio ARF-GTP/ARF-GDP.
Brefeldin A inibe a GEF que se liga a estrutura ARF-GDP (Mossessova et al., 2003) que entdo
esta possivelmente em baixa quantidade, influenciando assim na resisténcia do fungo a presenga
de Brefeldin A.
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6 — Conclusao

Em A. fumigatus existem seis genes codificadores de proteinas com o motivo ADP-

ribosylation fator (ARF), sendo que arfA, arfB e arlA sdo preditivamente miristoiladas.

O gene arfA demonstra ser essencial para o fungo, enquanto A. fumigatus é capaz
de se desenvolver na auséncia dos genes arfB, arlA e gcsA, sendo que o ultimo codifica uma
proteina com o0 motivo ARF-GTPase-Activating Protein (GAP) conhecido por hidrolisar o GTP
ligado a ARF. Adicionalmente, as linhagens duplo mutantes AgcsA AarfB e AgcsA AarlA sédo
viaveis.

As caracteristicas encontradas neste trabalho estéo presentes de forma alternada nos
mutantes AarfB, AarlA, AgcsA e duplo mutantes AgcsA AarfB e AgesA AarlA. Entre elas estdo
a alteracdo em crescimento radial de coldnia, polarizacdo dicotdmica, alteracdo na
diferenciacdo celular do conidiéforo, auséncia de ergosterol no apice da hifa, reducdo da
marcacdo da membrana plasmatica e organelas citoplasmaticas pelo corante FM4-64, alteracdo
de espessura e potencial zeta de parede celular, deficiéncia em desenvolver em extremos de pH
e temperatura, alteracdo no volume de biomassa de biofilme bem como na viruléncia do fungo,
sensibilidade ou resisténcia a drogas, principalmente ao inibidor de transporte de proteinas
intracelular, brefeldin A.

Estas caracteristicas encontradas estdo ocorrendo em processos basicos da célula
em que o transporte vesicular esta envolvido. Na auséncia de genes que codificam ARFs e em
conjunto com a auséncia de gene que codifica proteina responsavel pela inativacédo das ARF-
GTPases, a ARF-GAP, ¢ evidenciado que o mecanismo de equilibrio das ARFs é essencial para
o desenvolvimento e diferenciacdo celular do fungo. Mostra-se importante para a correta
formacédo de conididforos, germinacéo de conidios, posicionamento dos Spitzenkdrper no apice
dahifa. Além disso, para a endocitose e distribuicdo de proteinas no citoplasma e sensoriamento
do ambiente externo. Sugere-se que a auséncia das ARFs em A. fumigatus implica na viruléncia,

pela capacidade de formar biofilme e burlar o sistema imune do hospedeiro.
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APENDICE - A
Meios de cultivo

Meio seletivo de levedura (SC URA-)

Base nitrogénio sem aminoacidos 0,7% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
Leucina; Lisina; Triptofano 0,01% (p/v)
Histidina 0,005% (p/v)
Agar (meio s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada 0.5.p.

Solubilizar os componentes em &gua destilada e esterilizar por meio de autoclave a 120°C

durante 15 minutos.

Meio YPD

Peptona 2% (p/v)

Extrato de levedura 1% (p/v)

Glicose 4% (p/v)

Agar (meio s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua destilada, ajustar o pH 6,5 com NaOH 10 N e

esterilizar por meio de autoclave a 120°C durante 15 min.

Meio de cultura Luria Bertani (LB)

Cloreto de sddio 0,17M
Extrato de levedura 1% (p/v)
Triptona 1% (p/v)
Agar (meio s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua destilada e esterilizar por meio de autoclave a 120°C
durante 15 min.
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Meio completo (YG, YG+UU) (Kafer, 1977)

Glicose 2% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
Solucéo de elementos traco 0,1% (v/v)
Agar (meio s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada q.5.p.

Solubilizar os componentes em &gua destilada e esterilizar por meio de autoclave a 120°C
durante 15 min. Para a linhagem com gendtipo pyrG-, adicionar uridina (1,0 g/L) e uracila
(1,0 g/L) (YG+UU).

Meio minimo (MM, MM+UU)

Glicose 1% (p/v)
Solucéo de sais de Aspergillus sp. 50 mL/L
Solucéo de elementos traco 0,1% (v/v)
Agar (meio s6lido) 2% (p/v)
Agua destilada q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua destilada, ajustar o pH 6,5 com NaOH 10 N e
esterilizar por meio de autoclave a 120°C durante 15 min. Para a linhagem com gendtipo
pyrG-, adicionar uridina (1,0 g/L) e uracila (1,0 g/L) (MM+UU).

Solucgbes e Tampao

Solucdo 20x concentrada de sais de Aspergillus sp.

Nitrato de Sodio 32M
Cloreto de Potassio 0,14 M
Dihidrogenofosfato de Potassio 0,2M
Sulfato de Magnésio Heptahidratado 0,04 M
Agua ultrapura 0.5.p.

Solubilizar os componentes em agua ultrapura, esterilizar por meio de autoclave a 120°C

durante 15 min e utilizar na composi¢do do meio MM.
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Solucéo 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 6mM
Sulfato de Cobre Pentahidratado 6 mM
Molibdato de Amonio Tetrahidratado 1mM
EDTA 140 mM
Agua ultrapura q.s.p.

Solubilizar cada componente por completo antes da adi¢do do proximo conforme a ordem
da lista em &gua destilada. Aquecer até 100 °C e resfriar para 60 °C. Ajustar o pH entre

6,5 e 6,8 com NaOH 10 N, utilizar no preparo dos meios de cultura.

Solucéo de Protoplastizacao

Glucanex 1% (p/v)
Lisozima 1 % (p/v)
Citrat Buffer pH 5,5 g.s.p.

Solubilizar os componentes em Citrat Buffer e utilizar no protocolo de transformacdo em

A. fumigatus.

Citrat Buffer

Cloreto de Potassio . 150mM
Cloreto de Sodio 580 mM
Citrato de Sodio 50 mM
Agua ultrapura Q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua e conservar sob refrigeracao.
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Solugdo STC1700

Sorbitol 12M
Tris pH 5,5 10 mM
Cloreto de Calcio 50 mM
Cloreto de Sadio 35 mM
Agua ultrapura q.s.p.

Solubilizar os componentes em agua e conservar sob refrigeracéo.

Solucdo PEG4000

Tris Base pH 7,5 10 mM
Cloreto de Calcio 50 mM
PEG4000 60 % (p/v)
Agua ultrapura q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua, esterilizar por meio de autoclave a 120°C durante

15 min.

Tampdo de Extracao

Triton X-100 2% (p/v)
SDS 1% (p/v)
Cloreto de Sodio 1 mM
EDTA 75 mM
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
Agua ultrapura q.s.p.

Solubilizar os componentes em agua e conservar em temperatura ambiente.
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Tampao Lise

Glicerol 10% (v/v)
Tris-HCI pH 7,5 50 mM
Triton X-100 1% (viv)
Cloreto de Sadio 150 mM
SDS 0,1% (v/v)
EDTA 5 mM
PMSF 1 mM
Agua ultrapura q.s.p.

Solubilizar os componentes em agua conservar sob refrigeracdo. O PMSF sé deve ser

adicionado no momento de uso.

Tamp&o TAE 50x concentrado

Tris base 2M
Acido Acético Glacial 5,71% (v/v)
EDTA pH 8,0 05M
Agua ultrapura q.5.p.

Solubilizar os componentes em agua e conservar em temperatura ambiente.

Tampao Proteina

Glicina 1,44% (p/v)
Tris base 0,3 % (p/v)
SDS 10% (v/v)
Agua ultrapura q.s.p.

Solubilizar os componentes em &gua e utilizar na hora.
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Gel de agarose para eletroforese de DNA

Agarose 1% (p/v)
TAE 1x g.s.p.
Solubilizar a agarose em tampdo TAE em forno micro-ondas, apds a fusdo aguardar o
esfriamento para 50 °C, adicionar SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen), homogeneizar
gentilmente, distribuir no suporte e aguardar para polimerizacdo, logo apés aplicar as

amostras.



