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RESUMO

O fungo Neurospora crassa esta entre os organismos mais bem compreendidos,
sendo um fungo filamentoso amplamente utilizado como organismo modelo. Em
nosso laboratorio, diferentes proteinas foram previamente identificadas como
reguladoras do metabolismo de glicogénio em diferentes condi¢cdes de crescimento.
Neste trabalho, algumas destas proteinas foram mais detalhadamente
caracterizadas do ponto de vista bioquimico e funcional. A fun¢ao da ciclina PCL-1,
anteriormente identificada como uma proteina parceira da quinase PHO85-1, foi
mais amplamente investigada mostrando fungdes adicionais a regulagdo do ciclo
celular e metabolismo de glicogénio. Foi demonstrado que esta ciclina atua também
na resposta a estresse, principalmente aquele induzido por altas concentracdes de
calcio extracelular, possivelmente através da fosforilacdo de CRZ-1, um fator de
transcricdo responsivo a calcio. O conjunto de resultados mostra o papel
multifuncional desta ciclina no fungo N. crassa, diferente da levedura
Saccharomyces cerevisiae, na qual ciclinas de uma familia sdo direcionadas as
mesmas funcdes celulares. A proteina RVB-1, anteriormente identificada como
capaz de se ligar ao promotor gsn, foi também amplamente caracterizada neste
trabalho. RVB-1, juntamente com sua paraloga RVB-2, pertence a familia AAA+
ATPases (ATPases Associated with Diverse Celular Activities) conhecidas por
interagir com multiplos complexos proteicos incluindo remodeladores da cromatina e
amplamente associadas ao desenvolvimento celular e cancer. Ambas as proteinas
sdo essenciais ao fungo, tem localizacdo nuclear e influenciam no seu
desenvolvimento e produ¢ao de metabolitos secundarios. O complexo RVB-1/RVB-2
foi produzido na forma recombinante em E. coli e caracterizado quanto aos aspectos
estruturais e bioquimicos. O complexo mostrou atividade ATPase, capacidade de se
ligar a fragmentos de DNA e apresentou diferentes formas oligoméricas em solucéo,
sendo que a presengca dos nucleotideos ATP/ADP influencia no estado de
oligomerizagdo. A expressdao de ambas as proteinas € modulada por diferentes
estresses e ensaios de imunoprecipitacdo da proteina RVB-1 levaram a identificacao
de numerosas proteinas parceiras. Algumas interacées foram caracterizadas neste
trabalho. A interagao in vivo com a proteina glicogenina (GNN), juntamente com a
redugcdo no contetdo de glicogénio nas linhagens mutantes Arvb-17¢t e Arvb-2het
indicou a participagdo do complexo na regulacédo do metabolismo de glicogénio. A
interagdo in vitro com a parceira shugoshin (SGO-1), descrita como guardia da
resposta ao estresse térmico em mamifero, foi demonstrada comprovando o papel
na resposta ao estresse. Finalmente, linhagens do fungo mutantes em componentes
de complexos de remodelagem de cromatina, identificados como parceiros, sao
severamente sensiveis a estresse, evidenciando um papel funcional ainda nao
descrito para estas proteinas: a participagdo na resposta a estresse.



ABSTRACT

Neurospora crassa is one of the most studied organisms being a filamentous fungus
that is often used as a model organism. Several proteins have already been identified
in our laboratory as regulators of glycogen metabolism under different growth
conditions. In this work, some of these proteins were biochemically and functionally
charactrized. The function of the PCL-1 cyclin, previously identified as a partner
protein of the PHO85-1 kinase, was investigated and the results revealed additional
functions rather than those in cell cycle regulation and glycogen metabolism. This
cyclin has shown to act on the stress response mainly the one triggered by high
concentrations of extracellular calcium possibly through phosphorylation of CRZ-1, a
calcium-responsive transcription factor. The results demonstrate the multifunctional
role of this cyclin in N. crassa, unlike the yeast Saccharomyces cerevisiae, in which
different cyclins from one family target to the same cellular functions. The protein
RVB-1, previously identified as capable of binding to the gsn promoter, was also
extensively characterized in this work. RVB-1, together with its RVB-2 paralog,
belongs to the family of AAA + ATPases (ATPases Associated with Diverse Cell
Activities), which are known to interact with several protein complexes, including
chromatin remodelers, and are widely associated with cell development and cancer.
Both proteins are essential for the fungus, have nuclear localization, and influence
the fungus development and production of secondary metabolites. The recombinant
RVB-1/RVB-2 complex was produced in E. coli and characterized under structural
and biochemical aspects. The complex showed ATPase activity, ability to bind to
DNA fragments, and presented different oligomeric states in solution depending on
the presence or not of the ATP/ADP nucleotides. The in vivo expression of both
proteins is modulated by various stress agents, and RVB-1 immunoprecipitation
assays led to the identification of numerous proteins partners. Some interactions
were characterized in this work. The in vivo interaction with the glycogenin protein
(GNN) and the reduction of the glycogen levels in the mutant strains Arvb-1"¢t and
Arvb-2"¢t suggest the involvement of the complex in the regulation of glycogen
metabolism. The in vitro interaction with the Shugoshin partner (SGO-1), described
as a guardian of the mammalian heat stress response, was detected demonstrating
its role in the stress response. Finally, mutant strains in components of chromatin
remodeling complexes, identified as partners, are highly sensitive to stress, indicating
a functional role not yet described for these proteins: their involvement in stress
response.
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INTRODUGAO

1. O fungo filamentoso Neurospora crassa como um modelo

Os fungos filamentosos sdo eucariotos multicelulares com uma grande
contribuicdo para o entendimento dos processos genéticos, bioquimicos e
moleculares em organismos eucariotos. Dentre os fungos filamentosos, Neurospora
crassa se destaca como um excelente organismo modelo, ndo s6 pela sua facilidade
de manipulagédo e desenvolvimento, como também pelos seus aspectos genéticos e
sistemas bioquimicos bem estabelecidos [1] E um fungo filamentoso com hifas
tubulares ramificadas e septadas que permitem a passagem de organelas e nucleos
entre os septos. Esta passagem permite a formacdo de heterocarios, nos quais
multiplos genomas contribuem para o metabolismo de um unico micélio.

E um organismo sapréfito e ndo patogénico que apresenta ambos os ciclos
sexuado e assexuado, com coloracéo laranja devido a producédo de carotenoides e
esta amplamente distribuido na natureza, crescendo principalmente em cascas de
arvores, madeira em podriddo, bagago de cana de agucar e também € comum nas
casas das pessoas, principalmente em paes velhos (Figura 1). Em laboratério seu
cultivo é realizado em meio de cultura quimicamente definido [2], no qual os unicos
constituintes organicos obrigatorios sdo uma fonte de carbono e a vitamina biotina
que desempenha um papel importante para o crescimento do fungo, cuja coldnia
madura apresenta aspecto cotonoso e alaranjado, com hifas contendo os conidios
(Figura 2).

N. crassa é também um fungo que responde a uma variedade de mudancas
ambientais. Os fatores mais proeminentes sdo a luz e a temperatura, os quais
afetam o seu sistema circadiano. A luz é conhecida por afetar a expressao de genes
que influenciam os eventos como carotenogénese e conidiacdo. O efeito da luz
deriva de seu papel central no reldgio circadiano e mesmo a auséncia de luz pode
influenciar na expressao de grande parte do genoma [3]. Além disso, N. crassa
apresenta uma classe de proteinas de choque térmico conservadas, as quais
funcionam como chaperonas que orientam e estabilizam a conformagédo de outras

proteinas, tornando este organismo um bom modelo de estudo em estresse térmico
[3];
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Figura 1 - O fungo Neurospora crassa encontrado na natureza.

Fonte: Adaptado de https://www.fgsc.net//Neurospora/sectionB4.htm

O ciclo de vida de N. crassa (Figura 2) compreende duas fases, uma fase
vegetativa em que aparecem as estruturas denominadas conidios que sé&o
destinados a propagacéo do fungo e a fase sexual, na qual se observa a presenca
dos corpos de frutificagdo [4]. Os conidios podem ser produzidos por duas vias
distintas a macroconidiacdo e a microconidiagdo. A macroconidiagdo € controlada
pelo relégio circadiano e promovida por estruturas apicais denominadas
conidiéforos, as quais se encontram localizadas nas extremidades das hifas aéreas
que permitem a formacdo de cadeias de macroconidios multinucleados. Na
microconidiagcao, os esporos mononucleados sdo formados dentro das hifas basais e
expelidos a partir da parede quando o processo de maturagao se completa [5].

Sendo um fungo heterotalico, N. crassa possui dois tipos de compatibilidade
sexual, mating type A e a. Nao é observado nenhuma diferengca morfolégica em
linhagens de mating type diferentes e ambas podem se comportar como “macho”
(doador de nucleos) ou “fémea” (receptora de nucleos) [4]. A fase sexual acontece
quando dois micélios de compatibilidade opostas crescem juntos (A e a) sob
condigdes limitantes de nitrogénio. Em resposta a privagdo deste nutriente, séo
originadas estruturas sexuais (protoperitécios) que vao abrigar as hifas recém-
formadas originando o peritécio. Os nucleos de mating type opostos localizados nas
extremidades das hifas entram em divisdo, ha formacgédo de septos na hifa dando
origem a uma célula central contendo os dois nucleos de tipos opostos denominada

asco inicial.
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Figura 2 — Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa. Os asteriscos representam os pontos de fusao
entre duas hifas que sédo regulados pela compatibilidade entre as linhagens (mesmo mating type e
origem parental) que se fundem dando origem ao micélio (ciclo assexuado). Caso sejam de mating
type diferentes, elas iniciam o processo sexual.
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Apods fusdo das hifas, os nucleos se fundem (cariogamia) e ocorre meiose,
originando quatro nucleos haploides. Estes nucleos sofrem mitose, originando oito
nucleos dentro do asco maduro, sendo quatro nucleos de cada tipo de acasalamento
(A e a). Esses nucleos originardao esporos (ascosporos) que sob eventuais
circunstancias formarao um novo micélio [4]

O genoma do N. crassa esta organizado em sete cromossomos que variam
entre 4 a 10 Mb de tamanho [3], o qual foi sequenciado por [7], revelando ser
constituido por aproximadamente 40 Mb, maior quando comparado a outros
organismos modelos classicos como = Saccharomyces  cerevisiae e
Schizosaccharomyces pombe. Uma grande quantidade de seus genes nao possui

ortélogos em S. cerevisiae, 0 que sugere uma relagdo mais estreita entre fungos
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filamentosos e eucariotos superiores, se comparado com leveduras e outros
eucariotos inferiores [8].

A presenga de um grande numero de genes no genoma de N. crassa ainda
com fungdes desconhecidas aponta este organismo como um promissor modelo
para o estudo de novos mecanismos genéticos e bioquimicos nao identificados até o
momento [8]. O grande numero de genomas de fungos filamentosos finalizados vem
permitindo o estudo dos mecanismos bioldgicos envolvidos nos diferentes processos
celulares nestes organismos e informag¢des importantes vém sendo descritas na
literatura cientifica. O sequenciamento do genoma aliado aos avangos das
metodologias para a inativagdo de genes especificos [9,10] permitiram que analises
de gendmica funcional neste fungo fossem iniciadas.

Em nosso laboratério, N. crassa vem sendo utilizado como um organismo
modelo para o estudo de mecanismos celulares basicos, tal como a regulagdo do
metabolismo dos carboidratos de reserva (glicogénio e trealose), resposta a
estresse, processos celulares conectados ao reldgio circadiano e desenvolvimento
celular. Alguns fatores de transcri¢cado e proteinas quinases foram identificados como
reguladores do metabolismo de carboidratos em N. crassa [11,12] e os resultados
obtidos vem permitindo que analises comparativas do papel funcional destas
proteinas entre diferentes microrganismos sejam realizadas [13—19] e outros. Um
dos focos principais do presente estudo é a fungao de proteinas de N. crassa na
resposta a estresse e, por este motivo, os principais mecanismos celulares

envolvidos nesta resposta serdo descritos a seguir.

2. Mecanismos moleculares envolvidos na resposta a estresse

A resposta a estresse € um mecanismo celular que envolve um grande
conjunto de mudangas moleculares resultantes de alteracbes ambientais, como o
aumento ou diminuicdo repentino na temperatura fisiolégica, exposicdo a radiacao
ultravioleta, diferencas de pH, osmolaridade, exposi¢cao a quantidades excessivas de
sais e outros fatores. Mamiferos também sofrem de estresse causado pela pressao
fisica, mental e emocional, o que leva ao aumento da pressao arterial, frequéncia
cardiaca, alteracdo nos niveis de agucar no sangue e o estresse prolongado pode
dar origem a cancer [20]. Esta complexidade de fatores que influenciam as células
de mamiferos gera mecanismos moleculares complexos e dificeis de serem

individualmente interpretados. Neste sentido, a utilizagdo de microrganismos, como
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os fungos, é promissora na dissecacao das vias de resposta a estresse e vem
revelando mecanismos moleculares conservados até mamiferos [20,21].

Uma resposta celular rapida € crucial na defesa celular contra o estresse, a
depender do tipo e da intensidade aplicada e o fato de a sobrevivéncia celular
depender criticamente da capacidade de responder ao estresse por meio de
estimulos bioquimicos pode explicar por que essa reagao é altamente conservada
na evolugdo. Em vias de regra, a capacidade adaptativa da célula determina seu
destino: sobrevivéncia ou morte. [20-22]. Os mecanismos nos quais as células
sentem e respondem a estresse segue uma cascata de sinalizagdo semelhante para
os diversos tipos de estresse, embora possam divergir no numero de proteinas
envolvidas e na complexidade de interagdes proteicas [20]. De uma maneira geral,
estes processos iniciam por sensores de membrana que sentem o agente de
estresse e ativam uma cascata de fosforilagdo celular causada por proteinas
quinases, que fosforilam diferentes substratos e promovem a ativagdo génica e
consequente sintese de proteinas que atuam contra o estresse.

Uma das cascatas mais bem estudadas sao as proteinas quinases ativadas
por estresse (SAPKs), membros da familia de proteinas ativadas por mitégenos
(MAP), sendo importantes moléculas sinalizadoras de estresse em todas as células
eucarioticas. No geral, as vias MAP SAPKs compreendem trés camadas de
proteinas quinases: a prépria MAP SAPK (MAPK), uma MAP quinase (MAPKK) e
uma quinase MAPKK (MAPKKK). MAPKKK fosforila e ativa MAPKK, que
posteriormente fosforila SAPK, o que resulta em uma ativacdo de sua atividade
quinase resultando na fosforilagdo de diversos substratos, incluindo fatores de
transcrigdo, quinases, reguladores do ciclo celular e proteinas de membrana. Esta
rede integrada, resulta na ativagdo de diferentes vias de maneira estresse-
dependente, agindo na resposta ao aumento da temperatura, estresse causado por
especies reativas de nitrogénio ou oxigénio, mudangas na osmorregulacao celular,
perturbagao na parede celular, depolarizagdo da membrana (principalmente causada
por calcio ou outros ions) e mudangas do pH. Estes processos estdo exemplificados
na figura 3 [20].
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Figura 3. As vias de estresse em S. cerevisiae. Os componentes de sinalizaggo MAPK séo
destacados em azul, fatores de transcricdo em vermelho, componentes da via calmodulina-
calcineurina em ciano, componentes da via de resposta ao pH em verde e a chaperona molecular
Hsp90 em amarelo. A via de C. albicans MAPK Cek1, que contribui para a remodelagem da parede
celular neste fungo esta incluido (circulos ovais azuis escuros com letras brancas).
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Fonte: [20]

2.1. Resposta a choque térmico

Um dos mais bem caracterizados mecanismos de resposta a estresse foi
descrito como a resposta bioquimica ao aumento da temperatura acima do normal
em células de Drosofila: a resposta ao choque térmico [23]. Esta resposta leva a
ativagdo de uma variedade de genes por fatores de transcricdo importantes para
resposta a estresse. Em S. cerevisiae e Candida albicans, o choque térmico é
responsavel pela indugdo de cerca de 10-20% dos genes no genoma destes
organismos [24,25]), sendo grande partes deles ativados pelos fatores de
transcricdo de choque térmico (HSFs) [20]. Estes fatores estdo amplamente
distribuidos entre os seres vivos e variam em quantidade de maneira espécie
especifica, sendo HSF-1 o mais bem caracterizado entre os membros da familia
HSFs.

Em humanos, por exemplo, existem seis membros conhecidos desta familia
de fatores de transcricdo, sendo HSF-1 ndo essencial para a viabilidade das células
([26,27]). Ao contrario, leveduras possuem apenas um Hsf que é essencial para a
sobrevivéncia da célula porque garante a expressao basal de chaperonas soli. Em
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fungos filamentosos, como N. crassae A. fumigatus, estdo bem caracterizados pelo
menos dois fatores de choque térmico: HSF-1/HsfA que também é um fator de
transcricdo essencial envolvido na resposta a estresse, enquanto HSF-2/HsfB esta
relacionado ao desenvolvimento assexuado. Outro gene codifica para uma proteina
com dominio HSF e esta relacionado a resposta a estresse oxidativo em
Neurospora, sugerindo uma relagdo mais estreita entre o fungo filamentoso e
organismos superiores [28]. Hsf1/A também desempenha um papel crucial na
viruléncia de fungos patogénicos como C. albicans e A. fumigatus, principalmente
ativando genes envolvidos na termotolerancia frente a resposta do hospedeiro
[29,30].

Em S. cerevisiae, Hsf1 & mantido inativo em sua forma monomérica no
citoplasma por meio da interacdo com Hsp90 (Heat shock protein 90) e co-
chaperonas. Se a célula é exposta a condi¢cdes estressantes, ha acumulo de
proteinas desenoveladas que competem com Hsf1 pela ligacdo de Hsp90. Assim, o
Hsf1 é liberado do complexo transitando de mondmero para trimero, o qual é
fosforilado via cascata MAPK [26,31,32] e é transportado para o nucleo, ligando as
sequéncias upstream regulatérias chamadas elementos de choque térmico (HSE,
GAANnTTCnnGAA, na qual n é qualquer nucleotideo. [33—35]) nos promotores dos
genes responsivos a estresse térmico [21,26] (Figura 3).

Vale ressaltar que além dos HSFs sao conhecidos uma série de fatores de
transcricdo que auxiliam no processo adaptativo frente a uma variedade de
estresses em fungos, como os fatores de transcricido Msn2/4p em leveduras [36] e O
fator de transcricido SEB-1/SebA em fungos filamentosos como N. crassa [16], A.
fumigatus [37] e Trichoderma atroviride [38], os quais sdo translocados para o
nucleo durante diferentes tipos de estresse e ligam a regides conhecidas como
STRE (Stress Response Element, CCCCT, [39], agindo como transativadores de
genes envolvidos na expressao de proteinas de choque térmico e outras vias
metabodlicas como manutencao da estrutura celular, termotolerancia e viruléncia em

A. fumigatus [37] e acumulo de glicogénio e trealose em N. crassa [16].

2.1.1. Proteinas de choque térmico (HSP)
As HSP ou chaperonas moleculares sdo um conjunto de proteinas
conservadas evolutivamente que sao agrupadas em subfamilias com pesos

moleculares que variam de aproximadamente 15 a 100 kDa. Por definicdo, uma
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chaperona molecular € uma proteina que interage com outra proteina, estabilizando-
a e ajudando-a a atingir seu estado conformacional, mas sem fazer parte de sua
estrutura final [40]. Frequentemente atribui-se o termo HSP por ter sido descobertas
no contexto do choque térmico e por apresentarem expressdo aumentada sob
estresse celular, uma condigdo na qual ha aumento de proteinas desenoveladas
e/ou propensas a agregacdo. [41]. Porém, algumas delas sao expressas
constitutivamente e agem intracelularmente prevenindo o enovelamento prematuro
de polipeptidios nascentes e na montagem de grandes complexos proteicos. Outras,
geralmente sdo expressas em niveis basais baixos e aumentam em resposta a
estresses ambientais e fisioldgicos e, portanto, sdo denominadas HSP induziveis e
fazem parte da resposta ao choque térmico [41].

As chaperonas moleculares sao divididas em seis familias principais, de
acordo com suas massas moleculares: HSP90, HSP70, HSP40, HSP60, HSP100 e
sHSPs (HSP pequenas). As familias HSP90, HSP70 e HSP60 sao ativamente
envolvidas nos processos de enovelamento e renovelamento proteico, ligam-se a
residuos de aminoacidos hidrofébicos expostos por proteinas em conformacédo nao
nativa e promovem o enovelamento proteico através de ciclos de ligagao e hidrélise
de ATP. Estas chaperonas dependentes de ATP trabalham em cooperacdo com
outras que funcionam independentemente de ATP, como aquelas das familias
HSP40 e sHSP que atuam ancorando a proteina cliente ndo enovelada na
prevengdo de agregacgao. Além disso, muitas outras proteinas auxiliares possuem
um papel regulatério sobre as fungdes das chaperonas sendo denominadas co-
chaperonas [42].

Em fungos, a expressdo de HSPs €& induzida por dois mecanismos:
mecanismo especifico e mecanismo geral. O primeiro é induzido por choque térmico
e 0 segundo por outros estresses como pH, estresse oxidativo, estresse osmotico,
privagéo de nutrientes ou antifungicos [41]. As HSPs estao diretamente envolvidas
na biologia fungica, desempenhando papeis no desenvolvimento sexuado e
assexuado, bem como na resposta a diferentes estresses. Estudos mostraram que
as HSPs predominantes do reino fungico sao as HSP90, HSP70 e HSP20-40, as
quais desempenham um papel crucial nas mudancgas morfogénicas, nos processos
de replicacdo, transcricdo, pos-transcricao, traducéo, pos-traducao, ativacao de vias

de sinalizagdo, adaptagdo ao estresse e resisténcia antifungica e muitas dessas
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funcdes sao auxiliadas e reguladas por processos celulares, tal como modificagdes
pos-traducionais e por co-chaperonas [41].

A familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa (HSP70s) desempenham
um papel central no controle de qualidade proteico [43]. As proteinas dessa familia
sao monoméricas, ubiquas e ATP-dependentes, e embora essas proteinas
apresentem em estrutura alto grau de conservacao entre as espécies, elas diferem
entre si em quantidade, nivel de expressao, localizagdo subcelular e possuem
caracteristicas funcionais particulares de maneira espécie especifica [44].

As HSP90 sao proteinas essenciais e abundantes perfazendo de 1-3% do
proteoma soluvel nas ceélulas em condi¢bes normais, além de serem altamente
conservadas, com similaridade da estrutura primaria de mais de 50% entre proteinas
ortdlogas de E. coli e Homo sapiens. Dentre as proteinas clientes assistidas por
HSP90 encontram-se proteinas quinase, fatores de transcricdo, ubiquitina E3
ligases, entre outras [45]. E bem estabelecido que a HSP90 é importante no controle
da qualidade celular afetando vias de transducdo de sinal, transporte intracelular,
degradagao de proteinas, estabilidade gendmica e processamento de mRNA [46].

A HSP90 interage em estados tardios de enovelamento de uma proteina
cliente quando encontra-se parcialmente enovelada, favorecendo seu enovelamento
final e interagdo com outras proteinas, tudo isso a custa de ATP. O envolvimento em
processos celulares centrais faz com que esta chaperona esteja diretamente
envolvida na progressédo de patologias, como o cancer, desempenhando um papel
importante em doencgas degenerativas como Parkinson, Huntington, Alzheimer e
esclerose lateral amiotrofica, bem como também estido associadas a ansiedade,

depressao e esquizofrenia [47].

2.2. Resposta a estresse osmoético

Gerenciar mudancas no balango hidrico representa outro desafio fundamental
para a célula, especialmente os microrganismos, que estdo diretamente expostos ao
meio ambiente. Fungos sdo modelos muito utilizados em laboratorio para estudar
esta resposta, principalmente pela imposi¢cdo de choque hiperosmotico através da
adicao de sorbitol ou sais como NaCl [48]. Isso resulta em uma perda repentina na
pressao de turgescéncia intracelular que € necessaria para o crescimento e por isso
ocorre 0 acumulo de glicerol para restaurar essa turgescéncia [20]. Este mecanismo

esta muito bem caracterizado em leveduras como S. cerevisiae [49-51]
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A resposta osmdética em levedura se inicia via ativagcdo de SAPKs, chamada
de via HOG (High Osmolarity Glicerol). Esta via inicia pela MAPKK Pbs2, cuja
atividade é controlada por dois osmossensores de membrana Sho1 e SIn1. Sho1 é
um osmossensor que regula diretamente o complexo MAP quinase Pbs2-Hog1,
enquanto SIn1 controla um sistema de transferéncia de grupos fosfatos e regula
negativamente Hog1 na auséncia de estresse osmotico. Em resposta ao estimulo,
Pbs2 é fosforilado, levando a ativagédo de trés MAPKKKs (Ste11p, Ssk2p e Ssk22p)
0 que promove o acumulo nuclear de Hog1 e indugdo de mecanismos protetores
como o acumulo de glicerol (Figura 3). Esta MAPK regula o acumulo de glicerol
aumentando o fluxo da glicélise para o glicerol por meio da indugéo dos genes que
codificam a glicerol-3-fosfato desidrogenase (GPD1) e glicerol-3-fosfato fosfatase
(GPP1) em resposta ao estresse osmoético, por meio da ativagdo dos fatores de
transcricdo Hot1, Msn2 e Msn4 controlando a atividade da aquagliceroporina Fps1
[62,53].

Em N. crassa, a via de transdugao de sinal de resposta osmoética pode ser
semelhante a de levedura, uma vez que o gene 0s-2 codifica uma MAP quinase
homodloga a HOG1 e os-1 codifica uma histidina quinase semelhante a SLN17 [54].
Além disso, o gene 0s-5 codifica uma MAPKK homoéloga a de S. cerevisiae PBS2.
No entanto, a delecdo de SLN1 ¢é letal em levedura [55] enquanto que em N. crassa
os mutantes os-1 sdo viaveis [54]. Esses resultados indicam que existem diferencas
entre as vias de osmorregulacado de N. crassa e S. cerevisiae e embora muitos dos
componentes possam ser conservados, outras proteinas podem exercer papeis
importantes neste processo [56]. Além disso, esta amplamente relatado que a
proteina HOG-1 de N. crassa nao desempenha papeis importantes apenas na
resposta ao estresse osmético, mas no relégio ricardiano do fungo [57] e ainda,
responde ao choque térmico regulando genes para chaperonas moleculares [54].
Isso mostra que as vias de regulacdo de estresse osmoético e térmico estdo

relacionadas, agindo juntas contra os danos causados pelo estresse.

2.3. Resposta a estresse de pH

A resposta causada pela mudanca de pH no cultivo talvez seja o0 mecanismo
mais bem estudado em fungos filamentosos. O pH alcalino impde varios estresses
ao microrganismo relacionados a aquisigdo de nutrientes, uma vez que, em pH

extracelular elevado, o estabelecimento de gradiente através da membrana
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plasmatica para transporte de nutrientes e sintese de ATP é mais dificil e a
solubilidade e disponibilidade biolégica de elementos essenciais sao drasticamente
reduzidos [58]. Um aspecto importante dos fungos é a sua capacidade de regular a
expressdo génica em resposta ao pH ambiental, o que permite a sintese de
proteinas que sao secretadas, regulando por exemplo, a produgdo de metabdlitos
secundarios e a patogenicidade em hospedeiros vegetais ou animais. O pH
ambiental também tem efeitos profundos sobre desenvolvimento como, por exemplo,
em C. albicans uma mudanc¢a de pH acido a alcalino ou neutro promove a transi¢ao
da forma leveduriforme para crescimento filamentoso [59,60].

Uma das vias mais bem estudadas em resposta ao pH alcalino é a via
Pal/Rim em fungos filamentosos e leveduras, respectivamente (Figura 3). Em A.
nidulans, a via Pal envolve os componentes PalH, Pall, PalF, PalC, PalA e PalB e a
ativagao por pH alcalino inicia-se pala clivagem proteolitica C-terminal do fator de
transcricdo PacC [61]. Este fator de transcricdo medeia a adaptacéao celular ao pH
alcalino neutro ativando genes que sao preferencialmente expressos em pH alcalino
e reprimindo aqueles preferencialmente expressos em pH acido [61]. PacC ¢é ativado
por duas etapas sucessivas de clivagem proteolitica C-terminal, sendo a primeira
dependente de pH e ativada pelos produtos de seis genes pal, enquanto a segunda
€ mediada pelo proteassoma e independente de pH [62]. A protedlise leva a proteina
ativa PacC?’ que contém um dominio de ligagdo ao DNA formado por trés C2H2
zinc-finger capazes de se ligar motif 5'-GCCARG-3' presente nos promotores de
genes regulados por pH [63,64]

Embora os principais componentes da via de sinalizacdo de pH sejam
conservados entre diferentes organismos existem diferengas entre as vias Pal/Rim
quanto ao processamento do fator de transcricdo e os meios nos quais as vias sao
ativadas. Por exemplo, em A. nidulans PacC sofre duas protedlises dando origem a
trés formas, na qual uma é translocada para o nucleo e ativa genes de resposta ao
pH alcalino e reprime genes de pH acido [61]. Em S. cerevisiae Rim101 sofre uma
protedlise, dando origem a duas formas, na qual uma age como um repressor da
transcricao frente as mudancas de pH [65]; e em C. albicans Rim101 é processado
de maneira pH especifica (tanto acido como alcalino) e regula a expressdo genica
em ambas condi¢gbes [60]. Em N. crassa, a via PAL/PAC3 é uma cascata de
sinalizagdo semelhante com A. nidulans, porém a proteina sofre apenas uma

protedlise, dando origem a duas formas da proteina, na qual a menor é translocada
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para o nucleo em resposta ao pH alcalino, ativando genes de resposta ao pH
alcalino e reprimindo componentes da via PAL [13,14,66]. Este fator de transcrigéo
também regula fortemente genes envolvidos em metabolismo de glicogénio, trealose
e expressao da tirosinase [66], bem como uma analise do transcriptoma do mutante
Apac-3 revelou sua importancia para o metabolismo e desenvolvimento em fungos

patogénicos [67,68].

2.4. Resposta a estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo altamente prejudiciais para a
célula e suas formas incluem o anion superéxido (Oz2’), o perdxido de hidrogénio
(H202) e o radical hidroxila (OH"), os quais s&o gerados naturalmente durante os
processos aerobicos na mitocéndria, mas também podem ser gerados no ambiente
ap6s exposicdo a luz UV, a diferentes drogas, bem como quando fungos
patogénicos sao expostos aos subprodutos da respiracdo aerobica de seus
hospedeiros. Essas moléculas reativas danificam proteinas, DNA e lipidios e podem
desencadear vias de morte celular [20,69].

Este estresse ocorre quando os niveis de ROS excedem a capacidade
antioxidante natural da célula que trabalha para manter o ambiente REDOX
controlado. Uma resposta bem caracterizada é a inducéo rapida da transcricdo de
genes codificadores para proteinas antioxidantes que agem na desintoxicagdo e
reparagao celular, as quais incluem a catalase (CAT7), glutationa peroxidase (GPX)
e superoéxido dismutase (SOD), além de glutationa/glutaredoxina (GSH1, TTR1) e
tiorredoxina (TSA1, TRX1, TRR1) (Figura 3). Uma resposta adicional e muito rapida
ao estresse oxidativo é o redirecionamento dinamico do fluxo metabdlico da glicdlise
para a via das pentoses fosfato. Esta mudanca metabdlica € desencadeada pela
oxidagdo e ativagdo da enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GA3PDH), que promove a geragao de energia redutora na forma de NADPH,
ajudando na manutencao do ambiente REDOX [20,70],

Entre os fatores de transcricio mais bem estudados em S. cerevisiae,
encontra-se Yap1 e Skn7. Yap1 possui um dominio rico em aminoacidos cisteinas,
0s quais sao rapidamente oxidados apds exposi¢cao ao perodxido de hidrogénio o que
desencadeia uma mudancga conformacional que expde seu sinal de localizacéo
nuclear (NLS) e promove seu direcionamento para o nucleo, levando a ativacéo dos

genes de resposta a estresse. Em S. cerevisiae, Yap1 colabora com Skn7 para
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regular genes de resposta ao estresse oxidativo e achados semelhantes foram
relatados em Candida glabrata [71] e S. pombe [72]. Pouco é conhecido sobre a
ativacdo de Skn7 apoOs estresse, mas em C. glabrata Yap1l e Skn7 ligam
cooperativamente na regido promotora dos genes centrais do estresse oxidativo
[71]. Outros fatores de transcricdo também desempenham papéis na expressao
génica mediada por estresse oxidativo e incluem Atf1 em Cryptococcus neoformans
[73], MoAP1 em Magnaporthe oryzae [74], AtfA em A. nidulans e A. fumigatus
[75,76], Msn2p/4p em S. cerevisiae [77] e SEB-1 em Neurospora crassa [16].

2.5. Estresse de parede celular

A arquitetura da parede celular fungica envolve uma complexa rede de
polissacarideos e glicoproteinas com composicdo que varia entre as espeécies.
Geralmente é composta por uma matriz de quitina formada por 3-1,3-glicana e p-1,6-
glicana, que constituem a camada interna da parede, misturadas com outros
agucares, como mananas, glicanas e glicoproteinas na camada mais externa[20]. A
parede celular fornece protecdo contra mudancas ambientais e em fungos
patogénicos ativam uma variedade molecular diversa no reconhecimento
imunologico do hospedeiro e na resisténcia antifungica. Com isso, a perturbacao da
arquitetura da parede, pode potenciar as respostas imunes e induzir um estresse
letal na parede celular do fungo. Entre o grupo de moléculas capazes de inibir a
biossintese da parede celular encontram as equinocandinas, as quais sao moléculas
naturais cujos derivados sintéticos sao utilizados como primeira linha de tratamento
contra fungos patogénicos como C. albicans e A. fumigatus [20].

Os fungos desenvolveram circuitos celulares complexos para sentir e
responder ao estresse da parede celular. Embora também variem entre as espécies,
a arquitetura central € amplamente conservada. O estresse da parede celular é
tipicamente detectado na membrana plasmatica através de sensores de superficie
celular, que incluem Wsc1, Wsc2, Wsc3, Mid2 e Mtl1 em S. cerevisiae [78]. Este
estimulo provoca a troca de nucleotideos na proteina G pequena Rho1, que
orquestra a sinalizacado de integridade da parede celular [79]. Como consequéncia,
ocorre a sintese de B-glucanos, controle transcricional de genes da parede celular,
polarizacado do citoesqueleto de actina e direcionamento de vesiculas secretoras. O
caminho mais bem estabelecido através do qual os sinais de integridade da parede

celular sao transduzidos de Rho1 é a cascata MAPK que inclui Pkc1, Bck1, Mkk1/2 e
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Mpk1/SIt2 em S. cerevisiae [80]. Esta cascata leva a fosforilagao e ativagao do fator
de transcricdo RIm1, o qual é translocado para o nucleo e ativa genes para sintese
de componentes importantes para a remodelagem da parede frente a uma
perturbagao (Figura 3).

Embora esta cascata fornegca um poderoso mecanismo para amplificar os
sinais da superficie celular e coordenam respostas que dao robustez adicional a
parede, esta fisiologia sé € alcangada por complexas redes de interagdo genética.
Essas redes podem permitir respostas compensatorias a parede celular frente a
perturbagdes, por exemplo, a ativagdo da sintese de quitina suprime a atividade
antifungica das equinocandinas [81], as quais inibem a biossintese de p-1,3-glucano.
Por isso, hubs de sinalizagdo celular muito organizados sao cruciais para esta
orquestra envolvendo a remodelagem da parede em fungos, necessitando da ajuda
de chaperonas. A Hsp90, por exemplo, modula a estabilidade e funcao de diversos
reguladores da sinalizagdo celular, permitindo repostas a uma variedade de
estresses, incluindo o de parede celular [82,83]. A fosfatase calcineurina e a quinase
Hog1, também regulam coordenadamente a sintese de quitina em resposta ao

estresse induzido na parede ou na membrana celular.

2.6. Estresse salino causado pelo calcio

O caélcio € um ion essencial para organismos vivos, pois ele é responsavel
pela ativacao de diversas proteinas de sinalizacao celular, podendo ser armazenado
em organelas ou captados pela membrana plasmatica, agindo em multiplos eventos
celulares. Neste sentindo, quando exposta a altas concentragdes de calcio, a célula
precisou desenvolver mecanismos que permitissem que cascatas de sinalizagao
fossem ativadas levando a sintese de transportadores de calcio [20]. Estas Ca?*
ATPases mantem a concentragdo de Ca?* livre citosolico em um nivel basal baixo e
fornece Ca?* as organelas para aliviar a tensdo intracelular e promover a
homeostase. Um mecanismo bem conhecido € a ativagao de fatores de transcricéo
do tipo Calcineurin-Responsive-Zinc-fingers (CRZ), que no reino fungico é o principal
regulador na resposta ao estresse de calcio [84—-86]. CrzA é descrito como uma
proteina altamente fosforilada em A. fumigatus (Kayingo et al. 2009), e varias
proteinas quinases foram identificadas na fosforilacdo de Crz1 em S. cerevisiae,

como o complexo quinase/ciclina Pho85/Pho80 [87]. Sob estresse de calcio, a
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calcineurina desfosforila Crz1 levando-a para o nucleo, o que desencadeia a

expressao de genes responsiveis ao calcio (Figura 3).

3. Uma rede integrada: existe um nucleo comum para a resposta a estresse?

Esta talvez seja uma questao central em estudiosos da resposta ao estresse:
existe um nucleo que une todas as respostas? O que temos sao varias evidéncias,
algumas delas ja descritas acima, nas quais diferentes estimulos de estresse ativam,
em parte, vias de sinalizagao iguais. Estudos de perfil transcricional do genoma de
S. cerevisiae, revelaram a existéncia de nucleos de resposta ao estresse ou CSRs
(Core Stress Response) [24]. Os mesmos nucleos também foram descritos em S.
pombe [72] e em fungos patogénicos, tais como C. glabrata [88] e C. albicans [89].
Formalmente, o CSR apresenta um conjunto de genes que sdao comumente
regulados em resposta a diversos tipos de estresse, atuando conjuntamente nestas
respostas. Estes conjuntos de genes, os quais representam cerca de 14% do
genoma de S. cerevisiae, envolvem principalmente os componentes das vias de
estresse osmotico, oxidativo, danos de DNA e choque térmico [20,72]. Por exemplo,
a via HOG aparenta exercer multiplas fungdes na ativagcao de genes de resposta ao
estresse osmotico, térmico, oxidativo, de parede celular e pH [90].

Recentemente, em células humanas, [91] identificaram um regulador central
da resposta ao estresse chamado C160rf72/HAPSTR1, um gene conservado
evolutivamente e envolvido na regulagédo de multiplas vias de estresse. Este gene
codifica duas isoformas proteicas abundantes que se oligomerizam e ligam a
proteinas ubiquitina ligases controlando a sinalizagao celular e diversos genes de
resposta a estresse. Estas proteinas agem em hubs celulares interagindo com
outras proteinas importantes como quinases, chaperonas e fatores de transcri¢ao,
evidenciados por ensaios de imunoprecipitacao [91]. Um complexo de proteinas
identificadas como interagindo com HAPSTR1 durante estresse em células humanas
sdo as AAA+ ATPases RuvBL1/ RuvBL2, as quais interagem geneticamente (seus
genes sao regulados por HAPSTR1) bem como interagem fisicamente (foram
imunoprecipitadas juntas com HAPSTAR1).

Neste contexto, as AAA+ ATPases RuvBL1 e RuvBL2, as quais formam um
complexo proteico envolvido em multiplas funcdes celulares, podem exercer papeis

cruciais na célula, inclusive ajudando a manter o nucleo da resposta ao estresse via
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suas multiplas fungdes e interagdes. Este complexo foi alvo de estudo deste trabalho
no contexto de estresse em N. crassa e mais detalhes sobre estas proteinas serao

descritas a seguir.

4. As proteinas RuvBL/Rvb e suas homoélogas RVB-1 e RVB-2 de N. crassa

Um dos principais objetivos do nosso grupo € o estudo dos mecanismos
moleculares associados a resposta a estresse em N. crassa, sendo uma delas o
estresse térmico. Estudos previamente realizados identificaram a proteina RVB-1
(produto da ORF NCUO03482) em extratos nucleares do fungo submetidos a choque
térmico, possivelmente ligando a regido promotora do gene que codifica a enzima
glicogénio sintase, regulatéria da sintese de glicogénio [92]. Em N. crassa, o choque
térmico causa uma redugao no conteudo de glicogénio das células e essa redugao &
acompanhada pela repressao de gene gsn [35], resultado este contrario ao que
ocorre na levedura S. cerevisiae [93], a qual sob estresse térmico acumula
glicogénio e ocorre a ativacdo da expressdo do gene que codifica a glicogénio
sintase.

A proteina RVB-1 esta anotada no banco de dados do fungo como uma
RuvB-like helicase 1 (RuvBL1), uma DNA helicase dependente de ATP, nomeada
como RVB-1 [19] RuvBL1 é uma proteina ubiquamente expressa que esta envolvida
em muito processos celulares, tais como regulacdo da expressdo génica,
processamento do RNA ribossomal, apoptose, divisdo e proliferagao celular [94]. A
conservagao evolutiva de RuvBL1 de leveduras ao homem sugere que esta proteina
desenvolve fungdes essenciais para a viabilidade e desenvolvimento da célula.
RuvBL1, juntamente com a proteina paraloga RuvBL2, pertence a familia das
ATPases conhecidas como AAA+ (ATPases Associated with Diverse Celular
Activities) que apresentam dominios TBP (TATA binding protein)-interacting protein)
e motivos conservados de ligagao e hidrolise de ATP como o Walker A, Walker B e
Arg finger. As proteinas RuvBL1 e RuvBL2 sdo também conhecidas,
respectivamente, como Pontin e Reptin ou ainda como TIP49 e TIP48 [TBP (TATA
binding protein)-interacting protein] TBP),

O produto da ORF NCU06854 foi identificado como a proteina ortdloga a
RuvBL2, a qual esta anotada no banco de dados do fungo como uma RuvB-like

helicase 2 e nomeada como RVB-2 [19]. Varios trabalhos afirmam que as duas
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proteinas (RVB-1 e RVB-2) atuam conjuntamente na maioria dos processos acima
mencionados, originando estruturas hexaméricas e/ou dodecaméricas participantes
de grandes complexos proteicos, devido as suas atividades ATPase e helicase [94—
96].

As proteinas RuvBL1 e RuvBL2 formam o complexo proteico RuvBL1/RuvBL2
que atua em conjunto com varios outros complexos proteicos multimoleculares no
nucleo celular de maneira ATP-dependentes, incluindo complexos de remodelagem
de cromatina, o complexo HAT (Histona Acetil Transferase), complexos de
ribonucleoproteinas nucleolares (snoRNP), complexo da transcriptase reversa da
telomerase e regulam a transcricao através da interacado com fatores de transcrigao
[94]. Embora sejam proteinas predominantemente nucleares, também foram
detectadas no citoplasma, onde desempenham papéis como estabilizadoras de
outras proteinas e complexos [97].

Uma das fungdes mais descritas para estas proteinas é a participacao
conservada nos complexos INO80 e SWR/SRCAP de S. cerevisiae, Drosophila
melanogaster e células de mamiferos, os quais possuem fungdo como
remodeladores da cromatina que catalisam e modificam de maneira ATP-
dependente a arquitetura dos nucleossomos e estdo envolvidos com o reparo de
DNA de cadeia dupla, regulacao transcricional e diferenciagao celular. Sabe-se que,
além das RuvBL1/RuvBL2, estes complexos também se associam a proteinas
acessorias relacionadas com a actina (Arps, Actin related proteins), as quais foram
descritas modular a ligagdo dos complexos de remodelagem na cromatina, estimular
a atividade ATPase de maneira dependente de DNA, facilitar a montagem e
estabilidade do complexo, ligacédo as histonas e na remodelagao e translocagao nos
nucleossomos [98,99].

O papel das RuvBL1/RuvBL2 na sinalizagdo celular também ja foi
caracterizado. Estudos revelaram que elas s&o reguladoras das proteinas
relacionadas com fosfatidilinositol 3-quinase (PIKK), as quais s&o proteinas
serina/treonina quinases com dominios cataliticos homdlogos aqueles de
fosfatidilinositol 3-quinases. PIKKs regulam a respostas a danos no DNA, sinalizagao
dependente de nutrientes, silenciamento génico e estresse [94,97,100]. Elas
também foram descritas como essenciais a viabilidade e desenvolvimento celular em
organismos tais como S. cerevisiae [101], D. melanogaster [102] e N. crassa [19],

muito provavelmente em consequéncia de suas naturezas oligoméricas e interacao
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com diversas proteinas importantes. Além disso, em humanos, os genes codificando
estas proteinas foram demonstrados serem super expressos em varios tipos de
cancer, como hepatico, colorretal, mama, pulmao, gastrico, esofagico, pancreatico,
rim, bexiga, bem como linfatico e leucémico e a literatura é muito rica em estudos
com estas proteinas relacionadas a diferentes tipos de cancer [103,104]

Em S. cerevisiae, um complexo co-chaperona muito estudado e conservado
em eucariotos € composto pelas proteinas Tah1 (TPR-containing protein associated
with HSP90), Pih1 (Protein interacting with HSP90) e as proteinas Rvbs, chamado
de R2TP/PAQossomo (Particle for Arrangement of Quaternary structure) [105]. Este
complexo desempenha papeis importantes na biogénese do RNA ribossomal,
diferenciagao celular e transcri¢do e esta relacionado a varias patologias em células
de mamiferos, principalmente relacionadas com vias de diferenciagdo celular,
sinalizagcao celular e cancer, sendo as Rvbs importantes para as fungbes do
complexo R2TP-HSP90 devido a sua atividade ATPase e natureza oligomérica
[103]. Pih1 e Tah1 ndo sdo essenciais em S. cerevisiae e proteinas ortélogas a
ambas, ou pelo menos a uma delas, ndo foram identificadas em algumas leveduras,
fungos e plantas. Por outro lado, as RVBs sao encontradas em todos os eucariotos e
sao proteinas essenciais [105].

Como mencionado acima, proteinas ortdélogas as proteinas Phi1/Tah1 nao
sdo identificadas no genoma dos fungos filamentosos, sugerindo que a interagao
entre Rvb1/2 e HSP90 pode ocorrer de maneira independente de Pih1/Tah1 ou por
mecanismos ainda desconhecidos. Uma interagao direta entre as Rvbs e HSP9O0 foi
identificada em estudos de imunoprecipitacdo realizados em duplo-mutantes para
Phi1/Tah1 em S. cerevisiae, sugerindo que as fungbes do complexo R2TP-HSP90
ainda podem ser mantidas, mas por vias interativas diferentes envolvendo alvos de
RVBs e Hsp90 [106].

4.1 As proteinas RVBs na resposta a estresse

Existem evidencias de que o complexo RVB-1/RVB-2, em humanos, pode
regular a resposta a estresse mediada por meio de interagdes fisicas com PIKKs e
pelo controle dos seus niveis de mRNA [97]. Em S. cerevisiae, [107] identificaram
Rvb1 em agregados proteicos celulares submetidos a estresse térmico e [108]
descreveram a presencga de condensados perinucleares de ambas as proteinas em

células de levedura em fase estacionaria e sob algumas condi¢des de estresse. No
34



entanto, nem a expressao da proteina nem sua localizagdo foram significativamente
alteradas sob diferentes condi¢des de estresse para ambas as proteinas [108].

Utlizando uma abordagem de silenciamento de RNA (siRNA), [109]
mostraram que as proteinas RuvBL1 e RuvBL2 estdo envolvidas na formagédo do
complexo do agressomo em humano, interagindo diretamente com seus
componentes. O agressomo é um grande complexo formado por chaperonas, co-
chaperonas e proteinas mal dobradas que ndo sdo degradadas pelo proteassomo e
acabam por ser encapsuladas e transportadas pelos microtubulos via ATP-dineina
para a regidao perinuclear da célula, diminuindo a citotoxidade causada pelas
proteinas desnoveladas. Estdo amplamente envolvidos em doengas como Alzheimer
e Parkinson (Corpos de Lewis). Células expressando baixa quantidade das
proteinas RuvBLs mostraram possuir mais agregados intracelulares durante
estresse, sugerindo que as RuvBLs de humanos podem agir como desagregases
celulares, possuindo atividade chaperona-Like [109].

Além disso, as proteinas RVBs foram encontradas em ensaios de
imunoprecipitacdo de componentes de granulos de estresse isolados por
centrifugacao diferencial, tanto em células de mamiferos, como em S. cerevisiae,
sugerindo um papel amplo e conservado para estas proteinas na regulagao
traducional em resposta ao estresse [110], no entanto seu envolvimento nao foi
comprovado experimentalmente. Os granulos de estresse sdo grandes complexos
super estaveis de mRNA/proteinas, localizados em granulos citoplasmaticos
discretos no citoplasma que regulam a traducdo de mRNAs de maneira sincronica
com a parada traducional induzida por estresse [111-113].

Curiosamente, por meio de ensaios de pulldown DNA-proteina, as proteinas
RVBs foram identificadas ligando de maneira dependente de HSE ao promotor do
gene da proteina HSP70 de camundongo apds estresse térmico [114]. Além disso,
ensaios de imunoprecipitacdo revelaram as RuvBLs como proteinas capazes de
interagir com a proteina SGO2 (shugoshin2) em células de camundongo também
submetidas a estresse térmico, desempenhando, muito provavelmente, um papel
como regulador da transcricdo nesta condicdo [114], porém esta interacdo nao foi
comprovada no trabalho. As shugoshin sdo uma classe de proteinas ubiquas em
eucariotos, com fungdo conservada ligada a coesao cromossémica da mitose e na
meiose, estando amplamente relacionadas a diversas doengas neurodegenerativas

e cancer [169]. O papel de SGO2 no estresse esta relacionado a interagdo com
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HSF-1, agindo como ativadoras da expressao génica, recebendo o titulo de guardia
no choque térmico em camundongos [115]. Além disso, as proteinas RVBs
mostraram serem reguladas e interagirem com um regulador central da resposta ao
estresse em células de humanos, HAPSTAR1, como ja descrito acima [91].

Este conjunto de dados justificou a presente proposta de trabalho, a qual
gerou resultados que consolidam as proteinas RVBs como importantes ATPases
envolvidas na resposta ao estresse em N. crassa. Este € o primeiro trabalho de
caracterizagao funcional destas proteinas em fungos filamentosos e traz luz a novas
funcdes para estas proteinas extraordinarias, principalmente relacionadas a resposta

ao estresse.
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OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

O objetivo geral deste trabalho é a caracterizagao funcional e bioquimica do
complexo AAA+ ATPase RVB-1/RVB-2 e da ciclina multifuncional PCL-1 na resposta
a estresse em Neurospora crassa. Por este motivo, este trabalho foi dividido em trés
capitulos, de acordo com os objetivos especificos propostos para cada etapa do

desenvolvimento deste projeto.

Capitulo |- Caracterizagao bioquimica e biofisica do complexo RVB-1/RVB-2:
Neste capitulo, nosso objetivo é combinar técnicas bioquimicas e biofisicas para
caracterizar as proteinas RVB-1 e RVB-2 de N. crassa, tais como a produgao e
purificacdo das proteinas recombinantes e realizacdo de analises biofisicas com o
objetivo de compreender o estado oligomérico do complexo RVB-1/RVB-2. Ensaios
bioquimicos de atividade ATPasica e ligacdo a DNA também serdo realizadosAlém
disso, analises funcionais utilizando linhagens mutantes heterocarias para os genes
rvb-1 e rvb-2 serdao estudadas para investigar as fungdes dessas proteinas no

desenvolvimento do fungo, além do estudo de suas localiza¢gdes subcelulares.

Capitulo II- Caracterizagao funcional das proteinas complexo RVB-1 e RVB-2
na resposta ao estresse, por meio de andlises de expressao e
imunoprecipitagao: Neste capitulo, nés pretendemos conectar as proteinas RVBs
como importantes ATPases envolvidas na resposta ao estresse em N. crassa. Para
iSsO, Nosso objetivo € analisar a expressao e localizagdo das proteinas sob estresse,
bem como realizar uma busca por proteinas parceiras por meio de ensaios de
imunoprecitagdo (IP) da proteina RVB-1. A comprovagao de interagdo de algumas

proteinas parceiras identificadas na IP sera analisada.

Capitulo lll- Caracterizagao funcional da ciclina PCL-1 na resposta ao estresse:
Neste capitulo, o objetivo principal € investigar o envolvimento da proteina na
resposta a estresse com o objetivo de comprovar o papel multifuncional desta ciclina
PCL-1 em N. crassa. Além disso, propomos realizar estudos da localizagcao celular
da ciclina durante o desenvolvimento do fungo e caracterizar sua fungao na resposta

ao estresse por calcio e na modulagao da regulagao do fator de transcrigdo CRZ-1.
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Capitulo 1. Caracterizagao Bioquimica e Biofisica do complexo RVB-1/RVB-2

Neste capitulo, nds caracterizamos os produtos das ORFs NCU03482 e NCU06854,
nomeados RVB-1 e RVB-2 num ponto de vista bioquimico e biofisico. Estas
caracterizagdes tiveram inicio durante as atividades do Mestrado e foram finalizadas
durante os objetivos iniciais do projeto de Doutorado. Analises cromatograficas
revelaram que as proteinas interagem formando um complexo proteico que na forma
APO (sem nucleotideos) existe predominantemente como um dimero em solugéo,
embora também tenham sido observados hexameros. Os nucleotideos influenciam o
estado de oligomerizacédo, enquanto o ATP favorece a formagdo de hexameros, o
ADP favorece a formagao de estados multiméricos, provavelmente dodecameros, e
as simulagdes de Dinédmica Molecular (MD) revelaram a contribuicdo de certos
residuos de aminoacidos na estabilizacdo dos nucleotideos. O complexo RVB-
1/RVB-2 liga a fragmentos de DNA, exibe atividade ATPase e a atividade é
fortemente aumentada na presenca de DNA. Além disso, o complexo se liga a
importina-a (NcIMPa) através dos sinais de localizagdo nuclear (NLS). Nossos
achados mostram que algumas propriedades sado especificas das proteinas do
fungo, apesar de sua alta identidade com proteinas ortélogas. Sdo proteinas
essenciais em N. crassa, e os defeitos fenotipicos exibidos pelas linhagens
heterocaridticas, principalmente relacionados ao crescimento e desenvolvimento,
indicam N. crassacomo um organismo promissor para investigar fungdes bioldgicas
adicionais dessas proteinas.

Este trabalho foi publicado na revista Biochimie em 2021
DOI 10.1016/j.biochi.2021.08.002

Segundo INSTRUCAO NORMATIVA No 01, de 29 de abril de 2022, que dispde sobre as normas para
apresentacao de dissertacoes e teses do Programa de Pés-graduacdo em Biotecnologia, despacho
n°® 083/2022 — CoPGB/IQ-CAr, aprovada pelo Conselho do Programa de Pds-Graduagdo em
Biotecnologia em Reunido de 13/04/2022, esta tese sera apresentada na forma de capitulos contendo
0s manuscritos gerados a partir dos resultados obtidos durante as atividades de doutorado.
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ABSTRACT

The RVB proteins, composed of the conservative paralogs, RVB1 and RVB2, belong
to the AAA+ (ATPases Associated with various cellular Activities) protein superfamily
and are present in archaea and eukaryotes. The most distinct structural features are
their ability to interact with each other forming the RVB1/2 complex and their
participation in several macromolecular protein complexes leading them to be
involved in many biological processes. We report here the biochemical and
biophysical characterization of the Neurospora crassa RVB-1/RVB-2 complex.
Chromatographic analyses revealed that the complex (APO) predominantly exists as
a dimer in solution although hexamers were also observed. Nucleotides influence the
oligomerization state, while ATP favors hexamers formation, ADP favors the
formation of multimeric states, likely dodecamers, and the Molecular Dynamics (MD)
simulations revealed the contribution of certain amino acid residues in the nucleotide
stabilization. The complex binds to dsDNA fragments and exhibits ATPase activity,
which is strongly enhanced in the presence of DNA. In addition, both GFP-fused
proteins are predominantly nuclear, and their nuclear localization signals (NLS)
interact with importin-a (NcIMPa). Our findings show that some properties are
specific of the fungus proteins despite of their high identity to orthologous proteins.
They are essential proteins in N. crassa, and the phenotypic defects exhibited by the
heterokaryotic strains, mainly related to growth and development, indicate N. crassa
as a promising organism to investigate additional biological and structural aspects of

these proteins.

Keywords: RVB-1 and RVB-2 proteins, SEC-MALS, ATPase activity, molecular

modeling.
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1. INTRODUCTION

The RVB proteins, also known as RUVBL1/RUVBL2, Pontin/Reptin, and
TIP48/TIP49 belong to the AAA+ (ATPases Associated with various cellular
Activities) protein superfamily that are present in archaea and eukaryotes. They are
essential proteins in eukaryotes [1-3] and are described to participate in a wide range
of cellular processes [4,5]. They are composed of two paralogs, Rvb1 and Rvb2 in
the yeast Saccharomyces cerevisiae, that interact with each other forming the
Rvb1/2 complex. According to structural studies, both proteins are organized in three
domains, in which the | and Il domains comprise the catalytic ATPase core, while the
Il domain is a DNA binding domain also involved in protein-protein interactions [6,7].

The proteins from different organisms have been extensively characterized
either individually or as a protein complex. In general, both orthologs are described to
exhibit ATPase and helicase activities; however, some controversial results are
described by different groups depending on if they are characterized individually or
not. For example, very low levels of ATPase activity and no helicase activity were
described for the human RUVBL1/RvbBL1 [1,6]; however, the ATPase, but not the
helicase activity, was detected when the RUVBL1/ RUVBL2 complex was
characterized [8,9]. The three-dimensional crystal structure was first solved for the
human RuvBL1 showing a hexameric ring-shaped structure [6]. Later, the crystal
structure of the human truncated protein complex (R1ADII/R2ADII) revealed a
dodecamer consisting of two heterohexameric rings with alternating unities of each
monomer [7]. The crystal structure of the full-length Rvb1/Rvb2 protein complex was
solved with proteins from the thermophilic fungus Chaetomium thermophilum
(ctRvb1/ctRvb2), which showed that both proteins assemble in dodecameric states
consisting of alternating Rvb1 and Rvb2 molecules [10]. Two possible dodecameric
assemblies were described depending on the region of interaction, suggesting that
the capability of both proteins of forming different oligomeric states may affect the
cellular pathways in which they are involved.

Although described as associated to a large variety of cellular processes, the
exact molecular function of the proteins remains unclear. They are known as
components of large protein complexes, such as the INO80, SWR-C/SRCAP, and
TIP60/NuA4 chromatin remodeling complexes [11-14]. In addition to DNA

remodeling, the Rvbs proteins are described as associated to transcriptional
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processes, since they interact with the TATA-box binding protein, TBP [15], and
various transcription factors resulting in the regulation of a variety of downstream
processes. In humans, they are described to modulate the activity of transcriptional
regulators such as c-Myc and B-catenin, which play roles in cancer development and
progression [16]. Additionally, they are overexpressed in multiple types of cancer,
and thus are considered as targets for the development of new therapeutic
anticancer drugs [13,17].

In a previous study, we identified the RuvB-like helicase protein (ORF
NCUO03482, the S. cerevisiae Rvb1 ortholog, named here as RVB-1) in Neurospora
crassa using an approach to search for proteins able to bind to the gsn promoter, the
gene encoding glycogen synthase, the regulatory enzyme in glycogen synthesis [18].
In the present work, we performed the characterization of the RVB-1 and RVB-2
proteins and of the RVB-1/RVB-2 complex from N. crassa. Both are essential
proteins in N. crassa, and the mutant strains (Arvb-1"¢t and Arvb-2h!) show several
phenotypic defects. Both proteins were individually and co-expressed in E. coli, and
their biochemical and biophysical characteristics were analyzed. The RVB-1/RVB-2
complex exhibits ATPase activity and requires the N. crassa importin-a. (NcIMPa) to
be translocated to nucleus since their nuclear localization sites (NLS) showed high in
vitro affinity to NcIMPa. In addition, the complex binds dsDNA and DNA largely
increases its low ATPase activity. The analytical size-exclusion chromatography
(aSEC) and the aSEC coupled to multi-angle light scattering (SEC-MALS) analyses
revealed that the APO complex predominantly exists as a dimer in solution although
hexamers were also observed. Nucleotides strongly influence the oligomerization
state, while ATP favors the formation of hexamers, ADP favors the formation of
multimeric states, likely dodecamers. Supporting this, MD simulations suggest that
ADP or ATP may induce the oligomerization of RVB-1 and RVB-2 by an
intermonomer cooperativity mechanism. The findings reported here extend t