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Resumo



O fungo Neurospora crassa tem sido amplamente utilizado como organismo modelo
para o estudo de alguns aspectos da biologia em eucariotos. O sequenciamento de seu
genoma permitiu analisar funcionalmente diversos fatores de transcricdo e, portanto,
atribuir funcdo a proteinas anotadas como hipotéticas. Neste estudo, esta sendo
investigado o papel funcional do produto de ORF NCU01629, um fator de transcricdo
que pertence a familia zinc-finger sem homoélogos funcionais nos bancos de dados de
fungos filamentosos. Anadlises de interagdo DNA-proteina in vitro foram previamente
realizadas por pesquisadores colaboradores, permitindo a identificacdo do seu motif de
ligagdo ao DNA, bem como os genes provavelmente regulados por este fator de
transcricdo. A partir destes dados, estes genes foram classificados pelo FunCat. Os
resultados revelaram o envolvimento do fator de transcricdo em eventos celulares
relacionados ao estresse oxidativo, bem como morte celular, entre outros processos
celulares. Andlises do crescimento radial do fungo foram realizadas em placas de Petri
contendo agentes indutores de diferentes tipos de estresse, tais como osmatico, térmico
e oxidativo. A linhagem mutante mostrou crescimento semelhante a linhagem selvagem,
em condigdes de estresse osmotico (NaCl 0,1-1,5M e sorbitol 1-1,5M), pH (4,2 e 7,8) e
térmico (45°C). Entretanto, o crescimento da linhagem mutante foi influenciado quando a
linhagem foi exposta a diferentes agentes indutores de EROs, como o paraquat (10 uM),
menadiona (50 pM), H,O, (2 mM) e farnesol (10 uM). A linhagem mutante mostrou
crescimento radial reduzido, quando comparado a linhagem selvagem no tratamento
com diferentes concentragbes de paraquat e farnesol e aumento da resisténcia quando
expostos a H,O, e menadiona. A expressao de genes relacionados a EROs (cat-1, cat-
2, cat-3, gst-1, gst-2, sod e nox) e genes apoptoticos (bax, metascaspases, e p53) foi
analisada por RT-gPCR. Os resultados mostraram que o fator de transcricdo esta
envolvido na regulacdo da resposta ao estresse oxidativo, controlando a expresséo de
todos os genes testados. O gene que codifica glutationa-S-transferase omega-1 (GST-
om) nao foi encontrado como alvo de regulacdo do produto da ORF NCU01629, sendo
usado como controle negativo. Este gene ndao mostrou ser regulado pelo fator de
transcricdo pelas analise de RT-gPCR. A fim de avaliar a produgdao de EROs, apods
exposicado a paraquat, menadiona e H,O,, analises foram realizadas por microscopia de
fluorescéncia usando o reagente de 2'.7'-diacetato dichlorodihydrofluorescein
(Ho.DCFDA). Os resultados mostraram que houve grande producédo de EROs intracelular
quando o fungo foi submetido a condicbes de estresse oxidativo. Considerando os
resultados obtidos neste trabalho, o gene foi denominado ore-1 (oxidative stress
regulator). Andlises de localizagdo celular indicaram que a proteina ORE-1 esta
provavelmente localizada na mitocéndria quando as células foram expostas a estresse
oxidativo.

Palavras-chave: Fator de transcricdo. Morte celular. Estresse oxidativo. ChIP-gPCR.
RT-gPCR. Localizagéo celular. Woronin body. N. crassa



Abstract



The fungus Neurospora crassa has been widely used as a model organism for the study
of some aspects of biology in eukaryotes. The sequencing of its genome has enabled
functionally analyze various transcription factors and therefore, assign function to
hypothetical proteins. In this study, we investigated the functional role of the ORF
NCUO01629 product, a transcription factor that belongs to the zinc-finger protein family
without functional homologues in fungi database. In vitro analysis of DNA-protein
interaction, allowed the identification of its DNA binding motif and, as a consequence, the
most likely genes regulated by this transcription factor. The genes were classified by
FunCat. The results revealed the involvement of the transcription factor in multiple
cellular processes including the response to oxidative stress and cell death. Analyses of
radial growth were performed in Petri dishes containing agents that induce different types
of stress such as osmotic, thermal and oxidative. The knockout strain showed similar
growth to the wild type strain when exposed to osmotic (NaCl 0,1-1,5M and sorbitol 1-
1,5M), pH (4.2 and 7.8) and heat (45°C) stresses. However, growth of the knockout
strain was influenced when the strain was exposed to different ROS inducing agents,
such as paraquat (10 uM), menadione (50 uM), H,O, (2mM) and farnesol (10 uM). The
knockout strain showed reduced radial growth, compared to the wild-type strain, when
exposed to different concentrations of paraquat and farnesol and increased resistance to
H,O, and menadione. The expression of genes related to ROS (cat-1, cat-2, cat-3, gst-1,
gst-2, sod, and nox) and apoptotic genes (bax, metascaspases, and p53) were analyzed
by RT-gPCR. The results showed that the transcription factor is involved in the regulation
of the oxidative stress response, controling the expression of all genes. The gene
encoding glutathione-S-transferase omega-1 (GST-om) was not found as target of
regulation by the transcription factor and was used as negative control. The expression
of this gene was not regulated by the transcription factor in RT-qPCR analysis. To
evaluate the production of ROS after exposure to paraquat, menadione and H,O,, the
cells were incubated with 2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) and
analyzed by fluorescence microscopy. The results showed high production of
intracellular ROS when cells were subjected to oxidative stress conditions. Considering
the involvement of the transcription factor in oxidative stress response, the gene was
named ore-1 (oxidative stress regulator). Cellular localization assays indicated that the
ORE-1 protein is likely localized in the mitochondria when cells are exposed to oxidative
stress.

Keywords: Transcription factor. Cellular death. Oxidative stress. Cell death. ChIP-
gPCR. RT-qPCR. Woronin body. Filamentous fungus.
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1.1. O fungo Neurospora crassa como modelo experimental

Os fungos filamentosos s@o eucariotos multicelulares e devido a isso contribuem
com uma grande soma de conhecimento 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
faciidade de manipulagcdo e desenvolvimento, como também pelos seus aspectos
genéticos e sistemas bioquimicos bem estabelecidos (PERKINS; DAVIS, 2000). O fungo
pertence a classe dos Eumicetos, subclasse Ascomiceta, familia Sordariacea, subfamilia
Sphaeriales, (ESSER; KUENEN, 1967), ¢ um fungo saprdfito, multicelular e né&o
patogénico, embora seu genoma esteja intimamente relacionado com genomas de
fungos fitopatogénicos (GALAGAN et al., 2003).

Estudos iniciais com N. crassa datam da primeira metade do século XIX. O fungo
foi descrito e utllizado em experimentos por microbiologistas franceses apds sua
infestacdo em padarias de Paris (PAYEN, 1843). Inicialmente denominada de Monilia
sitophila, o género foi renomeado logo apds a identificagdo de corpos de frutificagéo,
demonstrando a ocorréncia de um estagio sexual no fungo até entdo desconhecido
(SHEAR; DODGE, 1927). Na década de 40, partindo do pressuposto de que o
desenvolvimento e funcionamento de um organismo consistia essencialmente de um
sistema integrado de reagdes quimicas controladas de alguma maneira pelos genes,
uma série de experimentos utilizando o fungo N. crassa foram realizados por Beadle e
Tatum em 1941, o que resultou na hipétese “um gene, uma enzima”’. Como
reconhecimento, os autores foram laureados, em 1958, com o Prémio Nobel de
Medicina e Fisiologia. Estas pesquisas utilizando o fungo como organismo modelo nas
primeiras décadas do século XX determinaram o destino da genética moderna e da
biologia molecular. Desde entdo, o fungo vem sendo intensamente utilizado como
organismo em estudos de expressdo génica, desenvolvimento e diferenciacéo celular,
ritmo circadiano, defesa do genoma, bem como outros aspectos da biologia de
eucariotos (PERKINS; DAVIS, 2000).

O ciclo assexual do fungo consiste na formagéo de estruturas denominadas de
macro e microconidios. Macroconidios sao células grandes, multinucleadas (3 a 6
nucleos) que sao originados por brotamentos repetidos a partir da célula apical de
conidiéforo  (blastoconidio) ou pela fragmentacdo do conidiéforo (artroconidio)
(SPRINGER; YANOFSKY, 1989). Estas estruturas sao revestidas por proteinas fazendo
com que os macroconidios assumam uma natureza hidrofébica, que os mantem secos e

leves facilitando sua dispersao pelo ar (DAVIS, 2000). Além dos macroconidios, existem
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também os microconidios. Eles sdo menores, possuem natureza hidrofilica, possuem
apenas um nucleo, sdo liberados diretamente de estruturas constituidas por pequenas
células denominadas de microconidioforos. Em geral, os conidios germinam em
condicbes adequadas para o crescimento pela formagdo de um tubo germinativo inicial,
que se estende até formar uma hifa (DAVIS, 2000).

N. crassa possui dois tipos de compatibilidade sexual, chamados fatores de
acasalamento “A”’ e “a’. Ambos sdo competentes para cruzamento, sendo que qualquer
um pode ser doador de nucleo (macho) como aceptor de nucleo (fémea). Para que se
inicie o ciclo sexual, € necessario que o fungo esteja em condicdo de limitacdo de
nitrogénio, o que induz a formagdo de uma estrutura sexual especializada denominada
de protoperitécio (estrutura feminina). A doagao de nucleo ocorre quando um conideo ou
um pedagco de hifa de fator de acasalamento oposto entra em contato com o
protoeritécio. Apds o contato ocorre a fertilizacdo do protoperitécio pela fusdo das hifas
(RAJU, 1980). Ap6s a fusao dos nucleos ocorre uma mitose que resulta na formagao de
uma estrutura denominada de crozier dividida em 3 células, uma lateral e uma célula
basal com um nucleo cada, e uma célula apical com dois nucleos. Hifas especializadas
sao formadas resultando em uma estrutura denominada peritécio. Uma representacao

esquematica do ciclo do fungo pode ser visualizada na figura 1.
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Figura 1 - Ciclo de vida do fungo Neurospora crassa (Gyongyosi; Kaldi, 2014).
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O genoma do N. crassa esta organizado em sete cromossomos que variam entre 4
a 10 Mb de tamanho (SCHULTE et al., 2002). Seu genoma foi sequenciado por Galagan
et al, (2003), revelando ser constituido por aproximadamente 40 Mb, genoma este,
considerado maior se comparado com outros fungos ja conhecidos 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 filamentosos e eucariotos superiores, se comparado com leveduras
e outros eucariotos inferiores (DUNLAP et al., 2007). 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 nado identificados até o momento (DUNLAP et al., 2007). O genoma dos
organismos eucariotos possui uma grande diversidade de fatores de transcricdo, tanto
em relagdo a presenga, quanto na variedade de familias destas proteinas regulatorias.
O genoma do fungo N. crassa possui 176 proteinas anotadas como fatores de
transcricdo, o que representa 1,7% dos genes codificadores de proteinas deste
organismo (BORKOVICH et al., 2004).

Os fatores de transcricdo interagem com sequéncias de DNA especificas
presentes nos genes alvos por meio de um dominio de ligagdo ao DNA. Estas proteinas
sao classificadas em dois tipos: (i) proteinas denominadas fatores gerais da transcrigao,
que constituem a maquinaria multi-proteica da RNA polimerase I, requeridas para o
reconhecimento do promotor e catdlise da sintese de RNA no processo de transcrigcao e,
(i) proteinas que sédo ativadores/repressores transcricionais, modulando a expresséo de
genes especfificos sob determinadas condi¢ées (LEVINE; TJIAN, 2003).

O sequenciamento do genoma de N. crassa (GALAGAN et al., 2003), aliado aos
avangos das metodologias para a inativacdo de genes especificos (NINOMIYA et al.,
2006) contribuiram para que as analises da genémica funcional neste fungo fossem
iniciadas. Com a identificagcdo de genes homodlogos aos genes codificadores das
proteinas Ku70 e Ku80 no genoma de N. crassa, mus-51 e mus-52, respectivamente,
Ninomiya et al. (2006) desenvolveram um procedimento, baseado na técnica de Fusion-
PCR, para a construcdo de cassetes de DNA contendo o gene codificador da proteina
higromicina B fosfotransferase (hph), conferindo ao fungo resisténcia ao antibidtico
higromicina B. Sabe-se que a linhagem selvagem do fungo N. crassa, assim como
outros fungos filamentosos apresenta uma taxa muito pequena de recombinagao
homologa (<10%) (PAIETTA; MARZLUF, 1985). Entretanto, Ninomyia et al. (2006)

mostraram que dele¢bes Unicas nos genes mus-51 ou mus-52, que estao envolvidos em
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processos de recombinagdo ndo homodloga, promovem um aumento expressivo nos
niveis de recombinagdo homologa (>90%).

O procedimento descrito por Ninomiya et al. (2006) foi utilizado para a construgéo
de um banco de linhagens mutantes contendo os 10.000 genes codificadores de
proteinas individualmente nocauteados pela insercdo de uma marca de selecdo. O
nocaute de todos os genes de N. crassa tem como objetivo determinar a fungdo de cada
um deles, pois apenas 15% dos genes sado associados com o fenétipo e pouco mais de
um terco destes genes nao possuem ortdlogos em outros organismos, ndo existindo
evidencias de suas fungdes (DUNLAP et al., 2007). Assim, linhagens contendo genes
individualmente inativados foram disponibilizadas para a comunidade cientifica pelo
Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas City, Missouri, USA). Linhagens mutantes
de N. crassa em fatores de transcricdo e em proteinas quinases foram adquiridas pelo
laboratério e utilizadas com o objetivo de identificar proteinas reguladoras do
metabolismo dos carboidratos de reserva glicogénio e trealose. Muitas proteinas foram
identificadas, entre elas algumas apresentam ortdlogos funcionais depositados em
banco de dados e a grande maioria corresponde a proteinas anotadas como hipotéticas
(GONCALVES et al.,, 2011, CANDIDO et al., 2014). O papel funcional do produto de
ORF NCU01629, um fator de transcricdo que pertence a familia zinc finger e sem
homodlogos funcionais caracterizados, até o momento, foi identificado em um destes

estudos e sera objeto de estudo neste trabalho.

1.2. O Estresse Oxidativo

O surgimento do oxigénio na atmosfera, ao longo da evolugdo, trouxe como
consequéncia a sua toxicidade, j4 que seus metabdlitos sdo muito reativos. Ha
afrmagdes que em consequéncia disso, alguns organismos morreram, alguns
escolheram processos de obtencdo de energia diferentes (anaerobiose) e outros,
considerados oportunistas, utilizaram o oxigénio para extrair mais energia dos
nutrientes, em decorréncia de seu alto potencial eletroquimico e tiveram que se adaptar
para se defender dos efeitos deletérios do oxigénio (FRIDOVICH, 1989).

A existéncia de espécies quimicas na forma de radicais livres foi primeiramente
descrita no ano de 1900. O oxigénio € utilizado como aceptor final de elétrons pelos
organismos aerobicos e permite elevada produgdo de energia na respiracdo, em
consequéncia de seu alto potencial eletroquimico. Entretanto, devido a sua configuragdo

eletrbnica, o oxigénio pode sofrer redugcdes parciais e levar a formagdo de radicais
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livres. A deteccdo de efeitos celulares e teciduais deletérios quando os radicais livres
alcangam concentragdes elevadas no meio fisiolégico (FREEMAN; CRAPO, 1982), a
associagao do envolvimento de radicais livres com algumas condigdes patologicas
(SIES, 1985) e a participacdo de espécies reativas (radicais livres ou deles derivadas)
em vias de sinalizagdo celular (HADDAD, 2002), fizeram a atengdo e as pesquisas se
voltarem para esses radicais livres.

Muitos autores adotam uma definicdo abrangente e definem radical livre como
‘espécie que tem um ou mais elétrons desemparelhados” (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1990; DREHER; JUNOD, 1996). Esta definicdo engloba o atomo de hidrogénio (que
possui um elétron desemparelhado), a maioria dos ions de metais de transicdo e o
oxigénio molecular. A terminologia Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) inclui as
espécies radicais livres e outras que, embora ndo possuam elétrons desemparelhados,
sdo muito reativas em decorréncia de sua instabilidade. Por esta razdo, esse termo tem
sido mais utilizado. (BERGENDI et al., 1999).

A formacgao endogena de EROs, por meio das enzimas NAPDH oxidase (NOX) e
mitocéndrias, € uma consequéncia do metabolismo aerdébico (MICHIELS et al., 1994).
Em concentragbes fisiolégicas, as EROs tém fungbes bioldgicas definidas, atuando
como moléculas de sinalizagdo que regulam os processos biolégicos e fisiolégicos com
o intuito de manter a homeostase celular, também conhecida como biologia redox
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Entretanto, caso os elétrons escapem da membrana
externa da mitocOndria ou sob adversidades ambientais, ha o aumento de EROs no
interior das células. Este excesso de espécies reativas de oxigénio pode ocasionar
estresse oxidativo promovendo efeitos prejudiciais, tais como a oxidagcado dos lipidios de
membrana, danos as proteinas e ao DNA e o rompimento da homeostase celular (SIES,
1985). Sendo assim, concentracbes supra-fisioldgicas devem ser evitadas pelo
organismo, considerando que sua reatividade traz consequéncias celulares deletérias.

O estado de estresse oxidativo indica elevados niveis de EROs no interior das
células. Desse modo, o que vai diferenciar a “biologia redox” do “estresse oxidativo” sédo
0s niveis e a compartimentalizagédo de H,O,, baixos niveis de H,O, estdo relacionados
com a homeostase celular e altos niveis de superdxido ou radicais hidroxila podem
causar estresse oxidativo (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). O H,O, é necessario para a
ativacdo de um certo numero de vias celulares envolvidas no crescimento celular,
sobrevivéncia, proliferagdo, metabolismo e angiogenese (Li et al., 2012). Para se

defender da toxicidade das EROs, o organismo apresenta mecanismos de defesa, em
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trés niveis distintos (SIES, 1985): (i) Prevencado da formagao de EROs; (ii) Eliminagao de
EROs formadas; (iii) Reparo de moléculas modificadas por EROs.

Nos ultimos anos o interesse pelo estudo da resposta celular ao estresse oxidativo,
vem crescendo, uma vez que as espécies reativas estdo sendo relacionadas ao
processo de envelhecimento e morte celular e a doencas como AIDS, cancer e
aterosclerose. Em condigbes de homeostase, as EROs podem ser consideradas
moléculas com fungdes de mensageiros secundarios, exercendo (i) regulacdo da
expressdo de genes sensiveis aos sinais redox e (ii) alteragdes da homeostase celular,
através da sintese de moléculas fisiologicamente ativas (DIZDAROGLU; JARUGA,
2012).

Em procariotos, existem mecanismos bem descritos em que EROs ativam
diretamente os fatores de transcricdo para a adaptacédo ao estresse (KILEY; STORZ,
2004). A regulacdo da expressdao génica baseada na oxidagdo-redugdo parece
representar um mecanismo regulatério fundamental da célula, provavelmente por
modulagéo da atividade de alguns fatores de transcrigdo (HADDAD, 2002).

Os fungos quando confrontados com o estresse oxidativo sdo capazes de
aumentar a expressao de genes codificadores de proteinas especificas envolvidas na
eliminagdo de EROs com o intuito de manter o equilibrio da condigdo fisiolégica da
célula. Alguns desses genes codificam diretamente antioxidantes enzimaticos como
catalases (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa-s-transferase (GST). Se este
mecanismo ndo for suficiente, eventos relacionados a morte celular programada podem
ser desencadeados (revisto em SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

1.3. Fontes intracelulares de EROs

As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: radical hidroxila
(OHe), anion hidroxila (OH-), anion radical superéxido (Oze—), anion superdxido (Oz-),
peroxila (ROO-) e alcoxila (RO+¢) e os nao-radicalares: oxigénio (O,), perdxido de
hidrogénio (H,0O;), e acido hipocloroso. Estas moléculas tém propriedades quimicas
inerentes que conferem a reatividade a diferentes alvos biolégicos. As maiores fontes
produtoras de EROs incluem a mitocdndria, reticulo endoplasmatico, membrana
plasmatica, peroxissomo e citosol. Dentre as ERN (espécies reativas de nitrogénio)
incluem-se o o6xido nitrico (NOe¢), 6xido nitroso (N2Og3), acido nitroso (HNOy), nitritos
(NO2-), nitratos (NO3;-) e peroxinitritos (ONOO-) (WISEMAN; KAUR; HALLIWELL,
1995; CADET et al., 1999;).
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O Oy— ¢é produzido primariamente por oxidagdao de NADPH por enzimas NAD
oxidase (NOXs) em NAD™ ou por vazamento de elétrons a partir da respiragdo aerdbia
nas mitocondrias. O Ojye— é a primeira das espécies formadas pela redugao do oxigénio
por um unico elétron, e pode agir como oxidante ou como redutor dando origem a outras
espécies reativas. Do total de oxigénio consumido na cadeia respiratoria, 95 a 98% é
utilizado como aceptor final de elétrons pelas células animais, sendo totalmente
reduzido. Entretanto, cerca de 2 a 5% do oxigénio € gerado como um intermediario
reduzido por um elétron, formando o Oje-.

O Oy+— ao contrario da maioria dos radicais livres € inativo e participa de alguns
processos quimicos importantes no contexto bioldgico. O principal deles é auxiliar na
producdo de radical HO-, através da reducdo de quelatos de Fe (lll), formando Fe+2.
Além disso, 0 O,*— possui a habilidade de liberar Fe’+ das proteinas de armazenamento
e de ferro-sulfoproteinas, tais como ferritina e aconitase, respectivamente. O Oj,e—
também reage com o radical HO- produzindo oxigénio singleto ('O,) e com o dxido
nitrico (NO+) produzindo peroxinitrito (ONOO-). A atuagdo do O,*— como oxidante direto
é irrelevante. Dentre os aminoacidos, o Unico que sofre oxidacdo com o O,— é a
cisteina. A partir dessa reagao forma-se um superoxido e o tio-radical.

Apesar destes efeitos danosos, o O,*— tem importancia vital para as células de
defesa e sem ele o organismo estd desprotegido contra infec¢gbes causadas por virus,
bactérias e fungos. Este anion-radical é gerado in vivo por fagécitos ou linfocitos e
fibroblastos durante o processo inflamatério, para combater corpos estranhos. Os
fagécitos o produzem com auxilio da enzima NADPH oxidase, que catalisa a redugao
por um elétron do O, com gasto de uma molécula de NADPH. O O,s— formado é
bactericida fraco, capaz de inativar proteinas ferro-sulfurosas das bactérias, mas gera
alguns produtos que possuem forte atividade antimicrobiana, tais como acido
hipocloroso (HOCI), peroxinitrito (ONOO-) e (H,O2) que sdo os principais responsaveis
pelo combate a corpos estranhos. Em casos especificos, 0 O,*— age como antioxidante,
Um exemplo é a redugdo da ubiquinona para ubiquinol, no interior da mitocéndria. Por
fim, o Oz*— pode funcionar também como sinalizador molecular através da sua
capacidade de oxidar grupos —SH em ligagées dissulfeto.

O H;O, é gerado in vivo pela dismutacdo do Oj,°— por enzimas oxidases. As
mitocondrias sao importantes fontes de O,— e, como a presenca deste anion-radical
pode causar sérios danos, elas sao ricas em enzimas superoxidos dismutases (SODs)
que o converte em H;O,. Em pH fisiologico, a baixa concentracdo de protons reduz a

taxa de reacdo espontanea e o H,O, formado, in vivo, € o produto da reagdo enzimatica
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para eliminagdo do O,*— pela agdo da SOD (HALLIWELL; GUTERIDGE, 1990). Assim,
as vias geradoras de O,+— formam subsequentemente H,O,. Entretanto, o peroxissomo
€ um compartimento celular em que ha geragcdo de grande quantidade de H,O,, através
da atuagdo de oxidases envolvidas no catabolismo de aminoacidos e na oxidacédo de
acidos graxos. As flavoproteinas desidrogenases, responsaveis por introduzir duplas
ligagbes, sao reduzidas e imediatamente oxidadas pelo Ozs—, produzindo H,O,
(NELSON; COX, 2000).

O peroxido de hidrogénio gerado é entdo parcialmente eliminado por catalases
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e peroxidases ligadas a tioredoxina (PRX), mas
como essa eliminagdo tem baixa eficiéncia, grande parte do H;O, é liberado para a
célula (Babior; Am, 2000; Halliwell; Clement; Long, 2000). Estas enzimas convertem o
H,O, em H,O e O,. Quando os niveis de H,O, aumentam desordenadamente, estas
moléculas podem reagir com cations metdlicos (Fe?*) gerando radicais hidroxila (OHe),
podendo ocasionar danos irreversiveis as macromoléculas celulares (HUSAIN;
CILLARD; CILLARD, 1987). O OH- oxida lipidios, proteinas e DNA.

A reagao de Fenton (1) tem sido proposta como a principal via de geragao do OHe,
in vivo, através da decomposicdo do H,O, catalisada por metal, principalmente ferro
(SIES, 1985).

Fe®* + H,0,— Fe* + .OH + OH (1)

As observagbes de que a formacado de OHe em sistemas geradores de elétrons é
inibida pela adicdo de SOD mostraram que o radical superdxido esta envolvido na
producdo de OHe. Assim, propbs-se a reagao de Waber-Weiss (2), em que metais de
transicao catalisam areagao entre H,O, e O,°— (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990).

Fe’+

Oye—+ H,O, --— OHe + OH + Oy (2)

Proteinas que sao sensiveis a inativagdo por superdxido ativam as vias de
sinalizagdo que promovem a adaptacdo para superdxido elevada ou iniciam a
sinalizagédo para os eventos de morte celular.

O H,O, é mais estavel que o OHe, e é pouco reativo frente as moléculas organicas
na auséncia de metais de transicdo. No entanto, exerce papel importante no estresse

oxidativo por ser capaz de transpor as membranas celulares facilmente possibilitando a
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ocorréncia de reagdes com alvos biologicos em compartimentos distantes do seu local
de formagéao e gerar o radical hidroxila (3) (HANCOCK; DESIKAN; NEIL, 2001).

Mn** H,0, --— M(n+1)** OHe+ OH™ (3)

Existem duas maneiras de controlar a presenga do radical OHe: (i) reparar os
danos causados por ele ou (ii) inibir a sua formagdo. O OHe é formado no organismo
principalmente por dois mecanismos: reagao de H,O, com metais de transigao e reagao
de H,O, com reagdo de O,s-. Em organismos eucariotos, os metais de transicdo mais
importantes para a ocorréncia dessa reacdo sao Cu'*e Fe?*. Nesse sistema, a
importancia do ferro é mais pronunciada devido a sua maior biodisponibilidade e, no
organismo, na maior parte do tempo ele encontra-se complexado com proteinas de
transporte (ex. transferrina), e armazenamento (ex. ferritina e hemosiderina). O OHe
causa danos ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do nucleo e
mitocondrial. No DNA ele ataca tanto as bases nitrogenadas quanto a desoxirribose e
quase sempre leva a ruptura da cadeia de DNA.

Nos aminoacidos e proteinas, HO+< pode reagir na cadeia lateral, onde ataca
preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina, e, em menores
proporgdes, arginina e asparagina podendo gerar perda de atividade enzimatica,
dificuldades no transporte ativo através das membranas celulares, citdlise e morte
celular. O radical OHs é o mais deletério ao organismo, pois devido a sua meia-vida
muito curta dificilmente pode ser sequestrado in vivo. Estes radicais frequentemente
atacam as moléculas por abstracao de hidrogénio.

Portanto, as células tém varios mecanismos para manter a homeostase celular
com o intuito de prevenir a formagdo de radicais de hidroxila toxicos e de diminuir
eventos relacionados a apoptose. As grandes mudangas nesses parametros sao
geralmente um sinal de estresse oxidativo, causando toxicidade em vez de sinalizagdo
celular (MURPHY, 2012).

1.4. Mecanismos de defesa antioxidante no organismo

A maior fonte de energia para os organismos aerobicos estd na terceira etapa da
respiragao, que ocorre no interior da mitocéndria, onde uma molécula de O, é reduzida a
duas moléculas de H,O, com consumo de quatro elétrons. As mitocondrias sao

conhecidas por mudar de forma dindmica em relacdo as necessidades celulares,
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permitindo assim que H;O, mitocondrial seja gerado para ativar algumas vias de
sinalizacdo. Da mesma forma, o acumulo de O,*— na matriz mitocondrial é diferente do
acumulo de O,— no citosol, em parte, devido a um elevado teor de proteinas de
fragmentacao de ferro-enxofre na matriz mitocondrial.

As enzimas podem atuar diretamente contra os radicais livres, ou ainda, reparar os
danos causados ao organismo por essas espécies reativas. Estes “antioxidantes” séo
compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos desencadeados pelos radicais
livres e compostos oxidantes. Em uma situagdo de estresse oxidativo as células
apresentam dois mecanismos de defesa importantes: (i) um tampdo redutor tiol
consistindo de pequenos peptideos com moléculas sulfidrila redox-ativas, como a
glutationa reduzida (GSH) e tiorredoxina (TRX) e, (ii) um sistema enzimatico composto
principalmente pela superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST) (GABBITA et al.,
2000).

Estas enzimas s&o capazes de remover EROs e ERNs. Sao conhecidos trés
sistemas enzimaticos antioxidantes: o primeiro € composto por dois tipos de enzimas
SOD, que catalisam a destruicdo do radical O,*—, convertendo-o em O, e H;0,. A
decomposicdo do O,+— ocorre naturalmente, porém, por ser uma reagdo de segunda
ordem, necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de O,+—, de forma que ha
necessidade de uma concentragdo maior do O,°*—. A presenga da SOD favorece essa
dismutacdo, tornando a reacdo de primeira ordem, eliminando a necessidade da colisdo
entre as moléculas. A acdo desta enzima permite a eliminagdo do Oj*— mesmo em
baixas concentragbes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém
Cu?* e Zn** como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua atividade ndo é
afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém Mn?* como centro redox, ocorre na
mitocéndria e sua atividade aumenta com o estresse oxidativo (BABIOR; BRAZ, 1997).
Em relagdo as enzimas superéxidos dismutases, o genoma de N. crassa contém genes
codificadores das enzimas SOD-1, SOD-2, SOD 1 copper chaperon e SOD. A SOD-1 e
SOD-2 sao isoformas classificadas de acordo com o cofator inorganico ligado ao sitio
ativo, SOD-1 possui como cofator o Cu-Zn e é localizada principalmente no citosol e no
espaco intermembranar mitocondrial, e a SOD-2 possui o cofator Mn?* e esta localizada
na matriz mitocondrial. A SOD 1 copper chaperon pode atuar ativando as SOD-1 e
SOD-2 (ZHU et al, 2013). Estas enzimas antioxidantes evitam o acumulo de Oje-

formando H,O,.
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O segundo sistema de prevengdo € muito mais simples, sendo formado pela
enzima catalase que atua na dismutagcado do H,O, em O, e H,O (BABIOR; BRAZ, 1997).
A reacao de detoxificacao pelas catalases acontece quando H,O, entra no sitio ativo da
enzima e interage com os aminoacidos histidina e asparagina, liberando H,O e O, para o
meio. A levedura S. cerevisiae possui uma catalase A perixossomal (Cat1), cuja fungao
principal parece ser eliminar H,O,, e uma catalase T citossdlica (Ctt1), cujo papel ainda
nao foi completamente esclarecido. O fungo N. crassa possui as enzimas CAT-1, CAT-
2, CAT-3 e CAT-4 e estdo envolvidas na detoxificagcdo de EROs (ZHU et al., 2013). As
catalases e as superoxido dismutases atuam em conjunto na eliminagdo de EROs
(revisto em SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

O terceiro sistema é composto pela GSH em conjunto com duas enzimas GPx e
GR. A presengca do selénio na enzima (selenocisteina) explica a importancia desse
metal e sua atuagdo como antioxidante nos organismos vivos. Esse sistema também
catalisa a dismutagdo do H,O, em H,O e O,, sendo que a glutationa opera em ciclos
entre sua forma oxidada e sua forma reduzida (BABIOR; BRAZ, 1997). A GSH é um
tripeptidio, formado por glicina, acido glutdmico e cisteina e constitui o tiol redutor mais
abundante no meio intracelular (SIES, 1985). A manutencdo de niveis adequados de
GSH ¢é feita por meio da atividade da GR, que utiliza equivalentes redutores do NADPH
para manter a glutationa na forma reduzida, como substrato para GPx, nos
compartimentos citosolico e mitocondrial (REMACLE et al, 1992).

Sendo assim, as duas maiores defesas contra H,O, sdo o ciclo redox GSH
presente no citosol e na mitocondria e catalase presente na fracdo peroxissomal. As
enzimas apresentam cooperacao sinérgica para manter a concentragcao de EROs dentro
de limites fisiologicos. CAT e SOD agem principalmente em regides hidrofilicas,
enquanto o sistema GPx protege regides hidrofébicas, com especificidade para
peroxidos de lipidios (MICHIELS et al., 1994).

1.5. A resposta celular ao dano do DNA

Diferentes tipos de estresse podem induzir alteragdes nas células e nos tecidos
além dos processos de adaptagao, lesdo celular e morte. A condicao fisiologica da
célula exige equilibrio entre as condicbes pré-oxidante e antioxidante. Se os
mecanismos antioxidantes ndo conseguem impedir os danos ao DNA, ocorrem injurias
oxidativas, que incluem a modificacdo de bases, de acucares e a formacao de ligacdes

cruzadas entre fitas duplas e simples (DIZDAROGLU, 1991). A lesdo celular ocorre
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quando as células sao submetidas a um estresse tdo severo que ndo sao mais capazes
de se adaptar, a célula sofre lesdo celular “irreversivel’” e, consequentemente, morte
celular.

Existem dois tipos de morte celular, necrose e apoptose. Quando o dano as
membranas € severo, as enzimas lisossdmicas entram no citoplasma e digerem a célula
e 0os componentes celulares vazam, resultando em necrose. Alguns estimulos nocivos,
especialmente aqueles que danificam o DNA, induzem outro tipo de morte celular, a
apoptose, que se caracteriza pela dissolugéo celular sem perda total da integridade das
membranas. Enquanto a necrose é sempre um processo patoloégico, a apoptose ocorre
em varias funcdes normais e nao esta necessariamente associada a lesao celular. Pelo
menos alguns tipos de estimulos podem induzir tanto a apoptose quanto a necrose,
dependendo da intensidade e duracdo do estimulo, da rapidez do processo de morte
celular e das alteragbes bioquimicas induzidas na célula danificada (revisto em
SHELTON; KRISHNAMURTHY; JOHNSON, 2004).

A todo instante estamos expostos as EROs, subprodutos da respiracéo celular.
Além disso, radiacbes UV, poluicdo e varios outros fatores ambientais promovem a
formacdo de espécies pro-oxidantes, que em excesso, levam ao estado de estresse
oxidativo (PIWOCKA et al., 2001). Uma enorme quantidade de dados suporta o papel do
estresse  oxidativo no  desencadeamento da morte celular  programada
(McCONKEY,1998).

A apoptose é um fendmeno de morte celular programada que ocorre
individualmente, sendo que a morte de uma célula ndo leva & morte de outras células. E
um mecanismo rigidamente controlado por expressdes genéticas decorrentes da
interagao célula e meio externo, levando a produgao de varias moléculas com atividades
especfificas que resultam em alteragdes celulares funcionais (ISRAELS; ISRAELS,
1999).

Este processo de morte celular possui um papel essencial na manutengdo da
homeostase celular. A homeostase é dependente do perfeito balanco entre proliferacéo
e morte celular, que sdo eventos intimamente acoplados. A relacao entre ciclo celular e
apoptose € reconhecida pelos genes que codificam as proteinas c-Myc, p53, pRb, Ras,
PKA, PKC, Bcl-2, NF-kB, CDK, ciclinas e CKI, em eucariotos superiores. Apds
estimulacado, estas proteinas podem induzir proliferacao celular, parada do ciclo ou
morte celular. A via mitocondrial é frequentemente ativada em resposta a danos no
DNA, envolvendo a ativagcdo de um membro pré-apoptético da familia Bel-2 (Bax, Bid)

ou anti-apoptética (Bcl-2 e Bcl-x) que € regulada por multi-sitios de fosforilagdo
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envolvendo interagdes entre varias proteinas da familia (revisto em VERMEULEN,;
BERNEMAN; VAN BOCKSTAELE, 2003). Os membros pré- e anti-apoptético da
familia Bcl-2 regulam a liberagdo de citocromo ¢ a partir da membrana mitocondrial
interna. Os membros anti-apoptoticos inibem a morte celular por apoptose impedindo a
formacdo de poros na membrana mitocondrial, consequentemente, inibem o
extravasamento do citocromo c para o citosol (GOTTLIEB, 2000).

A proteina p53 atua regulando alguns genes antioxidantes e o ciclo celular, com o
intuito de diminuir os eventos relacionados a apoptose e em alguns casos atua ativando
genes relacionados com reparo do DNA. Entretanto se ndo ha reparo, a proteina p53
pode atuar ativando a apoptose em eucariotos superiores. A proteina ATG17 de S.
cerevisiae atua ativando a apoptose (NIGRO et al., 1992).

As caspases sao membros da familia de proteases que sao ativamente
envolvidas na morte celular (BASNET, MATSUNO, NEIDLEIN, 1997). Em S. cerevisiae,
o gene YCA1 pode ser implicado na sinalizagcdo da morte celular em resposta a uma
grande variedade de estimulos quimicos e estresse oxidativo (revisto em MAZZONI;
FALCONE, 2008).

Ao contrario do que ocorre em leveduras, em humanos e outros organismos
modelos, incluindo fungos filamentosos, a resposta ao dano no DNA ainda ndo é bem
caracterizada. Embora alguns aspectos dessa resposta em fungos filamentosos devam
ser semelhantes com o que se observa em humanos e em leveduras, alguns aspectos
podem ser exclusivos dos fungos filamentosos, o que pode influenciar 0 modo de reparo
ao dano e/ou sua tolerancia ao agente estressor (GOLDMAN; MACCGUIRE; HARRIS,
2002).

1.6. Fatores de transcricao relacionados a estresse e morte celular

O controle da expressdo génica em organismos eucariotos resulta de uma série
de mecanismos regulatorios existentes em diferentes etapas do processo de expresséo
génica. A nivel transcricional, inUmeros fatores de transcricdo e diferentes sequéncias
de DNA regulatorias, presentes nos genomas, participam deste mecanismo,
dependendo das condigcdes ambientais. Alguns fatores de transcricdo foram descritos
como importantes na resposta a EROs e morte celular em N. crassa.

Dinamarco et al. (2010), investigando o efeito apoptético do fator de transcrigdo
NDI1 sobre a expressao génica, em Aspergillus nidulans, descobriram que o NDI1, esta

associado ao aumento na producdo de EROs pela mitocondria.
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Em N. crassa, Glass; Dementhon, (2006), estudaram o papel do gene aifA. Neste
estudo, descobriram por meio de andlises funcionais e do perfil transcricional do gene
aifA, que esta proteina esta envolvida com eventos de incompatibilidade heterocaria
(HI), um processo de reconhecimento “nonself’” que ocorre em fungos filamentosos e
que pode ter relacdo com o estresse celular podendo desencadear morte celular em
alguns casos. Os resultados revelaram ainda, que as EROs, s&o necessarias para HI ou
morte celular programada (PCD). A morte das hifas durante a HI possui caracteristicas
semelhantes ao processo de apoptose que ocorre em células de mamiferos, incluindo
encolhimento da membrana plasmatica, formagao de vesiculas ligadas a membrana, a
condensagao de DNA. Essas informacdes foram corroboradas com analises de Tunel
(Terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick end labeling assay),
obtendo-se nucleos positivos para apoptose.

Dinamarco et al. (2010), observaram que em A. nidulans mutantes em aifA,
tiveram um aumento da sensibilidade ao farnesol. Estes resultados sugerem que
existem diferencas no fator de transcricdo AIF e na fungdo mitocondrial relacionada com
PCD em N. crassa e A. nidulans.

O perfil transcrional de N. crassa sob estresse oxidativo ocasionado por
menadiona foi obtido e os resultados mostraram que este perfil foi semelhante ao de
muitos outros fungos patogénicos (TAKAHASHI et al., 2010). Um estudo realizado por
Michan, Lledias e Hansberg, (2003), relatou que a linhagem mutante no gene cat-3 é
hipersensivel a tratamento com H,O,. O gene cat-3 é muito importante na detoxificagao
do organismo, e a falta deste gene leva a uma diminuicdo na eliminagédo do H,O
intracelular.

HU et al. (2013), estudaram os mecanismos de regulagdo de respostas ao
estresse oxidativo, em N. crassa. Os autores realizaram testes de sensibilidade a
menadiona em linhagens mutantes em genes regulados positivamente por menadiona e
revelaram que a perda da regulagao do fator de transcricdo provoca hipersensibilidade a
menadiona. Eles também selecionaram linhagens mutantes nos genes mit-2
(menadione induced transcription fator-2) e mit-4 (menadione induced transcription fator-
4), e construiram um duplo mutante. O duplo mutante também se mostrou hipersensivel
a menadiona, € o duplo mutante mit-2 e sre também mostrou efeitos aditivos na
sensibilidade a menadiona, sugerindo que multiplos fatores de transcricdo podem
conferir resisténcia ao estresse oxidativo de uma forma aditiva.

Gulshan et al. (2005) e Takahashi et al. (2010), observaram que em N. crassa o

estresse oxidativo induz o acumulo do fator de transcricdo NAP-1 nos nucleos. Este
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fator de transcricdo regula a expressdao do gene que codifica para a glutationa-S-
transferase. Banno et al. (2007), caracterizaram linhagens mutantes no gene sty-1,
homologo a Hog1 de S. cerevisiae e mostraram que a perda de STY-1 aumenta a
sensibilidade a agentes oxidantes (FERRIGNO et al., 1998).

Existem muitos fatores de transcricdo sendo caracterizados em N. crassa e a
correlagéo entre estas proteinas e EROs, é necessaria, uma vez que muitos fatores de
transcricdo de N. crassa ainda nado foram caracterizados funcionalmente, possam estar

relacionados com os eventos de estresse oxidativo e morte celular.
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Objetivos
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O objetivo do trabalho é realizar experimentos visando a caracterizagao funcional
do produto da ORF NCU01629 de N. crassa, um fator de transcricdo anotado como
proteina hipotética no banco de dados e sem homodlogos funcionais descritos até o
momento. Os estudos de caracterizagdo deste fator de transcrigdo tiveram inicio em
nosso laboratério apés a determinacdo do motif de ligagdo do fator de transcricdo ao
DNA. Este dado foi disponibilizado por um grupo colaborador (Dr. Larrondo, Pontificia
Universidad Catodlica de Chile), juntamente com um grupo canadense realizaram um
amplo estudo comparando as preferéncias de ligagdo de fatores de transcricdo de
diferentes organismos (WEIRAUCH et al., 2014). Neste estudo, os autores utilizaram a
andlise de PBM (Protein binding microarray) e, como consequéncia, os provaveis alvos
de regulagao dos diferentes fatores de transcrigdo foram determinados por anadlises de
bioinformatica. Com base nestes dados, os estudos com o fator de transcrigdo, produto
da ORF NCUO01629 foram iniciados. Especificamente, pretende-se realizar os seguintes

estudos:

Objetivos especificos

- Analisar e categorizar os provaveis alvos de ligacdo do fator de transcrigao.

Neste passo, o objetivo é classificar os provaveis alvos pelo FunCat e identificar vias

especificas em que o fator de transcrigdo pode atuar.

- Analisar a expressdo de genes possivelmente regulados pelo fator de
transcricdo. Genes relacionados com os eventos de estresse oxidativo e morte celular
foram encontrados como provaveis alvos de regulagdo do fator de transcricdo. Portanto,
pretende-se analisar a expressdao dos genes codificadores das principais proteinas

envolvidas nestas vias metabodlicas.

- Analisar in vivo os alvos de ligagdao do fator de transcricao por ChiIP-qPCR. As
andlises serdo realizadas atravées de imunoprecipitagcdo de cromatina seguida da
amplificagdo da sequéncia alvo por analises de qPCR. Estes resultados irdo confirmar o

motif de ligagdo do fator de transcricdo e as analises de RT-qPCR.

- Analisar por microscopia de fluorescéncia a produgcao de EROs intracelular na
linhagem mutante. O objetivo € identificar diferencas ao longo das hifas sob

microscopia de fluorescéncia apdés submeter as linhagens a diferentes formas estresses
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oxidativo. A fluorescéncia sera observada utiizando o reagente de 2'7'-diacetato
dichlorodihydrofluorescein (H,DCFDA).

- Analisar a localizagao celular do fator de transcricdao. Uma vez identificadas as
provaveis vias metabdlicas alvos de regulagcdo do fator de transcricdo € importante
determinar a localizagao celular do fator de transcricdo quando o fungo é submetido a

uma condicdo de estresse.
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Material e Métodos
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3.1. Linhagens de Neurospora crassa

Tabela 1. Linhagens de N. crassa utilizadas neste estudo.

Linhagens Genotipo Referéncia
FGSC#9718 a, mus51:Hyg' Collot et al., 2006
FGSC#11101 A, Aore-1::Hyg' Collot et al., 2006
FGSC#9716 a, his-3 Ahmed et al., 1964
FGSC#2489 WT, A FGSC

his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp A Este Trabalho
FGSC#4347 a, fluffy FGSC

Todas as linhagens, com excegdo da linhagem his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp, foram
adquiridas junto ao Fungal Genetics Stock Center (FGSC), Kansas City, MO, USA.
O gene correspondente a ORF NCU01629 foi denominado como ore-1 (oxidative

stress regulator) neste estudo.

3. 2. Meios de cultura

3.2.1. Meio Minimo de Vogel (VM)

O meio de cultivo utilizado para o crescimento e manutengao das linhagens foi o
meio minimo de Vogel (VM) (VOGEL, 1956), acrescido de sacarose 2%, biotina (0,1
mg/mL), e, para o cultivo em meio sodlido, 2% de agar. O meio VM é um meio
quimicamente definido, com pH 5,8, preparado a partir da diluicdo de uma solugao
estoque 50x concentrada. Esta solugdo estoque é feita a partir da dissolugao dos
seguintes sais, na ordem indicada, em 700 ml de agua destilada: 125 ¢
Naz;CsHs07.2H,0, 250 g KH,PO,4 100 g NH4NOj;, 10 g MgS0,4.7H,O, 5 g CaCl,.2H,0
(pré-dissolvido em agua destilada), biotina e 5 mL de solugdo de elementos tragos.

A solugdo de elementos tragos utilizada no preparo do meio VM é feita a partir da
dissolucdo dos compostos apresentados abaixo em 95 mL de agua destilada: 5 g acido
citrico.H,O, 5 g ZnS04.7H,0, 1 g Fe(NH4),.(SO4)2.6H20, 0,25 g CuS04.5H,0, 0,05 g
MnSO,4.H,O, 0,05 g H3BO3; e 0,05 g NaMoO4.2H,O. Apds a dissolugdo dos sais, o
volume é ajustado para 1000 mL com de agua destilada, sdo adicionados 300 pL de

cloroférmio como agente conservante e a solugao € armazenada a 4°C.
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3.2.2. Meio Synthetic Cross medium (SC)

O meio utiizado nos experimentos de cruzamento foi o meio SC
(WESTERGAARD; MITCHELL, 1947) em concentragcédo 0,1 x, acrescido de sacarose 0,5
%, iodoacetato de sédio 1 mM e 2 % de agar (EBBOLE; SACHS,1990). O meio SC &€ um
meio quimicamente definido com pH 6,5. E preparado como uma solugdo estoque 2 x
concentrada, por meio da dissolucdo completa dos sais a seguir em 800 mL de agua
destilada: 2 g KNO3, 1,4 g KoHPO4, 1 g KH,POy4; 0,2 g NaCl, 1 g MgS04.7H,0, 0,2 g
CaCl,.2H,0, 0,1 mL de solugédo estoque de biotina (0,1 mg/ mL) e 0,2 mL de solugao
estoque de elementos tracos. Apds a dissolucdo completa dos sais, o volume foi
ajustado para 1L com agua destilada, 667 pl de cloroférmio foram adicionados como

agente conservante, e a solugao foi armazenada a 4°C.

3.2.3. Meio VM contendo solugao FGS 10X

O meio de Vogel também foi utilizado adicionando a solugdo estoque FGS 10x.
Esta solugdo é composta por frutose 0,05 %, glicose 0,05 % e sorbose 2 %, e € utilizada
para possibilitar o crescimento colonial do fungo em placa de Petri. A solugdo FGS de

trabalho foi diluida para 1x.

3.2.4. Meios utilizados nos cruzamentos em N. crassa

Estes meios foram usados nos experimentos de cruzamento.

3.24.1. Top agar
Agar 1,5%
Sorbitol 2M
FGS 2X

3.2.4.2 Base agar
VM 1X
Agar 1,5%
FGS 1X

4 pg/mL de higromicina (Invitrogen)
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3.2.4.3 Meio Vm com higromicina

Foi adicionado 2% de sacarose e higromicina (4 pg/mL).

3.3. Solugdes e tampoes

3.3.1. Solugoes estoque dos agentes de estresse utilizados

As solugbes estoque dos agentes de estresse utilizados, bem como o

mecanismos de agao estdo descritos na tabela 1.

Tabela 2. Solugdes estoque dos agentes de estresse utilizados.

Agentes de estresse

Mecanismo de acao

Solugao estoque

Farnesol (FOH)

Inibidor da proliferagdo celular

e indutor de apoptose

100 mM em metanol

Paraquat (Para)

Indutor de estresse oxidativo

100 mM em H,O

Menadiona (Mena)

Indutor de estresse oxidativo

100 mM em DMSO

H20,

Indutor de estresse oxidativo

p.a

3.3.2. Solugées para analise de ChIP-qPCR

- Solucédo SDS 10%

- Glicina 2,5M

- Tampao de lise

50 mM de HEPES pH 7,5

90 mM de NaCl

1 mM de EDTA pH 8,0

1% de Triton X-100

0,1% de deoxicolato de Na (Na-Doc)

Os inibidores de protease, PMSF (50 mM), antipaina (5 mg/pL), e pepstatina (1

mg/mL).
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- Cloreto de litio
10mM de Tris-HCI, pH 8,0
0,25M de LiCl
0,5% de Na-Doc
5% de NP-40
1mM de EDTA

-Tampao TE
1M de Tris-HCI, pH 8,0
0,5 M de EDTA, pH 8,0

- Tampao TES
50mM de Tris-HCI, pH 8,0
10mM de EDTA, pH 8,0
1% de SDS

3.3.3. Solugbes para analises de microscopia

- Solugédo estoque H,DCFDA
Foi preparado uma solucdo estoque 100 mM e, a partir desta, uma solugdo de
uso 1 mM diluida em DMSO.

- Solugdo estoque MitoTracker
Foi preparado uma solucado estoque de 150 mM e, a partir desta, uma solugéo de
uso 1 mM diluida em DMSO.

- Solucdo estoque de DAPI (4,6-diamino-2-phenilindol)
Foi feita uma solugdo estoque de 100 ug/mL e, a partir desta, uma solugéo de

uso 0,5 pg/mL em DMSO. Esta solugdo foi mantida fora do alcance da luz, -20°C.

- Solugao estoque de calcofluor
Dissolveu-se o equivalente a 100 ug/mL de calcofluor (Sigma), em uma gota de
KOH 1 M e a seguir adicionou-se o volume adequado de agua destilada. A solugao foi

mantida fora do alcance da luz a -20°C.
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- Solucdo de fixagdao para microscopia |
3,7% (v/v) de formaldeido
50 mM de NaH,PO4 pH 7,0
0,2% (v/v) de Tween 80

Dissolveu-se em agua destilada.

- Tampao PBS (“Phosphate buffered saline”) 10X concentrado
350 mM de NaCl
180 mM de KCI
25 mM de Na,HPO,
18 mM de KH,PO4
pH 7,4

3.4. Propagacao das linhagens de Neurospora crassa

3.4.1. Obtencao de conidios

Para a obtencdo de conidios, as diferentes linhagens foram cultivadas em
garrafas de vidro contendo 50 mL de meio VM sdlido, acrescido de sacarose 2 %, a
30°C durante 2 dias. Em seguida, as linhagens foram expostas a luz e a temperatura
ambiente por 8 a 9 dias Apds esse periodo, os conidios das diferentes culturas foram
coletados com agua destilada estéril gelada e filirados através de gaze estéril, e o
numero de células por mL das suspensdes conidiais foram determinados em camara de

Neubauer.
3.5. Confirmagao de nocaute génico por PCR

A linhagem mutante na ORF NCUO01629 foi adquirida pelo FGSC, sendo assim foi
realizada a confirmagédo do nocaute da linhagem mutante por PCR. Para isto, o DNA

gendmico foi extraido e utilizado na reagéo de PCR.

3.5.1. Extracdo de DNA gendémico

O DNA gendbmico foi extraido a partir dos micélios das linhagens selvagem e

mutante obtidos apds crescimento a 250 rpm, 30°C por 24 h em meio de cultura VM
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liquido, acrescido de 2 % sacarose. Para isto, uma pequena quantidade de micélio
congelado foi pulverizado em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido e o po6
resultante foi transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo uma mistura de 500 L
de tampao de extracdo de DNA genémico (200 mM Tris-HCI, pH 8,0, 250 mM NaCl, 25
mM EDTA e 1 % SDS) e 500 yL de uma solugédo de fenol:cloroférmio alcool isoamilico
na proporgao 25:24:1 e homogeneizado em vortex.

O sobrenadante foi separado por centrifugagdo (16.000 x g, 10 min, 4°C) e
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. Em seguida, o sobrenadante foi
precipitado em 50 pL de 3 M acetato de sédio, pH 5,2 e 950 yL de isopropanol a -80°C
por 30 min. O precipitado foi recolhido (16.000 x g, 10 min, 4°C) e ressuspenso em 100
ML de agua, e em seguida digerido com uma solugdo contendo RNAse A (10 mg/mL) a
37°C, 30 min.

Foi realizada nova extragcdo com 200 uL de fenol: cloroférmio:alcool:isoamilico na
proporgao 25:24:1, homogeneizado em vortex e centrifugado (16.000 x g, 10 min, 4°C).
A fase aquosa foi recolhida em novo microtubo e realizada uma nova precipitagcdo a
baixa temperatura com 40 uL de 7,5 M acetato de amoénio e 750 yL de etanol absoluto
gelado, e a seguir, recolhido (16.000 x g, 10 min, 4°C) e lavado 3 vezes com 700 pl de
etanol 70%, seco ao ar, e ressuspenso em 50 a 100 yL de agua. A concentragdo de
DNA foi quantificada em NANOVUE™ PLUS (GE) no comprimento de onda de 260 nm e a

pureza da amostra foi analisada através da relacdo das absorbancias a 260/280nm.

3.5.2. Andlise por PCR

Apdés extracdo do DNA gendmico da linhagem mutante e selvagem foram
realizadas reagcbes de amplificacdo utilizando os oligonucleotideos NCUO01629-F (5-
GCTAGCATGGCCCTCACTCCGCCCTC-3) e NCUO01629-R (5-
GAATTCTCACCTCCCCCAAGAATGAC-3) em um  termociclador AB  Applied
Biosystems. Foi utilizado 1 pL de DNA genémico (1 ug/pL), 0,5 uL (1,25 U) da enzima
Phusion DNA Polimerase (Finnzymes), 1 pL dos oligonucleotideos F e R (100 pmol/uL),
10 uL de 5 x Phusion Buffer GC, 1 yL de dNTP (10 mM cada) e 1,5 uL de DMSO.

A mistura foi homogeneizada e submetida a PCR, nos seguintes ciclos:
desnaturagao (98°C/30seg), anelamento (64°C/30seg) e extensdo (72°C/30 seg), por 34
ciclos, em um volume final de 20 pyL de reagdo. Os produtos das reagbes de

amplificagcdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampéao
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TAE1x (400 mM Tris-HCI, pH 8,0, 200 mM acido acético glacial, 10 mM EDTA),

contendo brometo de etidio 0,5 pg/mL.

3.6. Confirmagao do mating type da linhagem mutante

Para confirmar o mating type da linhagem mutante, a linhagem fluffy foi inoculada
em placas de Petri contendo meio SC em concentragao 0,1 X, acrescido de sacarose
0,5%. As placas foram incubadas a 30°C por 3 dias e, em seguida, mantidas a
temperatura ambiente até a formagcdo da estrutura feminina (protoperitécio). Em
seguida, conidios da linhagem mutante (A, FGSC#11101) foram depositados sobre a
linhagem fluffy, e as placas foram mantidas a temperatura ambiente até a formacao de

peritécio, indicando o cruzamento entre as linhagens.

3.7. Andlises morfoldgicas da linhagem mutante

Foram realizadas anadlises fenotipicas nas linhagens selvagem FGSC#9718 e

mutante Aore-1

3.7.1. Crescimento em meio solido

Para analisar o aspecto macroscépico das linhagens, tais como produgéo do
pigmento melanina, hifas aéreas e conidiacdo, as linhagens selvagem e mutante foram
inoculadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio VM sdlido
acrescido de 2 % sacarose e mantidas a 30°C por 2 dias. Em seguida, os frascos foram
transferidos para temperatura ambiente por um periodo de 8 dias. Apds esse periodo, 0
aspecto macroscopico das linhagens foi analisado. A visualizagdo das hifas das
linhagens foi realizada em placas de Petri contendo 30 mL de meio VM sdlido acrescido
de sacarose 2 %. Para tal, foram inoculados 10 yL de uma suspensdo conidial (107
células/ mL) e em seguida as placas foram incubadas a 30°C por 24 horas. As imagens
foram obtidas com o auxilio de um estereomicroscépio trinocular SteREO Discovery.V8

(Zeiss) com camera fotografica acoplada.

3.8. Identificagcdo do dominio de ligagao do fator de transcrigao

O motif de ligagcédo foi identificado pelo grupo do Dr. L Larrondo da Universidade

Catdlica do Chile, por meio de uma abordagem de Protein Binding Microarray (PBM)
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(WEIRAUCH et al., 2014). Resumidamente, os fatores de transcrigcdo foram produzidos na

forma recombinante fusionados a GST e hibrizados a arranjos de sequéncias promotoras

correspondentes a regido de 3 kb upstream ao codon de iniciagdo ATG de cada gene.

3.8.1 Categorizacao dos provaveis alvos

Os provaveis alvos de regulagao pelo fator de transcricdo hipotético codificado
pela ORF NCU01629 foram identificados por bioinformatica e classificados pelo FunCat
(Catdlogo  Funcional), disponivel em: (http://www.helmholtz-muenchen.de/en/ibis/
resourcesservices/services/funcat-the-funct ional-catalogue/index.html). Em seguida, as
sequéncias polipeptidicas foram comparadas com outras disponiveis no banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

utilizando a ferramenta Blastp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

3.9. Determinagdo da sensibilidade a agentes de estresse

As condicbes de estresse testadas neste estudo foram definidas com base nos
resultados obtidos apds categorizacdo dos provaveis alvos de ORE-1 por FunCat.
Analisou-se a diferenga de crescimento radial entre a linhagem selvagem e Aore-1 em
meio de cultura contendo diversas fontes de estresse, como estresse osmotico, térmico,
pH e oxidativo. Para estes ensaios, foram inoculados 10 pL de uma suspenséo conidial (10’

células/mL) em placas de Petri contendo 20 mL de meio VM sdlido acrescido de 2% de

sacarose.

3.9.1. Estresse osmotico
Foram acrescidos as placas de Petri: NaCl, nas concentragdes: 0,1, 0,5, 1,0 e 1,5
M e sorbitol, nas concentragdes de 1 e 1,5 M. O crescimento radial das hifas foi avaliado

nas placas incubadas a 30°C apds 24 e 48h.

3.9.2. Estresse térmico

O crescimento radial das hifas foi avaliado nas placas incubadas em diferentes

temperaturas: controle (30°C) e estresse térmico (45°C).


http://www.helmholtz-muenchen.de/en/ibis/%20resourcesservices/services/funcat-the-funct%20ional
http://www.helmholtz-muenchen.de/en/ibis/%20resourcesservices/services/funcat-the-funct%20ional
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3.9.3. Estresse de pH

O crescimento radial das hifas foi avaliado nas placas incubadas em pH 4,8, 5,2 e
7,8 a 30°C por 24 e 48h.

3.9.4. Estresse oxidativo

Foram analisadas trés diferentes agentes indutores de EROs: paraquat, um
herbicida (C12H14N12) nas concentragdes de 10, 50 e 300 uM, menadiona (2-metil, 1,4-
naftoquinona) nas concentragdes de 0,5, 5, 10, 50 e 300 pM e péroxido de hidrogénio
(H202) nas concentragbées de 1, 5 e 10 mM. paraquat e menadiona induzem estresse
oxidativo pelo aumento da formacdo de anion superédxido (O,-). A fonte de estresse
oxidativo foi adicionada as placas nas concentragcdes indicadas. O crescimento radial das

hifas foi avaliado nas placas incubadas a 30°C apds 24 e 48 h.

3.9.5. Inducao de morte celular utilizando FOH

O objetivo deste experimento foi analisar a resposta das linhagens apds indugéo
a apoptose, utilizando o reagente FOH nas concentragdes de 1, 10, 25 e 50 uM. Para
este experimento foi necessaria a utilizagcdo de concentragbes bem maiores de FOH,
levando em consideragdo as possiveis perdas com a degradagao pela utilizagédo de
FOH em meio sdlido e pela exposicdo prolongada a 30°C. Para a analise de
crescimento apical das hifas, acrescentou-se as placas de Petri o FOH e o crescimento
radial das hifas foi avaliado nas placas incubadas a 30°C apds 24h.

Este ensaio também foi realizado utilizando uma diluigao seriada de células e meio
VM sdlido contendo a solugdo FGS 1 x para indugcdo de crescimento colonial. Para isto,
conidios foram previamente diluidos em placas de 96 pogos. Em cada pogo foram
colocados 90 pL de meio VM liquido, com exceg¢ao do primeiro poco onde foi colocado
100 yL de meio VM liquido. Na primeira coluna, adicionou-se uma suspensao conidial
concentrada para a obtengdo de uma densidade inicial de 10® células/mL. Diluigdes
seriadas (10x) foram realizadas a partir da amostra inicial até atingir uma densidade de
10® células/mL. Posteriormente, 5 pL de cada diluicdo foram transferidos para placas de
Petri contendo meio VM acrescido da solugcdo FGS 1x. As placas foram incubadas a

30°C por 24 e 48 h. Apos o periodo as placas foram fotografadas.
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3.10. Extragcao de RNA total e andlise da expressao génica
3.10.1. Condigbées do experimento

Uma suspensdo de conidios (aproximadamente 10’ células/mL) foi inoculada em
30 mL de meio VM liquido contendo 2 % sacarose em frascos Erlenmeyer com
capacidade para 125 mL. Os frascos foram colocados a 30°C sob agitagcdo constante de
250 rpm por 24 h. Apds esse periodo, o micélio foi coletado por filtragédo a vacuo em
papel filtro e armazenado a -80°C. As analises foram realizadas em 3 réplicas biologicas
para a amostra controle, ndo submetida a estresse e para as amostras submetidas aos
diferentes tipos de estresses. Para as andlises de qPCR, foi utilizado a dose minima
necessaria de cada reagente utilizado para avaliagdo de estresse oxidativo, identificada
nos experimentos de crescimento em placa, para observar diferencas de crescimento

em placa de Petri.

3.10.2. Extracao de RNA total

O procedimento utilizado para a extracdo de RNA total foi descrito por
Sokolovsky et al. (1990). Uma pequena quantidade de micélio congelado foi pulverizado
em cadinho de porcelana com nitrogénio liquido e o pd resultante foi transferido para
microtubos contendo uma mistura de 750 yL de tampao de lise (Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0,
NaCl 0,6 M, EDTA 10 mM, SDS 4%) e 750 pL de fenol saturado em Tris-HCI 100 mM,
pH 8,0. A suspensdo foi homogeneizada em vortex durante 5 min, em temperatura
ambiente e centrifugada a 10.000 x g, 10 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
novo tubo contendo igual volume de fenol e agitado em vortex rapidamente para
homogeneizagdo. Uma nova centrifugagao foi realizada a 10.000 x g, 10 min a 4°C. O
RNA contido na fase aquosa foi precipitado com 0,75 volumes de uma solugao de LiCl 8
M, mantido a 4°C por 2 h e coletado a 10.000 x g, 10 min a 4°C.

O precipitado foi solubiizado em 300 pyL de agua tratada com DEPC e
novamente precipitado com 30 pL de acetato de sdédio 3 M pH 5,2 e 750 pL de etanol
absoluto a 4°C, durante 5 min. O RNA total foi coletado a 10.000 x g, 10 min a 4°C,
lavado duas vezes com uma solugédo de etanol 70 % gelada a 10.000 x g, 10 min a 4°C,
seco e dissolvido em 100-130 pL de agua previamente tratada com DEPC. A

concentracdo do RNA foi quantificada a 260 nm utilizando o espectrofotbmetro
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Beckman, modelo DU-640 e a pureza das amostras foi analisada através da relagao das
absorbancias a 260/280 e 230/270 nm.

3.10.3. PCR quantitativo (RT-qPCR)

A andlise da expressdo génica foi realizada pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real (RT-gPCR). Os genes alvos utilizados na andlise de RT-gPCR estédo
descritos na tabela 1. Inicialmente, as amostras de RNA (20 pg) foram tratadas com
DNAse RQ1 RNAse-Free (Promega®). Apds essa primeira etapa, utilizou-se para a
sintese do cDNA o kit SuperScript lll First Strand (Invitrogen®) e oligo dT. As analises
de gPCR foram realizadas no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied
Biosystems®) utilizando como fluoréforo SYBR® Green e como gene referéncia o gene
da actina (act). Os oligonucleotideos especificos para o0s genes analisados estao
apresentados na tabela 2. Foram realizadas 3 réplicas biolégicas para os experimentos
e para cada experimento foram analisadas, no minimo, 3 réplicas experimentais. Os

dados foram analisados com o software StepOne v3.2 (Applied Biosystems®).

Tabela 3 — Genes alvos utilizados na analise de RT-gPCR

ORF Gene Proteina
NCU08791 cat-1 Catalase-1
NCU00355 cat-3 Catalase-3
NCU05770 cat-2 Catalase-2
NCU05780 gst-1 Glutationa-S-Transferase-1
NCU04109 gst-2 Glutationa-S-Transferase-2
NCU09560 Sod Superoxido dismutase
NCU10775 nox-2 NADPH oxidase 2
NCU02463 Bax BAX
NCU09882 metacaspases1A Metacaspases-1A
NCU08766 p53-like Proteina hipotética

NCU00549 gstom-1 Glutationa-S-Transferase-Omega1
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Tabela 4 - Oligonucleotideos utilizados nas analises por RT-gPCR.

Primer Sequéncia (5° > 3’) ORF
cat-1-F TCACAGATGCCGTCAAGATT NCU08791
cat-1-R CAAGCCATCCAACTCTCTGT NCU08791
cat-3-F CCGTCCTAGCCAGATTCTTA NCUO00355
cat-3-R CCTTGATAACCTCGTCCTGA NCUO00355
cat-2-F GCAAGCTTACCAATGACTACT NCUO05770
cat-2-R CGGTCATAGCCAATGAAGAC NCU05770
gst-1-F AGGAGGAGTATGATGAGGACAA NCU05780
gst-1-R CCACCAGCAGGAATCATGTTA NCU05780
gst-2-F AACTTCGAGGCTCAATTCCC NCU04109
gst-2-R CTCCTCCTCGCTCAACTTGT NCU04109
sod-F CTGATTACCCGTGCCAAC NCU09560
sod-R AGTACTCTGCCTTCCTGTT NCU09560
nox-2-F CTCTCTGTTGTTGGCTATCG NCU10775
nox-2-R CCTCAAGCCAGTAATGGTATC NCU10775
bax-F AGTATCATGTGGAGGAGGAG NCUO02463
bax-R CTCAAGATAGCCAGAAACAGAT NCU02463
metacaspases1A-F GTAGCAAGGACGATCAGACT NCU09882
metacaspases1A-R CGTAGCTTTGCTTGGGATTC NCU09882
plike-F AGAGGGAGAGAGAGCATTTC NCUO08766
plike-R CCATGTGCTTCCATCTCATAC NCUO08766
gstom-1-F TGAGGTGGATGAGGAGATTT NCUO00549
gstom-1-R TCCTCCGCATACCTCTTATAC NCUO00549
act-F CCATGTACCCTGGTCTCTCCGAC NCU04173
act-R CCACCGATCCAGACGGAGTACTTG NCU04173

3.11. Construcao da linhagem complementada his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp

Para a construgdo da linhagem his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp, a ORF NCU01629 foi
clonada no vetor pTSL91A, possibilitando a fusdo ORE-1::GFP. O vetor pTSL91-A (Fig.
1), foi gentiimente cedido pela Dra. N. L. Glass (Department of Plant and Microbial
Biology, UC Berkeley, USA). Este vetor permite a expressado da proteina ORE-1

fusionada a proteina fluorescente GFP versao superfolder (sfGFP) na sua extremidade
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C-terminal de maneira constitutiva, uma vez que a expressdo se encontra sob o
controle do promotor do gene constitutivo de N. crassa ccg-1. Entdo, o vetor foi
inserido, por transformagao na bactéria Escherichia coli (DH10B), e apds a selegcédo do
clone positivo, o DNA plasmidial foi checado por reagcbes de PCR gerando a construgcao
plasmidial pTSL91A-ore-1. Este plasmideo foi utilizado para transformagdo da linhagem
WT#9718 de N. crassa. Dez transformantes foram selecionados em meio contendo
higromicina. Em seguida, foi realizado um cruzamento entre a linhagem Aore-1 (mating
type, A) com a linhagem WT#9716 (his, a). os segregantes foram selecionados em meio
contendo higromicina e histidina. Apds a formagao do peritécio, os transformantes foram
selecionados. Um segundo cruzamento foi realizado com a linhagem WT#9718, para
obtengcdo de homocarios. Esta linhagem complementada foi utilizada para as analises

de ChIP-gPCR, e para as analises de localizagdo nuclear e localizagao mitocondrial.

his-3 5'-flk 6954..8873 ampR 468..1327

pTSL91A map

8893 bp

NCU00762 terminator 5757..6188
sTGFP stop codon 5748..5750
6xHis spacer 5730..5747

sTGFP 5013..5729 ,

Pacl 5004..5011,

MCS 4981..5011]

Xbal 4981..4986

ccg-1 promoter 4059..4979

Figura 2. Mapa fisico do plasmideo pTSL91-A. O wetor pTSL91-A possui o gene sfgfp. A clonagem
da sequéncia alvwo in frame a sequéncia sfgfp possibilita a expressdo da proteina de interesse
fusionada a proteina fluorescente na extremidade C-terminal.

3.12. Ensaio de ChIP-qPCR

Os ensaios de ChIP foram realizados como descrito por Tamaru et al. (2003) com
modificagdes. Resumidamente, conidios da linhagem his3::Pccg1-ore-1-gfp foram
inoculados em meio VM acrescido de sacarose 2% e mantidos em agitacédo a 30°C.

Apds 24 h, o micélio foi separado em fracbes e transferidos para outros frascos
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contendo VM, sacarose 0,5% e os agentes estressantes Para, Mena, H,O, e FOH. Apds
1h foi adicionado formaldeido 1% e os frascos foram mantidos por 30 min a 30°C com
agitacdo. Em seguida, foram adicionados 125 mM de glicina (2,5 M) e os frascos foram
mantidos por 10 min a 30°C. Os micélios foram coletados, pulverizados com nitrogénio
liquido e transferidos para 6 ml de tampéao de lise.

O DNA foi sonicado utilizando o Sonics Vibra Cell (8-10 ciclos de: 1 mim,
amplitude 40%, 8,0 seg ON, 9,9 seg OFF em gelo). Foram adicionados 35 pL de
Dynabeads® Proteina G (Novex Life Technologies) a ambas amostras, seguido de
incubagcdo com rotagdo por 4 h a 4°C (pré-clear). Em seguida, adicionou-se 4 pL de
anticorpo anti-GFP (Sigma) e manteve-se as amostras com agitagdo suave durante 16 h
a 4°C. Como controle negativo, uma reagdo sem anticorpo foi incubada juntamente com
0 experimento.

As beads foram separadas da solugdo usando uma rack magnética e lavadas
sequencialmente com 1,5 mL de tampao de lise ChIP sem inibidores de protease,
tampao de ChIP com NaCl 0,5 M, tampéao de ChIP com LiCl e 1x TE pH 7,5. Finalmente,
as beads foram lavadas com 62,5 uyL de TES, aquecidas a 65°C por 15 min, com
agitagdo periodica. Os sobrenadantes foram incubados a 65°C por 16 h. Extrato de
cromatina sonicada (20 pL) mais 105 pL de TES também foram incubados a 65°C por
16 h (Input da reagdo). Em seguida, 125 uL de agua e 2,5 pL de RNAse A (10 mg/mL)
foram adicionados as amostras, seguida de incubacédo por 2 h a 50°C e adi¢cao de 6,25
pL de proteinase K (20 mg/mL). A mistura final foi incubada por 2 h a 50°C. As amostras
foram extraidas com 250 mL de fenol:cloroformo:alcool:isoamilico (24:24:1).

O sobrenadante foi precipitado com 10 pyL de glicogénio (20 mg/mL), 25 pL de
acetato de Na 3M pH 5,0 e 865 ul de etanol 100% por 2 h a -80°C. As amostras foram
centrifugados a 14000 rpm a 4°C por 30 minutos, o precipitado foram lavados com 650
ML de etanol 75% e novamente centrifugado por 5 min. O Input foi resuspenso em 150
ML de agua, e os DNAs imunoprecipitados com anticorpo e sem anticorpo foram
resuspensos em 50 uL de agua.

O DNA foi quantificado por espectrofotometria utilizando o NanoVue Plus (GE).
Primers foram desenhados para verificar a ligagcdo do fator de transcricdo ORE-1 a
regides promotoras dos genes cat-1, cat-3, cat-2, gst-1, gst-2, sod, nox-2, metacaspases
1A, bax, p53-like e gstom-1. Input foi utilizado como controle positivo e 25 ng de DNA
(Input, no Ab e IP) foram analisados por quantificagdo absoluta por PCR quantitativa
(QPCR) no aparelho StepOnePlus™ Real-Time PCR system (Applied Biosystems)
usando Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
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Todos os produtos de PCR foram analisados por curvas de melting, indicando a

presengca de um unico amplicon. Os oligonucleotideos utilizados para a analise de ChiIP-

gPCR estao na tabela 3.

Tabela 5. Oligonucleotides utilizados na andlise de ChIP-gPCR

Primers Sequéncias (5—>3) Promotor Posicao
cat-1p-F AGGCCATTGTCCAGAGA pcat-1 -1471 to -1488
cat-1p-R CTGCGGAGGACTTGAGA pcat-1 -1577 to -1560
cat-3p-F TTTCCTCGCCCTATGGT pcat-3 -598 to -581
cat-3p-R CTGATGGACATGGACTCTTG pcat-3 -521 to -501
cat-2p-F GGTTACGCGTTCCAGTTT pcat-2 -1205 to -1187
cat-2p-R GGAGAAGGAAGTCATGTGAAG pcat-2 -1128 to -1107
gst-1p-F GCTCATTCTCCTTTCTAAACCTT pgst-1 -3228 to -3215
gst-1p-R CGTATGGGTGCATTATATGTTGA pgst-1 -2958 to -2935
gst-2p-F GTGCATCAAGAAGAAGTACGA pgst-2 -919 to -902
gst-2p-R TTGCACATGCGACCATC pgst-2 -1001 to -980
sodp-F TGACAACTCCATCATGTGC psod -949 to -930
sodp-R GGTAACGACGTTGTCCAAG psod -863 to -844
nox-2p-F AGGCACTTCTCTTGTAGGT pnox-2 -1110 to -1091
nox-2p-R TTAACGCCGAGATCTGTTTC pnox-2 -1031 to -1011
baxp-F GTTTCTGTGCATTTCGGTTAG pbax -378 to -357
baxp-R ATGGACATCATATCGACCTTG pbax -282 to -261
metacaspasesi1Ap-F CGGAAGATGCCTGATGATG pmeta-1A -535 to -554
metacaspases1Ap-R  CTGCTATACACATAAAGTACCTCT pmeta-1A -478 to -454
plike-p-F CACTTCTCTCCTCCGTCA pp53 -298 to -280
plike-p-R CACGGGATTGGGAGAAAC pp53 241 to -223
gstom-1p-F CCAAGTTGACAGCTACCTC pgstom-1 -616 to -597

gstom-1p-R GCAGATAGTAGAGGCTTGAAA pgstom-1 -541 to -520
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3.13. Medida do acumulo de EROs intracelular

A determinagdo de espécies reativas de oxigénio foi realizada com o reagente
fluorescente 2’7’ diclorodihidrofluoresceina diacetato (H.DCFDA) (Sigma), segundo Liu
et al., 2010), com adaptagbes. Os conidios de N. crassa da linhagem selvagem e
mutante foram incubados por 5 h a 30°C em meio VM liquido sob uma laminula dentro
de um aplaca de Petri. Em seguida o meio de cultivo foi descartado e os conidios
incubados por mais 1 hora em meio VM contendo contendo o agente estressante. Em
seguida, foi adicionado 5 pM do reagente H,DCFDA por 30 min a 30°C e a
determinacdo da fluorescéncia do produto fluorescente DCF foi realizada em
microscopio Zeiss (excitagdo 503 nm e emissdo de 529 nm). As andlises foram
realizadas junto com o calcofluor com o intuito de corar os septos, para analisar se a
fluorescéncia € capaz de passar pelos septos quando o fungo € submetido a diferentes

formas de produgdo de EROs. O calcofluor foi visualizado em filtro DAPI.

3.14. Co-localizacao nuclear e mitocondrial

Neste experimento, as células de N. crassa foram coradas com DAPI, para os
experimentos de co-localizagcdo nuclear, e para os experimentos de co-localizagcao
mitocondrial, as células foram coradas com MitioTracker red 633. Todas as imagens de
contraste de fase em campo claro e as imagens fluorescentes foram capturadas pela
camera Axion Cam (Carl Zeiss). Processamentos adicionais nas imagens foram
realizadas com auxiio do programa Adobe PhotoShop CS2 (Adobe Systems
Incorporated, CA). Os ensaios de localizagdo mitocondrial foram realizados no
laboratério do Prof. Dr. Gustavo H. Goldman, FCF, USP, Ribeirdao Preto, com o auxilio

da doutoranda Patricia Alves de Castro.

3.14.1 Coloracao dos germinantes com DAPI

Para a coloragdo dos nucleos foi utilizado o corante DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride). Este corante apresenta especificidade para o DNA,
evidenciando os nucleos que se coram de azul, brilhante. Incubou-se 10” conidios sobre
laminulas estéreis dispostas no fundo de placas de Petri contendo meio de cultura VM
2% de sacarose liquido, a 30°C. As amostras foram crescidas por 5h. Apds o periodo de

crescimento, as células foram tratadas com Para, Mena, FOH e H,O, e mantidas por
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mais 1h a 30°C. Em seguida, o meio de cultura foi descartado e as placas de cultivo
foram fixadas por 30 min com solucdo de fixacdo. As laminulas foram lavadas em
tampado PBS 1x, e em seguida coradas por 5 mim com 0,5ug/mL de DAPI (Sigma,
EUA). Apos o tempo de coloragédo, as laminulas foram lavadas 2 vezes com PBS 1x
para descoloracido e entdo montadas em laminas e levadas para o microscopio. As
ldminas foram visualizadas utilizando microscépio Carl Zeiss (Jena, Alemanha) em
objetiva de imersdo em 6leo 100x. A coloragdo com DAPI foi analisada com filtro DAPI,

com excitacdo a 365 nm e emissao a 445 nm.

14.2. Coloragao dos germinantes com MitoTracker.

Para a marcagdo das mitocOndrias e Vvisualizagdo da rede mitocondrial foi
utilizado o marcador MitoTracker red 633 (Invitrogen Molecular Probes). Conidios foram
inoculados em laminulas dispostas no fundo de placas de Petri contendo meio de
cultura VM 2% de sacarose liquido a 30°C por 5h. Apos o tempo de incubagdo o meio
de cultura foi esgotado e adicionou-se a fonte de estresse, as placas foram incubadas
por mais 1h a 30°C. Em seguida, o meio de cultura com a fonte de estresse foi
descartado e as placas de cultivo foram fixadas por 30 min com solugdo de fixacao e
coradas com MitoTracker red 633. Foram utilizados 0,5 pl da solugdo estoque 1Mm do
marcador em PBS 1x por 5 min. Apdés este tempo, as laminulas foram lavadas e
mantidas em PBS 1x para a visualizacdo. As células marcadas com MitoTracker foram
visualizadas em temperatura ambiente em microscopio Carl Zeiss (Jena, Alemanha)
utilizando a lente objetiva de aumento 100x. A coloragao foi analisada com filtro mRFP

com excitacdo de 572 nm e emissao de 629 nm.

15. Andlise estatistica

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata, para todas as amostras.
Os dados amostrais foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey e Kramer através do programa GRAPHPAD INSTAT
(Rutgers University, Camden, New Jersey, 1995). Os tratamentos foram considerados

significativos para p <0,01.
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Resultados e Discussao
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4.1. Caracteristicas do fator de transcricio ORE-1

Como a ORF NCU01629 codifica uma proteina anotada no banco de dados do
fungo N. crassa como hipotética, inicialmente foi realizado uma busca por homoélogos
funcionais ja caracterizados bioquimica ou funcionalmente. A sequéncia polipeptidica foi
comparada com outras disponiveis no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http:/ /www.ncbi. nim.nih.gov) utilizando a ferramenta
BlastP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/). O resultado desta busca revelou que o
produto da ORF NCU01629 nao apresenta homologia a nenhuma proteina
funcionalmente caracterizada em outros organismos. Esta proteina possui 420 residuos
de aminoacidos, MM estimada de 45,91 kDa, ponto isoelétrico de 8,82 e dois dominios

de ligagao ao DNA zinc finger do tipo C,H, na por¢éo C-terminal.

4.2. Confirmagao do nocaute e do mating type da linhagem mutante Aore-1

A linhagem mutante foi adquirida no FGSC (Fungal Genetics Stock Center),
portanto foi confirmado o nocaute na ORF NCU01629. Esta confirmagéo foi realizada
por PCR. A figura 3A mostra a presenga de um fragmento de 1345 pb, correspondente a
ORF NCU01629, amplificado somente na linhagem selvagem e ausente na linhagem
mutante, confirmando o nocaute génico.

Para a confirmacdo do fator de acasalamento “A’ da linhagem mutante, foi
realizado o cruzamento com a linhagem fluffy “a”’. A linhagem fluffy foi inoculada primeiro
no meio de cruzamento SC, para indugdo da formagao da estrutura sexual feminina
(protoperitécio). As placas foram incubadas a temperatura ambiente. A formagdo do
protoperitécio foi acompanhada com visualizagdo em estereomicroscopio trinocular com
um aumento de 100x. Apdés a formacdo da estrutura feminina, aproximadamente sete
dias, a linhagem mutante foi depositada sobre o tapete e a placa novamente observada
até a formacdo do peritécio, em média trés dias, indicando o cruzamento entre as
linhagens (Figura 3B). Foi realizado um controle negativo, cruzando a linhagem mutante
com a linhagem fluffy “A’. Neste caso nao houve a formagao de peritécios, confirmando

que a linhagem mutante é de mating type “A’ (dados ndo mostrados).
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Figura 3- Confirmagao do nocaute génico e formacao de protoperitécio e peritécio na linhagem
mutante na ORF NCU01629. (A) Amplificagdo do fragmento da ORF NCUO01629 (1345 pb). Canaleta
1- fragmento amplificado por PCR a partir do DNA gendmico da linhagem selvagem. Canaleta 2-
fragmento amplificado a partir da linhagem mutante. PM, ladder 1kb. Eletroforese em gel de agarose
1% contendo brometo de etideo 0,5 pg/mL. A seta vermelha indica a auséncia do fragmento de 1345
pb na linhagem mutante Aore-1. (B) Formagao de protoperitécio e peritécio apds cruzamento com a

linhagem fluffy em meio de cultura SC apés 10 dias.

4.3. Caracterizagado fenotipica da linhagem Aore-1

4.3.1 Crescimento em meio sélido e analise das extremidades das hifas

A andlise de crescimento da linhagem mutante em frascos Erlenmeyers contendo
meio de cultura VM adicionado de 2% de sacarose teve como objetivo analisar a
presenca de alteragbes morfolégicas na linhagem mutante. Os resultados obtidos apos
0s primeiros trés dias de crescimento mostraram um aspecto semelhante entre a
linhagem mutante e a linhagem selvagem (Figura 4A). Ap6s um periodo de 8-9 dias foi
possivel observar que nao houve diferenga também na produgcdo do pigmento [3-
caroteno em relagdo a linhagem selvagem. A linhagem mutante também ndo apresentou
reducéo de hifas aéreas (Figura 4B). Os conidios foram coletados, inoculados em meio
VM e as placas foram incubadas a 30°C por 24 h. Os resultados demonstraram que a
linhagem mutante também n&o apresentou alteragcbes fenotipicas relacionadas ao

crescimento e desenvolvimento quando comparada a linhagem selvagem (Figura 4C).
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Ambas apresentaram o mesmo crescimento radial (em centimetros) em meio de cultura
VM 2% de sacarose.

A andlise da extremidade das hifas na linhagem mutante foi realizada com o
intuito de verificar se a falta do fator de transcricdo poderia alterar a micro-morfologia
das hifas na linhagem nocauteada. As imagens apresentadas na figura 4D mostram que
nao houve diferenca em relagcdo a ramificagdo e a micro-morfologia das hifas entre as

linhagens, sugerindo que o nocaute nao reflete em anomalias na morfologia das hifas.

Figura 4- Caracterizagao morfologica das linhagens selvagem e mutante (A) Conidios foram
inoculados no centro dos frascos erlenmeyer contendo meio VM 2% sacarose, as linhagens foram
mantidas inicialmente a 30°C por 2 dias e, (B) posteriormente, a temperatura e luminosidade
ambiente por mais 6 dias. (C) Analise do crescimento das linhagens selvagem e mutante em meio
solido. Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri contendo meio VM 2% sacarose e as
placas foram incubadas a 30°C por 24h. (D) Anadlise da extremidade das hifas. Conidios foram
inoculados no centro das placas de Petri contendo meio VM 2% sacarose e as placas foram
incubadas por 24h a 30°C. Imagens foram detectadas com estereomicroscépio trinocular SteREO
Discovery.V8 (Zeiss) com aumento de 50x.

4.4. |dentificagcao dos provaveis alvos de ligagao do fator de transcricio ORE-1

Analises de interacdo DNA-proteina in vitro foram realizadas por Weirauch et al.,
(2014), permitindo a identificacdo do motif de ligagdo ao DNA do fator de transcricao
ORE-1 (Figura 5), bem como os genes provavelmente regulados por este fator de
transcricao.

Os dados gerados pela analise de PBM revelaram aproximadamente 2.480

genes que poderiam ser alvos de ORE-1. Estes provaveis alvos foram classificados
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levando em consideracdao o score de cada gene encontrado como possivel alvo (12,1 a
10,3) sendo que o maior score indica uma maior probabilidade de ORE-1 se ligar aquele
gene e 0 menor score uma menor probabilidade (dados ndo mostrados). Os 500
primeiros genes dessa classificagao foram categorizados pelo Functional Catalogue
(FunCat). Dentre estes genes foram encontrados e categorizados genes envolvidos no
metabolismo de DNA, RNA, no reparo do dano ao DNA, na mitocéndria, energia,
estresse e morte celular. Além disso, alguns genes que codificam para proteinas
lipidicas e de resgate celular também foram identificados demonstrando que ORE-1

pode estar envolvida de forma direta ou indireta em alguns destes eventos celulares.

5
4+
3
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Figura 5- Identificagcao do dominio de ligagao do fator de transcricdo ORE-1 de N. crassa através
da andlise de PBM.

A figura 6 apresenta as categorias e subcategorias dos genes alvos. Nas maiores
fatias do grafico encontramos as classes de 01. metabolismo, 02. energia, 32.
defesal/resgate celular-estresse, 40. morte celular e 70. mitocéndria. Dentro destas
classes estdo categorizados aproximadamente 190 genes.

As categorias selecionadas para analise de subcategorias estdo destacadas em
negrito (Figura 6A). As categorias selecionadas para analise de subcategorias foram
energia, defesalresgate celular-estresse, morte celular e mitocéndria. A andlise de
subcategorias (Figura 6B) revelou um grande numero de genes relacionados com
estresse, entdo alguns destes genes foram selecionados para maiores investigagcdes

(Figura 6C). Estes alvos sao genes relacionados com EROs e morte celular.
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Figura 6- Categorizagdo Funcional (FunCat) dos potenciais alvos de ORE-1. Categorizagéo dos
500 genes, apresentando scores de 12 a 10,3 de acordo com andlise de PBM. (A) Categoria dos
genes classificados. Destes genes, 276 genes foram classificados nas categorias de metabolismo,
transcricdo, energia, mitocondria, estresse e morte celular. As classes selecionadas para analises de
subcategorias estdo destacadas em negrito. (B) Subcategorias dos genes selecionados como
principais alvos. Dentre os genes categorizados como responsaweis por estresse, a figura (C)
mostra os alws selecionados para maiores investigagdes. Estes alvos sdo genes relacionados a
EROs e a morte celular. Analise dos genes por FunCat com FPKM >40.
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4.5. Crescimento radial das linhagens selvagem e mutante Aore-1 na presencga de

diferentes formas de estresse

Com o objetivo de investigar um possivel envolvimento da ORE-1 de N. crassa
na resposta ao estresse, o crescimento radial das linhagens selvagem e Aore-1 foi
avaliado na presenga de agentes causadores de estresse osmotico (NaCl e sorbitol),
térmico (45°C), pH (4,2 e 7,8), oxidativo (Para, Mena e H,O;) e também na presenga de

um agente causador de morte celular por acumulo de EROs intracelular (FOH).

451 Efeito do estresse osmético, térmico e pH sobre o crescimento das

linhagens

Neste estudo, as linhagens selvagem e Aore-1 cresceram por 24 horas a 30°C na
presenca de NaCl (0,1, 0,5 e 1 M), sorbitol (1 e 1,5 M), pH (4,2 e 7,8) e choque térmico
de 45°C em meio VM 2% sacarose, com o intuito de avaliar diferencas entre as
linhagens.

Na auséncia de agentes que causam estresse, a linhagem Aore-1 cresceu igual a
linhagem selvagem. Quando submetida ao estresse osmdtico, térmico (45°C) e de pH a
linhagem mutante ndo apresentou alteragdes significativas de crescimento em relagéo a
linhagem selvagem (Figuras 7 e 8). Sendo assim, foi possivel concluir que a auséncia
do fator de transcricdo ndo interfere no crescimento da linhagem em relacédo a estes

tipos de estresses.

4.5.2 Papel do fator de transcricdo na resposta ao estresse oxidativo

Em seguida, o efeito do estresse oxidativo sobre as linhagens selvagem e Aore-1
foi avaliado. As anadlises de estresse oxidativo foram realizadas utilizando agentes (Para,
Mena, H,O, e FOH), que induzem a formacdo de espécies reativas de oxigénio no
interior das células (ZHU et al., 2013) ocasionando os eventos de estresse oxidativo que
podem induzir morte celular (SAVOLDI et al., 2008) em fungos filamentosos.

O paraquat é um herbicida de formula quimica Ci2H4sN2, que gera radicais
superoxidos (Oz*—) no interior das células e induz, desta maneira, ao estresse oxidativo
por aumentar a quantidade de EROs. A menadiona (2-metil, 1,4-naftoquinona), também
induz estresse oxidativo, por gerar O,*— no interior das células. Entretanto, o paraquat,

na maioria dos casos, gera anions superoxidos na mitocéndria e a menadiona esta mais
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direcionada a gerar anions superéxidos no citoplasma (revisto em CIRCU; AW, 2010). O
H,O, foi utilizado também como um agente estressante, pois o H,O, age praticamente
em todos os compartimentos celulares como mitocéndria, peroxissomo e citoplasma. O
farnesol € um isopropendide responsavel por inibir a proliferacdo e induzir morte celular
por gerar grandes quantidades de EROs no interior das células de fungos filamentosos
(SAVOLDI et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2011).
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Figura 7- Sensibilidade da linhagem mutante (Aore-1) ao estresse osmoético em comparagao a
linhagem selvagem (WT). Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri contendo meio
VM 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24h a 30°C, na auséncia e na presenca de NaCl e
sorbitol. (A) Diametro radial medido em centimetros e o percentual de crescimento calculado em
relagdo ao crescimento na auséncia do agente estressante apos 24h (B) Crescimento morfolégico em
placas de Petri. Os niUmeros se referem as concentragdes em M. Controle (C). p>0,01.
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Figura 8- Sensibilidade da linhagem mutante (Aore-1) ao estresse térmico e de pH em
comparagao a linhagem selvagem (WT). Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri
contendo meio VM 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24 h a 30°C e 45°C, para os
ensaios de estresse térmico e estresse de pH (A e C) Didmetro radial medido em centimetros e o
percentual de crescimento calculado em relagdo ao crescimento na auséncia do agente estressante
apés 24 h (B e D) Crescimento morfoléogico em placas de Petri. Os numeros se referem ao pH.
Controle (C). p>0,01.
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Para avaliar o papel do fator de transcricdo na resposta a diferentes formas de
inducéo de EROs, as linhagens cresceram por 24 h a 30°C na presencga de Para (10, 50
e 100 uM), Mena (0,5, 5, 10, 50 e 100 pM), H,O, (1, 5 e 10 mM) e FOH (1, 10, 25 e 50
pM) em meio VM 2% sacarose. Foi observado diferengas entre as linhagens quando
submetidas ao estresse oxidativo (Figuras 9 e 10). Quando comparado com a linhagem
selvagem, o crescimento de Aore-1 foi afetado por H,O,, Mena, Para e FOH. Estes
dados sugerem que o fator de transcricdo pode estar envolvido na resposta ao estresse
oxidativo, pois existe fenétipo de sensibilidade e resisténcia no crescimento da linhagem
Aore-1. Houve fendtipo de resisténcia quando submetida aos agentes Mena e H,O,
(Figura 9) e de sensibilidade quando Aore-1 foi submetida aos agentes Para (Figura 10)
e FOH (Figura 11A).

O estresse oxidativo pode ser quimicamente induzido por menadiona e paraquat,
geradores intracelular de Ojze-, ou por H,O, em A. nidulans (LIMA et al., 2008;
MALAVAZ| et al., 2006), em S. cerevisiae (CHEN, DUNIGAN, DICKMAN, 2003) e em A.
fumigatus (DINAMARCO et al., 2012).

Neste estudo, buscou-se compreender o papel da ORE-1 no estresse oxidativo,
investigando se a proteina esta relacionada também com eventos de morte celular
induzida por FOH ou se a morte celular ocorre por consequéncia da indugdo do estresse
oxidativo. O crescimento irregular apos tratamento com FOH ocorreu tanto na linhagem
selvagem quanto na linhagem mutante. Entretanto, a linhagem Aore-1 apresentou uma
sensibilidade maior ao FOH quando comparada a linhagem selvagem (Figura 11A).

O segundo grupo de experimentos com FOH contemplou a diluigdo seriada das
linhagens estudadas em placas com meio de cultura contendo FOH com o objetivo de
analisar a sensibilidade da linhagem Aore-1 ao FOH. Para este experimento foram
utilizadas concentracbes da droga até 1000 vezes maiores do que as utilizadas em meio
liqguido, considerando-se a possibilidade de algumas variagbes como degradagéo,
inativagao e evaporagdo do FOH pela incubagao prolongada em meio sélido. Apds a
incubacdo a 30°C por 50 h, a linhagem Aore-1 apresentou uma diminuicdo de
crescimento radial com o aumento da concentracao de FOH, diferentemente do ocorrido
na linhagem selvagem, que mostrou ser mais resistente nessas condigdes (Figura 11B).
Em A. nidulans o farnesol desencadeia caracteristicas morfolégicas de apoptose nas
linhagens (DINAMARCO, GOLDMAN, GOLDMAN, 2011) e em S. cerevisiae, o
tratamento com farnesol aumenta a concentracdo de EROs nas mitocondrias (FAIRIN,
MacDONALD, McMASTER, 2006).
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Figura 9- Aumento do crescimento radial da linhagem (Aore-1) na presenca de Mena e H;0,,
comparada a linhagem selvagem (WT). Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri
contendo meio VM 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24h a 30°C na presenga e na
auséncia de Mena e H;O,. (A e C) Didmetro radial medido em centimetros e o percentual de
crescimento calculado em relagdo ao crescimento na auséncia do agente estressante apds 24 h. (B e
D) Crescimento em placas de Petri. Os niumeros se referem as concentragbes em UM para Mena e

mM para H,O,. Controle (C). Os experimentos foram considerados significativos para (*,p<0.01).
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Figura 10- Inibicao do crescimento radial da linhagem (Aore-1) na presenga de Para,
comparada a linhagem selvagem (WT) Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri
contendo meio VM 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24h a 30°C na auséncia e na
presenca de Para. (A) Didametro radial medido em centimetros e o percentual de inibicdo calculado
em relagdo ao crescimento na auséncia do agente estressante apds 24h. (B) Crescimento em placas
de Petri. Os numeros se referem as concentragbes em pM. Controle (C). Os experimentos foram
considerados significativos para (*,p<0.01).

Foi realizado, também um teste de sensibiidade ao FOH com a linhagem
complementada ORE-1::GFP. A linhagem complementada se refere a construgdo his-
3::Pccg-1-ore-1-sfgfp., nesta construgdo, a ORF NCUO01629 foi inserida no locus his
permitindo a produgédo da proteina fusionada a GFP. Neste teste, foi possivel observar
que nado houve diferengas entre a linhagem selvagem e a linhagem complementada,
mostrando que a fusdo a GFP ndo alterou o crescimento e o fendtipo da linhagem

complementada (Figura 11B).
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Figura 11- Sensibilidade das linhagens selvagem (WT), mutante (Aore-1) e complementada
(ORE-1::GFP) na presenga de FOH. Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri
contendo meio VM 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24h a 30°C na auséncia e na
presenga de FOH. (A) Crescimento das linhagens em placas de Petri. (B) Diluigdo seriada 10% a 10°
das células () Controle e (lI) 50 mM. Conidios foram inoculados em placas de Petri contendo meio
VM 2% sacarose e FGS 1x. As placas foram incubadas por 50 h a 30°C na auséncia e na presenca
de FOH. Os numeros se referem as concentragbes em uyM em (A) e mM em (B). Controle (C). A
linhagem ORE-1::GFP refere-se a linhagem his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp.
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4.6. Teste de sensibilidade coma linhagem complementada

A linhagem complementada (ORE-1::GFP) também foi testada quanto ao seu
fendtipo e crescimento radial em comparagcdo com a linhagem Aore-1 e selvagem
(Figura 12). Os testes foram realizados em placas de meio de cultura com Para (300
pM), Mena (100 pM) e H,O, (10 mM). Nao houve diferengca de crescimento entre a
linhagem selvagem e a linhagem complementada, demonstrado que a insercdo do tag

GFP nao afetou o crescimento e o fendtipo da linhagem (Figura 12).

120

I sclvagem
|:| Mutante

- Complementada
100 4

80

60

Radial Diameter (%)

40

20

C Para Mena H,0,

Figura 12- Teste de sensibilidade das linhagens selvagem (WT), mutante (Aore-1) e
complementada (ORE-1::GFP). Conidios foram inoculados no centro das placas de Petri contendo
meio VM e 2% sacarose e as placas foram incubadas por 24 h a 30°C na auséncia de agente
estressante. Controle (C) e na presenga de Para (300 pM), Mena (100 uM) e H,O, (10 mM). A
linhagem complementada foi testada quanto ao seu fendtipo e crescimento radial em comparagao
com a linhagem Aore-1 e WT.

A partir dos resultados obtidos podemos sugerir que a delecdo da ORF
NCUO01629 causa mudancas na resposta de N. crassa frente a diferentes formas de
estresse oxidativo. A auséncia de ORE-1 provoca maior susceptibilidade celular no
tratamento com drogas causadoras do aumento de EROs intracelular, como o Para e
FOH e menor susceptibilidade celular no tratamento com Mena e H,O,, sugerindo uma

possivel atuacdo de ORE-1 na defesa ao estresse oxidativo.
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4.7. Andlises de expressao génica por RT-qPCR

Visando verificar se os resultados de tolerancia e sensibilidade mostrados pelo
mutante Aore-1 poderiam estar relacionados com o controle da expressdo de genes
relacionados com EROs, foram realizadas andlises de expressdo génica por RT-qPCR.
Os genes selecionados como potenciais alvos de ORE-1 estdo apresentados na Figura
6C.

A indugdo dos genes cat-1, cat-3, cat-2, gst-1, gst-2, sod, nox-2, bax, p53-like e
metacaspases-1A ocorreu na auséncia (controle) e na presenga de estresse oxidativo
utilizando os agentes Para, Mena, H,O, e FOH. Os experimentos foram realizados
utilizando as menores concentragdes dos reagentes que induziram diferengas entre a
linhagem selvagem e mutante. Para isto, as linhagens selvagem e Aore-1 foram
crescidas por 24 h em meio VM liquido com 2% de sacarose. Em seguida, o micélio foi
coletado e transferido para meios de cultura contendo os agentes Mena, Para, H,O, e
FOH por 60 min. O RNA total foi isolado e utilizado nas analises de expressao génica
por RT-qPCR.

O envolvimento do fator de transcricdo ORE-1 na resposta ao estresse oxidativo
causado por diferentes drogas, ganhou for¢cas apOs evidéncias de que o0s genes
relacionados com estresse oxidativo (cat-1, cat-3, cat-2, gst-1, gst-2, sod e nox-2) e
morte celular (bax, pb53-like e metacaspases-1A) tiveram suas expressdes positivamente
ou negativamente reguladas antes ou apdés o tratamento com as diferentes drogas
(Figura 13).

O aumento da expressao génica em alguns casos chegou a 300 vezes (gene cat-
2, tratamento com H,O, por 60 min) ou a diminuigdo da expressao foi 450 vezes menor
na linhagem mutante (gene gst-1, tratamento com Para por 60 min). Conforme o
esperado, as diferentes drogas testadas provocaram uma diminuigdo na expressao do
gene sod ap6s 60 min. O gene que codifica a glutationa-S-transferase omega-1 (gstom-
1) nédo foi encontrado como alvo de ORE-1. Sendo assim, este gene foi utilizado como
controle negativo nas andlises de expressdo génica. A figura 13K, mostra que o gene
nao mostrou ser regulado pelo fator de transcricdo em todas as condi¢gbes analisadas.

Estes dados sugerem um perfil transcricional complexo entre esses genes
quando o fungo N. crassa é exposto a diferentes agentes que causam estresse
oxidativo. De uma forma geral, a indugdo destes genes apresentou-se randémica, isto €,
sem a dependéncia de um agente especifico nos diferentes pontos de expresséo,

indicando que o fator de transcricdo ORE-1 pode estar envolvido na resposta ao dano
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celular causado por EROs, através da regulacdo direta ou indireta dos genes
responsaveis pelos mecanismos antioxidantes. Os resultados também sugerem que a
proteina pode participar da inducao da morte celular por FOH, uma vez que o fator de
transcricdo regula a expressao de todos os genes testados.

De uma maneira geral, as mudangas nos perfis transcricionais ou traducionais na
célula podem ser efeitos primarios da resposta ao dano ou secundarios aos processos
celulares que respondem ao dano. Nao existe uma Unica via, ou ainda uma unica
situacdo em que os eventos relacionados ao estresse oxidativo ou a morte celular
podem ser desencadeados. O sistema modelo de estimulo a morte celular em fungos
filamentosos vem sendo motivo de investigagdo com o objetivo de entender como e em
que situagbes este evento é desencadeado (DINAMARCO, GOLDMAN; GOLDMAN,
2011). Em células de mamiferos, existem duas principais vias de morte celular: a via
intrinseca, que necessita do envolvimento da mitocéndria e as vias extrinsecas, nestas
vias as caspases sao ativadas e a mitocondria pode nao participar do processo celular
(ELMORE, 2007). Através da regulacdo da transcricdo, o fator de transcricdo CZT-1
confere resisténcia ao estresse oxidativo induzido por menadiona e H,O, em N. crassa
(GONCALVES et. al., 2014).

Na figura 14, é possivel verificar que na presengca de Para ou FOH a proteina
ORE-1 regula negativamente apenas um gene, metacaspases-1A e gst-2,
respectivamente. Em ambos o0s estresses, a linhagem Aore-1 apresentou maior
sensibilidade no crescimento radial em comparagéo a linhagem selvagem. Na auséncia
de estresse oxidativo, os genes gst-2 e bax nao sao regulados por ORE-1, esta
regulacdo mostrou ser dependente de EROs nestes dois genes. O numero de genes

ativados pelo fator de transcrigao foi maior do que o numero de genes reprimidos.

4.8. Ensaios de Imunopreciptagcdo da cromatina (ChiP-qPCR)

Os ensaios de ChIP-gPCR foram realizados com o objetivo de confirmar a
ligacéo in vivo de ORE-1 a regido promotora dos genes cat-1, cat-3, cat-2, gst-1, gst-2,
sod, nox-2, metacaspases-1A, bax, p53-like e gstom-1. Estes resultados também s&o muito
importantes para confirmar os resultados de PBM obtidos por Weirauch (2014). Foram
identificados muitos motifs para ORE-1 na regido 5-flanqueadora dos genes
selecionados, e as regides selecionadas para a anadlise por ChIP-gPCR estédo

destacadas com um quadrado pontilhado na Figura 15.
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Figura 13- Perfil de expressdao dos genes (A) cat-1, (B) cat-3, (C) cat-2, (D) gst-1, (E) gst-2, (F)
sod, (G) nox-2, (H) bax, (I) metacaspases1-A, (J) p53, (K) gstom-1, e (L) ore-1 por RT-qPCR. As
andlises foram realizadas na auséncia (C) e na presenga de Para (10 yM), Mena (50 uM), H,O, (5
mM) e FOH (10 pM) por 60 min. Conidios foram inoculados em VM liquido com 2% de sacarose e
incubados por 24 h. O micélio foi coletado e transferido para VM contendo os agentes estressantes e
incubados por mais 60 min. Os micélios foram coletados e utilizados para a extragdo de RNA total e
obtencdo de cDNA. Os ensaios de RT-gPCR foram realizados utilizando o gene actina (act) como
gene de referéncia. Os dados foram anallisados utilizando StepOnePlus ™Real-Time PCR System,
Software V2.3 e correspondem as médias de resultados a partir de trés réplicas biolégicas. Os
experimentos foram considerados significativos (*,p<0.01).
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Figura 14— Perfil de expressio dos genes cat-1, cat-3, cat-2, gst-1, gst-2, sod, nox-2, bax,
metacaspasesl-A, p53, e gstom-1 por RT-qPCR agrupados de acordo com o agente de inducao
a EROs. A figura mostra os genes regulados positivamente (ativados) e os genes regulados
negativamente (reprimidos) por ORE-1.
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Figura 15- Representagciao esquematica dos promotores dos genes identificados como alvos de
regulacio por ORE-1. O motif 5YRYGSCRY-3' de ORE-1 de N. crassa foi identificado nos
promotores de todos os genes analisados. Os quadros pontilhados indicam as regides selecionadas
para andlise por ChIP-gPCR. O tamanho das regides upstream de cada gene representa o tamanho
das regides intergénicas.

Neste experimento, foi utilizada a linhagem complementada (his-3::Pccg-1-ore-1-
sfgfp) e o anticorpo anti-GFP nos ensaios de imunoprecipitagdo. O micélio da linhagem
foi obtido pelo crescimento por 24 h em meio VM liquido com 2% sacarose. Em seguida,
o micélio foi transferido para o meio de cultura contendo os agentes Mena, Para, H,O, e
FOH por 60 min. O procedimento utilizado foi detalhadamente descrito em Materiais e
Métodos. O Input foi utilizado como controle positivo e 0 No Ab como controle negativo.

A figura 16 mostra os resultados obtidos na andlise de ChIP-gPCR. O fator de
transcricdo ORE-1 foi capaz de se ligar especificamente em todas as regides de todos os
genes analisados, com excegao de gstom-1. Foi possivel verificar que o IP apresentou
praticamente os mesmos niveis do /nput em todas as situacdes testadas, evidenciando a

afinidade de ORE-1 por estas regides. Interessantemente, ORE-1 se ligou mais na regiao
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promotora de cat-1 quando comparada aos outros genes, assim podemos sugerir um papel
regulatério maior de ORE-1 na regulagéo de cat-1. Estes resultados mostraram que ORE-1
reconhece e se liga in vivo em todas as regides promotoras dos genes testados antes
(gréficos controle) e apds o tratamento com os agentes causadores de EROs.

A regido promotora do gene gstom-1 foi utilizada como controle negativo para os
experimentos de ChIP-qgPCR, assim como realizado nas analises de RT-qPCR. Embora esta
regido contém um motif para ligagdo de ORE-1, resultados das analises in silico, nao foi
observado a ligagéo in vivo da proteina (Figura 16K). Os graficos da figura 17 representam
a quantificacdo absoluta do IP normalizado com o controle negativo (No Ab).
Curiosamente, ao analisar os valores de IP pode-se observar que o fator de transcrigcao
ORE-1 se ligou muito menos na regido promotora de sete (cat-3, cat-2, gst-1, gst-2, sod,
bax e metacaspases-1A) dos dez genes analisados na presengca de Mena. Na presencga
de FOH e H;O,, ORE-1 se ligou muito menos na regido promotora do gene cat-1. Na
auséncia de estresse e na presenga de Para o fator de transcricdo se ligou menos na

regido promotora do gene p53-like.

4.9. Acimulo de radicais livres na linhagem selvagem e mutante

Os mecanismos de ativagdo da morte celular por estresse oxidativo ainda n&o
sao amplamente entendidos e diversas proteinas de diferentes vias celulares parecem
estar envolvidas neste processo. Higgins; Beart; Nagley, (2009), relataram a
participagao da nuclease EndoG em células mamiferas na morte celular programada de
neurbnios corticais em resposta a este tipo de estresse. Modificagdes no DNA causados
por EROs tem sido frequentemente descritas em células de mamiferos, sendo sugerida
como um importante mecanismo na carcinogénese e em diabetes (POULSEN, 2005).

A formacao de EROs é um importante indicio de estresse oxidativo. O aumento
da sensibilidade da linhagem Aore-17 ao FOH pode ser devido ao grande aumento do
acumulo de EROs, nessa condicdo de estresse. Para investigar esta hipétese foram
realizados experimentos para avaliar a presenca de radicais livres no interior das células
das linhagens selvagem e mutante, apds exposicdo a FOH e apdés a indugdo de
estresse oxidativo utilizando Para, Mena e H>O,. O acumulo de EROs foi verificado
utilizando o reagente 2’,7'-dichlorodihydrofluorescein diacetato (H,DCFDA), um indicador
de radicais livres. Este reagente € permeavel e ndo é fluorescente até que grupos
acetatos sejam removidos da molécula H,DCFDA; nesta condicdo, a molécula DCF

torna-se verde fluorescente (LeBEL et al., 1992).
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Figura 16- Ensaios de ChIP-gPCR. A andlise por ChIP-gPCR mostra que ORE-1 pode se ligar in
vivo aos promotores de genes relacionados com o estresse oxidativo atuando em todas as situagdes
de indugdo de EROs. A linhagem his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp foi crescidas por 24 h a 30°C em VM com
2% sacarose e, em seguida, por 1 h nas condi¢cdes de estresses com Para, Mena, H,O, e FOH. Os
micélios foram coletados, os DNAs gendmicos foram extraidos, tratados com formaldeido, sonicados
e os fragmentos de DNA imunoprecipitados com anticorpo anti-GFP. Os DNAs foram analisados por
gPCR (quantificagdo absoluta) para confirmar os alvos de ORE-1 in vivo. Fragmentos de DNA foram
analisados nas regides promotoras dos genes (A) cat-1, (B) cat-3, (C) cat-2, (D) gst-1, (E) gst-2, (F)
sod, (G) nox-2, (H) bax, (I) metacaspasesi-A, (J) p53, e (K) gstom-1. O Input DNA foi usado como
controle positivo e, como controle negativo, as reagdes de imunoprecipitacdo foram feitas sem
anticorpo (No Ab). Resultados representam a média de triplicatas experimentais. Os resultados foram
considerados significativos para (*,p<0.01).
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Figura 17- Ensaios de ChIP-qPCR. O TF ORE-1 se ligou diretamente in vivo aos genes (A) cat-1,
(B) cat-3, (C) cat-2, (D) gst-1, (E) gst-2, (F) sod, (G) nox-2, (H) bax, (I) metacaspases1-A, (J) p53, e
(K) gstom-1 por meio de ensaios de ChIP-gPCR. Estes graficos representam a quantificagdo absoluta
do imunoprecipitado (IP) de cada gene normalizado em relagdo ao controle negativo (No Ab). Foi
considerado um nivel de significancia 99%. Resultados significativos para (*,p<0.01). As letras
diferentes (a, b, ¢ e d) significam que as médias sao diferentes entre si e as letras iguais (a e a, b e b)
significam que as duas médias nao diferem entre si.
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Embora H,DCFDA seja oxidado por diferentes EROs, este detecta principalmente
anion superoxido. Quanto maior for a quantidade de EROs nas hifas, maior sera a
intensidade da fluorescéncia emitida. Os resultados obtidos (Figura 18), mostraram
acumulo de EROs em ambas as linhagens apds a exposicdo de diferentes agentes
produtores de EROs (Mena, Para, H,O, e FOH).

A linhagem mutante mostrou um padrdo de fluorescéncia (intensidade e difusao)
semelhante a linhagem selvagem na condicdo de estresse com Mena (Figura 18D),
indicando que o tratamento com Mena ndo afetou o padrédo de fluorescéncia na
linhagem mutante. Para as condicdes de estresse oxidativo com Para, FOH e H,O; a
fluorescéncia se apresentou de forma diferente ao longo das hifas entre as linhagens.
Na linhagem Aore-1 a marcagao pelo Ho.DFCDA foi mais intensa, na presenga de H,O, e
Para, indicando um maior acumulo de EROs em toda a extensdo das hifas.

O fator de transcricdo ORE-1 parece ser importante no monitoramento e reparo
do estresse oxidativo causado por EROs o que explica a menor sobrevivéncia do
mutante nulo nesta ORF ao FOH e Para (resultados mostrados anteriormente). Castro
et al. (2011) mostraram um grande acumulo de EROs durante a morte celular induzida
por propolis em S. cerevisiae utilizando o reagente H,DFCDA. Dinamarco et al. (2010)
avaliaram a presenca de EROs no interior das hifas de A. nidulans apds exposicao do
fungo a FOH e detectaram um aumento no acumulo de EROs na presenga de FOH.

EROs sao produzidos durante a Incompatibilidade Heterocaria (HI) e estdo sendo
associados com Woronin bodies em N. crassa (HUTCHISON et al., 2009). O corpo de
Woronin é uma organela fungo-especifica que conecta os poros do septo, durante o
estresse oxidativo, ou variagbes de pH (LEAL et al., 2008), protegendo a célula de
vazamentos em caso de danos fisicos. Em fungos filamentosos, o poro septal controla a
troca entre os compartimentos de hifas vizinhas. A presenga do corpo de Woronin esta
associada a presenca dos septos. A conexdo dos septos frente a variagdes no ambiente
€ um mecanismo muito utilizado em fungos filamentosos, principalmente em fungos
patogénicos. Em hifas intactas, alguns corpos de Woronin foram encontrados em
estreita proximidade com o septo, entretanto, a maioria foi encontrada distribuida no
citoplasma. Em caso de danos, o corpo de Woronin é capaz de ligar os poros septais de
A. fumigatus contribuindo para a resisténcia ao estresse e também para a viruléncia
(BECK, ECHTENACHER, EBEL, 2013; BECK; EBEL, 2013).

As proteinas Hex sdo os maiores constituintes dos corpos de Woronin e séo

conservadas nos fungos filamentosos. A delegcdo do gene hex-1 em N. crassa causa
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reducdo no crescimento do fungo em meio minimo e defeitos na esporulagdo (TENNEY
et al., 2000).

Como descrito anteriormente, na linhagem Aore-1 a marcagéo pelo H,DFCDA foi
mais intensa nos tratamentos com Para e H,O, Apds o tratamento com estes agentes
estressantes foi verificado que algumas hifas apresentaram um padréo de fluorescéncia
compartimentalizado, com algumas regides nao mostrando fluorescéncia. Apds a
marcagao com calcofluor foi verificado que a separagdo na fluorescéncia estava na
regido dos septos (Figura 19B e 19C), ou seja, os poros septais foram bloqueados, e a
fluorescéncia foi encontrada dentro de um compartimento das hifas. Este bloqueio
possivelmente ocorreu em consequéncia do posicionamento dos corpos de Woronin na
regido dos septos em condicdo de estresse oxidativo.

Para investigar o resultado observado nestas analises, ensaios de RT-qPCR
foram realizados com o gene hex-1 na presenca de estresse oxidativo. Os resultados
indicaram que ORE-1 regula o gene hex-1 antes e apods o tratamento com Para e H,O,
(Figura 20). A falta do fator de transcricdo aumentou a expressao do gene hex-71 na
auséncia e na presenga de Para e H,O; indicando que o fator de transcricdo ORE-1

atua como repressor do gene nestas condi¢des.

4.10. Localizagao celular de ORE-1

A fim de investigar a localizac&o celular de ORE-1 em N. crassa em condi¢des
fisiolégicas e também durante o estresse celular, foi construida uma linhagem (his-
3::Pccg-1-ore-1-sfgfp) em que ORE-1 foi fusionada (na porgdo C-terminal) com a
proteina fluorescente verde GFP. A linhagem construida apresentou fenétipo idéntico ao
da linhagem selvagem (Figura 12). Neste experimento, as células de N. crassa foram
coradas com DAPI, para os ensaios de co-localizacdo nuclear e com MitoTracker red
633 para os ensaios de co-localizagdo mitocondrial. O corante DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride) apresenta especificidade para o DNA, evidenciando os
nucleos que se coram de azul brilhante. Os nucleos interfasicos apresentam uma
cromatina caracteristica, localizada em torno de um unico nucléolo representado por um
ponto escuro. Durante a mitose, estas regides ndo podem ser distinguidas, ja que a
cromatina se condensa e o nucléolo desaparece. Portanto, o0 nucleo passa a ser

visualizado como um ponto azul durante a mitose.
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Figura 18. Acimulo de EROs no interior das hifas na presenga de H,0,, Para, Mena e FOH.
Conidios foram inoculados em VM com 2% de sacarose e incubados a 30°C por 5 h. O meio de
cultura foi esgotado e adicionado os meios contendo os agentes estressantes, as placas foram
incubadas a 30°C por 60 min. Em seguida, as células foram coradas com reagente de 2',7'-diacetato
dichlorodihydrofluorescein (H,DCFDA) 10 pg/mL por 30 min, lavadas 3 vezes com PBS 1x e fixadas
em laminas para visualizacdo em microscopio de fluorescéncia. (A) Controle (B) H,O, (C) Para (D)
Mena (E) FOH. As imagens foram obtidas utilizando o microscopio Axio Imager A2 (Zeiss) com
aumento de 100x. As imagens foram capturadas com Axio Cam MRm cémera e processadas usando
o software AxioVision. Processamentos adicionais nas imagens foram realizadas com auxilio do
programa Adobe PhotoShop CS2 (Adobe Systems Incorporated, CA). Escala, 5 uM.



Caracterizagao funcional de um fator de transcrigdo hipotético no fungo N. crassa.

90

DIC

WT \L
\,‘v 5

Aore-1 "\‘L =
&
&
®
'@" .7:“)
Aore-1 C}! p™
G B
N0
\9)

WT

Aore-1

Figura 18. Continuagao

H>.DCFDA




Caracterizagao funcional de um fator de transcrigdo hipotético no fungo N. crassa. 91

DIC Calcofluor H,DCFDA

Figura 19. Acumulo de EROs no interior das hifas na presen¢a de H,0, e Para. Conidios foram
inoculados em VM 2% de sacarose e incubados a 30°C por 5h. O meio de cultura foi esgotado e
adicionado os meios estressantes, as placas foram incubadas a 30°C por 60 min., em seguida as
células foram coradas com o reagente 2',7-diacetato dichlorodihydrofluorescein (H,DCFDA) por 30
min., coradas com calcofluor por 10 min., lavadas 3 vezes com PBS 1x e fixadas em laminas para
visulaizagdo em microscépio de fluorescéncia. (A) Controle (B) H,O, (C) Para. As imagens foram
obtidas utilizando o microscépio Axio Imager A2 (Zeiss) com aumento de 100x. As imagens foram
capturadas com Axio Cam MRm camera e processada usando o software AxioVision.
Processamentos adicionais foram realizadas com auxilio do programa Adobe PhotoShop CS2 (Adobe
Systems Incorporated, CA). Escala, 5 uM.
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Figura 20— Perfil de expressdo do gene hex-1 por RT-qPCR. Foram analisados antes Controle (C)
e apos indugdo de EROs utilizando Para (10 yM), Mena (50 uM), H,O, (5 mM) e FOH (10 uM) por 60
min. Conidios foram inoculados em VM 2% de sacarose liquido e incubados a 30°C/ 200 rpm por 24h.
O micélio foi coletado e adicionado em outro frasco contendo VM 0,5% de sacarose e as fontes
estressantes, por mais 60 min. Os micélios foram coletados e armazenados a -80°C. Foi realizado
extragdo de RNA total e obtengdo de cDNA para os experimentos de RT-gPCR. Os ensaios de RT-
gPCR foram realizados utilizando o gene actina (act) como gene referéncia. Os dados foram
anallisados utilizando StepOnePlus ™Real-Time PCR System, Software \2.3. Os dados mostram
médias representativas de resultados obtidos a partir de trés réplicas biolégicas. Os experimentos
foram considerados significativos para (*,p<0.01). As letras a, b, ¢ e d: significam que as médias sao
diferentes entre si;

Nao foi possivel visualizar ORE-1 no nucleo em nenhuma condicido analisada
(Figura 21). Possivelmente, porque a fluoréncencia ndo se acumulou no nucleo em
intensidade suficiente para ser detectada por microscopia.

Para comprovar o resultado observado nas analises de localizagdo subcelular
com DAPI, procedeu-se a coloragdo com MitoTracker (Figura 22), com o intuito de
verificar se a proteina esta localizada na mitocondria nas condigcdes analisadas, uma vez
que a proteina possui um provavel sinal de localizagcdo mitocondrial e assim pode ser
direcionada para a mitocéndria (dados ndo mostrados).

O MitoTracker € um reagente fluorescente que se acumula no ambiente lipidico
da mitocOndria e reage com grupos tidis livres de peptideos, tornando-se fluorescente.
Além de produzir a maior parte da energia celular em eucariotos, as mitocéndrias
também estdo envolvidas com PCD (morte celular programada) por meio da geragéo de

EROs e liberagdo das proteinas mitocondriais.
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Como esperado, a proteina ORE-1 esta presente na mitocéndria, um resultado
confirmado pela co-localizagdo com marcagéo por MitoTracker (Figura 22). VIDEIRA et
al., (2009), mostrou o perfil de mRNA de genes envolvidos em fun¢gdo mitocondrial, este
ensaio revelou varias ORFs de N. crassa que poderiam estar relacionadas com a
mitocéndria, entre eles estava a ORF NCU01629, objeto de estudo neste trabalho.

A proteina ORE-1 mostrou estar localizada na mitocéndria independente da
exposicdo aos agentes estressantes (Para, Mena, FOH e H,0;). Surpreendentemente,
nao foi observada a translocacdao de ORE-1 para o nucleo, pois mesmo apds a indugao
da morte celular por FOH a proteina permaneceu na mitocondria.

Apés o tratamento com Para, Mena, FOH e H,O,, as redes mitocondriais
sofreram uma condensagao, e ficaram em grumos (Figura 22), semelhante ao descrito
por Savoldi e colaboradores em 2008 para A. nidulans. Um dos passos da apoptose € a
fragmentacdo da mitocéndria, verificada por intensa distribuicdo de pontos fluorescentes
no citoplasma da célula (YOULE; KARBOWSKI, 2005). Na auséncia de agentes
produtores de EROs verificou-se uma rede mitocondrial intacta (Figura 22).

A translocacdo de fatores de transcricdo da mitocOndria para o nucleo foi descrita
em varios organismos durante a morte celular programada. A proteina EndoG de A.
nidulans é um exemplo, em condicdes de inducdo da morte celular a EndoG é
translocada para o nucleo (FIGUEREIDO et al.,, 2011). Em Saccharomyces pombe, a
atividade extramitocondrial de EndoG (Pnuip) causa efeitos citotdxicos e a maneira
como a proteina é liberada da mitocondria esta relacionada com a fungdo exercida pela
nuclease, porém nao ha comprovagao da sua translocagdo para o nucleo (ODA et al.,
2007). Em A. nidulans, Savoldi et al., (2008) observaram intensos pontos fluorescentes
distribuidos nos germinantes, apds tratamento com 100 pM de FOH, indicativo de
fragmentagdao mitocondrial. Resultados semelhantes foram obtidos neste trabalho para o

fator de transcricdo ORE-1.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1365-2958.2008.06385.x/full#b42
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DAPI ORE-1::GFP MERGE

Figura 21- Localizagao subcelular da proteina ORE-1. Conidios foram inoculados em VM 2% com
sacarose e incubados a 30°C por 5 h. O meio de cultura foi esgotado e os meios com agentes
estressantes (Para, Mena, H,O, e FOH) foram adicionados. As placas foram incubados a 30°C por 60
min, em seguida as células foram coradas com DAPI por 10 min. As células foram lavadas com PBS
1x por 3 vezes. (A) Controle (B) 5 mM de H,O, (C) 10 uM de Para (D) 50 uM de Mena (E) 10 uM de
FOH. A linhagem complementada (ORE-1::GFP) se refere a construgdo his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp. As
imagens foram obtidas por microscopia de fluorescéncia utilizando o microscopio Axio Imager A2
(Zeiss) com aumento de 100x. As imagens foram capturadas com a camera AxioCamMRm e
processada usando o software AxioVision. Processamentos adicionais nas imagens foram realizadas
com auxilio do programa Adobe PhotoShop CS2 (Adobe Systems Incorporated, CA). Escala, 5 uM.
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Figura 22- Localizagdo mitocondrial da proteina ORE-1. Conidios foram inoculados em VM 2%
com sacarose e incubados a 30°C por 5 h. O meio de cultura foi esgotado e adicionado os meios
estressantes (Para, Mena, H,O, e FOH), as placas foram incubados a 30°C por 60 min. Em seguida,
as células foram coradas com MitoTracker TmM por 10 min. As células foram lavadas com PBS 1x
por 3 vezes. (A) Controle (B) 5 mM de H,O, (C) 10 uM de Para (D) 50 yM de Mena (E) 10 uM de
FOH. A linhagem complementada se refere a construgao his-3::Pccg-1-ore-1-sfgfp. As imagens foram
obtidas por microscopia de fluorescéncia utilizando o microscépio Axio Imager A2 (Zeiss) com
aumento de 100x. As imagens foram capturadas com a camera AxioCamMRm e processada usando
o software AxioVision. Processamentos adicionais nas imagens foram realizadas com auxilio do
programa Adobe PhotoShop CS2 (Adobe Systems Incorporated, CA). Escala, 5 uM.
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Estas observagdes indicam que uma complexa rede de processos celulares
controla a resposta ao estresse oxidativo induzido por drogas como Para, Mena, FOH e
H,O,. Considerando estes resultados sugere-se que ORE-1 deve desempenhar um
papel extremamente importante na mitocondria em N. crassa.

Fatores de transcricdo do tipo zinc finger sdo reguladores fungicos importantes
em diversas fungdes celulares, tais como o metabolismo do agucar e aminoacidos, o
crescimento filamentoso, remodelagem da cromatina, resposta a fonte de carbono,
biossintese do ergosterol, resposta a diversas fontes de estresse celular e
multirresisténcia (MacPHERSON et al, 2006). Neste estudo, caracterizou-se
funcionalmente um “novo” fator de transcricdo codificado pela ORF NCU01629 e
denominado ORE-1. Os resultados obtidos indicam que ORE-1 & um importante
regulador do estresse oxidativo em N. crassa; o fator de transcricdo controla a
expressao de varios genes relacionados com o controle de EROs e morte celular e esta
localizado na mitocdndria.

Considerando a longa histéria do fungo N. crassa como um organismo modelo
classico para a biologia celular e genética (COLOT et al., 2006; DUNLAP et al., 2007),
aliada ao fato de que os mediadores de morte celular em N. crassa, ambos os
reguladores e executores, sdo ainda desconhecidos, este fungo filamentoso tem um
grande potencial para a modelagem de morte celular programada e para a investigagao

de novas estratégias de tratamento em contextos relevantes.
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Neste trabalho o fator de transcrigdo, produto da ORF NCU01629, foi
caracterizado. O estudo foi realizado considerando as informagdes disponibilizadas por
um grupo colaborador, que identificou o dominio de ligacdo preferencial do fator de
transcricdo, bem como o0s provaveis genes alvos de regulacdo. A seguir, estido

relacionadas as principais conclusdes deste trabalho:

- Através da categorizagdo por FunCat dos provaveis genes alvos, o fator de transcrigao
mostrou estar envolvido na regulagdo de diversos processos celulares, incluindo

resposta a estresse oxidativo e morte celular.

- O envolvimento na regulagcdo da resposta ao estresse oxidativo e morte celular foi
confirmado através de experimentos de crescimento em placa contendo agentes
indutores de ambos processos (Para, Mena H,O, e FOH) e também de analises da
expressdo de genes codificadores de enzimas que participam da resposta ao estresse

induzido pelos agentes.

- O envolvimento na regulagéo da resposta a estresse oxidativo e morte celular também
foi confirmado através de experimentos de imunoprecipitacdo de cromatina seguido de
quantificacdo absoluta dos genes (ChIP-gPCR). Todos os genes foram ligados in vivo

pelo fator de transcricdo nas condicdes analisadas.

- Andlises de localizagao celular da proteina na presenga de agentes indutores de EROs

revelaram que a proteina esta localizada na mitocéndria nestas condigdes.

- Andlises microscépicas e de expressao mostraram que o fator de transcricdo pode
também estar envolvido na estrutura dos septos no fungo N. crassa, portanto na
comunicagao entre diferentes compartimentos das hifas. Em fungos filamentosos, uma
estrutura denominada Woronin body, formada por um complexo de proteinas, conecta
0s poros na regiao dos septos. O gene que codifica a principal proteina deste complexo
mostrou ser regulado pelo fator de transcricdo e a linhagem mutante mostrou um padrao

de fluorescéncia diferente da selvagem.

- Considerando os resultados obtidos neste trabalho, o gene sob investigacéo foi

denominado de ore-1 (oxidative stress regulator-1).
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