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RESUMO
O complexo Paracoccidioides ¢ composto por fungos termodimorficos, agentes etioldgicos da
Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sist€émica ¢ endémica na América Latina. A
aquisicdo de nutrientes ¢ um dos fatores que contribuem para a sua viruléncia no hospedeiro
sendo o nitrogénio um dos nutrientes destacados como essencial para a sobrevivéncia do
fungo e producao de moléculas como proteinas e acidos nucléicos. Neste sentido, o patdgeno
utiliza varios mecanismos para captacao de nitrogénio, uma vez que o hospedeiro restringe os
nutrientes através da imunidade nutricional. Um dos mecanismos existentes ¢ a Repressao
Catabolica de Nitrogénio (Nitrogen Catabolic Repression - NCR), que garante fontes
secundarias de nitrogénio, quando fontes preferenciais ndo estdo disponiveis. A NCR ¢
mediada pelo fator de transcricdo GATA AreA, sendo este de fundamental importancia para o
sucesso na aquisi¢ao de fontes nao preferenciais de nitrogénio. Para a assimilacao de nitrato e
nitrito ¢ necessario o fator de transcricdo NirA que interage fisicamente com AreA em
Aspergillus nidulans, sendo um importante regulador da assimilagdo de nitrogénio. No
complexo Paracoccidioides esse mecanismo ainda ndo ¢ bem elucidado. Neste sentido,
objetivamos a avaliacao da influéncia de NirA e AreA no mecanismo de NCR em P. [utzii.
Para isso, foi desenvolvida uma cepa silenciada para o gene AreA (AS-Ared) de P. lutzii
utilizando a tecnologia de RNA antisense mediado por Agrobacterium tumefaciens (ATMT).
Através de analises da curva de crescimento por densidade optica (D.O) das cepas de P. lutzii
selvagem (wild-type - WT) e o mutante silenciado (AS-4re4) em meio seletivo suplementado
com Nitrato de Sédio (10mM) como fonte de nitrogénio ndo preferencial, e Sulfato de
Amodnia (10mM) como fonte preferencial, demonstrou-se que o fator de transcrigdo AreA
pode estar relacionado com a assimila¢do de nitrato no género Paracoccidioides. Além disso,
através da marcagao das células WT e AS-4red com iodeto de propideo, foi possivel notar
uma boa viabilidade das células mesmo apdés 48h em meio sem fonte preferencial de
nitrogénio, indicando a existéncia de mecanismos alternativos para captacao desse composto e
manutencdo das atividades celulares. A andlise da expressdo de NirA por qPCR, nas
condi¢des estudadas, revelou uma superexpressdo na cepa As-Ared em nitrato. Entretanto,
mesmo com uma superexpressdo, a analise do crescimento reforca a importancia de AreA
para o crescimento celular. Portanto, os resultados prévios sugerem a importincia de
AreA-NirA para a assimilagdo de nitrato no mecanismo NCR, porém outras analises, sao

necessarias para corroborar com os resultados prévios obtidos.

Palavras-chave: NCR; AreA; Paracoccidioides spp.; Assimilagdo de Nitrato; NirA.



ABSTRACT

The Paracoccidioides complex consists of thermodimorphic fungi, the etiological agents of
Paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic and endemic mycosis in Latin America. The
acquisition of nutrients is one of the factors contributing to its virulence in the host, with
nitrogen being one of the key nutrients essential for the survival of the fungus and the
production of molecules such as proteins and nucleic acids. In this regard, the pathogen
employs various mechanisms for nitrogen acquisition, as the host restricts nutrients through
nutritional immunity. One of these mechanisms is Nitrogen Catabolic Repression (NCR),
which ensures secondary nitrogen sources are available when preferred sources are not. NCR
is mediated by the GATA transcription factor AreA, which is crucial for the successful
acquisition of non-preferred nitrogen sources. For the assimilation of nitrate and nitrite, the
NirA transcription factor is required, which physically interacts with AreA in Aspergillus
nidulans, and is an important regulator of nitrogen assimilation. In the Paracoccidioides
complex, this mechanism has not yet been fully elucidated. Thus, we aimed to evaluate the
influence of NirA and AreA on the NCR mechanism in P lutzii. To achieve this, a silenced
strain for the AreA gene (AS-AreA) of P lutzii was developed using antisense RNA
technology mediated by Agrobacterium tumefaciens (ATMT). Growth curve analysis by
optical density (OD) of the wild-type (WT) and silenced mutant (AS-AreA) strains of P. [utzii
in selective medium supplemented with Sodium Nitrate (10mM) as a non-preferred nitrogen
source, and Ammonium Sulfate (10mM) as a preferred source, showed that the AreA
transcription factor may be related to nitrate assimilation in the Paracoccidioides genus.
Additionally, through propidium iodide staining of WT and AS-AreA cells, it was observed
that the cells maintained good viability even after 48 hours in medium without a preferred
nitrogen source, indicating the presence of alternative mechanisms for nitrogen uptake and
maintenance of cellular activities. The analysis of NirA expression by qPCR under the studied
conditions revealed overexpression in the AS-AreA strain in nitrate. However, even with
overexpression, growth analysis reinforces the importance of AreA for cell growth. Therefore,
the preliminary results suggest the importance of the AreA-NirA interaction for nitrate
assimilation in the NCR mechanism, but further analyses are needed to corroborate these

findings.

Keywords: NCR; AreA; Paracoccidioides spp.; Nitrate Assimilation; NirA.
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1 INTRODUCAO
1.1 Fungos patogénicos humanos

Os fungos sdao microrganismos unicelulares ou multicelulares que estdo presentes em
todo o ambiente, desempenhando papel importante no ecossistema. Em geral, os fungos
possuem relacdo de simbiose com outros organismos, mas em alguns casos podem causar
doencas e levar a quadros sérios de infec¢ao (Iliev e Leonardi, 2017). O ser humano ¢ exposto
diariamente a inimeras espécies fungicas no meio ambiente, e algumas delas t€ém potencial
patogénico significativo (Hay, 2006; Limon ef al., 2017).

As infec¢des fungicas, conhecidas como micoses, sdo doengas causadas por fungos
patogénicos ou pelo crescimento exacerbado de fungos na microbiota humana, resultando em
disbiose (Iliev e Leonardi, 2017). De modo geral, as micoses podem ser classificadas em trés
categorias: superficiais, subcutaneas e sistémicas (Hay, 2006).

Nas micoses superficiais sdo acometidos a epiderme e camadas mais externas do
hospedeiro, onde se destacam as espécies patogénicas: Malassezia globosa, Trichophyton
rubrum, Microsporum audouinii ¢ Candida albicans. J& as micoses subcutaneas, os fungos
penetram uma camada mais profunda da epiderme, sendo necessario uma lesdo prévia para
que seja instaurado a infeccdo. Sdo representados pelas espécies: Sporothrix schenckii,
Fonsecaea pedrosoi € Wangiella dermatitidis (Hay, 2006).

As micoses sistémicas — também conhecidas como micoses oportunistas — sao
caracterizadas pela disseminacdo interna dos fungos no hospedeiro. Sua instalacdo se da
através da inalagdo de propagulos desses fungos (Hay, 2006; Galimberti et al., 2012). Alguns
exemplos de fungos que pertencem a esse grupo sdo os fungos termodimoérficos dos géneros:
Blastomyces spp., Histoplasma spp., Coccidioides spp., Penicillium spp. e Paracoccidioides
spp. (Hay, 2006; Thompson et al., 2021).

Alguns fungos apresentam dimorfismo, que ¢ a capacidade de mudar sua morfologia
em resposta a fatores ambientais, como nutrientes e temperatura. Eles podem ser classificados
como fungos termodimorficos e dimodrficos ndo térmicos. Os fungos termodimorficos, em
particular, sio um grupo patogénico que alterna entre as formas de micélio e levedura
dependente da temperatura. Em temperaturas ambientes (22-25°C), ocorre o crescimento na
forma de micélio, enquanto a forma de levedura se desenvolve em temperaturas proximas a
37°C, que corresponde a temperatura corporal do hospedeiro (Gauthier, 2015).

As alteragdes morfologicas que ocorrem nos fungos dimorficos estdo diretamente

relacionadas a sua patogenicidade, pois essas mudangas permitem que os fungos ultrapassem
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barreiras estruturais, térmicas e imunologicas. Durante a transi¢do para a forma de levedura,
ha modificagdes na parede celular e a produgdo de proteinas que ajudam a evitar a detecgdo
pelo sistema imunologico do hospedeiro (Gauthier, 2015). Os fungos patogénicos
termodimorficos incluem mais de 30 géneros e um numero indefinido de espécies, sendo os
principais agentes que infectam humanos: Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,

Histoplasma capsulatum e o complexo Paracoccidioides spp. (Turissinni et al., 2017;

Taborda et al., 2018).

1.2 Complexo Paracoccidioides spp.

O complexo Paracoccidioides ¢ formado por fungos patogénicos responsaveis por
causar a paracoccidioidomicose (PCM) em humanos. E uma das espécies termodimérficos,
onde encontramos uma fase miceliana em solos ou cultivos em 25°C e uma forma
leveduriforme parasitaria, encontrada no hospedeiro ou cultivada em temperaturas de 37°C

(Figura 1) (Restrepo e Jiménez, 1980; Brummer et al., 1993).

Figura 1: Morfologia do Paracoccidioides spp. (A) microscopia dptica apresentando as hifas
(B) conidios (C) célula leveduriforme com caracteristica esférica

A B C

nase
0

A PCM ¢ causada por cinco espécies cultivaveis: P. brasiliensis, P. americana, P.

Fonte: broadinstitute.org

venezuelensis, P. lutzii e P. restrepiensis (Turissinni et al., 2017). Além disso, em estudos
recentes foram descritas outras duas espécies ndo cultivaveis isoladas de golfinhos:
Paracoccidioides cetii e Paracoccidioides loboi (Vilela et al., 2023; Hahn et al., 2022;
Pecanha et al., 2022). Taxonomicamente o género ¢ classificado como Eukaryota do reino
Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomycotina, ¢ familia Ajellomycetaceae (Chaves et al.,
2021).

Paracoccidioides spp. ¢ encontrado principalmente em solos e pode ser a principal

fonte de infec¢do para humanos e animais selvagens, visto que ndo ha evidéncias de
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transmissdo entre hospedeiros ou reservatdrios e hospedeiros. Foram identificados e isolados
fungos em duas espécies de tatu, Dasypus novemcinctus L. e Cabassous centralis,
destacando-os como potencial reservatorio natural de Paracoccidioides (Chaves et al., 2021).
Alguns casos de Paracoccidioides ja foram relatados em animais domésticos como caes
(Ricci et al., 2004) e gatos (De Oliveira et al., 2013). As atividades que envolvem manejo de
solos podem levar ao contato com propagulos do fungo e o desenvolvimento da

Paracoccidioidomicose (Pecanha et al., 2022).

1.3 Paracoccidioidomicose - PCM

A paracoccidioidomicose ¢ uma doenga granulomatosa que se manifesta de forma
cronica, aguda ou subaguda. As formas aguda e subaguda sdo responsaveis por 25% dos
casos, enquanto a forma crdnica ocorre entre 74% a 96% dos casos (Chaves et al., 2021;
Shikanai-Yasuda et al., 2017).

A PCM esté presente principalmente em paises de clima tropical, subtropical, com alta
umidade, temperaturas moderadas e solo acido (Ramos-e-Silva et al., 2008). A doenga esta
distribuida geograficamente em paises da América Latina, como o Brasil (80% dos casos),
Argentina, Uruguai, Paraguai, Peru, Equador, Colombia, Venezuela e México (Chaves ef al.,
2021; Pecanha et al., 2022). No Brasil, o0 maior numero de casos ¢ registrado nas regides do
Norte, Centro-oeste e Sudeste (Shikanai-Yasuda et al., 2017), onde no estado do Tocantins ¢ a
infeccao fungica mais comum (Krakhecke-Teixeira et al., 2022). A incidéncia no pais varia de
1 a 10 por 100 mil habitantes por ano nas areas endémicas (Pecanha et al., 2022).

Um fator de risco para PCM ¢ o manejo com solos em dareas rurais em regides
endémicas. A transmissdo de humano para humano ainda nao foi relatada, mas em termos de
habitos, o tabagismo e etilismo sdo fatores relatados como de risco para o desenvolvimento da
doenca (Santos et al., 2003; Pecanha et al., 2022).

A forma cronica da doenga acomete primordialmente o sexo masculino com idades
entre 30 a 60 anos. J& a forma aguda apresenta uma distribuicdo igualitaria entre os sexos. O
hormonio estrogénio nas mulheres inibe a transformacdo dos conidios em células
leveduriformes e isso pode explicar a prevaléncia da PCM em homens (Restrepo et al., 1984;
Chaves et al., 2021; Peganha et al., 2022).

A infecgdo se inicia pela inalagdo de propagulos de hifas e conidios dispersos em
aerossois. Uma vez inalados, esses propagulos se alojam nos alvéolos pulmonares e se
transformam em leveduras, sua forma patogénica, que pode se disseminar do pulmao para

diversos 6rgdos (De Oliveira et al., 2015). Os locais mais afetados incluem os linfonodos
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superficiais, a pele, os ossos, as articulagdes, além do bago e do figado (Shikanai-Yasuda et

al., 2017).

Figura 2: Modelo de propagacgdo de Paracoccidioides spp.

Tatu (Pb) (P17)

Inalagao de artroconidios Imunotolerante/sentinela

A

o /ﬁ% -"Jvﬂ"o‘
. I } 5 ’f-"@
fi Rb.,] /\g IV Rn

A

F 2 N
A lesd AN
&Y
I A ’v”( )
2N L)
S (1 1

Ambiente

Y
soirapadsoy

A b G
5 O S
Plantacoes de café e cana de alicar/trabalhadores rurais
Atividades agricolas/condigdes climéticas (umidade do solo)

Plutzii

Fase leveduriforme ‘e 4
(temperatura corporal) Y/

Seres humqnus . ~ Animais — infecgao; raros casos
Predominio da infeccdo de doenca
Fatores predisponentes para a doenga

Genético género (masculino)
Grande indculo

Fonte: Shikanai-Yasuda et al., 2017.

1.4 Resposta imunologica

No hospedeiro, o patégeno enfrenta a primeira linha de defesa do sistema
imunoldgico, o macréfago. Ao ser inalado, o patégeno € apresentado a célula de defesa
através dos Receptores de Reconhecimento Padrao (Pattern Recognition Receptors - PRRs)
que reconhecem os Padrdes Moleculares associados a patdogenos (Pathogen-associated
molecular patterns - PAMPs) (Gordon, 2002; Pollard, 2009; Fernandez-Garcia et al., 2021).

O principal componente da parede celular fungica ¢ a beta-1,3-glucana (Romani,
2011). Seu reconhecimento desencadeia a fagocitose, além da liberacdo de citocinas Thl, do
recrutamento de neutrofilos e da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) (Thind et al., 2015; Fernandez-Garcia et al., 2021). Ao longo da
evolugdo, Paracoccidioides spp. desenvolveu mecanismos de modulagao da parede celular.
Na fase micelial, a parede celular ¢ rica em beta-1,3-glucana, enquanto na fase leveduriforme
esse polissacarideo ¢ substituido por alfa-1,3-glucana. Essa mudanga permite que o patégeno
escape do sistema imunologico (Camacho et al., 2017).

Alguns fungos patogénicos termodimorficos se adaptaram para sobreviver aos
ambientes hostis dos tecidos do hospedeiro, desenvolvendo mecanismos como a modulacao
da parede celular e a regulagdo da expressdo génica (Hoft et al., 2022). No complexo

Paracoccidioides, além da evasdao fagocitaria, o fungo utiliza o mecanismo do “cavalo de
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Troia”, permanecendo dentro do macréfago e modulando a atividade desses fagocitos, além
de inibir as vias apoptoticas (Acorci et al., 2009; Giusiano, 2021).

Nos macrofagos, o fungo Paracoccidioides enfrenta restricdes nutricionais como a
privacao de nitrogénio e carbono, além de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Lorenz
et al., 2004; Schinko et al., 2010). A sobrevivéncia e permanéncia do fungo em tecidos
hospedeiro se deve a mecanismos alternativos para captagdo de nutrientes, desencadeados
pela regulacdo do metabolismo tais como a Repressdo Catabdlica de Carbono (Carbon
Catabolite Repression - CCR) e Repressdao Catabolica de Nitrogénio (Nitrogen Catabolic
Repression - NCR) (Zaman et al., 2008; Lima et al., 2014; Cruz-Leite et al., 2020).

1.5 Repressao Catabdlica de Nitrogénio - NCR

A capacidade de um patdogeno causar doenca ¢ determinada por diversos fatores e
envolvem vias de sobrevivéncia e adaptacdo em um determinado hospedeiro. Dentre esses
fatores, a aquisicdo de nutrientes e os processos metabolicos sdo determinantes criticos de
viruléncia (Ries et al., 2018).

O nitrogénio ¢ fundamental para os fungos, pois € necessario para a sintese de acidos
nucleicos e proteinas (Wong et al., 2008). Ao enfrentar o sistema imunologico, o fungo
encontrara um ambiente com restrigdes nutricionais (Lorenz et al., 2004; Schinko et al.,
2010). Assim, a utilizacdo de fontes alternativas para a captagdo de nitrogénio ¢ essencial para
a sobrevivéncia desse organismo (Caddick et al., 1994).

Pesquisas sobre regulacdo génica em fungos ascomicetos, como Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus nidulans e Neurospora crassa, contribuiram para a compreensdo dos
mecanismos de Repressdo Catabolica do Nitrogénio (NCR) e Repressdo Metabdlica do
Nitrogénio (NMR) (Lee ef al., 2013). O mecanismo NMR permite que seja utilizado fontes
preferenciais de nitrogénio como glutamina e amodnio. No entanto, quando essas fontes
preferenciais ndo estdo disponiveis, a NCR permite o uso de fontes ndo preferenciais como,
nitrato, ureia, acido urico, aminas, amidas, pirimidinas, purinas e outras fontes nitrogenadas
(Fu e Marzluf, 1987; Fraser et al., 2001).

A NCR ¢ mediada pelo fator de transcricdo da familia GATA AreA, conservada
evolutivamente em plantas, aves e fungos (Block e Shapira, 2015; Fujiwara, 2017). Na regido
promotora do DNA de genes sensiveis a NCR (A/T)GATA(A/G), o fator de transcrigdo se liga
na regido promotora através de ligacdo dedo de zinco tipo IV Cys2-Cys2 (Evans e Felsenfeld,

1989; Muro-Pastor et al., 1999 ) (figura 3).
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Em S§. cerevisiae a proteina Ure2, transportador de ureia succinato, e quatro
reguladores sdo descritos como as principais proteinas de regulagido da NCR. Dois
reguladores sdo positivos: proteina do metabolismo de glutamina (GIn3) e a proteina do
motivo de ligagdo ao DNA do dedo de zinco do tipo GATA-1 (Gatl). J& a proteina de
degradacdo de alantoina (Dal80) e dedo de zinco GATA fator 3 (Gzf3) sdo reguladores
negativos (Zhao et al., 2016).

Figura 3: Estrutura 3D do modelo de AreA de P [utzii ligado ao DNA. O modelo de homologia mostra
residuos conservados e o dominio do dedo de zinco.

C-terminal tail

Fonte: Cruz-Leite et al., 2020.

Os fatores de transcricio GATA GIn3 e Gatl em S. cerevisiae sdo homologos aos
genes que codificam permeases de aménio MEP1 e MEP2 em C. albicans (Biswas e
Morschhauser, 2005). Em A. nidulans, a regulacao ¢ controlada por um Unico fator da familia
GATA, conhecido como AreA. Por outro lado, a regulacdo negativa ¢ realizada pelo fator
GATA AreB, que ¢ homologo aos genes Dal80 e Gzf3 encontrados em S. cerevisiae (Conlon
etal.,2001).

Estudos demonstram que no complexo Paracoccidioides a NCR ¢ mediada pelo fator
de transcricdo GATA AreA, enquanto sua regulagdo negativa ¢ desencadeada pela proteina
Nmr e pelo fator de transcrigdo AreB, onde a Nmr de Paracoccidioides spp. é ortdlogo do
repressor NmrA de A. nidulans (Cruz-Leite et al., 2020). O fator de transcri¢ao relacionado a
inducdo de nitrato e nitrito em A4. nidulans ¢ o NirA, pois ¢ um importante regulador da

assimilagdo de nitrogénio (Foster et al., 2009).
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1.6 Assimilacdo de nitrato em fungos

A assimilagdo do nitrato ¢ uma eficiente forma de aquisicdo de nitrogénio. Para
utilizacao € preciso de um transportador ativo para nitrato, além de enzimas nitrato redutase e
nitrito redutase (figura 4). Ela ¢ feita a partir da conversao de nitrato (NO;) a nitrito (NO,) e,
por fim, a amodnia (NH,), que ¢ tida como fonte preferencial de nitrogénio (Cove, 1979;
Siverio, 2002; Gorfer et al., 2011). A regulacdo da reducdo do nitrato ¢ mediada por genes
que respondem aos niveis de amonio e glutamina intracelular. Essa resposta ¢ crucial, uma
vez que a conversao de nitrato em amodnia implica um alto custo metabdlico (Caddick et al.,

1994; Berger et al., 2008).

Figura 4: Assimilacido de Nitrato em fungos. O Nitrato (NO;) é internalizado por um transportador de nitrato,
¢ através da enzima Nitrato Redutase ¢ convertido a Nitrito (NO,) ¢ por fim a Amonio (NH,) pela a¢do da Nitrito
Redutase.

Nitrato redutase Nitrito redutase

NO; —p NO; —p NO; — 3 NH/

Meio extracelular Meio intracelular

Fonte: adaptado de Pereira et al., 2003.

A interagdo da sequéncia de exportacdo nuclear (NES) do fator de transcricdo NirA,
de A. nidulans, com a exportina KapK ¢ rompida pelos niveis de nitrato e nitrito intracelular,
levando ao acimulo nuclear do NirA (Berger et al., 2006; Dong et al., 2009). Além disso,
estudos demonstram a existéncia de uma a¢do sinergética entre os fatores de transcrigdo NirA
e AreA em A. nidulans para inducao dos genes de nitrato e nitrito sensiveis (Narendja et al.,
2002).

Andlises in silico realizadas pelo nosso grupo possibilitaram a predi¢do de uma alta
homologia de sequéncias proteicas com fator de transcricdo NirA em espécies de P. lutzii, P.
americana ¢ em P. brasiliensis. Na analise foi observado um Query Cover acima de 90% e
E-value de 0.0, indicando que a proteina encontrada seja ortdlogo ao NirA de A. nidulans

(Santos, dados ndo publicados). Embora analises in silico demonstrem a presenca desse fator,
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esse mecanismo precisa ser melhor elucidado para maior compreensdo do processo de

aquisi¢do de nitrogénio a partir da assimila¢ao do nitrato.
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2 JUSTIFICATIVA

O  complexo  Paracoccidioides  sdo os  fungos  responsaveis  pela
paracoccidioidomicose, uma micose sistémica de alta incidéncia na América Latina,
especialmente no Brasil. Essa micose ¢ de grande relevancia para a saude publica, ndo apenas
por sua prevaléncia, mas também por suas implicagdes clinicas significativas. A capacidade
do fungo de se adaptar ao hospedeiro, escapar do sistema imunoldgico e sobreviver em
condi¢des nutricionalmente restritivas € fundamental para a instalagdo de infeccdes e a
disseminagdo para os tecidos do hospedeiro.

A Repressdao Catabodlica do Nitrogénio (NCR), mediada pelo fator de transcri¢dao
GATA AreA, constitui um mecanismo complexo que regula diversas vias metabdlicas do
nitrogénio. Em A. nidulans, esse regulador também estd associado a via de assimilagdo de
nitrato, que ¢ coordenada pelo fator de transcri¢ao NirA. Esse processo € essencial para a
aquisicdo de fontes ndo preferenciais de nitrogénio, permitindo, assim, a sobrevivéncia e
dissemina¢@o do microorganismo.

No caso do complexo Paracoccidioides, os mecanismos de assimilacdo de nitrato
permanecem pouco elucidados. Portanto, ¢ fundamental realizar estudos sobre a aquisi¢ao de
nitrogénio por essa via. O entendimento destes mecanismos ¢ importante para auxiliar na
compreensdo da biologia do fungo, além de auxiliar em novas perspectivas para o
desenvolvimento de tratamentos, diagnosticos e profilaxias eficazes, contribuindo assim para

o enfrentamento desse desafio significativo de satde publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto do silenciamento do fator de transcricdo AreA na expressao de NirA

e no mecanismo de assimilagdo de nitrato em P [utzii, investigando a influéncia desses

reguladores na adaptacdo do fungo em diferentes fontes de nitrogénio.

3.2 Objetivos especificos

Investigar a eficiéncia do silenciamento génico do mutante AS-4re4 mediante a
avaliag¢do do crescimento em meio seletivo BHI + Higromicina;

Avaliar a capacidade de crescimento e viabilidade das cepas de P. [lutzii WT e mutante
silenciado para o fator de transcrigdo AS-Ared através de densidade optica (D.O) e
marcagdo com iodeto de propideo em Sulfato de amonio e Nitrato de sédio;

Realizar uma caracterizacdo fenotipica de crescimento das cepas P. [utzii WT e
mutante AS-Are4A em meio BHI e YNB solido, suplementado com fonte preferencial
(Sulfato de amdnio) e nao preferencial (Nitrato de s6dio) de nitrogénio;

Realizar extragdo de RNA total e construcdo de cDNA das cepas de P. lutzii WT e o
mutante AS-AreA cultivado em BHI e YNB suplementado com Sulfato de amoénio e
Nitrato de sédio;

Avaliar o impacto do silenciamento de AreA na expressdo gé€nica de NirA em

diferentes condic¢des de cultivo e fontes de nitrogénio por meio de qPCR.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Construcao da cepa P. lutzii silenciada do fator de transcricao AreA

O silenciamento do fator de transcricdo AreA (AS-Ared) de P. lutzii foi realizado pelo
grupo de pesquisa utilizando a técnica de RNA antisense (aRNA) mediado pela
Agrobacterium tumefaciens (ATMT). Sendo a cepa silenciada para o fator de transcri¢do
AreA gentilmente cedida para os experimentos realizados no projeto. Oligonucleotideos
foram projetados para gerar um fragmento antisense (AS) do gene do fator de transcri¢ao
AreA de P. lutzii e inserido em um plasmideo binédrio contendo um gene de resisténcia a
higromicina B. A integragdo do cassete no genoma fungico foi confirmada por q-PCR (dados

ndo publicados).

4.2 Manutenc¢ao dos microrganismos e meios de cultura

Os microrganismos utilizados nos experimentos deste trabalho foram as cepas de P.
lutzii tipo selvagem (Wild Type -WT) e a cepa silenciada para o fator de transcricio AreA
(AS-AreA). As cepas P. lutzii WT foram mantidas in vitro em meio s6lido de BHI (Brain
Heart Infusion Broth) e e AS-AreA em meio BHI suplementadas com Higromicina (Kasvi,
Espanha) em estufa a 37°C. Quando requeridos para os experimentos de avaliacdo da resposta
NCR, leveduras de P lutzii WT e AS-Ared foram incubadas em meio BHI liquido
suplementada com glicose 4% a 150 rpm em 37°C , e entdo apods 48 horas de cultivo
transferidos para o meio de sele¢dao liquido YNB (Yeast Nitrogen Base without amino acids,
and ammonium sulfate — YNB) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) suplementado com
fonte de nitrogénio preferencial de Sulfato de amoénia (SIGMA) a 10 mM (m/v) e fonte de
nitrogénio nao preferencial de Nitrato de so6dio (SIGMA) a 10 mM (m/v) e glicose 2%
(Cruz-Leite et al., 2020).

4.3 Extraciao do RNA total, sintese do cDNA e PCR convencional

Para a extragdo de RNA total das cepas P. lutzii WT e mutante AS-Ared foram
cultivadas em BHI so6lido por 3 dias. Apds o crescimento as células foram transferidas para o
meio liquido BHI (brain heart infusion) sob agitagdao constante de 150 rpm e temperatura de
37°C, por 48 horas. Posteriormente, as células leveduriformes foram transferidas para o meio
sintético YNB suplementado com 10mM de Sulfato de amdnia e 10mM de Nitrato de sddio
por um periodo de 48 horas, tempo de alivio do mecanismo NCR (Cruz-Leite, 2020). Apds o
periodo de cultura nas condi¢des NCR, as células foram recuperadas e o RNA total extraido

pelo método de TRIzol Reagent (Sigma-Aldrich), apos a extragdo, a qualidade e quantidade
21



do RNA total foi determinada usando o aparelho Nanodrop (Thermo Fisher Scientific) e
corrida de eletroforese. A partir do RNA extraido, o cDNA foi sintetizado utilizando-se o
protocolo da enzima RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific, Carlsbad, CA,
EUA) seguindo as recomendagdes do fabricante. O resultado foi analisado através de uma
corrida eletroforética em gel de agarose utilizando Gel Red (Biotium) como agente
intercalante de DNA, para que facilite a visualizacdo quando exposto a luz UV.

A PCR convencional foi realizada para testar a integridade do cDNA construido,
utilizando os primers da tubulina beta (Tabela 1). As condigdes de ciclagem foram as
seguintes: 1 ciclo por 5 min a 94°C; 39 ciclos da sequéncia 30s/94°C — 30s/62°C — 45s/72°C;
e 1 ciclo final de 4 minutos a 72°C. Para testar o primer do NirA (Tabela 1) construido,

também foi realizado uma PCR convencional seguindo a mesma ciclagem.

Tabela 1: Sequéncia dos primers usados na PCR.

Gene/Numero de | Primer senso (5’- Primer antisense Temperatura de
acesso 3%) 5-3) melting (Tm)
Tubulina beta GATAACGAGGCT | ATGTTGACGGCG 62°C
(PAAG 03031) CTGTATGATA AGTTTGCG
Fator de AATGTCGATGGT | GTTAGACCAGCA 62°C
transcricao de ACGGGGAT TTTGTCGAA
assimilagdo de
nitrogénio NirA
(PAAG _02447)
Enolase GATTTGCAGGTT | TGGCTGCCTGGA 62°C
(PAAG _11169) GTCGCCGA TGGATTCA
Actina CGTCCTCGCCAT | GAAAGCAGCCGT 62°C
(PAAG 03031) CATGGTAT AACAAAGAC

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

4.4 PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

Para avaliar o impacto do silenciamento de AreA na expressao de NirA em diferentes
condi¢des de cultivo e fontes de nitrogénio as cepas P. lutzii WT e mutante AS-Ared foram
cultivadas em fontes preferenciais e ndo preferenciais como mencionadas no tdpico
anteriormente. A partir do cDNA construido foi realizado uma qPCR onde os valores de
expressao transcricional foram obtidos utilizando o QuantStudio 5 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). A analise NormFinder foi aplicado aos genes: tubulina beta (PAAG _03031),
enolase (PAAG 11169) e actina (PAAG 03031) em meio BHI e YNB suplementados com
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nitrato de sodio e sulfato de amdnio (Andersen et al., 2004). O primer especifico do fator de
transcrigdo NirA (PAAG 02447) foi utilizado como gene de interesse. A reacdo qPCR
ocorreu em triplicata para cada amostra de cDNA, e uma analise da curva padrdo confirmou a
deteccdo de um unico produto de PCR. A curva padrdo relativa foi gerada usando um
conjunto de cDNAs coletados de todas as condicdes e diluidas em série de 1:5 até 1:625. Os
niveis de expressao relativa dos transcritos de interesse foram calculados usando o método de
curva padrdo para quantificacdo relativa. Para as comparagdes estatisticas utilizaremos o teste
t de STUDENT para considerar os dados estatisticamente significantes (Bookout et al., 2006;
Parente-Rocha et al., 2015). Os valores de *** indicam p < 0,001, e * indicam p < 0,05. Os

primers especificos utilizados em todos os experimentos de qPCR estdo descritos na tabela 1.

4.5 Avaliacao de crescimento e viabilidade celular das cepas P. lutzii em meio seletivo

YNB

A fim de monitorar a viabilidade e crescimento de P. [utzii WT e o mutante AS-AreA
foram avaliados fenotipicamente em relagdo a sua capacidade de sobrevivéncia em condigdes
de suficiéncia de nutrientes. Apds o cultivo inicial de 48 horas em BHI, as cepas foram
transferidas para o meio sintético YNB (Sigma Aldrich®), suplementado com Sulfato de
amonio, Nitrato de sédio e glicose 2% por um periodo 0, 24, 48 e 72 horas (Cruz-Leite et al.,
2020). A absorbancia foi medida no espectrofotometro Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech)
em um comprimento de onda de 600 nm. Os valores foram anotados e aplicados em software
de analise de dados (GraphPad Prism 8, Dotmatics).

A viabilidade celular foi determinada através da analise da integridade da membrana
celular usando o marcador de morte celular iodeto de propidio (IP) como descrito por
Grossklaus et al. (2013). As células foram marcadas no ponto de 48 horas através da adi¢ao
da solucdo de iodeto de propidio em uma concentracdo de 2pug/mL por um periodo de 20
minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Apds a incubagdo as laminas foram
preparadas e levadas para microscopia de fluorescéncia (Carl Zeiss AG, Alemanha) a 493/623

nm.

4.6 Caracterizacao fenotipica de crescimento em diferentes fontes de nitrogénio
Cepas P. lutzii WT e AS-AreA foram cultivadas por 48 horas em meio BHI liquido sob
agitacdo de 150 rpm a 37°C. Apos esse periodo as células foram coletadas, centrifugadas e
diluidas serialmente em concentragdes de 10°, 10°, 10* ¢ 10° e semeadas em triplicatas com

volume de 10 pL. em placas de Petri contendo meio so6lido BHI; BHI + Higromicina e YNB
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suplementado com 10 mM de Sulfato de amoénia e Nitrato de sodio. As placas foram
incubadas por 15 dias a 37°C em estufa e analisadas quanto a formagao de coldnias. A andlise
estatistica foi realizada através de ANOVA unidirecional e * representa valores de p < 0,05
considerados significativos. Os ensaios de mensuragdo de pixels foram realizados em
quadruplicatas experimentais. O software GraphPad Prism 8.0.1 (San Diego, CA, EUA) e o

software Excel foram usados para executar analises estatisticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Validacao do silenciamento génico da cepa AS-AreA de Plutzii em meio seletivo

O silenciamento do fator de transcricdo AreA nas cepas P [utzii foi realizado
utilizando a técnica RNA antisense mediado pela Agrobacterium tumefaciens (ATMT)
conforme ja realizado anteriormente pelo grupo de pesquisa para o gene da formamidase
(fmd) (Silva et al., 2022). O gene de resisténcia a higromicina B (Hyg) foi inserido no cassete
e permite a verificagdo da integridade do silenciamento por meio do crescimento em meio
contendo o antimicrobiano (ver figura 5).

Antes de prosseguir para os experimentos foi conduzido uma andlise preliminar do
silenciamento génico, utilizando o crescimento em placa contendo BHI suplementado com
higromicina B. Portanto, em meio BHI ¢ possivel verificar a formacao de colonia das cepas P,
lutzii WT e As-AredA, enquanto em meio BHI suplementado com Hyg (75ug/mL) o
crescimento acontece apenas nas cepas As-Ared, indicando a integridade no silenciamento

das cepas para o fator de transcri¢ao AreA (Figura 5B).

Figura 5: (A) Representacao esquematica do T-DNA gerado para transformagao ATMT. O fragmento AS-AreA
antisense foi construido sob o controle do promotor da proteina de ligagdo ao célcio (cbpl) de H. capsulatum e
do terminador catB de A. fumigatus. O gene resistente a higromicina (sph) foi construido sob o controle do
promotor da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (gpdA4) e do terminador trpC de A. nidulans (Adaptado de
Silva et al., 2022). (B) Células de levedura foram cultivadas por 3 dias em meio liquido BHI por 48 horas a
37°C sob agitag@o constante de 150 rpm. Logo apds, as células foram recuperadas ¢ contadas em cadmara de
Neubauer e diluidas serialmente até uma concentracdo de 10° 10° 10* e 10° células/mL e semeadas em um
volume de 10 pL em meio s6lido BHI e meio BHI + Hyg 75 pg/mL.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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5.2 Curva de crescimento e viabilidade celular de P lutzii WT e AS-AreA em
diferentes fontes de nitrogénio

A absor¢do de nutrientes € essencial para sobrevivéncia e viruléncia dos fungos, onde
o nitrogénio desempenha papel fundamental para sintese de acidos nucleicos e proteinas (Lee;
Morrow; Fraser, 2013). Ao ser fagocitado o fungo enfrenta a imunidade nutricional do
hospedeiro (Lorenz et al., 2004; Schinko et al., 2010). A assimilacdo do nitrato ¢ uma boa
fonte de nitrogénio, embora a sua utilizagdo requeira enzimas de nitrito e nitrato redutase e
um alto custo metabolico. O nitrato e nitrito sdo considerados uma fonte de nitrogénio
desfavoravel e sdo somente usados quando fontes preferenciais como glutamina e amonio nao
estdo disponiveis (Siverio, 2002; Pfannmiiller; Boysen; Tudzynski, 2017).

O fator de transcri¢do NirA de A. nidulans e Nit4 de N. crassa tém interagdo com fator
de transcricdo GATA AreA e Nit-2, respectivamente, para expressao dos genes assimiladores
de nitrato (Narendja et al., 2002). Portanto, foi realizada uma curva de crescimento utilizando
uma cepa silenciada para o fator de transcrigdo AreA (AS-AreAd) nos tempos de Oh, 24h, 48h e
72h para avaliar a capacidade do fungo de se adaptar em ambiente sem fonte de nitrogénio
preferencial e de assimilar o nitrato como unica fonte de nitrogénio (Figura 6 A e C).

Em P. lutzii a assimilagdo de nitrato e a interacao entre os fatores NirA e AreA ainda
ndo foram bem descritos, no entanto, os resultados da curva indicam que em P. [utzii AreA
também possui um papel indireto para assimilacdo efetiva do nitrato, tendo em vista que
houve uma queda no crescimento da cepa silenciada quando comparada com a cepa selvagem
(WT) em meio suplementado com nitrato de s6dio. No meio controle, suplementado com
fonte preferencial sulfato de amodnio, as cepas As-AreA tiveram um crescimento maior a partir
do periodo de 48h, enquanto o WT teve o crescimento estacionado.

Para analisar se o baixo crescimento das cepas em diferentes suplementagdes de
nitrogénio nao se tratava de morte celular, foi realizado uma marcagdo com iodeto de
propideo nas células no tempo de 48h. Foi possivel observar através da microscopia de
fluorescéncia que as cepas AS-Ared suplementadas com nitrato de sddio, embora apresente
um baixo crescimento, sdao viaveis (Figura 6).

As informagdes encontradas vao de acordo com os achados por Cruz-Leite et al.
(2020), que mostram que em Paracoccidioides spp., o alivio da NCR ¢ estabelecido em 48h
sem fontes de nitrogénio ndo preferencial. Além disso, os achados sugerem que as células de
P lutzii tém capacidade de se adaptar em ambientes com fonte de nitrogénio nao preferencial

(Cruz-Leite et.al., 2023).
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Figura 6: Curva de crescimento e viabilidade celular das cepas WT e AS-AreA. (A e C) Células de levedura
de P. lutzii WT e AS-AreA foram cultivadas em meio BHI por 24 horas, centrifugadas e lavadas com PBS 1x e
inoculadas em meio YNB suplementado com Nitrato de Sodio e Sulfato de aménio com 2% de glicose a uma
densidade optica de 0,200. As células foram incubadas sob agitacdo constante a 150 rpm, a 37°C, e a absorbancia
de crescimento foi medida nos tempos 0, 24, 48 ¢ 72 horas em espectrofotometro no comprimento de onda de
600 nm para determinacdo da curva de crescimento. (B e D) microscopia representa a viabilidade celular de P,
lutzii que foi acessada por coloracdo com iodeto de propidio (2 pg/mL) as 48 horas para confirmar a viabilidade
celular. As células mortas sdo coloridas de vermelho. Imagens obtidas em microscopio Al (Carl Zeiss AG,
Alemanha) em 493/623 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025

5.3 Perfil fenotipico de crescimento de P. lutzii WT e AS-Are4 em meio solido com
diferentes fontes de nitrogénio
Para analise qualitativa e sustentacdo do que € visto em meio de cultura liquidas
suplementadas com nitrato de sodio e sulfato de amonio, foi realizado o cultivo de P. [utzii em
meio solido suplementado com nitrato de s6dio 10mM, sulfato de amoénio 10mM e BHI
(Brain heart infusion - BHI) em dilui¢des seriadas de 10°, 10°, 10* e 10°. Em estudos
realizados por Pfannmuller (2017), ¢ visto que a delecao de genes assimiladores de nitrato em
F. fujikuroi impactam na formagao da colonia quando cultivados em fontes nao preferenciais
de nitrogénio.
No estudo realizado por Pereira et al. (2003), os pesquisadores investigaram fungos

filamentosos e observaram que, quando o mutante do regulador geral AreA foi cultivado em
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meios que continham nitrato como fonte de nitrogénio, seu crescimento foi significativamente
afetado. Em contraste, quando esse mesmo mutante foi cultivado em meio que utilizam

amoénia como fonte de nitrogénio, nao houve impacto no crescimento.

Figura 7: Caracterizacio fenotipica de P. lutzii WT e AS-AreA. (A) A coluna "original" apresenta células de
levedura cultivadas por 48 horas em meio liquido BHI a 37°C, com agitacdo constante a 150 rpm. Apos o
cultivo, as células foram recuperadas, contadas em camara de Neubauer e diluidas em séries decrescentes (10°,
10°, 10* e 10° células/mL). Em seguida, foram semeadas em 10 pL de meio s6lido BHI (B) e meio seletivo YNB,
suplementado com 10 mM de nitrato de s6dio (NS) e sulfato de aménio (SA). As imagens foram capturadas apos
15 dias de incubacdo a 37°C. A coluna "imagem segmentada" exibe as imagens apds aplicagdo de limiar
(threshold) no FIJI, destacando as areas de interesse para analise de intensidade de pixels. Em "Area calculada",
sdo apresentados os contornos desenhados e as areas calculadas para cada col6nia. (B) Grafico que mostra a
intensidade de pixels obtidas a partir do crescimento celular de P, luzzii WT e AS-AreA em diferentes condigdes
de nitrogénio. A significancia estatistica foi determinada por analise de variancia (ANOVA de uma via), onde *
indica valores de p < 0,05.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Em P. lutzii, observa-se um crescimento robusto das cepas WT e As-AreA no meio
contendo BHI, devido a alta disponibilidade de nutrientes nesse meio. J& em meio contendo
nitrato de sédio, embora seja uma fonte de nitrogénio nao preferencial, o fungo consegue
crescer, mesmo que de forma reduzida. Nao foram observadas diferencas significativas no
crescimento entre as cepas WT e mutante nessa condi¢do. Da mesma forma, no meio
contendo sulfato de amonio, ndo houve diferengas significativas no crescimento entre as duas
cepas.

Em resumo, o regulador AreA demonstra desempenhar um papel no crescimento do
fungo na presenca de nitrato, pois participa da ativagdo de genes responsaveis pela
assimilagdo desse composto, como os que codificam o transportador de nitrato e as enzimas

nitrato e nitrito redutases. No entanto, no crescimento em meio solido contendo nitrato e
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amoOnio ndo ¢ possivel notar diferencas significativas de crescimento entre as fontes de

nitrogénio.

5.4 Amplificacido e analise da expressao do gene NirA em P. lutzii: Sintese de cDNA e
PCR convencional como estratégia de investigacio.

Em andlises in silico realizadas anteriormente foi possivel identificar uma proteina
ortdloga ao NirA de 4. nidulans em espécies de Paracoccidioides (Santos, ndo publicado).
Nessas avaliagdes € reconhecida a semelhanca da composi¢cdo entre elas. Portanto, para
confirmar a expressdao do gene NirA em P. [utzii e avaliar se o silenciamento do fator de
transcricdo AreA impacta na expressao de NirA, uma analise em qPCR foi realizada.

Para isso, foi realizada a extracdo de RNA total de cepas WT e AS-Ared de P. lutzii e
a construcao de cDNA em diferentes condigdes de cultivo e fontes de nitrogénio. Utilizando o
gene da tubulina beta (164 pb), foi realizado uma PCR convencional para analise do cDNA
construido. O resultado foi analisado através de uma corrida eletroforética em gel de agarose
utilizando Gel Red (Biotium) como intercalante de DNA (Figura 8 A).

Para avaliar a eficdcia do primer desenvolvido para o fator NirA (PAAG 02447), foi
realizada uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional. A sequéncia FASTA
obtida foi utilizada para identificar a temperatura de melting (TM) e o tamanho do amplicon.
Os resultados mostraram que o amplicon teve um tamanho de 108 pb ¢ a TM ideal foi de
62°C. A eficacia da PCR foi confirmada por meio de andlise eletroforética em gel de agarose
(Figura 8 B).

Figura 8: Perfil eletroforético em gel de agarose. (A) Corrida de eletroforese dos extratos de RNA total de P
lutzii WT e As-AreA obtidos no tempo de 48h em meio BHI e YNB contendo nitrato de sddio e sulfato de
amonio 10mM. (B) O produto da PCR convencional utilizando o primer endégeno Tubulina Beta de P, /utzii, a

partir dos extratos de RNA. (C) Corrida de eletroforese utilizando o primer especifico para o gene NirA de P
lutzii, a partir dos extratos de RNA.

A B C

s 185 rRNA =
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.
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Essa andlise utilizando os primers desenvolvidos para o fator de transcricio NirA
possibilitou a confirmacdo da presenga do alvo de interesse nas amostras analisadas bem
como a qualidade do cDNA construido. A amplificagdo bem-sucedida foi evidenciada pela
visualizagdo de um amplicon de 108 pb na andlise eletroforética em gel de agarose,
corroborando a especificidade dos primers para o gene. A observagdo de uma banda clara e de
tamanho esperado indicou que os primers amplificaram o fragmento desejado de maneira

eficaz, confirmando a integridade e a especificidade da reacao.

5.5 Analise da expressao génica de NirA em P. lutzii
Para assegurar a precisdo dos resultados relacionados a expressao génica, foi realizada
uma andlise utilizando o programa NormFinder. Essa verificagdo visa estabelecer um gene
endogeno do organismo que sofrera uma menor variagdo entre as condigdes analisadas. Os
genes avaliados foram enolase, actina e tubulina em meio BHI e YNB suplementados com
sulfato de amonio e nitrato de sodio, e verificou-se que o gene que sofreu uma menor variagao
(ver tabela 2) foi da tubulina e, portanto ¢ o normalizador mais adequado, apresentando

estabilidade na expressao génica em todas as condi¢gdes analisadas.

Tabela 2: Genes analisados pelo programa NormFinder e os valores de estabilidade gerados nas
condigdes analisadas.

Nome do gene Valor de estabilidade
Actina 94991
Enolase 164,572
Tubulina 34,664

Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Na analise da expressao do fator de transcri¢ao NirA, a cepa WT em meio BHI foi
utilizada como controle. Observou-se que a cepa mutante As-AreA apresentou uma expressao
significativamente menor em comparagdo ao controle (ver figura 9). Por outro lado, em meio
contendo sulfato de amonio, a expressao do gene foi semelhante a observada no WT em BHI,
apresentando pouca ou nenhuma diferenca significativa nas cepas WT e As-Ared. O NirA
esta diretamente relacionado ao mecanismo de assimilagdo de nitrato (Foster ez al., 2009). Em
meios de cultura ricos, como o BHI, que contém fontes de nitrogénio organico, a assimilagao

de nitrato e nitrito torna-se desnecessaria. Por outro lado, em meio contendo sulfato de
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amonio, essa fonte de nitrogénio ¢ considerada preferencial. Estudos realizados por Berger et
al. (2006) indicam que o amoénio promove a exportacdo nuclear de NirA, reduzindo sua
atividade na regulagdo da assimilagdo de nitrato.

Isso indica que, em meios com fontes de nitrogénio preferenciais, o silenciamento do
fator de transcricdo AreA ndo exerce impacto significativo na expressao do gene avaliado.
Entretanto, ao analisar as cepas selvagem e mutante em meio contendo nitrato de sodio,
observamos uma maior expressao de NirA (Figura 9). Além disso, na cepa com o fator AreA
silenciado, a expressao de NirA foi ainda maior quando comparada a cepa WT na mesma
condi¢do, indicando um papel diferencial do AreA na regulacdo do NirA sob essas condicdes.

O fator de transcricdo AreA ¢ amplamente reconhecido como um regulador geral do
metabolismo de nitrogénio em fungos (Conlon ef al., 2001; Biswas e Morschhauser, 2005) e
ja foi identificado no complexo Paracoccidioides (Cruz-Leite, 2020). De acordo com os
estudos de Berger er al. (2006), AreA desempenha um papel essencial na ativagdo e
remodelacdo da cromatina, facilitando a ligacdo do fator NirA ao DNA e induzindo a
expressao de genes relacionados a assimilag@o de nitrato.

Em A. nidulans, o fator NirA ¢ exportado para o ntcleo ap6s a inducao por nitrato, na
auséncia de fontes preferenciais de nitrogénio (aménio e glutamina). E visto que NirA pode
acumular-se no nicleo mesmo na auséncia de AreA, desde que tenha acesso ao nitrato através
de um transportador (Berger et al., 2006) e existem evidéncias que sugerem pelo menos outro
transportador de nitrato, j& que mutantes crnAd” (gene codificador de uma permease de nitrato)
ainda sdo capazes de utilizar nitrato como fonte de nitrogénio (Narandja et al., 2002).
Entretanto, sua ligacdo a regido promotora depende da presenga de AreA funcional (Berger et

al., 2006; Bernreiter et al., 20006).
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Figura 9: Expressao relativa de NirA das cepas P. lutzii WT e As-Are4 em meio BHI (B), meio Nitrato de Sodio
(NS) e meio Sulfato de Amonio (SA). A significancia foi determinada por test t student, onde os valores de ***
indicam p < 0,001, * p <0,05 e NS indicam Nao Significativo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

Na analise da expressdo feita por qPCR, observa-se uma superexpressdo de NirA,
podendo corresponder a uma tentativa de contornar a auséncia de AreA. Em resumo, a
superexpressao de NirA em As-AreA pode refletir um mecanismo compensatorio no qual a
célula busca superar a deficiéncia na ativacao promovida por AreA (Berger et al., 2006). No
entanto, o crescimento reduzido observado em experimentos anteriores de crescimento em
meio nitrato de sédio, refor¢a a importancia de AreA para eficiente utilizagdo de nitrato como

fonte de nitrogénio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo fornecem informagdes significativas sobre a assimilacao de
nitrato e a funcdo dos fatores de transcricdo NirA e AreA em P [utzii. A andlise do
crescimento ¢ da viabilidade celular indicou que o fator AreA ¢ fundamental para a
assimilacdo de nitrato. A cepa silenciada para AreA (AS-Ared) mostrou um crescimento
reduzido em meio enriquecido com nitrato de sd6dio em comparagdo com a cepa selvagem
(WT). Esse efeito nao foi observado na presenca de fontes preferenciais de nitrogénio, como
sulfato de amonio, onde ambas as cepas apresentaram crescimento semelhante, sugerindo que
AreA desempenha um papel para a utilizagao eficaz do nitrato como fonte de nitrogénio.

A viabilidade celular da cepa AS-Ared foi confirmada por meio da marcagdo com
iodeto de propideo, o que indica que a diminui¢ao do crescimento ndo foi causada pela morte
celular, mas sim por uma limitagao na assimilagao de nitrato.

Além disso, a PCR convencional confirmou a presenga do gene NirA em P. [utzii, com
a amplificagdo bem-sucedida do fragmento esperado de 108 pb. Na andlise de expressdo por
qPCR verificou-se uma superexpressdo de NirA nas cepas As-Ared suplementadas com
nitrato de sédio, indicando um provavel efeito compensatorio pela auséncia de AreA.

Os resultados deste estudo fornecem informagdes valiosas sobre o mecanismo de
assimilacdo de nitrato em P. /utzii e o papel dos fatores de transcricdo NirA e AreA na
aquisi¢do de nitrogénio. A identificagdo da importancia crucial de AreA nesse processo abre
novas perspectivas para investigacoes futuras. Estudos adicionais serdo essenciais para
esclarecer os mecanismos subjacentes a superexpressdao de NirA, além de explorar outras vias
que podem estar envolvidas, como a desintoxicacdo por 6xido nitrico, conforme relatado em
algumas literaturas. A andlise transcriptdmica e protedmica associadas a esse processo
também sera fundamental para uma compreensdo mais aprofundada das vias metabolicas
reguladas por esses fatores de transcrigdo. Essas abordagens permitirdo elucidar com maior
precisdo os mecanismos moleculares da assimilacdo de nitrato e o papel de NirA no

mecanismo NCR.
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