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Resumo

A esporotricose caracteriza-se como uma micose subcutanea causada por fungos dimorficos
do género Sporothrix, capazes de acometer o0 homem e uma grande variedade de animais,
dentre eles os felinos. A principio, Sporothrix schenckii era a Unica espécie conhecida como
responsavel pela esporotricose. Apds estudos genotipicos e fenotipicos de isolados
ambientais, clinicos humanos e animais, verificou-se alta variabilidade entre os isolados e
estabeleceu-se a existéncia de um Complexo Sporothrix. Dentro deste, a maior causadora de
surtos epidémicos, justificada por uma maior viruléncia e capacidade de evasdo da resposta
imune, é a espécie Sporothrix brasiliensis. Nesse sentido, dada a auséncia de estudos
direcionados a esta espécie, objetivou-se avaliar a importancia de receptores Toll like-2 (TLR-
2) e Toll like-4 (TLR-4) na infeccdo por S. brasiliensis. Além disso, utilizando técnicas de
protebmica, procurou-se elucidar proteinas diferencialmente expressas em S. brasiliensis
qguando comparado a espécie S. schenckii. Para avaliacdo da resposta imune utilizaram-se
modelos in vitro e in vivo de infeccdo, e para a investigacdo das proteinas diferencialmente
expressas, utilizou-se a técnica de protebmica Bottom-up. A investiga¢cdo da resposta imune in
vitro mostrou a dependéncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 no desencadeamento da resposta
imune. Os ensaios in vivo mostraram a importancia desses receptores no controle da infeccao
e dependéncia dos mesmos na producgdo de citocinas, principalmente nos primeiros 14 dias de
infeccdo. Na auséncia do receptor TLR-2, houve a polarizacdo de resposta Thl7 na tentativa
de controle da infecgdo. Quando avaliadas as diferengas entre as espécies S. brasiliensis e S.
schenckii, em termos de proteinas expressas, verificou-se que S. brasiliensis expressa
diferencialmente 60 proteinas. Dentre essas, 9 sdo relatadas na literatura, como importantes na
viruléncia e escape imunoldgico dos principais fungos de importancia médica. Os resultados
encontrados no presente trabalho permitem concluir que reconhecimento de S. brasiliensis é
dependente dos receptores TLR-2 e TLR-4. Estudos que investiguem a utilizacdo de outras
vias de sinalizagdo como mecanismos compensatorios, bem como, o sinergismo desses
receptores no contexto da infeccdo por S. brasiliensis sdo fundamentais na compreenséo da
fisiopatologia dessa doenca. No que tange a caracterizacdo proteica, estudos com mutantes
para cada uma das proteinas descritas nesse trabalho devem ser avaliados.

PALAVRAS-CHAVE: Sporothrix brasiliensis, esporotricose, TLR-2, TLR-4, protedmica,
viruléncia.



ROSSATO, L. Sporothrix brasiliensis: immunological aspects and virulence. 2017. 137f.
Thesis (Ph. D) — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo, S&o Paulo,
2017.

Abstract

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by dimorphic fungi of the genus Sporothrix
that affects humans and animals, predominantelly felines. Inicially, Sporothrix schenckii was
the only specie associated to sporotrichosis. However, after genotypic and phenotypic studies
of human and animal clinical isolates, a high variability among the isolates was found and
was concluded the existence of a complex: the Sporothrix Complex. Inside the Sporothrix
complex, the major cause of epidemic outbreaks, justified by a greater virulence and ability to
evade the immune system, is Sporothrix brasiliensis. Concerning this, the absence of studies
directed to this specific specie, the aim was to evaluate the importance of Toll like receptor-2
(TLR-2) and Toll like receptor-4 (TLR-4) during S. brasiliensis infection. In addition, was
look using proteomics techniques, the proteins differentially expressed in S. brasiliensis when
compared to S. schenckii. To evaluate the immune response, in vitro and in vivo tecniques
were used, and for the investigation of differentially expressed proteins, the Bottom-up
proteomics technique was used. The investigation of the in vitro immune response showed the
dependence of TLR-2 and TLR-4 receptors on phagocytosis and the production of
inflammatory mediators, such as cytokines and NO. In vivo assays showed the importance of
these receptors to control the infection and their dependence on cytokine production during
the first 14 days of infection. In the absence of the TLR-2 receptor, the Th17 response was
polarized in an attempt to control the infection. Evaluating the differences between S.
brasiliensis and S. schenckii, in terms of expressed proteins, it was verified that S. brasiliensis
differentially expressed 60 proteins. Among these, 9 are reported in the literature, as
important in the virulence and immune evasion among the most important medical fungi. The
results found in the present study allow to conclude that S. brasiliensis recognition is
dependent on TLR-2 and TLR-4 receptors. Studies investigating the use of other signaling
pathways as compensatory mechanisms, as well as the synergism of these receptors in the
context of S. brasiliensis infection, are fundamental to understand the pathophysiology of this
disease. Regarding the protein characterization, studies with mutants for each of the proteins
described in this work should be evaluated.

KEYWORDS: Sporothrix brasiliensis, sporotrichosis, TLR-2, TLR-4, proteomics, virulence.
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INTRODUCAO GERAL

Conhecendo a esporotricose



1. Sporothrix: da descoberta ao estabelecimento do Complexo

A esporotricose foi primeiramente descrita por Benjamin Schenck, em 1898, nos
Estados Unidos (EUA), por meio do isolamento do agente etioldgico de lesdes da méo direita
de um paciente de 36 anos. Apds alguns meses, a ulceracdo espalhou-se por todo brago, dando
origem a abscessos que apresentavam drenagem de liquido seropurulento. O fungo isolado
desses abscessos foi posteriormente estudado pelo micologista Erwin Smith, que o classificou
no género Sporotrichum (SCHENCK, 1898). O segundo relato desta micose foi feito por
Hektoen e Perkins em 1900, classificando pela primeira vez o agente etiologico como
Sporothrix schenckii. Em seguida, Lutz e Splendore, 1907, registraram o primeiro caso de
infeccdo natural por S. schenckii em animais e também demonstraram que era possivel
cultivar a levedura in vitro (LUTZ & SPLENDORE, 1907). Em 1927, Pijper e Pullinger
reportam um surto envolvendo 14 mineradores em Witwater, cidade proxima a capital
Johanesburgo, Africa do Sul, que posteriormente, entre 1941 e 1944, também foi palco do
maior surto epidémico de esporotricose pulmonar ja documentado, envolvendo cerca de 3.000
mineradores. Concluiu-se que o reservatorio para o crescimento saprofitico do fungo ocorria
nas madeiras das estruturas de sustentagdo da mina (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).
O dimorfismo térmico apresentado por este fungo, porém, s6 foi demonstrado mais tarde, em
1961, por Howard (HOWARD, 1961). Devido a este comportamento, o fungo apresenta-se na
forma filamentosa em condigdes ambientais e nos cultivos in vitro sob temperatura de 25°C;
passando a levedura invivoe in vitroa 37°C (figura 1) (LACAZ, 1998).
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Figura 1. Fase filamentosa (A) e leveduriforme (B) de Sporothrix sp. Fonte: Lacaz, 1998.

Alguns anos atrds, o género Sporothrix era tratado como uma Unica espécie

patogénica, S. schenckii, e classificado na divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina,
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classe Sordariomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae (LACAZ, 1998). No
entanto, hoje devemos considerar a antiga espécie, até entdo conhecida como Sporothrix
schenckii, como um complexo de seis espécies cripticas, isto €, seis espécies com
caracteristicas morfologicas parecidas, mas distintas ao ponto de vista genotipico. Em 1999,
Guarro et al reclassificaram o fungo na divisdo Ascomycota, classe Sordariomycetes, ordem
Ophiostomatales e familia Ophyostomataceae (Tabela 1). Posteriormente, analises
filogenéticas, realizadas com isolados provenientes de diferentes partes do mundo,
investigaram variagdes na sequéncia de nucleotideos de trés genes: quitina sintase, p-tubulina
e calmodulina. Tais estudos identificaram o gene da calmodulina como um bom marcador
para a identificacdo de novas espécies, culminando no estabelecimento do complexo
Sporothrix. Além de analises genéticas, métodos fenotipicos, como caracteristicas macro e
microscopicas (didmetro das coldnias e presenca de conidios sésseis pigmentados), testes de
assimilacdo de sacarose e rafinose e a capacidade de crescer a 37°C também podem ser
empregados na identificagdo (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999).

Tabela 1. Classificag8o taxondmica do Sporothrix spp. Classificacdo propostaporGuarro et al., 1999.

Reino Fungi

Divisdo Ascomycota
Classe  Sordariomycetes
Ordem  Ophiostomatales
Familia Ophiostomataceae
Género  Sporothrix

Espécie S. schenckii; S. brasiliensis; S. globosa; S. mexicana; S. albicans; S. luriei

Além de identificar novas espécies, tais estudos também permitiram agrupa-las
segundo sua distribuicdo geografica (MARIMON et al., 2006). O grupo 1 refere-se a
Sporothrix brasiliensis, principal causador da epidemia zoon6tica no Rio de Janeiro, Brasil; o
grupo 2 inclui S. schenckii stricto sensu, isolado principalmente nos Estados Unidos e na
América do Sul; o grupo 3 contem S. globosa, de distribuicdo mundial; o grupo 4, com S.
mexicana, € restrito ao México; e o grupo 5 é constituido por S. albicans, relacionado a
Europa, e S. luriei, considerada rara, com poucos relatos de infeccdo em humanos
(MARIMON et al., 2006). Analises filogenéticas de DNAr e B-tubulina sugerem que S.
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albicans, S. pallida e S. nivea, dada a similaridade, deveriam ser considerados uma espécie
Unica, S. pallida (DE MEYER et al., 2008).

Tornou-se evidente que as novas espécies do complexo Sporothrix descritas— S.
albicans, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii stricto sensu -
possuem caracteristicas fenotipicas e genotipicas distintas e sdo de interesse clinico
(MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007).

2. Epidemiologia da esporotricose: cenério da infeccdo no &mbito mundial e no Brasil,
importancia dos felinos e distribuicéo de espécies.

No que tange & ocorréncia mundial da esporotricose, surtos ocorreram ao longo dos anos
(BARROS et al., 2011; ZHANG et al., 2015). Inicialmente, na Franca, foi relatada uma
epidemia de esporotricose durante um periodo de 6 anos, incluindo mais de 200 casos
(BEURMANN & GOUGEROT, 1912). Em seguida, na década de 1940, uma epidemia
ocorreu em uma mina de ouro na Africa do Sul, envolvendo mais de 3 000 mineradores que
desenvolveram a doenca depois de terem sido infectados apds o contato com madeira ndo
tratada contaminada por Sporothrix (HELM & BERMAN, 1947). Outras grandes epidemias
foram relacionadas a materiais vegetais como musgo Sphagnum nos EUA (Centros para
Controle e Prevencdo de Doencas, 1988) e feno na Austrdlia (FEENEY et al., 2007).
Recentemente, temos surtos descritos na China, envolvendo a colheita de cana e milho, sendo
causado prevalentemente pela espécie S. globosa (SONG et al., 2013; MOUSSA et al., 2017),
e 0 surto zoonotico de esporotricose, causado pela espécie S. brasiliensis, que tem ocorrido no
sudeste do Brasil (RODRIGUES et al., 2013).

Especificamente na China, a esporotricose causada pela espécie S. globosa, relaciona-se a
colheita do milho, visto que, ocorre uma alta exposicdo dos agricultores a detritos
contaminados (ZHANG et al.,, 2015). Nesse mesmo estudo, Zhang et al. 2015, hipotizaram
gue o Sporothrix ndo € um agente patogénico de plantas, mas requer condicdes particulares,
como a decomposicédo e a fermentacdo de material vegetal, promovendo o crescimento desse
microrganismo. De forma similar ao que ocorre na China, na india, a infecgdo por Sporothrix
spp. foi frequentemente relatada nas maos e no rosto de 90% dos pacientes que estavam
envolvidos no trabalho agricola (VERMA et al., 2012). Contrapondo o perfil anteriormente

descrito, surtos de esporotricose no Brasil por transmissdo zoonotica tém ocorrido, sendo 0s
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gatos os principais hospedeiros do microrganismo (Figura 2). A forma de transmisséo
diferencia o Brasil de outros surtos pelo mundo, e parece ser independente da ocupacao,
sendo que qualquer contato com um animal infectado pode predispor a infeccdo
(RODRIGUES etal., 2013; MOUSSA et al., 2017).

Figura 2. Esporotricose em gatos. Multiplas lesGes ulcerativas. Imagens adaptadas de Lloret et al., 2013.

Anteriormente ao surgimento do surto de esporotricose ocasionada por gatos, essa doenca
era frequentemente observada entre os que trabalhavam no cultivo de plantas ornamentais,
especialmente a roseira, por isso a doenca também é conhecida como doenca dos jardineiros e
classicamente causada pela espécie S. schenckii (KWON-CHUNG & BENNET, 1992). A
esporotricose geralmente é uma doenca adquirida pela implantacdo trauméatica do fungo no
tecido subcutaneo pelo contato com um material contaminado, como espinhos, farpas de
madeiras e outros materiais de origem vegetal. Porém outras formas incomuns de inoculacéo
também ja foram descritas, como picada de inseto e outras formas de transmissdo por animais
como roedores, cées, tatus, cavalos e aves (KWON-CHUNG & BENNET, 1992).

No entanto, o panorama da esporotricose no Brasil mudou ao longo dos anos e diversos
pesquisadores fizeram referéncia ao papel dos gatos na transmissdo da esporotricose para
humanos e a associacdo dessa epidemia a espécie S. brasiliensis (READ & SPERLING, 1982;
BARROS et al, 2001, 2004, 2011; DUNSTAN et al, 1986; MARQUES et al, 1993;
SANCHOTENE et al, 2015; SCHUBACH T et al, 2005, SCHUBACH A et al., 2008;
MIRANDA et al, 2016). Essa forma de transmissdo conta com um agravante: o
comportamento felino. Animais adultos saem durante a noite em busca de caca ou em funcdo
dos rituais reprodutivos, quando a fémea em cio, costuma atrair os machos que irdo disputa- la
em brigas. Nestas ocasides, animais portadores de lesdes ulceradas, com grande quantidade de

células leveduriformes, poderdo transmitir a esporotricose pelo contato direto com essas
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lesbes ou pelos ferimentos produzidos por mordeduras ou arranhaduras de gatos doentes
(CRUZ, 2010; MONTENEGRO et al., 2014).). Outro comportamento felino que facilita a
disseminacdo da esporotricose é que diferentemente dos cées, que se fixam nos locais onde
vivem, 0 gato sai de casa, caminhando pela rua, cacando passaros, ratos e outros pequenos
animais, se relaciona com outros gatos e eventualmente, volta para casa. Somado ao fato de
gue em algumas regides a populacdo de gatos nas ruas e pragas tem aumentado
consideravelmente, e algumas pessoas tém o habito de recolherem animais (sadios ou
doentes) das ruas, abrigando-os em casas ou apartamentos, formando colonias numerosas,
sem qualquer controle sanitario. Quando o proprietario toma conhecimento dos riscos de
contdgio para ele e seus familiares, abandona esses animais, ou até mesmo quando esses
animais morrem, sdo enterrados em locais inapropriados, contribuindo para a disseminacéo
dessa doenga (BARROS et al., 2010; FREITAS et al., 2010). Estudos mostraram que 70%
dos pacientes com suspeita de esporotricose que procuram a Fiocruz para um primeiro
atendimento, ja haviam dado um destino inadequado ao seu animal, perpetuando o ciclo de
transmissdo da doenca (GALHARDO, 2011).

No que diz respeito aos casos de esporotricose tanto em humanos quanto animais, 0s
dados sdo alarmantes. Entre 1998-2004, 1503 casos de esporotricose felina foram notificados
em diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro e, no periodo de 1998-2009, foram
reportados cerca de 2.200 casos humanos na mesma regido (BARROS; DE ALMEIDA
PAES; SCHUBACH, 2011). Ja& no periodo de 2005 a 2011, 2301 casos de esporotricose felina
por S. brasiliensis foram diagnosticados no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo)/Instituto  Nacional de
Infectologia/Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) (PEREIRA et al., 2014). Dados da
Vigilancia Sanitaria do Rio de Janeiro mostram um aumento de 400% no numero de felinos
diagnosticados com esporotricose em 2016, quando comparados a 2015, revelando a
magnitude e a expansdo dessa doenca. No ano de 2016 foram feitos 13.536 atendimentos,
10.283 a mais do que o ano anterior (Vigilancia Sanitaria-RJ). Esses dados enfatizam a

importancia desta micose como um problema de salde publica

Quando analisamos outros estados brasileiros acometidos pela esporotricose,
verificamos uma expansdo dessa doencga. Entre 2008 e 2012, todos o0s casos de esporotricose

em um hospital de Vitéria— ES foram diagnosticados como causados por S. brasiliensis e
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adquiridos por transmissdo felina (ARAUJO et al., 2015). Durante 2011-2014, foram
notificados 163 casos de esporotricose felina na cidade de Sdo Paulo, com comprovada
cultura de S. brasiliensis. A predomindncia de casos na regido leste da cidade,
especificamente nos distritos de Itaquera e Itaim Paulista, denota um carater epidémico
(MONTENEGRO et al., 2014).

Como vimos anteriormente, classicamente a esporotricose é causada por S. schenckii,
no entanto, estudos mostram que a espécie prevalente na epidemia zoondtica que vem
ocorrendo no Brasil é a espécie S. brasiliensis. A andlise da distribuicdo de espécies revela
que, no periodo de 1998 a 2008, na cidade do Rio de Janeiro, dentre as 247 amostras isoladas
de pacientes, 6% se tratavam do fungo S. schenckii e 93,4% dos casos estavam relacionados a
S. brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2011). Isolados zoofilicos, antropofilicos e geofilicos,
originalmente identificados como S. schenckii, foram reclassificados, segundo as analises dos
loci (calmodulina e ITS), em S. schenckii ou S. brasiliensis, sendo os isolados de

esporotricose felina todos identificados como S. brasiliensis (OLIVEIRA et al., 2011).

Em um estudo comparativo, utilizando 161 isolados de esporotricose de diversas
regides do pais, todos os isolados zoofilicos foram genotipados como S. brasiliensis.
Enquanto S. schenckii € amplamente distribuido pelo Brasil, a ocorréncia das demais espécies
é irregular. Nas regides nordeste e sudeste as quatro espécies predominantes sdo: S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. mexicana. A regido centro-oeste restringe-se a trés
espécies: S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa. Apenas duas espécies foram detectadas na
regido sul (S. brasiliensis e S. schenckii), ao passo que as Unicas trés cepas na regido Norte
foram classificadas como S. schenckii (RODRIGUES et al., 2013). No entanto, os estudos
destacam a prevaléncia de S. brasiliensis (96%) isolados de gatos com esporotricose e,
consequentemente, em humanos que contrairam a doenca. O perfil desses isolados no estado
do Rio de Janeiro é 0 mesmo observado em Séo Paulo, Parana e Minas Gerais (RODRIGUES
et al, 2013). Como descrito, a esporotricose causada por S. brasiliensis tem grande
importancia devido a dimensdo que tem atingido. Esses dados sdo alarmantes e mostram que
a esporotricose transmitida por animais, embora registrada em Vvarios paises, atingiu niveis

criticos no Brasil.
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3. Espectro de manifestacOes clinicas na esporotricose

As diferentes manifestacdes clinicas da esporotricose em humanos relacionam-se
diretamente com a via de infecgdo e estado imunolégico do paciente. O periodo de incubagao
de Sporothrix spp. permanece desconhecido e pode variar de alguns dias a alguns meses,
sendo a média de trés semanas (BARROS et al., 2011).

Apo6s a inoculacdo traumdtica, a pele e os vasos linfaticos circundantes estdo
envolvidos no desenvolvimento da doenca, formando pequenas e endurecidas lesdes papulo-
nodulares no local da inoculagdo. No entanto, apesar de trauma ser mencionado pela maioria
dos pacientes, em alguns casos podem ser facilmente negligenciados. Sendo assim, a
inoculacdo subcutinea ndo precisa ser aparente para o inicio da esporotricose (ZHANG et al.,
2015).

A esporotricose pode se desenvolver em diferentes formas segundo a classificagéo
proposta por Lopes-Bezerra et al. (2006): Cutanea (linfocutanea, cutdnea-fixa e disseminada),
mucosa, extracutanea, residual e formas especiais (Tabela 2). As lesées podem ulcerar (cancro
esporotricético), sem causar sintomas sistémicos, ou desenvolver muiltiplas lesdes. As trés
principais manifestacdes clinicas da esporotricose correspondem a forma cutanea: forma

linfocutanea, cutinea-fixa ou cutdnea disseminada/multifocal.

A forma extracutinea ou esporotricose sistémica ocorre a partir da propagagéo
hematogénica do local de inoculacdo primaria (MAHAJAN, 2014). Também podem ser
consideradas situagbes em que ha comprometimento de mucosas tais como a conjuntiva
ocular e mucosa nasal. Nas manifestacOes extracutdneas da micose podem ser relatados casos
como esporotricose pulmonar, osteoarticular, meningea ou sisttmica (LOPES-BEZERRA,;
SCHUBACH; COSTA, 2006).

Globalmente, a forma clinica mais frequente (cerca de 80% dos casos) € a
linfocutanea. Inicia-se como uma lesdo nodular ou ulcerada no local da inoculagéo flngica e
segue via vasos linfaticos regionais, caracterizada por lesdes nodulares que ulceram, fistulam
e que podem regredir. Estes sinais clinicos caracterizam a denominacdo desta forma como
linfagite nodular ascendente (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006) (Figura 3).
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Tabela 2. Principais manifestaces clinicas na esporotricose. Fonte: Bezerra et al., 2006.

1. Cuténea
Linfocutanea
Fixa
Disseminada ou mdlktipla

2. Mucosa
Ocular
Nasal
Outras

3. Extracutanea
Pulmonar
Osteoarticular
Meningite
Generalizada

4. Residual (Sequela)

5. Formas Especiais
Regressdo espontanea

Hipersensibilidade (eritema nodoso, eritema multiforme)

Figura 3. Esporotricose linfocutanea. Les0es ulcerativas que aparecemao longo dos vasos linfaticos, pré ximos
ao local de inoculacdo traumatica. Figuras adaptadas de Mahajan, 2014 e Ferreira et al., 2015.
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A esporotricose cutanea fixa aparece como lesdo Unica permanecendo restrita ao local
de infeccdo e é predominante na epidemia por S. globosa na China (ZHANG et al., 2015).
N&o ha migracdo da lesdo pelo trajeto linfatico adjacente a area afetada. Sdo normalmente
papulas eritematosas ou placas que podem tornar-se ulceradas ou verrucosas (Figura 4). N&ao
tendem a regressdo espontanea, havendo casos descritos com até 26 anos de evolucdo. De
acordo com Kwon-Chung (1979) esta forma clinica pode ocorrer como uma reinfeccdo em
pessoas que foram previamente sensibilizadas com o fungo, e o agente etioldégico é muitas
vezes incapaz de crescer a temperaturas superiores a 35°C. A esporotricose cutdnea fixa
localiza-se com maior frequéncia na face ou nos membros superiores com manifestacoes
polimdrficas, sendo um desafio para o diagnostico clinico, podendo conduzir a erros, ja que é
facilmente confundida com outras patologias como leishmaniose, cromomicose, blastomicose
e piodermite vegetante. Representam em torno de 25% dos casos e sdéo mais freqientes em
areas de alta endemicidade (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).

Figura 4. Esporotricose cutanea fixa. Placas verrucosas se desenvolvem nos sitios de inoculagdo. Figura
adaptada Mahajan., 2014 e Ferreira et al., 2015.

As formas cutinea-disseminada e extracutanea tém sido observadas principalmente,
mas ndo exclusivamente, em pacientes imunocomprometidos, com doencas hematoldgicas,
diabetes mellitus, uso de farmacos imunossupressores, infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ou em individuos com historico de consumo de alcool. A
esporotricose disseminada é caracterizada por lesdes multiplas que inicialmente aparecem
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como ndédulos subcutdneos e entdo podem evoluir para papulas, pUstulas, Ulceras ou lesdes
ulcero-gomosas (KWON-CHUNG & BENNETT, 1992). Entre as formas extracutaneas, as
mais comuns sao a osteoarticular e a pulmonar, mas ha relatos de disseminagdo hematogénica
com envolvimento de multiplos 6rgdos, como os olhos e o sistema nervoso central (LOPES-
BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). A esporotricose pulmonar causada por S.
brasiliensis € rara, visto que, comumente a infec¢do ocorre ap06s a inoculacdo traumatica e nao
por inalacdo de conidios, sendo muitas vezes a fonte destes conidios desconhecida. Essa
doenca ocorre sem necessariamente existir uma doenca de base e pode ser confundida com
doencas como a tuberculose (OROFINO-COSTA et al., 2013). Em um caso de esporotricose
causada por S. brasiliensis em paciente com HIV, encontrou-se o fungo em culturas de pele,
escarro, sangue, liquor e exames radiologico revelaram osteomielite fungica (PAIXAO et al.,
2015). Foi demonstrado recentemente que além das tipicas manifestacfes clinicas da
esporotricose, a infeccdo por S. brasiliensis pode causar formas clinicas atipicas. Essas formas
incluem esporotricose cutdnea disseminada na auséncia de uma condigcdo imunossupressora
de base, envolvimento de mucosas, afetando a cavidade nasal ou conjuntiva, causando
hipersensibilidade (ALMEIDA-PAES et al., 2014). Acredita-se que as reacOes de
hipersensibilidade possam indicar uma resposta do hospedeiro frente as células

leveduriformes de S. brasiliensis e desempenham um papel protetor na esporotricose.

Com o intuito de relacionar a espécie e as manifestacdes clinicas, isolados
provenientes de 50 pacientes foram estudados quanto as diferencas fenotipicas e genotipicas.
Os dados revelam que 45 desses pacientes foram infectados por S. brasiliensis, cuja
manifestacdo clinica foi a forma cutanea disseminada, sem doenca subjacente, sendo casos
mais graves quando comparados a infeccdo por S. schenckii. Apesar da maior gravidade, esses
pacientes responderam melhor ao tratamento com itraconazol (ALMEIDA-PAES et al,
2014).

4. Diagnostico de infeccdes fangicas causadas por Sporothrix sp.

O diagndstico da esporotricose € obtido pelas correlacdes clinicas, epidemiologicas e
laboratoriais, incluindo cultura e caracterizacdo fenotipica. A avaliacdo clinica é a chave para
o0 diagnostico precoce de lesbes cutaneas causadas por Sporothrix sp. Essas lesdes precisam
ser diferenciadas de outras infeccdes, tais como: tuberculose cutanea, leishmaniose

tegumentar, nocardiose, cromoblastomicose, blastomicose, paracoccidioidomicose e
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micobacteriose (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). O exame direto do
material proveniente das lesbes ndo € o recomendado, pois hd poucas células fangicas
presentes. A técnica utilizando citologia aspirativa por agulha fina de uma lesdo,
particularmente em formas extracutdneas ou disseminadas, pode mostrar o granuloma de
células epitelidides, corpos asterdides, e /ou células de levedura em forma de charuto, quando
coradas com acido periodico de Schiff (PAS) ou Gomori metenamina-prata (GMS). No
entanto, a sensibilidade/especificidade de exame microscopico direto de amostras de tecido é
muito baixa e considerada indtil devido a escassez de células fungicas presentes (MAHAJAN,
2014). A cultura continua sendo o padrdo-ouro para o correto diagnostico. O isolamento de
Sporothrix sp. é facilmente obtido por meio de semeadura do espécime clinico que, em geral,
é bidpsia ou pus de lesdo sem um tratamento prévio, em Agar Sabouraud com cloranfenicol.
Apos cinco a sete dias de incubagdo a 25°C ou a temperatura ambiente ja é possivel observar
o0 aparecimento de coldnias filamentosas, hialinas com aspecto imido que, com o tempo, ou
comegam a apresentar uma coloragdo escura no centro que vai aumentando centrifugamente
ou permanecem hialinas. Observando o crescimento de uma colénia com esse aspecto faz-se o
teste de termoconversdo do fungo em meio brain heart infusion (BHI) agar com extrato de
levedura, distribuindo-se um pequeno indculo por toda a superficie do meio de cultura e
incubando a 37°C por cinco dias. A colbnia, ap6s a conversao do fungo a forma
leveduriforme, assumird um aspecto cremoso de cor bege amarelado (MORRIS-JONES,
2002). O exame histopatolégico também pode ser utilizado, mas geralmente é inespecifico e
pode ser confundido com outras doencgas granulomatosas (infec¢bes fungicas profundas,
tuberculose cutanea, lepra, sarcoidose e granulomas de corpo estranho). As leveduras, no
exame histopatoldgico, tem aspecto variado, apresentando-se como formas globosas a
ovaladas com brotamentos claveiformes, no interior de macréfagos, e em cerca de 40% dos
casos onde o fungo é encontrado, nota-se a presenca de corpo asterOide, substancia
eosinofilica de forma radiada constituida de complexo antigeno-anticorpo, que se deposita na
parede de alguns fungos, fendmeno denominado de Splendore-Hoeppli (MORRIS-JONES,
2002).

O teste cutaneo (intradermorreacdo) com esporotriquina detecta reacdo de
hipersensibilidade do tipo tardia, ou seja, a resposta imune celular, e pode ser uma ferramenta

diagnostica atil, principalmente em estudos epidemioldgicos. Ela é usualmente positiva em
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mais de 90% dos casos comprovados de esporotricose, mas pode também indicar infeccao
prévia (ITOH etal., 1986).

A correlacdo entre dados moleculares e caracteristicas fenotipicas é fundamental para
a identificacdo de espécies do complexo Sporothrix. Dentro deste complexo, a espécie S.
brasiliensis apresenta conidios sésseis pigmentados, ndo assimila rafinose e é também a Unica
que ndo assimila sacarose. Apresenta 0 menor crescimento em agar batata a 20°C e 30°C, ja a
37°C, quando comparada a outras espécies do complexo Sporothrix, é a que apresenta maior
crescimento (MARIMON et al., 2007; MARIMON et al., 2006).

Recentemente, avangos nos campos da gendmica, protedmica e metaboldomica, estdo
gerando novos conhecimentos e novos parametros no campo da identificacdo de fungos.
Técnicas imunoldgicas também tém sido empregadas para estabelecer o diagndstico da
esporotricose, tais como: reagbes de imunodifusdo, teste de imunoeletroforese, testes de
aglutinacdo, deteccdo de anticorpos contra pepdio-ramnomananas e Immunoblot (BARROS;
DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011). Pesquisas recentes tém estabelecido o MALDI-
TOF- MS como uma ferramenta para a caracterizacdo de microrganismos e diferenciacdo de
espécies. A identificacdo de isolados clinicos e ambientais também pode ser feita com base
em perfis protedmicos por meio da analise direta de colonias. Esse método tem se mostrado
confiavel e rapido (PASTERNAK et al., 2012).

5. Tratamento da Esporotricose

A escolha da terapia na esporotricose é dirigida por fatores como o baixo custo, facilidade
de administracdo, perfil de seguranca e local da infeccdo (localizada ou disseminada)
(MAHAJAN, 2014). Para o tratamento da forma cutanea ou linfocutdnea da esporotricose,
utiliza-se agentes antifingicos orais, sendo que o uso diario de itraconazol (200mg) o padrao-
ouro. O iodeto de potassio é administrado por via oral, possui baixo custo e &€ uma escolha no
tratamento de lesdes ndo complicadas de esporotricose cutdnea. Entretanto, podem ocorrer
problemas na administracdo deste medicamento, em especial alergias e problemas mais
graves, como edema pulmonar, angioedema, mialgia, linfadenopatia, urticaria, vasculite,
psoriase pustular, acidose metabdlica e iododerma, entre outros. Seu uso é desaconselhavel
em mulheres gravidas e pessoas com comprometimento de rim e tiredide (STERLING &

HEYMANN, 2000). Portanto, nos paises desenvolvidos e no Brasil, tem sido utilizado o
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itraconazol no tratamento de pacientes com esporotricose, com uma boa evolugdo para cura
das lesbes nestes pacientes (BARROS et al., 2011). Entretanto, estudos de susceptibilidade a
antimicrobianos in vitro demonstram que isolados de pacientes com forma disseminada da
infeccdo apresentam uma menor susceptibilidade ao itraconazol, o que provavelmente
contribui para a falha terapéutica com este farmaco nos pacientes com esta forma mais grave
(TRILLES et al., 2005). Uma alternativa ao itraconazol nesses casos € o tratamento com
anfotericina B, apesar de que casos refratarios a esta abordagem ja foram relatados (BARROS
et al,, 2011). No caso de doenga refrataria, o tratamento é realizado com 2 doses diarias de
itraconazol (200 mg) ou terbinafina (500 mg), ou com 3 doses diarias de solucdo saturada de
iodeto de potéssio. Em pacientes com esporotricose disseminada, o tratamento intravenoso
comanfotericina B € requerido. A anfotericina B pode ser utilizada no regime de manutencao
da terapia, juntamente com itraconazol. Essa é a melhor op¢do para o tratamento da
esporotricose disseminada (KAUFFMAN et al., 2007). Na esporotricose disseminada causada
por S. brasiliensis, a combinacdo de anfotericina B e itraconazol in vivo tem mostrado boa
atividade (ISHIDA et al., 2015). Quando a anfotericina B e o itraconazol sozinhos ndo sao
eficientes, outra combinagdo pode ser utilizada, que é anfotericina B e posaconazol (MARIO
et al., 2015).

Como vimos anteriormente, o panorama mundial da esporotricose mudou a partir da
classificagdo proposta por Marimon et al. (2007), e a unicidade foi quebrada para o
surgimento da pluralidade, conduzindo a mudancas em conceitos e certezas ha anos
estabelecidas (CRUZ, 2013). O surgimento do complexo Sporothrix schenckii, trouxe
mudancas no cenario epidemiol6gico, bem como, novas informacgdes acerca da distribuicéo
dessas novas espécies pelo Brasil e pelo mundo. Nesse contexto observamos a importancia
dos felinos e a prevaléncia da espécie S. brasiliensis na epidemia no Brasil. No entanto,
alguns questionamentos permanecem sem respostas, como aqueles relacionados a resposta
imune e viruléncia. No decorrer desse trabalho, procuraremos entender alguns desses

aspectos.

Diante disso, esse estudo divide-se em 2 capitulos:
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Capitulo |

— O capitulo 1 foca na resposta do hospedeiro frente a S. brasiliensis e refere-se a
investigacdo da resposta imune, especificamente do papel dos receptores TLR-2 e TLR-4 in

vitroe in vivo.

Capitulo 11

— O capitulo 1l enfatiza 0 microrganismo S. brasiliensis e assim, utilizando ferramentas de
protebmica, como a técnica de Bottom-up, procura elucidar o proteoma de S. brasiliensis,
comparando-o com a espécie S. schenckii. Foca nas proteinas diferencialmente expressas por

S. brasiliensis e discute o papel das mesmas na viruléncia e evasdo frente ao sistema imune.
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CAPITULO 1

Importancia dos receptores TLR-2 e TLR-4 na esporotricose causada
por S. brasiliensis
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1. Desvendando a resposta imune frente a S. brasiliensis

Pouco se sabe sobre a resposta imune frente a Sporothrix spp., bem como os receptores
envolvidos no seu reconhecimento e fagocitose. O que se sabe é que essas etapas sdo criticas
para 0 desenvolvimento de uma resposta protetora. Os macrdéfagos desempenham papel
importante no inicio, manutencdo e resolucdo das respostas inflamatorias no hospedeiro.
Primeiramente para que ocorra o estabelecimento da esporotricose, é requerida a transi¢do
dimorfica, onde os conidios transformam-se em leveduras (GUZMAN-BELTRAN et al,
2012). Quando os conidios entram em contato com os macr6fagos, ha uma baixa inducéo de
resposta pro-inflamatoria e morte celular induzida por espécies reativas de oxigénio (ROS),
quando comparada as leveduras. Assim, o fungo sobrevive e ocorre a transicdo dimorfica
(GUZMAN-BELTRAN etal., 2012).

Em seguida temos a fagocitose, que é um importante mecanismo da imunidade inata na
esporotricose. O processo inicial da fagocitose ocorre por meio do reconhecimento direto de
componentes como a manose, mananas, P-glucanas e lipopolissacarideo (LPS), ou
componentes do soro gque opsonizam os patdégenos antes da sua internalizacdo (UNDERHILL
& GANTNER, 2004). Os fagocitos agem como células regulatérias e efetoras do sistema
imune, sendo que o aumento da funcdo fagocitica pode ser aplicado como terapia contra
infeccbes microbianas (POPOV et al.,, 1999). Se uma falha nesse sistema ocorrer, ha maior
facilidade do microrganismo em se desenvolver no hospedeiro e intensificar o processo
infeccioso. Ensaios de fagocitose mostraram que 0s macréfagos foram capazes de internalizar
conidios opsonizados e ndo opsonizados e leveduras de S. schenckii. No reconhecimento de
conidios, houve a participacdo de receptores de manose e o desenvolvimento de uma resposta
Thi, ja& no reconhecimento de leveduras, houve a participacdo de receptores de complemento
(GUZMAN-BELTRAN et al., 2012). O receptor de manose estd principalmente relacionado
a uma resposta Thl e Thl7 em fungos (ROMANI, 2011). Interessantemente, embora oS
conidios de S. schenckii sejam reconhecidos por receptores de manose, a resposta inflamatoria
induzida é fraca, no qual pode favorecer a transicdo dimdrfica de conidios para leveduras.
Apos a ativacdo dos macréfagos, os mesmos fagocitam os patdgenos invasores e promovem a
producdo de citocinas pré-inflamatorias, tais como, IL-6, TNF-o e IL-1p. Isto estimula as
respostas fagociticas e promove a liberagdo de agentes toxicos, tais como, compostos
intermediarios reativos de nitrogénio, como o oxido nitrico (NO), que é um potente mediador

da resposta imune e inflamatdria. O NO é produzido nos momentos iniciais da infec¢do, bem
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CcoOmo no seu término, para a resolucdo total (CARLOS et al., 2003). Além dos macrofagos, a
resposta imune inflamatdria gerada por S. schenckii também foi estudada em outras células
caracteristicas da resposta inata, como os mastécitos (ROMO-LOZANO; HERNANDEZ-
HERNANDEZ; SALINAS, 2014 e queratinocitos (LI et al., 2012). A interacdo de mastdcitos
com conidios e leveduras de S. schenckii conduziu a producdo de TNF-a e IL-6, sendo que a
via ERK foi ativada quando mastocitos foram desafiados com leveduras (ROMO-LOZANO;
HERNANDEZ-HERNANDEZ; SALINAS, 2014). De forma semelhante, queratindcitos
tratados com conidios e leveduras de S. schenckii proporcionaram aumento da expressdo de
RNAmM de TLR-2 e TLR-4, e aumentaram 0s niveis de IL-6 e IL-8 por meio da sinalizacéo
por NF-kB (LI et al., 2012).

Estudos de resposta imune frente a fungos revelam diferengas associadas as espécies,
bem como, ao estado imunologico do hospedeiro (CARLOS et al., 1994; DA SILVA et al,
2001; FERNANDES et al., 2013), havendo a participacdo de varios mecanismos de defesa.
Sabe-se que leveduras e conidios expressam em sua superficie estruturas microbianas
conservadas, denominadas padrdes moleculares associados aos patdgenos (PAMPs) (AKIRA
etal,, 2001). Estas estruturas sdo reconhecidas por diferentes receptores de reconhecimento de
padrbes (PRRs), presentes nos macrdfagos, neutrofilos e células dendriticas (AKIRA et al.,
2001). A seguir, temos um panorama dos principais estudos de resposta imune frente a
Sporothrix, no entanto, a maioria deles relaciona-se a espécie S. schenckii. Esses estudos
fornecem informacdes importantes para o direcionamento e conducdo do trabalho frente a

espécie S. brasiliensis.

2. A importancia da resposta imune inata na esporotricose

Para a compreensdo do desencadeamento da resposta imune inata, é preciso conhecer a
principal fonte e a natureza dos PAMPs em fungos de importancia médica, bem como, os
principais receptores envolvidos no seu reconhecimento. Os PAMPs podem variar quanto a
sua natureza molecular, podendo ser lipidios, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos.
Especificamente em fungos, a parede celular é a principal fonte de PAMPs, sendo que, 0s
principais componentes sdo pB-glucanas, quitina e mananas (ROMANI et al, 2011).
Especificamente em leveduras de S. schenckii, a peptido-rhamnomanana é uma fracdo de
glicoproteina composta de 33,5% de ramnomanose, 57% de manose e 14,2% galactose
(LLOYD & BITTON, 1971). Os PAMPs podem ser reconhecidos por diferentes PRRs, tais
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como: receptores do tipo Toll (TLRs), receptores do tipo RIG-1 (RLRs), receptores do tipo
NOD (NLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRs) e sensores de DNA citosdlico (AKIRA
et al, 2006). Goncalves et al. (2014) verificaram que células do exudato peritoneal de
camundongos infectados com leveduras de S. schenckii cultivadas na presenca de extrato
lipidico proveniente do fungo promoveram um aumento de IL-18 e IL-1B, por meio da
ativacdo da caspase-1, sugerindo a participacdo do inflamassoma e de receptores de dominio
citosélico ologomerizado (NOD). Além disso, recentemente, verificou-se que a dectina-1
reconhece B-1,3-glucana e outros componentes flngicos de S. schenckii, aumentando a
liberacdo de citocinas durante a infeccdo (JELLMAYER etal., 2017).

Nossos estudos concentram-se nos TLRs, especificamente TLR-2 e TLR-4. Os TLRs séo
encontrados nas células do sistema imunoldgico e o seu papel tem sido amplamente estudado
no reconhecimento de fungos. Eles fazem parte de uma familia de receptores
transmembranicos evolutivamente conservados que contém um dominio externo a membrana
com sequéncias ricas em leucina particulares para cada TLR (PANDEY et al., 2015). Até o
presente momento, 10 e 12 membros dessa familia foram identificados em humanos e
camundongos, respectivamente (PANDEY et al., 2015). A proteina Toll foi inicialmente
descrita na mosca das frutas, Drosophilla melanogaster, como um receptor transmembrana
tipo I, composto de repeticBes ricas em leucina e com um papel importante no
desenvolvimento dorso-ventral dos embrides dessas moscas. Lemaitre et al. (1996),
descreveram primeiramente a relacédo do Toll com a defesa em Drosophila sp. A auséncia do
receptor Toll nas moscas promoveu a rapida morte das mesmas, apés o contato com agulhas
contaminadas com uma suspensao de conidios de Aspergillus fumigatus (LEMAITRE et al.,
1996). Em seguida, um homologo deste receptor (conhecido como Toll-like receptor 4-TLR-
4) foi encontrado em mamiferos, estando relacionado a inducdo da expressdo de genes
envolvidos nas respostas inflamatérias (MEDZHITOV et al., 1997).

Apobs o reconhecimento de estruturas microbianas pelos TLRs, estes receptores sofrem
mudancas conformacionais permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras. Sdo elas:
Fator 88 de diferenciacdo miel6ide (MyD88), proteina adaptadora de MyD88 (MAL/TIRAP),
dominio TIR (TRIF/ TICAM-1) e a molécula adaptadora de TRIF (TRAM) (TAKEUCHI &
AKIRA, 2010). O tipo de sinalizacdo depende de diferentes combinacdes de moléculas
adaptadoras. A sinalizagcdo intracelular esta dividida em 2 vias e depende primariamente do
adaptador utilizado: Via dependente de MyD88 ou Via dependente de TRIF (figura 5). Com
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excecdo de TLR-3, todos os membros usam a via MyD88 para ativagdo do fator de
transcricdo NF-kB (fator nuclear kB) e das MAPKs (proteinas quinases ativadas por

mitogénese) para a inducdo de genes pro-inflamatérios (PANDEY et al.,, 2015).

A ativacdo dependente da molécula MyD88 é iniciada com a facilitacdo da associacéo da
MyD88 com a IRAKA4. Isso favorece a fosforilacdo de IRAK1, que permite a ligacdo da
molécula TRAF6 ao complexo que por sua vez, ativa TAK1 que faz umcomplexo com TAB1
e TAB2. Apods a formacdo do complexo, TAK1 ativa o complexo IKK que leva a ativacédo de
NF-kB. Simultaneamente, TAK1 ativa dois membros das MAP quinases que
subsequentemente ativam JUN N-terminal quinase (JNK) e p38, induzindo a produgdo de
citocinas inflamatorias. Os receptores TLR-2 e TLR-4 necessitam, além da MyD88, da
molécula adaptadora TIRAP (O'NEILL & BOWIE, 2007).

Fungi C i C C. { C. (o} S A fumig Candida spp Candida spp
A. fumigatus A. fumigatus A. fumigatus
C. neoformans C. neoformans C. neoformans
M. furfur
PAMPs GXM Mannan GXM «-Mannosides f-Glucans RNA DNA RNA
Mannan (N-linked) PLM
(O-linked)
TLRs ‘ } TLRY/TLR2 ‘ ‘ l
& co-receptors TLR4 SIGNR1  TLRB/TLR2 Galectin-3 Dectin-1

TLR3

TLRS TLR7

Adaptors

Gene Expression
Output

IL-6 IFN-g
IL-10  IL-12p70

Figura5. Representacdo esquematica da cascata de sinalizagcdo mediada pelos receptores da familia TLR.
Adaptado de Bourgeois & Kuchler, 2012.
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Em modelos de doengas infecciosas, quando hé perturbacdo na sinalizacdo por MyD88, ha
uma diminuicdo da inducdo da resposta imune inata e adaptativa, aumentando a sensibilidade
do hospedeiro a infeccdo. Por exemplo, em modelos de infecgdo de fungos como C. albicans
e A. fumigatus, a deficiéncia de MyD88 provoca bloqueio na produgdo precoce de citocinas
pré-inflamatdrias, diminuicdo do recrutamento de neutr6filos e diminuicdo da ativacdo de
células T (BELLOCCHIO et al, 2004; BRETZ et al,, 2008). Bellochio et al., (2004),
mostraram que as vias dependentes de MyD88 sdo fundamentais para a imunidade contra
fungos. Uma vez que diferentes TLRs podem ser simultaneamente recrutados dependendo da
espécie fungica, morfologia e sitio de infeccdo envolvidos, a sinalizagdo por MyD88 participa
extensivamente na resposta inata contra diferentes patdgenos. Além disso, estas vias também
sd0 necessarias para o0 desenvolvimento de respostas adaptativas do tipo Thl, que séo

protetoras em diversas micoses.

A auséncia do receptor TLR-2 esta relacionada a uma maior susceptibilidade a candidiase
disseminada em modelos murinos devido a uma diminuicdo na secrecdo de TNF-a e MIP-2 e
recrutamento de neutr6filos (BELLOCCHIO et al., 2004). Em contraste, outros estudos
mostraram que camundongos TLR-2-/- sdo malis resistentes a candidiase sistémica, exibindo
um aumento na quimiotaxia e secre¢cdo de IFN-y, diminuicdo na secrecdo de IL-10, bem
como, no numero de células Treg CD4+ CD25+. Interessantemente, o recrutamento de
mondcitos aumentou em camundongos TLR-2-/-, sugerindo um aumento da atividade anti-
Candida nesses animais (NETEA et al., 2004). A imunossupressdo em camundongos TLR-2-
/- resultou em maior susceptibilidade a infec¢bes por Aspergillus (BALLOY et al., 2005); no
entanto, o polimorfismo de TLR-2 ndo resultou em aspergilose invasiva (CUNHA et al,,
2013). Além de estar envolvido no reconhecimento de células fungicas, TLR-2 também esta
presente nos mecanismos de resposta do hospedeiro a outros microrganismos como
Staphylococcus, Mycobacterium e Pneumococcus (KOEDEL et al., 2003). Na avaliacdo de
seu papel na infeccdo por leveduras de S. schenckii, observou-se que, na auséncia desse
receptor, houve uma menor taxa de fagocitose e menor producdo de citocinas como TNF-aq,
IL-1B, IL-12 e IL-10 frente a antigenos lipidicos. Isso revela o papel desse receptor no
desenvolvimento da protecdo em resposta a esse microrganismo, induzindo a produgdo de
mediadores em resposta ao fungo S. schenckii (NEGRINI et al., 2013).

TLR-4 ¢é o receptor que estd envolvido no reconhecimento de LPS, um componente da

parede celular de bactérias gram-negativas causadoras de choque séptico (KAWAI et al.,
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2010). Alguns estudos mostram seu envolvimento no reconhecimento de fungos.
Camundongos nocautes para TLR-4 sdo mais suscetiveis a candidiase sistémica devido a
deficiéncia na secrecdo de citocinas e diminuicdo do recrutamento de neutrofilos, o que
resulta no aumento da carga fungica nos rins (NETEA et al., 2002). TLR-4 nocautes sdo mais
suscetiveis a infeccbes por Aspergillus, sendo que polimorfismos nesse receptor estdo
associados a desenvolvimento de aspergilose invasiva (BOCHUD et al., 2008). No caso da
esporotricose, resultados similares aos obtidos na auséncia de TLR-2, foram observados na
auséncia de TLR-4. O TLR-4 é ativado em resposta a componentes lipidicos de S. schenckii,
promovendo uma resposta imune mais eficiente. Por outro lado, macr6fagos provenientes de
animais nocautes em TLR-4 foram incapazes de produzir altos niveis de citocinas, tais como,
IL-1pB, IL-12 e TNF-o. Esses dados evidenciam a importancia desse receptor na imunidade
frente a S. schenckii (SASSA et al., 2009).

3. Importancia da resposta imune adaptativa na esporotricose

No que se refere ao desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a predominancia de
subpopulacdes de células T (Thl, Th2 ou Thl7) durante uma infeccdo é extremamente
importante, uma vez que cada eixo é mais eficiente no combate a determinadas classes de
patdgenos (TACHIBANA et al.,, 1999). As respostas do tipo Thl promovem a liberacdo de
IFN-y, um forte ativador de macréfagos (POULIOT et al., 2008), de fundamental importancia
na patogénese da esporotricose sendo que sua ativacdo diferencial é responsavel por
manifestacdes clinicas variadas (UENOTSUCHI et al., 2006). Em algumas doengas cronicas,
entretanto, a resposta celular de linfocitos T CD4" € inapropriada e pode exacerbar a doenga,
impedindo a erradicacdo do microrganismo. Infecgdes flngicas em humanos e em modelos
animais indicam que a imunidade celular € crucial para a defesa do hospedeiro,
potencializando respostas fungistaticas e fungicidas, como a producéo de reativos de oxigénio
(ROS), em especial o anion superéxido e seus metabdlitos reativos. Consequentemente, a
auséncia de uma resposta adaptativa adequada esta relacionada a uma maior letalidade,
comprovada em modelos murinos de infeccdo (KAJIWARA et al., 2004). A ativacdo das
células Thl parece ser determinada em parte pela resposta de células dendriticas (DCs) frente
a antigenos fungicos especificos, provenientes de isolados de lesdes cutdneas ou viscerais de
esporotricose causada por S. schenckii. Tratando DCs com conidios de S. schenckii ou com
leveduras provenientes de lesdo cutanea, houve inducdo da producdo de IFN-y por células T,

com ativacdo da via ERK, sugerindo uma resposta Thl. No entanto, antigenos provenientes
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de lesdo visceral aumentaram a producdo de IL-4, uma citocina da imunidade humoral
(UENOTSUCHI et al., 2006).

As células Thl7 tém ganhado destaque dado ao papel chave na defesa contra bactérias e
fungos extracelulares, apresentando efeitos tanto protetores quanto deletérios (CUA & TATO,
2010; HERNANDEZ-SANTOS & GAFFEN, 2012). A resposta Th17, com a secre¢éo de IL-
17, promove atividades pro-inflamatdrias, incluindo o recrutamento de neutréfilos e produgédo
de citocinas pro-inflamatdrias pelas células epiteliais. Utilizando modelo experimental murino
verificou-se que a auséncia dessas respostas estid relacionada a uma maior letalidade
(KAJIWARA et al., 2004). O papel de células Thl7 € conhecido para a eliminacdo do S.
schenckii em camundongos com infecgédo sistémica, uma vez que a deplecdo de IL-23 conduz
a um aumento da carga fungica (FERREIRA et al., 2015). Estudos in vitro mostram que as
DCs reconhecem antigenos de S. schenckii e conduzem ao desenvolvimento de um padrdo
misto Th1/Th17 (VERDAN et al., 2012). Sabe-se que 0 exoantigeno de S. schenckii é capaz
de aumentar niveis de citocinas inflamatdrias produzidos por macrofagos e DCs.
Consequentemente, a co-incubacéo de células T com DCs ativadas por exoantigeno provocam
um padrdo de citocinas Thl / Thl7 (IFN-y/Th17, IL-23 e TGF-p, respectivamente) (MAIA et
al., 2006; VERDAN et al., 2012).

Ha uma série de evidéncias que indicam gque os anticorpos protetores e as células CD4+
Thl e Th17 sdo elementos fundamentais na resposta imune frente a S. schenckii (FRANCO et
al., 2012; ALMEIDA etal., 2015; FERREIRA et al., 2015; VERDAN et al., 2012; LIU et al.,
2016). Estudos mostram que ndo sé o IFN-y é secretado durante a imunizacdo passiva, mas
que 1L-10 e IL-4 também aumentaram durante o periodo de infec¢do, sugerindo um padrdo
misto de resposta Thl / Th2 (ALMEIDA et al., 2015).

Além do exoantigeno, peptideo-polissacarideo extraido da parede celular de leveduras de
S. schenckii é capaz de induzir um padrdo misto de resposta (Th1/Th2), havendo ativacéo de
macréfagos por meio da via classica (M1), com secrecdo de I1L-12 e resposta Thl, bem como,
macrofagos da via alternativa (M2), com altos niveis de IL-10, estando associados a uma
resposta Th2 (ALEGRANCI et al., 2013).

Analisando a literatura acima descrita, verifica-se que um padrdo misto de respostas (Thl,

Th2, Th17) pode ser observado na resposta frente a S. schenckii. O que se sabe é que as
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respostas Thl e Thl7, sdo fatores-chave no controle da infeccdo por fungos, especialmente na
patogénese da esporotricose causada por S. schenckii. No entanto, pouco se sabe a respeito da

espécie S. brasiliensis.

4. Imunidade adaptativa humoral na esporotricose

As respostas imunes celulares e humorais estdo ligadas ao perfil de citocinas gerado. Os
sinais de ativacdo mais fortes que direcionam a diferenciacdo de células T para a linhagem
Th2 sdo desencadeados por IL-4 e IL-13, com uma diminui¢do concomitante na resposta Thl.
Uma caracteristica da resposta Th2 é a secre¢do de anticorpos. Dependendo da forma clinica
da esporotricose verifica-se um perfil diferente de anticorpos. Isso foi sugerido pela
observacdo de que 15 a 20 antigenos na faixa de 22 a 70 kDa presentes em uma solucéo
soltvel de extrato peptidico do fungo foram reconhecidos pelos soros de pacientes com
esporotricose extracutdnea, enguanto soro de pacientes com esporotricose cutanea
reconheceram apenas 8-10 antigenos (SCOTT &MUCHMORE, 1989). Sabe-se que aléem das
diferentes formas clinicas, existem outros determinantes para a especificidade ou intensidade
de anticorpos contra antigenos de Sporothrix spp, tal como, diferencas relacionadas as

espécies.

Almeida-Paes et al. (2012), mostraram que isolados de S. brasiliensis provenientes de
diferentes formas clinicas apresentaram o0 mesmo padrdo antigénico. No entanto, quando
comparada a resposta de anticorpos induzida por S. brasiliensis isolado de um paciente com a
forma linfocutdnea, com a resposta induzida por S. schenckii isolado da mesma forma clinica,
o perfil era diferente, sugerindo que as diferentes espécies do complexo Sporothrix sao

responsaveis por respostas especificas.

Duas moléculas antigénicas glicoproteicas, nomeadas gp70 e gp 60, foram descritas em S.
schenckii (RUIZ-BACA et al.,, 2014; RUIZ-BACA et al,, 2011; RUIZ-BACA et al., 2009). A
gp60 encontra-se principalmente na parede celular de leveduras de trés diferentes espécies do
complexo Sporothrix: S. schenckii strictu sensu, S. brasiliensis e S. globosa. Ela mostrou ser
imunodominante ja que foi reconhecida pelo soro de camundongos infectados com cepas do
complexo S. schenckii (FERNANDES et al., 2013). Rodrigues et al. (2015) mostraram que a
gp70 sofre modificacBes pos-traducionais, provavelmente glicosilacdo e substituicdo de

aminoacidos, uma vez que pelo menos seis proteinas variando de 60 a 70 kDa compartilharam
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0 mesmo peptideo, assim, apds andlises por espectrometria de massa, conclui-se que gp60 e

gp70 eram o0 mesmo antigeno.

Apesar da observacdo de que gp60 e gp70 compartilham o mesmo peptideo, o padrédo de
glicosilacdo pode influenciar significativamente o tipo de resposta inicial desencadeada apds o
reconhecimento pelos receptores das células de resposta imune. Soros de camundongos
infectados com S. schenckii apresentaram anticorpos especificos contra a proteina de 70 kDa,
principalmente isotipos 1gG1 e 1gG3, sugerindo que gp70 induz uma forte resposta humoral
(NASCIMENTO & ALMEIDA, 2004). Além disso, a imunizacdo passiva com anticorpo
monoclonal especifico anti-gp70, modificou o curso da infecgdo causada por S. schenckii em
camundongos BALB/c, diminuindo a carga fungica e aumentando a produgéo de IFN-y, um
efeito observado até mesmo em camundongos deficiente em células T (NASCIMENTO et al.,
2008). Mesmo que o maior interesse esteja focado nas isoformas gp60-gp70, recentemente
Portuondo-Fuentes et al. (2015) mostraram que a transferéncia passiva de soro de
camundongos imunizados contendo anticorpos contra duas proteinas de S. schenckii de 44 e

47 kDa tem um papel protetor durante a esporotricose experimental.

5. Justificativa

Embora existam estudos acerca da resposta imune frente a S. schenckii, ainda pouco se
sabe sobre a resposta imune desencadeada pela espécie S. brasiliensis. Vericou-se mediante
0s estudos apresentados, que a resposta imune pode variar de acordo com as diferentes
manifestacdes clinicas e também se relaciona as diferentes espécies. Os TLRs desempenham
um importante papel na infecgéo por fungos, especificamente frente a S. schenckii, no entanto,
para S. brasiliensis que é um fungo com comprovada viruléncia e importancia no cenario das
infeccBes fangicas, ha escassez de publicacdes que desvendem seus mecanismos de resposta
imune. Diante disso, nos questionamos: Qual o papel dos receptores TLR-2 e TLR-4 no

reconhecimento de S. brasiliensis?
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

— Caracterizar o papel dos receptores TLR-2 e TLR-4 em resposta a espécie S. brasiliensis
ATCC MyA-4823, utilizando modelo murino.

2. Objetivos especificos

Utilizando ensaios in vitro, objetivou-se:

— Analisar interacdo entre macrofagos derivados da medula d6ssea (BMDMs) e S.

brasiliensis, e com isso:

l. Verificar os processos iniciais de interacdo (fagocitose) utilizando BMDMs C57BI/6
e nocautes para TLR-2 e TLR-4.

. Determinar a importancia e a consequéncia da ativacdo dos receptores TLR-2 e TLR-
4 na produgdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 e a citocina anti-
inflamatoria 1L-10, bem como, avaliar o impacto da auséncia dos receptores TLR-2 e
TLR-4 na producdo de Oxido nitrico.

Il Analisar comparativamente a carga fangica de BMDMs C57BI/6 e nocautes para

TLR-2 e TLR-4, apo6s os diferentes tempos de interagdo com S. brasiliensis.

Com as analises in vivo, objetivamos:

— Analisar a importdncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 no desenvolvimento da

esporotricose experimental causada por S. brasiliensis e assim:
I. Avaliar o impacto da auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 na producdo de

citocinas;

1. Verificar disseminacdo da doenga no curso da infeccdo por S. brasiliensis;
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MATERIAIS E METODOS

1.Fluoxograma de execugao dos experimentos

I S. brasiliensis I
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e |
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e e e
[mo=====s===——————————————y [m=======s==—===————————==x
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I I 1 I
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! 3,6e12h i ! 7, 14 e 28 dias ]
e | e |
i ____l________.________’{ i _____J____:________’] ,“________l__________ i H______(T.__L__________“
! Dosagem de Oxido 1 | Determinagéo da Carga ! I ! I “1tocinas: ;
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2. Microrganismo, condicdes de culturae preparo do indculo fangico

Para a realizacdo dos experimentos, foi utilizado o isolado de S. brasiliensis ATCC MyA-
4823. Essa espécie é originaria do Rio de Janeiro e foi isolada de felinos e de lesbes cuténeas.
Este isolado ¢ mantido na micoteca do Laboratorio de Micologia Clinica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo (FCF-USP), na fase filamentosa, em
agar Sabouraud, a temperatura ambiente (25-30°C), sob éleo mineral. Utilizamos em nossos
ensaios, a cepa na forma revertida para a fase leveduriforme em &gar BHI (Brain Heart

Infusion) (Difco BD, Estados Unidos) a 37°C e repiques sdo mantidos a cada 15 dias.

Para a preparacdo do inoculo fungico, o isolado de S. brasiliensis foi cultivado em meio
BHI a 37°C por 72 horas. A seguir as leveduras foram suspensas em 5 mL de tampéo fosfato
salino (PBS) estéril para realizacdo da contagem das leveduras. As leveduras foram contadas
na cdmara de Neubauer e diluidas na proporgdo de 1:1 com corante azul de Trypan para

verificacdo da viabilidade celular.
3. Camundongos

Os ensaios foram conduzidos com camundongos C57BI/6 fémeas e machos, de fendtipo
selvagem (WT), com 8 a 12 semanas de idade, obtidos do Biotério de Produgdo e
Experimentacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Instituto de Quimica/USP. Os
ensaios com camundongos nocautes para TLR-2 (TLR-2 -/-), TLR-4 (TLR-4-/-) foram
realizados com camundongos de 8 a 12 semanas de vida, obtidos do Biotério de Experimentos
do Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto / USP. Os experimentos foram realizados com a aprovacao da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - FCF) cujo protocolo de aprovagio (Protocolo

431) segue em anexo (Anexo I).

4. Macrofagos derivados de medula éssea (BMD Ms)

Os macrofagos foram obtidos segundo descrito por Marim et al., 2010. Procedeu-se a
excisdo cirdrgica da medula 6ssea dos fémures dos animais e as ceélulas obtidas, foram
incubadas em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich)
suplementado com bicarbonato de sodio (Synth), HEPES (&cido 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineetanesulfonico) (Bio Basic Inc), gentamicina 40 mg/L (Inlab), B-mercaptoetanol
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(Sigma), 20% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell) e 30% de LCCM (Meio condicionado
de células L929) (meio R20 /30), durante sete dias, sendo que no quarto dia a cultura foi
suplementada como mesmo meio R20/30. No sétimo dia, as células aderidas foram coletadas
e ressuspensas em meio RPM1-1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com bicarbonato de sodio
(Synth), HEPES (Bio Basic Inc), gentamicina 40 mg/L (Inlab), B-mercaptoetanol (Sigma),
10% de SFB (Vitrocell) e 5% de LCCM (meio R10/5) na concentracdo de trabalho.

5. Producéo de LCCM (Meio condicionado de células L929)

O LCCM foi produzido a partir de sobrenadante de culturas de fibroblastos L929
mantidas em estado de 100% de confluéncia em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com bicarbonato de sédio (Synth), HEPES (Bio Basic Inc), gentamicina 40
mg/L (Inlab), B-mercaptoetanol (Sigma), 10% de SFB (Vitrocell) por sete dias. O
sobrenadante destas culturas foi filtrado em filtros de 0,22 pm- sendo denominado LCCM- e

armazenado a-196 °C (N Liquido) até o momento de uso.
6. Infeccdo invitro- Ensaio de fagocitose/adesdo

Para a realizacdo dos ensaios in vitro, BMDMs WT, TLR-2-/- e TLR-4-/- foram
plagueados em placas de 24 pocos (2x10°/poco) sobre laminulas de vidro e mantidos toda a
noite em estufa a 37°C e 5% CO, para possibilitar a aderéncia das células. Em seguida, os
pocos foram lavados com PBS 1x e incubados com a suspensdo flngica de leveduras na
multiplicidade de infeccdo 5 (MOI 5=1x10° leveduras/mL) ou apenas meio R10 como
controle. O sistema foi mantido em estufa a 37°C e 5% CO, por 3, 6, e 12 horas. Depois de
atingido o tempo de infeccdo, os sobrenadantes foram coletados para dosagem de citocinas.
As laminulas foram coletadas e coradas com kit hematologico comercial (Instant-Prov,
NewProv) e analisadas por microscopia ética comum. Para a realizacdo da microscopia
eletronica foi utilizado o tempo de 6 h de infecgdo. Apos esse periodo, 0 sobrenadante foi
removido, e as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e fixadas em 2% de Osmium por
2h. Em seguida, a amostra foi desidratada em etanol (25 a 100%) e cobertas por ouro (12nm).
As células foram visualizadas em microscopio eletronico GOL X-100 no aumento de 5000-
10000 vezes.
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7. Mensuracdo da lactato desidrogenase (LDH)

Apds interacdo entre os BMDMs WT, TLR-2-/- e TLR-4-/- e leveduras de S. brasiliensis
ATCC MyA-4823 durante 3, 6 e 12h, realizou-se a mensuracdo da lactato desidrogenase no
intuito de verificar se o fungo tinha a capacidade de matar esses macréfagos. Para isso, 0
sobrenadante desse ensaio foi recolhido e 50 pL foram pipetados para uma placa de 96 pocos.
Em seguida, adicionou-se 50 pL do substrato em cada poco e incubou-se por 30 minutos ao
abrigo da luz e sob temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, adicionou-se 50 pL da

solucdo Stop. A leitura foi realizada na absorbancia de 490nm (Promega-Cytotox Assay).

8. Dosagem de 6xido nitrico (NO)

A quantificacdo de NO foi realizada pelo acimulo de nitrito no sobrenadante da cultura de
células, apds 3, 6 e 12h de interagdo de BMDMSs com leveduras de S. brasiliensis, utilizando o
método espectrofotométrico da reacdo de Griess (Sigma-Aldrich). Apds os periodos de
incubacéo, aliquotas de 50uL do sobrenadante da cultura de células foram transferidas para
uma placa de cultura de células estéril (96 pocos-Corning, Inc.) e acrescidas de 50 pL de
solucdo de Griess (1g de sulfanilamida (Merk), 0,19 de dicloro N(1- naftil) etilenodiamina
(Merk), 2,5 mL de &cido ortofosforico (Mallinckrodt Chemical) e agua deionizada g.s.p 100
mL) e apds 10 minutos de incubacdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia
foi verificada em 540nm em espectrofotometro (Multiskan Ascent, Labsystems) e o0s

resultados expressos em micromoles de nitrito.

9. Dosagem de citocinas in vitro (IL-6, IL-10 e TNF-a)

Os sobrenadantes foram centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos e armazenados a -
20°C até o momento do uso. A deteccdo de IL-6, IL-10 e TNF-a foi realizada pela técnica de
ELISA de captura, empregando-se kits comerciais (R&D Systems) e seguindo as instrucoes
do fabricante.

10. Célculo do Indice de Fagocitose

Para o célculo do indice fagocitose (IF), foram observadas, para cada laminula, uma
média de 100 células, nas quais se determinou o numero de leveduras fagocitadas (C), o

nimero de macr6fagos com pelo menos uma levedura em seu interior (F) e o nimero de
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macrofagos totais observados (T). Com esses dados, o indice foi definido pela seguinte

formula:

IF :(E)x (f)x 100
Flo\T
11. Ensaiode Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)

A viabilidade do fungo no decorrer da interacdo foi avaliada pelo ensaio de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC). Ao término de cada intervalo de interacdo, os BMDMs,
incubados com as leveduras foram lavados com solucdo de PBS 1x, para remogdo das
leveduras ndo fagocitados, e lisados com 1 mL de solugdo 0.1% de Triton X-100. A seguir,
100 pL da suspensdo foram cultivados em Agar Sabouraud Dextrose por sete dias a
temperatura de 37°C. Ao final, o numero de coldnias crescidas foi contabilizado e, apos
correcdo pelo fator de diluicdo, os resultados foram expressos em logaritmo da razéo (log
UFC/mL).

12. Infecgdo invivo

O protocolo de infeccdo foi adaptado da metodologia descrita por Nascimento et al.
(2008) e De Lima Franco et al. (2011). Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5x10° leveduras/mL (ou com PBS 1X, como veiculo controle).
Apobs 7, 14 e 28 dias de infeccdo os animais foram eutanasiados e procedeu-se a retirada do
figado, baco, rins e cérebro. Os 6rgdos foram macerados e homogeneizados em 2 mL de PBS
1x. As suspensdes obtidas foram empregadas para a analise da carga fangica e armazenadas

para a dosagem de citocinas.
13. Anédlise da carga fungica - (UFC)

A carga fangica nos 6rgédos coletados foi determinada pelo ensaio de UFC. Dilui¢des
das suspensdes de 6rgdos foram cultivadas em Agar Sabourand Dextrose (Difco' VBD) a
37°C. As colonias crescidas apés 5-7 dias foram contabilizadas e corrigidas pelo fator de

diluicdo. Osresultados foram expressos como Logaritmo da razdo do UFC/ g de 6rgao.
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14. Dosagem de citocinas nas suspensdes de 6rgaos

As suspensbes de oOrgdos foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos e 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -20°C até o momento do uso. A detec¢édo de
citocinas (IL-10, IFN-y, IL-4, TNF-a, IL-6, IL-2) nestes sobrenadantes foi realizada pela

técnica de cytometric beads array (CBA) (BD bioscienses).

15. Analise Estatistica

Os graficos e os dados foram analisados pelo software Prism, versdo 5 (GraphPad). O

tipo de analise estatistica e 0 numero de experimentos para cada ensaio estdo descriminados

nas legendas de cada figura.
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RESULTADOS

1. Ausénciade TLR-2 e TLR-4 em BMDMs prejudica a fagocitose de S. brasiliensis.

Avaliou-se o indice de fagocitose apds a incubagdo de S. brasiliensis (MOI 5) com
BMDMs C57BI/6, TLR-2-/- e TLR-4-/- por tempos de 3 e 6h. A fagocitose dos BMDMs
C57Bl/6 foi significativamente maior em 3h e 6h quando comparado a TLR-2-/- e TLR-4-/-
(figura 6A e 6B). N&o foi possivel determinar o indice de fagocitose, apds 12h de interacéo,
devido a intensa destruicdo celular. O indice de fagocitose (IF) foi determinado por meio da
microscopia optica, cuja representacdo visual esta na figura 6C onde se comparou C57BI/6 e
TLR-2-/- ap6s 3h de interacdo. A confirmacdo e demonstracdo da fagocitose em BMDMs

C57Bl/6 foram obtidas por meio da microscopia eletronica (figura 6D).
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Figura 6. Auséncia de TLR-2 e TLR-4 em BMDMs prejudica a fagocitose de S. brasiliensis. A) e B) indice
de fagocitose comparativo entre BMDMs C57BI/6 e TLR-2-/- e TLR-4 -/-, respectivamente. Os BMDMs foram
incubados com leveduras de S. brasiliensis (MOI 5), durante 3, 6 e 12 horas e a interagdo foi analisada por
microscopia 6ptica. C) Representacdo comparativa da fagocitose de BMDMs C57BI/6 e TLR-2-/- apds 3h de
interacdo C) Imagem obtida por microscopia eletrdnica, apds 6h de interacdo de BMDMs WT com leveduras de
S. brasiliensis. Os ensaios de interacdo foram realizados em triplicata sendo representativos de trés
experimentos independentes. A analise estatistica empregada foi Two way-ANOVA e teste de Bonferroni. **
p<0, 05
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2. BMDMs deficientesem TLR-2 e TLR-4 exibem menor carga fingica

BMDMs C57BI/6, TLR-2-/- e TLR-4 -/- foram incubados com S. brasiliensis (MOI 5)
nos tempos de 3, 6 e 12 h. Posteriormente, plaqueou-se 100 pL do lisado celular. A auséncia
de TLR-2 se refletiu em uma reducdo significativa da carga fangica apds 3 h de interacdo
(figura 7A). Quando analisamos o receptor TLR-4, também houve reducdo, porém ela foi

significativa apenas no tempo de 12h (figura 7B).

A) [ C57BU6 B) 3 C5Bl6
ER TLR-2-/- B TLR-4-/-

*k B bl
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Figura 7. Menor carga fungica de S. brasiliensis na auséncia dos receptores A) TLR-2 e B) TLR-4. Fungo
quantificado a partir do lisado de BMDMs incubados com leveduras de S. brasiliensis (MOI 5). Resultados de
trés experimentos independentes expressos com desvio padrdo. One way ANOVA e teste de Bonferroni. ** p<
0,05
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3. Ausénciade TLR-2 e TLR-4 promove maior citotoxicidade nos BMD Ms em resposta a
S. brasiliensis

A avaliagéo da citotoxicidade em resposta a S. brasiliensis foi determinada pelo ensaio
de LDH com os sobrenadantes coletados durante a interagdo com os BMDMs. Nos tempos de
6 e 12h houve maior producdo de LDH em BMDMs TLR-2-/- quando comparado a BMDMs
C57Bl/6 (figura 8A). Para os BMDMs TLR-4 -/-, essa diferenca foi observada no tempo de
12h (figura 8B). Como foi observado, apos 12h de incubacdo, a auséncia de TLR-2 e TLR-4
comprometeram consideravelmente a viabilidade dos BMDMs, prejudicando a analise do

indice de fagocitose, como vimos anteriormente na figura (6A e 6B).
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Figura 8. Maior citotoxicidade na auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4. Teste realizado apds a incubagdo
de BMDMs C57BI/6 e nocautes para TLR-2 e TLR-4 com leveduras de S. brasiliensis (MOI 5) nos tempos de 3,
6 e 12h. Resultado representativo de 3 experimentos independentes. Two way-ANOVA e teste de Bonferroni.
**%k

p<0, 001.
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4. Auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 prejudicaram os mecanismos microbicidas
por meio da producdo de NO

No intuito de verificar o impacto da auséncia de TLR-2 e TLR-4 nos mecanimos
microbicidas de BMDMs, foi analisada a producdo de 6xido nitrico no sobrenadante da
interacdo de BMDMs C57BI/6, TLR-2-/- e TLR-4-/- apds 3, 6 e 12h. Tanto na auséncia do
receptor TLR-2, quanto na auséncia de TLR-4, ap6s 12h de interacdo com S. brasiliensis,

verificou-se que a producdo de NO foi prejudicada (figura 9 A e B).
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Figura 9. Auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 prejudicou a produgédo de NO apés 12h de interagdo.
Ensaio realizado pelo método de Griess. Teste realizado apds a incubagdo de macréfagos obtidos da medula de
camundongos C57BI/6 e nocautes para TLR-2 e TLR-4 com leveduras de S. brasiliensis (MOI 5) nos tempos de
3, 6 e 12h. Resultado representativo de 3 experimentos independentes. Two way-ANOVA e teste de Bonferroni.
***p<0, 001.
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5. Auséncia do receptor TLR-4 resultou em baixa producédo in vitro de TNF-a e da
citocina anti-inflamatoria IL-10

Apos os periodos de incubagdo (3, 6, 12 h) de BMDMs C57BI/6, TLR-2-/- e TLR-4-/-
com leveduras de S. brasiliensis foi analisada comparativamente a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (IL-6 e TNF-o) e da citocina anti-inflamatoria 1L-10.

Na auséncia do receptor TLR-2, foi observada uma baixa producéo de citocinas (IL-6,
IL-10 e TNF-o) in vitro, no entanto, essas diferengas ndo foram significativas quando
comparadas a BMDMs C57BI/6 (figura 10). J& na auséncia do receptor TLR-4, observamos
uma diminuicdo nos niveis de TNF-o (apés 6h) e IL-10 (ap6s 12h), quando comparado a
BMDMs C57BI/6 (figura 11). Enquanto BMDMs C57BI1/6 exibem um aumento de TNF-a
apo6s 6h de interacdo, seguida pela sua reducdo em 12h, nenhum dos nocautes avaliados
produziu quantidades relevantes no mesmo periodo. Os resultados sugerem que in Vvitro,

especialmente o receptor TLR-4 é importante na producdo de citocinas.
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Figura10. Perfil de secrecdo de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatéria na auséncia de TLR-2 ap6s a interagdo in vitro com S. brasiliensis. Multiplicidade de

infeccdo 5 (MOI 5). Aplicacéo de técnica de ELISA de captura para mensuragdo dos niveis de citocinas TNF-a, IL-10 e IL-6 no sobrenadante do ensaio de cinética entre
macréfagos e leveduras de S. brasiliensis. A andlise estatistica empregada foi Teste de Bonferroni para mdltiplas comparacgdes. S.b: Sporothrix brasiliensis ***p<0,001.

Limites de detec¢do: IL-6: 15.60 - 1,000 pg/mL, IL-10: 31.20 - 2,000 pg/mL, TNF-a: 31.20 - 2,000 pg/mL
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Figura 11. Perfil de secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatéria na auséncia de TLR-4 apés a interacdo invitro com S. brasiliensis. Multiplicidade de
infeccdo 5 (MOI 5). Aplicacdo de técnica de ELISA de captura para mensuracao dos niveis de citocinas TNF-o IL-10 e IL-6 no sobrenadante do ensaio de cinética entre
macrofagos e leveduras de S. brasiliensis. A andlise estatistica empregada foi Teste de Bonferroni para multiplas comparacGes. S.b: Sporothrix brasiliensis ***p<0,001.
Limites de deteccdo: IL-6: 15.60 - 1,000 pg/mL, 1L-10: 31.20 - 2,000 pg/mL, TNF-a: 31.20 - 2,000 pg/mL

CAPITULO |




40

6. Auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 promove maior disseminagdo de S.
brasiliensis

Confirmada a importancia de TLR-2 e TLR-4 em macr6fagos no sistema in vitro, em
seguida, foi investigada sua relevancia in vivo. Empregando o modelo de infeccdo
intraperitoneal (5x 10° leveduras), avaliou-se primeiramente como a colonizacéo do figado,
baco, rins e cérebro seria influenciada pela deficiéncia de TLR-2 e TLR-4, apés 7, 14 e 28
dias. Para ambos os receptores, na sua auséncia, apos 14 e 28 dias de infecgéo, verificou-se
que houve maior carga fangica nos 6rgdos como figado, baco e rins, quando comparados aos
animais C57BI/6 (figura 12 e 13). Apos 7 dias de infecgdo, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos analisados.

Na auséncia do receptor TLR-2, ap6s 14 dias de infeccdo, verificou-se maior carga
fungica no figado, bacgo e rins. No entanto, apds 28 dias de infeccdo, apesar das altas cargas
fungicas emambos os grupos (C57BI1/6 e TLR-2-/-), as diferencas foram significativas apenas
no baco (figura 12). Quando foi avaliado o receptor TLR-4, apds 14 dias de infeccdo com S.
brasiliensis, sua auséncia revelou maior carga fungica no figado, baco e rins, quando
comparado a animais C57Bl6. Apobs 28 dias de infecgdo, essa diferenca manteve-se para
orgdos como o figado e baco (figura 13). Quando verificamos a carga fungica no cérebro, ndo
observamos crescimento flngico para todos os grupos testados. Esses dados sugerem que

TLR-2 e TLR-4 séo importantes no controle da infeccdo por S. brasiliensis.
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Figura 12. Hevada carga fungica no figado, bago e rins de camundongos nocautes para TLR-2 apds 7, 14 e 28 dias de infeccdo com S. brasiliensis. Os camundongos
C57BI/6 WT (n=5) e nocautes para TLR-2 (n=5) foram infectados com 5x10° leveduras de S. brasiliensis e as unidades formadoras de colénias foram recuperadas no 7°, 14°
e 28° dia de infeccdo. A analise estatistica foi realizada pelo teste de Bonferroni, para miltiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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7. Auséncia de TLR-2 e TLR-4 prejudica a producao de citocinas nos primeiros 14 dias
de infeccéo com S. brasiliensis.

Os camundongos C57BI/6 e nocautes para TLR-2 e TLR-4 foram infectados com
5x10° leveduras/mL de S. brasiliensis por um periodo de 7, 14 e 28 dias. Foi analisada a
producdo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a no macerado do figado, baco e
rins.

Nos primeiros 7 dias de infeccdo, verificou-se que a auséncia de TLR-2 prejudicou a
producdo de IL-6 (bago), IL-17 (figado e rins), IFN-y (baco) e TNF-a (bago), quando
comparado a camundongos C57BI/6 (figura 14). Para as demais citocinas analisadas,
observou-se diferencas apenas entre os grupos controles e infectados. Apds 14 dias de
infeccéo, verificou-se que as secrecdes de IL-6 e TNF-a (bago) na auséncia de TLR-2 foram
prejudicadas (figura 15). No entanto, ap6s 28 dias de infeccdo, nos rins e baco de
camundongos TLR-2-/- houve um aumento da produgdo de IL-17, quando comparado aos
animais C57BI6 (figura 16). Para as demais citocinas analisadas, ndo foram encontradas
diferencas significativas.

Verificando a importancia de TLR-4 na produgdo de citocinas foi observado que apos
7 dias de infeccdo, detectou-se baixos niveis de IL-6, IFN-y e TNF-o no baco de animais
TLR-4-/- quando comparados a animais C57BI/6 (figura 17). Apos 14 dias de infeccdo, as
diferencas ocorreram para IFN-y (baco) e IL-6 (bago e rins) (figura 18). Assim como ocorreu
para TLR-2-/-, na auséncia de TLR-4, apds 28 dias de infeccdo, houve um aumento na
produgédo de citocina nos rins, e diferentemente de TLR-2-/- cujo aumento foi de IL-17, nesse
caso, houve um aumento de IL-6 (rim) quando comparado a camundongos C57BI/6 (figura
19). As demais citocinas analisadas apresentaram diferencas estatisticas apenas entre 0s
grupos controle e infectados. Os resultados permitem concluir que a auséncia de TLR-2 e

TLR-4 prejudicam a produgéo de citocinas, principalmente nos primeiros 14 dias de infecgéo.
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Figura 14. Anélise da producao de citocinas na auséncia do receptor TLR-2 ap6s 7 dias de infeccdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5 x10® UFC/mL de S. brasiliensis e ap6s 7 dias foram eutanasiados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgaos e expressas

como média + desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A analise estatistica foi realizada pelo teste de
Bonferroni, para miltiplas comparagfes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 15. Analise da producdo de citocinas na auséncia do receptor TLR-2 ap6s 14 dias de infeccdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5 x10° UFC/mL de S. brasiliensis e ap6s 7 dias foram eutanasiados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgéos e expressas

como média + desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A analise estatistica foi realizada pelo teste de
Bonferroni, para miltiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 16. Analise da producdo de citocinas na auséncia do receptor TLR-2 ap6s 28 dias de infeccdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5 x10° UFC/mL de S. brasiliensis e ap6s 28 dias foram eutanasiados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgéos e expressas

como média +desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos independentes. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A analise estatistica foi realizada pelo
teste de Bonferroni, para muiltiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 17. Anélise da producéo de citocinas na auséncia do receptor TLR-4 apds 7 dias de infeccdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5 x10° UFC/mL de S. brasiliensis e apés 7 dias foram eutanasiados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgéos e expressas

como média +desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de
Bonferroni, para miltiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 18. Andlise da producdo de citocinas na auséncia do receptor TLR-4 apds 14 dias de infecgdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados
intraperitonealmente com 5 x10° UFC/mL de S. brasiliensis e apés 14 dias foram eutanaziados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgéos e expressas
como média +desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A analise estatistica foi realizada pelo teste de
Bonferroni, para maltiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 19. Andlise da producdo de citocinas na auséncia do receptor TLR-4 apds 28 dias de infecgdo com S. brasiliensis. Grupos de 5 camundongos foram infectados

intraperitonealmente com 5 x10% UFC/mL de S. brasiliensis e ap6s 28 dias foram eutanasiados. As citocinas foram quantificadas a partir do macerado dos 6rgéos e expressas

como média +desvio padrdo. Resultados referentes a 3 experimentos independentes. Os niveis de citocinas estdo sinalizados em pg/mL. A anélise estatistica foi realizada pelo
teste de Bonferroni, para multiplas comparagdes. * p< 0,05, ** p<0,01, ***p<0,001.
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DISCUSSAO

Nas Ultimas décadas, tem ocorrido um aumento na incidéncia de infec¢Bes fungicas,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (LEONART et al, 2017). Portanto, €
fundamental a compreensédo de como a resposta imune funciona a partir da interacdo das
células como agente infeccioso e posteriormente com a deflagracdo do processo inflamatério.
O reconhecimento dos microrganismos por meio dos PRRs dirige a resposta imune inata por
meio da inducdo de quimiocinas e citocinas inflamatorias que irdo coordenar o recrutamento
de neutr6filos em resposta a ativagdo de macr6fagos (AKIRA; TAKEDA,; KAISHO, 2001).
Sabe-se que os macréfagos s@o a principal populacdo de células envolvidas na protecdo do
hospedeiro e tém a capacidade de eliminar o Sporothrix spp por meio da fagocitose (ODA et
al., 1983; CARLOS et al., 1994). Sendo assim, 0s questionamentos que dirigiram nosso
estudo sdo os seguintes: Qual a importancia dos receptores TLR-2 e TLR-4 presentes nos
macréfagos no reconhecimento e desencadeamento da resposta imune frente a S. brasiliensis?
Qual o impacto da auséncia desses receptores no modelo murino de infeccdo com S.
brasiliensis?

O receptor TLR-2 detecta varios componentes presentes em bactérias e fungos,
principalmente lipoproteinas de bactérias e tri/ diacilatolipopeptideos (TAKEUCHI, OSAMU;
AKIRA, 2010). Ja o receptor TLR-4 é expresso principalmente em mondcitos, neutrofilos,
macréfagos e DCs. Ele foi inicialmente identificado como a molécula responsavel por
reconhecimento de LPS e ap6s sua ativacdo, os macr6fagos podem se tornar células efetoras
gue liberam citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas do oxigénio para eliminar 0s
antigenos estranhos (MEDZHITOV et al, 1997; MARTINEZ, HELMING; GORDON,
2009).

Apesar da importdncia de TLR-2 e TLR-4 estar estabelecida para a espécie S.
schenckii (SASSA et al., 2009; SASSA et al, 2012; NEGRINI et al., 2012), com a
emergéncia da espécie S. brasiliensis, estudos acerca da resposta imune tornam-se
necessarios. As principais diferencas entre as espécies S. brasiliensis e S. schenckii referentes
a perfil epidemiolégico, viruléncia, patogenicidade, bem como, reconhecimento por células
mononucleares de sangue periférico humano, estdo bem estabelecidas (FERNANDES et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2015; MARTINEZ-ALVAREZ et al.,, 2017). No intuito de

determinar a dependéncia desses receptores no desencadeamento de uma resposta imune
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durante a infecgéo por S. brasiliensis, foram realizados ensaios de interagéo in vitro e ensaios
de infeccdo in vivo.

Os resultados in vitro aqui encontrados para S. brasiliensis revelam a importancia dos
receptores TLR-2 e TLR-4 em BMDMs e corroboram com os observados para S. schenckii,
onde a sua auséncia promove reducdo do nimero de leveduras internalizadas e a diminuicdo
da producdo de mediadores pro e anti-inflamatorios (CARLOS et al., 2003; SASSA et al.,
2009; NEGRINI et al, 2012). Dentre eles, o NO é amplamente reconhecido como uma
molécula microbicida essencial para a atividade fungicida de macr6fagos frente a S. schenckii
(FERNANDES et al., 2000). A baixa producdo de NO na auséncia de TLR-2 e TLR-4,
suporta a hipotese de que a interacdo receptor-fungo foi prejudicada, consequentemente,
houve uma insuficiente ativacdo de macrofagos na auséncia desses receptores e assim
estimulos menos eficientes para a sintese de NO (GODALY et al., 2001). A elevada produgéo
de LDH, na auséncia de TLR-2 e TLR-4, mostra que a depuracdo do patdgeno também foi
prejudicada (LABBE & SALEH, 2008). As analises microscdpicas mostram gque na auséncia
dos receptores, houve crescimento dos fungos no interior dos BMDMs, que provavelmente
acarretou maior morte celular. Assim, acredita-se que a auséncia desses receptores promove
um microambiente favordvel ao crescimento e desenvolvimento do fungo. Em relacdo a
producdo de citocinas, a auséncia de TLR-4, prejudicou significativamente a producéo desses
mediadores in vitro (TNF-a ¢ IL-10). De maneira geral, nos camundongos C57BI/6 infectados
com S. brasiliensis, houve uma baixa producdo de citocinas, no entanto, foi observado um
pico na producdo de TNF-a em 6h. Esse dado corrobora aos encontrados por Fernandes et al.,
(2008) na infeccéo inicial de camundongos WT com S. schenckii. Os dados encontrados nas
analises in vitro, indicam que a sinalizagcdo por TLR-2 e TLR-4 € importante na deflagracéo
da resposta imune inata, sendo que na auséncia de TLR-4 in vitro teve maior impacto, visto
que, além de prejudicar significativamente a fagocitose e a producdo de Oxido nitrico, a
producdo de TNF-a e IL-10 tambem foi afetada.

Sabe-se que a producdo e liberagdo de mediadores pré-inflamatérios durante a
infeccdo in vivo dependem em grande parte da ativacdo de receptores TLR-2 e TLR-4, como
foi observado na infeccdo por S. schenckii, Paracoccidioides brasiliensis, C. albicans,
Aspergillus fumigatus e Pneumocystis jirovecii (BELLOCCHIO et al., 2004; DING et al,,
2005; NAKAMURA et al., 2006; GASPAROTTO et al,, 2010; LEAL et al., 2010; SASSA et
al., 2012). Quando foi analisada a importancia dos receptores TLR-2 e TLR-4 no sistema in

vivo de infeccdo sistémica por S. brasiliensis, observou-se que na auséncia desses receptores,
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as cargas fungicas dos 6rgdos foram significativamente maiores quando comparadas aos
camundongos C57BI/6 apds 14 e 28 dias. Esse aumento da carga fungica nos érgdos dos
animais TLR-2-/- e TLR-4 -/- pode estar associado a uma producdo reduzida de citocinas pro-
inflamatorias (IL-6, TNF-a e IFN-y) durante os primeiros 14 dias de infec¢do, conduzindo a
multiplicacdo de leveduras de S. brasiliensis.

A importancia do receptor TLR-2 é estabelecida frente a S. schenckii, e mostra que o
mesmo € necessario a producdo de IL-6 e IL-8 por queratindcitos humanos (LI et al., 2012).
Resultados similares aos aqui encontrados também foram relatados para C. albicans, onde a
fagocitose e a producdo de quimiocinas exibiram um comportamento TLR-2 dependente,
sendo necessario a quimiotaxia de neutréfilos para os locais de infec¢do, e cuja auséncia
promoveu a disseminagao do patdégeno (TESSAROLLI et al., 2010). O bloqueio de TLR-2 foi
capaz de inibir 60-75% a producdo de TNF-a e IL-1p em resposta a C. albicans,
demonstrando que a inducdo de citocinas pro-inflamatorias € parcialmente, e ndo
exclusivamente, mediada por TLR-2 (NETEA et al., 2002). Também em concordancia com
este estudo, o estudo do papel de TLR-2 na resposta imune frente a A.
actinomycetemcomitans mostrou baixo percentual de fagocitose de macréfagos e neutrofilos
TLR-2-/- quando comparado a WT, conduzindo a um aumento na gravidade da infec¢do
(GELANI et al., 2009). Camundongos nocautes para TLR-2, infectados com Streptococcus
pneumoniae, bactéria causadora da meningite bacteriana, tiveram agravamento da doenca,
apresentando maiores titulos bacterianos no sistema nervoso central (KOEDEL et al., 2003).
Da mesma forma, na infeccdo por S. aureus, camundongos nocautes para TLR-2 e MyD88
apresentaram maior carga bacteriana e elevada mortalidade (TAKEUCHI et al., 2000).
Interessantemente, verificou-se aqui, que a auséncia de TLR-2 apds 28 dias de infeccéo,
promoveu um aumento de IL-17 nos rins e bago, sugerindo o surgimento de um padréo de
resposta Th17, sendo que para os camundongos C57Bl/6 infectados com S. brasiliensis houve
uma polarizacdo de resposta Thl durante o todo o curso de infeccéo.

Sabe-se que anticorpos protetores e as células CD4+ Thl e Thl7 sdo elementos
fundamentais na resposta imune frente a S. schenckii (FRANCO et al., 2012; ALMEIDA et
al., 2015; FERREIRA et al., 2015; VERDAN et al., 2012; LIU et al., 2016). As citocinas
padrdo Thl7 estdo sabidamente envolvidas no controle de infecgbes causadas pelos fungos
Candida e Aspergillus, particularmente em condicGes de deficiéncia de resposta Thl
(ROMANI, 2011). A IL-17 é uma potente citocina inflamatéria envolvida na amplificacdo

imune e é produzida principalmente por células CD4 + Thl7, embora outras células também
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sdo relatadas como produtoras de de IL-17 (KORN et al., 2007). Reforcando os resultados
aqui encontrados, o mesmo foi observado por Negrini et al. (2012), na infeccdo de
macrofagos esplénicos por S. schenckii. Verificou-se que na auséncia de TLR-2, além da
baixa producédo de citocinas pro-inflamatorias e NO, houve maior producéo de IL-17 quando
comparada a animais WT, mostrando que a auséncia de citocinas de padrdo Thl nos animais
TLR2-/- coincidiu com a producédo de IL-17 (NEGRINI et al., 2012). Loures et al. (2009)
avaliaram o papel do TLR-2 em modelo experimental de infec¢cdo pulmonar cronica induzida
pelo Paracoccidioides brasiliensis e também observaram que macréfagos provenientes de
camundongos TLR-2-/- apresentaram resposta polarizada para Th17. O aumento de IL-17 na
auséncia de TLR-2 também foi observado em abscessos cerebrais na infecgdo por S. aureus.
Uma possivel explicacdo seria que esses animais possam exibir infiltrados Thl7 que
compensem funcionalmente a perda de sinais dependentes de TLR-2 por meio dos efeitos pro-
inflamatdrios da IL- 17. No caso em estudo, a IL-17 potencializou a liberacdo de quimiocinas
a partir de macrofagos estimulados por TNF-a. Logo, a resposta exagerada de IL-17 que
ocorre em camundongos TLR-2-/- pode ser um mecanismo compensatdrio para facilitar o
controle da progressdo da doenca (NICHOLS et al., 2009), como ja foiobservado na infecgédo
causada pelo fungo do género Coccidioides, onde a producdo de IL-17 promoveu o
recrutamento de neutréfilos para os pulmdes e reparacédo tecidual (LIN et al., 2010). Estudos
mostram que em um modelo murino de infeccdo sistémica por C. albicans a dele¢do do gene
de TLR-2 proporcionou uma producdo muito diminuida de citocinas Thl (IFN-vy, IL-12 e
TNF-a) em comparagdo com os animais controle, no entanto, eles foram igualmente capazes
de montar uma resposta humoral especifica (VILLAMON et al., 2004), o que sugere que a
auséncia desse receptor faz com que o sistema imune desses animais utilize outras vias na
tentativa de combate aos patdgenos.

Assim como para TLR-2, o papel de TLR-4 ndo é descrito na infeccdo por S.
brasiliensis, no entanto, ele é sabidamente envolvido no reconhecimento de S. schenckii e
outras espécies fungicas, tais como: C. albicans, Aspergillus sp, Cryptococcus neoformans,
Paracoccidioides brasiliensis e Pneumocystis jirovecii (SASSA et al., 2012; NETEA et al.,
2002; GASPAROTO etal., 2010; NAKAMURA et al., 2006; LOURES et al., 2010; LEAL et
al., 2010). A auséncia de sinais mediados por TLR-4 foi descrito por causar um aumento da
susceptibilidade a candidiase disseminada. Este efeito estaria associado com uma diminuicdo
da liberacdo da quimiocinas, tais como CXCL1, proteina inflamatoria de macr6fagos MIP-2 e

CXCL2, além de prejudicar o recrutamento de neutrofilos para o local da infeccdo. Além
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disso, polimorfismos de TLR-4 estdo envolvidos com a susceptibilidade a candidiase grave
em seres humanos (NETEA et al, 2002). Em concordancia, Gasparoto et al., (2010)
mostraram que, na auséncia de TLR-4, o influxo de neutr6filos em resposta a C. albicans na
cavidade peritoneal foi significativamente reduzido. Assim, a auséncia de TLR-4 poderia estar
prejudicando o0 mecanismo de ativacdo do sistema imune e promovendo ineficiente
ingestdo/eliminacdo das leveduras do fungo. Estudos similares mostram que macréfagos
provenientes de camundongos nocautes para TLR-4 produzem menos TNF-a ¢ IL-1pB, quando
estimulados com conidios de A. fumigatus (NETEA et al., 2003). Em modelo de infeccdo por
C. neoformans, no entanto, os resultados sdo diferentes. Nakamura et al, (2006) ndo
encontraram nenhuma diferenca na producgdo de IL-1p, IL-6, IL-12p40 e TNF-a no pulméo de
camundongos nocautes para TLR-2 e TLR-4, quando comparado a camundongos WT. Apdés
28 dias de infeccdo, na auséncia de TLR-4, observou-se aumento a producéo de IL-6. A IL-6
€ uma citocina pré-inflamatoria, envolvida no na resolucdo da esporotricose (REED et al.,
1993), e nesse estudo provavelmente atua permitindo o controle da doenca ap6s 28 dias de
infeccéo.

O modelo de infeccdo disseminada por S. brasiliensis empregado nesse estudo revelou
que o baco foi o principal érgdo da infeccdo, mostrando alta carga flngica na auséncia dos
receptores e produzindo altos niveis de citocinas, especialmente nos camundongos C57BI/6.
Sabe-se que durante a infec¢do, o desenvolvimento da inflamacdo, gera aumento de peso e
tamanho do baco, que foi verificado em nosso estudo (dados ndo mostrados), ja que este
orgdo desempenha um papel fundamental na eliminacdo de patdgenos e, portanto, é
submetido a aumento de infiltracdo celular e producdo de exsudado (ALTAMURA et al,,
2001; MIRKOV et al., 2011).

Com base nos dados encontrados nesse trabalho, foi demonstrado que os receptores
TLR-2 e TLR-4 sdo importantes no desencadeamento da resposta imune por macr6fagos in
vitro frente a S. brasiliensis. A analise in vivo demonstrou que a auséncia de TLR-2 e TLR-4,
prejudicou o desenvolvimento de uma resposta Thl principalmente nos primeiros 14 dias de
infeccdo. Apds 28 dias de infeccdo, especificamente para TLR-2-/-, houve o desencadeamento
de uma resposta padrdo Thl7 e quando observada a auséncia de TLR-4, o aumento da
citocina IL-6, sugerindo mecanismos de controle da esporotricose. Um dado interessante a ser
notado € que a auséncia de um receptor provavelmente faz com que o sistema imune venha
utilizar outras vias de sinalizacdo na tentativa de combater o patdgeno, o que ndo exclui a

possibilidade de outros receptores estarem envolvidos na resposta induzida pelo fungo S.
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brasiliensis. Uma vez que grande parte dos fungos que séo reconhecidos TLR-2 e também sdo
reconhecidos pelo TLR-4, seria significativo avaliar o sinergismo entre esses dois TLRs no

contexto da infeccdo flingica por S. brasiliensis.
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CONCLUSOES

A auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 em BMDMs prejudica a fagocitose de S.
brasiliensis. Isso foi evidenciado por um menor ndmero de leveduras internalizadas e
consequente diminuicdo da carga fangica e mecanimos microbicidas prejudicados
apos os tempos de interacdo estudados. Especificamente, TLR-4 interfere na producéao
de citocinas de forma significativa. 1sso mostra a dependéncia desses receptores no

reconhecimento e desencadeamento da resposta imune in vitro frente a S. brasiliensis.

Na auséncia dos receptores TLR-2 e TLR-4 houve maior disseminagdo de S.
brasiliensis nos 6rgdos como figado, baco e rins durante todo o periodo investigado
(28 dias).

Nos primeiros 14 dias de infeccdo houve a polarizacdo de uma resposta Thl nos
camundongos C57BI/6, e durante esse mesmo periodo a producdo de citocinas

mostrou ser dependente dos receptores TLR-2 e TLR-4.

. Na auséncia do receptor TLR-2 verificou-se a polarizacdo de uma resposta Thl7 apds

28 dias de infeccdo, possivelmente como uma tentativa de controle da infecéo.

Na auséncia de TLR-4, foi prejudicada a produgdo de citocinas, no entanto, apds 28
dias de infeccdo houve um aumento de IL-6, citocina sabidamente importante na

resolucdo da esporotricose.

Os dados apresentados nos permitem concluir que TLR-2 e TLR-4 sdo importantes no

desencadeamento de uma resposta imune frente a S. brasiliensis, principalmente nos
primeiros 14 dias de infeccdo. Tardiamente, possivelmente outros mecanimos estdo
envolvidos na resolugdo da doenga. Assim, estudos que investiguem a utilizagcdo de outras
vias de sinalizacdo, bem como mecanismos compensatorios e o sinergismo desses receptores
no contexto da infeccdo por S. brasiliensis sdo fundamentais na compreensdo da

fisiopatologia dessa doenca.
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CAPITULO II

Investigacao de proteinas envolvidas na viruléncia e evasdo do sistema imune
diferencialmente expressas em S. brasiliensis.
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1. Patogenicidade e viruléncia de fungos

A patogenicidade é a capacidade de um microrganismo infectar o hospedeiro e causar
doenca. A patogenicidade de um fungo depende da sua capacidade de adaptacéo as condigdes
do ambiente e resisténcia frente as defesas do hospedeiro. Os determinantes da patogenicidade
sdo chamados de fatores de viruléncia. Logo, a viruléncia é referida como a capacidade de um
patdbgeno multiplicar-se e causar danos ao hospedeiro (CASADEVALL, 2007). Embora
viruléncia seja uma caracteristica do microrganismo, esta pode ser determinada por multiplas
interacBes entre 0 microrganismo e o hospedeiro (CHANG et al, 2003). Os fatores de
viruléncia podem ser produtos diretos da expressdo génica (proteinas), ou produtos de
caminhos biossintéticos complexos, como por exemplo, polissacarideos ou mediadores
lipidicos. A importancia dos fatores de viruléncia é determinada verificando a resposta
bioldgica de fungos na presenca e auséncia desses fatores. Os microrganismos patogénicos
possuem uma série de fatores e mecanismos de viruléncia que possibilitam a sua
sobrevivéncia, escape frente ao sistema imune e persisténcia no hospedeiro resultando em
danos teciduais e doenca. Para fungos de forma geral, os principais fatores de viruléncia
incluem adesinas, proteases, dimorfismo térmico e tolerancia a 37°C, que sdo de extrema
importancia para a sobrevivéncia e disseminacdo no hospedeiro (IYALLA etal., 2017). Sabe-
se que a patogénese e a viruléncia s&o mecanismos complexos, com uma combinagdo de
propriedades, e a investigacdo da expressdo de fatores de viruléncia em microrganismos

sabidamente virulentos é de extrema importancia.

2. Principais fatores de viruléncia para Sporothrix spp.

Dentro do complexo Sporothrix, hd variagdes na viruléncia entre espécies. Em modelo
murino de esporotricose experimental, S. brasiliensis foi a espécie mais virulenta, no que
tange a mortalidade e ao dano tecidual, seguido por S. schenckii e S. globosa (ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al, 2009). Com relacdo a aspectos histopatologicos, leveduras de S.
schenckii foram encontradas no centro de granulomas hepéaticos, ao passo que, S. brasiliensis
foi encontrado extensivamente nas células de Kupffer, mostrando semelhanca com a infec¢édo
por Histoplasma capsulatum (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al, 2009). Ensaios de
sobrevivéncia revelaram que, apos 40 dias de infeccdo, a cepa S. brasiliensis ATCC MyA-
4823, a mesma utilizada no presente estudo, conduziu 100% dos camundongos a 6bito. Nesse
mesmo estudo, concluiu-se que os isolados de S. brasiliensis apresentam-se mais virulentos

nos modelos murino de esporotricose subcutdnea quando comparado aos isolados de S.
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schenckii (SANCHES, 2013). Estudo desenvolvido por Mario et al., (2015) mostraram que a
infeccdo intravenosa com S. brasiliensis (2x10"UFC/mL), na auséncia de qualquer tratamento,
acarretou no 6bito dos camundongos entre os dias 14 e 18. Em um modelo similar, a
mortalidade foi observada no 26° dia apos a infeccdo (ISHIDA et al., 2015).

Dentre os fatores necessarios sabidamente conhecidos para Sporothrix sp, 0s quais
estdo envolvidos na viruléncia e evasdo ao sistema imune, temos: a secrecdo de fatores
toxicos por vesiculas extracelulares (ALBUQUERQUE et al., 2008; RODRIGUES et al.,
2008; O'MEARA et al.,, 2015), adesao e dimorfismo térmico. O dimorfismo térmico presente
em fungos patogénicos como Blastomyces, Histoplasma, Paracoccidioides, Coccidioides e
Talaromyces, é essencial para a viruléncia em hospedeiros mamiferos (KLEIN & TEBBETS,
2007). O dimorfismo relaciona-se a alteragdes na composicao da parede celular, presenca de
moléculas antigénicas e a expressdo de componentes envolvidos na viruléncia. Nas infeccbes
por Sporothrix spp. o dimorfismo térmico é de grande importancia, ja que a transmissdo por
leveduras foi associada a formas mais graves da doenga. Isto permitiu concluir que a forma de
levedura é mais virulenta do que a forma filamentosa (KLEIN & TEBBETS, 2007). Além do
dimorfismo, alguns fatores de viruléncia comumente associados a patogénese do género
Sporothrix spp s@o: adesinas, enzimas extracelulares, melanina, termotolerancia, presenca de

acido sidlico e composicdo da parede celular (BARROS et al., 2011).

A adesdo de microrganismos patogénicos aos tecidos hospedeiros é considerada como
0 primeiro e maior passo na colonizacao e disseminacdo (VARTIVARIAN, 1992). A adesédo
entre células, ou entre célula e matriz extracelular, é observada em alguns microrganismos tais
como, P. brasiliensis, B. dermatitidis, H. capsulatum e C. neoformans, e ocorrem gquando
essas leveduras possuem moléculas na sua parede celular, ou capsula, que permitem a adesdo
ou disseminacdo da célula fangica para outros tecidos. A aderéncia flngica ao tecido do
hospedeiro tem papel critico na infeccdo (JIMENEZ-LUCHO etal.,, 1990).

Uma adesina bem caracterizada em Sporothrix spp. é a glicoproteina de 70kDa (gp70)
(NASCIMENTO et al., 2008). Esta glicoproteina estd localizada na superficie de isolados de
S. schenckii e S. brasiliensis, sendo capaz de mediar a interacdo do fungo a fibronectina
(CASTRO et al., 2013). Contudo, analises da expressdo de gp70 mostraram que ela é pouco
expressa na superficie das leveduras da cepa S. brasiliensis ATCC MyA-4823. Tais resultados

sugerem que a quantidade de gp70 na superficie celular deste patogeno possa ter relagdo com
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sua viruléncia, justificando também um desequilibrio observado na resposta imune protetora
induzida por esse antigeno (ALMEIDA, 2012; TEIXEIRA, 2011).

A capacidade de sobreviver e replicar a 37 °C parece ser uma propriedade comum aos
fungos patogénicos. Este fenbmeno conhecido como termotolerancia, € observado em
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum e Sporothrix schenckii (CASADEVALL
et al., 2007). Isolados de C. neoformans que ndo crescem de forma eficiente a 37°C séo
incapazes de provocar infecgdo letal em camundongos (RHODES, 1988). Além disso, sabe-se
que as cepas de baixa viruléncia de H. capsulatum requerem um tempo maior de transicdo de
micélio para levedura a 37°C, enquanto que cepas virulentas sdo capazes de suportar
mudancas drasticas de temperatura e conseguem transformar-se rapidamente (MEDOFF et al.,
1986). A termotolerdncia também parece ser um fator importante para o desenvolvimento de
algumas formas clinicas de esporotricose. Alguns estudos demonstraram que cepas de S.
schenckii isolados de lesdes extracutaneas parecem ter algum (ns) fator(es) de viruléncia que
0s permitem causar lesdo visceral, uma vez que, estes isolados extracutdneos crescem muito
bemin vitro a 37°C. Isolados capazes de crescer a 35°C, mas incapazes de fazé-lo a 37°C, ndo
causam linfangites, limitam-se a infecgbes cutaneas fixas. Ja os isolados de lesbes
linfangiticas, disseminadas e extracutdneas apresentam tolerancia e crescimento a 37°C
(KWON-CHUNG & BENNETT, 1992; TACHIBANA; MATSUYAMA; MITSUYAMA,
1999). Estudos mostram que a termotolerancia entre S. schenckii e S. brasiliensis é
semelhante, no entanto, para S. brasiliensis, parece ndo estar relacionada as formas clinicas
(ALMEIDA-PAES etal., 2015).

A presenca de melanina também tem sido relacionada a viruléncia de varios fungos
patogénicos. A melanina é hidrofébica e protege contra condicdes severas, tais como,
radiacdo UV, aumento da temperatura e também protege contra espécies reativas de oxigénio
(ROS) (CASADEVAL et al., 2007). Em S. schenckii, a melanina protege os conidios de
danos oxidativos por radicais livres e luz ultravioleta e confere alta resisténcia a fagocitose
pelos macrofagos (ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). As células leveduriformes também
podem produzir pigmentos semelhantes a melanina in vivo e in vitro, sendo que a sua
presenca, aléem de estar envolvida com a viruléncia, atua reduzindo os efeitos do tratamento
(MORRIS-JONES et al., 2003; MARIO et al., 2015). Especificamente com relacéo a S.
brasiliensis, estudos mostram que a rapida melanizacgéo e altos niveis de pigmentacéo, séo em

parte devido a associagdo entre S. brasiliensis e gatos, pois esses animais possuem o habito de
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enterrar urina e fezes no solo, onde podem ser infectados com micélio intensamente
melanizado de S. brasiliensis (ALMEIDA-PAES et al., 2015).

Os residuos de acido sialico sdo expressos na superficie celular do S.schenckii
(ALVIANO et al, 1982). A contribuicdo de moléculas de &cido sialico na viruléncia de
Sporothrix sp. é explicada pelo fato de células leveduriformes do fungo possuirem dupla
camada rica em residuos de &cido sialico, enquanto as hifas possuem apenas uma. Estes
residuos protegem as células da fagocitose por macrdfagos peritoneais em camundongos.
Estes residuos podem ainda ser liberados, formando agregados que interagem com 0S
anticorpos e outros elementos do sistema imune, deixando o fungo livre para proliferar e
invadir os tecidos (ODA et al., 1983). Corroborando esta pesquisa, a remo¢ao enzimatica dos
residuos de &cido sialico das formas infectantes de S. schenckii os tornam mais suscetiveis a
fagocitose (ALVIANO, TRAVASSOS, SCHAUER, 1999).

Os fungos em meio de cultura secretam varias enzimas hidroliticas tais como
proteinases, lipases e fosfolipases. Essas enzimas desempenham um papel fundamental no
metabolismo de fungos, e estdo envolvidas na patogénese da infeccdo causando danos as
células hospedeiras (KUROKAWA et al., 1998). Especificamente, as proteases sdo enzimas
que auxiliam na invacdo da pele e tecidos. A capacidade de S. schenckii de invadir a pele e
tecidos cutaneos sugere a presenca dessas proteases. Neste sentido, Tsuboi et al. (1987)
observaram que duas proteases (protease | e Il) sdo secretadas por S. schenckii no meio de
cultura, sendo capazes de hidrolisar colageno tipo | e elastina, que sdo componentes
naturais do extrato corneo humano. Isso sugere que as diferencas na composicdo da parede
celular podem influenciar o desencadeamento da infeccdo (TSUBOI et al, 1987). Com
relacdo as proteases, bem como o &cido sialico, ndo foram encontrados estudos especificos

relacionados a S. brasiliensis.

O papel da urease nas leveduras de S. schenckii ndo é bem estabelecido. A produgdo
de urease é variavel e foi observada quando as novas espécies do complexo Sporothrix foram
descritas. A producdo de urease difere entre as espécies do complexo Sporothrix, uma vez que
S. brasiliensis produz niveis mais elevados de urease que S. schenckii (ALMEIDA-PAES et
al., 2011). A producdo de urease em isolados de pacientes com regressao espontanea de
esporotricose foi maior do que a de isolados de pacientes que necessitaram de tratamento para
a infeccdo. No entanto, a regressdo espontanea de esporotricose tem sido historicamente rara

(IWATSU et al., 1985). No Rio de Janeiro-Brasil, onde predomina S. brasiliensis, a regressao
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espontanea foi observada em torno de 10% dos casos esporotricose (FREITAS et al., 2010).
Dessa forma, acredita-se que a urease possam resultar numa ativacdo 6tima do sistema imune
de pacientes com esporotricose, induzindo a depuracéo desse fungo, sem a necessidade de um
tratamento antifingico. No entanto, esses estudos sdo prelimirares e requerem um maior
namero de cepas para verificar se a producdo de urease esta realmente associada a regressao
espontanea de esporotricose (ALMEIDA-PAES et al., 2015).

O peptideo-ramnomanana € o principal componente da parede celular do S. schenckii e
estimula reacdes de hipersensibilidade do tipo tardio, bem como respostas de anticorpos
(TAKATA&ISHIZAKI, 1983; TRAVASSOS, 1989). O peptideo-ramnomanana que foi
isolado da parede celular do S. schenckii foi extremamente reativo com o soro de pacientes
com esporotricose (LLOYD &BITOON, 1971). O papel destes polimeros de superficie
celular na modulacdo da resposta imune do hospedeiro ndo estd completamente
compreendido, mas sabe-se que a camada externa da parede celular das leveduras e conidios
do S. schenckii é liberada no meio de cultura (TRAVASSOS, 1985). A variacdo na proporgao
ramnose/manose na parede celular fangica indica diferencas na expresséo de glicoconjugados
na superficie celular. Os residuos de ramnose no peptideo-polissacarideo de S. schenckii sdo
conhecidos por serem 0s principais epitopos antigénicos presentes na superficie da célula
fungica (LLOYD & TRAVASSOS, 1975; LOPES-ALVES, 1994). Nesse sentido, conidios
cultivados por um menor periodo de tempo foram mais virulentos, pois tinham maior

proporcdo de ramnomanana em relagdo a manose (FERNANDES et al., 2000).

Em geral, as proteinas fangicas relacionadas a viruléncia e escape frente as defesas do
hospedeiro (RAPPLEYE & GOLDMAN, 2008) sdo, por exemplo, proteina de ligacdo ao
calcio e superdxido dismutase (SOD) em Histoplasma capsulatum, glucanas-sintase em
Coccidioides sp., 1,3- Glucana e Drkl (cinase reguladora do dimorfismo) em varios fungos e
blastomices adesina-1 em B. dermatitidis (STERKEL et al., 2016).

As proteinas relacionadas a viruléncia e ao escape frente ao sistema imune,
identificadas em S. schenckii incluem a histidina quinase, fosfatidil inositol 3- quinase
(ZHANG et al., 2012), a proteina de 70-kDa (NASCIMENTO&ALMEIDA, 2005), 44-kDa
peptideo hidrolase e 47- kDa enolase, que acredita-se ser uma adesina (PORTUONDO et al.,
2016). Especificamente, para S. brasiliensis a proteina 3-carboximuconato-ciclase-60-kDa foi
relacionada com a viruléncia (RODRIGUES et al., 2015).
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Até o presente momento, todas as cepas de S. brasiliensis que foram testadas em
modelos animais foram mais virulentas quando comparadas a S. schenckii. Além disso, cabe
ressaltar que os estudos que tratam especificamente a investigacdo de fatores de viruléncia
para essa espécie sdo escassos (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES, et
al., 2013; CASTRO et al., 2013; ALMEIDA-PAES et al., 2015).

3. Protedbmica como ferramenta na elucidacao de fatores de viruléncia

A protedmica pode ser definida como o estudo geral das proteinas e enzimas, ou ainda,
0 estudo integrado da soma de todas as proteinas produzidas pelos organismos ou grupo de
organismos (YANG et al., 2012). A primeira analise protedmica foi realizada em 1975, por
O’Farrell, por meio da técnica de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida para
separacdo de proteinas, no qual foram identificadas aproximadamente 1.000 proteinas de
Escherichia coli. Devido a sua alta resolugdo, esta técnica foi considerada uma ferramenta
valiosa para andlise e deteccdo de complexos proteicos a partir de fontes bioldgicas
(O’FARRELL, 1975).

Estratégias foram desenvolvidas para fracionar as por¢es do proteoma, como meio de
enriquecé-las e caracteriza-las, pois inicialmente, a protedmica microbiana estava focada na
mudanca da expressdo proteica a nivel celular emdiferentes estagios ou condicGes especificas
de crescimento, resultando na detecgdo negligenciada de proteinas de baixa abundancia,
incluindo a maioria dos fatores de viruléncia (HECKER et al.,, 2010; YAHN et al., 2012).

O estudo da protemica é uma extensao do progresso na biologia molecular, no qual a
informacgdes sobre o proteoma complementam e estendem a interpretacdo e aplicacdo dos
achados da gendmica (JAMESDANIEL et al.,, 2009). Ao passo que, a sequéncia gendmica
fornece apenas o desenho, o proteoma traduz o que realmente esta sendo exp resso (BROKER
& BELKUM, 2011).

Estudos de protedmica sdo concebidos para produzir informacGes qualitativas sobre
proteinas (identificacdo, distribuicdo, interacfes, estrutura e fungdo), e informacdes
quantitativas (abundancia, distribuicdo dentro de diferentes localizagOes, variagdes temporais
de abundancia devido a sintese e degradacdo, ou ambos) (OTTO et al., 2012). A variedade de
técnicas para a deteccdo, identificacdo e quantificacdo é grande, e a0 menos uma técnica é
adaptada aos diferentes tipos de amostras ou andlises (FRANCOIS et al., 2010).
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O padrdo ouro para as andlises de protedmica, especificamente na biologia de
sistemas, é a espectrometria de massas (SABIDO et al,2012). De maneira geral, as
metodologias empregadas em prote6mica podem ser classificadas nos tipos bottom-up ou top-
down (figura 20). As principais diferengas quanto a capacidade de identificar e quantificar
proteinas, bem como caracterizar modificagBes poés-traducionais (PTMs), podem ser

visualizadas na tabela 3.

| | L
Fragmento ions de - - - -
peptideos == I
| I I
MS/MS f ' f ' ' ' Bottom-Up
Digests >' Protedmica
Lges. 2.10 ___ I
protelitica
(Tripsina) '
Proteina <
MS/MS '
Top-Down
N -
. Protedmica
Fragmento ions de I I
proteinas I I
.|
I
S

Figura 20. Diferencas entre as técnicas de protedmica: bottom-up e top—down. Coma abordagemtop-down a
proteina total é ionizada e analisada. A massa total, incluindo modifica¢cdes p6s-traducionais (PTMs) séo
observadas. Com a abordagem bottom-up, primeiramente a proteina é digerida em peptideos. Os péptidos
individuais sdo entdo analisados por LC-MS/MS. Alguns peptideos podem ser muito pequenos para serem
observados por MS, ou podem ser perdidos durante a preparacdo da amostra ou durante a anélise da amostra.
Fonte: Traduzido de Scherl, 2015.
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Tabela 3. Comparacdo entre as técnicas de protedmica bottom-up e top-down com relagdo a identificagdo de proteinas, quantificacdo e analises de proteinas modificadas

(PTMs).

Bottom-up MS

Top-down MS

Identificacdo de Proteinas

Proteinas Modificadas

Quantificagdo de Proteinas

++

(Maior Robustez e alto rendimento

para a identificacdo de proteinas,
com melhores ferramentas de
bioinformatica disponiveis)

++
(Possivel para o estudo emgrande
escala de PTMs, mas com
cobertura limitada de sequéncias,
devido perda de peptideos durante
a preparacdo e digestdo da
amostra)

+++
(Método bem desenvolvido para a
quantificagdo relativa e absolutado
nivel de proteinas expressas, mas
com limitagdo na quantificacdo de
peptideos com PTMs)

+
(Identificac@o proteica mais confidvel, especificamente para proteinas com alta
similaridade de sequéncia, mas tem um rendimento relativamente menor)

+++

(Andlise confiavel e abrangente de todos os tipos de PTMs simultaneamente

sem conhecimento prévio, com cobertura da sequéncia completa, mas requer
purificacdo e separacdo antes do estudo por MS)

++
(Quantificacdo exata de proteoformas do mesmo gene e suas variagées (PTMs),
mas a quantificacdo do nivel de expressédo da proteina permanece
subdesenvolvida)

Capacidade de identificar e quantificar proteinas, bem como caracterizar PTMs: + baixa, ++ moderada, +++ excelente. Fonte: Traduzido de Gregorich etal., 2014
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A metodologia bottom-up refere-se a separacdo por cromatografia liquida dos
peptideos obtidos apds digestdo triptica de solucdes proteicas complexas, seguidas de analise
por espectrometria de massas (MS). As proteinas extraidas de uma amostra sdo submetidas a
digestdo proteolitica em solucdo, utilizando uma enzima como a tripsina, ou sdo separadas
pela primeira vez utilizando SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate- PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) seguido de digestdo em gel (AEBERSOLD & MANN, 2003). No primeiro
caso, 0s peptideos sdo frequentemente separados por cromatografia liquida bidimensional
(LC), com base na hidrofobicidade (cromatografia em fase reversa) e carga (cromatografia de
troca idnica) e, neste ultimo caso, as bandas de gel s@o excisadas, digeridas e 0s peptideos
resultantes sdo separados usando o LC de fase reversa (STEEN & MANN, 2004). Os
peptideos separados sdo entdo ionizados, introduzidos no espectrémetro de massa e 0 nimero
de ions com cada valor m/z é registrado pelo detector. Apés uma varredura completa de todos
os valores de m/z, os ions direcionados sdo isolados e fragmentados utilizando técnicas de MS
(MS/MS) em tandem, que fornecem informagdes relacionadas & sequéncia de proteinas e a
localizacdo de PTMs (YATES, RUSE, NAKORCHEVSKY, 2009). A abordagem por bottom-
up possui muitas vantagens, como sensibilidade e reprodutibilidade, mesmo para proteoma
complexos como os de soro e lisados celulares. Entretanto, as respostas obtidas séo
fragmentos de um todo e, embora seja possivel a identificagcdo de uma proteina com base em
alguns peptideos, as modificagdes pds-traducionais ndo sdo reconhecidas. Alem disso, um
peptideo pode ser perdido durante a cromatografia ou ndo gerar espectros de massas

adequados.

A protedmica por top-down € um processo no qual as proteinas intactas (e ndo 0s
peptideos) sdo submetidas a analise por MS. Proteinas intactas serdo analisadas, em vez de
peptideos, o que diminui a complexidade da amostra (em contraste com MS bottom-up em
que a complexidade da amostra é aumentada em consequéncia da digestdo proteolitica) e em
todas as informacdes relacionadas ao status da proteina intacta, incluindo PTMs, variacdes de
sequéncia decorrentes de mutag@es, truncamentos e eventos de splicing alternativos (SIUTI &
KELLEHER, 2007). Infelizmente, uma vez que a diversidade fisico-quimica das proteinas
intactas € muito maior do que a dos peptideos, a separacdo em larga escala de proteinas
intactas é desafiadora e, portanto, os estudos tradicionais de top-down concentraram-se
principalmente na analise de um Unico ou pequeno numero de proteinas, obtidas por meio de

purificacdo por afinidade.
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4. Justificativa

Como mencionado anteriormente, dentro do complexo Sporothrix, ha variacdes na
viruléncia entre espécies. Todos os estudos acerca da viruléncia de Sporothrix revelam que a
espécie S. brasiliensis € a mais virulenta. No entanto, a completa explicacdo para esse fato
ainda é desconhecida. Diante disso, as perguntas que direcionaram nosso trabalho foram: Sob
0 ponto de vista gendmico, quais as principais diferengas entre S. schenckii e S. brasiliensis?
Quais as proteinas diferencialmente expressas por S. brasiliensis quando comparado a espécie
S. schenckii? O que torna o S. brasiliensis mais virulento e com capacidade de evasdo frente

ao sistema imune?

Nesse estudo procuramos elucidadar diferencas no genoma e proteoma entre as
espécies patogénicas S. schenckii e S. brasiliensis, correlacionando-as a viruléncia e evazao

frente ao sistema imune.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral
Elucidar diferencas entre as especies S.brasiliensis e S. schenckii, utilizando ferramentas
de protedmica e gendmica.

1.1 Objetivos especificos

-Analisar comparativamente diferentes espécies de Sporotrhix utilizando dados gendmicos;
- Verificar o proteoma de S. brasiliensis utilizando a ferramenta Bottom-Up;

- Observar proteinas diferencialmente expressas em S.brasiliensis e descrever quais as

envolvidas em viruléncia e escape frente ao sistema imune;
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MATERIAIS E METODOS

1. Microrganismos e condig¢des de crescimento

Os isolados de S. schenckii (CBS 132969, CBS132978) e S. brasiliensis (CBS 132992,
CBS 132990, ATCC MY A-4823) foram mantidos na colecdo de microrganismos do CBS
Fungal Biodiversity Centre, Utrecht-Holanda. As informacgdes sobre o pais de origem e o0 sitio
clinico de isolamento podem ser visualizadas na tabela 4. Para a realizacdo da conversdo da
fase miceliar para a fase leveduriforme, as colonias foram transferidas para caldo BHI (brain
heart infusion broth) (SIGMA-ALDRICH) a 35°C e agitadas a 100 rpm durante 7 dias. Em
seguida, aliquotas foram transferidas para placas de agar BHI e incubadas até o completo

crescimento.

Tabela 4. Identificagdo, informagdes clinicas e geogréficas e nimero de proteinas identificado para as
cepas de Sporothrix spp utilizadas nesse estudo.

CBS Outras Localizacéo NUmero de proteinas

Espécies Identificacdo Colecdes Geogréfica Origem
Sporothrix 132969 SSs80 Rio de Janeiro, Humano, 664
schenckii Brasil biopsia de pele
Sporothrix 132978 Ss167 Peru Solo 743
schenckii
Sporothrix - ATCC MYA- Rio deJaneiro, Lesdes de pele 594
brasiliensis 4823 Brasil de felinos
Sporothrix SsH54 Rio Grande do  Lesdes de pele 740
brasiliensis Sul, Brasil de felinos
Sporothrix Ss82 Rio de Janeiro, Humanos, 809
brasiliensis Brasil secrecdo, lesdo

de pele

2. GenOmica: aquisi¢do de dados e detec¢do de ortologos

As sequéncias de proteinas de Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e
Sporothrix insectorum foram obtidas do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sporothrix schenckii foi utilizado para
desempenho no programa AGUSTUS (STANKE et al. 2004) para a predicdo ab initio de
genes nos genomas de Sporothrix pallida e Sporothrix globosa utilizando os parametros
padrdo. O conjunto de proteinas correspondente a estas cinco espécies de Sporothrix foi
avaliado para a identificacdo de ortologos e pardlogos usando OrthoVenn (WANG et al.

2015). Os parametros de Orthomcl (LI et al, 2003) foram definidos para a inferéncia de
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Markov de 1,5 e um valor maximo de e-value de 10°. As proteinas especificas para as

espécies foram extraidas usando um script Bash personalizado.
3. Extragao Proteica

Apds a transformacédo de micélio para levedura, os isolados foram cultivados durante 4
dias a 35 °C. As leveduras foram coletadas e adicionamos 100 L de solucédo de lise (50%
acido formico- CH,0, 25% acetonitrila-CH3;CN, 25% agua-H,0). Na sequéncia, procedeu-se
a sonicacdo (probe sonicator, 1 min), no intuito de lisar e promover a liberagdo de proteinas,
seguida de centrifugacdo (200g/2min) para precipitacdo de debris celulares. O sobrenadante
foi recuperado e foram adicionados 100 pL de acetonitrila (CH3CN) (50%) para posterior
armazenamento a -80°C.

4. Preparacdo das amostras para analise

Os extratos foram secos (Concentrator Plus/Eppendorf®) por 2h e reconstituidos em
100 pL de bicarbonato de amodnio (ABC) (50 mM) com auxilio de sonicador (Branson-1-
2919) por 10 min. O préximo passo teve como objetivo reduzir os titulos de dissulfureto.
Foram adicionados 2,4 uL de 1,4 ditiotreitol (DTT) (10 mM) (Sigma-Aldrich®) seguido de
incubacdo a 60°C durante 45 min. A alquilacdo foi realizada utilizando 5 pL de
iodoacetamida (30 mM) (Sigma-1149) e incubacdo a temperatura ambiente no escuro durante
45 min. Apoés este processo, foram adicionados 10 uL de tripsina (Pierce-90057, 90058,
90059), previamente diluidos em ABC (100 ng / uL). As amostras foram mantidas a 37 ° C
overnight. No dia seguinte, foram adicionados 2 uL de &cido formico (CH20;, -Optima ™ LC
/ MS Grade, Fisher Chemical) as amostras e incubadas a 37°C durante 10 min. Em seguida, as
mesmas foram centrifugadas (1400 rpm/ 5min), e os sobrenadantes foram transferidos para
novos tubos, os quais foram secos durante 2 h (Concentrador Plus / Eppendorf ©).
Posteriormente, foram utilizados 200 uL de acido formico (0,1% em agua) (Optima ™
LC/MS, Solvente Misturas, Fisher Chemical) para reconstituir as amostras para analise. Na
analise, também foi incluido, como um controle, 0 HelLa (Padrdo de Proteina Digerida)

(Pierce ™ -Thermo Fisher).
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5. Anélises por espectrometria de massas (MS) (Bottom-Up)

As digestdes tripticas (peptideos) foram analisadas por nanoflow LC on-line usando o
sistema EASY-nLC Il (Thermo Fisher Scientific). Os peptideos (injecdo de 5ulL) foram
separados com um gradiente de 60 min (0 a 35% de Tampédo B durante 50 minutos, 35-80%
de tampé@o A durante 5 minutos e em seguida mantidos a 80% de tampdo B durante os 5
minutos restantes; Tampao A: 0,1% de acido férmico/ 2% de acetonitrila; Tampdo B:0,1% de
acido formico em acetonitrila) a uma taxa de fluxo de 200 nl/min (45°C) numa coluna
EasySpray (PepMap RSLC 75um x 25cm ES802, Thermo Scientific). O controle HelLa foi
utilizado para verificar se o método foi bem-sucedido. O EASY-nLC foi acoplado a um
espectrometro de massa QExactive-HF com uma fonte de ions de eletro-pulverizacdo
EASYspray (Thermo Fisher Scientific). Todas as amostras foram medidas em um modo de
aquisicdo dependente de dados em uma faixa de varredura de MS1 350-2000 m/z no
Orbitrap, 5 microscans, uma configuracdo AGC de 3x10° e resolucéo 120k. A fragmentacéo
foi realizada de forma dependente dos dados com uma energia de colisdo normalizada de 27
para os picos top 5 em cada varredura MS (janela de isolacdo MS2 de 2,0 m/z, resolucéo 60k,
1 microscépio, AGC 1 x 10° com o tempo maximo de injecdo de fons de 60 Ms e tempo de
exclusdo dindmico de 60s). As medidas de MS para as diferentes amostras foram

randomizadas para eliminar artefatos técnicos.
6. Identificacdo de proteinas

A identificacdo de proteinas foi realizada com arquivos de espectros de massa brutos
usando o Sequest HT com o software Proteome Discoverer versdo 1.4.1.14 (Thermo
Scientific). Pesquisas foram realizadas utilizando o banco de dados de Sordariomycetes,
composto por todas as sequéncias de proteinas para este taxon baixados do Uniprot-SwissProt
(http://www.uniprot.org) para identificar peptideos e proteinas. O software Protein Center
(Thermo Scientific) foi utilizado para anélise de dados e para geracdo de graficos. Termos de
Ontologia de Gene (GO) em Candida Genome Database (CGD) foram usados para classificar

proteinas de espécies de Sporothrix.
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RESULTADOS

1. Analises comparativas genéticas para espécies de Sporothrix

A predicdo do gene n-silico foi realizada por AUGUSTUS (modelo Sporothrix
schenckii) para Sporothrix pallida e S. globosa, resultando em 9,712 e 8,747 genes previstos,
respectivamente. Os conjuntos de genes de S. brasiliensis, S. schenckii e S. insectorum foram
adquiridos do GenBank. Os genes ortdlogos foram identificados usando OrthoVenn (WANG
et al, 2015). O nimero total de genes previstos em cada espécie, 0 nimero de clusters
contendo ortélogos € o nimero de genes especificos de espécies ndo atribuidos a qualquer
cluster podem ser visualizados na Tabela 5. De forma geral, foi identificado a presenca de
6,130 clusters de ortdlogos conservados nas 5 espécies de Sporotrix. Nenhum dos clusters foi
especifico para S. brasiliensis. Para as espécies S. schenckii e S. globosa foram encontrados 1

e 3 clusters especificos, respectivamente (Figura 21).

Tabela 5. NUmero total de genes, clusters e genes espécie-especificos referente a Sporothrix spp.

# Numero total # NUmero de Genes
Espécies de genes clusters espécie-especificos
Sporothrix brasiliensis 9091 8525 395
Sporothrix schenckii 10293 8673 1474
Sporothrix insectorum 9496 7768 1380
Sporothrix pallida 9712 8167 1200
Sporothrix globosa 8747 8479 176

Espécies filogeneticamente remotas, como Sporothrix insectorum e S. pallida tém o
maior numero de clusters especificos, 95 e 91, respectivamente, (Figura 21, Tabela 5).
Clusters de ortdlogos especificos de uma determinada espécie ou grupos de paralogos podem
incluir grupos de genes especificos de espécies ou expansdo de genes especificos de
linhagem. Vaérios genes permaneceram desagrupados, e as espécies ambientais, como a
espécie S. insectorum, apresentaram maior numero de genes especificos de espécies que nao
pertencem a nenhum grupo de ort6logos. O menor numero de genes especificos de espécies

foi encontrado em S. brasiliensis (Tabela 5).
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Sporothrix schencki

Figura 21. Clusters especificos para as diferentes espécies de Sporothrix spp. Identificou-se 6,130 clusters
de ortdlogos conservados nas 5 espécies de Sporotrix. Nenhum dos clusters foi especifico para S. brasiliensis.
Para as espécies S. schenckii e S. globosa foram encontrados 1 e 3 clusters especificos, respectivamente.

2. Analises de protedmica

Com base nas analises de Bottom-up que foram realizadas para S. brasiliensis usando
0 Sequest HT com o software Proteome Discoverer v 1.4.1.14 (Thermo Scientific), o menor
nimero de proteinas (594) foi detectado no isolado S. brasiliensis ATCC MYA-4823,
enquanto que, o maior namero (809) foi detectado para S.brasiliensis CBS 132992. As
funcbes moleculares, biologicas e as localizagdes celulares para cada proteina, estdo listadas
na Tabela A (Anexos). Nao foram observadas diferencas significativas entre as cepas. Quando
comparadas proteinas comuns as cepas de S. brasiliensis e S. schenckii, foram observadas 541
e 355 proteinas, respectivamente. Concentrando-se apenas em proteinas expressas
exclusivamente em cada grupo, foram encontradas 60 proteinas diferencialmente expressas
em S. brasiliensis e 87 proteinas para S. schenckii. Uma lista completa das proteinas Gnicas
para S. brasiliensis, com descricdo, nimero de peptideos Unicos, cobertura e sequéncia

peptidica € fornecida na Tabela B (Anexos). Pesquisas bibliograficas sobre as 60 proteinas
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diferencialmente expressas em S. brasiliensis revelaram que 9 proteinas, ttm grande impacto

na viruléncia e escape frente ao sistema imune em outros microrganismos. As referidas

proteinas sdo: Glucanase extracelular da parede celular, aminopeptidase I, Mn superdxido

dismutase, proteina de choque térmico 70 kDa 1/8, 3-fosfato desidrogenase gliceraldeido

(GAPDH), hidroximetilglutaril-CoA liase, proteina de ligacdo a progesterona, fator de

alongamento 1-beta, acetil-CoA hidrolase e NADH ubiquinone oxidoreductase subunidade

B17.2 (Tabela 6).

Tabela 6. Relagdo de nowe proteinas diferencialmente expressas em S. brasiliensis e sua importancia na
viruléncia e escape imune em outras espécies.

Proteinas

Viruléncia e importancia
imunoldgica

Espécies

Glucanase extracelular de
parede celular

Componente de vesiculas extracelulares,
escape frente ao sistema imune

S. schenckii, C. albicans,
C. neoformans

Aminopeptidase |

Escape frente ao sistema imune

Blastomyces dermatitidis

Mn superdxido dismutase

Crescimento e sobrevivéncia sob stress
oxidativo

S. schenckii, C. gattii ,
C.albicans

Proteina de choque térmico 70
kDa 1/8

Invasdo de células do epitélio e endotélio, sua
auséncia atenua a viruléncia

C.albicans, C.neoformans

Gliceraldeido 3-Fosfato
desidrogenase

Adesina, imunogénica

C.albicans, P.brasiliensis

Hidroximetilglutaril-CoA liase

Escape frente ao sistema imune

H. capsulatum

Proteina ligante de
progesterona

Evasdo do sistema immune, sobrevivénciae
transicdo dimérfica

P.brasiliensis, C.albicans,
Phialophora verrucosa

Acetil coenzima A

Elaboracdo de capsula polissacaridica, baixo
crescimento

Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cerevisiae

Biossintese 3-oxoacil-[acil-
carrier-proteina] redutase
ramnolipideos

Viruléncia, modulag¢do do sistema imune,
atividade antimicrobiana, producéo de
biofilmes e mobilidade

P.aeruginosa
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3. Estudos combinados de gendmica e protebmica

A andlise das 60 proteinas diferencialmente expressas em S. brasiliensis frente aos
grupos de ortdlogos identificados pela Ortho MCL mostrou que todas as 60 proteinas
possuem ortdlogos correspondentes em S. schenckii. No entanto, quando S. brasiliensis foi
comparada as espécies S. pallida e S. globosa, foram encontradas 7 proteinas que ndo
possuem ortélogos: proteina hipotética SPBR_08110, proteina hipotética SPBR_05199,
proteina  hipotética SPBR_06610, proteina hipotética SPBR_08650, glutamato
carboxipeptidase Il, proteina de ligacdo de &cido nucléico e Het-c. Para a espécie S. globosa, a
proteina ligante de &cido nucleico e Het-c estavam ausentes. Foram encontrados paralogos da
proteina hipotética SPBR_08650 em quatro espécies estudadas, exceto para S. globosa. Em S.

pallida, a proteina ligante de &cido nucleico e a carboxipeptidase 11 do glutamato estéo
ausentes.
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DISCUSSAO

A caracterizacdo da viruléncia, bem como, dos fatores envolvidos no escape frente ao
sistema imune é fundamental na compreenséo das interagdes microbio-hospedeiro. Os fungos
patogénicos desenvolveram estratégias eficientes para burlar a morte por células efetoras do
sistema imune inato. Uma hipdtese amplamente aceita para explicar a viruléncia fungica nos
oportunistas é a interacdo continua de micrébios com seu ambiente, sua competicdo uns com
0s outros, o que possibilita a aquisicdo de estratégias de sobrevivéncia que conduzem a uma
maior viruléncia quando encontram acidentalmente um hospedeiro animal (CASADEVALL,
2007). Assim sendo, os patdgenos sdo reconhecidos pela sua fase patogénica especializada,
consequentemente, a elucidacdo de fatores de viruléncia nesta fase ¢ fundamental para a

compreensdo do processo de escape frente ao sistema imunologico e geracdo de doenca.

O fungo Sporothrix € intrigante, pois o papel da levedura nos tecidos do hospedeiro
ndo esta claro. A transicdo de micélio para levedura € a chave para a ocorréncia da doenca,
sendo que as diferentes formas apresentardo diferentes perfis proteicos. Ancestrais de
Sporothrix estdo relacionados a Ophiostomatales dispersos em insetos (DE BEER et al., 2017)
que ndo possuem uma fase leveduriforme invasiva em mamiferos. No clado patogénico, S.
schenckii e S. brasiliensis apresentam baixa diversidade genética quando a calmodulina é
utilizada como marcador (RODRIGUES et al., 2013). No entanto, S. schenckii estd associado
a Zoo e sapronoses, enquanto S. brasiliensis e S. globosa sdo quase exclusivamente zoonoticos

e saprondticos, respectivamente.

No presente estudo, foram analisadas as proteinas diferencialmente expressas por
leveduras de S. brasiliensis, quando comparadas as leveduras de S. schenckii, tendo como
énfase, as proteinas envolvidas em viruléncia e em estratégias de evasdo frente ao sistema
imune.

O proteoma foi obtido sob uma condicdo especifica, isto €, predominantemente na
forma de levedura, ap6s 4 dias de incubacdo a 35°C. Entre as 60 proteinas encontradas
exclusivamente expressas em S. brasiliensis, ou seja, proteinas com algumas modificacdes
quando comparadas com o0s seus ortdlogos em S. schenckii, nove estdo implicadas na
viruléncia em outros microrganismos e estdo envolvidas em mecanismos de subversdo da
imunidade inata do hospedeiro. Alguns dos mecanismos empregados sdo: dimorfismo

térmico, producdo de wvesiculas extracelulares, respiracdo aer6bia, imunogenicidade e
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invasividade. As proteinas em questdo sdo: glucanase extracelular de parede celular,
aminopeptidase I, Mn super6xido dismutase, proteina de choque térmico 70 kDa 1/8,
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), hidroximetilglutaril-CoA liase, proteina
ligante de progesterona, acetil-CoA hidrolase biossintese 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein]

ramnolipideo redutase.

As analises de gendmica permitiram verificar que os genes ortdlogos conservados,
correspondentes nas 60 proteinas exclusivamente expressas em S. brasiliensis, também foram
encontrados em S. schenckii. Este resultado sugere que, ao invés de estudos envolvendo
analises gendmicas comparativas, pesquisas que utilizem espécies Sporothrix estreitamente
relacionadas, devem abordar modificacdes que s6 poderiam ser identificadas a nivel proteico.

De fato, a composicdo génica de S. brasiliensis parece ser altamente similar em
comparacdo com S. schenckii. Como consequéncia, S. brasiliensis ndo possui um conjunto de
clusters de ortdlogos espécie-especificos. Clusters de ortdlogos que sdo especificos de uma
determinada espécie ou grupos de paralogos podem incluir grupos de genes especificos de

espécies ou expandir para genes especificos de linhagem.

Dentre 0s mecanismos utilizados para causar danos as células hospedeiras € a secrecéo
de fatores toxicos em vesiculas extracelulares, como observado em Ascomicetos, como
Histoplasma capsulatum, Candida albicans, C. parapsilosis e S. schenckii, mas isso também
foi observado em Saccharomyces cerevisiae. A analise protedmica de vesiculas extracelulares
fangicas revelou composicéo proteica complexa com multiplas funcdes, incluindo a presenca
de fatores de viruléncia (ALBUQUERQUE et al., 2008; RODRIGUES et al, 2008;
O'MEARA et al.,, 2015). As vesiculas extracelulares produzidas por fungos contém proteinas
tais como: ATPases de membrana plasmatica, proteinas de citoesqueleto, proteinas de choque

térmico, adesinas e proteinas antioxidantes, incluindo superoxido dismutase e catalase B.

Em S. brasiliensis foram identificadas varias proteinas associadas a vesiculas:
glucanase extracelular de parede celular, aminopeptidase I, Mn superoxido dismutase e
proteina de choque térmico de 70 kDa 1/8. A presenca de vesiculas extracelulares é conhecida
em S. schenckii (RODRIGUES et al., 2010), e a proteina glucanase extracelular da parede
celular é um dos componentes transportados pelas vesiculas e é encontrada diferencialmente
expressa em S. brasiliensis. Esta proteina foi descrita em Candida albicans como indutora de

lise em macréfagos e em leveduras do basidiomiceto Cryptococcus neoformans, o qual os
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componentes das vesiculas sdo usados para remodelar a superficie celular, sugerindo um

mecanismo amplamente conservado entre os patdgenos fungicos (O'MEARA etal., 2015).

Aminopeptidase | é uma proteina que possui fungdes de “driblar” as defesas do
hospedeiro (STERKEL et al., 2016), e foi diferencialmente expressa em S. brasiliensis. Esta
proteina pode esclarecer a alta viruléncia e patogenicidade desta espécie em comparagcdo com
outros membros do clado patogénico de Sporothrix. Aminopeptidases ndo sdo exclusivas de
fungos, mas também sdo encontradas em bactérias patogénicas e parasitas (KUMAGAI et al.,
2000). No entanto, em fungos, usando um modelo murino para Blastomyces dermatitidis,
essas enzimas demonstraram ser responsaveis por infeccdo pulmonar progressiva e letal.
Quando a expressdo desta proteina no patogeno foi eliminada, a viruléncia foi atenuada
(STERKEL etal., 2016).

As superéxidos dismutases (SOD) contribuem para o crescimento e a sobrevivéncia
sob condicOes de estresse oxidativo, por exemplo, dentro dos macréfagos (POLI et al., 2004).
Em nosso estudo, Mn superdxido dismutase foi identificada em S. brasiliensis. A presenca de
SOD foi previamente relatada em S. schenckii (PEREZ-SANCHEZ et al., 2010), mas o papel
especifico de Mn SOD na sua viruléncia ainda ndo foi abordado. A viruléncia em
Cryptococcus gattii foi relatada como dependente de Mn SOD (NARASIPURA et al., 2005).
Estudos in vivo mostraram que 0S mutantes para 0 gene apresentavam viruléncia atenuada
(NARASIPURA et al.,, 2005). Um mutante de Mn SOD em Candida albicans foi mais
sensivel ao estresse do que as células de tipo selvagem (HWANG et al., 2003), confirmando a

importancia dessa proteina na viruléncia e escape frente ao sistema imune.

As proteinas de choque térmico (HSP) em fungos sdo produzidas em resposta a
mudancas na temperatura, estando envolvidas no dimorfismo térmico (BURNIE et al., 2006),
permitindo a sobrevivéncia de patdgenos no tecido do hospedeiro e promovendo a resisténcia
aos medicamentos antifungicos (BROWN et al., 2010). Nesse estudo foi identificada a
proteina de choque térmico de 70 kDa diferencialmente expressa em S. brasiliensis. Esta
proteina ja foi encontrada expressa na superficie de células de C. albicans, mediando a
invasdo de células epiteliais e endoteliais in vitro. Em modelos murinos de candidiase
orofaringea e disseminada, 0 mutante para esta proteina apresentou viruléncia
significativamente atenuada (SUN et al., 2010). Em um modelo murino de meningoencefalite
causada por Cryptococcus neoformans, a delecdo de HSP 70 provocou a redugéo da producédo

de lacase e melanina, bem como atenuacdo da viruléncia (ZHANG et al, 2006). A
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importancia do HSP 70 foi confirmada na ligacdo de C. neoformans a células epiteliais
alveolares humanas, onde se mostrou que a proteina compete com glucuronoxilomananas, o

principal antigeno capsular, (SILVEIRA etal., 2013).

A adesdo é um fenbmeno bioldgico que permite que 0s microrganismos colonizem
habitats particulares como os tecidos do hospedeiro. Uma importante adesina foi identificada
para S. schenckii: glicoproteina-70 (NASCIMENTO & ALMEIDA, 2005). Esta é uma
proteina imunogénica cruzada associada a viruléncia, que sofre diferentes modificacdes pds-
traducionais e esta presente como isoformas e glicoformas nos proteomas do clado patogénico
(RODRIGUES et al., 2015). No entanto, aqui foi identificada outra importante adesina, a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Esta proteina esta envolvida em viruléncia e
glicolise (GAO et al.,, 2014). Estudos in vitro mostraram que a GAPDH-adesina € capaz de
mediar a entrada de P. brasiliensis na célula (BAILAO et al., 2006). A GAPDH em C.
albicans atua como uma fibronectina e laminina (GOZALBO et al., 1998) e proteina de
ligacdo ao plasminogénio que potencialmente aumenta a invasdo de tecido (CROWE et al.,
2003). Além disso, a GAPDH na superficie celular de C. albicans teve papel imunogénico e
foi enzimaticamente ativa, sendo que cepas clinicas expressaram esse antigeno de superficie
tanto in vitro quanto em tecidos infectados (GIL et al., 1999). Em P. brasiliensis e H.
capsulatum, GAPDH estava presente em maiores quantidades na fase leveduriforme do que
na fase miceliar, sugerindo a importancia dessa adesina na viruléncia (ALBUQUERQUE et
al., 2008).

Hidroximetilglutaril-CoA liase (HMG CoA-liase) é uma enzima metabdlica que atua
no ultimo passo no catabolismo de leucina. Em modelo murino de infeccdo por H.
capsulatum, a HMG-CoA liase atua promovendo a sobrevivéncia e replicacdo do fungo no
fagossoma de macrofagos. A deficiéncia de HMG CoA- liase promove acumulo de compostos
acidos resultando em comprometimento do metabolismo de leucina (ISAAC et al., 2013). O

presente estudo verificou que essa proteina é diferencialmente expressa em S. brasiliensis.

S. brasiliensis em humanos é relatado mais comumente em mulheres do que em
homens (2: 1) (ALMEIDA-PAES et al.,, 2014). Em S. schenckii, o ligante para receptor de
progesterona-adiponectina foi identificado (GONZALEZ-VELAZQUEZ et al., 2012), mas
sua importancia na viruléncia, bem como patogenicidade dependente de sexo, ndo foi descrita.
Nas infec¢des por P. brasiliensis e Coccidioides immitis, os homens sdo mais suscetiveis que

as mulheres (POWELL et al., 1983). Os fungos podem apresentar receptores para Varios
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hormdnios do hospedeiro que, por sua vez, podem influenciar a patogénese, como ocorre na
coccidioidomicose (DRUTZ & HUPPERT 1983; DRUTZ et al., 1981). Em P. brasiliensis, a
conversao de micélio para levedura foi inibida na presenca de estrogénio (MUCHMORE et
al., 1971). Loose et al. (1983) demonstraram um sistema de ligagdo de alta afinidade,
especifico para 17 B-estradiol que inibe a transformacdo micélio-levedura. Em nosso estudo
foi identificada uma proteina de ligacdo a progesterona especificamente para S. brasiliensis
que ndo foi detectada para nenhuma das cepas de S. schenkii. A existéncia de uma proteina de
ligacdo ao corticosterdide e um ligante endégeno (esterdide) foi relatada em C.albicans
(LOOSE et al., 1982), e os esterdides foram relatados por alterar a resposta a drogas
antifungicas (SHANKAR et al, 2011). O crescimento de dermatofitos foi afetado pela
progesterona, logo, acredita-se que esses efeitos sejam mediados devido a presenca de
receptores intracelulares fungicos (HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 1995). Capek et al.

(1971) sugeriram que isso poderia representar um sistema de receptor de esteroides primitivo.

Dentre as proteinas identificadas e diferencialmente expressas em S. brasiliensis esta a
acetil coenzima A, um metabdlito importante nas vias de utilizacdo de glicose e outras fontes
de carbono. A relacdo desta proteina com a viruléncia foi descrita para C. neoformans, onde a
perda de acetil coenzima A resultou em um defeito na elaboracdo da capsula polissacaridica,
bem como incapacidade do fungo em causar doenca (GRIFFITHS et al., 2012). As cepas de
Saccharomyces cerevisiae que ndo possuem acetil coenzima A mostraram crescimento
inadequado, e apresentaram defeitos no desenvolvimento de pseudo-hifas (BUU et al., 2003),
confirmando a importancia dessa proteina na viruléncia, bem como no desenvolvimento dos

fungos.

Outra proteina encontrada exclusivamente expressa em S. brasiliensis € a biossintese
redutase 3-oxoacil-[acil-transportadora-proteina] ramnolipideos um glicolipido tensoativo. Os
ramnolipideos purificados atuam diretamente nas células da resposta imune. Ramnolipideos
de P. aeruginosa estdo envolvidos em viruléncia, atividade antimicrobiana, desenvolvimento
de biofilmes, motilidade superficial e modulacdo imunoldgica afetando o recrutamento de
neutr6filos (KHARAZMI et al., 1989). Zulianello et al. (2006) mostraram que ramnolipideos
sd0 necessarios para a invasao do epitélio respiratorio, na infeccdo por P. aeruginosa. Os
ramnolipideos também estimulam a liberagdo de glicoconjugados mucosos na traquéia felina
ou mucosa brénquica humana (SOMERVILLE et al., 1992; FUNG et al., 199,).
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No melhor do nosso conhecimento, e até 0 momento, este é o primeiro estudo no que
tange a caracterizacdo do proteoma para a espécie altamente virulenta S. brasiliensis. As
proteinas descritas aqui sdo validadas por estudos na literatura em que esses alvos foram
relatados como significativos para a viruléncia em outros fungos. No entanto, 0s mecanismos
de viruléncia e evasdo frente ao sistema imune, ainda ndo foram explorados e permanecem
desconhecidos para S. brasiliensis. Logo, estudos com mutantes para cada uma das proteinas

descritas nesse trabalho devem ser avaliados.
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CONCLUSOES

O presente trabalho estabeleceu um perfil proteico comparativo entre duas importantes
espécies patogénicas no Brasil: S. schenckii e S. brasiliensis. Os resultados aqui encontrados

permitem concluir que:

I. Analises génicas das espécies S. schenckii e S. brasiliensis permitiram concluir que elas séo

similares;

I. Analises protéicas sugerem que pequenas modificacdes podem ser importantes no que

tange a viruléncia e escape imunologico;

I1l. As proteinas descritas nesse estudo devem ser estudadas utilizando mutantes no intuito de

elucidar o impacto das mesmas na viruléncia de S. brasiliensis.
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Tabela A. Descricdo de 60 proteinas diferencialmente expressas em S. brasiliensis com informagfes sobre genes, funcdes bioldgicas, fungdes moleculares e localizagdo
celular quando comparadas a espécie S. schenckii

Proteinas Espécie Genes GeneBank Fungdes Fungdes Localizagdgo  Cobertura Identidade
bioldgicas metabdlicas celular
Dihidroorotate desidrogenase Sporothrix SPBR_08348 KIH8649%4 processo atividade Citoplasma 100% 87%
(Fumarato) brasiliensis metabdlico catalitica /Membrana
5110
NADH /ubiquinone Sporothrix SPBR_08943 KIH87935.1 processo atividade Membrana 100% 7%
oxidoredutase subunidade brasiliensis metabolico catalitica
B17.2 5110
Fn/atype H+ F /tipo H + Sporothrix SPBR_03833 KIH94953.1 atividade catalitica/ processo Membrana 100% 99%
transportando ATPase brasiliensis atividade metabdlicotranspo
(proteina de conferéncia de 5110 transporteadora rte
sensibilidade a oligomicina)
Proteina ligante repressora de Sporothrix SPBR_01893 KIH91859.1 processo atividade n/a 79% 98%
TRP brasiliensis metabolico/ catalitica/ ligante
5110 regulacdo de de nucleotideos
processo bioldgico
Chaperona molecular HtpG Sporothrix SPBR_08225 KIH87017.1 processo ligante de n/a 100% 99%
brasiliensis metabdlico/ nucleotideos/
5110 respostaa estimulos ligante de
proteinas
Proteina hipotética Sporothrix SPBR_08110 KIH86792.1 processo atividade n/a 100% 96%
SPBR_08110 brasiliensis metabélico catalitica
5110
Glicose-6-fosfato-isomerase Sporothrix SPBR_08313 KIH86517.1 processo atividade citosol/ 100% 99%
brasiliensis metabélico catalitica mitocondria
5110
Proteina Dissulfeto Isomerase Sporothrix SPBR_03704 KIH94903.1 Homeostase atividade n/a 100% 99%
A6 brasiliensis celular/ Regulagéo catalitica
5110 de processo
bioldgico
Proteina ribossomal L24 50S Sporothrix SPBR_00948 KIH90021.1 processo atividade ribossomo 100% 96%
brasiliensis metabélico molecular
5110 estrutural
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Proteina hipotética
MYCTH_ 87315

Biossintese 3-oxoacyl-[acyl-
carrier-protein] ramnolipideo
redutase
Proteina de transferéncia de
Fosfatidilinositol/fosfatidilglicer

ol
Amidase

Argininosuccinato sintase
Proteina hipotética
SPBR_07851
Proteina hipotética
SPBR_05199
Isocitrate deidrogenase
glutamate carboxypeptidase Il
4- aminobutirato
aminotransferase

uracil fosforibosiltransferase

Proteina ribossomal 50S L12

Myceliophthora
thermophila
ATCC 42464

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

G2Q7P9

SPBR_07600

SPBR_06198

SPBR_06807

SPBR_01738

SPBR 07851

SPBR_05199

SPBR_08430

SPBR_05612

SPBR_07224

SPBR_07698

SPBR_03855

AEO56908.1

KIH88611.1

KIH93973.1

KIH89419.1

KIH91160.1

KIH88070.1

KIH87334.1

KIH86783.1

KIH94312.1

KIH88319.1

KI1H88638.1

KIH94752.1

Organizagédo celular
e biogénese

n/a

transporte

n/a

processo

metabolico

n/a

n/a

processo
metabdlico

processo
metabolico

processo
metabdlico

processo
metabolico

processo
metabdlico

transporte

n/a

n/a

atividade

catalitica

atividade

catalitica/ Ligante
de nucleotideos

n/a

atividade

catalitica/ ligante

de ions

metabolicos

atividade
catalitica

atividade
catalitica

atividade
catalitica

atividade
molecular
estrutural

Ligante de RNA

Reticulo

endoplasmético

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

membrana

n/a

n/a

n/a

0%

100%

100%

100%

100%

71%

100%

100%

100%

93%

100%

98%

0%

97%

97%

98%

98%

n/a

34%

99%

95%

99%

99%

98%
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Ribonucleoproteina nuclear
pequena

Fosfoproteina induzida por
stress

Proteina de choque térmicol/8
70kDa

Proteina hipotética
SPBR_06610

F/ tipo H + transportando a
subunidade ATPase d

aconitate hidratase 1

Alfa, alfa-trealose-fosfato
sintase (UDP)
peptidilprolil isomerase

Proteina ribossomal 60S
L9

Proteina HMG box

Proteina hipotética
SPBR_04209

Proteina ribossomal grande
L10Ae

Grosmannia
clavigera
kw1407

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
schenckii 1099

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

25074317
CMQ 1439

SPBR_03671

SPBR_01381

SPBR_06610

SPBR_06158

SPBR_06580

SPBR_01272

SPBR_03853

27672076

SPBR_07025

SPBR_04209

SPBR_01995

XP_01417399
31

KIH94846.1

KIH91446.1

KI1H88336.1

KI1H94562.1

KIH88979.1

KI1H91949.1

KIH94837.1

KJR81717.1

KIH89565.1

KIH93566.1

KIH91855.1

Organizagédo
cellular e
biogénese/ processo
metabolico
n/a

Organizagéo celular
e biogénese

processo
metabdlico/
transporte
processo
metabolico

Processo
metabdlico

processo
metabolico

processo
metabdlico

processo
metabolico
processo

metabdlico

processo
metabolico

processo
metabdlico

Ligante de
Proteina

Ligante de
Proteina

Ligante de
nucleotideos

n/a

atividade
transportadora

Atividade
catalitica/ ligante
de ions metalicos

atividade

catalitica

atividade
catalitica

Ligante de RNA
atividade
molecular
estrutural

n/a

atividade
catalitica

Ligante de RNA
atividade
molecular

Citosol/Membra
na/ complexo
spliceomal
nuclear
n/a

n/a

n/a

n/a

Mitocondria

n/a

n/a

Ribossomo

n/a

n/a

Ribossomo

98%

100%

100%

99%

100%

100%

100%

100%

80%

20%

100%

100%

96%

98%

97%

93%

99%

98%

99%

97%

86%

30%

99%

99%
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Transaldolase

Glicina Hidroximetiltransferase
Malato deidrogenase
succinate deidrogenase,

citocromo subunidade b556

Proteinas de dominio SET e
MYND

6,7-dimethyl-8-ribityllumazine
peptidil /a prolil isomerase D
(ciclofilina D)

Acetil CoA
hydrolase

Aminopeptidase |
Ubiquinol / citocromo ¢

redutase ferro / enxofre
subunidade

Proteina hipotética
SPBR_01963

Proteina hipotética
SPBR_08650

Sporothrix

schenckii 1099

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
schenckii
ATCC 58251
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis

27671049

SPBR_08301

SPBR_02876

HMPREF1624_

03844

SPBR_06963

SPBR_03190

SPBR_08511

SPBR_08395

SPBR_02593

SPBR_08570

SPBR_01963

SPBR_08650

KJR90067.1

KIH86718.1

KI1H92656.1

ERT00471.1

KIH89592.1

KIH92749.1

KIH86777.1

KIH86467.1

KIH92463.1

KIH92463.1

KIH91848.1

KIH86376.1

processo

metabolico
processo

metabdlico

n/a
processo
metabdlico

processo
metabolico

processo
metabdlico

processo
metabdlico

processo
metabdlico

transporte
n/a

n/a

processo
metabolico

n/a

estrutural

atividade
catalitica
atividade
catalitica

atividade
catalitica

atividade
catalitica

ligante de ions
metélicos/Ligante
de proteinas
atividade
catalitica

atividade
catalitica/Ligante
de proteinas

atividade
catalitica
atividade
catalitica /ligante
de ions metélicos
atividade
catalitica/ ligante
de fons metalicos/
atividade
transportadora
n/a

n/a

Citoplasma

n/a

n/a

Membrana

/mitocondria

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

Membrana
/mitocondria

n/a

Membrana

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

58%

100%

98%

100%

96%

99%

92%

100%

90%

99%

98%

98%

95%

97%

98%

71%
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Fator de Elongacéo 1-p
Acido nucleico / proteina de
ligacéo

3- isopropilmalato
desidrogenase

aminotransferase de
aminoacidos de cadeia
ramificada
Mn superdxido dismutase

Gliceraldeido3-fosfato
desidrogenase

acetil - CoA acetiltransferase
Proteina ligante de
progesterona

Proteina de replicacdo do DNA
YHM2

Hidrometil Coa-liase

Citocromo c oxidase
subunidade 6a

5110

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

Sporothrix
brasiliensis
5110
Grosmannia
clavigera
kw1407

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis

SPBR_08497

SPBR_01765

SPBR_00587

SPBR_00671

""CMQ_4819
25978072""

SPBR_04305

SPBR_07331

SPBR_06164

SPBR_01859

SPBR_00689

SPBR_05223

KI1H86915.1

KIH91260.1

KI1H90609.1

KIH90264.1

XP_01416845
0.1

KIH93501.1

KI1H89516.1

KIH94433.1

KIH91552.1

KIH90753.1

KI1H87484.1

Processo
metabolico

processo
metabdlico

n/a

n/a

Processo
metabdlico/
Resposta a

estimulos

processo
metabélico

processo
metabdlico
n/a

n/a

n/a

transporte atividade
catalitica/ atividade

Ligante de RNA

Ligante de
nucleotideos

atividade
catalitica/ ligante
de ions metalicos/
Ligante de
nucleotideos
atividade
catalitica

Atividade
antioxidante/
atividade
catalitica/ ligante
de fons metéalicos
Atividade
catalitica/ Ligante
de nucleotideos
atividade
catalitica

n/a

transporte

atividadecatalitica

transporte

n/a

n/a

Citoplasma

n/a

Mitocondria
Lamen de
organelas

n/a

n/a

n/a

Membrana

n/a

Membrana
/mitocondria

96%

100%

100%

100%

84%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

93%

94%

99%

98%

49%

99%

99%

97%

99%

98%

98%
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Het C

Proteina hipotética
SPBR_00881

Carboximetilene butenolidase

Glucanase extracelular de
parede celular

5110

Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110
Sporothrix
brasiliensis
5110

SPBR_03215

SPBR_00881

SPBR_05059

SPBR_00668

KIH92608.1

KIH90812.1

KIH87357.1

KIH90339.1

transporteadora
transporte

processo
metabolico

atividade catalitica/
atividade
transporteadora
Organizagdo celular
biogénese/processo
metabolico

atividade
transporteadora

atividade
catalitica/ Ligante
de nucleotideos
n/a

atividade
catalitica

Citoplasma

n/a

n/a

n/a

100%

100%

100%

100%

98%

96%

90%

95%
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Tabela B. Descricdo de 60 proteinas diferencialmente expressas em espécies de S. brasiliensis, com nimeros de peptideos Unicos, cobertura e sequéncia de

peptideos.
Descricdo de Proteinas  Peptideos Cobertura Sequéncia Peptidica
Unicos
Dihidroorotate desidrogenase
(Fumarato) 1 3.7 DLQAAAPLTHILAAVVDAAR
NADH /ubiquinone INAWDPVAAPRAWAVPEHRPNFTGTRAGTLIGVDK,INAWDPVAAPRQ, TYSTTKPK
oxidoredutase subunidade 5 255
B17.2
Fn/atype H+ F /tipo H + 13 60.2 TVAALAALLAK,LGAILATPTLSTADK,LALLGDVATK,LETAIAK,TSTLDPTAKTVAALAALLAK,STNSANQ
transportando ATPase PTVSHFLQTLAENNR, TSTLDPTAK,DSKLGAILATPTLSTADKTAVIAELQK,STFVGQGK, TAVIAELQK APV
(proteina de conferéncia de ALFGLDGTYATALYTAAVK,TIDLSVSAK,VNPDILGGLVVEVGDR
sensibilidade a oligomicina)
Proteina ligante repressora de 8 421 QLAEAEK,IAIVFYSLYGHIR,AGGTADLYQVEETLSEEVLAK MHAPPKPTDIPVLTDPATLLQYDAFLFGIPTR
TRP ,SGGIWASGGYAGK,YGNFPAQWK,EIATIQGEAFYK
Chaperona molecular HtpG 45 66.7 SPFLDSLK,HFSVEGQLEFR,IDIIPDKDAK,DFELEETDEEK,RAPFDLFETKK,KVTETTIEEEELNK,DFELEETD
EEKK,YESLSDPSKLDSGK,APFDLFETK,KTFEISPQSPIIK,VEADGEDDKTVK,RVFITDDATDLVPEWLSFIK,
ELVSNASDALDKIR,LTGSPCAIR,ELVSNASDA LDK, ILHLKDEQMDYLNESK,ADLVNNLGTIAR,KVEADGE
DDKTVK,DTSMSSYMSSK,LGIHEDTQNRPALAK,LVSLGLNIDEEPEIDDAAPTEAPAVTDAGDSAMEEVD,SI
ELFTEISEDKEQFDK,TGQFGWSANMER,GVVDSEDLPLNLSR,EAEEKEYEGVAK,NPQDINQEEYASFYK,SI
VOLLFETSLLVSGFTIDEPASFAER,SIELFTEISEDKEQFDKFYTAFSK,YESLSDPSK,SGDEQTSLADYVTR,SL
TNDWEDHLAVK,VTETTIEEEELNK,ETEKEVPDEDAEEETTTEDSDDKKPK,RAPFDLFETK,NNDDEQYIWE
SSAGGTFTILPDTEGEPLGR,KKVEADGEDDK,GFEVLFLVDPIDEYAMTQLK,LVDITKDFELEETDEEKK, VFI
TDDATDLVPEW LSFIK,EVPDEDAEEETTTEDSDDKKPK,DFELEET DEEKKTR, TFEISPQSPIIK,HSEFISYPIYL
HVK,KLVDITK
Proteina hipotética 18 49.8 AVEQAGPTVQK,VDSGAPGEGASAAAPATK,AVDTPVATLPVKEEPVAAK,VPEAPVTSDGTTTANNQSSISPT
SPBR_08110 AWGSVTAAAAAIGATALATATSAK,VGDVFQNTVELGNISK,ESIQQAGTSPEAAANPTAIQEK,ETPASST VI
SSAAPASSTAALAADVPLEK,LVNPLPAAPGGVNPVK,QVLPTSIQEQLATTAAGGEAEASNVPAEVK,FVVDG
EWVLDPAAPK,ETSTATDIAAPVTAAAAGVAAVGAAVVATAK,KVDSGAPGEGASAAAPATK AATSAPVKE
EAVPAVVK,ESQEAAGVSPEASAIPTEVTEK ALDAPVSILPVTEAPIVAGATPAFASAISSAAPQSSTAQLAGA
VPLEPK,SGDINANVK,NIIPESSLPIVGGNDVAINSAAPAATTAALAGAVPLEK,KVPEAPVTSDGTTTANNQSS
ISPTAWGSVTAAAAAIGATALATATSAK
Glicose-6-fosfato-isomerase 1 2.3 NFLTEETLALLLK
Proteina Dissulfeto Isomerase 2 82 YGVTTFPALLLLTGDDDATPIAYEGK, ALATDFLGSIAIGQVR

A6
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Proteina ribossomal L24 50S 1 7.8 VALGLPAEGLEAAQAAAEAAR
Proteina hipotética 1 339 VAIHYGYLPLVLYLGYTR
MYCTH_ 87315
Biossintese 3-oxoacyl-[acyl- 2 16.8 LGKPEDFAGAVVYLTSR,QDSPEGIDILLANAGATW GEPFDTHPDAAIAK
carrier-protein] ramnolipideo
redutase
Proteina de transferéncia de 5 60.3 SVDLSPNPPQAGVELVITAVAAVSQTITK,GAYVNLQVK,LINTTADLCEQIENVDLECPIQK,SPLEFCPSDHSN
Fosfatidilinositol/fosfatidilglic DILTIK,YTVLADAYTVDDEPITCLTATVTFAR
erol
Amidase 3.0 SGTLSPVDVVEALLPLVQR
Argininosuccinato sintase 3 12.0 LVADGQTYTDSVELFLQANALGK,LAHLDLEGLVLDGK,FELAFLTIDPAIK
Proteina hipotética 10 54.0 QEVIEFLKK,LDIRPTHFANLEA SK, TFDFAGSSFIVLADSKQEVIEFLKK,QEVIEFLK, TFDFA GSSFIVLADSKQ
SPBR_07851 EVIEFLK,FGGAILK, TFDFA GSSFIVLADSK,RLDIRPTHFANLEASK,DKPSDPADPK,LDIRPTHFANLEASKSR
Proteina hipotética 7 50.0 VLSTFVDAYADGSLSPPEKPAEVLAK ATDATDYAALASTVDLAVSTWGR,IVLVSTGASK,LYDINVFSALAL
SPBR_05199 AK,LADADLDAWKR,LDGVVINHGALTPVQRAAANALVQHLAVEEPEIVSVAVAPGR
Isocitrate deidrogenase 6 17.4 GKLDDTPEL VSFADA LER,DLALACGK,LILPFLDIDLK,ETSTNPIASIFAWTR,LVPGW EKPIIIGR,YYDLGLEH
R
glutamate carboxypeptidase Il 5 9.0 GSPDHFIPSIPSVPISYVDALPILK, AFGVAAAQGWQPLR,IGPLGSGSDYTAFLDHAGITSVDVR,LDSAVSELA
ALAK,LALERLDSAVSELAALAK
4- aminobutirato 10 322 LAAQYPDQFANLR, TFGVNIGGSGANAVR,HADILIDA LEK,VGDYLFGK,AEAAALAEVEDLILNFHSPPAAV
aminotransferase WEPIQSEGGDNHASPAFFR,AVADDLNTVFDTR,VAPPGLDQVFTA LAGSDANETAYK,NDLVAQTAR,AIID
YIQK,LDIPAFDWPR
uracil fosforibosiltransferase 20.9 ILFLNLIASPQGVSK, IGSQNPSATVSTPVNFETVTVLPQTPQLIALLSIIR
Proteina ribossomal 50S L12 54.8 IATIVDQISQLTLLETASLVSSLKTR,FVESAPK,IATIVDQISQLTLLETASLVSSLK,LESFDA GSKPK,ESVPKEE
AEK,LNIPDLPIGGFAAGPAAPAAAAEAPEEDDAPAAAEK,SLLGLSLVDSK
Ribonucleoproteina nuclear 2 7.7 YFILPDSLPLDTLLVDDAPKPK,GSTIRYFILPDSLPLDTLLVDDAPKPK
peguena
Fosfoproteina induzida por 26 46.6 DWDHAFADAEKTTQLKPDWPKGW GR,AYEAYQEGLK,LGQLDQAIDNYNK,IGTAHER,ALGNKAIA AKNF
stress DEAVEHFTAAIAIDPENHILYSNR,DFDDAIAHYQK,DWDHAFADAEK, TKIQKLIAAGVIRAEEKVEGVVEEP
EAPEEEDEEAK,DIVY LNNLGAAQFEK,GDYEAAIAACTQAVEEGR,LGQLDQAIDNYNKSLREQR,NFDEAVE
HFTAAIAIDPENHILYSNR,AAKEEADKEK,LGSALYGK,ALGTASYK, TPDVVAK,QAYIDPAKAEAAR,DNET
EEQTR,TTQLKPDWPKGW GR,LQAIQANPSNVQDIFSDPR, TDLDNVER,LLELPSALDDCDAAIKHDPTFVR,LI
AAGVIR,LGQLDQAIDNYNKSLR,VEGVVEEPEAPEEEDEEAK
Proteina de choque térmicol/8 34 68.2 FELTGIPPAPR,SEVFSTFSDNQPGVLIQVFEGER,FYGSGGAPGGAPDGAPGGFPGAPGGATHDDGPTVEEVD,

70kDa

SNQIVITNDKGR, TLSSSAQTSIEIDSLFEGIDFYTSITR,KSEVFSTFSDNQPGVLIQVFEGER,FEELCQDLFR,NQ
VAMNPONTVFDAK,FKEEDEAEGRR,NTLSDSKVDEK, TTPSFVAFTDTER,SINPDEAVAY GAAVQAAILSGD
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TSSK,IEHANDQGNR,FKEEDEAEGR,IINEPTAAAIAYGLDK,NTTIPTKK,FADPEVQADMK,DDRIEIIANDQG
NR,LITDYFNGKEPNK,IDKSQVHEIVLVGGSTR,SQVHEIVLVGGSTR,GGKPVIEVEFK,DAGLIAGLNVLR,VV
SWLDESQQATR,STLQPVDR,GGKPVIEVEFKGETK,NGLESYAYSLR,LSKDDIER,IINEPTAAAIAYGLDKK,E
TAESYLGGTINNAVVTVPAYFNDSQR,ARFEELCQDLFR,STNEILLLDVAPLSLGIETAGGMMTK,SNQIVITN
DKNVLIFDLGGGTFDVSLLTIEEGIFEVK

Proteina hipotética 1 3.7 YAVDLLTPVADEAVVAAVAEAIEGSPGGDLK
SPBR_06610
F/ tipo H + transportando a 13 72.8 SAALKLDWAK,ETVDLEIK,KVQALSEQPTTVDFAHYR,ETVDLEIKDLEK,GQTVASLQAFK,NTAVVDEIEKR
subunidade ATPase d JWSVPGYK,NIDEARPFEDLTVDEVAAAESSIDEK,VQALSEQPTTVDFAHYR,AIEAFEVEAVR,SILKNTAVVD
EIEKR,FAAFKPASYDVSR, TLKNIDEARPFEDLTVDEVAAAESSIDEK
aconitate hidratase 1 17 31.7 LQVLSPFDAWNGKDATDLPILIK,NDGNPATHAFVTSPDLVVALTIAGSLHFNPLTDK,AQVQVQVSPTSDR,IL
YSHLDDPHGQDIER,NQLTGEFGGVPDVAR,VIGVNLTGK,AQVQVQVSPTSDRLQVLSPFDAWNGKDATDLP
ILIK,SIFTVTPGSEQIR,LNRPLNFAEK,LQVLSPFDAWNGK,VDVLSTELAVGKPLTLR,EVYDFLASACAKAD
EGAEYDQVIEIDLNTLEPHINGPFTPDLATPISK,DGAAFDIPLAHTFNASQIEWFK,GTPNSIVSSYNR,DATDLP
ILIK,GIQW VVIGDW NYGEGSSR
Alfa, alfa-trealose-fosfato 1 2.6 IGNLPTIVANTLDAATSAVADAVSK
sintase (UDP)
peptidilprolil isomerase 19 85.4 HWFGQINKEDGSWKVVK,HVVFGQINK,SLEACGDERGNVK,SLEACGDERGNVKSPKPTITGAGVL,VYFD
VEWEGPVLNDNFDPVGKPOQKQQGR,ELCTRPK,VYFDVEWEGPVLNDNFDPVGKPQK,ITFELFDKVVPK,SIY
GEKFPDENFK,IIPNFMIQGGDFTR,GNVKSPKPTITGAGVL,ELCTRPKGQGYVGSPFHR,HVVFGQINKEDGS
WK,SLEACGDER,GQGYVGSPFHR,FPDENFK,EGLLSMANAGPNTNGSQFFITTVVTNW LDNR,ITFELFDK
Proteina ribossomal 60S 2 7.4 LVTVEGPR, TLINNLIIGVTK
L9
Proteina HMG box 13 54.8 EADTGNDQDAIAEQLQQGAADDSAK,YADEFHIPMPTSK,VIDVENFIR,LSTIQELLK,LMSDEEALR,QTNLLL
GEGAGVDGVGELIGFDTGLLPPVGTVLPPVAVAVAPAADEK,QTNLLLGEGAGVDGVGELIGFDTGLLPPVG
TVLPPVAVAVAPAADEKK,GAVQEEGQR,GAAPASPDK,NFSGE YLR,EADTGNDQDAIAEQLQQGAADDSA
KTPK, TATPGAEAEPVK,LSTIQELLKNFSGEYLR
Proteina hipotética 11 48.6 ATQPHSPFDVVAWQGFYYPYK,FWQRPESA GAADSHLLKQ,FNVIGSISFDHPDPSIFTVLTAPSEHAGTAVAD
SPBR_04209 FVIFPPR,DFQVPVACFDEPVAAAAAAHAAEPAYVLR,LSGTAFTAPR,QIAGAGDPTLK,WDPFPLPDPATEPT
DFVSGLR,ITPACSLSPFQPEDDALTHDNKDTDALHYLPDQFR,DYVTHSWGK, TEMGW LLVRPLEICVIPR,GY
ALELYQGHFQLPELGPIGSNGLANAR
Proteina ribossomal grande 3 18.4 ANVAEVLEYSNETK,KYDAFIASETLIK,NFLETVELQIGLK
L10Ae
Transaldolase 4 17.8 VSTEVDAR,NTGEITELAGCDYLTISPALLEELLNSNEAVPK,VDATLDAILVAFGR,LIDEAVAIGK
Glicina 9 23.4 AVTIAVR,SEVADW VGT YPLPWSTKE,SIPSPFAYADIVTTTSHK,DKGGLGYSLVSGGTDNHLVLADLKPQGI
Hidroximetiltransferase DGGR,VFLDHLGNGDGVPEILQLR,IIVAGASAYSR,VADIVDR,SEVADW VGT YPLPWSTK,VLELVGVAANK
Malato deidrogenase 26 79.4 GYEPTASGLSAALK,VTELALYDIR,GVYNPKRLFGVTTLDVVR,AVAESAPNANILVISNPVNSTVPIVK,RLFG
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VTTLDVVR,GVVEPSFVESPLYK,GSDPKDENITVVGGHSGVTIVPLFSQSSHPELSSNADLVK,LFGVTTLDVV

RVTVLGAAGGIGQPLSLLLK,GVVEPSFVESPLYKDQGIEFFSSKVELGPEGVEK,DQGIEFFSSK,VELGPEGV

EK,ILPVGEVDSVEQGLLEACFTDLKKNIAK,GVVEPSFVESPL YKDQGIEFFSSK,AVAESAPNANILVISNPVN

STVWPIVKEVFK,ILPVGEVDSVEQGLLEACFTDLKK,VQFGGDEVVQAK,GVEFVASNPGK,VTVLGAAGGIGQ

PLSLLLKLNPR,DDLFNTNASIVR,VTELALYDIRGGPGVAADISHVNTK,DLSKVTVLGAAGGIGQPLSLLLKL

NPR,GGPGVAADISHVNTK,ILPVGEVDSVEQGLLEACFTDLK,AVAESAPNANILVISNPVNSTVPIVKEVFKA
R,GSEVVLIPAGVPR

succinate deidrogenase, 2 12.9 HLVWDAAVK, TLAAFPFLFHSFNGVR
citocromo subunidade b556
Proteinas de dominio SET e 1 3.1 LNAVSAVAIELLESVLSSR
MYND
6,7-dimethyl-8-ribityllumazine 4 38.0 VQLDTGVPIIFGVLTVLSEK,STLQFDA LVAIGALIK,WNWNIEPLLEGTK,LLESGVAESNIVVESVPGAWELP
VAVQR
peptidil /a prolil isomerase D 10 33.6 QKDEEAAQK,IVFELYNDVVPK,SGAAAGEEAPADPLAGLTGGGTATLSAER,VAASNALSVPGISDADKAK,L
(ciclofilina D) APGDANVLK,YLNEEPDLDSAPEGTK,DVVIVDCGELKGDDAILSADAPK,VAASNALSVPGISDADK,LGAW
QEARHVVFGAVLAGK
Acetil CoA 4 17.7 LPPSLLPLQSGIGNIANAVIGGLQOQNAK,SQQVSNSPELIR,VIGVVESDYQDQTLPNAPGDAAASQIAGHLIEFFE
hydrolase HEVSHGR, IGTTSIPLDPEK
Aminopeptidase | 10 22.3 FITENPTVFHAVGYFEK AVESLATNK,ICSWAALVALLR,VAELSGNTLQR,LAALFDDEEIGSLLRAQDNDD
AGVIR,VGYQQLGVAPYAGALNATWWDRATTGALDPGLGVK,LFQSFFEL YEK,QGAWGNFLPVTIER
Ubiquinol / citocromo c 4 19.8 SEQAPDFSHYLSK,KGPAPLNLEIPAYEFPEDEKLVIG,VEVDLNTIPEGK,GPAPLNLEIPAYEFPEDEKLVIG
redutase ferro / enxofre
subunidade
Proteina hipotética 4 317 DYEFYTGESMNPDGLVVLLNYR,ETLLPNFK,EDGTTPYITWQHGLKAALQEAGK
SPBR_01963
Proteina hipotética 2 32.1 IPLIGPYFVK,YVSVAGPIAGALGVAALFYASGIPR
SPBR 08650
Fator de Elongacdo 1-p 7 50.2 LVAVGFGIK,HIATYEDEFATLSGDASKPYTAYGPEIAEVTINPAK,SAPAADKYPNAAR,SINQDGLWGLSK,
SYIVDHNATQADVVVFK,VSLDDLQDTIAEFEDYVQSSDVVAMQK
Acido nucleico / proteina de 8 39.6 ADDRPLREPSNCLYIGNLPYETTDADLTVTFR,NVVFDASDANLR,GFGFVYFENAEAQAK,NSSESQEEA VSE
ligacdo ATN,AAYEYLK,IDYASPTK,EAFEHYGPINSTFIAR,GFAHADFDSIESAK
3- isopropilmalato 3 225 TGEALTDEALAAAGAADAILLGAIGGPEWGPDAPVRPEQGLLK,YSLQLPADAVAVEQAVK,LGGYLALAAD
desidrogenase PQNPLPVWSLDK
aminotransferase de 2 10.5 IALPTFSPTALIELIAR TLGVGPPGSALLYVIASPVGPY YPTGFK
aminoacidos de cadeia
ramificada
Mn superoxido dismutase 4 19.7 ANQDPVSGTLVPLLGIDAWEHAYYLQYENRK,KAEYFSAIWNVINWK AEYFSAIWNVINWK,A NQDPVSGT
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LVPLLGIDAWEHAYYLQYENR

Gliceraldeido3-fosfato 19 70.0 VPTANVSVVDLTAR,LVSW YDNEW GYSR,VVDLISYVAK, YDSTHGAFK,VEANGLNVNGK,ADVISNASCTT
desidrogenase NCLAPLAK,DPASIPW K, A GISLNPNFVK,RVVDLISYVAK,GASYDEIK,GILG YTEDDVVSSDLNGNLNSSIFD
AK,GAAQNIIPSSTGAAK, DTGAEY VVESTGVFTTTDK,NAIEHGDVEVVA VNDPFIDTNYAA YM LK, EASEGP
LK MIPELNGK,LTGMSLR,VIISAPSADAPM Y VIGVNEK
acetil - CoA acetiltransferase 14 424 QAAIFAGLPTSTEATTVNK,EDQDGYAIR,IQNVYFGNVLQGNVGQSPAR,ICSYADAA VEP IDFPVAPAK SGIP
VDKIQNVYFGNVLQGNVGQSPARAAWDA GAFADEIAPVTVTDKR FNGAFVSVPA PR DVA VW EFNEAFAA
VIK,AAWDAGAFADEIAPVTVTDK,|LGLDAGARASGLPAFGNVTLEDSLIK, ATQDA YILSASR,VNA LGGAI
ALGHALGSSGSR,RATQDA YILSASR
Proteina ligante de 8 85.1 GLVYDVTGNK ALA LSSTKPDDVQSQWQDLDDKEK, YNVIGKVVGATNLS,GVLNDWITFFAKR,GVLNDWI
progesterona TFFAK,ALALSSTKPDDVQSQWQDLDDKEKGVLNDWITFFAK, TPVNLQPPKDDPITLEELSAANGVDGGK,A
YQPGGSYHVFAGK
Proteina de replicagio do 2 148 ILASSLGGGLSAWNQPIEVIR FSNLLLGAGLNLFEVTTLGQPLEVTK
DNA YHM2
Hidrometil Coa-liase 3 143 TIEAGSFVAPK,LSSPVPISYAFLVPNTK,EATA GAETKPSSFLPAVELA VFAAATESFSQK
Citocromo c oxidase 9 66.8 TEYPYQNIR,EHWEHW EHLPPL EER, NISIFVAIPALAASG YNA YLL YK, EHAAQTTNLWK,NFVW GDGDK, TL
subunidade 6a FWNEK,NFVW GDGDKT LFWNEK,TKNFVW GDGDK T LFWNEK, VN YHNKDKVA
Het C 3 205 LNAWLAALK,NIVEILETFLDSK,QLEAPGVSETLQSLVVNELK
Proteina hipotética 1 76 LGGAALDVFETEPLPAASELWK
SPBR_00881
Carboximetilenebutenolidase 11 46.0 TYATGPDEATK,DAAGIKVPLVLLASKDEPPADVDAFEK,VPLVLLASK,HPPPVTASK,GIIY VADIFGYK,DQT
LQGADILSVTDK,VPLVLLASKDEPPADVDAFEK,VLIPDWFDGEPAA LEIFPPDTEDK,TVVEFFSK,VLIPDWF
DGEPAALEIFPPDTEDKK AASEA YPTIK
Glucanase extracelular de 6 263 GGATYPQTPMQIK,LADGTDLNYDTTK, TPFGPGSGAPYVA Y YK, TLTYNDAK,GGTSPVSNPQSEFHT YTLD

parede celular

WSPEALTWSIDGTVVR,GAEFVIAADTNAPTITSTK
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ANEXO IIl: CURRICULO LATTES
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ANEXO VI: FICHA DO ALUNO
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