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RESUMO

O género Trichosporon spp. pertence ao filo Basidiomycota e atualmente conta com
12 espécies, sendo Trichosporon asahii a que possui maior relevancia clinica,
causando infec¢Bes invasivas que alcangcam uma taxa de mortalidade de até 80%, o
gue depende do estado imunoldgico do paciente, da capacidade do fungo em crescer
em diferentes morfologias e da susceptibilidade limitada aos antifiingicos, bem como,
de sua capacidade de formar biofilmes. A formacao de biofilmes depende da sintese
de adesinas que medeiam as interagfes célula-meio nas diferentes morfologias do
fungo. Assim sendo, os objetivos deste trabalho foram verificar se proteinas com
funcéo preditiva de adesinas sao expressas em leveduras e hifas de T. asahii e se
sdo encontradas na superficie celular deste fungo, bem como analisar os modelos
tridimensionais dessas adesinas. Para isso, camundongos isogénicos 129/Sv foram
inoculados com extrato de proteinas totais de leveduras e de hifas para geracao de
antissoros policlonais que foram avaliados por ensaio imunoenzimético (ELISA),
mostrando que houve diferenca na quantidade de anticorpos gerados contra as
proteinas totais de leveduras e hifas e que os mesmos reconheceram diferencialmente
0S extratos proteicos opostos aos quais foram produzidos de forma significativa
(p<0,05), e que os anticorpos gerados contra proteinas de hifas possuem maior forca
de ligacdo. Os antissoros policlonais foram utilizados em ensaios de microscopia de
imunofluorescéncia, ambos contra leveduras e contra hifas, mostrando
reconhecimento das diferentes morfologias de forma semelhante e independente das
células terem passado por tratamento de permeabilizacdo ou ndo. Além disso, quatro
proteinas previamente caracterizadas in silico por nosso grupo como potenciais
adesinas (Restina-like, CFL1-like, Mar-like e Beta-like) tiveram sua estrutura proteica
terciaria modelada no servidor I-TASSER. A partir de cinco modelos gerados para
cada adesina foi escolhido aquele que apresentou o maior valor de confianca (C-
score). Em seguida, as sequéncias de aminoacidos das proteinas foram analisadas
no programa TepiTool no NetMHCII para identificar peptideos reconhecidos por alelos
do MHC classe Il humanos e H2 murino. Os peptideos foram entédo, analisados no
programa VaxiJen v. 2.0 para verificar a imunogenicidade dos mesmos, com ponto de
corte > 0,5. Em seguida, os peptideos de cada proteina foram localizados na estrutura
3D de cada proteina no programa PyMol 3.1. Finalmente, foram selecionados aqueles
que se encontraram na superficie de cada modelo proteico e proximos a regido N-
terminal. Estes peptideos foram sintetizados por empresa comercial e inoculados em
camundongos para producao de antissoro especifico contra cada peptideo. Através
dos anticorpos policlonais gerados contra cada peptideo, proteinas de superficie
foram detectadas na superficie de leveduras e de hifas de T. asahii. O ensaio piloto
de reconhecimento de proteinas por Western blot ndo trouxe conclusdes definitivas a
repeito da eficacia do reconhecimento das adesinas pelos anticorpos gerados contra
0s peptideos. A andlise de expressdo génica das quatro potenciais adesinas em
leveduras e hifas mostrou que todas séo sintetizadas em maior grau nas hifas de T.
asahii. A partir das estruturas 3D das quatro adesinas foi realizado ensaio in silico de
docking molecular, mostrando que todas as quatro adesinas se ligam a proteinas
humanas que sdo alvo da adeséo celular de patdgenos. Este trabalho contribuiu para
a compreensédo da interagcdo molecular entre o patégeno emergente T. asahii e 0s
tecidos de seu hospedeiro humano.

Palavras-chave: Trichosporon. Moléculas de adeséo celular. Leveduras. Hifas



ABSTRACT

Trichosporon spp. belong to the Basidiomycota phylum and currently possess 12
species, being Trichosporon asahii the most clinically relevant species, causing
invasive infections, with mortality rate ranging up to 80%, depending on the patient's
immune status, the ability of the fungus to grow in different morphologies and the
limited susceptibility to antifungal agents, as well as its ability to form biofilms. Biofilm
formation depends on the expression of adhesins that mediate cell-environment
interactions in the different morphologies of the fungus.The aim of this work was to
verify if proteins with predictive function of adhesins are expressed in yeast and hyphae
of T. asahii and if they are found in the cellular surface of this fungus, as well as to
analyze the three-dimensional models of these adhesins. For this, isogenic 129 / Sv
mice were inoculated with total yeast and hyphae protein extracts for the generation of
polyclonal antisera that were evaluated for titration by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), showing that there was a difference in the amount of antibodies raised
against the total proteins of yeasts and hyphae and that they differentially recognized
the opposite protein extracts to which they were produced in significantly way (p
<0.05), and that the antibodies generated against hyphae proteins have greater
binding strength. Polyclonal antisera were used in immunofluorescence microscopy
assays, both against yeasts and hyphae, showing recognition of the different
morphologies in a similar way and independent of the cells having undergone
permeabilization treatment or not. In addition, four proteins previously characterized in
silico by our group as potential adhesins (Restin-like, CFL1-like, Mar-like and Beta-
like) had their tertiary protein structure modeled on the I-TASSER server. Among five
3D probabilistic models generated for each protein, the one that presented the highest
confidence value (C-score) was chosen. Thereafter, the amino acid sequences of the
proteins were analyzed in the TepiTool and NetMHCII softwares to identify peptides
recognized by human class Il MHC and Murine H2 alleles. The peptides were analyzed
in the VaxiJen v.2.0 software to verify their immunogenicity and it was used the cutoff
value > 0.5. Thus, the peptides of each protein were located in the 3D structure of each
protein using the PyMol 3.1 software. Finally, those that were on the surface of each
protein model and close to the N-terminus region were selected. These peptides were
synthesized by commercial company and inoculated in mice for production of specific
antiserum against each peptide. Through the polyclonal antibodies generated against
each peptide, surface proteins were detected on the surface of yeast and hyphae of T.
asahii. The Western blot protein recognition pilot assay did not provide definitive
conclusions regarding the efficacy of adhesins recognition for antibodies raised against
peptides. Gene expression analysis of the four potential adhesins in yeast and hyphae
showed that all are synthesized to a greater degree in the hyphae of T. asahii. From
the 3D structures of the four adhesins an in silico molecular docking assay was
performed, showing that all four adhesins bind to human proteins that are the target of
cellular adhesion of pathogens. This work contributed to the understanding of the
molecular interaction between the emerging pathogen T. asahii and the tissues of its
human host.

Keywords: Trichosporon. Cell adhesion molecules. Yeast. Hyphae.
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1 INTRODUCAO

As espécies do género Trichosporon apresentam-se como fungos
leveduriformes com a capacidade de formar pseudo-hifas, hifas verdadeiras e
artroconidios, que sao formados pela fragmentacdo das hifas. Sado capazes de
degradar ureia e utilizar diversos tipos de carboidratos como fonte de carbono, mas
nao sao fermentadores. Essa variedade de formas e metabolismo confere a este
género caracteristicas cosmopolitas, permitindo que ele ocupe diversos nichos,
podendo ser encontrado no solo, na agua, decompondo matéria organica e
colonizando diversos hospedeiros, incluindo o homem (HAUPT et al.,, 1983;
MIDDELHOVEN, 2003; CHAGAS-NETO; CHAVES E COLOMBO, 2008).

Espécies de fungos oportunistas e patogénicos tendem a expressar perfis
proteicos diferentes em cada uma de suas morfologias. Essas diferencas estédo
ligadas a viruléncia como, por exemplo, na sintese de adesinas, que sdo proteinas
presentes na superficie da célula fungica que medeiam a adesdo do fungo ao
substrato. Em Candida albicans algumas adesinas podem ser sintetizadas em apenas
uma ou ambas morfologias do fungo, a exemplo de Als3p e Hwplp, presentes
somente em hifas e Alslp, presentes tanto em hifas quanto leveduras. Sabe-se que
T. asahii € um fungo capaz de transitar entre as morfologias de levedura e hifas,
porém, até o momento, ainda ndo sdo conhecidas adesinas que sejam sintetizadas
por este fungo e tdo pouco, se estao presentes em apenas uma de suas morfologias
(BAILEY et al., 1996; HOYER et al., 1998; SUNDSTROM, CUTLER e STAAB, 2002;
ZHENG, WANG e WANG, 2004; MARTINEZ-GOMARIZ et al., 2009; BOYCE e
ANDRIANOPOQULOS, 2015).

As adesinas permitem que o fungo realize interagbes célula-célula, célula-
hospedeiro ou célula-superficie abidtica. Uma vez que a célula fungica se adere ao
hospedeiro ou a um substrato abibtico que esteja em contato direto com tecidos do
hospedeiro, a exemplo de cateteres, ela realiza a formacao de biofilmes, a partir do
qual pode se disseminar para outras partes do hospedeiro humano, desenvolvendo
um quadro de infecc¢éo invasiva (COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011; DUARTE-
OLIVEIRA et al., 2017).

Das 12 espécies que compdem o género Trichosporon, 9 delas possuem
relevancia clinica para o homem, sendo que a espécie Trichosporon asahii € a mais

frequentemente isolada em infec¢des invasivas e reconhecidamente alta produtora de
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biofilmes. A capacidade que T. asahii tem em invadir e se disseminar pelos tecidos do
hospedeiro pode ter relacdo com a sintese de proteinas encontradas em sua
superficie e que possuem funcdo de adesinas. Estas proteinas podem ser
diferencialmente sintetizadas em leveduras e hifas de forma a possuirem papeis
diferentes durante o processo infeccioso (PFALLER et al., 2007, 2009; COLOMBO et
al., 2011; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

Atualmente, os genomas de duas cepas de T. asahii estdo sequenciados,
sendo uma cepa de origem ambiental, a CBS 8904, e outra de origem clinica, a CBS
2479. O genoma do fungo possui aproximadamente 25 Mbp e contém cerca de 8.300
ORFs (Open Reading frames) preditas que codificam proteinas. Porém, o
conhecimento da anotacdo proteica para o genoma que realmente € expresso ainda
ndo é bem elucidado se comparado com outras espécies de fungos. Desta forma, os
genomas depositados permanecem classificados com o nivel de “scafold”, com a
anotacdo gendmica realizada apenas por ontologia génica. (YANG et al.,, 2012;
MARINE et al., 2015).

Com a emergéncia das infec¢des causadas por T. asahii, sua alta capacidade
em formar biofilmes e o pouco conhecimento que existe sobre os produtos de sua
expressao génica, in vitro e in vivo, ha a necessidade de se conhecer 0s mecanismos
pelos quais esse fungo interage com seu hospedeiro humano e se possiveis proteinas
diferencialmente sintetizadas pela levedura ou pela hifa, bem como, aquelas
localizadas em sua superficie poderiam participar dos processos de adesdo e

formacdao de biofilmes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Trichosporon e sua importancia clinica

Os fungos do género Trichosporon pertencem ao filo Basidiomycota, classe
Temellomycetes, ordem Trichosporonales, familia Trichosporonaceae. Podem habitar
diversos nichos no ambiente, tais como solo, ar, 4gua, ambientes marinhos,
decompondo madeira, encontrado em queijos e excremento de passaros. S&o
encontrados em diversos hospedeiros como escaravelhos, pombos, morcegos e gato,
assim como fazem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal e da pele
humana. Anteriormente a espécie do género mais associada a infec¢des era
Trichosporon beigelli, porém, estudos genéticos e bioguimicos demonstraram que se
referiam a seis espécies diferentes: T. asahii, T. cutaneum, T. inkin, T. asteroides, T.
mucoides e T. ovoides. Pela atual classificacdo do género, ele abriga 12 espécies,
sendo 9 sdo causadoras de infeccbes em humanos, sendo elas T. asahii, T.
asteroides, T. coremiforme, T. dohaense, T. faecale, T. inkin, T. japonicum, T. lactis e
T. ovoides (CHAGAS NETO, CHAVES e COLOMBO, 2008; COLOMBO, PADOVAN
e CHAVES, 2011; CHO, MATSUKURA e SUGITA, 2015; LIU et al., 2015).

Esses fungos sdo comensais do organismo humano e podem emergir como
patébgenos quando enfrentam mudancas que causem perturbacdes nas condicdes
ambientais do meio em que vivem, causando aumento na populagéo local ou levando
ao seu desenvolvimento em locais do hospedeiro onde ndo seriam encontrados em
condi¢cBes ambientais normais (BROWN, CORNFORTH e MIDEO, 2012).

Em estudo global realizado por Pfaller e colaboradores em 2009, com 11.240
isolados clinicos ndo-Candida originados de amostras de sangue, fluidos corporais,
tecidos, trato gastrointestinal, geniturinario e respiratério, 2.392 isolados foram
identificados como pertencentes ao género Trichosporon, correspondendo a 10,6%
do total de isolados estudados ao longo de 10,5 anos, tornando o género o terceiro
maior causador de infecgdes invasivas do tipo ndo-Candida.

As infec¢Oes causadas pelas espécies do género Trichosporon variam em sua
forma e gravidade, dependendo do local em que se manifestam, sendo classificadas
em infecgOes superficiais epidérmicas, sindromes alérgicas por hipersensibilidade, e
infeccbes invasivas como infeccbes do trato urinario, endocardite, peritonite e

fungemia. Os grupos que possuem 0 maior risco para desenvolverem infeccdes
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invasivas por Trichosporon spp. sdo 0s pacientes imunocomprometidos, como 0s
portadores de leucemia, do virus HIV, pacientes transplantados ou que tiveram a
integridade de mucosas comprometida por insercao de cateteres ou por quimioterapia.
No género, as espécies T. asahii e T. asteroides sdo as principais causadoras de
tricosporonoses em pacientes hematoldgicos, sendo a de maior relevancia clinica, T.
asahii. (KEMKER et al., 1991; LUSSIER et al., 2000; PFALLER e DIEKEMA, 2004;
WALSH et al., 2004; CHAGAS-NETO, CHAVES e COLOMBO, 2008; COLOMBO,
PADOVAN e CHAVES, 2011).

O estudo epidemiologico de Chitasombat e colabores (2012) com pacientes
imunosuprimidos mostrou que houve aumento na incidéncia de infeccfes invasivas
nao-Candida, incluindo o género Trichosporon, de 1,8 para 2,3 casos a cada 100.000
pacientes-dia entre 2005 e 2010 (CHITASOMBAT et al., 2012).

As tricosporonoses superficiais sdo causadas principalmente por T. inkin e T.
ovoides e manifestam-se clinicamente sobre a epiderme na forma de papulas
disseminadas, ou na forma de tricomicoses em que nddulos esbranquicados se
desenvolvem nas hastes dos pelos de diversas partes do corpo, sendo esta
manifestacdo conhecida por Piedra branca. A tricomicose causada por Trichosporon
spp. pode se desenvolver em pelos da cabeca, barba, axilas, regido genital, cilios e
sobrancelhas, causando enfraquecimento dos pelos e consequente queda (GUEHO
et al., 1994; ASADA et al., 2006; TENDOLKAR et al., 2014; RIZZITELLI et al., 2016).

Em estudo realizado no Japao (ZHANG et al, 2011a) com amostras de DNA
retiradAS da pele de 380 pacientes saudaveis foi demonstrado que T.asahii era
detectado em 44,73% dos pacientes (170 pacientes) e em estudo realizado com
pacientes com dermatite atdpica (DA) também no Japdo (ZHANG et al, 2011b) que
houve aumento na presenca de T. asahii em lesbes de DA quando comparado com
pacientes saudaveis, ficando atrds somente de Malassezia spp.

Outro tipo de infeccdo que manifesta-se tanto nas maos quanto nos pés € a
onicomicose. Esta modifica as caracteristicas das unhas que passa a apresentar
onicolise distal, hiperqueratose subungueal e alteracdo na sua cor. Os principais
fatores de risco sé@o idade avancada, traumas locais, hiperidrose, imunodeficiéncias,
condicdes climaticas, fatores socioeconémicos e inflamacao de cuticula (paroniquia).
Os patdgenos prevalentes nesses tipos de infeccdo séo T. inkin e T. ovoides (MALINI,
OUDEACOUMAR e UDAYASHANKAR, 2013; RIZZITELLI et al., 2016).
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Trichosporon spp. também podem causar manifestacdes no trato respiratorio
que levam ao desenvolvimento de pneumonia por hipersensibilidade. Os maiores
indices de ocorréncia desse tipo de pneumonia acontecem durante o verao no Japao,
cuja umidade favorece o desenvolvimento de Trichosporon sp. A infeccdo se inicia
guando o hospedeiro inala artroconidios do fungo presentes no ar. Apos o contato, o
sistema respiratorio do hospedeiro gera uma resposta imune inicial que evolui para
hipersensibilidades do tipo Il e IV apds sucessivas inalagbes do antigeno. Essa
hipersensibilidade pelo constante contato com Trichosporon sp. leva a lesbes nos
tecidos do trato respiratério do paciente (MIYAGAWA et al.1982; ANDO et al. 1991,
NISHIURA et al, 1997; SUGITA, IKEDA e NISHIKAWA, 2004).

O fungo causa infeccbes no trato urinario em pacientes hospitalizados em
unidades de tratamento intensivo e que sdo imunocompetentes. O maior fator de risco
para o desenvolvimento desse tipo de infeccéo € a presenca de cateter vesical. Neste
tipo de cateter ocorre a formacdo de biofilme principalmente por T. asahii e T.
asteroides a partir do qual inicia o processo infeccioso. Apds desenvolvimento no trato
urinario pode haver migragéo para os rins e destes para o sangue (FEBRE et al., 1999;
COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011; SUN et al., 2012; CHAITANYA et al., 2015;
KHAN et al., 2015).

Das espécies causadoras de infec¢des profundas, T. asahii tem sido descrita
como a principal causadora desse tipo de infeccdo, tornando essa espécie um
patégeno emergente (CHAGAS-NETO; CHAVES E COLOMBO, 2008; ALMEIDA
JUNIOR e HENNEQUIN, 2016). De 43 isolados de infec¢des descritas no estudo de
Ruan, Chien e Hsueh (2009), 32 isolados (74%) foram identificados como sendo de
T. asahii, correspondendo a 84% dos casos de infecgdes invasivas.

Estudos realizados em diversos paises reportaram casos, considerados raros,
de infec¢Bes invasivas do Sistema Nervoso Central (SNC) causadas por espécies do
género Trichosporon, inclusive pela espécie T. asahii. No Brasil foi descrito somente
um caso de infeccéo invasiva do SNC pelo género Trichosporon, porém associado a
espécie T. inkin (HESLOP et al., 2011; Paradzik et al., 2015; HAJJAR et al., 2017,
MILAN et al., 2018).

As infec¢des profundas causadas por T. asahii acometem principalmente
pacientes com doencas hematologicas, como 0s que estdo sob tratamento
quimioterapico contra leucemia, pacientes que desenvolvem AIDS e aqueles

neutropénicos. Também pode acometer pacientes transplantados, individuos que se
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submeteram a implantes de préteses ortopédicas ou estéticas, portadores de diabetes
mellitus, pacientes que estejam utilizando cateteres durante o periodo de
hospitalizagédo e ainda, de forma pouco usual, individuos que sofreram queimaduras.
Nesses casos de extremo acometimento em pacientes com fungemia a taxa de
mortalidade dos pacientes € alta, podendo alcancar até 80% conforme pode ser visto
no estudo realizado por Krcmery et al. (1999) (KRCMERY et al., 1999; REDDY,
TORRES e KONTOYIANNIS, 2002; BONAVENTURA et al., 2006; THIBEAULT et al.,
2008; DI FONSECA et al., 2009; MAXFIELD et al., 2015; ODERO et al., 2015; RUBIC
et al., 2015; ZUO et al., 2015; DE ALMEIDA e HENNEQUIN, 2016).

Em estudos de histopatologia realizados em pacientes com infec¢des invasivas
causadas por T. asahii a partir de biopsias de pele, trato urinério, érgaos genitais,
SNC, tecidos moles profundos e sangue dos casos de fungemia, observou-se que
estdo presentes tanto a morfologia de hifa quanto a de levedura do fungo nas lesdes
e na corrente sanguinea (HESLOP et al., 2011; OZKAYA-PARLAKAY et al., 2012;
KHAN et al., 2015; KUMAR et al., 2015; MAXFIELD et al., 2015; PARADZIK et al.,
2015; THIEN et al., 2016; CULHA et al., 2018; GARG et al., 2018; GO et al., 2018;
KILEY et al., 2018; NGUYEN et al., 2018).

Da mesma maneira, trabalhos descrevendo isolados de T. asahii encontrados
no solo, em éareas poluidas por 6leo, ambiente aquéatico e do chdo doméstico
mostraram que ambas as morfologias podem ser encontradas no ambiente fora do
corpo humano (KARASHIMA et al., 2002; CHANDRAN e DAS, 2010; ASHENGROPH
e AMINI, 2017; KAUR, SANGWAN e KAUR, 2017; PINHEIRO et al., 2018).

2.2 Terapia e sensibilidade aos antifungicos

Nas ultimas décadas o numero de casos de infec¢fes sistémicas causadas por
patogenos fangicos tem aumentado consideravelmente e os farmacos disponiveis
para combater esse tipo de infeccdo séo limitados. Dentre as classes disponiveis
encontram-se 0s polienos (Anfotericina B), os azlis e triazéis (Fluconazol,
Isavuconazol, Itaconazol, Posaconazol, Ravuconazol e Voriconazol) e as
equinocandinas (Anidulanfungina, Casponfungina e Micafungina) (BERGOLD e
GEORGIADIS, 2004; FERA, LA CAMERA e DE SARRO, 2009).

Os farmacos de primeira escolha no tratamento dos patégenos flngicos tem

sido a Anfotericina B e os azéis, principalmente o Voriconazol e o Fluconazol. Os azdis
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agem inibindo a sintese do esterol de membrana dos fungos, o ergosterol, causando
aumento da permeabilidade da membrana e extravasamento citoplasmatico, sendo
seu efeito fungistatico nas células afetadas diretamente pelo farmaco mas
comprometendo a reproducgdo celular, sendo fungicida para as células filhas. Ja a
Anfotericina B age ligando-se diretamente ao ergosterol causando comprometimento
da estrutura da membrana e morte do patdégeno, tendo assim, acéo fungicida. Porém,
0os protocolos de teste de susceptibilidade a antifingicos do Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI) ndo incluem o género Trichosporon, de forma que os
resultados sao interpretados a partir daqueles descritos para Candida spp. e
Cryptococcus spp. (BRAJTBURG et al., 1990; WALSH et al., 1990; BERGOLD e
GEORGIADIS, 2004; KURIYAMA et al., 2005; CHAGAS-NETO; CHAVES e
COLOMBO, 2008; FERA; LA CAMERA e DE SARRO, 2009).

No estudo realizado por Rodriguez-Tudela et al. (2005) foi demonstrado in vitro
Sdo necessarias maiores concentracdes de Anfotericina B para T. asabhii,
apresentando concentracdo inibitéria minima (CIM) = 2 ug/ml, comparado aos
compostos azélicos, que apresentaram CIM < 0,14 ug/ml. O agente que obteve
melhores resultados contra isolados de T. asahii foi o Voriconazol. Ao contrério, 0s
fungos patogénicos nado-Trichosporon spp. apresentaram-se resistentes para 0s
agentes azolicos do que para a Anfotericina B.

Foi observado por Iturrieta-Gonzéles et al. (2014) que os 36 isolados clinicos
de T. asahii obtidos de sangue, urina, pele e cabelo apresentaram in vitro médias
geométricas das CIMs semelhantes para Fluconazol (2,67 pg/ml) e Anfotericina B
(2,57 pg/ml) enquanto que a média geométrica da CIM para Voriconazol foi de 0,032
pg/ml, confirmando este farmaco como a melhor opgéo para o tratamento de infec¢des
causadas por T. asahii ITURRIETA-GONZALES et al., 2014).

Outra classe de farmacos utilizada no tratamento contra fungos é a das
equinocandinas. Essa classe age inibindo a sintese do complexo 1,3-B-D-glicana
sintase, que sintetiza B-D-glicana um componente importante da parede celular
fungica. Porém as equinocandinas nédo sao ativas contra Trichosporon spp. conforme
demonstrado nos estudos in vitro para isolados de Tawara e colaboradores (2000) em
que a micafungina apresentou um CIM >64 ug/ml e nos estudos in vitro de Espinel-
Ingroff (1998) em que a caspofungina apresentou uma CIM >16 ug/ml (ESPINEL-
INGROFF, 1998; DENNING, 2003; SUN e SINGH, 2010; TAWARA et al., 2000).
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Liao e colaboradores (2014) investigaram isolados clinicos de T. asahii quanto
a sensibilidade a combinac¢des de antifangicos in vitro. Foram utilizadas combinacdes
de Anfotericina B/Caspofungina, Voriconazol/Anfotericina B e
Voriconazol/Caspofungina. A combinagdo Voriconazol/Anfotericina B foi a que teve
maior efeito sinérgico (87,5% dos isolados) (LIAO et al., 2014).

Em outro estudo realizado por Liao (2015) onde foram levantados casos de
infecgao por Trichosporon spp. entre os anos de 1975-2014, T. asahii foi isolado de
76,75% de infecc¢des fangicas invasivas. Este estudo mostrou ainda que entre os anos
de 1975-2004 a Anfotericina B foi o farmaco que obteve os melhores resultados na
cura dos pacientes, porém caindo no periodo de 2005-2014, tendo neste periodo o
Voriconazol apresentado os melhores resultados no tratamento de trichosporonoses
invasivas. Os dados levantados nesse estudo confirmam a tendéncia de que T. asahii
vem apresentando aumento na resisténcia a Anfotericina B (LIAO et al., 2015).

De acordo com Basu, Tilak e Kumar (2015), isolados de T. asahii obtidos de
sangue de pacientes em UTIs neonatais também apresentaram resisténcia a
Anfotericina B e ao fluconazol, porém ainda sensives ao Voriconazol.

Em estudo realizado por Kushima (2012) foi descrita a presenca do gene
ERG11 em T. asahii, relacionado ao ERG11 encontrado em C. neoformans. Este
gene, codifica a Lanosterol 14-a-demetilasse, enzima envolvida no processo de
conversao do lanosterol para ergosterol, sendo essa, 0 alvo de acéo dos azélicos. No
trabalho foi demonstrado que a mutacéo de aminoacido G150S no ERG11 de T. asahii
foi responsavel por conferir multi-resisténcia a azolicos para este fungo. (KUSHIMA,
et al., 2012).

Posteriormente Kushima e colaboradores (2017) compararam as sequéncias
de aminoacidos da Ergllp, em uma regido altamente conservada entre outros
organismos, entre um isolado de T. asahii com baixa CIM para azodlicos (CIM <4 ug/mL
para Fluconazol e < 0,125 ug/mL para Voriconazol) e seis isolados clinicos com altas
CIMs (CIM =264 pg/mL p ara Fluconazol e =28 ug/mL para Voriconazol). Foi
demonstrado que os isolados clinicos possuem no gene ERG11 uma mutacao pontual
na guanina 448 (G448A), resultando na substituicdo de aminoacido na posi¢édo
G150S, sugerindo ser esta a causa da resisténcia dos seis isolados de T. asahii para
a classe dos azois (KUSHIMA et al., 2017).
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2.3 Fatores associados a viruléncia

Os fungos patégenos oportunistas possuem uma série de fatores que lhes
permite sucesso na colonizacao, sobrevivéncia e invasao dos tecidos do hospedeiro,
gue sdo conhecidos como fatores de viruléncia. Entre estes fatores tém-se a transicéo
morfologica entre a forma de levedura e hifa, a sintese de componentes de parede
celular, producdo e secrecdo de enzimas liticas e a formacdo de biofilmes
(COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011; MAYER, WILSON e HUBE, 2013;
BENTUBO e GOMPERTZ, 2014).

A transicdo da fase levedura para hifa em toda a populacdo infectante é
consequéncia de mecanismos regulatorios que reconhecem mudancas ambientais
que levam a mudancas morfolégicas no nivel celular. A transi¢cdo fenotipica pode
ocorrer em qualguer momento do crescimento celular devido a mudancas de pH,
temperatura, presenca de soro, de diferentes tipos de carboidratos, fonte de ferro ou
estresse osmoético e oxidativo. Nessas diferentes condi¢cdes ambientais, leveduras
como C. albicans sintetizam proteinas diferencialmente em suas duas fases
morfologicas, como a Frl0p, uma redutase férrica expressa em maior quantidade na
superficie de hifas ao lisar eritrocitos para usar a hemoglobina como fonte de ferro.
Outro exemplo € a Hoglp e a Skolp que sdo expressas na superficie de leveduras
de C. albicans impedindo a transformacéo de leveduras em hifas em ambientes com
estresse oxidativo e osmotico, sendo consideradas fatores de viruléncia (BENSEN,
FILLER e BERMAN, 2002; NANTEL et al, 2002; GARAIZAR et al., 2006; ALONSO-
MONGE et al., 2010; JEEVES et al, 2011).

Em Cryptococcus neoformans foi verificada que a adesina Cfllp é sintetizada
somente durante a fase de hifa deste fungo, possuindo papel na transicéo levedura
para hifa durante o processo de mating, bem como na aglutinacdo célula-célula e
formacao de biofilme. Como T. asahii apresenta perfis fenotipicos diferentes durante
a invasao tecidual e por possuir ancestralidade genética compartilhada com C.
neoformans, supfe-se que este patégeno também possua sintese diferenciada de
proteinas nas suas diferentes morfologias (WANG; ZHAI; LIN, 2012; WANG et al.,
2013; LIU et al., 2015).

Fungos dimorficos também sintetizam proteinas diferentes na superficie de
cada morfologia agindo tanto como adesinas, como outros fatores de viruléncia, a

exemplo de Drklp em Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis que é
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responsavel pela transicdo levedura-hifa na penetracdo de tecidos e regulacdo da
expressdo de fatores de viruléncia, e a Sidlp responsavel pelo crescimento em
ambientes pobres em ferro. Em Talaromyces marnefei a DrkAp auxilia na adaptacao
em ambientes de estresse osmatico e transicdo dimorfica (BRANDHORST et al.,
1999; BOYCE et al.,, 2011; NEMECEK, WUTHRICH e KLEIN, 2006; BOYCE e
ANDRIANOPOULOQS, 2015).

Um outro tipo de mudancga fenotipica é conhecido por switching e consiste na
mudanca morfoloégica na cor da coldnia, que passa de branca para opaca, de forma
espontanea e que esta ligada a mudanca morfolégica das células fungicas
(RIKKERINK, MAGEE e MAGEE, 1988).

O switching pode prover aos fungos a diversidade fenotipica que se espera de
microrganismos invasivos, aumentando sua capacidade de aderir-se e invadir
diferentes tecidos. Ja foi visto in vitro que as células brancas de C. albicans possuem
um volume de 33 um?3 enquanto as células opacas possuem um volume de 114 um3,
de forma que as primeiras corpos menores podem reduzir de forma mais eficiente o
espaco entre a levedura e as células epiteliais, aumento a adesédo. Ainda, o switching
esta envolvido na regulacédo da transcricdo de genes relacionados a resisténcia aos
antifingicos (SLUTSKY, BUFFO e SOLL, 1985; SLUTSKY et al., 1987; RIKKERINK,
MAGEE e MAGEE, 1988; VARGAS et al., 2000; JAIN, HASAN e FRIES, 2008)

Em C. albicans, o switching é amplamente conhecido e pode manifestar-se na
mudanca da cor da colénia de branca para opaca. As células brancas sédo capazes de
formar hifas que invadem os tecidos do hospedeiro, sendo estas mais virulentas,
enquanto que as células opacas tém a funcao de realizar mating com outras células
opacas e produzir uma populacdo recombinante. As células brancas e opacas
também diferem na expressédo de diversos genes nao relacionados ao mating, tal
como as adesinas, sugerindo que estes dois tipos celulares estdo adaptados para
colonizar diferentes tecidos do hospedeiro. As células opacas também sdo mais
sensiveis ao ataque por neutréfilos do que células brancas (RIKKERINK, MAGEE e
MAGEE, 1988; KOLOTILA e DIAMOND, 1990; FORCHE et al., 2008; BERMAN, 2012;
SASSE et al., 2013).

Trichosporon asahii também apresenta switching fenotipico em col6nias
cultivadas em laboratério apos a passagem dos isolados em modelo murino. Os
isolados ambientais de T. asahii crescem como colbnias rugosas compostas por mais

de 99% de hifas, enquanto os isolados clinicos crescem como coldnias pulverulentas
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compostas por mais de 90% de artroconidios e blastoconidios (KARASHIMA et al.,
2002). No estudo realizado por Ichikawa e colaboradores (2016) também foi
domonstrado que os isolados clinicos de T. asahii possuiam maior viruléncia quando
comparados aos isolados ambientais, visto que as células das col6nias que obtiveram
maiores taxas de adesdo em material abidtico apresentaram em sua maioria
morfologia de hifas e artroconidios. Embora os mecanismos dessas mudancas
fenoticas ndo sejam conhecidos em Trichosporon spp. sugere-se que sirvam para
evadir das defesas do hospedeiro (ODDS, 1997; KARASHIMA et al., 2002; ICHIKAWA
et al., 2004; ICHIKAWA et al, 2016).

Assim como em outros microrganismos as espécies do género Trichosporon
produzem e secretam enzimas no ambiente para retirada de nutrientes e que lhes
permitem aumentar a patogenicidade ao quebrar proteinas e romper a membrana
celular das células do hospedeiro. Em estudo realizado por Bentubo e Gompertz
(2014) foram analisadas a atividade de enzimas liticas em 44 isolados de
Trichosporon spp. Nos 18 isolados de T. asahii foi detectada atividade de protease
(66,7%), fosfolipase (33,3%), lipase (100%) e DNase (44,4%). A producédo dessas
enzimas extracelulares esta relacionada a fatores de estabilidade fisiolégica desse
fungo como a temperatura, na qual a atividade enzimatica foi mais eficiente quando
os isolados foram incubados a 37°C (COLOMBO, PADOVAN e CHAVES, 2011;
BENTUBO e GOMPERTZ, 2014).

Outro fator associado a viruléncia apresentado por T. asahii € a producédo do
componente de parede celular Glicoronoxilomanana (GXM). Esse polissacarideo é
semelhante ao produzido pelos fungos do género Cryptococcus, nos quais promove
a evasao da atividade fagocitica e protecdo contra a resposta imune do hospedeiro.
Em estudo de Fonseca e colaboradores (2009) foi realizada a andlise estrutural e
funcional da GXM produzida por T. asahii e comparou-se com as propriedades da
GXM produzida por C. neoformans. As similaridades estruturais encontradas entre a
GXM produzida por C. neoformans e T. asahii sugerem que a GXM de T. asahii possui
0S mesmos aspectos funcionais da GXM produzida por C. neoformans, conferindo-
Ilhe maior resisténcia a fagocitose e modulacéo da resposta imune do hospedeiro. O
estudo feito por Karashima et al. (2002) mostrou que em isolados clinicos de T. asahii
as concentracdes de GXM eram maiores do que em isolados ambientais e ap0s

passagem dos isolados ambientais in vivo os niveis de GXM ficaram semelhantes aos
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dos isolados clinicos (KARASHIMA et al., 2002; FONSECA et al., 2009; URAI et al.,
2016).

Um dos fatores de risco para o desenvolvimento de uma infec¢do sistémica
causada por T. asahii € a presenca de dispositivos invasivos, como catéteres
intravenosos ou urinarios e préteses ortopédicas ou estéticas. Esses dispositivos
servem como substrato para a adesdo de células de T. asahii e desenvolvimento de
biofilmes, a partir dos quais dispersam-se para outros locais do hospedeiro causando
tricosporonose sistémica (DI BONAVENTURA et al., 2006; COLOMBO, PADOVAN e
CHAVES, 2011).

Uma vez diagnosticada a infeccao invasiva por T. asahii o tratamento torna-se
dificil pela alta capacidade de formacao de biofilme, levando a se desenvolver em
diversos érgaos e tecidos como rins, cérebro, meninges, valvulas cardiacas, inclusive
em superficies abidticas que estejam em contato com o paciente de onde pode se
disseminar para outras partes do organismo (SIDAROUS, O'REILLY e CHERUBIM,
1994; HESLORP et al., 2011; CHAITANYA et al., 2015).

A arquitetura de um biofilme maduro de T. asahii se caracteriza por um
agregado celular com diferentes morfologias, hifas metabolicamente ativas
entrelacadas com leveduras, mergulhado em uma matriz extracelular polissacaridica
(Extracellular Polysaccharide - EPS) composta de manose e residuos de glicose
presentes na parede celular e que Ihe confere estabilidade estrutural e fisiologica
(DAVEY e O’'TOOLE, 2000; DI BONAVENTURA et al., 2006).

Como apresentado por outros fungos, T. asahii tem a capacidade de formar
biofilmes a partir da adesdo ao substrato, crescimento da colénia e maturacao do
biofilme, indo de uma monocamada celular at¢é uma multicamada estruturada (DI
BONAVENTURA et al., 2006; ITURRIETA-GONZALES et al., 2014).

A matriz tem a funcdo de imobilizar e manter préximas as células do biofilme,
protegendo-as da dessecacéo, oxidacao e do sistema imune do hospedeiro. A matriz
também serve como barreira a acdo dos antifungicos utilizados no tratamento contra
infecgdes, pois dificulta 0 acesso dos farmacos as células do biofilme. Essa funcéo de
barreira da matriz explica a alta resisténcia do biofilme aos antifingicos em
comparacdo com as células plancténicas (BROWN, 1993; HAWSER e DOUGLAS,
1994; AL-FATTANI e DOUGLAS, 2004; FONSECA et al.,, 2009; FLEMMING e
WINGENDER, 2010).
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Os biofilmes conferem ao T. asahii resisténcia aos antifingicos apresentando
CIMs pelo menos mil vezes maiores do que as apresentadas por células plancténicas,
conforme pode ser observado nos estudos de lturrieta-Gonzales e colaboradores
(2014). Em estudo realizado por Liao e colaboradores (2014) em biofilmes com
combinac¢des de antifungicos, a combinacdo Voriconazol/Anfotericina B tever maior
porcentagem de efeito sinérgico (87,5%). As combinagdes Anfotericina
B/Caspofungina e Voriconazol/Caspofungina ndo apresentaram efeito sinérgico
(93,75% e 81,25% respectivamente) (ITURRIETA-GONZALES et al., 2014; LIAO et
al., 2014).

Outro mecanismo, que junto com o biofilme promove maior resisténcia dos
fungos a acao dos farmacos, € a presenca das bombas de efluxo. Estas bombas séo
compostas por diversas familias de proteinas que realizam o transporte de compostos
toxicos para fora da célula. Em fungos, as duas principais familias sdo a Cassete de
Ligacdo a ATP (ABC) e a Superfamilia dos Facilitadores Maiores (MFS) (HIGGINS,
1992; WHITE, MARR e BOWDEN, 1998; SORBO, SCHOONBEEK e DE WAARD,
2000).

A familia ABC hidroliza ATPs para transportar os solutos através da membrana
celular e as proteinas dessa bomba séo sintetizadas a partir dos genes CDR1, CDR2.
Esses genes estdo ligados a resisténcia aos azolicos in vitro conforme foi descrito nos
estudos de Prasad et al., (1995), Sanglard et al., (1997) e Mukherjee et al., (2003). As
bombas ABC sao transportadores primarios pois podem transportar solutos mesmo
contra gradinetes eletroquimicos. A familia MFS utiliza a forca proto-motora para
transportar solutos através da membrana e o gene de maior importancia clinica em
fungos é o MDR1 expresso em C. albicans (FLING et al., 1991). Esse gene também
foi relacionado a resisténcia aos azélicos in vitro (FLING et al., 1991; PRASAD et al.,
1995, 2006; SANGLARD et al., 1996, SANGLARD et al, 1997; WHITE, MARR e
BOWDEN, 1998SORBO, CHOONBEEKS e DE WAARD, 2000; MUKHERJEE et al.,
2003; AL-FATTANI e DOUGLAS, 2004; CANNON et al., 2009).

2.4 Interacado patdégeno-hospedeiro
Proteinas expressas na superficie celular de fungos sé@o responsaveis pela

interacdo do patdgeno com o substrato em que se dara o inicio da infeccdo. Essas

proteinas medeiam interacdes proteina-proteina, proteina-agucar ou outros tipos de
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interacdo com o substrato e com moléculas do hospedeiro. As proteinas de superficie
responsaveis pela interacéo inicial com o hospedeiro sdo amplamente conhecidas em
leveduras e em fungos filamentosos, sendo o modelo mais estudado Candida sp. que
possui diversas semelhancas com T. asahii. Contudo, nada se conhece sobre esses
tipos de proteinas em T. asahii e se as mesmas participam ou ndo da formacéo de
biofilmes (SUNDSTROM, 1999; HOYER, 2001; VERSTREPEN, REYNOLDS e FINK,
2004; GROOT et al., 2013; DUARTE-OLIVEIRA et al., 2017).

Para que Candida sp. possa iniciar a invaséo e disseminacdo em tecidos deve
realizar a adeséo a células e moléculas diversas do hospedeiro. Essa etapa inicial da
invasdo é feita por meio de diferentes adesinas presentes na parede celular
(KARKOWSKA-KULETA, RAPALA-KOZIK e KOZIK, 2009).

As adesinas classicas (Figural) sao proteinas que apresentam um peptideo
sinal de enderecamento celular, localizado em sua porcdo N-terminal, seguida por um
dominio efetor de alta complexidade, responsavel pela interacdo com outras proteinas
do ambiente, uma regido repetitiva de baixa complexidade e rica nos aminoacidos
serina e treonina e, finalmente, uma ancora de GPI na porcdo C-terminal, que é a

regido responsavel por fixar a adesina na membrana fungica (Groot et al., 2013).

Figural - Modelo de adesina fungica classica
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Fonte Adaptado de Groot et al., 2013

Em Candida spp. as adesinas mais conhecidas incluem as familias ALS
(Agglutinin-Like Sequence) , HWP (Hyphal Wall Protein), IFF/HYR (IPF Family
F/Hyphally Regulated Protein) e a EPA que sdo membros da classe de proteinas de

parede celular dependentes de glicosilfosfatidilinositol (GPI-CWP), que possuem
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peptideo sinal na por¢cao N-terminal, permitindo a entrada no reticulo endoplasmatico
e posterior secre¢ao por via classica (SUNDSTROM, 2002; DE GROOT et al., 2013).

A familia ALS possui oito genes codificadores de glicoproteinas de superficie,
cujos dominios da regido N-terminal sdo semelhantes a imunoglobulina (lg). As
proteinas possuem afinidade a diferentes substratos como a Alslp, Als3p e Als5p que
ligam-se ao colageno, fibronectina, laminina e células epiteliais e endoteliais,
enquanto que a Als6p se liga ao colageno e a Als9p a laminina. A Als4p medeia a
adesdo ao endotélio, a Als5p é responsavel pela agregacéao célula-célula do fungo e
a Als7p tem afinidade por superficies abidticas (HOYER, 2001; FILLER, 2006;
GROOT et al., 2013).

A familia HWP possui dois genes que sintetizam proteinas de superficie
responsaveis pela adeséo aos tecidos do hospedeiro. A Hwplp possui a regido N-
terminal rica em residuos de glutamina que servem de substrato para as
transglutaminases presentes na superficie de células epiteliais, facilitando a interacéo
de Candida sp. com tecidos revestidos por este tipo celular. A Hwp2p é responsavel
pela ligacdo a tecidos epiteliais e pela formacdo de biofilme (CHAFFIN, 2008;
YOUNES et al., 2011; GROOT et al., 2013).

Ainda, foi verificado que proteinas do tipo Eapl, a principio identificadas em
Saccharomyces cereviseae, sdo sintetizadas por Candida sp. tanto na forma de
levedura quanto de hifa, e contribuem na formacéo de biofilme, adesao a epitélios,
superficies abibticas e adesdo célula-célula (CHAFFIN, 2008; DE GROOT et al.,
2013).

A segunda maior familia de genes que produzem proteinas de superficie em
Candida spp. é a IFF/HYR, que contém 12 genes (HYR1, IFF1-IFF11). Dez genes
dessa familia possuem ancoras de GPI e somente dois, o IFF10 e IFF11, ndo
possuem sequéncias dessas ancoras. O gene HYR1 medeia a resisténcia a morte por
neutrofilos e o anticorpo anti-Hyrlp promove imunidade contra infeccdo disseminada
em modelo murino. O gene IFF11 € necessario para a integridade da estrutura da
parede celular visto que a delecdo desse gene torna a parede mais sensivel a agentes
pertubadores, além de ser necessario para a manutencéo da viruléncia desse fungo.
Pouco foi elucidado sobre essa familia, ndo se conhecendo os ligantes moleculares
bidticos ou abioticos das proteinas sintetizadas por esses genes (BAILEY et al., 1996;
BATES et al.,, 2007; RICHARD e PLAINE, 2007; LUO et al., 2010; GROOT et al.,
2013).
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A familia EPA, com 17 genes, € encontrada em C. glabrata, sendo os genes
mais estudados o EPAL, EPA6 e EPA7. Conforme trabalhos realizados por Zupancic
et al. (2008) e Maestre-Reyna et al. (2012), as proteinas Epal, Epa6 e Epa7 sao
capazes de ligarem-se a oligosacarideos que possuem residuo de galactose terminal.
Essa capacidade permite que se liguem as glicoproteinas de superficie das células
epiteliais do hospedeiro. A especificidade de glicanos que essas proteinas podem se
ligar varia entre elas, sendo a Epa6p a que possui maior gama de ligantes, seguida
da Epalp e depois a Epa7p (CORMACK, GHORI e FALKOW, 1999; ZUPANCIC et
al., 2008;; KUHN e VYAS, 2012; MAESTRE-REYNA et al., 2012; GROOT etal., 2013).

Até o momento foram descritas duas adesinas no filo Basidiomycota, no qual
esta classificado o género Trichosporon. Essas adesinas foram encontradas em C.
neoformans e trata-se de uma proteina secretada com funcao de adesdo denominada
de Cfl1 (cell flocculin 1) (WANG, ZHAI e LIN, 2012) e uma proteina de parede
denominada MP84 (TEIXEIRA et al., 2014). A secrecéo da proteina Cfll € necessaria
para a realizacdo de sua funcéo reguladora da morfologia da col6nia, adeséo célula-
célula, formacédo de biofiime e adesdo ao hospedeiro. Essa adesina, diferente de
outras conhecidas, ndo possui na porcdo C-terminal peptideo de ancoragem
dependente de GPI nem peptideo de ligacdo na porcao N-terminal, sendo Unica em
sua estrutura (GROOT et al., 2013; GYAWALI et al., 2017). Ja a MP84 é responsavel
por mediar a adesdo entre as células de C. neoformans e as células epiteliais do
pulm&o humano (TEIXIEIRA et al., 2014)

No estudo foi demonstrado que a Cfllp € altamente induzida durante o
processo de mating para realizar a morfogénese da col6nia. Durante este processo
essa proteina é liberada no meio extracelular e age de forma paracrina induzindo a
sintese de Cfllp por células vizinhas e transformacao para a fase de hifa, aumentando
o poder de adesao da colénia como um todo (WANG et al., 2013).

Para o sucesso na infecg¢édo, o patégeno deve vencer as barreiras fisicas que
impedem sua disseminacao pelos tecidos do hospedeiro. Entre as principais barreiras
fisicas encontram-se as camadas de células epiteliais e endoteliais reforcadas por
uma matriz extracelular (ECM). Os fungos patogénicos expdem em sua superficie um
conjunto de proteinas gque interagem com 0S principais componentes da matriz
extracelular como a laminina, fibronectina e plasminogénio (KARKOWSKA-KULETA,
RAPALA-KOZIK e KOZIK, 2009; KOZIK et al., 2015).
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Além das adesinas, sdo encontradas na parede fungica, a exemplo de Candida
spp., proteinas que presumivelmente deveriam se localizar apenas no citoplasma da
célula, a exemplo de enzimas da via glicolitica como: enolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e aldolase. O papel dessas proteinas fora do citoplasma vem
sendo cada vez mais estudado e sabe-se que essas proteinas estdo envolvidas nos
processos de adesdo e imunogenicidade na relacdo patdgeno-hospedeiro.
(SWOBODA et al., 1993; SUNDSTROM e ALIAGA, 1994; SUNDSTROM; JENSEN e
BALISH, 1994).

A enolase (2-fosfo-D-glicerato hidrolase) € a proteina glicolitica mais abundante
da parede celular de Candida spp. e é encontrada em grandes quantidades em
sobrenadantes de C. albicans. Essa proteina possui papel ativo na interacao entre o
fungo e as células do hospedeiro por sua capacidade de adesao ao plasminogénio e
a plasmina. Além da adesdo as proteinas do hospedeiro, a enolase tem papel
imunogénico como demonstrado no trabalho de Li e colaboradores (2013) ao detectar
in vitro anticorpos IgG para enolase recombinante de Candida spp. SUNDSTROM e
ALIAGA, 1994; JONG et al., 2003; LI et al., 2013; SILVA et al., 2014; NIMRICHTER et
al., 2016).

A GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) € outra proteina localizada
na face externa da parede celular de Candida spp. e possui a capacidade de realizar
ligagdo com a laminina e a fibronectina presentes na ECM. A GAPDH foi encontrada
no sobrenadante de C. albicans em niveis semelhantes aos da Enolase na fase de
hifa mas néo foi detectada na fase de levedura (SUNDSTROM, 1994). No trabalho de
Lau e colaboradores (2013) com Penicillium marneffei, a GAPDH foi regulada
positivamente durante a fase micelial realizando a ligacdo entre os conidios e a ECM
de tecido epitelial. Ao contrario da Enolase, a GAPDH possui baixa imunogenicidade
e conforme descrito por Gil et al. (2006) a exposi¢cdo aos anticorpos para essa proteina
em modelo murino ndo conferiram protecdo para a candidiase disseminada
(SUNDSTROM e ALIAGA, 1994; GIL et al., 2006; LAU et al., 2013).

A aldolase é outra proteina da via glicolitica que se encontra na face externa
da parede celular de Candida spp., S. cerevisae e C. neoformans. e possui a
capacidade de ligacdo ao plasminogénio e consequente invasdo da ECM. Essa
proteina possui capacidade de inicitar respostas hiperalergénicas no hospedeiro como
demonstrado por Ishiguro et al. (1992), que isolou IgE a partir do soro de pacientes
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inoculados com aldolase de C. albicans (ISHIGURO et al., 1992; PITARCH et al.,
2001; CROWE et al., 2003; STIE, BRUNI e FOX, 2009; LAU et al., 2013).

Em Malassezia furfur, fungo dermatofito capaz de crescer tanto como levedura
quanto como hifas, também foi observada a presenca de enzimas extracelulares a
exemplo de lipases e proteases. O fungo é lipodependente adquirindo os acidos
graxos a partir do hospedeiro pela secrecéao de lipases quando o pH varia de 3,5 a
6,0, com atividade méxima observada em pH 4,5. As proteases de M. furfur também
séo secretadas numa variacao de pH de 3,0 a 4,0 com atividade méaxima observada
em pH 3,5. A secrecdo de enzimas extracelulares em M. furfur varia de acordo com a
morfologia apresentada pelo fungo, tendo sido observado que as hifas possuem maior
secrecdo de lipases e proteases do que a forma de leveduras, sugerindo que as hifas
de M. furfur estdo associadas as formas mais graves de infecgdao (JUNTACHAI e
KAJIWARA, 2015; WU et al., 2015; McCOTTER, HORIANOPOULOS e KRONSTAD,
2016; Ll et al., 2017).

Nos trabalhos realizados por Puccia e colaboradores (2011) e Puccia, Vallejo e
Longo (2017) foram descritas diversas proteinas encontradas na parede celular do
fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, sendo algumas delas com funcéo
enzimatica como proteases, que degradam proteinas da matriz extracelular do
hospedeiro facilitando a invasédo e a disseminacédo pelos tecidos durante o processo
infeccioso. Longo e autores (2014) demonstraram que as proteinas de parede séo
expressas de forma diferencial nas duas fases morfolégicas de P. brasiliensis e em
diferentes isolados oriundos de paracoccidoidomicose cronica.

Em Trichosporon asahii foram detectadas proteinas extracelulares com
atividade enzimética como proteinases, lipases, fosfolipases, DNAses e hemolisinas,
com prevaléncia na atividade de lipases e fosfolipases, embora diferentes isolados
tenham apresentado perfis diferentes na producdo dessas enzimas extracelulares. A
temperatura 6tima da atividade cinética de proteases e lipases é cerca de 37°C, de
forma que isso favorece a capacidade de T. asahii em invadir e disseminar-se pelos
tecidos do hospedeiro (SUN et al., 2012; BENTUBO e GOMPERTZ, 2014; DUARTE-
OLIVEIRA et al. 2017; MONTOYA et al., 2017).

Além das proteinas extracelulares que possuem papel na interacdo com o
hospedeiro, diversos fungos podem sobreviver e evadir da acao dos fagoécitos. Esses
fungos sintetizam eumelanina a partir da diidroxinaftaleno-melanina que em

Aspergillus fumigatus foi demonstrado inibir a fusdo de lisossomos. E sabido que T.
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asahii realiza deposicdo de eumelanina na parede celular, possivelmente também
apresentando a capacidade de impedir a fusdo de lisossomos. Além disso, T. asahii
possui enzimas antioxidantes, como catalase e superéxido dismutase, protegendo-o
da acdo das espécies reativas de oxigénio liberadas pelo hospedeiro (THYWIREN et
al., 2011; DA SILVA-DANTAS et al., 2016; ZHANG et al., 2016; DUARTE-OLIVEIRA
et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos fundamentados para o seguinte trabalho estdo descritos nos itens

3.1e3.2.

3.1 Objetivo Geral

Verificar se potenciais adesinas sdo expressas em leveduras e hifas de

Trichosporon asahii e se sdo encontradas na superficie celular deste fungo.

3.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Obter antissoros policlonais em modelo murino contra extratos proteicos totais
de leveduras e de hifas de T. asahii para testar a capacidade de

reconhecimento destes antissoros frente as diferentes morfologias;

Realizar modelagem molecular de quatro proteinas preditas como adesinas

para selecao e sintese de peptideos sintéticos com potencial imunogénico;

Gerar anticorpos policlonais em modelo murino utilizando os peptideos
sintéticos a fim de utiliza-los na localizacdo celular das adesinas nativas em

leveduras e hifas de T. asahii;

Realizar a analise de expressao génica das quatro adesinas preditas em
leveduras e hifas de T. asabhii;

Realizar ensaio in silico de docking molecular das quatro adesinas preditas de
T. asahii com proteinas humanas que possam participar da interacao patégeno-

hospedeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

Para responder os objetivos propostos foram aplicadas diferentes metodologias

descritas nos itens abaixo.

4.1 Delineamento experimental

O presente trabalho foi composto pelas seguintes etapas apresentadas no

fluxograma da figura 2.



Figura 2 - Fluxograma do delineamento experimental contendo todas as etapas cumpridas.
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4.2 |solado utilizado

Foi utilizada a cepa referéncia de T. asahii CBS2479, isolado clinico obtido a
partir de lesdo de psoriase. Seu genoma foi sequenciado e possui anotacao de genes
com predicdo de proteinas hipotéticas, podendo ser encontrado no banco de dados
de genomas publico do NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=trichosporon (YANG et al., 2012).

4.3 Obtencao dos extratos proteicos de leveduras e hifas e T. asahii

4.3.1 Analise da viabilidade e pureza do isolado fungico

O isolado de T. asahii CBS 2479 foi cultivado em placa de meio Sabouraud
Desxtrose Agar (SDA - Himedia) a partir de uma amostra criopreservada a -80°C, em
estufa a 37°C por 24 horas. A pureza foi avaliada através de semeadura do isolado
em meio CHROMAgar® Candida (Difco) crescido por 3 dias em temperatura
ambiente, protegido da luz solar. ApGs a confirmacao da pureza do isolado, 0 mesmo
foi repicado em placa de meio SDA em temperatura ambiente, protegido da luz, por

sete dias.

4.3.2 CondicOes de crescimento para inducao de leveduras e hifas

O isolado T. asahii CBS 2479 foi semeado a partir de uma placa de meio SDA,
cultivada em temperatura ambiente, em um Erlenmeyer contendo 25 mL de meio
Sabouraud liquido (Sabouraud Dextrose Broth — Himedia) para indugéo de leveduras
e outro Erlenmeyer contendo 25 mL de meio liquido RPMI 1640 (Cultilab) para inducao
de hifas, na temperatura de 37°C, com rotacdo de 180 rpm, por 16 horas. Apés este
periodo as culturas foram centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS em
velocidade de 2.950 g, por 5 minutos. Em seguida, as células foram ressuspensas em
20 mL de PBS para a contagem das leveduras e das hifas em camara de Neubauer

(Marinfeld) em microscépio de luz Nikkon Eclipse E2000.
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4.3.3 Extracdo de proteinas totais para inoculacdo em camundongos

As proteinas totais das leveduras e das hifas de T. asahii foram extraidas
conforme a metodologia proposta por Von der Haar (2007).

A extracao foi realizada a partir das células cultivadas nas condi¢cdes descritas
no item 4.3.2, de forma que a extracao foi feito com leveduras crescidas em caldo
Sabauroud e em hifas crescidas em meio RPMI 1640.

Volumes equivalentes a contagem de 108 células/mL foram pipetados em tubos
do tipo Falcon e centrifugados em velocidade de 4000 rpm, por 5 minutos para retirada
do PBS e ressuspensas em 200 pL de tampéo de lise (0.1 M NaOH, 0.05 M EDTA,
2% SDS e 2% B-mercaptoetanol). Em seguida, as células foram incubadas em banho-
maria a 90°C, por 20 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados 5 pL de &cido
acético 4 M e incubadas por mais 20 minutos em 90°C, a fim de que as proteinas
totais fossem extraidas das células lisadas de leveduras e hifas, separadamente.

Os lisados foram centrifugados e os sobrenadantes foram transferidos para
tubos do tipo Falcon. Foi adicionado a cada sobrenadante 4 volumes de metanol, 1
volume de cloroférmio, e 3 volumes de agua Milli-Q, sendo misturados em vortex apos
a adicao de cada reagente. Os lisados foram centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos,
e a fase aquosa acima da camada de proteinas foi removida.

Foram adicionados mais 3 volumes de metanol e misturado em vortex, seguido
de centrifugacdo e remocdo do sobrenadante. Os pellets de proteinas totais foram
secos em temperatura ambiente dentro da cabine de fluxo laminar (Labconco Class

II) e entdo ressuspenso em 1 mL de PBS.

4.3.4 Quantificacdo dos extratos de proteinas totais

A quantificacdo das proteinas totais foi realizada utilizando o método de
Bradford (1976), que consiste em pipetar 0.1 mL de diferentes concentragdes
crescentes de uma solucédo de BSA 1mg/mL em cubetas e entédo adicionar 0.9 mL de
reagente de Bradford em cada cubeta. Essas cubetas foram levadas para serem lidas
em espectrofotbmetro BEL S-2000 a 595 nm e os resultados obtidos foram plotados
para montar uma curva padrdo. As medicOes para a curva padrdo foram feitas em

triplicata.
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Para quantificar os extratos de proteinas totais de leveduras e hifas, uma
amostra de 50 pL do extrato proteico de levedura ou de hifa foi pipetado em uma
cubeta com 950 pL de reagente de Bradford e a absorbancia lida em 595 nm. Os
resultados foram substituidos na formula do gréfico e dada a quantidade de proteinas
totais em cada extrato.

Foi feito gel de Poliacrilamida a 10% para corrida das proteinas totais com a
finalidade de verificar se as mesmas estavam integras para inoculacdo nos

camundongos.

4.4 Imunizacdo dos camundongos com 0s extratos totais de leveduras e

hifas de T. asahii e com os peptideos sintéticos

4.4.1 Animais utilizados

Foram utilizados camundongos isogénicos 129/Sv, machos, com idade de 8
semanas para proceder com as imunizagoes.

Para os extratos de proteinas totais de leveduras e hifas de T. asahii CBS 2479
foram utilizados 6 animais, sendo 3 para cada extrato.

Para os peptideos sintéticos (item 5.10) foram utilizados 7 animais, sendo 2
para os peptideos das proteinas CFL1-like, Beta-like e Mar-like e 1 animal para o
peptideo da proteina Restina-like.

Os animais foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Patricia Paiva Corsetti
de Almeida da Universidade José Rosério Vellano — UNIFENAS. Os mesmos foram
mantidos no biotério da UNIFAL-MG na sala D101.

Para a realizac&o desta etapa do projeto, 0 mesmo foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais — CEUA, sob nimero de protocolo 53/2017 (Anexo A) da
Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL, com posterior retificagéo da linhagem dos

animais aceita pelo CEUA (Anexo B).
4.4.2 Imunizacao dos camundongos
Para as imunizacdes foi seguido o protocolo de Nunes et al (2009). Para

obtencdo do soro pré-imune os animais foram sedados com 80 uL de uma solugéo

anesteésica (200 uL de Ketamina 10%, 50 uL de Xilasina 2%, 500 uL de PBS) por via
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intraperitoneal. Apos a constatacdo da sedacdo, com o auxilio de uma agulha, foi
puncionada a veia facial e o sangue foi colhido em tubo do tipo Eppendorf. O sangue
colhido foi centrifugado a 1.260 g por 10 minutos. O soro foi recolhido e guardado a -
20°C.

Na primeira imunizacao foram injetados em cada animal, por via intraperitoneal,
10 uL de extrato de proteinas totais de leveduras ou de hifas a 1pg/uL ou 10 ug de
peptideos em 10 pL (Item 4.7.5), diluidos com 50 uL de adjuvante completo de Freund
(Sigma-Aldrich®) 1mg/mL. Para as duas imuniza¢des subsequentes também foram
injetados 10 uL de proteinas totais de leveduras ou hifas a 1ug/uL ou 10 pL dos
peptideos também a 1ug/uL (Item 4.7.5), diluidos com 50 uL de adjuvante incompleto

de Freund, com um espaco de sete dias entre as imunizagoes.

4.4.3 Coleta de antissoro

Para a coleta do antissoro, cada animal foi eutanasiado com injecao letal
intraperitoneal de 100 uL dos anestésicos Xilasina 2% e Ketamina 10% na propor¢ao
de 1:1. Os movimentos dos animais foram monitorados por estimulo dos reflexos nas
patas até a constatacdo de que cessaram completamente, indicando a sedacédo
profunda.

A caixa toracica de cada animal foi aberta cirurgicamente para exposi¢cao do
coracdo. Com auxilio de seringa e agulha de insulina foi feita a puncdo do sangue por
via cardiaca. O sangue coletado foi colocado em tubos do tipo Eppendorf, separados
por cada animal. Cada tubo foi levado para estufa a 37°C por 30 minutos e
posteriormente centrifugados a 1.260 g por 10 minutos.

Os antissoros contra os peptideos sintéticos e contra os extratos proteicos de
leveduras ou hifas de T. asahii foram coletados e armazenados em tubos do tipo
Eppendorf a -20°C.

4.5 Ensaios ELISA
Para o reconhecimento das proteinas totais pelos soros pré-imune e 0s

provenientes da imunizagao por proteinas totais de leveduras e hifas, foi realizado um

ensaio por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Nas placas utilizadas nos
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ensaios, cada poco foi sensibilizado com 1 ug de extratos de extratos de proteinas
totais de leveduras ou hifas diluido em 100 pL de tampao de ligacdo (para 1 L de
tampéao: 1,5 g de Na2COs, 2,93 g de NaHCOs3, 1.000 mL de H20 destilada, pH 9,6) e
incubados overnight a 4°C,

Passado o periodo de incubacéo, as placas foram lavadas cinco vezes em
solucéo de lavagem (para 1 L de solucéo: 9 g de NaCl, 0,5 mL de Tween 20 e 1.000
mL de H20 destilada). Em seguida, os pog¢os foram bloqueados com 200 pL de tampéao
de blogueio (5% de leite em pd desnatado em PBS + Tween 20 a 0,05%) e as placas
foram levadas para incubacédo por uma hora em estufa a 37°C. ApGs o periodo de
incubacéo, as placas foram lavadas cinco vezes na solucéo de lavagem.

Foram pipetados 100 pL dos antissoros primério diluidos em tampéo de
incubacédo (3% de SFB em PBS + Tween 20 a 0,05%) nas seguintes diluicdes: néo-
diluido, 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000 e 1:100.000. As placas foram levadas para
incubar por uma hora na estufa a 37°C e depois lavadas cinco vezes em solucao de
lavagem. Em seguida, foram pipetados 100 uL de anticorpo secundario (conjugado
anti IlgG com peroxidase anti-mouse) na proporcao de 1:7.000, diluido em tampéao de
incubacéo (3% de SFB em PBS + Tween 20 a 0,05%) e incubado por uma hora em
estufa a 37°C e depois lavada cinco vezes em solucédo de lavagem.

Para a revelacdo do ELISA, foi misturado um tablete de OPD (Dicloridrato de
o-fenilenodiamina — Sigma®) em 40 mL de tampé&o citrato (para 100 mL: 1,92 g de
acido nitrico, 1,41 g de NazHPO4, 100 mL de de H20 destilada, pH 4,5) e entdo
adicionados 40 uL de peroxido de hidrogénio a solucédo. Foram pipetados 100 uL da
solucéo OPD citrato em cada poco. As placas foram cobertas com papel aluminio e
deixadas para reagir por 15 minutos em temperatura ambiente. Apos esse periodo,
foram pipetados 100 pL de solucdo H2SO4 2N em cada poco para parar a reacao.

Foram feitas duas placas, sendo uma das placas para a titulacao dos anticorpos
gerados contra proteinas totais de hifas e contra proteinas totais de levedura e outra
para realizar o ensaio de reconhecimento de cada anticorpo contra as proteinas totais
da morfologia contraria a qual foram gerados. Em cada placa foram testados tanto os
anticorpos gerados contra proteinas de leveduras quanto os anticorpos gerados
contra proteinas de hifas, sendo que para cada diluicdo dos anticorpos foram
realizadas cinco repeticdes. As placas foram levadas para serem lidas no leitor de

ELISA Anthos Zenyth 200rt, no comprimento de onda de 490 nm e os dados gerados
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foram plotados em planilhas no programa GraphPad Prism 7® e transformados em

gréficos.
4.5.1 Determinagé&o do valor de cut-off dos anticorpos

Para determinar qual seria o cut-off acima do qual o reconhecimento das
proteinas totais pelos anticorpos gerados seria considerado positivo foi utilizada a
seguinte férmula (FREY, JAMES e ZURAKOWSKI, 1998):

Cut—off = X+SDf
Onde,

f=tJ1+1/n)

Nas quais:

X é a média dos soros controle (ndo-imunes);

SD é o desvio padréao dos soros controle;

t € o percentil de um teste de t-distribuicdo de uma hipétese com n - 1 graus
de liberdade;

n é o numero de soros controle.

O valor de cut-off foi calculado para um nivel de confianca de 99,9%.
4.5.2 Determinacgdo do titulo dos anticorpos

Para determinar o titulo dos anticorpos foi utilizada a seguinte formula proposta

por Bertini e colaboradores (2006):

1

Titulo =
o diluicdo x x 10™

Onde:
Diluicdo x — maior diluicAo com absorbancia acima do cut-off

E n corresponde a:

log FD [(ODx — cut of f)/(0Dx — ODy)]
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Na qual:
FD — fator de diluicdo da titulacéo,
ODx — OD na diluicéo x

ODy — OD na diluicéo subsequente a diluicao x
4.5.3 Afinidade dos anticorpos

Outro ensaio foi realizado para determinar a afinidade dos anticorpos com 0s
extratos proteicos para os quais foram gerados, seja de leveduras ou de hifas. Para
esse ensaio, apos a incubagdo com anticorpo primario na diluicdo 1:100, foi feita uma
lavagem nos pogos com 100 pL de ureia nas concentragdes de 1M até 10M seguida
de 4 lavagens com solucdo de lavagem e entdo adicionado o anticorpo secundario.
As médias dos valores encontrados na analise com diferentes diluicdes de ureia foram
submetidos a uma analise ANOVA para demonstrar se a distribuicdo de um grupo
difere dos demais e ao teste de Tukey (p<0,05) para demonstrar entre quais grupos
essa diferenca é estatisticamente significante. Para cada ensaio foi determinado como
cut-off a média da maior diluicdo de ureia com diferenca estatisticamente significante
entre as diluicdes.

Para determinar a afinidade dos anticorpos foi feito o calculo da porcentagem
de queda (Q%) da ligacao dos anticorpos gerados contra proteinas totais de leveduras
e contra proteinas totais de hifas com as proteinas para as quais foram gerados ou
contra os quais foram gerados, na diluicdo de ureia de 7M. A porcentagem de queda

foi determinada pela seguinte férmula:

TU x 100

Q% = 100 ———

Onde:
TU — DO observada com diluicao de ureia

T — DO observada sem diluicdo de ureia
4.6 Microscopias de fluorescéncia e confocal de leveduras e hifas

Para as imunofluorescéncias de reconhecimento tanto dos extratos de

leveduras e hifas contra células crescidas em cada uma das morfologias, quanto das
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proteinas nativas nas células fangicas utilizando-se antissoros contra os peptideos
sintéticos foram crescidos dois indculos overnight, um em 5 mL de meio Sabouraud
liguido e outro em 5 mL de meio liquido RPMI 1640, de forma que as culturas
crescessem como leveduras e hifas, respectivamente. Apds 0 crescimento, as
culturas foram centrifugadas e lavadas duas vezes com PBS estéril. Apds as
lavagens, as células foram fixadas em solucédo de formaldeido 3% em PBS estéril e
incubadas por uma hora em temperatura ambiente.

Apos a fixagéo, a solugdo contendo as células foi centrifugada e lavada cinco
vezes em PBS e ressuspensas de forma a manter a proporcdo de 10° células/mL.
Foram pipetados 10 pL de células ressuspensas em laminas limpas e secas em
temperatura ambiente. Apds este tempo, as laminas foram lavadas por imersdo em
PBS estéril por cinco vezes.

Todas as laminas foram blogueadas pipetando-se sobre as células secas 20
uL de solucdo de BSA a 1% em PBS estéril e incubando-se as laminas por uma hora,
em temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacdo as laminas foram lavadas
cinco vezes por imersdao em PBS.

Para ligagcdo dos anticorpos policlonais as células na lamina foram pipetados
20 uL do soro pré-imune diluido na propor¢cédo 1:10 e antissoros policlonias imunes
diluidos na proporcédo de 1:100, gerados contra os extratos totais de leveduras e hifas
ou gerados contra os peptideos sintéticos. As laminas foram incubadas em camara
Uumida por trés horas, em temperatura ambiente. Terminada a incubacédo as laminas
foram lavadas cinco vezes por imersdo em PBS estéril.

Anticorpo secundario anti-mouse conjugado com FITC (Isotiocianato de
fluoresceina, SouthernBiotech) foi preparado na proporcédo de 1:200 diluido em PBS,
para marcacao de fluorescéncia. Foram pipetados 20 uL dessa mistura sobre todas
as células secas nas laminas e incubadas por uma hora no escuro. Ao fim da
incubacgéo, as laminas foram lavadas cinco vezes por imersdo em PBS estéril e
colocada uma gota de ProLong™ Gold Antifade Mountant com DAPI (4,6 Diamino-2-
Fenilindol) sobre as células nas laminas, que foram finalmente cobertas com laminulas
e seladas com esmalte incolor. A molécula de FITC é excitada pelo comprimento de
onda de 488 nm (azul) e emite luz no comprimento de onda de 500 nm (verde) e a
molécula de DAPI é excitada pelo comprimento de onda de 405 nm (azul) e emite luz

no comprimento de onda de 450 nm (azul). As laminas foram guardadas a -20°C até
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serem observadas no microscopio de fluorescéncia confocal Nikon C2 do Laboratorio
de Fisiologia da Universidade Federal de Alfenas e as imagens obtidas pelo programa
NIS-Elements AR 4.5.

4.7 Analises in silico de proteinas hipotéticas da superficie de T. asahii para

determinacédo de peptideos imunogénicos

Em trabalho prévio em nosso laboratério (JESUS, 2018), foram estudadas e
selecionadas quatro sequéncias de proteinas hipotéticas a partir do genoma de T.
asahii CBS 2479, depositado no banco de dados do NCBI, as quais possuem
caracteristicas de adesinas de superficie celular fangica. Essas proteinas foram
denominadas de Restina-like, com 325 aminoacidos, numero de acesso NCBI
XP_014176431; CFL1-like, com 507 aminoacidos (XP_014178337); Beta-like, com
1383 aminoacidos (XP_014181724), e Mar-like, com 406 aminoacidos
(XP_014183496). As andlises in silico destas proteinas foram realizadas com a
colaboragcdo do Prof. Dr. Nelson José Freitas da Silveira, do Laboratério de

Bioinformatica da Universidade Federal de Alfenas.

4.7.1 Determinacédo do peso molecular das proteinas selecionadas

Para determinar o valor do peso molecular das quatro proteinas foi utilizado o

software online ExPASy, disponivel em <https://web.expasy.org/compute_pi/>.

4.7.2 Predicdo de imunogenicidade dos peptideos

As sequéncias das proteinas hipotéticas foram analisadas pelo software on-line
TepiTool, disponivel em <http://tools.iedb.org/tepitool/>, para serem preditos
peptideos hipotéticos com probabilidade de ligagdo com moléculas do MHC classe I
e no software on-line NetMHCII 2.3, disponivel em
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHCII/, para predi¢do da ligagdo com moléculas do
H2 murino.

Posteriormente, as sequéncias dos peptideos dadas pelo TepiTool e pelo
NetMHCII foram analisadas pelo software on line VaxiJen v 2.0, disponivel em

<http://'www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html>, de forma a verificar o
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potencial imunogenicidade de cada peptideo, ao ultrapassar o valor de ponto de corte
>0.5.

Foram selecionados os peptideos que apresentaram ligacdo predita com o
maior numero de alelos do MHC classe Il e H2 em conjunto com o maior valor predito
de imunogenicidade.

Os peptideos selecionados tiveram a sua localizagao analisada na estrutura 3D
das proteinas para que fosse realizada a sintese daqueles que estivessem presentes

externamente nas proteinas (ltem 4.7.5).

4.7.3 Predicéo da estrutura terciaria das proteinas selecionadas

As sequéncias de cada uma das quatro proteinas foram analisadas no servidor
on-line I-Tasser, disponivel em <https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/>,
para a realizacdo da predicdo dos modelos tridimensionais das estruturas terciarias
das proteinas. Esse servidor utiliza algoritmos para prever a estrutura terciaria das
proteinas com base na hipétese formulada por Anfinsen (1973) que diz que a estrutura
de uma proteina corresponde ao minimo de energia livre dependente das interacfes
no sistema da proteina (interacdes idnicas, ndo-covalentes, hidrofébicas, proteina-
solvente, pontes de hidrogénio e entropia). Esses célculos fornecem um conjunto de
posi¢cdes dos atomos que compdem a proteina em que ha um valor minimo de energia
livre. A previsao da estrutura de uma proteina com base no minimo de energia livre é
denominada de abordagem ab initio (KLEPEIS e FLOUDAS, 2003; LIWO et al., 1999;
ZHANG, 2008).

Para os célculos dos modelos 3D, o servidor I-Tasser faz a geracdo de moldes
a partir de templates previamente selecionados de forma automatica pelo préprio
servidor e realiza a recuperacdo das regides faltantes a partir de calculos ab initio,
resultando sempre em cinco modelos que séo classificados quanto aos valores de C-
score que variam de -5 a 2, sendo que um valor maior de C-score significa maior
confianca do modelo gerado, assim para cada proteina foi escolhido o modelo que
apresentou maior valor de C-score (ROY, KUCUKURAL e ZHANG, 2010).

Os modelos tridimensionais das quatro proteinas selecionados foram utilizados

também para realizag&o de ensaios in silico de docking molecular (Item 4.10).
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4.7.4 Selecao dos peptideos imunogénicos

Apbs a andlise da imunogenicidade dos peptideos (Item 4.7.2), foi realizada a
localizacdo de suas sequéncias na estrutura terciaria fornecida pelo I|-Tasser
utilizando o software PyMol 1.3, sendo selecionados os peptideos que apresentaram
localizacédo proxima a regido N-terminal da proteina, bem como total exposicdo na

superficie da estrutura terciaria.
4.7.5 Sintese dos peptideos imunogénicos

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos preditos como imunogénicos
foram enviadas para a empresa AminoTech para serem sintetizados com grau de
pureza = 85%.
4.8 Analise da expressao génica das adesinas em leveduras e hifas de T. asahii
4.8.1 Primers utilizados

Para analise da expressdo génica dos genes das quatro adesinas foram
utilizados primer desenhados por Jesus (2018) (Tabela 1), com anelamento na

temperatura de 60°C. Para normalizacdo da analise de expressao génica foi utilizado

0 gene da actina.
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Tabela 1 — Primers utilizados para analise da expressao génica nas condic6es de crescimento de

leveduras e hifas.

Poteinas |Primers Sequéncia Tamanho do
fragmento (pb)
Restina-like Fw 5 CCCTTCTTCCTCCTCCACTC 3’ 112

Rv 5 AGAGGAAGGAGTGGGCTCAG 3’

CFL1-like Fw 5 CCAGAAGCAGGACAACACCA 3’ 165
Rv 5 ATCATGCAAGCCTTGAGGTC 3’

Beta-like Fw 5 CTCTGCCACTGACGGAGAGT & 100
Rv 5 AATGATGTCTCCCTCCTGGAT 3

Mar-like Fw 5 AACGGTGGAGACAACCAGAC 3’ 109
Rv 5 CCTTGCACTGGTTGTTGTTG 3’

B-actina Fw 5 CCTTCGTTCCTTGGTCTTGA 3 140
Rv 5 TCAATGCCGTTGTACATGGT 3

Fonte: Jesus (2018).

4.8.2 Sintese de cDNA

Para sintese de cDNA foram utilizados RNAs de leveduras e hifas de T. asabhii
CBS 2479 previamente extraidos pelo protocolo do TRIZOL, seguindo modificacbes
de Jesus (2018), e estocados em -80°C, ja quantificados e tratados com DNAse. Para
realizar a sintese do cDNA foram preparadas duas misturas, sendo a primeira
contendo 1 pL de oligo(dT) (50 uM), 1uL de mix de dNTPs (10 mM) e volume de
amostras de RNA suficientes para 1ug, sendo o volume final da mistura de 13uL. A
mistura foi homogeneizada e aquecida a 65°C por 5 minutos e entdo incubada em
gelo por 1 minuto.

A segunda mistura foi feita usando o kit Superscript™ [V Reverse Transcriptase
(Invitrogen™) nos seguintes volumes: 1uL (200U/uL) de transcriptase reversa, 1uL de
estabilizador de enzima DTT (10 mM) e 4pL da solugdo tampé&o 5X concentrada.

A primeira mistura foi adicionada a segunda e o tubo incubado a 55°C por 10
minutos e apds esse periodo novamente incubado a 80°C por 10 minutos para ativar

a enzima. O cDNA sintetizado foi diluido na proporgéo de 1:10 em agua Milli-Q tratada
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com DEPC para realizar PCR em tempo real (RT-PCR) ou também chamado de PCR
quantitativo (qPCR).

4.8.3 Ensaio de gPCR

Para o ensaio de qPCR foram utilizados por reacado 3uL de cDNA diluido na
proporcao de 1:10, 1uL de primer Fw (Foward) e 1uL de primer Rv (10mM) e 5uL de
SYBR® Green (Sigma-Aldrich®), em volume final de 10uL.

Como controle positivo foi utilizado o gene da actina e como controle negativo
foi utilizado somente 0 mix com primers com auséncia de cDNA. As reacfes foram
preparadas em placa otica de 48 pocos que foram vedadas com selante plastico para
evitar a evaporacdo. As reacdes foram feitas e analisadas no equipamento Step
One™ Real-Time PCR System (Thermo Fischer), tendo sido usada a ciclagem padréo
do reagente SYBR® Green para 40 ciclos na seguinte configuracdo: desnaturacao
inicial a 95°C por 10 minutos seguida de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e
anelamento dos primers e extensao da fita a 60°C por 1 minuto. A curva de melting foi
analisada ao final de cada corrida como controle da qualidade da amplificag&o génicia.

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada gene a partir de uma Unica

extracdo de RNA de leveduras e de hifas.

4.8.4 Analise dos dados da qPCR

Os dados que foram produzidos durante a gPCR foram analisados em planilha
Excel (Microsoft®) tendo por base o valor de Ct (Cycle Threshold), que é o valor
referente ao ciclo no qual a reacdo entra em fase exponencial e a fluorescéncia
produzida durante a amplificagdo pode ser detectada, permitindo determinar a
quantidade minima de ciclos necessarios para o inicio da amplificagdo da sequéncia
do gene-alvo.

A analise de quantificacao relativa foi feita utilizando o método comparativo do
2-AACt (27 — delta delta Ct). Por este método, inicialmente foi calculado o valor de ACt

de cada morfologia de T. asahii CBS 2479 com a seguinte formula:

ACt = Ct (gene alvo) — Ct (gene controle)
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Onde:

Ct (gene alvo): valor de Ct de cada um dos quatro genes alvo (Restina-like,
CFL1-like, Beta-like e Mar-like);

Ct (gene controle): valor de Ct do gene da B-actina.

Com base no valor de ACt de cada morfologia foi calculado o AACH,
considerando a morfologia de levedura como a morfologia de referéncia,com a

seguinte férmula:

AACt = ACt (amostra alvo) — ACt (amostra referéncia)

Onde:
Amostra alvo: valor de ACt encontrado para a morfologia a ser comparada;

Amostra referéncia: valor de ACt encontrado para a morfologia de levedura.

Encontrados os valores de AACt foi possivel realizar a comparacdo da
expressdo génica em cada morfologia encontrando-se os valores de 222Ct, Apds
realizar a comparacao de expressao génica entre cada morfologia foram montados
gréficos e feita analise estatistica no programa GraphPad Prism 7.0.

Para as andlises estatisticas foi realizado Teste t ndo pareado e paramétrico.
O teste t é utilizado para analisar duas amostras ou menos, ndo pareado pois 0s
grupos de leveduras e hifas nédo estdo correlacionados, visto que 0s genes sao
expressos de forma diferente em cada morfologia e paramétrico pois cada individuo
dentro de um grupo, levedura ou hifa, apresenta uma mesma média de expressao em

relacdo aos outros membros do mesmo grupo.
4.9 Ensaio de Western blot
4.9.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida
As amostras de proteinas extraidas de leveduras ou de hifas (item 4.3.3) foram
separadas em eletroforese de gel de poliacrilamida. Foi utilizado gel de separacéo de

poliacrilamida a 10% para a marcagdo das proteinas Restina-like, CFL1-like e Mar-

like e a 15% para a marcacdo da proteina Beta-like. Foram utilizados 50 pg de
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proteinas totais de leveduras e 50 ug de proteinas totais de hifas. Para a eletroforese
foi utilizado o aparato Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell (BIO-RAD®,
EUA) com corrente de 80 V para a passagem das proteinas no gel de entrada e 120
V no gel de corrida. Apés a separacao e corrida no gel, as proteinas foram transferidas
para membrana de PVDF (GE Healthcare Amersham™ Hybond™) com poro de 0,45
pm de diametro, por meio do sistema Trans-Blot Turbo (BIO-RAD®, EUA).

Ap0s a confirmagéo da transferéncia por meio da cloragdo das membranas com
solucéo de Ponceau 0,3%, esta foi lavada em solucdo TBS-Tween (TBST) até que a

solucéo Ponceau fosse eliminada.

4.9.2 Analise por Western blot

O bloqueio das membranas foi feito com solucdo de 5% de leite em poé
desnatado por 4 horas. Apés o periodo de bloqueio, as membranas foram lavadas
cinco vezes, por cinco minutos em cada lavagem, e incubadas overnight com o
antissoro gerado contra o peptideo sintético (item 4.4.2) primério especifico de cada
proteina a ser analisada (Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like) na
concentracéo de 1:250.

Apbs esse periodo, as membranas foram lavadas cinco vezes, por cinco
minutos em cada lavagem, com TBST e incubadas por duas horas com anticorpo
secundario anti-mouse IgG-HRP (A9044 Sigma-Aldrich®, EUA) na concentracéo
1:5000. Apds o periodo de incubagdo as membranas foram novamente lavadas cinco
vezes de cinco minutos em TBST.

As membranas foram reveladas por uma reacdo de quimioluminescéncia (kit
ECL Clarity™ BIO-RAD®, EUA) e analisadas pelo software ImagelLab (BIO-RAD®,
EUA) de acordo com a intensidade da densidade 6ptica de imunorreatividade no
equipamento Bio-Rad ChemiDoc™.

4.10 Docking molecular das proteinas selecionadas

Para o ensaio in silico de docking molecular foi utilizado o provedor on line
PatckDock, disponivel em <https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock>. O docking foi
realizado utilizando as estruturas tridimensionais de Restina-like, CFL1-like, Beta-like

e Mar-like modeladas pelo servidor |-Tasser (item 4.7.3) contra as estruturas
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tridimensionais depositadas no banco de dados RCSB PDB de Albumina (1AQ6),
Colageno IV (1LI1), Fibrinogénio (3GHG), Fibronectina (1E88), Hemoglobina (1A3N)
e Laminina (5XAU) humanas, disponiveis em <https://www.rcsb.org/>, e os resultados
visualizados no programa PyMol 1.3.

O servidor PatchDock utiliza um algoritmo baseado no reconhecimento e
fragmentacao da superficie de moléculas. Primeiro € realizado o célculo de toda a
area da superficie em ambas as moléculas seguido da aplicacdo de um algoritmo de
fragmentacdo no qual a superficie molecular é dividida em areas com topografia
cbncava, convexa ou plana. O segundo passo do algoritmo é simular os encaixes das
topografias de uma molécula com a outra até encontrar complexos que se encaixem.
Esses complexos sdo analisados e entdo descartados aqueles que ndo possuem
penetracdo significativa entre os atomos do receptor com os atomos do ligante. Por
altimo os complexos que ndo foram descartados séo classificados de acordo com a
complementariedade da forma geométrica entre as topografias analisadas
(DUHOVNY, NUSSINOV e WOLFSON, 2002; SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al, 2005).

A partir dos modelos de docking gerados, foi verificado se o sitio de ligacao de
cada proteina com o ligante humano corresponde ao motivo conservado de adeséo

gue cada adesina hipotética possui com outros organismos.
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5 RESULTADOS

Os resultados encontrados durante este trabalho sdo apresentados nos itens
subsequentes.

5.1 Crescimento de T. asahii CBS 2479 como levedura e hifa induzidas por

diferentes meios de cultura

Para avaliar se seria possivel obter por crescimento planctonico de T. asahii
CBS 2479 morfologias distintas utilizando diferentes meios de cultura, o fungo foi
crescido em caldo Sabouraud e RPMI 1640. Quando cultivado em caldo Sabouraud,
T. asahii CBS 2479 se desenvolveu somente como leveduras (Figura 3A). Quando
cultivado em meio RPMI 1640, T. asahii se desenvolve na forma de hifas verdadeiras
(Figura 3B) apresentando também, artroconidios, com auséncia de leveduras. O
crescimento de hifas é mais acentuado quando cultivado a partir de colbnias crescidas
em SDA com tempo de crescimento maior do que 10 dias, abaixo disso hé
crescimento misto de leveduras e hifas, e quando o tempo de cultivo em SDA é maior

do que 15 dias a presenca de artroconidios é maior.

Figura 3 - Morfologias de T. asahii CBS 2479

A B

I
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Legenda: A) Seta vermelha: leveduras cultivadas em caldo Sabouraud.
B) Seta azul: hifas de T. asahii cultivadas em meio RPMI 1640. Aumento de 1000x.
Fonte: Do autor.
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5.2 Extracao de proteinas totais de leveduras e hifas de T. asabhii.

Para andlise inicial do perfil proteico de leveduras e hifas de T. asahii CBS 2479
foram realizadas extra¢cdes de proteinas totais de ambas as morfologias. As extracdes
de proteinas totais de leveduras e hifas a partir de crescimento plancténico (25 mL de
cada, com 108 células/mL) seguiu o protocolo de Von der Haar (2007). Apds as
extragOes, foi realizada a quantificacdo dos extratos proteicos seguindo-se o protocolo
de Bradford (1976).

A partir da curva padrdao de BSA foram encontradas as absorbancias de 1,818
e 1,898 para os extratos de leveduras e hifas, respectivamente, com as quantidades
calculadas na férmula de 1.007 ug/mL de proteinas no extrato de leveduras e 1.054,4
ug/mL de proteinas no extrato de hifa, com volume final de 900 uL para o extrato de

leveduras e 750 uL para o de hifas.

5.3 Avaliacao do reconhecimento das proteinas pelos anticorpos de leveduras

e hifas gerados em camundongos 129/Sv

5.3.1 Rendimento das coletas dos soros pré-imunes e antissoros

A partir de 6 camundongos machos, com idade entre 8 a 10 semanas, mantidos
juntos, foram realizadas as coletas de soros pré-imunes, com um volume de 400 uL
finais em pool, estocados a -20°C em aliquotas de 20 pL até o momento do uso.

ApoOs as imunizacBes com os extratos de leveduras e hifas em 3 camundongos
cada, os antissoros imunes obtidos resultaram em um volume de 2.700 uL finais em

pool estocados a -20°C em aliquotas de 20 uL até o momento do uso.

5.3.2 Andlise dos anticorpos contra extrato de leveduras e hifas por ELISA

Para analise da imunogenicidade dos extratos proteicos totais de leveduras e
hifas, foram testados os anticorpos (IgG) de camundongos gerados contra esses
extratos em ensaios de ELISA (Figura 4). No ensaio utilizando diferentes diluicdes do
antissoro dos camundongos que foram imunizados com proteinas totais de hifas e

pocos da placa de ELISA sensibilizados com proteinas de hifas, observou-se que
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houve producdo de anticorpos contra as proteinas totais de hifas em maiores
concentracdes, se comparado com os gerados contra leveduras, desde o antissoro
ndo-diluido até a diluicdo de 1:1.000 (Figura 4A). Nas duas diluicbes seguintes, de
1:10.000 e 1:100.000 houve queda das ODs de anticorpos produzidos contra as
proteinas de hifas, mas ainda com reatividade.

Em seguida, no ensaio utilizando diferentes diluicbes do antissoro dos
camundongos que foram imunizados com proteinas totais de leveduras e poc¢os da
placa de ELISA sensibilizados com proteinas de leveduras, observou-se que houve
producdo de anticorpos contra proteinas totais de leveduras, porém em quantidades
inferiores aquelas produzidas contra as proteinas totais de hifas de forma decrescente
desde o ndo-diluido até a diluicdo de 1:100.000 (Figura 4B).

Pela maior OD no teste de titulacdo soroldgica contra proteinas de hifas do
guando comparado com a OD do teste de titulagcdo sorologica contra proteinas de
levedura inferiu-se que houve maior producdo de anticorpos policlonais contra as
proteinas totais de hifas do que contra as proteinas totais de leveduras.

Pela analise com o soro obtido previamente as inoculages com proteinas
totais foi determinado um cut-off de positividade de 1,167 para proteinas totais de hifas
(Figura 3A) e 0,131 para proteinas totais de levedura (Figura 3B), ambos com nivel
de confianca de 99,9%. As diluicdes de 1:100.000 ficaram abaixo dos valores de cut-
off de positividade tanto para os anticorpos produzidos contra as proteinas totais de
hifas quanto para os anticorpos produzidos contra as proteinas de leveduras.

A partir dos valores de cut-off do ensaio de titulacdo foi determinado para os
anticorpos gerados contra proteinas de hifas o titulo de 1:46.259 e para 0s anticorpos

gerados contra leveduras o titulo de 1:85.113.
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Figura 4 - Titulacdo dos anticorpos IgG totais produzidos contra proteinas totais de hifas e contra
proteinas totais de leveduras.
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Legenda: Linhas pontilhadas representam os valores referentes ao cut-off de 1,167 (A) para hifas e
de 0,131 para leveduras (B).
Fonte: Do autor.

No ensaio utilizando antissoro dos camundongos que foram imunizados com
proteinas totais de hifas e de leveduras e poc¢os da placa de ELISA sensibilizados com
proteinas totais de hifa, observou-se que ambos os anticorpos reconhecem altamente
as proteinas totais de hifas, tanto o n&o-diluido quanto na diluicdo de 1:100 (Figura

4A).



60

Ja no ensaio em que foram utilizados os antissoros gerados contra proteinas
totais de hifas e contra proteinas totais de leveduras e pocos da placa de ELISA
sensibilizados com proteinas totais de leveduras, observou-se que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a producéo de anticorpos contra proteinas totais de hifas
e contra proteinas totais de leveduras que reconheceram as proteinas totais de
leveduras, tanto na diluicdo de 1:100 quanto o nado-diluido, visto as diferencas nas

absorbancias (OD) atingidas por cada antissoro (Figura 5 A e B).
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Figura5- Resultado do reconhecimento das proteinas totais.
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Legendas: A) Reconhecimento das proteinas totais de hifas pelos anticorpos IgG totais produzidos
contra hifas e leveduras.
B) Reconhecimento das proteinas totais de leveduras pelos anticorpos IgG totais
produzidos contra leveduras e hifas (B).

Fonte: Do autor.
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No ensaio de afinidade dos anticorpos foi determinado como valor de cut-off
para positividade a menor concentracdo de ureia em que houvesse diferenca
estatisticamente significativa entre a média das DOs da menor concentragdo de ureia
testada (1M) e as demais concentracdes, com p<0,05 no teste de Tukey.

Para a afinidade dos anticorpos gerados contra as proteinas totais de hifas com
extrato das proteinas de hifas foi determinado o cut-off positivo de 8M de ureia (Figura
6A), e para a afinidade dos anticorpos gerados contra proteinas totais de leveduras
com extrato das proteinas totais de leveduras foi determinado o cut-off positivo de 5M

de ureia (Figura 6B).
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Afinidade de ligacé@o entre os antissoros gerados contra extratos totais de leveduras e
de hifas utilizando ureia como agente caotrdpico.
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A) Afinidade dos anticorpos IgG totais dos antissoros produzidos contra extratos de
proteinas totais de hifas testados sobre extrato das proteinas totais de hifas.

B) Afinidade dos anticorpos IgG totais dos antissoros produzidos contra proteinas totais
de leveduras sobre extrato das proteinas totais de levedura utilizando diferentes
concentracdes de ureia.

Linha pontilhada representa o valor de cut-off.

Do autor.
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Quando a andlise foi feita para a afinidade dos anticorpos gerados contra
proteinas totais de hifas sobre as proteinas totais de leveduras nao foi encontrada
diferenca estatisticamente significante estre as médias das dilui¢cdes, de forma que a
maior concentracéo de ureia (10M) nao foi suficiente para desfazer a ligacéo entre os
anticorpos e as proteinas (Figura 7A). Para a afinidade dos anticorpos gerados contra
as proteinas totais de leveduras contra as proteinas totais de hifas foi encontrado o

cut-off de 4M (Figura 7B).
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Figura 7- Afinidade de ligacdo entre os antissoros gerados contra extratos totais de leveduras e
de hifas utilizando ureia como agente caotrdpico.
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Legendas: A) Afinidade dos anticorpos IgG totais dos antissoros produzidos contra extratos de
proteinas totais de hifas testados sobre extrato das proteinas totais de leveduras. Nao
houve cut off.
B) Afinidade dos anticorpos IgG totais dos antissoros produzidos contra proteinas totais
de leveduras sobre extrato das proteinas totais de hifas, utlizando diferentes
concentracdes de ureia.
Linha pontilhada representa os valores de cut-off.

Fonte: Do autor.

Em conjunto, 0os ensaios mostraram que a maior concentracdo de ureia em que 0S
anticorpos gerados contra proteinas totais, sejam de hifas ou de leveduras, com

significancia estatistica esta acima de 10M.
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Ao analisar a taxa de queda (Q%) da ligacdo dos anticorpos, ha concentracao

de ureia de 7M, com os anticorpos na diluicdo 1:100, verificou-se que 0s anticorpos

gerados contra proteinas de hifas tém uma queda de 89,26% para a ligacdo com

proteinas totais de hifas e uma queda de 82,27% para a ligacdo com as proteinas

totais de leveduras (Figura 8A). Para os anticorpos gerados contra proteinas totais de

leveduras verificou-se uma queda de 84,34% para a ligacdo com as proteinas totais

de leveduras e de 97,18% para as proteinas totais de hifas (Figura 8B). As taxas

analisadas nao apresentaram diferenca estatisticamente significativas no teste U de

Mann-Whitney.
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Taxa de queda (Q%) na ligacéo entre anticorpos produzidos contra extrato proteico da
mesma morfologia e da morfologia contraria para o qual foram gerados.
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A) Taxa de queda (Q%) na ligacéo entre os anticorpos produzidos contra proteinas totais
de hifas e as proteinas totais de hifas e de leveduras utilizando ureia (7M) como agente
caotropico.

B) Taxa de queda (Q%) na ligacao entre os anticorpos produzidos contra proteinas totais
de leveduras e as proteinas totais de hifas e de leveduras utilizando ureia (7M) como
agente caotrdpico.

Do autor.

5.3.3 Imunofluorescéncias das leveduras e hifas de T. asahii.

Para confirmar se os anticorpos reconheceriam as células de leveduras e hifas

diferencialmente como no ELISA, foram realizados experimentos de
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imunofluorescéncia, com leveduras e hifas permeabilizadas para permitir a entrada de
anticorpos e nao-permeabilizadas. Nas imagens (Figuras 9 a 16) observa-se em azul
as marcagdes de nucleo de leveduras e hifas e em verde, as marcagdes referentes
aos anticorpos, sejam eles gerados contra extratos de proteinas totais de leveduras
Ou contra extratos de proteinas totais de hifas.

No ensaio dos anticorpos gerados contra extrato de proteinas totais de hifas
sobre as hifas observou-se que ndo houve reconhecimento das células que foram
tratadas pelo soro pré-imune (Figura 9), e que houve reconhecimento das hifas que
foram tratadas com os anticorpos gerados contra as proteinas totais de hifas (Figura
10), de forma semelhante entre células permeabilizadas e ndo permeabilizadas.

O mesmo foi observado com anticorpos gerados contra extrato de proteinas
totais de leveduras sobre células leveduriformes. Verificou-se que ndo houve
reconhecimento das leveduras que foram tratadas com o soro pré-imune (Figura 11)
e que houve reconhecimento das leveduras que foram tratadas com os anticorpos
gerados contra as proteinas totais de leveduras (Figura 12), tanto permeabilizadas
quanto as células ndo permeabilizadas., confirmando a as observac¢des da titulacdo
do ensaio de ELISA.

Ao testar-se os anticorpos sobre as morfologias contrarias aos quais foram
gerados observou-se que tanto as hifas tratadas com anticorpos gerados contra
proteinas totais de leveduras (Figuras 13 e 14) e leveduras tratadas com anticorpos
gerados contra proteinas totais de hifas (Figuras 15 e 16), foram reconhecidas pelos
anticorpos opostos de forma semelhante, ndo sendo possivel discriminar as
diferencas observadas no ELISA quanto a diminuicdo do reconhecimento dos
anticorpos gerados conta extratos proteicos de hifas sobre leveduras.

Como controle para este ensaio, foram realizadas imagens de microscopia de
fluorescéncia para verificar se 0s antissoros gerados contra proteinas totais de
leveduras e hifas de T. asahii reconheceriam as proteinas de superficie de leveduras
e hifas de C. albicans SC5314 ndo permeabilizadas para a entrada de anticorpos.
Conforme pode ser visto nos Anexos C e D, ndo houve reconhecimento das leveduras
e hifas de C. albicans SC 5314 por parte dos antissoros gerados contra leveduras e
hifas de T. asahii, de forma que os antissoros podem ser exclusivos para reconhecer

T. asabhii.
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Figura9 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de hifas tratadas com soro

pré-imune.
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Legendas A-D: Hifas ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Hifas permeabilizadas para entrada de anticorpos. Aumento em 600x.
Os nlcleos celulares estdo marcados em azul com DAPI.
NP NI: Nao permeabilizadas ndo-imunes.
P NI: Permeabilizadas ndo-imunes.
Fonte: Do autor.
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Figura 10 -  Imagens de microscopia de fluorescéncia de hifas tratadas com

antissoro gerado contra proteinastotais de hifas.
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Legendas A-D: Hifas ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Hifas permeabilizadas para entrada de anticorpos.
Aumento em 600x.
NP I: Ndo permeabilizadas imunes.
Pl: Permeabilizadas imunes.
Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI. Os anticorpos estao
marcados em verde com FITC.
Fonte: Do autor.
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Imagens de microscopia de fluorescéncia de leveduras tratadas
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E-H: Leveduras permeabilizadas para entrada de anticorpos.
Aumento em 600x.

Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI.
NP NI: N&o permeabilizadas ndo-imunes.

P NI: Permeabilizadas nao-imunes.

Do autor.

A-D: Leveduras ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
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Figura 12 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de leveduras tratadas com

antissoro gerado contra proteinas totais de leveduras.
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Legenda: A-D: Leveduras ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Leveduras permeabilizadas para entrada de anticorpos.
Aumento em 600x.
NP I: N&do permeabilizadas imunes.
Pl: Permeabilizadas imunes.

Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI. Os anticorpos estéao

marcados em verde com FITC.
Fonte: Do autor.
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Figura 13 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de hifas tratadas com

antissoro pré-imune.
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Legenda: A-D: hifas ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Hifas permeabilizadas para entrada de anticorpos. Aumento em 600x.
Os ndcleos celulares estdo marcados em azul com DAPI.
NP NI: Nao permeabilizadas ndo-imunes.
P NI: Permeabilizadas ndo-imunes.
Fonte: Do autor.
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Figura 14 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de hifas tratadas com

antissoro gerado contra proteinas totais de leveduras.
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A-D: Hifas ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.

E-H: Hifas permeabilizadas para entrada de anticorpos.

Aumento em 600x.

NP I: N&do permeabilizadas imunes.

Pl: Permeabilizadas imunes.

Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI. Os anticorpos estéo
marcados em verde com FITC.

Fonte: Do autor.
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Imagens de microscopia de fluorescéncia de leveduras tratadas com soro

pré-imune.
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Legenda: A-D: Leveduras ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Leveduras permeabilizadas para entrada de anticorpos.
Aumento em 600x.
Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI.
NP NI: Nao permeabilizadas nao-imunes.
P NI: Permeabilizadas ndo-imunes.

Fonte: Do autor.
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Figura 16 - Imagens de microscopia de fluorescéncia de leveduras tratadas com

antissoro gerado contra proteinas totais de hifas.

NP | _ Pl

p 4 A g
o) B %
(il T e ) -

" Fol N RE) ~D J
j ~ _,: 57 ) =y
U 1) ";5 - ) ) e
(@) ! :
o
o Q
<EI S €52 ) T ¥ s
O ey =S vl
e L 100 pm 100 pm
A AL V.

DAPI

ANTI-MOUSE IgG FITC

~

SOBREPOSICAO

Legenda: A-D: Leveduras ndo permeabilizadas para entrada de anticorpos.
E-H: Leveduras permeabilizadas para entrada de anticorpos.
Aumento em 600x.
NP I: N&do permeabilizadas imunes.
Pl: Permeabilizadas imunes.
Os nucleos celulares estdo marcados em azul com DAPI. Os anticorpos estéo
marcados em verde com FITC.
Fonte: Do autor.
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5.4 Andlises in silico de proteinas preditas como adesinas de superficie celular

de T. asahii
5.4.1 Modelagem tridimensional das proteinas

Nas analises pelo servidor on-line I|-Tasser para simulacdo de modelos
tridimensionais das proteinas preditas como adesinas foram obtidos cinco modelos de
estrutura terciaria provaveis para cada proteina, sendo escolhido o modelo com o
maior Confidence score (C-score) entre eles. Dessa maneira, modelos com maior C-
score representam modelos com maior confianca de terem a estrutura representada.
Os valores de C-score para cada proteina sdo mostrados na tabela 2, destacando-se

em negrito os modelos selecionados.

Tabela 2- Valores de C-score para cada modelo de proteina.

Proteina | Modelo 1 | Modelo 2| Modelo 3 | Modelo 4 | Modelo 5

Restina-like -0,85 -2,37 -2,52 -3,68 -3,84
CFL1-like -3,11 -3,48 -3,71 -4,19 -4,85
Beta-like 0,06 -0,72 -2,22 -4,15 -4,18
Mar-like -1,16 -1,77 -4,08 -3,27 -3,41

Fonte: do autor.

Para a visualizacdo dos arquivos no formato pdb modelos tridimensionais das
modelagens geradas pelos servidor I-Tasser das proteinas Restina-like, Cfl1-like,
Beta-like e Mar-like foi utilizado o programa PyMol 1.3 (Figura 17 a 20), onde pode-se
observar que suas estruturas demonstraram integracao entre os aminoacidos com
presenca de a-hélices, que sdo estruturas mais simples nas quais 0s aminoacidos ao
interagirem maximizam as ligac6es de hidrogénio entre si estabilizando a proteina,
folhas B-pregueadas, onde as interagdes entre os aminoacidos formam estruturas de
zigue-zague que dao resisténcia a proteina, e coils que sdo conjuntos estruturais com
afinidades extremamente baixas entre os aminoacidos dando caracteristicas de

flexibilidade para a proteina.



Figura 17 - Modelo tridimensional da estrutura terciaria da proteina Restina-like.

Legenda: Em vermelho as interagbes do tipo a-hélices e em azul as intera¢gdes do tipo coils.
Fonte: Do autor.

Figura 18 - Modelo tridimensional da estrutura terciaria da proteina CFL1-like.
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Legenda: Em vermelho as interagdes do tipo a-hélices e em azul as interac8es do tipo coils.
Fonte: Do autor.
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Figura 19 - Modelo tridimensional da estrutura terciaria da proteina Beta-like.

Legenda: Em amarelo as interacdes do tipo folhas 3-pregueadas e em azul as interagfes do tipo
coils.
Fonte: Do autor.

Figura 20 - Modelo tridimensional da estrutura terciaria da proteina Mar-like.

Legenda: Em vermelho as interagdes do tipo a-hélices, em amarelo as interagdes do tipo folhas (3-
pregueadas e em azul as interac¢des do tipo coils.
Fonte: Do autor.
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Com a modelagem molecular foi possivel analisar as estruturas secundarias
das quatro proteinas selecionadas. Observou-se que a proteina Restina-like possui
regides de a-hélice e nenhuma regido de folhas B-pregueadas (Tabela 3), sendo
observada a presenca de coils nas regides N e C-terminal. Para a proteina Restina-

like foi predito um peso molecular de 52,75 KDa.

Tabela 3 - Estruturas secundarias encontradas na proteina Restina-like, evidenciando os aminoacidos
iniciais e finais de cada uma delas.

a-hélices Folhas B-pregueadas Coils
Aminoacido| Aminoacido | Aminoacido | Aminoacido Aminoacido | Aminoacido
inicial final inicial final inicial final
- - - - 1 MET 60 LEU
61 ARG 73 THR - - 74 PRO 120 GLY
121 ALA 126 ALA - - 127 ALA 143 ARG
144 ASP 148 ILE - - 149 LEU 246 SER
247 VAL 249 ALA - - 250 GLU 286 GLY
287 GLU 289 LYS - - 290 GLU 327 GLU
328 TYR 336 ALA - - 337 ASP 507 LEU

Fonte: do autor.

Ja na proteina Beta-like foram observadas integracdes entre os aminoacidos
em estrutura rica em folhas B-pregueadas, porém, sem nenhuma estrutura do tipo a-
hélice, conforme mostrado na tabela 4. Nessa proteina também € possivel encontrar
coils nas regides N e C-terminal. Foi predito para a proteina Beta-like o peso molecular

de 133,5 KDa.
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Tabela 4 - Estruturas secundarias encontradas na proteina Beta-like, evidenciando os aminoacidos iniciais e

finais de cada uma delas. (Inicio)
a-hélices Folhas B-pregueadas Coils
Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido | Aminoacido | Aminoacido
inicial final inicial final inicial final

- - _ _ 1 MET 24 PRO

- - 25 SER 35LYS 36 ILE 55 ALA

- - 56 SER 59 GLU 60 ALA 69 ALA

- - 70 SER 76 SER 77 VAL 91 SER

- - 92 SER 96 ASP 97 ALA 142 SER
- - 143 SER 145 THR 146 THR 150 VAL
- - 151 PRO 155 ALA 156 ASN 158 THR
- - 159 ALA 161 SER 162 LEU 201 ALA
- - 202 SER 207 SER 208 VAL 209 SER
- - 210 SER 213 SER 214 LYS 234 PRO
- - 235 SER 237 ASP 238 ALA 247 LYS
- - 248 ALA 253 THR 254 ILE 270 VAL
- - 271 THR 274 SER 275 ILE 316 VAL
- - 317 THR 320 VAL 321 ILE 332 TRP
- - 333 ASP 335 ALA 336 VAL 397 SER
- - 398 SER 402 GLY 403 GLY 410 ASN
- - 411 GLU 416 PRO 417 ALA 426 ILE

- - 427 SER 429 THR 430 ALA 459 HIS
- - 460 GLN 462 ASP 463 LYS 476 PRO
- - 477 ALA 480 GLY 481 GLY 547 GLY
- - 548 ASP 552 PRO 553 ALA 561 GLU
- - 562 ALA 565 ALA 566 PRO 610 SER
- - 611 SER 615 GLY 616 PRO 617 SER
- - 618 ALA 621 SER 622 ALA 642 PRO
- - 643 SER 646 ALA 647 GLU 656 THR
- - 657 SER 660 PRO 661 SER 679 SER
- - 680 SER 681 ALA 682 GLU 712 ALA
- - 713 PRO 715 VAL 716 GLU 726 GLU
- - 727 PRO 734 SER 735 ALA 742 VAL
- - 743 SER 747 THR 748 VAL 762 ALA
- - 763 SER 765 ALA 766 GLU 782 SER
- - 783 ALA 784 SER 785 ALA 850 PRO
- - 851 SER 852 ALA 853 GLU 854 VAL
- - 855 SER 856 ALA 857 GLU 877 THR
- - 878 ALA 882 SER 883 VAL 892 THR
- - 893 THR 900 THR 901 VAL 915 ALA
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Tabela 4 - Estruturas secundarias encontradas na proteina Beta-like, evidenciando os aminoacidos iniciais e
finais de cada uma delas. (Continuacgéo)

a-hélices Folhas B-pregueadas Coils
Aminoacido Aminoacido Aminoacido Aminoacido | Aminoacido | Aminoacido
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
- - 916 SER 918 SER 819 ASP 968 GLY
- - 969 ASN 972 GLU 973 LEU 984 SER
- - 985 ALA 988 SER 989 PRO 1080 SER
- - 1081 PRO 1083 ALA 1084 ASN 1105 PRO
- - 1106 THR 1108 ASN 1109 VAL 1115 PRO
- - 1116 SER 1117 PRO 1118 SER 1151 VAL
- - 1152 THR 1154 ALA 1155 LEU 1163 THR
- - 1164 SER 1167 GLU 1168 PRO 1170 PRO
- - 1171 SER 1172 ALA 1173 ASN 1191 SER
- - 1192 VAL 1194 PRO 1195 SER 1208 PRO
- - 1209 SER 1212 ALA 1213 ASN 1267 THR
- - 1268 SER 1270 ALA 1271 SER 1276 PRO
- - 1277 SER 1283 PRO 1284 SER 1288 SER
- - 1289 ALA 1290 SER 1291 ALA 1324 SER
- - 1325 ALA 1328 GLY 1329 SER 1347 GLU
- - 1348 PRO 1352 ASP 1353 GLY 1359 ASP
- - 1360 TYR 1361 THR 1362 ASP 1383 GLN

Fonte: do autor.

Para a proteina Mar-like foi possivel observar que seus aminoacidos formam

tanto estruturas do tipo a-hélice quanto estruturas do tipo folhas B-pregueadas, porém

sendo mais rica em estruturas do tipo a-hélices, conforme mostrado na Tabela 5.

Nesta proteina também é possivel encontrar estruturas do tipo coil tanto na regido N-

terminal como na C-terminal. Foi predito para a proteina Mar-like 0 peso molecular de

39,64 KDa.
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Tabela5- Estruturas secundarias encontradas na proteina Mar-like, evidenciando os aminoacidos iniciais e
finais de cada uma delas.

a-hélices Folhas B-pregueadas Coils
Aminoacido Aminoacido | Aminoacido | Aminoacido | Aminoacido Aminoacido
inicial final inicial final inicial final
- - - - 1 MET 3 PHE
4 SER 14 ALA - - 15 MET -
32 LEU 35 ARG - - 36 ALA -
42 GLU 54 LYS - - 55 ARG -
76 PRO 80 CYS - - 81 ASN -
- - 100 HIS 102 GLY 103 ASP 105 GLY
- - 106 CYS 108 GLU 109 CYS 120 SER
- - 121 ASN 122 THR 123 GLY 141 HIS
- - 142 GLY 143 GLY 144 ASP 158 GLY
159 GLN 164 GLY - - 165 ASN 180 PRO
181 THR 185 SER - - 186 THR 188 ASN
189 GLY 196 SER - - 197 ASN 211 THR
212 PRO 218 PRO - - 219LYS 239 HIS
240 THR 244 GLY - - 245 ASP 300 THR
301 SER 303 GLY - - 304 GLY 332 SER
333 SER 336 GLU - - 337 ALA 358 GLY
- - 359 ALA 363 ASP 364 GLY 365 GLN
- - 366 ASP 370 GLY 371 LYS 374 VAL
375LYS 383 GLY - - 384 SER 389 GLN
390 GLU 406 ALA - - - -

Fonte: do autor.

Finalmente, em CFL1-like, por ser uma proteina menor, foram encontradas as

mesmas quantidades de estruturas do tipo a-hélice e folhas B-pregueadas, ambas

construidas com baixas quantidades de aminoacidos, conforme visto na Tabela 6,

enquanto as estruturas do tipo coil sdo mais abundantes e constituidas por maior

namero de aminoacidos, sendo inclusive encontradas nas regides N e C-terminal.

Para a proteina CFL1-like foi predito o peso molecular de 36,2 KDa.
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Tabela 6 - Estruturas secundarias encontradas na proteina CFL1-like, evidenciando os
aminoacidos iniciais e finais de cada uma delas.
a-hélices Folhas B-pregueadas Coils
Aminoacido | Aminoacido| Aminoacido | Aminoacido |Aminoéacido | Aminoacido
inicial final inicial final inicial final

- - - - 1 MET 86 ALA

- - 87 SER 90 LEV 91 PRO 96 GLN

- - 97 ARG 99 THR 100 CYS 129 PHE

130 TRP 133 GLU - - 134 GLY 275 ALA

276 GLU 278 CYS - - 279 GLY 325 ALA

Fonte: do autor.

5.4.2 Peptideos imunogénicos

Aposs a modelagem tridimensional das proteinas de interesse, foram realizadas

analises nos programas TepiTool e software VaxiJen 2.0 para selecao de peptideos

imunogénicos dessas proteinas. A tabela 7 mostra os peptideos selecionados como

imunogénicos obtidos para as quatro proteinas, sendo 32 deles para a Restina-like,

12 peptideos imunogénicos para CFL1-like, 165 peptideos imunogénicos para Beta-

like e 9 peptideos imunogénicos para a Mar-like.

Tabela 7 — Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1- like, Beta-like e Mar-

like. (Inicio)
Proteinas Sequéncia Inicio | Fim | VaxiJen | Numero de alelos Mapeamento
v 2.0 do MHC classe Il dos epitopos
Restina-like FTALAAVASAHPFEA 7 21 08474 17 Externo
AHPFEAIFGRDTCVN 16 30 2.5354 6 Externo
VVTFVIDNSASNGYA 34 48  0.5539 17 Externo
AKENIKGSDPNGLRF 48 62 1.9166 5 Externo
NGLRFDGARKLIAAM 58 72 2.0638 21 Externo
ARKLIAAMTPGKDQA 65 79  1.4269 15 Externo
AMTPGKDQASVVTFT 71 85 1.7115 1 Externo
TFTTRSKVLVGNTDV 83 97 1.7307 6 Externo
KVLVGNTDVGNIHFS 89 103 1.1373 1 Externo
NTDVGNIHFSNPDIG 94 108 0.8018 1 Externo
IHFSNPDIGGLTTME 100 114 0.9414 1 Interno
PDIGGLTTMEEGVKG 105 119 1.7064 3 Externo
MEEGVKGGADQLHAA 113 127 0.6803 1 Externo
GVRIHWAQLNVDGEK 165 179 1.5396 17 Externo
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84

like. (Continuacao)

VaxiJen | Namero de alelos Mapeamento

Proteinas Sequéncia Inicio | Fim v 2.0 MHC classe Il dos epitopos
NVDGEKRQPPGVAEV 174 188 1.4740 1 Externo
GGIYAEVNDAASLTK 193 207 1.4532 8 Externo
THGICSNNVQAVYTY 239 253 0.9856 13 Externo
VQAVYTYTPQRKEKI 247 261 0.1586 13 Externo
RKEKIDIDLALLTTK 257 271 1.2130 19 Interno
IDLALLTTKNKVNLN 263 277 0.8247 14 Externo
GEKKEGNVNSGNAKQ 286 300 1.1100 1 Externo
GNVNSGNAKQTISVS 291 305 2.2976 2 Externo
GNAKQTISVSADKGQ 296 310 1.7908 2 Externo
SVSADKGQQITVTVS 303 317 2.3754 2 Externo
GQQITVTVSPSNASN 309 323 0.9495 10 Externo
ECEYTVSLRTTADST 325 339 1.1512 15 Externo
STSPEPTTSATSCPA 447 461 1.0071 1 Externo
PTTQTVTSTVVTTVT 465 479 0.9746 4 Interno
VTSTVVTTVTAPAPS 470 484 0.8701 11 Externo
VTTVTAPAPSSTASV 475 489 0.9578 3 Externo
APAPSSTASVCICKC 480 494  0.9645 2 Externo
TASVCICKCDAPGAK 486 500 0.6024 1 Externo
CFL1-like HWRWRRDISALTGLT 12 26 0.7148 8 Externo
RDISALTGLTELQLR 17 31 1.2951 4 Externo
LAASQAEATFGLFQK 49 63 1.1579 4 Externo
PGFKPNSAATECVAA 61 75 0.6687 1 Externo
AEATFGLFQKWGSGG 127 141 0.6760 4 Externo
RGFWCWGNNQQLCSS 178 192 35750 1 Externo
DEFWWVEGKRCCANN 206 220 1.9329 3 Interno
DNTKNHWRWRRDISA 211 225 24553 18 Interno
CSSQRTCGSPPRQTQ 216 230 1.0263 15 Interno
CPPGYQWDWNTHCCK 274 288 1.5868 1 Externo
DAEFCGGCAGKGQNC 291 305 1.0824 1 Externo
IANAVDVRCKVGACE 311 325 0.5851 5 Externo
Beta-like MRFPSAGPSLVVLPL 1 15 0.9954 7 Externo
GPLVEPSSAAAEASS 43 57 0.9968 5 Externo
PSSAAAEASSAEATV 48 62 1.1424 4 Externo
AEASSAEATVVSASA 53 67 1.3723 4 Externo
EATVVSASASASDVA 59 73 0.7826 12 Externo
ASASDVASASVTSIA 67 81 1.1332 5 Externo
VASASVTSIAPEVST 72 86 1.2032 7 Externo
VTSIAPEVSTSANST 77 91 0.7312 4 Externo
EVSTSANSTSTVADA 83 97 0.9941 2 Externo
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Tabela 7 —Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-
(Continuacéo)

like.

VaxiJen | Numero de alelos | Mapeamento dos

Proteinas Sequéncia Inicio | Fim V2.0 MHC classe Il epitopos
VADAPEASNATASSG 94 108 0.8493 1 Externo
EASNATASSGAGTSK 99 113 2.0768 2 Externo
TASSGAGTSKDSGVW 104 118 0.5434 1 Externo
AAPEPSSNGTSSAVP 137 151 0.8329 1 Externo
SSNGTSSAVPIVSAN 142 156  1.9210 3 Externo
VPIVSANATASSLPV 150 164 1.4341 12 Externo
ANATASSLPVETSDA 155 169 0.9126 5 Externo
VETSDATASASAEAS 164 178 1.2313 4 Externo
ATASASAEASASASA 169 183 1.4108 4 Externo
SAEASASASASASGE 174 188 1.5935 2 Externo
ASASASASGEAEAEP 179 193 0.9315 4 Externo
SASGEAEAEPSSEAS 184 198 0.5445 3 Externo
AEPSSEASSAASNAS 191 205 0.8843 2 Externo
EASSAASNASASVSS 196 210 1.0713 2 Externo
ASNASASVSSTQSKT 201 215 1.3303 2 Externo
VSSTQSKTPTPSSSR 208 222 0.6531 1 Externo
RDNSGDDTIPVAPSH 222 236  0.5962 1 Externo
VAPSHDAEAVSSVQS 232 246 1.5985 3 Externo
QQTLTQTSAVTSTSI 261 275 0.6161 9 Externo
TSAVTSTSIMAAAAE 267 281 0.7886 12 Externo
STSIMAAAAEATGGS 272 286 1.1615 7 Externo
AAAAEATGGSGDIYA 277 291 2.2617 1 Externo
ATGGSGDIYAEAQKL 282 296 1.3669 3 Externo
GDIYAEAQKLAEQYV 287 301 1.0380 14 Externo
AQKLAEQYVQSMMAN 293 307 0.8662 13 Externo
EQYVQSMMANEYGKL 298 312 0.8626 17 Externo
ANEYGKLLPTVTLNV 306 320 0.8643 17 Externo
VTLNVILEPTQEADG 316 330 0.8796 10 Externo
QEADGHWDYAVHLGN 326 340 1.0634 2 Externo
HWDYAVHLGNDGTHT 331 345 15152 2 Externo
LGNDGTHTAVPTFVP 338 352 1.2109 1 Externo
SASKKGPLTATADLS 378 392 1.7010 1 Externo
ATADLSGPAPSSTGS 387 401 1.0584 1 Externo
APSSTGSGGKNVVPE 395 409 1.4232 1 Externo
NEENLVPAPSVNPIG 410 424  1.2957 3 Externo
SVNPIGGISTTANWT 419 433 1.7822 2 Externo
PKPTVANPKPTTSSS 434 448 0.5399 1 Externo
APTQDSQKPAPAPAP 497 511 0.6101 1 Externo
DNEDGGDWVAPAPAP 542 556 0.6917 1 Externo
GDWVAPAPAPATSSE 547 561 1.0117 3 Externo
PAPAPATSSEASAAP 552 566  0.6040 2 Externo
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Tabela 7 —Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-
(Continuacéo)

like.

VaxiJen | Niamero de alelos | Mapeamento de
Proteinas Sequéncia Inicio | Fim V20 MHC classe Il epitopos
ATSSEASAAPAPTSE 557 571 0.5904 4 Externo
SAAPAPSNNGQESSG 578 592 0.5110 1 Externo
YESSTEQSVVATASA 594 608 1.1262 2 Externo
EQSVVATASATSSDS 599 613 0.5302 7 Externo
ATASATSSDSAGPSA 604 618 1.0134 1 Externo
GPSASESASPSVSAE 615 629 1.3969 2 Externo
ESASPSVSAEPNVSA 620 634 1.8616 3 Externo
EPNVSAEPSASVEPS 629 643 1.2612 3 Externo
AEPSASVEPSVSAEP 634 648 1.8274 3 Externo
VEPSVSAEPSASAEY 640 654 1.6025 5 Externo
SAEPSASAEYSTSAE 645 659 1.4956 2 Externo
SAEYSTSAEPSTSAT 651 665 1.4216 4 Externo
TSAEPSTSATAEISS 656 670 1.8427 4 Externo
STSATAEISSKPSAS 661 675 1.3992 2 Externo
ISSKPSASAEPSSAE 668 682 0.8143 1 Externo
SASAEPSSAESSASA 673 687 0.8217 1 Interno
PSSAESSASAEVTES 678 692 1.2234 4 Interno
AEVTESTGSAIASAS 687 701  1.4445 4 Externo
STGSAIASASASATP 692 706 0.6647 7 Externo
IASASASATPSATSS 697 711 0.9138 3 Externo
ASATPSATSSAPDVE 702 716  0.8082 1 Externo
SATSSAPDVEQPADP 707 721 0.7347 3 Externo
QPADPEVSSEPSVSA 717 731 1.4751 1 Externo
EVSSEPSVSASASAS 722 736  1.9325 2 Externo
PSVSASASASASDVS 727 741 1.2710 6 Externo
SASASASDVSVSVQP 732 746 1.2728 4 Externo
DVSVSVQPTVSASSN 739 753  1.3027 6 Interno
VQPTVSASSNATASP 744 758 1.1505 4 Interno
SASSNATASPEPTAS 749 763  0.6885 1 Interno
EPTASSAEPSAEPSA 759 773  0.6479 3 Externo
EPSAEPSATASASAE 766 780 1.4287 4 Externo
PSATASASAEVSASA 771 785 1.6887 4 Externo
SASAEVSASASAEPS 776 790 1.2763 4 Externo
VSASASAEPSASASA 781 795  1.2007 4 Externo
SAEPSASASAEPSAE 786 800 1.1512 4 Externo
AEPSAEPSASATESA 795 809 1.0924 1 Externo
ASATESAEPSASATE 803 817 0.9532 3 Externo
PSASATESAEPSYSA 811 825 0.7167 3 Externo
TESAEPSYSAEPSAT 816 830 0.8010 1 Externo
PSYSAEPSATPSAET 821 835 1.2653 5 Externo
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Tabela 7 —Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-
(Continuacéo)

like.

VaxiJen | Niamero de alelos | Mapeamento de
Proteinas Sequéncia Inicio | Fim V20 MHC classe Il epitopos
PDDAPSTSAEASATP 836 850 0.8155 1 Externo
STSAEASATPSAEVS 841 855 1.4296 4 Externo
ASATPSAEVSAEPSA 846 860 1.2949 4 Externo
SAEVSAEPSAEPSAT 851 865 1.0430 3 Externo
PSAEPSATESSAEAS 858 872 0.7446 2 Externo
VEESEDGISTTYTTS 883 897 1.5981 1 Externo
DGISTTYTTSWTTVN 888 902 1.3584 6 Externo
TYTTSWTTVNVTMTR 893 907 0.6553 8 Externo
WTTVNVTMTRDPQPT 898 912 1.3351 1 Externo
TMTRDPQPTGNASAS 904 918 1.0686 1 Externo
PQPTGNASASDSSVV 909 923  1.0850 1 Externo
LPETEPTVSSNSTEL 929 943 1.8267 1 Externo
ELPSPTGNSTELPSV 942 956  2.3156 1 Externo
TGNSTELPSVSGNST 947 961 2.3156 1 Externo
LPSVSGNSTEVPTST 953 967 2.1004 1 Externo
GNSTEVPTSTGNWTE 958 972 0.8695 1 Externo
TGNWTELPIETGNIT 967 981 0.5367 1 Externo
IETGNITEPSASASP 975 989 0.9395 1 Externo
PSSNATASAEPTPSA 989 1003 0.8571 4 Externo
TASAEPTPSANATSV 994 1008 1.0644 1 Externo
PTPSANATSVLPEPS 999 1013 0.5058 4 Externo
SVLPEPSANVTSSVE 1007 1021 1.0721 2 Externo
PSANVTSSVEPSPSA 1012 1026 1.1050 2 Externo
SSVEPSPSANVTSAL 1018 1032 1.5169 2 Interno
SANVTSALPSPSANV 1025 1039 1.3669 12 Interno
SALPSPSANVTSSVE 1030 1044 1.5853 1 Interno
NVTSSVEPSPSANAT 1038 1052 0.9943 1 Interno
VEPSPSANATSALPS 1043 1057 0.8975 2 Externo
SANATSALPSPSANA 1048 1062 0.7941 4 Externo
SALPSPSANATASAE 1053 1067 1.1019 2 Externo
PSANATASAEPSPSA 1058 1072 0.8972 4 Externo
TASAEPSPSANATSVY 1063 1077 1.0862 1 Externo
SPSANATSVLPSPSA 1069 1083 0.7415 3 Externo
TSVLPSPSANATSSV 1075 1089 0.5711 4 Externo
SPSANATSSVEPSPS 1080 1094 1.0481 2 Externo
SSVEPSPSANATASA 1087 1101 1.2120 1 Externo
SPSANATASAEPSPT 1092 1106 0.9430 4 Externo
ATASAEPSPTGNVTA 1097 1111 1.5527 1 Externo
PTGNVTAPIEPSPSA 1105 1119 1.3777 2 Externo
TAPIEPSPSASASAN 1110 1124 0.8814 2 Externo
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Tabela 7 —Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-
(Continuacéo)

like.

VaxiJen | NiUmero de alelos | Mapeamento de
Proteinas Sequéncia Inicio | Fim V2.0 MHC classe Il epitopos
PSPSASASANATISA 1115 1129 1.6249 2 Externo
SASANATISAEPSPS 1120 1134 1.3370 4 Externo
ATISAEPSPSPSANA 1125 1139 1.2218 1 Externo
SPSPSANASASVEPS 1132 1146 1.2764 4 Externo
ANASASVEPSPSANV 1137 1151 15133 3 Externo
SANVTSALPSPSANA 1148 1162 0.9594 11 Externo
SALPSPSANATSSVE 1153 1167 1.1629 1 Externo
SVEPSPSANATITPS 1165 1179 1.2211 1 Externo
NATITPSPSTSASAN 1173 1187 1.0062 4 Interno
PSPSTSASANVTSSV 1178 1192 1.7117 2 Interno
NVTSSVEPSPSASAN 1187 1201 0.9123 1 Externo
VEPSPSASANVTSSV 1192 1206 1.4039 2 Externo
NVTSSVEPSPSANAA 1201 1215 0.9029 1 Externo
VEPSPSANAAISASA 1206 1220 1.2728 2 Externo
SANAAISASASASPS 1211 1225 (0.9550 6 Externo
ISASASASPSPSANA 1216 1230 1.0034 2 Externo
SASPSPSANATSSVE 1221 1235 1.2638 1 Externo
ANATSSVEPSPSANV 1228 1242 1.4348 2 Externo
SVEPSPSANVTSSVL 1233 1247 1.2510 1 Externo
PSPSASSSAEASSSA 1248 1262 1.0160 2 Externo
SSSAEASSSASASAT 1253 1267 1.2328 2 Externo
ASSSASASATSSASA 1258 1272 1.4309 2 Externo
SASATSSASASPSPS 1263 1277 0.8204 2 Externo
TPSPSSSESASASAS 1280 1294 0.9941 1 Externo
SSESASASASSSASA 1285 1299 1.3871 2 Externo
ASSSASASASASESA 1293 1307 1.1013 4 Externo
SASASASESASASES 1298 1312 0.9224 4 Externo
SASASESASASSFAS 1306 1320 1.2109 3 Externo
SASASSFASVSASAS 1312 1326 0.8787 11 Externo
SFASVSASASASSSA 1317 1331 0.7586 11 Externo
SASASSSAEASASAS 1324 1338 1.2754 3 Externo
SSAEASASASPSATS 1329 1343 0.9939 2 Externo
SASASPSATSSGAEP 1334 1348 0.5786 1 Externo
PSATSSGAEPSATDG 1339 1353 0.6190 1 Externo
EEYEEIWVYEDEIQE 1363 1377 0.6132 7 Externo
Mar-like LFSVLGAMAGQVVAK 8 22 0.7168 17 Externo
RRAEMIQTEEDLLVA 34 48 1.4717 10 Externo
IQTEEDLLVARDQLD 39 53 1.3065 9 Externo
GAMAGQVVAKPAAEI 13 27 1.0372 5 Externo
QVVAKPAAEIGELEL 18 32 0.7574 5 Externo
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Tabela 7 —Sequéncia dos peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-

like. (Fim)
VaxiJen | NiUmero de alelos | Mapeamento de
Proteinas Sequéncia Inicio | Fim V2.0 MHC classe Il epitopos
VNVIVSPICGCNGGG 70 84 1.0608 1 Externo
CGCNGGGGGGPGGTG 78 92  4.4653 1 Externo
GGGGGPGGTGGGDHG g3 97 3.0043 1 Externo
KDGQDGAPGKDAVCP 362 373 1.4026 1 Interno

Fonte: do autor.

Os peptideos foram analisados quanto a posicdo na estrutura da proteina,
tendo sido selecionados os peptideos que se localizam em posi¢des mais externas na
estrutura proteica, préximos a regido N-terminal. Com bases nesses dados e nos
modelos de predicéo de ligacdo a alelos de MHC classe Il humanos e H2 murinos, foi
escolhido um peptideo de cada proteina estudada com base na maior predicdo de
imunogenicidade e maior numero de alelos de MHC classe Il aos quais se ligam
conforme pode ser observado na tabela 8.

Tabela 8 - Peptideos selecionados de cada proteina para serem sintetizados.

Proteinas Sequéncia Inicio | Fim | VaxiJen |Numero de alelos
v 2.0 do MHC classe |l
Restina-like NGLRFDGARKLIAAM 58 72 2.0638 21
Cfll-ike HWRWRRDISALTGLT 211 225 2.4553 18
Beta-like = VPIVSANATASSLPV 150 164  1.4341 12
Mar-like ~ RRAEMIQTEEDLLVA 34 48 1.4717 10

Fonte: do autor.

Os peptideos selecionados para o MHC Il também foram reconhecidos por
todos os sete alelos disponiveis no banco de dados do NetMHCII 2.3, a saber: 1ADb,
IAd, IAK, las, |Au, IEd e IEk.

Na visualizagdo dos peptideos selecionados nos modelos 3D foi possivel
observar que na proteina Restina-like o peptideo selecionado localizou-se em porcao
a-hélice, entre os aminoacidos 58 e 72 (Figura 21) e o peptideo selecionado para a
proteina CFL1-like encontrou-se numa porcao coil, entre os aminoacidos 211 e 225
(Figura 22). Ja na proteina Beta-like foi selecionado o peptideo que se encontrou entre

0s aminoacidos 150 e 164, também localizado em uma porgéo coil (Figura 23) e na
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proteina Mar-like (Figura 24), o peptideo selecionado encontrou-se entre 0s

aminoacidos 34 e 48, localizado em uma porg¢ao mista de a-hélice e coil.

Figura 21 - Localizacédo do peptideo selecionado na estrutura tridimensional de Restina-like.

Legenda: Peptideo selecionado destacado em verde.
Fonte: Do autor.



Figura 22 - Localizacéo do peptideo selecionado na estrutura tridimensional de CFL1-like.

{

Legenda: Peptideo selecionado destacado em verde.
Fonte: Do autor.

Figura 23 - Localizacéo do peptideo selecionado na estrutura tridimensional de Beta-like.

\

Legenda: Peptideo selecionado destacado em verde.
Fonte: Do autor.
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Figura 24 - Localizacédo do peptideo selecionado na estrutura tridimensional de Beta-like.

Legenda: Peptideo selecionado destacado em verde.
Fonte: Do autor.

5.5 Avaliacdo do reconhecimento das proteinas pelos anticorpos gerados com

0s peptideos sintetizados

5.5.1 Rendimento das coletas dos soros pré-imunes e antissoros

A partir de 6 camundongos machos, com idade entre 8 a 10 semanas, mantidos
juntos, foram realizadas as coletas de soros pré-imunes, com um volume de 640 uL
finais em pool, estocados a -20°C em aliquotas de 20 uL até o momento do uso.

ApoOs as imunizacbes com os peptideos foram obtidos 150 uL de antissoro
contra o peptideo de Restina-like, 380 uL de antissoro contra o peptideo de CFL-like,
360 uL de antissoro contra o peptideo de Beta-like e 400 uL de antissoro contra o
peptideo de Mar-like. Os antissoros foram estocados a -20°C em aliquotas de 20 uL

até o momento do uso.
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5.5.2 Microscopia de imunofluorescéncia confocal das adesinas na superficie fungica

A partir de células de leveduras e hifas de T. asahii CBS 2479 né&o
permeabilizadas para entrada de anticorpos foram feitas imagens de microscopia
confocal para avaliar a presenca das quatro proteinas na superficie celular fungica.

Verificou-se que houve a presenca das quatro proteinas na superficie das
leveduras de T. asahii, porém como visto nas figuras 27 e 28 a presenca de cada uma
das proteinas variou em intensidade e uniformidade na superficie de leveduras, ndo
havendo um padréo definido para a distribuicdo de cada proteina.

As proteinas Restina-like (Figura 25 A-C) e CFL-like (Figura 25 D-F) néo
apresentaram presenca significativa na superficie de leveduras, com poucas células
marcadas em que houve maior quantidade de anticorpos reconhecendo essas
proteinas. Em contrapartida, as proteinas Beta-like (Figura 26 A-C) e Mar-like (Figura
26 D-F) apresentaram presenca expressiva na superficie de leveduras, com mais
células em que os anticorpos reconheceram essas proteinas e em maior quantidade
na superficie das leveduras.

Diferentemente do observado para as leveduras, as hifas de T. asahii
apresentaram presenca de marcacao das proteinas Restina-like (Figura 27 A-C),
Beta-like (Figura 28 A-C) e Mar-like (Figura 28 D-F) em todas as hifas, uniformemente
distribuidas por toda a superficie, tendo sido notadas através da fluorescéncia emitida
pelo anticorpo secundéario. Com excecdo de CFL1-like (Figura 27 D-F) que nao
apresentou presenca significativa na superficie de hifas quando comparada as outras

trés proteinas.
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Figura 25 - Imagens de microscopia confocal de proteinas na superficie de leveduras de T. asabhii.

AANTI-MOUSE IgG FITC DAPI

MERGED

50 pm

Legenda: Nducleos celulares marcados em azul com DAPI.
A-C: Reconhecimento da proteina Restina-like por anticorpos IgG
anti-mouse marcados com FITC.
D-E: Reconhecimento da proteina CFL-like por anticorpos 1gG
anti-mouse marcados com FITC.

Fonte: Do autor.



Figura 26 -

AANTI-MOUSE IgG FITC DAPI

MERGED
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Imagens de microscopia confocal de proteinas na superficie de leveduras de T. asahii.

Legenda: Nducleos celulares marcados em azul com DAPI.

A-C: Reconhecimento da proteina Beta-like por anticorpos IgG anti-
mouse marcados com FITC.
D-E: Reconhecimento da proteina Mar-like por anticorpos IgG anti-
mouse marcados com FITC.

Fonte: Do autor.



Figura 27 - Imagens de microscopia confocal de proteinas na superficie de hifas de T. asahii.

DAPI

ANTI-MOUSE IgG FITC

Fi

MERGED

50 ym

Levedura: Nducleos celulares marcados em azul com DAPI.
A-C: Reconhecimento da proteina Restina-like por anticorpos IgG
anti-mouse marcados com FITC.
D-E: Reconhecimento da proteina CFL-like por anticorpos IgG anti-
mouse marcados com FITC. Do autor.

Fonte: Do autor.
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Figura 28- Imagens de microscopia confocal de proteinas na superficie de hifas de T. asahii.

q

ANTI-MOUSE IgG FITC DAPI

MERGED

Legenda:

Fonte:

Nucleos celulares marcados em azul com DAPI.

A-C: Reconhecimento da proteina Beta-like por anticorpos IgG anti-
mouse marcados com FITC.

D-E: Reconhecimento da proteina Mar-like por anticorpos IgG anti-
mouse marcados com FITC.

Do autor.
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5.5.3 Reconhecimento das proteinas pelos anticorpos por Western blot

Para avaliar se os antissoros gerados contra os peptideos sintéticos obtidos
através da modelagem molecular predita das quantro adesinas de interesse, foi
realizado um ensaio piloto por Western blot (Figura 29).

Na figura 29A foi observado o reconhecimento da proteina Restina-like, que
possui peso molecular predito de 52,75 KDa, com peptideo sinal, tanto nas proteinas
totais de hifas quanto nas proteinas totais de leveduras. Para CFL1-like (Figura 29B),
com peso molecular de 36,2 KDa, ndo foi observado nenhuma banda reconhecida.
No ensaio da Beta-like (Figura 29C), com peso molecular predito de 133,5 KDa com
peptideo sinal, observou-se uma banda marcada na altura de 50 KDa, também
seguida de uma sombra de arraste, na corrida das proteinas totais de leveduras, o
que diferiu da localizacdo esperada para esta proteina na membrana. Ainda, nada foi
observado para a corrida de proteinas totais de hifas. Finalmente, na figura 29D, foi
realizado o ensaio para a proteina Mar-like, que possui peso molecular predito de
39,64 KDa com peptideo sinal, no qual observou-se para a corrida de proteinas totais
de hifas um arraste iniciando-se abaixo da altura de 50KDa até aproximadamente 30
KDa. Para a corrida das proteinas totais de levedura, foi observado um arraste
iniciando-se proximo de 50KDa, seguida da formacéo de uma banda préxima da altura
de 40 KDa e continuando o arraste até aproximadamente a altura de 30 KDa.

Desta forma, com exce¢ao da Restina-like, ndo houve reconhecimento de
bandas indicativas das proteinas nativas de T. asabhii, tanto em leveduras quanto em
hifas, sendo necessario a realizacdo de ensaios adicionais padronizados para as

demais proteinas.



Figura 29-

50 KDa —

Legenda:

Fonte:

Ensaios piloto de Western blot do reconhecimento das proteinas.

Ay L

A) Restina-like
B) CFL1-like
C) Beta-like
D).Mar-like

H — Hifas

L - Leveduras

Do autor.
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5.6 Avaliacdo da expressao génica das quatro adesinas em leveduras e hifas

Para andlise da expresséo génica foi estabelecido como critério de comparacao
as duas morfologias, levedura e hifa, que sédo encontradas em T. asahii CBS 2479.

Através dos dados em triplicata, foi realizada a analise das médias de
expressao génica relativa comparando-se as duas morfologias. Foi demonstrado que
para todos os quatro genes analisados houve nivel de expressdo maior na morfologia
de hifa do que na morfologia de leveduras (Figura 30), sendo essas diferencas de
expressao estatisticamente significativas (p<0,05).

O primeiro gene analisado, o da Restina-like (Figura 30A), foi expresso 3.285
vezes mais em hifas em relagdo a leveduras e CFL-like foi 37 vezes mais expresso
na morfologia de hifas do que na morfologia de leveduras (Figura 30B). J& os genes
da Beta-like e Mar-like (Figuras 30C e 30D), apresentaram niveis de expressao 2,5
vezes maiores em hifas quando comparado com as leveduras. Todas as comparacdes

obtiveram diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 30- Comparacao da expressdo génica em leveduras e hifas de T. asahii CBS 2479.
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Legenda: A) Restina-like

B) CFL1-like

C) Beta-like

D) Mar-like.

* diferenca de expressdo génica estatisticamente significante, p<0,05.
Fonte: Do autor.

5.7 Avaliacdo do docking molecular das quatro adesinas

A analise de docking molecular do tipo proteina-proteina feita pelo servidor on
line PatchDock forneceu 20 provaveis modelos tridimensionais de docking para cada
ensaio realizado entre cada uma das quatro adesinas e as seis proteinas simuladas
como ligantes hipotéticos. Entre os modelos apresentados para cada simulacao foi
escolhido aquele que apresentou o maior valor de score entre eles. Assim, o0 modelo
com maior score representa o modelo com maior confianca de ligagdo entre duas

proteinas. Durante o processo in silico de docking € calculada a energia atdmica livre
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(ACE), sendo esta uma estimativa da energia de dessolvatacdo entre duas proteinas,
para sair do estado de ndo-ligacéo para o estado de ligacédo, de forma que o menor o
valor de ACE implica em uma energia de dessolvatacdo mais baixa e portanto, mais
favoravel. O valor de ACE é dado em kcal/mol. Outro valor estimado durante o docking
€ 0 da area total da superficie de ligacdo entre duas proteinas, sendo os valores
apresentados em A (Angstroms). Os valores do score, da area total de ligag&o entre
0s complexos geométricos das topografias das proteinas e o valor de energia atbmica

livre (ACE) de cada modelo escolhido estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Valores de docking fornecido pelo servidor PatchDock.

Restina-like CFL1-like
Score | Area (A) | ACE (kcal/mol) | Score | Area (A) | ACE (kcal/mol)
Colageno IV 18.240 3.480,80 -362,63 19.082 2.612,30 317,39
Albumina 18.046 2.838,30 347,58 21.870 3.436,20 414,95
Fibrinogénio  21.426 4.338,50 85,65 16.282 3.569,80 57,11
Fibronectina 17.712 2.790,00 -468,17 19.722 3.041,40 210,06
Hemoglobina 19.762 3.540,70 -0,62 18.100 2.942,50 221,84
Laminina 17.006 3.148,80 -8,4 19.698 2.665,90 19,94
Beta-like Mar-like
Score | Area (A) | ACE (kcal/mol) | Score | Area () | ACE (kcal/mol)
Colageno IV 20.384 2.780,50 191,7 17.696 3.144,20 143,92
Albumina 26.552 4.718,40 -58,03 18.564 4.227,80 460,09
Fibrinogénio  22.162 3.663,10 111,99 17.544 4.136,10 481,5
Fibronectina  19.402 2.679,60 -277,35 18.634 2.984,80 130,37
Hemoglobina 23.366 3.247,30 87,55 18.184 3.335,50 499,32
Laminina 19.356 2.432,70 40,11 18.090 4.523,10 267,41

Fonte: do autor.

Para a visualizacdo dos arquivos no formato pdb dos modelos tridimensionais
escolhidos para os complexos formados pelo docking entre as adesinas e seus
ligantes-teste foi utilizado o programa PyMol 1.3, onde pode-se observar os provaveis
sitios de ligacdo das interacOes existentes entre as proteinas do complexo.

Na figura 31 sdo mostradas as provaveis ligacdes ente o Colageno 1V,
representado em azul, e as adesinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like,
representadas em vermelho. E possivel notar que os sitios de interacdo entre os

aminoacidos mudam de um complexo para outro.
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O Colageno IV liga-se préoximo da regido C-terminal da Restina-like em sitios
contendo estruturas do tipo coils (Figura 31A) e possui a maior area de ligacao, com
3.480,8 A e a menor ACE, com -362,63 kcal/mol, sendo esta a melhor interacdo entre
o Colageno IV e as quatro adesinas. A interacdo entre CFL1-like e o Colageno IV
ocorre nas regides de coils (Figura 31B) tanto da por¢cao N-terminal quanto C-terminal
da CFL1-like, tendo uma superficie de contato de 2.612,2 A e uma ACE de 317,39
kcal/mol, sendo a maior ACE entre o Colageno IV e as quatro adesinas e, portanto, a
menos estavel. Observa-se para a que a ligacdo do Colageno IV com a Beta-like
acontece proximo a regidao N-terminal desta em sitios contendo coils (Figura 31C),
com éarea de contato de 2.780,5 A e ACE de 191,7 kcal/mol e a ligacdo entre o
Colageno IV e a Mar-like ocorre tanto na regido N-terminal quanto na C-terminal, em
sitios contendo a-hélices e coils (Figura 31D), apresentando superficie de contato de
3.144,2 A e ACE de 143,92 kcal/mol.
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Figura 31- Representac¢éo tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Colageno
IV e as adesinas.

Legenda: Colageno IV em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like
B) CLF1-like
C) Beta-like
D) Mar-like

Fonte: Do autor.
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Na figura 32 sdo mostrados os modelos selecionados das provaveis interacdes
existentes entre a Albumina, representada em azul, e as adesinas Restina-like, CFL1-
like, Beta-like e Mar-like.

A ligagéo entre a Restina-like e a Albumina acontece na regido C-terminal em
sitios contendo coils (Figura 32A), esta ligacdo possui superficie de contato de 2.838,3
A e ACE de 347,58 kcal/mol. A CFL1-like se liga & Aloumina em sitios localizados na
regido medial da sequéncia da proteina, entre as por¢des N e C-terminal, sendo estes
sitios formados por coils (Figura 32B), apresentando superficie de contato de 3.433,3
A e a ACE de 414,95 kcal/mol. A ligacdo da Beta-like com a Albumina acontece na
regido C-terminal, em sitios contendo coils e folhas B-pregueadas (Figura 32C), com
superficie de contato entre as proteinas de 4.718,4 A e ACE de -58,03 kcal/mol, sendo
esta a adesina com a melhor ligacdo com a Albumia. A adesina Mar-like se liga a
Albumina em sitios contendo coils e a-hélices proximos da regido C-terminal (Figura
32D), apresentando superficie de contato de 4.227,8 A e uma ACE de 460,09 kcal/mol.



Figura 32-

Legenda:

Fonte:
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Representacéo tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Albumina e

B

as adesinas.

Albumina em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like

B) CLF1-like

C) Beta-like

D) Mar-like

Do autor.
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Na figura 33 estéo representados os provaveis modelos de interacao entre o
Fibrinogénio, em azul, e as proteinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like.

Pode-se observar que a Restina-like faz ligacdo com duas moléculas de
Fibrinogénio através de sitios préximos tanto da regido C-terminal quanto da N-
terminal, através de estruturas do tipo coil (Figura 33A), com superficie de contato de
4.338,5 A, sendo esta a maior area de ligacdo entre as adesinas estudadas e o
Fibrinogénio, e ACE de 85,65 kcal/mol. A adesina CFL1-like se liga a uma mélecula
de Fibrinogénio por meio de sitios contendo coils situados proximos da regido N e C-
terminal (Figura 33B), com area de ligacdo de 3.569,8 A e ACE de 57,11 kcal/mol,
sendo esta a adesina de menor ACE de ligagdo com o Fibrinogénio. A Beta-like se
liga a duas moléculas de Fibrinogénio através de sitios localizados na porcdo medial
e na regido C-terminal (Figura 33C), com area de contanto de 3.663,1 A e ACE de
111,99 kcal/mol. A adesina Mar-like realiza ligacdo com duas moléculas de
Fibrinogénio em sitios contendo coils e a-hélices situados na regido C-terminal (Figura
33D) e em regido medial da estrutura da adesina, apresentando area total de contato
de 4.136,1 A e ACE de 481,5 kcal/mol.
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Figura 33- Representacgéo tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Fibrinogénio
e as adesinas.

A

Legenda: Fibrinogénio em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like
B) CLF1-like
C) Beta-like
D) Mar-like

Fonte: Do autor.
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Os provaveis modelos de interacéo entre a fibronectina (em azul) e as adesinas
Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like (em vermelho) estdo representadas na
Figura 34.

A adesina Restina-like se liga a Fibronectina por meio de sitios na regido N-
terminal contendo coils e a-hélice (Figura 34A), apresentando uma superficie de
contato de 2.790 A e uma ACE de -468,17 kcal/mol, sendo a menor ACE de ligag&o
entre as quatro adesinas e a Fibronectina. A CFL1-like realiza a ligacdo com a
Fibronectina por meio de sitios localizados na regido N e C-terminal bem como na
porcao medial de sua estrutura (Figura 34B), regibes estas que contém coils, em uma
superficie de contato de 3.041,4 A, sendo a maior superficie de interacdo das quatro
adesinas e a Fibronectina, e uma ACE de 210,06 kcal/mol. A Beta-like realiza a ligacéo
com a Fibronectina em sitios da regido C-terminal por meio de coils e folhas [3-
pregueadas (Figura 34C), em uma area de contato de 2.679,6 A e ACE de -277,35
kcal/mol. A adesina Mar-like se liga a Fibronectina por meio de sitio localizado proximo
a regido C-terminal (Figura 34D), por meio de coils e a-hélice, com superficie de
contato de 2.984,8 A e ACE de 130,37 kcal/mol.
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Figura 34 - Respresentac¢éao tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Fibronectina
e as adesinas.

A

Legenda: Fibronectina em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like
B) CLF1-like
C) Beta-like
D) Mar-like

Fonte: Do autor.
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Na figura 35 estdo representadas as provaveis interacdes entre a proteina
Hemoglobina (em azul) e as adesinas Retina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like.
Pode-se notar que os sitios de ligacdo entre os aminoacidos das adesinas e das
proteinas mudam de um complexo para outro.

A adesina Restina-like faz ligagdo com a Hemoglobina por meio de sitios
localizados na regido medial de sua estrutura, através de coils (Figura 35A) em uma
superficie de contato de 3.540,7 A e uma ACE de -0,52 kcal/mol, sendo esta adesina
a gque possui melhor configuracdo de ligagcdo com a hemoglobina. A CFL1-like realiza
a ligacdo com a Hemoglobina em sitios da regido medial de sua estrutura, em uma
regido com coils (Figura 35B), apresentando uma superficie de contato de 2.492,5 A
e uma ACE de 221,84 kcal/mol. A adesina Beta-like se liga a Hemoglobina por meio
de sitios localizados préximos de sua regido C-terminal com regides de coils (Figura
35C) e folhas B-pregueadas, apresentando superficie de contato de 3.247,3 A e uma
ACE de 87,55 kcal/mol. A Mar-like faz ligacdo com a Hemoglobina por meio de sitios
em suas regides medial, C e N-terminais, por meio de coils e a-hélices (Figura 35D),
em uma superficie de contato total de 3.335,5 A e ACE de 499,32 kcal/mol.
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Figura 35- Representac¢éo tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Hemoglobina
e as adesinas.

Legenda: Hemoglobina em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like
B) CLF1-like
C) Beta-like
D) Mar-like

Fonte: Do autor.
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As interacdes entre as adesinas Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like e
a proteina Laminina estdo representadas na figura 36. Os sitios de ligacéo entre os
aminoé&cidos das adesinas com as proteinas séo diferentes entre um complexo e
outro.

A adesina Restina-like realiza a ligacdo com a Laminina em sitio localizado na
regido medial de sua estrutura, por meio de coils e a-hélice (Figura 36A), em uma
superficie de contato de 3.148,8 A e uma ACE de -8,4 kcal/mol, sendo esta a menor
ACE de ligacédo entre as adesinas estudadas e a Laminina. A CFL1-like se liga a
Laminina por meio de sitios em sua regido medial e proximos a regido C-terminal
(Figura 36B), com uma superficie de ligacdo de 2.665,9 A e ACE de 19,94 kcal/mol. A
Beta-like se liga a Laminina através de sitios proximos de sua regido C-terminal
(Figura 36C) por meio de coils e folhas B-pregueadas, com superficie total de contato
de 2.432,7 A e ACE de 40,11 kcal/mol. A adesina Mar-like se liga & Laminina por sitios
localizados proximos de sua regido N-terminal, com coils e a-hélices (Figura 36D), em
uma superficie de contato de 4.523,1 A, a maior superficie de contato entre as

adesinas estudadas e a Laminina, e ACE de 267,41 kcal/mol.
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Figura 36- Representac¢éo tridimensional do melhor modelo de docking molecular entre Laminina
e as adesinas.

A

Legenda: Laminina em azul
Adesinas em vermelho
A) Restina-like
B) CLF1-like
C) Beta-like
D) Mar-like

Fonte: Do autor.
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Na tabela 10 pode-se observar os motivos de adesao conservados e os ligantes
humanos aos quais se ligam. A proteina Restina-like possui dois motivos de adeséo
conservados, denominados VWA (von Willebrand fator type A) e o motivo da familia
das Mucinas, sendo que no motivo VWA se liga a Fibronectina e no motivo das
Mucinas se ligam a Hemoglobina e a Laminina. A Mar-like também dois motivos, 0
BLLF1 (Herpes virus major outer envelope glycoprotein) e o motivo da familia das
endomucinas, que com excec¢ao da Laminina, todos os outros ligantes estudados se
ligam a estes motivos. A proteina Beta-like possui somente um motivo de adesao
conservado, o BLLF1, que, dos ligantes analisados, somente o Colageno IV e o
Fibrinogénio nédo se ligam a estes motivos. A CFL1-like ndo possui nenhum motivo de
adesdo conservado conhecido, porém, como esta relacionada a CFL1 de C.
neoformans, que € uma adesina nao-classica e secretada, a CFL1-like de T.asahii
também pode desempenhar o papel de adesdo mesmo sem motivo de adesédo

conservado conhecido.

Tabela 10 -Ligacao entre os motivos de adeséo conservados e os ligantes analisados.

Restina-like Mar-like Beta-like CFL1-like
Motivos
VWA Mucina BLLF1 |Endomucina| BLLF1 |desconhecidos
Albumina X X v v v -
Colageno IV X X v v X -
Fibrinogénio X X v v X -
Fibronectina v X v v v -
Hemoglobina X v v v v -
Laminina X v X X v -

Fonte: do autor.
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6 DISCUSSAO

Trichosporon asahii € um patégeno emergente que tem se destacado pelo alto
indice de mortalidade que causa em ambientes hospitalares, principalmente em
pacientes imunocomprometidos. A via de infeccdo em ambientes hospitalares esta
relacionada a formacgéao de biofilmes nos cateteres dos pacientes. Durante a infec¢ao
e formacdo de biofimes had a expressdo de proteinas na superficie celular,
denominadas adesinas, que sao responsaveis pela interacdo entre o patdbgeno e os
tecidos do hospedeiro. Essas proteinas até o momento ndo foram descritas para T.
asahii (CHAGAS-NETO; CHAVES e COLOMBO, 2008; DUTTON et al., 2016; FINKEL
et al., 2012; PFALLER et al., 2009; SARDI et al., 2014).

E sabido que em outros géneros de leveduras, as adesinas e outras proteinas
extracelulares sdo diferencialmente expressas pelas leveduras e hifas fungicas
(BAILEY et al., 1996; HOYER et al., 1998; SUNDSTROM, BALISH e ALLEN, 2002;
ALMEIDA et al., 2009; BOYCE e ANDRIANOPOQULOS, 2015). Como T. asahii é capaz
de crescer em ambas morfologias, ndo se conhece como as mesmas interagem com
o hospedeiro e tdo pouco, quais seus perfis proteicos.

Atualmente, T. asahii € uma espécie emergente pois é causador de infeccbes
invasivas com altos indices de mortalidade, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. Essas infecgdes tém relacdo com a capacidade de T. asahii
formar biofilmes em superficies abiodticas, como cateteres. Para formar biofilmes, T.
asahii sintetiza proteinas de superficies denominadas adesinas, sendo estas as
responsaveis pela interacéo entre as células fungicas com o ambiente e o hospedeiro
(PADOVAN et al., 2009; PFALLER et al., 2009; COLOMBO, PADOVAN e CHAVES,
2011; SARDI et al., 2014; DUTTON et al., 2016).

Assim como outros fungos que transitam entre as formas de comensal e
patogénico através de modificacdo de morfologia , T. asahii é capaz de crescem em

ambas as morfologias. Neste trabalho, a estimulagdo do crescimento in vitro como

uma morfologia ou outra foi feito por meio do crescimento de cultura em dois meios
diferentes, o RPMI 1640 e o caldo Sabouraud.

O meio RPMI 1640 é um meio rico e definido, de pH 7,2 que é préximo ao ideal
do sangue humano (pH 7,4) e conforme as especificacdes dos diversos fabricantes,
sendo utilizado para cultura celular, pois possui fonte de carbono, nitrogénio, sais e

vitaminas, simulando o ambiente encontrado no corpo humano. A semelhanga com o
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ambiente encontrado no corpo pode ser o responsavel pela estimulagcdo do
crescimento da morfologia de hifa de T. asahii, visto que este meio também foi
utilizado para estimular a filamentacdo em C. albicans, aparecendo nesta morfologia
em 44% do total de células apds crescimento de 4,5 horas neste meio (NADEEM et
al., 2013).

Culturas com mais de 10 dias de cultivo a temperatura ambiente produziram
hifas em T. asahii, porém inoculos oriundos de uma mesma placa com mais de 10
dias se desenvolvem de forma diferente em meios distintos, de forma que o estresse
por exaustdo de nutrientes ndo parece influenciar na filamentacéo de T. asahii, mas
sim a estimular. O contrario acontece quando um indéculo é cultivado em caldo
Sabouraud, que € um meio de cultura de pH 5,6 utilizado para estimular a formacgéo
de leveduras, ndo correspondendo ao pH encontrado no sangue do hospedeiro
humano, levantando a hipétese de que esta seja a forma de propagacdo para esse
fungo.

Para analisar a producéo das proteinas nas morfologias de leveduras e hifas
de T. asahii foram feitos extratos proteicos totais de ambas as fases. Esses extratos
foram inoculados em camundongos e 0s anticorpos gerado contra essas proteinas
totais foi verificado por ensaio imunoenzimatico. O ensaio imunoenziméatico
demonstrou que houve diferencas no reconhecimento dos anticorpos gerados para as
hifas de T. asahiii contra as proteinas de levedura e nos anticorpos gerados para as
leveduras contra as proteinas de hifas. Para outros fungos, por exemplo, as hifas de
C. albicans possuem maior capacidade de aderéncia e invaséo de tecidos do que as
leveduras, sendo que as leveduras ao entrar em contato com o tecido do hospedeiro
iniciam o processo de mudanca para a fase de hifa, havendo a esintese de diferentes
proteinas para cada fase de C. albicans (NAGLIK et al., 2006; SUNDSTROM, 2002)
O trabalho de proteomica de parede celular de C. albicans realizado por Ebanks et al.,
(2006) demonstrou que existem 5 proteinas que sdo sintetizadas exclusivamente na
fase leveduriforme, 16 proteinas que sao sintetizadas exclusivamente na fase de hifa
e 10 proteinas que s&o igualmente sintetizadas nas duas fases. Esses dados também
foram corroborados por Martinez-Gomariz et al.,, (2009) ao realizar a analise
protedmica citoplasmatica e de parede de leveduras e hifas de C. albicans,
demonstrando que ha pouca diferenca na sintese citoplasmatica entre as duas fases,
mas confirmando a diferenca entre as proteinas que s&o expressas na superficie.

Posteriormente, Resende et al., (2011) também encontrou diferencas na sintese de
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proteinas nas fases morfologicas de Paracoccidioides brasiliensis. Dessa forma pode-
se inferir que a maior producéo de anticorpos policlonais de T. asahii na fase de hifa
deve-se a uma diferenca na sintese de proteinas nas duas fases, possivelmente tendo
maior sintese de proteinas na fase de hifa, podendo ser mais antigénicas do que as
gue sao produzidas na fase de levedura, explicando a maior producéo de anticorpos
contra proteinas na fase de hifa.

Os dados colhidos demonstram que, além da provavel diferenca na sintese de
proteinas nas diferentes morfologias de T. asahii, pode haver sintese de proteinas que
sdo exclusivas na fase hifa de forma que os anticorpos gerados contra hifas nao
reconhecem a totalidade do extrato proteico de leveduras. Além disso, pode haver
sintese de proteinas que sdo comuns as duas fases, porém, na fase de hifa as
proteinas mais imunogénicas sdo sintetizadas em maior quantidade, o que faz com
gue os anticorpos gerados contra leveduras tenham reconhecimento equivalente das
proteinas do extrato de hifas, mesmo com diluicdo desses anticorpos. Vale ressaltar
que os anticorpos gerados contra hifas reconheceram significativamente menos
(p<0,05), cerca de 50% do extrato proteico de leveduras quando comparado ao
reconhecimento dos anticorpos gerados contra leveduras utilizado no reconhecimento
das proteinas de hifas, enquanto que os anticorpos gerados contra extrato proteico de
leveduras reconheceram igualmente as proteinas de hifas quando comparado ao
reconhecimento das proteinas de hifas pelos anticorpos gerados contras hifas. Esses
achados estdo de acordo com o trabalho de Smail e Jones (1984) que haviam
mostrado que existem diferencas quantitativas do mesmo antigeno na superficie de
leveduras e hifas de C. albicans, e com Ollert e Calderone (1990), que mostraram que
alguns anticorpos podem agir de forma cruzada com diferentes morfologias de C.
albicans.

As diferencas encontradas pelo reconhecimento das proteinas totais de
leveduras e hifas pelos antissoros sugerem que existe diferengca na quantidade de
anticorpos que foram produzidos. Embora nédo apresentando diferenca
estatisticamente significativa entre as taxas de queda da afinidade desses anticorpos,
utilizando a mesma concentracdo de ureia como agente caotropico, houve diferenca
guando utilizou-se diferentes concentragdes, sugerindo que os anticorpos produzidos
contra proteinas totais de hifas possuem maior for¢ca de ligagdo com as proteinas
totais de leveduras e de hifas do que os anticorpos gerados contra as proteinas totais

de leveduras.
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Pelos resultados encontrados, presume-se que as proteinas de hifas
conseguem gerar maior producéo de IgG totais em modelo murino. Os trabalhos de
Paulovi€ova e colaboradores (2013, 2016) demonstraram em modelo murino que ha
maior producdo de IgG contra proteinas de hifas de C. albicans do que contra
proteinas de leveduras. Proteinas de superficie em leveduras e hifas de C. albicans
podem indicar diferencas morfoldgicas para o sistema imune do hospedeiro
(JACOBSEN et al., 2012). Altos niveis de IgG também foram encontrados para a forma
micelial de Malassezia sp (ASHBEE e EVANS, 2002) e houve producéo diferencial de
IgG em modelo murino para hifas e conidios de Aspergillus fumigatus (RIVERA et al.,
2005).

Esses dados em conjunto com os encontrados por este trabalho apontam para
a possibilidade de que o sistema imunoldgico possa diferenciar as morfologias de
leveduras e hifas de T. asahii produzindo anticorpos especificos para uma forma ou
outra.

Os anticorpos gerados contra proteinas de hifas e leveduras foram utilizados
para realizagdo de ensaios de microscopia de imunofluorescéncia. As laminas, ao
serem observadas no microscopio, mostraram que houve reconhecimento dos
anticorpos policlonais produzidos em modelo murino contra as proteinas das formas
de levedura e hifa de T. asahii. Esse reconhecimento aconteceu tanto com o0s
anticorpos produzidos a partir do extrato proteico de leveduras contra as formas de
levedura, como pelos anticorpos produzidos a partir do extrato proteico de hifas contra
as formas de hifa. O mesmo foi observado quando foi feito ensaio de microscopia com
0s anticorpos produzidos com extrato proteico de leveduras contra as formas de hifas
e pelos anticorpos produzidos com extrato proteico de hifas contra as formas de
levedura. Dessa forma demonstrou-se que 0s anticorpos possuem alto poder de
reconhecimento tanto para a morfologia para os quais foram gerados quanto para as
morfologias contrarias aos quais foram gerados conforme visto em trabalhos
anteriores em Candida spp., em que anticorpos produzidos contra proteinas
encontradas em uma morfologia apresentaram reatividade cruzada na morfologia
contraria para os quais foram produzidos (OLLERT e CALDERONE, 1990; KANBE et
al., 1991; GALE et al., 2001) . Quanto aos diferentes tratamentos pelos quais as
células passaram, de permeabilizacdo ou ndo permeabilizacdo, ndo foi possivel
observar nenhuma diferenca de maior ou menor reconhecimento. A auséncia de

diferenca visual na imunofluorescéncia das células fixadas em laminas pode ser
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devido ao fato de que a microscopia de imunofluorescéncia convencional produz
apenas imagens em duas dimensfes, ndo sendo possivel observar se houve
penetracdo ou ndo de anticorpos no interior das células, impossibilitando a
quantificacdo visual do reconhecimento dos anticorpos para as formas morfoldgicas
de T. asahii ou a localizac&o dos anticorpos na estrutura da célula.

Em estudo prévio do laboratorio (JESUS, 2018), foram identificadas quatro
possiveis adesinas de T. asahii CBS 2479, as quais foram denominadas de Restina-
like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like. Com base nas sequéncias dessas quatro
adesinas, o proximo passo do estudo foi realizar a modelagem tridimensional das
proteinas com potencial de serem expressas na superficie de T. asahii como
adesinas. Foi realizada uma busca no banco de dados NCBI utilizando o algoritimo
PSI-BLAST para encontrar templates com similaridade significativa com as proteinas
de interesse para realizar modelagem por homologia.

O algoritmo PSI-BLAST pontua as correspondéncias encontradas no
alinhamento mdultiplo de pares entre a sequéncia base e as sequéncias consultadas
no banco de dados selecionado, de forma a utilizar o padrdo de conservagao do
alinhamento como uma matriz de pontuacdo especifica (PSSM- position-specific
scoring matrice). O PSI-BLAST pesquisa repetidamente o banco de dados
selecionado utilizando o alinhamento multiplo de pares que obteve alta pontuacao
encontrado em cada pesquisa para gerar um novo PSSM que sera utilizado na
proxima pesquisa, até que nenhuma nova sequéncia seja encontrada. O PSI-BLAST
€ capaz de encontrar similaridades entre sequéncias distantes ao combinar as
informacBes de conservacdo encontradas em uma sequéncia relacionando-as em
uma Unica matriz de pontuacéo, de forma a reconhecer estruturas tridimensionais de
proteinas que estdo conservadas mesmo apés a perda de sua similaridade entre as
sequéncias de aminoacidos (ALTSCHUL et al., 1997; SCHAFFER, 2001; BHAGWAT
e ARAVIND, 2007).

A modelagem por homologia baseia-se em predizer a estrutura tridimensional
de uma dada proteina ao comparar sua sequéncia com estruturas tridimensionais de
uma ou mais proteinas conhecidas homologas. Porém, conforme trabalho de Kopp e
Schwede (2004) de comparacao de métodos de modelagem por homologia, e de Fiser
e Sali, (2003) quando a identidade entre os templates de proteinas conhecidas e a
sequéncia da proteina a ser modelada € menor do que 40% a modelagem néo é

confiavel por existirem lacunas no alinhamento, que de acordo com Fiser et al. (2000),
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essas lacunas devem ser construidas sem um guia no template, tornando dificil a
predicdo da conformacao estrutural da proteina, de forma que quanto maior o nimero
de lacunas, menor serd o grau de confianga no modelo produzido. No presente estudo,
as buscas por templates para as 4 proteinas ndo retornaram bons candidatos pois
para todas elas, foram encontradas poucas proteinas depositadas no Protein Data
Bank <https://www.rcsb.org/> com mais de 40% de cobertura e similaridade.

Nesse caso, optou-se por utilizar a modelagem com abordagem ab initio, na
qual séo calculadas as posi¢cdes dos atomos na estrutura da proteina, com base nas
interacOes energéticas entre eles. Esse tipo de abordagem € a mais indicada para
casos em que existe grande numero de lacunas no alinhamento dos templates (KOPP
e SCHWEDE, 2004). Para a modelagem ab initio foi utilizado o servidor on-line I-
Tasser. A escolha do melhor modelo foi baseada na pontuagcéo do C-score de cada
um dos modelos enviados por proteina. Esse escore estima a qualidade dos modelos
preditos pelo I-Tasser, sendo calculado com base na significancia dos alinhamentos
das sequéncias e na convergéncia das simulacdes de montagem de estruturas
terciarias tridimensionais. Dessa maneira modelos com maior C-score representam
modelos com maior confianca de terem a estrutura representada (ZHANG, 2008;
ROY, KUCUKURAL e ZHANG, 2010; YANG et al., 2014).

A Restin-like apresentou uma forma com algumas a-hélices e muitos coils, ao
contrario da CFL1-like que apresentou algumas folhas beta e muitos coils, enquanto
a estrutura da Beta-like é rica em folhas beta e a estrutura da Mar-like é rica em alfa-
hélices. As a-hélices sdo os elementos da estrutura secundaria mais comuns pois Sao
a estrutura mais simples que a cadeia de aminoacidos pode assumir maximizando o
uso das ligacdes de hidrogénio, tornando essa estrutura altamente estabilizada. Na
alfa-hélice os grupos R dos aminoé&cidos séo orientados para fora da hélice, sendo
cada volta formada por cerca de 3,6 residuos de aminoacidos e cada volta separa por
5,4 A. Essa estrutura confere rigidez e estabilidade a proteina, como no caso da
queratina, que € rica em a-hélices. Essa estrutura se distende quando aquecida. A
presenca de alguns aminoacidos pode afetar a formacdo da alfa-hélice. Muitos
residuos de Glu, Lys, Arg, Asp, Ser, Thr, Cys, Pro e Gly podem desestabilizar uma
alfa-hélice impedindo sua formacéao (LEHNINGER, 2014).

Nas folhas B-pregueadas a estrutura dos aminoacidos esta na forma de zigue-
zague onde as ligagbes de hidrogénio sdo formadas entre os segmentos adjacentes

da cadeia de aminoacidos dentro da folha. As cadeias de aminoacidos podem ser
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tanto paralelas ou antiparalelas de forma a apresentar a orientacdo C-terminal igual
ou oposta. Essa conformacdo da a estrutura uma conformacao micro-cristalina de
resisténcia de forma que a proteina néo se distende quando aquecida (LEHNINGER,
2014).

Outras proteinas ja tiveram suas estruturas preditas pelo servidor I-Tasser, com
diferentes objetivos, como proteinas voltadas para vacinas montadas a partir de
Escherichia coli (NAZARIAN et al.,, 2012), receptores de superficie celular em
humanos (ZHANG et al., 2015), enzima bacteriana de Enterococcus faecalis
(UCHIYAMA et al., 2011) e fatores tumorais humanos (ROY et al., 2012).

Ainda que as modelagens ab initio sejam baseadas em calculos matematicos
revelando estruturas tridimensionais hipotéticas, esses modelos possuem acuracia
quanto a estrutura real da proteina, como pode ser mostrado no trabalho de Yang e
colaboradores (2014) no qual foram realizados ensaios de modelagem utilizando o
servidor I-Tasser para proteinas de Bacterioides thetaiotaomicros (pdb 4e0e), E. coli
(pdb 4hg0 e 4qvt), Burkholderia cenocepacia (pdb 4ghq) e Staphylococcus aureus
(49f4) e comparadas com os modelos feitos por raio-x das estruturas cristalinas
dessas proteinas, demonstrando a compatibilidade entre os modelos

Ja no trabalho de Zhang e colaboradores (2016) foi realizada uma analise de
comparacao entre os modelos tridimensionais de proteinas feitos pelo I-Tasser e pelo
servidor QUARK com modelos tridimensionais feitos por raio-x das estruturas
cristalinas das proteinas e por NMR (Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy),
demonstrando que os modelos feitos pelo I-Tasser possuem maior compatibilidade
estrutural com os modelos reais das proteinas analisadas

Embora as estruturas das proteinas tenham sido determinadas por modelos
probabilisticos, as mesmas sdo importantes para inicio de caracterizagcdo molecular
de proteinas de superficie que até o moment, ndo foram descritas para T. asabhii, visto
gue esse tipo estrutura, em estudos anteriores, tem se mostrado compativel com
aguelas sintetizadas in vivo.

Com a finalidade de estudar se essas proteinas preditas como adesinas de
superficie de T. asahii de fato séo sintetizadas pela célula fungica, es se em ambas
as morfologias, ou de forma diferencial, foi realizado estudo de epitopos com potencial
imunogénico para realizacao futura de ensaios de localizacao celular por microscopia

de imunofluorescéncia.
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Assim, sendo, a partir da sequéncia de cada uma das proteinas foi feita a
predicdo dos peptideos com potencial de ligacdo ao MHC classe Il pela ferramenta
TepiTool, que faz predicdo dos peptideos ligadores promiscuos hum set de 27 alelos
mais comuns de MHC classe II, que cobre 94% da populagcdo mundial de humanos.
Essa ferramenta quebra a sequéncia de aminoacidos da proteina em peptideos que
possuem alta afinidade pelos alelos do MHC classe Il (ZHANG et al., 2008;
GREENBAUM, 2013; PAUL et al., 2016; FLERI et al., 2017). Foram obtidos 218
peptideos imunogénicos ao todo, sendo 32 peptideos para Restina-like, 12 peptideos
para CFL1-like, 165 peptideos para Beta-like e 9 peptideos para Mar-like.

Os peptideos que possuiam potencial de reconhecimento pelos alelos do MHC
classe Il foram analisados pelo software Vaxijen 2.0, que mostra a probabilidade da
imunogenicidade do antigeno e a indicacdo do status do antigeno como provavel
antigeno ou provavel ndo antigeno Doytchinova e Flower ( 2008). A previsdo do
VaxiJen, conforme descrito por Flower e colaboradores (2010), possui acuracia de
predicdo entre 78% e 97% de eficiéncia para antigenos de fungos. Foram
selecionados peptideos que tivessem ao mesmo tempo maior escore de
imunogenicidade e reconhecido pelo maior numero de alelos, tendo sido selecionados
peptideos proximos a porcdo N-terminal das proteinas, visto que nessa regido
encontra-se o0 peptideo sinal de enderecamento proteico, que mostra que essas
proteinas cumprem seu papel biol6gico em local diferente de onde foram geradas.

Todos os peptideos selecionados para serem sintetizados possuem o tamanho
de 15 residuos de aminoacidos, pois segundo Moore e Grant (2012), peptideos com
tamanho entre 10 e 15 residuos de aminoacidos sdo 0s mais recomendados para a
producdo de anticorpos, pois acima deste tamanho sao mais dificeis e caros para
serem produzidos.

A utilizacdo de peptideos sintéticos que mimetizam epitopos de proteinas
antigénicas possui diversas vantagens, tais como a facilidade de transporte e de
armazenamento, ndo possuem risco de causar infec¢des, possuem alto nivel de
reprodutibilidade, além de terem baixos niveis de reagdes inespecificas (GOMARA e
HARO, 2007).

A abordagem in silico para determinar peptideos de proteinas flungicas que
possuem propriedades antigénicas também foi utilizado para C. neoformans,
conforme demonstrado por Martins e colaboradores (2013). Peptideos sintéticos tem

se mostrado eficientes na produgcdo de anticorpos capazes de reconhecerem
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proteinas especificas de microrganismos patogénicos, como tem sido observado em
diversos trabalhos. Viudes, Perea e Lopez-Ribot (2011) utilizaram um peptideo da
proteina de parede mp58 de C. albicans para inocular camundongos para produ¢ao
de anticorpos especificos para este peptideo afim de detectarem a proteina em
imunoensaios. No trabalho de Caldini e colaboradores (2012) peptideos sintetizados
a partir da sequéncia da gp75 de P. brasiliensis e inoculados em camundongos
isogénicos foram capazes de produzir anticorpos que conseguiram se ligar a esta
proteina em imunoensaios.

Em um trabalho de 2011, Diaz-Arevalo e colaboradores também encontraram
altos indices de IgG em animais que foram imunizados com peptideos sintéticos
produzidos a partir de sequéncias de Asp f3 de Aspergillus fumigatus, e Bar e
colaboradores (2012) demonstraram que peptideos sintéticos derivados de
sequéncias de proteinas Als sdo capazes de serem reconhecidos por alelos de MHC
classe IlI.

Esses dados mostram que peptideos selecionados por meio de ferramentas in
silico e inoculados em modelo murino possuem alta capacidade de gerar resposta
imune humoral por parte do organismo imunizado com esses peptideos, gerando
anticorpos policlonais que possuem a capacidade de se ligarem as proteinas a partir
das quais tiveram sua sequéncia retirada.

Esses anticorpos possuem capacidade de serem utilizados para realizar a
localizacdo de proteinas especificas em diferentes morfologias de células fungicas,
incluindo proteinas que estejam localizadas na superficie.

Como demonstrado por Marin e colaboradores (2015), anticorpos policlonais
foram capazes de identificar proteinas séricas na superficie de células flngicas
quando utilizaram anticorpos policlonais anti-Fator B humano para identificar essa
proteina por microscopia de fluorescéncia confocal na superficie de leveduras e hifas
de C. albicans sensibilizadas com antissoro humano.

Diaz-Arevalo et al. (2011) também utilizaram com sucesso anticorpos
policlonais oriundos da imunizacédo de coelhos por peptideos sintéticos oriundos da
sequéncia peptidica da proteina Asp f3 de A. fumigatus para realizar a localizacéo
celular por fluorescéncia desta proteina em conidios e hifas deste fungo.

No trabalho de Urban e colaboradores (2005), foram utilizados anticorpos
policlonais obtidos a partir da inoculacdo de peptideos sintéticos em coelhos para
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realizar a localizacdo celular de Tsalp em leveduras e hifas de C. albicans com
sucesso.

Na avaliacdo da localizacdo das proteinas com papel putativo de adesinas em
T. asahii, os anticorpos policlonais sintetizados a partir de sequéncias de aminoécidos
preditos in silico com capacidade imunogénica demonstraram ter poder de
reconhecimento destas proteinas, como pode ser observado nos ensaios de
microscopia de fluorescéncia confocal realizado em leveduras e hifas de T. asahii
sensibilizadas com esses anticorpos.

Nas leveduras de T. asahii foi observado que os anticorpos gerados contra 0s
peptideos imunogénicos das proteinas Restina-like e CFL-like mostraram haver pouca
presenca destas proteinas, e de forma difusa, na superficie celular, sem apresentar
um padréo de localizacdo. Ja para as proteinas Beta-like e Mar-like foi observado que
0S anticorpos reconheceram mais a presenca destas proteinas na superficie das
leveduras, destacando a maior concentracdo de Mar-like em comparacdo com as
outras trés proteinas analisadas.

As andlises das microscopias de imunofluorescéncia nas hifas de T. asahii
demonstraram que as adesinas se encontram uniformemente distribuidas por toda a
superficie desta morfologia, com intensidade semelhante a cada uma delas, com
excecdo de CFL1-like que demonstrou ser menos reconhecida pelos anticorpos
gerados contra os peptideos desta proteina, podendo supor que a mesma nao se
encontra em niveis significativos na superficie celular ou que seu peptideo na forma
nativa ndo esteja sendo eficientemente reconhecido, uma vez que na proteina nativa,
a conformacao e o0 acesso ao peptideo de forma linear pode estar prejudicada.

Concomitantemente, foi realizada tentativa de verificar se 0s anticorpos
gerados contra 0s peptideos sintéticos reconheceriam as proteinas hipotéticas nativas
por meio de um ensaio piloto de Western blot. Contudo, o ensaio piloto ndo trouxe
conclusdes definitivas a respeito da eficacia de reconhecimento das adesinas nativas
pelos anitossoros gerados contra peptideos sintéticos para cada uma das quatro
adesinas. Assim sendo, outros ensaios devem ser realizados a fim de refinar a técnica
para que resultados definitivos possam ser gerados.

Nas analises das imagens de imunofluorescéncia, a marcagdo fraca e
descontinua das quatro proteinas (Restina-like, CFL1-like, Beta-like e Mar-like) em
leveduras e hifas pode ter ocorrido devido a um escape da emisséo da luz azul sobre

a coloragcao verde durante a microscopia confocal, visto que em uma determinada
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faixa a emissdo para ambas as cores se sobrepde, de forma que o estudo das
adesinas por meio desta técnica também deve ser aprofundado.

A analise da expressao génica das quatro adesinas putativas em leveduras e
hifas de T. asahii evidenciou que todas sdo mais expressas em hifas do que em
leveduras. Essa diferenca de expresséo entre as duas morfologias mostrou ser ter
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

Os maiores niveis de expressédo foram mostrados pela proteina CFL1-like, que
segundo Wang et al. (2012), em C. neoformans é responsavel pelo processo de
filamentacdo durante o processo de mating, sendo altamente expresso em hifas. Ao
ser sintetizada, a CFL1p é clivada e secretada para a matriz extracelular agindo de
forma paracrina com as outras células de C. neoformnas induzindo-as a filamentacéo.
Pela proximidade filogenética entre T. asahii e C. neoformans pode-se especular que
a CFL1-like de T. asahii possua papel semelhante, de forma que é expressa 37 vezes
mais nas hifas de T. asahii em relacao as leveduras.

A proteina Restina-like também apresentou altos niveis de expressao em
comparacao aos niveis apresentados por leveduras de T. asahii. Porém, mesmo néo
havendo proteinas descritas em outros fungos que possuam correlacdo come esta
proteina, sabe-se que em outros fungos, algumas adesinas sdo altamente expressas
em hifas, a exemplo da Hwplp em C. albicans, como demonstrado por Nobile et al.,
(2009), levantando a possibilidade de que Restina-like possuir papel na filamentacao
em T. asahii.

Beta-like e Mar-like tiveram maior expressdo em hifas, e mesmo com diferenca
estatisticamente significante, ndo apresentaram niveis tdo altos quanto o0s
apresentados pelas duas adesinas anteriores. Também n&o existem proteinas
relacionadas descritas em outros fungos, porém, estudos de caso tem demonstrado
gue as formas de hifa sdo altamente encontradas em cortes histoldgicos em pacientes
acometidos por tricosporonose invasiva (EBRIGHT et al, 2001; GHIASIAN,
MAGHSOOD e MIRHENDI, 2001; PASSO et al., 2006) de forma que estas duas
proteinas também possam ter papel na filamentacdo para invaséo tecidual.

Processos bioloégicos que medeiam a interacdo célula-célula envolvem
interacdes do tipo proteina-proteina. Proteinas de superficie fungica que atuam como
adesinas interagem com o hospedeiro ao ligarem-se a outras proteinas presentes na

superficie das células do hospedeiro, como alguns trabalhos tem demonstrado.
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Marcos e colaboradores (2012) demonstraram que uma enolase com funcgao
de adesina em P. brasiliensis tem capacidade de ligacdo com laminina, fibronectina,
coladgeno tipo IV, plasminogénio e fibrinogénio, reforcando dados encontrados por
Gonzales et al. (2005), Donofrio et al. (2009) e Nogueira et al. (2010). Trabalhos com
as adesinas da familia ALS de C. albicans demonstraram que essas adesinas também
se ligam com fibronectina, fibrinogénio, laminina e colageno tipo IV (GAUR et al., 2002;
GAUR e KLOTZ, 2004, SHEPPARD et al., 2004; PHAN et al., 2007; LI e FILLER,
2011).

Dessa maneira levantou-se a possibilidade de que as adesinas de T. asahii
também poderiam interagir com proteinas do hospedeiro. Dessa maneira foi realizado
um estudo de docking molecular para melhor compreender a interface dos complexos
proteina-proteina entre as quatro adesinas putativas de T. asahii e as proteinas
humanas albumina, colageno tipo IV, fibrinogénio, fibronectina, hemoglobina e
laminina.

Todas as quatro adesinas analisadas no ensaio de docking molecular
apresentaram pontos de ligagdo entre sua estrutura tridimensional predita por
ferramentas in silico e a estrutura tridimensional das proteinas humanas obtidas por
meio de cristalografia de raios-x. Os dados obtidos durante esse ensaio mostraram
interacdo hipotética entre as adesinas e seus provaveis ligantes nas células humanas.

Esse tipo de abordagem de predicdo da interacdo de ligacdes entre proteinas
de superficie e outras moléculas, incluindo interacdes do tipo proteina-proteina,
também foi realizada para outros fungos. Phang e colaboradores (2007) realizaram
um estudo de docking entre Als3 de C. albicans e caderinas humanas, mostrando
estruturalmente a ligacdo entre as duas proteinas. Ranke et al. (2018) também
realizaram analises de docking por abordagem in silico com proteinas da familia ALS
de C. albicans com o acido arginilglicilaspartico (RGD). O RGD é o motivo peptidico
mais comum responsavel pela adesdo celular a matriz extracelular (ECM), sendo
encontrado em diversas proteinas que fazem parte da ECM, incluindo o fibrinogénio
e a fibronectina (PLOW et al., 2000)

Em 2014 foi feito um estudo de docking por Gebremariam e colaboradores com
proteinas CotH2p e CotH3p de Rhyzopus oryzae, causador de mucormicose, com a
proteina humana GRP78p, demonstrando a funcdo dessas proteinas na invasao

celular durante a patogenia do fungo. Mosca et al. (2009) realizaram analise de
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docking de proteinas de Saccharomyces cerevisiae com diversas proteinas preditas
em seu genoma para melhor compreenséo de seu interatoma.

Schneidman-Duhovny, Nussinov e Wolfsson (2004) ja haviam realizado
andlises de comparacgéo entre o docking realizado pelo Patchdock e o realizado por
diversos algoritmos que utilizam a abordagem de complementariedade de formas,
oriundos de diferentes servidores, tais como o0 DOCK, PPD e QSDock, concluiram que
o algoritmo desenvolvido para o servidor Patckdock possuia resultados confiaveis de
docking por complementariedade molecular.

A ampla utilizacdo de docking molecular para prever a ligacdo de proteinas de
superficie fungicas com ligantes celulares humanos embasa a possibilidade de que
os resultados obtidos in silico, pelo docking realizado através do servidor Patchdock,
corresponde a ligagdo in vivo entre as adesinas putativas de T. asahii e ligantes de
células humanas.

Espera-se que os dados levantados durante este trabalho possam contribuir
para o aumento no conhecimento da interacao entre o patbgeno emergente T. asahii
e seu hospedeiro humano, de forma que novos tratamentos possam surgir para

combater os diferentes tipos de infec¢des causadas por este fungo.
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7 CONCLUSOES

1 — Foi possivel demonstrar que as duas morfologias de T. asahii, leveduras e hifas,
podem ser cultivadas de forma independente em diferentes meios de cultura,
possibilitando realizar a extracdo de proteinas de cada uma das formas

separadamente.

2 — Através de ensaio imunoenzimatico detectou-se que os anticorpos produzidos em
modelo murino reconhecem 0s extratos proteicos das morfologias de T. asahii com
forca de ligacao diferente para cada morfologia celular, possuindo ligacdo mais forte

0s anticorpos de hifas.

3 — Ensaios de microscopia de imunofluorescéncia demonstraram que 0s anticorpos
produzidos contra os extratos proteicos de leveduras e hifas de T. asahii reconhecem

ambas as morfologias do fungo de forma semelhante.

4 — Pela primeira vez foram obtidas as estruturas de modelos 3D de quatro adesinas

putativas com potencial de expressdo em leveduras e hifas de T. asabhii.

5 — Foram selecionados com sucesso quatro peptideos com alta imunogenicidade e
amplo espectro de ligacdo a alelos do MHC Il humano e do H2 murino para serem
utilizados em experimentos de reconhecimento celular das adesinas nas diferentes

morfologias de T. asabhii.

6 — Ensaios de localizacdo celular por imunofluorescéncia demonstraram que 0s
peptideos selecionados por meio de ferramentas de bioinformatica séo eficazes na
producdo de anticorpos capazes de reconhecer proteinas na parece celular de hifas

e leveduras de T. asahii.

7 — Ensaios piloto de Western blot para reconhecimento de proteinas por meio de
anticorpos produzidos contra peptideos sintéticos ndo foram conclusivos com relacéo
a ligacdo do anticorpo ao epitopo nativo para o qual foi produzido na estrutura

molecular da proteina nativa.
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8 — Por meio de analise de expressao génica foi demonstrado que as quatro adesinas
analisadas sdo mais expressas pela morfologia de hifas do que pela morfologia de
leveduras em T. asahii, ndo corroborando os experimentos de quantificagdo de

imunogeniciade

9 — Por meio de docking molecular foram obtidas, pela primeira vez, evidéncias in
silico da ligacdo proteina-proteina entre quatro adesinas de T. asahii e proteinas
humanas que sédo alvo de ligacdo de patdégenos com o hospedeiro durante o processo

de infeccéao.
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ANEXO C -Imagem de microscopiade fluorescénciade leveduras de C. albicans

SC5314 tratadas com antissoro gerado contra leveduras de T. asahii CBS 2479.

Legenda: A) Leveduras em campo claro;
B) Nucleos celulares corados com DAPI;
C) Leveduras com proteinas de superficie marcadas com FITC;
D) Merged de A e B.
Aumento de 1000x
Fonte: Do autor.
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ANEXO D - Imagem de microscopia de fluorescéncia de hifas de C. albicans

SC5314 tratadas com antissoro gerado contra hifas de T. asahii CBS 2479.

Legenda: A) Hifas em campo claro;
B) Nucleos celulares corados com DAPI;
C) Hifas com proteinas de superficie marcadas com FITC;
D) Merged de A e B.
Aumento de 1000x
Fonte: Do autor.



