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RESUMO

O Ferro (Fe) é um metal indispensavel para a maioria dos sistemas bioldgicos e ¢
alvo de competicdo em intera¢des patdgeno-hospedeiro. Em humanos, a maioria do
Fe encontra-se complexada ao cofator heme, presente na hemoglobina, uma
molécula que ¢ explorada por patdgenos como uma fonte de Fe. Paracoccidioides
spp., um complexo de fungos patogénicos termodimorifocos, sdo agentes etiologicos
da paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistémica endémica na América
Latina. Paracoccidioides spp. ¢ habil em utilizar hemoglobina por um processo
mediado por receptor (PbRbtS). Contudo, evidéncias experimentais apontam para a
existéncia de um sistema complexo com a presenga de outras proteinas. No presente
trabalho, foi demonstrada a similaridade de PAAG 02225 (PbPga7), de
Paracoccidioides lutzii, com a sequéncia do receptor de heme/hemoglobina Pga7 de
Candida albicans. A expressdo heterologa de PhPga7 foi realizada em Escherichia
coli. Devido a presenga de codons raros na sequéncia de P. [utzii, comparados aos
cddons utilizados preferencialmente por E. coli, a sintese quimica do gene foi
empregada. A expressdo da proteina PbPga7 abre perspectivas para estudos de
caracterizagdo da mesma. Adicionalmente, nanoUPLC-MSE foi utilizada para
analisar o proteoma de parede celular de P. lutzii. Observou-se que o tratamento do
fungo com hemoglobina promove a regulacido positiva de potenciais adesinas ¢
enzimas relacionadas com a defesa contra espécies reativas de oxigénio. Estes dados
indicam que estas proteinas podem ser importantes para que o patogeno possa
acessar a hemoglobina, aderindo e lisando eritrdcitos, além de contrapor a toxicidade
gerada pelo heme/hemoglobina liberados, permitindo a captagdo e utilizacdo dessas
moléculas. Os resultados obtidos no presente trabalho reiteram a complexidade do
evento de interag¢do entre patogeno e hospedeiro e, adicionalmente, contribuem para

a ampliag¢@o do entendimento da biologia de Paracoccidioides spp.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose; Ferro; nanoUPLC-MSF; Adesinas;

Interagdes patdgeno-hospedeiro.
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ABSTRACT

Iron (Fe) is an indispensable metal for most biological systems and is a target of
competition in host-pathogen interactions. In humans, most Fe is complexed to the
cofactor heme, present in hemoglobin, a molecule that is exploited by pathogens as
an iron source. Paracoccidioides spp., a complex of thermodymorphic pathogenic
fungi, are the etiological agents of paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic
mycosis endemic in Latin America. Paracoccidioides spp. are able to use
hemoglobin in a receptor(PbRbtS)-mediated process. However experimental
evidence points to the existence of a complex system with the presence of other
proteins. In the present work, we demonstrated the similarity between PAAG 02225
(PbPga7), from Paracoccidioides lutzii, and the sequence of the heme/hemoglobin
receptor Pga7 from Candida albicans, and expressed PbPga7 in Escherichia coli.
Due to the presence of rare codons in P. lutzii sequence, compared to the codons
preferably used by Escherichia coli, chemical synthesis of the gene was employed.
The expression of PbPga7 protein opens perspectives for PbPga7 characterization. In
addition, nanoUPLC-MSF was employed to analyze P. lutzii cell wall proteome. We
observed that the treatment of fungus with hemoglobin promotes induction of
potential adhesins and defense-related enzymes against reactive oxygen species.
These data indicate that these proteins may be important for the pathogen to access
hemoglobin by adhering and lysing erythrocytes, besides counteracting the toxicity
generated by heme/hemoglobin released from erythrocytes, allowing the uptake and
use of these molecules. The results obtained in the present work reinforce the
complexity of the interaction event between pathogen and host and, in addition,

contribute to broaden the understanding of the biology of Paracoccidioides spp.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; Iron; nanoUPLC-MSF; Adhesins; Host-

pathogen interactions.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1.  Aspectos gerais

Se conotacgdes fossem utilizadas para descrever o evento de interacdo patdgeno-
hospedeiro, certamente as de um cendrio de guerra seriam as mais adequadas para tal.
Isso deve-se ao fato de que, na literatura, ha um nuimero crescente de descobertas de
arsenais sofisticados, taticas rebuscadas e de constantes mudangas estratégicas
empregadas tanto por patdgenos como pelo hospedeiro (CAZA; KRONSTAD, 2013;
GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016).

Nao obstante, a capacidade do hospedeiro controlar o acesso de patdgenos a
micronutrientes essenciais, chamada de imunidade nutricional, ocupa lugar de destaque
nos estudos de interagdo patogeno-hospedeiro, uma vez que essa habilidade inata afeta de
maneira drastica a sobrevivéncia e consequentemente a proliferagdo de patdgenos
(WEINBERG, 1975). Dentre os micronutrientes sob controle do hospedeiro, o Ferro (Fe)
¢ de relevante importdncia, uma vez que devido a sua flexibilidade de estados de
oxidagdo, estda envolvido como cofator de diversas enzimas ou grupo prostético de
diversas outras proteinas que atuam em processos como a biossintese e reparo de DNA,
funcdes antioxidantes, metabolismo energético ¢ transporte de oxigénio, dentre outros
(DLOUHY; OUTTEN, 2013). Cabe salientar que a flexibilidade de estados de oxidagdo
do Fe também o confere potencial toxico, sendo indispensavel o estrito controle da
biodisponibilidade do metal. Tal controle ¢ feito, em partes, pela ligacdo do Fe a
proteinas como a transferrina, a ferritina, a lactoferrina e a hemoglobina. A hemoglobina
consiste em uma proteina tetramérica que contém quatro grupos heme, cada grupo
apresentando um {on ferroso, consistindo na principal fonte de Fe no organismo humano.
A associagdo do Fe a proteinas do hospedeiro, além de contrapor a toxicidade do metal,
também permite a manutengdo da imunidade nutricional (PAPANIKOLAOU;
PANTOPOULOS, 2005; TANDARA; SALAMUNIC, 2012; NAIRZ et al., 2014).

Entretanto, patdégenos apresentam mecanismos sofisticados para contrapor os
desafios impostos pela imunidade nutricional do hospedeiro. Fungos patogénicos
empregam estratégias de alta especificidade e afinidade para a captagdo de Fe, como a
capacidade de biossintese e utilizag@o de siderdforos; a capacidade de absor¢éo de Fe por
vias redutivas ¢ a capacidade de explorag¢do de proteinas do hospedeiro como fonte de Fe,

como a transferrina, a ferritina e especialmente a hemoglobina (ALMEIDA; WILSON;
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HUBE, 2009; CAZA; KRONSTAD, 2013). Como exemplo, Candida albicans, um
importante fungo patogénico ¢ habil para a utilizagdo de heme/hemoglobina como fonte
de Fe, apresentando para tal um importante arsenal de mecanismos coordenados que
atuam desde a lise de eritrécitos, células do hospedeiro que contém hemoglobina, até a
captagdo da molécula por uma rede de receptores (Csa2, Rbt5 ¢ Pga7) com posterior
processamento em nivel intracelular (MOORS et al., 1992; WEISSMAN; KORNITZER,
2004; NASSER et al., 2016).

Dentre os fungos patogénicos cujos mecanismos de captacdo de Fe tém sido alvos
de estudos, os fungos que compdem o género Paracoccidioides sdo de relevante
importancia no contexto de medicina tropical, uma vez que causam uma importante
micose sistémica denominada paracoccidioidomicose (PCM), doenga endémica da
América Latina ¢ altamente prevalente em paises como o Brasil (BRUMMER;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016). Paracoccidioides spp. também apresenta a capacidade de
biossintese ¢ captacdo de siderdforos, além de assimilacdo de Fe por uma via redutiva
ndo-classica (SILVA et al., 2011; SILVA-BAILAO et al., 2014; BAILAO et al., 2015). O
fungo ainda apresenta potencial hemolitico e a capacidade de utilizar heme/hemoglobina
como fonte de Fe, através de absor¢do mediada por um receptor denominado PhRDtS,
presente na parede celular e evidenciado por analises in silico como homoélogo a um dos
receptores de hemoglobina de C. albicans (BAILAO et al., 2014) .

Todavia, BAILAO et al., 2014, verificaram que mutante knockdwon para Pbrbt5,
obtido pela estratégia de RNA antisentido, apesar de apresentar viruléncia reduzida em
modelos de infec¢des de murinos ¢ de macrdfagos, ainda apresentava a capacidade de
utilizar hemoglobina, resultado sugestivo de que, assim como C. albicans,
Paracoccidioides spp. também apresenta uma rede de receptores envolvidos no processo
de captacdo de hemoglobina. Essa hipdtese ainda foi suportada por analises in silico que
evidenciaram que Paracoccidioides spp. também apresenta ortélogos para csal e csa2,
outros membros da familia de receptores de hemoglobina de C. albicans, os quais foram
regulados positivamente apos cultivo do fungo na privagdo de Fe com posterior adigdo de
hemoglobina ao meio, conforme evidenciado por analises transcricionais.

No presente trabalho, novas andlises de homologia foram realizadas e o transcrito
de Paracoccidioides spp. inicialmente considerado ortdlogo de csal passou a ser
denominado Pbpga7, tendo em vista que este apresenta maior similaridade para com o

outro receptor de heme de C. albicans, Pga7. Dada a importancia do entendimento dos
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mecanismos que Paracoccidioides spp. emprega para a utilizagdo de hemoglobina, no
presente trabalho também foi realizada a clonagem e expressdo heterdloga de PbPga7,

além de analise do proteoma de parede celular de P. lutzii apos cultivo em hemoglobina.

1.2. A importancia do Fe para sistemas biologicos

Diversos processos biologicos sdo baseados em reagdes de oxirreducio,
catalisados por uma miriade de enzimas que em muitos casos necessitam de um cofator
para que suas corretas atividades bioldgicas sejam realizadas. Dentre esses cofatores,
destaca-se o Fe, devido sua capacidade relevante de atuar tanto como doador ou aceptor
de elétrons (DLOUHY; OUTTEN, 2013).

O Fe consiste em um metal de transicdo e biologicamente apresenta-se nos
estados de oxidagdo ferroso (Fe?*) e férrico (Fe’*), sendo esse ultimo mais comumente
encontrado em condi¢des aerdbicas. Cabe salientar que Fe*' ¢ insolivel em ambiente
aquoso ¢ pH fisiologico, o que torna infima a biodisponibilidade de Fe livre, fato que
corrobora para, dentre outros motivos, o metal apresentar-se complexado a diversas
proteinas relacionadas com o transporte (como a transferrina) e o estoque (como a
ferritina) do mesmo (PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005).

O ferro ainda atua como componente estrutural de outras metaloproteinas que néo
possuem funcfo enzimatica, também exercendo papel fundamental para a fungdo
proteica. Dentre as diversas metaloproteinas/enzimas que contém Fe, destacam-se
algumas envolvidas em processos como o metabolismo energético (aconitase,
citocromos), o transporte ¢ estoque de oxigé€nio (hemoglobina, mioglobina) e sistemas
antioxidantes (catalase, peroxidase) (TANDARA; SALAMUNIC, 2012).

Apesar de toda a importincia do Fe para sistemas bioldgicos, as mesmas
propriedades que o permitem ser aplicavel em diversos processos também o conferem
potencial téxico, devido ao seu poder catalitico para a formacdo de espécies reativas de
oxigénio baseadas nas rea¢des de Fenton e Harber-Weiss, processo que pode resultar no
dano oxidativo de 4cidos nucléicos, lipideos e proteinas e consequentemente prejudicar a
homeostasia celular (DLOUHY; OUTTEN, 2013). Uma vez que o Fe ¢ indispensavel
para a maioria dos organismos, mas, em contrapartida, apresenta potencial tdxico, o
estrito controle do metabolismo do metal ¢é imprescindivel. O controle da
biodisponibilidade do metal ainda ¢ importante no evento de interagdo patdgeno-

hospedeiro, uma vez que nesse cenario ocorre competicdo por Fe, onde o hospedeiro
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priva o acesso de patdgenos ao metal através da imunidade nutricional, uma habilidade
inata e, em contrapartida, patdgenos empregam mecanismos para ter acesso ao metal,

sendo esses mecanismos atributos de viruléncia (CASSAT; SKAAR, 2013).

1.3. Potenciais fontes de Fe para patéogenos no hospedeiro e imunidade
nutricional

Tendo em vista que o Fe livre em sistemas bioldgicos apresenta baixa
solubilidade além de potencial toxico, o metal encontra-se associado a diversas proteinas
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005; TANDARA; SALAMUNIC, 2012). A

distribuicdo do metal em diferentes tecidos no organismo humano adulto ¢ representada

na Figura 1.
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Figura 1. Esquema da distribuiciio de ferro no organismo humano adulte. Uma vez que a absorgdo e
perda de Fe que ocorrem diariamente se igualam, as demandas celulares pelo metal sdo supridas pelo
remancjamento do mesmo, conforme necessario. Tf: Transferrina. Fonte: (HENTZE; MUCKENTHALER;
ANDREWS, 2004).



Em situagdes fisioldgicas, um ser humano adulto apresenta em seu organismo um
total de 3-5g de Fe (cerca de 45 mg/Kg em mulheres ¢ de 55 mg/Kg em homens)
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005). Alguns 6rgéos ¢ tecidos como o figado,
os musculos ¢ a medula dssea sao ricos em Fe. Em nivel intracelular, o Fe ¢ estocado por
meio da proteina ferritina, a qual tem a capacidade de albergar niimero superior a 4000
atomos de Fe. O figado ¢ um 6rgdo rico em ferritina e, consequentemente, rico em Fe
(FISCHBACH; ANDEREGG, 1965; PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005). Nos
musculos, a maior quantidade de Fe encontrada deve-se a hemoproteina mioglobina,
relacionada com a estocagem de oxigénio (ANDREWS, 1999).

A quantidade de Fe adquirida através da dieta ¢ de 1-2 mg por dia, o que de
maneira surpreendente se equipara com a quantidade de Fe que também ¢é perdida
diariamente, fato que impde ao organismo a tarefa de remanejar os estoques do metal
para que as diferentes demandas celulares sejam atendidas (PAPANIKOLAOU;
PANTOPOULOS, 2005). O trafego do metal em nivel sistémico ¢ realizado pela
transferrina, uma glicoproteina bilobular que apresenta capacidade de ligagdo a dois Fe**
(AISEN; ENNS; WESSLING-RESNICK, 2001). Outra proteina relacionada a
transferrina, denominada lactoferrina, também apresenta a capacidade de ligacdo a dois
Fe**, porém apresenta maior relevincia no contexto de processos infecciosos, onde atua
sequestrando Fe nos sitios de infeccdo (BAKER; BAKER, 2004). O Fe ainda pode ser
encontrado associado a diversas outras metaloenzimas/metaloproteinas, como citocromos
(hemoproteinas), aconitase (proteina com grupo ferro-enxofre), dentre outras (DLOUHY;
OUTTEN, 2013).

Apesar da grande variedade de proteinas as quais o Fe pode ser encontrado
associado, 60-70% do metal ¢é encontrado complexado ao heme contido na hemoglobina,
hemoproteina responsdvel pelo transporte de oxigénio e albergada por eritrdcitos
(ANDREWS, 1999; TANDARA; SALAMUNIC, 2012). A hemoglobina apresenta-se
como uma proteina tetramérica em que cada tetrdmero apresenta um grupo heme. Cada
grupo heme apresenta um Fe?* (PERUTZ et al., 1960; PISHCHANY; SKAAR, 2012). A

Figura 2 consiste na representagdo da estrutura da heme/hemoglobina.



Eritrécito

Hemoglobina

Figura 2. Representacio esquematica das moléculas de heme e hemoglobina. A hemoglobina consiste
em uma proteina tetramérica. Cada tetrimero alberga um grupo heme. Cada grupo heme apresenta um Fe?*.

Adaptado de http://www.buzzle.com/articles/structure-of-hemoglobin.html.

A hemoglobina ¢ sintetizada em células precursoras eritrdides, em um processo
coordenado também com a biossintese de heme, o que gera a demanda didria de cerca 20
mg de Fe. Essa quantidade ¢ 10 vezes maior que a obtida diariamente através da dieta,
fato que reitera a necessidade do remanejamento dos estoques do metal, o qual deve ser
feito de maneira estritamente regulada (TANDARA; SALAMUNIC, 2012). A biossintese
de heme ocorre em uma via com miltiplos passos que promove a obtengdo de
protoporfirina IX, a partir de modificagdes enzimaticas do acido S-aminolevulinico,
obtido por sua vez pela condensacdo de glicina e succinil-CoA. Apds, a protoporfirina IX
sofre a inser¢do de Fe?*, sob a¢do de uma ferroquelatase mitocondrial, o que gera o grupo
heme, o qual ¢ exportado para o citoplasma e inserido na hemoglobina ou outras
hemoproteinas  (citocromos; = mioglobina, nos  musculos, dentre  outras)
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULOS, 2005).

Em caso de lise de eritrécitos, a hemoglobina € o heme sido liberados para a
circulagdo e sofrem sequestro por proteinas plasmaticas como a haptoglobina ¢ a

hemopexina (ASCENZI et al., 2005). Eritrdcitos senis sofrem fagocitose por macréfagos



do sistema recituloendotelial, em um processo no qual a hemoglobina ¢ o heme sofrem
processamento ¢ o Fe?" é recuperado e devolvido para o processo de biossintese de
hemoglobina, dentre outras demandas celulares, o que caracteriza um processo de
reciclagem do metal e torna os macréfagos detentores de importantes fontes de Fe
(PAPANIKOLAOU; PANTOPOULQOS, 2005). A Figura 3 consiste numa representagio

esquematica do metabolismo de heme no organismo humano.
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descarboxilase. CPOX: coproporfirinogénio oxidase. PPOX: protoporfirina oxidase. FECH: ferroquelatase.
Fonte: (SOARES; WEISS, 2015).

A associacdo do Fe a diferentes proteinas além de ser um mecanismo para
contrapor sua toxicidade, também consiste numa estratégia do hospedeiro para limitar o
acesso de patogenos ao metal, uma habilidade denominada imunidade nutricional, a qual
compde a imunidade inata (WEINBERG, 1975). O Fe apresenta lugar de destaque no
estudo da imunidade nutricional, tendo em vista a complexidade dos mecanismos que
atuam para regular o processo de controle da biodisponibilidade do metal (NAIRZ et al.,
2014).

Além da ligacdo do Fe a proteinas especificas, fato que permite o controle da
biodisponibilidade do metal em nivel extracelular e que consequentemente afeta a
proliferacio de patdgenos extracelulares, existem mecanismos atuantes em nivel
intracelular para controle da biodisponibilidade do metal. Dentre tais mecanismos, a
atuacdo da proteina NRAMP1 (natural resistance-associated macrophage protein 1) em
macrofagos ¢ bem descrita, a qual permite que os niveis intracelulares de Fe sejam
depletados na presenca de algum patdgeno intracelular, inibindo a sua proliferagio
(SOARES; WEISS, 2015). Em nivel sistémico, o hormonio hepatico denominado
hepcidina, ¢ considerado o responsavel pela orquestragdo de todo o processo de regulacio
da biodisponibilidade de Fe e ¢ regulado positivamente por citocinas produzidas por
células que atuam nos eventos iniciais de combate a processos infecciosos (NEMETH et
al., 2004).

Apesar de todos os mecanismos envolvidos na imunidade nutricional, as proteinas
descritas anteriormente podem ser alvo de exploragdo por patogenos, sendo para estes
fontes de Fe (PISHCHANY; SKAAR, 2012; CASSAT; SKAAR, 2013; CAZA;
KRONSTAD, 2013). Mecanismos empregados por fungos patogénicos para a utilizagido
de proteinas do hospedeiro como fonte de Fe tém sido alvos de estudo, uma vez que esses
mecanismos consistem em atributos de viruléncia (CAZA; KRONSTAD, 2013). Detalhes

sobre esses mecanismos serdo expostos nas sessdes subsequentes.

1.4. Mecanismos de captacio de Fe por fungos

Assim como para a vasta maioria dos organismos, Fe também ¢ indispensavel
para fungos, os quais também enfrentam o desafio de obter as quantidades adequadas do

metal e a0 mesmo tempo contrapor sua toxicidade. Parte substancial do entendimento



sobre os mecanismos que fungos empregam para a captacdo de Fe ¢ baseada em estudos
conduzidos com o fungo ndo patogénico Saccharomyces cerevisiae (VAN HO; WARD;
KAPLAN, 2002; KOSMAN, 2003). Elegantes investigacdes levaram a descoberta de que
S. cerevisiae apresenta sistemas multienzimaticos que promovem a redugéo e oxidacdo
de Fe, com posterior transporte do metal para o meio intracelular, sistemas esses que de
acordo com a disponibilidade de Fe, podem ser de alta ou baixa afinidade e
especificidade para a captagdo do metal (ASKWITH et al., 1994; DIX et al., 1994;
GEORGATSOU; ALEXANDRAKI, 1994; DE SILVA et al., 1995; STEARMAN et al.,
1996; DIX; BRIDGHAM; BRODERIUS, 1997).

Sistemas de baixa afinidade e especificidade para a captacio de Fe atuam quando
a disponibilidade do metal no meio apresenta-se em quantidades satisfatorias para o
fungo (VAN HO; WARD; KAPLAN, 2002). Entretanto, quando no hospedeiro, fungos
patogénicos sdo desafiados por um ambiente hostil no qual, dentre outras situagdes,
enfrentam a privacdo de Fe promovida pela imunidade nutricional e, frente a isso,
empregam sistemas de alta afinidade e especificidade para a captacdo de Fe, os quais
consistem em: assimilagdo redutiva de ferro; captacdo de Fe mediada por sideroforos e

absorcdo e degradagdo de heme (CAZA; KRONSTAD, 2013; HAAS, 2014).

1.4.1. Assimilac¢fio redutiva de Fe por fungos patogénicos

A exemplo do sistema multienzimatico de alta afinidade e especificidade para a
captacdo de Fe empregado por S. cerevisiae, alguns fungos patogé€nicos apresentam
sistemas similares. C. albicans, um importante fungo com potencial patogénico,
apresenta um sistema composto por redutases férricas, que promovem a reducio de Fe’* a
Fe?*, o qual sofre nova oxida¢io por oxidases dependentes de cobre € apds € absorvido
por ferro-permeases, que atuam de maneira conjunta e caracterizam o evento de
assimilacdo redutiva de Fe (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009). Através desse sistema,
C. albicans ¢ habil para utilizar ferritina, com o auxilio de um receptor denominado Als3
(agglutinin-like sequence), além de transferrina como fontes de Fe, consistindo em um
importante atributo de viruléncia (KNIGHT et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008).

Aspergillus fumigatus, outro fungo patogénico de relevante importancia, também
apresenta a capacidade de assimilacdo de Fe por via redutiva. Entretanto, o sistema nao
se mostrou relevante como fator de viruléncia para o fungo, uma vez que mutante para
ferro-permease (um dos componentes do sistema) ndo apresentou viruléncia reduzida

quando empregado em ensaios de infec¢io de camundongos (SCHRETTL et al., 2004).



Estudo com foco na resposta transcricional do importante fungo patogénico
Cryptococcus neoformans a privacdo de Fe foi habil para identificar a regulagio positiva
da expressdo de um gene que codifica para ferro-permease, o que foi sugestivo de que
uma via redutiva de assimilacdo de Fe seria presente no fungo. O achado foi entdo
validado por ensaios de crescimento de mutante para o gene em meio pobre em Fe, os
quais demonstraram importante retardo no crescimento (LIAN et al., 2005). Estudos
subsequentes ainda corroboraram para a elucidagio do processo, em que o mutante
apresentou viruléncia reduzida em infecdo de murinos e teve a capacidade de utilizar
transferrina reduzida, fatos que demonstraram a importancia do sistema para o sucesso do

patogeno no estabelecimento da infecgdo (JUNG et al., 2008).

1.4.2. Biossintese e captacio de sideroforos por fungos patogénicos

Alguns fungos patogénicos sdo habeis para a biossintese de sideroforos,
moléculas que consistem em ligantes de baixo peso molecular com alta especificidade
por Fe’*, caracteristicas que conferem aos sideréforos fungdes de sequestro, transporte e
inclusive estoque de Fe (NEILANDS, 1993). Dentre os fungos que detém a capacidade
de biossintese e captagdo de sideroforos, A. fumigatus é o que apresenta o evento melhor
compreendido, consistindo em um importante atributo de viruléncia para o patdgeno
(SCHRETTL et al., 2004; HAAS, 2014).

Na maioria dos casos, sideroforos sintetizados por fungos sdo do tipo hidroxamato
(bactérias podem sintetizar sideréforos que apresentam outras naturezas quimicas), o que
ocorre através de sucessivas transformagdes enzimaticas da ornitina, um aminoacido ndo
proteinogénico (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). A. fumigatus sintetiza e secreta
sideréforos, os quais atuam no meio extracelular sequestrando Fe’* e, apos, sio
absorvidos para o meio intracelular através de transportadores especificos, sofrendo
subsequente a¢do de uma esterase, para a liberagdo de Fe**(KRAGL et al., 2007; HAAS;
EISENDLE; TURGEON, 2008).

C. neoformans ndo apresenta a capacidade de sintetizar sideréforos. Entretanto, o
fungo ¢ habil para a utilizagdo de siderdforos produzidos por outros organimos
(xenosiderdforos) em um processo também dependente de transportadores (TANGEN et
al., 2007; JUNG; KRONSTAD, 2008). Fato interessante é que, ao contrario de A.
fumigatus, a utilizagdo de siderdforos ndo ¢ de relevante importancia para a viruléncia do
patogeno, isso porque mutante nulo para SIT! (siderophore iron transporter) nio

apresentou redu¢@o da viruléncia em modelos murinos de infecg@o.
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Apesar de evidéncias experimentais da producdo de sideroforos por C. albicans, o
evento ainda permanece incerto na literatura, uma vez que genes importantes envolvidos
com os eventos iniciais do processo biossintético de sideroforos ndo foram encontrados
no genoma do fungo (HOLZBERG; ARTIS, 1983; ISMAIL; BEDELL; LUPAN, 1985;
HAAS, 2003). Entretanto, C. albicans também ¢é habil para a utilizagio de
xenosideroforos, por um processo mediado por um transportador especifico que consiste
em um importante fator de viruléncia no processo de invasdo epitelial, mas é dispensavel
na infecgfo sist€mica, uma vez que outros mecanismos para captacdo de Fe, como a

captacdo de heme, podem ser empregados pelo fungo (HEYMANN et al., 2002).

1.4.3. Captacio de heme por fungos patogénicos

Uma vez que a maior quantidade de Fe no organismo humano é encontrada
complexada ao heme/hemoglobina, a capacidade de fungos patogénicos utilizarem
heme/hemoglobina constitui um importante atributo de viruléncia e os mecanismos
responsaveis por tal capacidade também t€m sido alvos de estudos (CAZA;
KRONSTAD, 2013).

Como exemplo, o fungo patogénico termodimorfico Histoplasma capsulatum é
habil na utilizacdo de hemina (a forma oxidada do heme) e hemoglobina como fontes de
Fe, em um processo possivelmente dependente de alguma adesina ou receptor, devido ao
fato de o tratamento da superficie celular do patégeno com proteinase abolir essa
capacidade. Entretanto, estudos adicionais ainda ndo foram realizados para a
caracterizag¢do do evento em nivel molecular (FOSTER, 2002).

C. neoformans também € habil na utilizagdo de heme/hemoglobina, através de
uma glicoproteina extracelular denominada CIG1 (cytokine inducing-glycoprotein), cujo
transcrito € altamente induzido em condi¢des de privacdo de Fe (CADIEUX et al., 2013).
O fungo ainda apresenta a capacidade de hidrolisar hemoglobina, através de uma serino
proteinase secretada (YOO JI et al., 2004). A absorcdo de heme por C. neoformans
ocorre por meio do sistema ESCRT (endosomal sorting complexe required for transport),
uma vez que mutagdes em componentes do sistema levam a diminuigéo da capacidade do
fungo crescer na presenca de heme como unica fonte de Fe (HU et al, 2013;
GUANGGAN et al., 2015).

C. albicans também tem sido alvo de estudos quanto aos mecanismos de
utilizacdo de hemoglobina como fonte de Fe, cujo processo ¢ o melhor caracterizado até

o momento. A hemoglobina ¢ utilizada preferencialmente pelas pseudohifas do patogeno,

11



produzidas durante o processo infectivo, sendo a hemoglobina também indutora da
diferenciacdo do patogeno (TANAKA et al.,, 1997; PENDRAK; ROBERTS, 2007). C.
albicans apresenta a capacidade de se ligar a eritrocitos e também produz um fator
hemolitico, caracterizado como uma manoproteina cuja por¢io glicidica é responsavel
por promover a lise de eritrécitos (MOORS et al.,, 1992; MANNS; MOSSER;
BUCKLEY, 1994; WATANABE et al., 1999).

A absorcdo de heme por C. albicans ocorre através de receptores, que
inicialmente foram descritos como componentes de uma familia (as quais seriam as
proteinas Rbt5, Rbt51, Csal, Csa2 e Pga7), apresentando como caracteristica comum a
presenga do dominio denominado CFEM (WEISSMAN; KORNITZER, 2004). O
dominio CFEM (common in several fungal extracellular membrane) apresenta como
caracteristica notavel a presenca de oito residuos de cisteina com espagamentos
conservados entre eles (KULKARNI; KELKAR; DEAN, 2003). Trabalho recente de
NASSER et al., 2016, demonstrou por estudo de cristalografia de Csa2, que o dominio é
responsavel pela fung¢do de captacdo do heme e que um residuo aspartico conservado no
dominio ¢ indispensavel para o processo. Cabe salientar que o dominio CFEM ¢
encontrado apenas em proteinas de fungos e que, surpreendentemente, fungos
patogénicos apresentam um maior numero de proteinas com o dominio, o que o posiciona
como um potencial alvo para estudos que visem a clucidagdo de mecanismos de
viruléncia (ZHANG et al., 2015).

Em estudos iniciais, apenas a manoproteina GPI-ancorada Rbt5 (repressed by
Tupl) foi apontada como indispensavel para o processo de utilizagdo de heme por C.
albicans, apesar de uma proteina relacionada, Rbt51, ter conferido a habilidade de
utilizacdo de hemoglobina a S. cerevisiae. Rbt5 ainda foi fortemente induzida na privacéo
de Fe (WEISSMAN; KORNITZER, 2004). Csal (Candida surface antigen 1), apesar de
ter sido induzida quando o fungo foi cultivado na privacdo de Fe, ndo teve fungdo
relacionada com a captacdo de heme, estando envolvida juntamente com Rbt51 em
processos de formagdo de biofilme, conforme apontado por estudos subsequentes
(WEISSMAN; KORNITZER, 2004; PEREZ et al., 2006, 2011; SORGO et al., 2013;
MARTINEZ et al., 2016).

Nao obstante, outra proteina denominada Csa2 (Candida surface antigen 2) foi
identificada no secretoma de C. albicans sob privacdo de Fe e foi demonstrado por
evidéncias experimentais que a proteina ¢ importante para o processo de utilizagdo de

hemoglobina, uma vez que mutantes nulos para csa2 apresentam menor capacidade para
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tal (SORGO et al, 2010; OKAMOTO-SHIBAYAMA et al., 2014). Em estudo
subsequente, relevante investigacdo conduzida por KUZNETS et al., 2014, demonstrou
que Rbt5S ndo atua isoladamente no processo de captagio de heme liberado da
hemoglobina, mas sim, atua conjuntamente com Pga7 (predicted GPIl-anchored), outra
proteina GPI-ancorada, em um processo estritamente coordenado.

As proteinas Rbt5 e Pga7 encontram-se distribuidas em diferentes localizagdes na
parede celular e membrana do patogeno, levando a passagem de heme de uma proteina
para outra, numa rede de distribuicdo, o que permite a internalizagdo do mesmo. Apesar
de menos abundante que Rbt5, Pga7 apresenta maior importancia para o processo, uma
vez que mutantes nulos para pga?7 tiveram a capacidade de utilizar hemoglobina afetada
de maneira mais severa que mutantes nulos para rbtS. Mutante para pga’ ainda
apresentou viruléncia reduzida quando utilizado para a infe¢do de camundongos, o que
destaca Pga7 como importante fator de viruléncia (KUZNETS et al., 2014).

A rede de receptores, Rbt5 e Pga7, além de Csa2, que atua como hemoforo,
permite a passagem de heme pela parede celular do fungo, sendo este apos internalizado
por um processo dependente do sistema ESCRT, similar ao que ocorre em C.
neoformans (WEISSMAN et al., 2008). Apods internalizagdo do heme, o mesmo sofre
acdo da enzima heme-oxigenase, o que promove a liberacdo do Fe (PENDRAK et al.,
2004). A Figura 4 consiste na representacdo esquematica do evento de captagdo de heme

por C. albicans.
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Figura 4. Representagao esquematica do evento de captacdo de heme por C. albicans. O processo

ocorre por uma rede de receptores que contém o dominio CFEM, responsavel pela ligacdo ao heme. Os
receptores formam uma rede transmissdo, que permitem a passagem de heme pela parede celular. Csa2:
Candida surface antigen 2. Rbt5: Repressed by Tupl. Pga7: Predicted GPI-anchored. CFEM: common in
several fungal extracellular membrane. GPI: glicosilfostatidilinositol. Fonte: (NASSER et al., 2016).
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1.5. O género Paracoccidioides: aspectos gerais e filogenia

O género Paracoccidioides agrupa fungos patogénicos termodimorficos de
relevante importancia no contexto de medicina tropical, uma vez que causam uma grave
micose sistémica endémica da América Latina, com alta prevaléncia no Brasil,
denominada paracoccidioidomicose (PCM) (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993; GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016). O primeiro relato do fungo data de 1908, por
trabalho pioneiro realizado por Adolpho Lutz. Alfonso Splendore, em trabalho
subsequente, com data de 1911, sugeriu a denominagdo de Zymonema brasilisense para o
agente etioldgico da até entdo chamada “nova hifoblastomicose americana”. No entanto,
foi Floriano de Almeida, em trabalho publicado em 1930, quem propds a denominagéo de
Paracoccidioides brasiliensis (LACAZ, 1994).

Paracoccidioides spp. apresenta dimorfismo dependente de temperatura. A 37°C,
o fungo comporta-se como levedura, apresentando ao nivel macroscopico aspecto
cercbriforme ¢ colénias com coloragdo creme e, microscopicamente, apresenta a
aparéncia marcante de uma “roda de leme”, devido a presenca de multiplos brotamentos
que circundam células maduras. Quando submetido a temperaturas em torno de 26°C, o
fungo comporta-se como micélio e apresenta-se macroscopicamente como coldnias
pequenas e irregulares; microscopicamente apresenta hifas septadas (BRUMMER;

CASTANEDA; RESTREPO, 1993; GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016). Os

aspectos macroscopicos das fases miceliana e leveduriforme estio representados na

Figura 5.

Figura 5. Aspectos macro e microscopicos das fases miceliana e leveduriforme de Paracoccidioides
spp. A: aspecto macroscopico da fase miceliana, cultivada a 26 °C. B: aspecto microscopico da fase
miceliana, cultivada a 26 °C. Aumento de 400 x C: aspecto macroscopico da fase leveduriforme, cultivada
a 37 °C. D: aspecto microscopico da fase leveduriforme, cultivada a 37 °C. Aumento de 1000 x. Fonte:

Laboratério de Biologia Molecular — Universidade Federal de Goias.
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O género Paracoccidioides é agrupado ao filo Ascomycota, classe Euromycetes,
ordem Onygenales ¢ familia Ajellomycetaceac (Onygenaceae) (UNTEREINER et al.,
2004; BAGAGLI et al., 2008). A literatura considerava a existéncia de apenas uma
espécie no género Paracoccidioides: a espécie P. brasiliensis. Entretanto, estudos de
filogenia evidenciaram que P. brasiliensis alberga diferentes espécies filogenéticas
(MATUTE et al., 2006). Teixeira et al., 2009, em trabalho de relevante importancia,
realizaram novas analises de filogenia no género Paracoccidioides que culminaram na
proposi¢do de uma nova espécie: Paracoccidioides lutzii. Tal achado corroborou com os
resultados de estudo pioneiro conduzido por Soares et al., 1995, que demonstraram que
PbhO1 (o principal isolado representante de P. [utzii), quando submetido a andlises de
amplificagdo randomica de DNA, apresenta perfil de amplificacdo diferente de outros
isolados também investigados no estudo. A visdo atual na literatura quanto ao género
Paracoccidioides é a de que este € composto pelas espécies P. brasiliensis (por sua vez
composta pelas espécies filogenéticas Sla, S1b, PS2, PS3 e PS4) e P. [utzii, conforme
estudos subsequentes realizados que agregaram novas informagdes importantes quanto a
filogenia em Paracoccidioides spp. Além disso, ambas as espécies sdo capazes de causar
PCM (TEIXEIRA et al., 2014; MUNOZ et al., 2016).

A determinagdo do habitat de Paracoccidioides spp., apesar de alvo de diversos
estudos, ainda continua obscura na literatura (RESTREPO, 1985; RESTREPO;
MCEWEN; CASTANEDA, 2001). Nio obstante, devido a identificagdo do fungo em
amostras oriundas do solo, ¢ aceito que o fungo apresenta um ciclo de vida, atuando no
solo como saprofita e, quando em contato com o hospedeiro, estabelecendo relagdo de

parasitismo (BAGAGLI et al., 2008).

1.5.1. Paracoccidioidomicose: aspectos clinicos e epidemiolégicos

A infeccdo por Paracoccidioides spp. ocorre quando o individuo inala conidios ou
fragmentos de micélio do fungo. Nos pulmdes, sob agdo da temperatura do hospedeiro, o
fungo sofre transicdo para a forma de levedura, responsavel por estabelecer parasitismo
(SAN-BLAS, 1993). A infec¢do pode ser controlada pelo sistema imune inato do
hospedeiro ou disseminar para outros 6rgios e tecidos por via linfatica ou hematogénica,
provocando manifestacdes graves, além de poder levar individuos afetados a morte
(MACKINNON, 1959; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; GONZALEZ;
HERNANDEZ, 2016).
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O contato do individuo com as formas infectivas do fungo ndo significa
necessariamente o estabelecimento da doenca, de forma que a PCM ¢ classificada
clinicamente como PCM infecgdo (ou subclinica) e PCM doenca. De acordo com as
manifestacdes, a PCM doenga pode ser ainda classificada como apresentando-se de
forma aguda/subaguda (cerca de 5% dos casos, acomete individuos até 35 anos de idade)
ou cronica (mais de 90% dos casos, afeta individuos principalmente com idades entre 30
e 60 anos). De acordo com a quantidade de 6rgéos e tecidos afetados pela doenga, a PCM
ainda ¢ classificada como unifocal ou multifocal. A presen¢a de formas residuais ou
sequelares também ¢ considerada (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 2006; MARQUES,
2012). A Figura 6 contém exemplos de lesdes provocadas pela PCM.

Figura 6. Lesdes provocadas pela paracoccidioidomicose em diferentes formas clinicas. Diferentes
formas clinicas da doenga podem apresentar graves manifestagdes, além de deixar sequelas A: fase aguda.

B: fase cronica. C: les@o sequelar. Adaptado de (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O diagnéstico de PCM ¢ baseado no achado de Paracoccidioides spp. em
espécimes clinicos como escarro, raspado de les@o, aspirado de linfonodos, além de
fragmentos de biopsias oriundos de 6rgéos e tecidos sob suspeita de acometimento pela
doenga (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; MARQUES, 2012). A sorologia pode ser
empregada tanto para fins diagnodsticos como para acompanhamento do quadro do
paciente, uma vez que importantes avancos na area de imunodiagnostico da PCM
permitiram atingir alta sensibilidade e especificidade nos testes empregados (ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2014). O tratamento de individuos acometidos por PCM depende da
severidade das manifestacdes da doenca, sendo que para casos moderados, geralmente
sdo empregados itraconazol ou sulfametoxazol em associagdo com trimetoprim. Para
casos graves, o uso de anfotericina B ¢ recomendado. Voriconazol também pode ser
empregado no tratamento. O tempo de tratamento da PCM ¢ longo, podendo chegar a até
2 anos, o que aponta para a necessidade do desenvolvimento de novos antifungicos que

sejam mais efetivos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; MARQUES, 2012).
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A PCM ¢ uma doenga endémica da América Latina, com alta prevaléncia no
Brasil, conforme evidenciado pela Figura 7. A doenca afeta principalmente individuos do
sexo masculino que trabalham com o manejo do solo. Entretanto, por ndo ser uma doenca
de notificag@o compulsdria, ha a dificuldade para a construcdo do verdadeiro cenario da
doenga, no que tange a quantidade de individuos afetados. Apesar da falta de
disponibilidade de informagdes, inquéritos epidemiologicos sugerem que cerca de 10
milhdes de individuos ja tiveram contato com o patdgeno, fato preocupante se for
considerado que alguma parcela desses individuos pode vir a desenvolver a doenca
(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993; GONZALEZ; HERNANDEZ, 2016).
Prado et al., 2009, publicaram um estudo em que apontaram a PCM como a principal
causa de morte por micoses sistémicas no Brasil entre os anos de 1996 e 2006. Relatos de
caso de PCM em paises fora da regido de endemicidade alertam para a importancia da
doenga, que muitas vezes é confundida com outras doeng¢as com acometimento pulmonar,
como a tuberculose, levando ao retardo do devido manejo terap€utico, como um caso
recentemente descrito na Austria (WAGNER et al., 2016).

Tendo em vista a gravidade das manifestagdes da PCM e a necessidade de
aprimoramento do tratamento da doenga, estudos com foco nos mecanismos empregados
por Parcoccidioides spp. quando no hospedeiro sdo de relevante importancia, pois podem

culminar no advento de novos alvos para terapia e diagnostico diferencial da doenca.
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Figura 7. Distribuicdo geografica da paracoccidioidomicose com base na prevaléncia da doenca em
diferentes regides. A PCM ¢é uma micose sistémica endémica da América Latina, com alta prevaléncia no
Brasil. Fonte: (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).
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1.6. Captacio de Fe por Paracoccidioides spp.

O acesso de Paracoccidioides spp. ao Fe ¢ indispensavel para o sucesso deste no
evento de interagdo patdgeno-hospedeiro. Como exemplo, ensaios de fagocitose do fungo
por macréfagos e mondcitos tratados com deferoxamina, um quelante de Fe que atua em
nivel intracelular, a sobrevivéncia do fungo foi drasticamente afetada, inibindo inclusive
a transicdo dimorfica de conidios para levedura, evento central para o estabelecimento da
infeccdo, o que reitera a importancia do metal para o patégeno (CANO et al., 1994;
DIAS-MELICIO et al., 2005).

Paracoccidioides spp. é capaz de causar doen¢a, o que indica que o patdogeno
apresenta mecanismos para, dentre outros desafios, contrapor a privagdo de Fe enfrentada
no hospedeiro, imposta pela imunidade nutricional, fato que motivou alguns estudos que
tém contribuido para a elucidagdo desses mecanismos. A importancia do Fe para
Paracoccidioides spp. foi reiterada por estudo com abordagem em protedmica que
demonstrou que quando o fungo ¢ submetido a privacdo do metal, ocorrem drasticas
mudangas no estado metabdlico do patogeno, que passa a utilizar para a producdo de
energia preferencialmente vias que ndo dependem de Fe, como a via glicolitica, como
forma de direcionar o metal apenas para processos indispensaveis (PARENTE et al.,
2011).

Estudo pioneiro para a investigagdo dos mecanismos empregados por
Paracoccidioides spp. para a captagdo de Fe, conduzido por SILVA et al., 2011,
evidenciou através de extensivas analises in silico que o patdgeno apresenta diversos
ortologos para com genes de S. cerevisiae, C. albicans e A. fumigatus envolvidos nos
sistemas de assimilag@o redutiva de Fe, além de biossintese e captagio de sideroforos. As
evidéncias obtidas por SILVA et al., 2011, quanto a habilidade de Paracoccidioides spp.
para a biossintese de sideréforos corroboraram com trabalhos que ja haviam levantado
essa hipotese, em investigacdes do crescimento do fungo (ARANGO; RESTREPO, 1988;
CASTANEDA et al., 1988). Todavia, a confirmacdo de que Paracoccidioides spp. ¢é
habil para a biossintese de sideréforos foi realizada por trabalho de SILVA-BAILAO et
al., 2014, que demonstraram atraves de ensaios elegantes e abordagens sofisticadas que o
fungo produz siderdforos do tipo hidroxamato e que também ¢é capaz de realizar absorgéo
inclusive de xenosiderdforos.

BAILAO et al., 2015, investigaram a via redutiva de assimilacdo de Fe de

Paracoccidioides spp. Conforme citado em sessdes anteriores, vias redutivas de
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assimilacdo de Fe consistem em sistemas multienzimaticos e que culminam na atividade
de uma ferro-permease. Entretanto, Silva et al., 2011, demonstraram por investigagdes in
silico que o fungo ndo apresenta genes ortdlogos que codificam para ferro-permeases.
Frente a esse fato, Baildo et al., 2015, demonstraram a atividade de uma via redutiva de
assimilagcdo de Fe em Paracoccidioides spp., porém sugeriram que a auséncia de ferro-
permease seria compensada pela atividade promiscua de zinco-permeases, as quais sdo
reguladas positivamente quando na privacdo de Fe e poderiam transportar o metal,
caracterizando dessa forma uma via redutiva ndo-classica de assimilacio de Fe.

Baildo et al., 2014, em estudo para a verificagdo de fontes de Fe do hospedeiro
que poderiam ser utilizadas por Paracoccidioides spp., demonstraram que apesar de ser
habil para a utilizagdo de ferritina, transferrina e lactoferrina, o fungo utiliza
preferencialmente hemoglobina como fonte de Fe. Os autores demonstraram ainda,
através de analises in silico, que o fungo apresenta ortdlogos para rbt5, rbt51, csal e
csa2, componentes da familia de receptores de heme de C. albicans, os quais detinham
caracteristicas conservadas como a presenga de dominio CFEM, peptideo sinal e sitios
para a adicdo de ancora de GPI. Os autores, na ocasido, ndo encontraram ortélogos no
genoma de Paracoccidioides spp. para com pga7 de C. albicans, cujo produto é de
extrema importancia para o processo de captacdo de heme.

Analises transcricionais dos ortdlogos de rbt5, csal e csa2 em P. lutzii (isolado
PbhO1) apds cultivo do fungo na presenca de hemoglobina, mostraram que os transcritos
sdo regulados positivamente, sendo o transcrito de »bt5 o mais fortemente regulado. Os
autores seguiram, entdo, com a caracterizagdo de PhOIRDLt5S e demonstraram que a
proteina esta presente na parede celular ¢ é ancorada a esta por GPI, além de ser capaz de
se ligar a hemina/hemoglobina. Visando a elucida¢io de maneira mais abrangente do
processo, os autores ainda obtiveram mutante knockdown para rbt5 através da estratégia
de RNA antisentido e promoveram ensaios fenotipicos ¢ de sobrevivéncia do mutante.
Apesar de o mutante ter apresentado menor sobrevivéncia quando recuperado apos
infeccdo de macrofagos e de camundongos, o fungo ainda apresentou a capacidade de
crescer na presenca de hemoglobina. Tal fato ¢ sugestivo de que assim como descrito
para C. albicans, outras proteinas podem atuar em conjunto com Rbt5 para a utiliza¢ao
de heme/hemoglobina, o que ainda ¢ suportado pela presenga de outros ortdlogos para
com a familia de receptores de C. albicans no genoma de Paracoccidioides spp
(BAILAO et al,, 2014). Diante do exposto, a caracterizagio dos outros provaveis

receptores de heme em Paracoccidioides spp. ainda precisa ser realizada, uma vez que
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lacunas sobre a citolocalizagdo destes além da capacidade de ligagio a
hemina/hemoglobina ainda precisam ser preenchidas.
A Figura 8 consiste em uma representacdo dos mecanismos propostos para a

captagdo de Fe empregados por Paracoccidioides spp.
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Figura 8. Mecanismos de captacio de ferro em Paracoccidioides spp. Sitl, MirB ¢ MirC:
transportadores de sideréforos. SidA, SidC, SidD, SidF, SidH e Sidl: enzimas envolvidas nas vias de
biossintese de sideroforos. Ggtl: gama-glutamil transferase 1. ARF: assimilagdo redutiva de ferro.

Adaptado de Baildo et al., (2015).
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1.7. Parede celular de Paracoccidioides spp.

A parede celular de fungos consiste em uma estrutura complexa composta por
redes de glicopolimeros onde proteinas encontram-se retidas por ligagdes covalentes,
ndo-covalentes ou pontes dissulfeto. Proteinas também podem encontrar-se ancoradas a
parede celular através de glicosilfosfatidilinositol (KLIS; DE GROOT; HELLINGWERF,
2001; PITARCH et al., 2002). Proteinas sdo direcionadas para a parede celular através de
uma via classica de secrecdo, que ¢ dependente de um peptideo sinal na por¢do N-
terminal da proteina ou, através de vias ndo classicas de secre¢do, as quais podem variar
desde eventos de translocag@o até a mecanismos ainda ndo compreendidos integralmente
(NOMBELA; GIL; CHAFFIN, 2006).

Uma vez que a parede celular consiste na interface de contato do patdégeno para
com o hospedeiro, o estudo da estrutura e suas implicagdes em mecanismos de viruléncia
sdo de relevante importdncia e, ao mesmo tempo, desafiador, tendo em vista a
complexidade envolvida no processo de fracionamento de seus componentes,
indispensavel para a realizagdo de investigagdes (PITARCH; NOMBELA; GIL, 2008). A

Figura 9 apresenta uma representacio esquematica da organizacio geral da parede celular
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Figura 9. Representacio esquemaitica da organizacio geral da parede celular de fungos. Uma
intrincada rede de glicopolimeros na qual proteinas sdo associadas compde a parede celular. Em fungos
patogénicos, a parede celular apresenta diversas implicagdes no que tange a atributos de viruléncia.

Adaptado de BROWN et al., 2015.
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Estudos visando elucidar a composicdo quimica da parede celular de
Paracoccidioides spp. demonstraram que a natureza dos glicopolimeros presentes nas
fases de micélio e levedura sofre mudanga. Apesar da presenga de quitina em ambas as
formas, a presenca de beta-1,3-glicana ¢ predominante na fase de micélio, enquanto que
alfa-1,3 e alfa-1,6-glicanas sdo predominantes na fase de levedura, fato que representa
importantes implica¢cdes na viruléncia do patdégeno (KANETSUNA; CARBONELL,
1970; KANETSUNA et al., 1972; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

Informagdes sobre a composi¢do proteica da parede celular de Paracoccidioides
spp. ainda sdo escassas. No entanto, estudo baseado no transcritoma do patégeno levou a
inferéncias sobre a maquinaria do fungo responsavel pela biossintese e remodelamento da
parede celular, sugerindo a presenca de diversas enzimas associadas a parede celular
relacionadas com o processo (TOMAZETT et al., 2005). As proposi¢des de Tomazett et
al., 2005, foram, em parte, confirmadas por trabalho posterior em que a caracterizagio de
uma familia de beta-1,3-glicanosiltransferases foi realizada, com a confirmagdo da
localizagdo dessas enzimas na parede celular (DE SOUSA LIMA et al., 2012).

Diversos estudos com foco na identificacdo de atributos de viruléncia de
Paracoccidioides spp. tm demonstrado a presenga de outras enzimas na parede celular
com funcdo de adesinas, apesar de varias dessas estarem classicamente envolvidas em
vias metabdlicas em nivel intracelular, como malato sintase e triosefosfato isomerase, o
que demonstra a ocorréncia de proteinas bi ou multifuncionais (PEREIRA et al., 2007,
DA SILVA NETO et al., 2009). Outra enzima com fun¢@o conhecida, aconitase, também
foi encontrada na parede celular em estudos de citolocalizagdo (BRITO et al., 2011).
Conforme descrito anteriormente, Rbt5, um receptor de heme/hemoglobina, também teve
sua localizagdo estabelecida na parede celular (BAILAO et al., 2014).

Longo et al., 2014, realizaram analise do proteoma de parede celular de diferentes
isolados (Ph03 e Ph18) de P. brasiliensis, através de extratos obtidos das formas de
levedura e micélio, com resultados que corroboraram a complexidade da organizagéo da
parede celular do patdgeno. Entretanto, os autores ndo realizaram tratamentos
diferenciais para a obteng@o de proteinas associadas a parede celular por diferentes tipos
de interacdo, uma vez que realizaram tratamento apenas com um agente redutor (DTT —
ditiotreitol), o que pode ter impedido a identificagdo de proteinas de maneira mais
abrangente. Além disso, os autores obtiveram extratos de parede celular a partir de
cultivo do fungo em condi¢des nio estressoras, o que pode ter limitado a identificagéo de

importantes proteinas relacionadas com o processo de interagdo com o hospedeiro.
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Estudos mais abrangentes, como analises em larga escala do proteoma da parede
celular, em condi¢des que mimetizem as encontradas pelo patdégeno quando no
hospedeiro, podem promover a descoberta de novas proteinas envolvidas no processo de
interagdo com o hospedeiro. Essa abordagem pode, inclusive, contribuir para a
elucidagdo dos mecanismos de utilizagdo de heme/hemoglobina por Paracoccidioides
spp., tendo em vista que além de PHRbt5, outras proteinas presentes na parede celular
possivelmente podem atuar conjuntamente no processo, conforme descrito para C.

albicans (KUZNETS et al., 2014; NASSER et al., 2016).
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