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RESUMO

Os fungos polimorficos Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora carrionii sdo 0s
principais agentes etioldgicos da Cromoblastomicose (CBM), uma infeccdo micética cutanea
crbnica, que ocorre principalmente em regides tropicais Umidas. A escassez de protocolos
terapéuticos eficazes somada ao polimorfismo clinico da CBM, conduzem a terapias
prolongadas e elevada taxa de recidiva. Poucos séo os dados a respeito da biologia molecular
de F. pedrosoi e C. carrionii, embora alguns fatores de viruléncia ja tenham sido descritos,
salientando a necessidade de se explorar os mecanismos utilizados por estes patdgenos
durante a infeccdo. O ferro € um micronutriente vital para todos 0s organismos, com exce¢do
de algumas bactérias, participando de processos celulares essenciais, tais como: replicagdo do
DNA, combate ao estresse oxidativo, respiracdo celular, transporte de oxigénio, producdo de
energia, dentre outros. Durante a infeccdo o hospedeiro diminui a disponibilidade de ferro
para 0 agente patogénico para conter o avanco da infeccdo; enquanto o patdgeno ativa
mecanismos de obtencdo e utilizacdo do metal para sobreviver nos tecidos infectados,
revelando um cenario de intensa disputa. Com o objetivo de caracterizar a presenca destes
sistemas em F. pedrosoi e C. carrionii, analises in silico foram realizadas, revelando a
presenca de ortélogas para proteinas envolvidas na assimilacdo redutiva de ferro, captacdo
mediada por sider6foros e reguladores das estratégias de captacdo e utilizacdo do metal,
contendo estas sequéncias dominios conservados consistentes com as funcbes preditas. O
perfil de expressdo de transcritos demonstrou a inducdo de captadores redutivos de ferro,
intermediarios da biossintese de siderdforos e do regulador positivo hapX durante a privacao
de ferro, além da repressdao do regulador negativo sreA. A producdo de sideroforos foi
observada apds abordagens qualitativas, sendo posteriormente identificado o sideréforo
ferricrocina intra e extracelularmente em F. pedrosoi e C. carrionii. Estes sideréforos
mostraram-se capazes de restaurar o crescimento de uma linhagem mutante de AsidA de A.
nidulans. Fontes preferenciais de ferro foram observadas apds ensaios de crescimento e, além
disso, algumas destas fontes foram utilizadas por F. pedrosoi e C. carrionii durante infecgdo
em macrdfagos, demonstrando que estes patdgenos podem possuir estratégias de

remodelamento da homeostase de ferro para sobrevivéncia.

Palavras-chave: viruléncia, sideréforos, metal, via redutiva, reguladores.
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ABSTRACT

The polymorphic fungi Fonsecaea pedrosoi and Cladophialophora carrionii are the
main etiological agents of Chromoblastomycosis (CBM), a chronic cutaneous mycotic
infection, which occurs mainly in humid tropical regions. The scarcity of effective therapeutic
protocols added to the clinical polymorphism of CBM leads to prolonged therapies and a high
relapse rate. There are few data on the molecular biology of F. pedrosoi and C. carrionii,
although some virulence factors have already been described, revealing the need to explore
the mechanisms used by these pathogens during infection. Iron is a vital micronutrient for all
organisms, with the exception of some bacteria, participating in essential cellular processes,
such as: DNA replication, oxidative stress, cellular respiration, oxygen transport, energy
production, among others. During the infection, the host decreases the availability of iron to
the pathogen to contain the advancement of the infection; while the pathogen activates
mechanisms for obtain and use the metal to survive in the infected tissues, revealing a
scenario of intense dispute. In order to characterize the presence of these systems in F.
pedrosoi and C. carrionii, in silico analyzes were performed, revealing the presence of
orthologs for proteins involved in reductive iron assimilation, siderophore mediated uptake
and regulators of capture and utilization strategies of the metal, these sequences containing
conserved domains consistent with the predicted functions. The expression profile of
transcripts demonstrated the induction of iron reducing scavengers, siderophore biosynthesis
intermediates and the hapX positive regulator during iron deprivation, in addition to
repressing the negative regulatory sreA. The production of siderophores was observed after
qualitative approaches, and the siderophore ferricrocine was subsequently identified intra- and
extracellularly in F. pedrosoi and C. carrionii. These siderophores were able to restore the
growth of a mutant strain of AsidA from A. nidulans. Preferred iron sources were observed
after growth assays and, in addition, some of these sources were used by F. pedrosoi and C.
carrionii during infection in macrophages, demonstrating that these pathogens may have

strategies for remodeling iron homeostasis for survival.

Keywords: virulence, siderophores, metal, reductive pathway, regulators.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cromoblastomicose

A cromoblastomicose (CBM) é uma micose crbnica de aspecto polimorfico, que
acomete a pele e o tecido celular subcutaneo, causada por uma variedade de fungos
pigmentados ou dematiaceos (BONIFAZ; VAZQUEZ-GONZALEZ; PERUSQUIA-ORTIZ,
2010; MATTE et al.,, 1997). A doenca foi estudada pela primeira vez em 1911 por
Alexandrino Pedroso (S&o Paulo, Brasil), no entanto, os primeiros casos publicados de CBM
sdo atribuidos ao medico alemdo Max Rudolph, que em 1914 descreveu uma doenga exotica
chamada “figueira” em seis trabalhadores rurais que viviam no interior do Estado de Minas
Gerais, Brasil (RUDOLPH, 1914; CASTRO; CASTRO, 1987; QUEIROZ-TELLES, 2015).
No ano seguinte, Lane e Medlar descreveram o primeiro caso norte-americano de CBM em
um paciente que vivia nos Estados Unidos, caracterizando 0s primeiros aspectos
histopatolégicos da doenca (MEDLAR, 1915; MCGINNIS, 1983). O termo
“cromoblastomicose” foi estabelecido inicialmente por Terra e colaboradores (1922) que
definiram a patologia como uma dermatite verrucosa causada por fungos pigmentados
(MINOTTO et al., 2001; TERRA et al., 1922).

A CBM apresenta distribuicdo cosmopolita com incidéncia maior nas regides
tropicais e subtropicais (Figura 1). A maioria dos casos reportados da doenca ocorrem na
Africa (Madagascar e Africa do Sul) (BAYLES, 1986; ESTERRE et al., 1996) e na América
Latina (México, América Central, Brasil e Venezuela) (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD;
SAUL, 2001; MINOTTO et al., 2001; PEREZ-BLANCO et al., 2006; QUEIROZ-TELLES et
al., 2003; SILVA; DE SOUZA; ROZENTAL, 1998). Existem registros da doenca também em
paises da Asia (India, China, Japdo e Malésia) e Australia (ATTAPATTU, 1997; LESLIE;
BEARDMORE, 1979; RAJENDRAN et al., 1997). Casos raros de pacientes com CBM séo
observados no norte da Europa e nos EUA (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007;
QUEIROZ-TELLES et al., 2009). A CBM n&o é uma doenca de relato obrigatério de modo
que todos os dados epidemioldgicos sdo derivados de publicacdes e pesquisas. As taxas de
incidéncia variam de 1:6.800 (14/100.000) em Madagéascar a 1:8.625.000 (0,012/100.000) nos
EUA. No Brasil, a taxa de incidéncia estimada de CBM é de 3 casos por 100.000 habitantes,
sendo a regido amazénica a principal area endémica, registrando mais de 500 casos até 2015
(ESTERRE et al., 1996; QUEIROZ-TELLES et al, 2011; SILVA; DE SOUZA;
ROZENTAL, 1998).
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Casos reportados de cromoblastomicose

.> 500 casos
100-499 casos
50-99 casos
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© 1-9 casos

. Desconhecido

Figura 1. Distribuicdo geografica da cromoblastomicose de acordo com 0s casos
reportados. Os paises da América do Sul e Asia sdo recordistas em casos da doenca,
seguidos por oceania. Porém, € importante destacar que a falta de diagndstico e auséncia de
relato obrigatério da doenca demonstra no mapa uma enorme area de dados totalmente
desconhecidos. Retirado de (QUEIROZ-TELLES, 2015).

Os fungos causadores da cromoblastomicose sdo encontrados em todo o mundo no

solo e detritos vegetais em decomposicdo. Devido a CBM ser uma micose de implantacédo, a
ocupacdo parece desempenhar um papel fundamental. Essa doenca raramente ocorre na
adolescéncia, sendo que a maioria dos pacientes estdo na faixa etaria entre 40 a 50 anos. A
CBM ocorre predominantemente em homens; 78 a 82 % dos pacientes sdo do sexo masculino.
A maioria das lesdes sdo observadas nas extremidades dos membros de trabalhadores rurais,
sendo considerada uma patologia ocupacional. Os principais fatores de risco associados a
infeccdo por CBM sdo: ndo utilizacdo de sapatos, luvas ou vestuarios de protecdo, ma
nutricdo e habitos de higiene (MINOTTO et al., 2001; QUEIROZ-TELLES et al., 2009;
QUEIROZ-TELLES et al., 2011; QUEIROZ-TELLES, 2015). Uma fonte potencialmente
importante de infeccdo foi relatada em uma area endémica localizada no Estado do Maranhéo,
nas margens da floresta amazonica, onde milhares de familias estdo envolvidas na colheita de
coco-babagu (Orbignya Phalerata Martins), fruto de uma palmeira selvagem. A populagéo
local coleta nozes de babagu para extrair o0 6leo de babagu, um componente importante para
fabricantes de produtos de beleza locais e internacionais. Fungos melanizados foram isolados
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da casca protetora do babagu, sendo apontado como fator de risco para as centenas de pessoas
que desenvolvem a CBM ap6s o trauma durante a atividade de trabalho (MARQUES et al.,
2006; SILVA et al., 1992).

Apo6s uma implantacdo traumatica transcutanea, e um periodo incerto de incubacéo, a
les&o inicial da CBM aparece no local de inoculacdo. A lesdo inicial € geralmente solitéria e
unilateral, mais tarde evoluindo para uma papula levantada com uma superficie lisa rosa que
aumenta gradualmente ao longo de algumas semanas antes de se tornar escamosa. A lesédo
cutanea inicial pode progredir e evoluir para diversos tipos clinicos, incluindo nodular,
tumoral (semelhante a couve-flor), verrucosa, ou cicatricial, além de lesdes em placas
(BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; CARRION, 1950; MCGINNIS, 1983;
QUEIROZ-TELLES et al., 2009; QUEIROZ-TELLES; DE C L SANTOS, 2013) (Figura 2).
E possivel observar mais de um tipo de lesdo no mesmo paciente, em casos avancados e
graves. O polimorfismo clinico das lesGes de CBM desencadeia diagnosticos diferenciais
mdaltiplos incluindo possibilidades infecciosas e ndo infecciosas. Tais fatores podem causar
atraso no diagnostico que implica na falta de resposta terapéutica e perda de mobilidade. No
inicio, as lesdes iniciais sdo assintomaticas, e geralmente ndo interferem com as atividades do
paciente. Ao longo do tempo, o prurido torna-se o sintoma predominante da doenca, que nas
formas moderada e intensa podem ser acompanhadas por dor local. Como as lesdes de CBM
sdo muito pruriginosas, existe a hipétese de que a disseminacdo da doenca para outros locais
da pele ocorre geralmente por autoinoculacio e/ou disseminacdo linfatica. A medida que a
gravidade aumenta, edema e infec¢des secundarias bacterianas afetam a salde do paciente
como um todo, modificando a aparéncia da pele e causando cicatrizes. Nos casos mais graves,
desenvolvem-se linfedema e anquilose cronicas e podem surgir carcinomas espinocelulares
ndo invasivos. Todas essas complicacBes podem levar o individuo a uma incapacidade
definitiva. (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; MCGINNIS, 1983;
QUEIROZ-TELLES et al., 2009).
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Figura 2. Variedade de leses da cromoblastomicose. A lesdo inicial da cromoblastomicose
(1A) pode evoluir para cinco tipos clinicos principais: lesdes nodulares na perna (1B), leséo
verrucosa do pé (1C), lesdes cicatriciais no joelho e parte inferior da perna (1D), lesdes em
placas nas nadegas (1E), lesdes tumorais (1F/1G) e lesbes mescladas por nodulares e
verrucosas envolvendo o membro inferior (1H). Retirado de (QUEIROZ-TELLES, 2015).

Os agentes etioldgicos da CBM pertencem principalmente ao género Fonsecaea e
Cladophialophora, embora casos dispersos tenham sido relatados em géneros Phialophora,
Rhinocladiella e Exophiala. Os agentes mais comuns sdo F. pedrosoi e C. carrionii, sendo
geralmente encontrados em regides tropicais e subtropicais. No entanto, infec¢es por F.
pedrosoi, que constituem a maioria dos casos da doenca no Brasil e no mundo (70-90%),
ocorrem mais frequentemente em regiGes de clima umido. Por outro lado, C. carrionii é
prevalente em climas semidridos. Isolados com menor frequéncia, outros agentes da CBM
sdo: Phialophora verrucosa, Exophiala dermatitidis, Rhinocladiella aquaspersa e Fonsecaea
monophora, entre outros (ESTERRE et al., 1996; MCGINNIS, 1983; PEREZ-BLANCO et
al., 2006; QUEIROZ-TELLES, 2015; QUEIROZ-TELLES et al., 2009; SILVA; DE SOUZA,
ROZENTAL, 1998).

1.2. Fonsecaea pedrosoi e Cladophialophora carrionii

Ambos, F. pedrosoi e C. carrionii, sdo fungos melanizados pertencentes a familia
Herpotrichiellaceae na ordem Chaetothyriales (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR,

19



2007). F. pedrosoi e C. carrionii sdo organismos polimorficos, que incluem estruturas de
reproducdo (conidios) e formas flngicas normalmente encontradas nos estagios saprofiticos
(micelios) e parasitarios (corpos escleroticos). Qualquer uma destas formas fungicas pode
gerar todas as outras, com excecdo da transicdo de celulas escleroticas em conidios (Figura 3)
(LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007; QUEIROZ-TELLES et al., 2017).

conidio

micelios

celula esclerotica

Figura 3. Morfologias de F. pedrosoi observadas por microscopia eletrénica de
varredura. As imagens de microscopia eletrénica de varredura de cada forma flngica e as
formas potenciais de diferenciacdo sdo mostradas pelas setas. Adaptado de (SANTOS et al.,
2007).

Devido a sua plasticidade e adaptabilidade a varios ambientes organicos e
inorganicos, os fungos melanizados podem apresentar uma grande diversidade na sua
morfologia. Macroscopicamente, F. pedrosoi apresenta coloracdo verde escuro, cinza e preto,
com crescimento micelial prateado, que pode imitar C. carrionii. Sendo assim, a
diferenciacdo morfologica entre F. pedrosoi e C. carrionii é melhor caracterizada
microscopicamente atraves das estruturas de reproducédo assexuadas (Figura 4); estas sdo as
fialides (Phialophora), células conidiogénicas com conidios em cadeias longas ou curtas
(Cladosporium), ou formas denticulares que correspondem a conidios oriundos das células

conidiogénicas (Rhinocladiella). F. pedrosoi é caracterizado pela presenca de 3 tipos de
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conidios assexuados; isto é, possuem fidlides, Cladosporium (curto) e Rhinocladiella. Por
outro lado, C. carrionii apresenta apenas a reproducdo do tipo Cladosporium, porém as
cadeias sdo longas e ramificadas (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007; ROY et
al., 2015).

Figura 4. Estruturas de reproducédo em C. carrionii e F. pedrosoi. A. A reproducdo do tipo
Cladosporium em C. carrionii (1000x). B. Reproducdo do tipo Cladosporium curta em F.
pedrosoi (1000x). C. Reproducdo tipo Rhinocladiella em cultura de F. pedrosoi (1000x).
Imagens retiradas de (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007).

1.3. Diferenciacao celular

Ap6s implantacdo transcutanea, os propagulos de agentes da CBM apresentam uma
plasticidade celular e morfoldgica Unica. O papel das formas de F. pedrosoi e C. carrionii no
estabelecimento da doenca ainda € pouco conhecido, especialmente em se tratando de
conidios e hifas. Essas duas formas sdo encontradas no ambiente e, ao adentrar o hospedeiro,
passam por um processo de transformacdo em células muriformes, também denominadas
"corpos Medlar" ou, alternativamente, "corpos cromo ou fumagdides” e "células escleréticas
ou meristematicas" (BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; ESTERRE;
QUEIROZ-TELLES, 2006; QUEIROZ-TELLES etal., 2017; SALGADO, 2010).

Entre os hospedeiros da CBM, as células muriformes sdo onipresentes sendo
encontradas dentro de células gigantes multinucleadas ou em microabscessos situados na
interface do tecido epitelial e derme. As hifas, associadas a um papel de auto-inoculagdo do
fungo no hospedeiro, normalmente sdo localizadas préximas as camadas mais superficiais da
lesdo. O termo "célula muriforme” é restrito a células da ordem Chaetothyriales com
crescimento meristematico que servem como formas invasivas em tecido vivo, humano ou
vegetal. As células muriformes podem ser simples ou agrupadas. Elas tém uma forma
redonda-poliédrica em uma parede grossa pigmentada com paredes transversais e

longitudinais. A celula muriforme é considerada um mecanismo de adaptacdo evolutiva para
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permitir a sobrevivéncia dentro do microambiente do hospedeiro. Esta habilidade esta
diretamente associada a uma resposta granulomatosa intensa, bem como a evasdo de
mecanismos imunoldgicos sinalizando o inicio da cronicidade da doenca. O tempo de
conversdo de conidios para células muriformes em estudos in vitro foi estimado em 6 dias
(BONIFAZ; CARRASCO-GERARD; SAUL, 2001; DA SILVA et al., 2008; DE HOOG,
1993; ESTERRE; QUEIROZ-TELLES, 2006; LEE; HSU; ROSEN, 1998; QUEIROZ-
TELLES etal., 2017; SALGADO, 2010; SEYEDMOUSAVI et al., 2014).

A disposicdo das células muriformes no tecido representa uma relagdo
superficie/volume otimizada, favorecendo a deposic¢do significativa de melanina. F. pedrosoi
requer uma baixa concentragdo de Ca?* (0,1 mM, pH 2,5) para diferenciacdo de micélios em
células muriformes, indicando que a concentracdo idnica pode ser importante no processo de
transicdo durante a CBM (DA SILVA et al., 2007; MENDOZA; KARUPPAYIL;
SZANISZLO, 1993; SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Células muriformes coletadas de
tecidos lesionais podem facilmente se diferenciar em hifas e conidios in vitro ou podem ser
mantidas como células muriformes sob condi¢cdes adversas de pH baixo e poucas fontes
nutricionais em meio liquido. Tem sido demonstrado que a sobrevivéncia das formas de
resisténcia e, consequentemente, o rapido avanco clinico da doenca causada por F. pedrosoi,
pode estar fortemente associada a presenca de células muriformes. Além disso, tais formas
permanecem como uma ferramenta diagnostica diferencial significativa da CBM. Estes tipos
celulares sdo altamente resistentes ao ataque do sistema imunoldgico e, portanto, um melhor
conhecimento desse processo de diferenciacdo pode permitir a proposta de abordagens
terapéuticas diferentes e mais eficientes contra 0 CBM (DA SILVA et al., 2008; HAMZA et
al.,, 2003; MACHADO; REGIS SILVA; FISCHMAN, 2011; SANTOS et al., 2007,
SZANISZLO; COOPER; VOGES, 1972).

1.4. Fatores de viruléncia

Patdgenos fangicos humanos sdo a causa de doencas graves geralmente subestimadas
associadas com alta morbidade e mortalidade. Tal como outros patdgenos, a sua
sobrevivéncia e crescimento no hospedeiro, € mediado por fatores de viruléncia que os
diferenciam de microrganismos inofensivos. Embora muitas destas estratégias necessitem de
fatores de viruléncia especificos do hospedeiro, genericamente qualquer fator que permita o
crescimento sob condi¢cfes semelhantes ao hospedeiro pode ser necessario para a patogénese.

Além de um nucleo de atividades comuns relevantes para o crescimento, diferentes grupos de
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fungos empregam diferentes estratégias que, apesar da (ou juntamente com) a resposta do
hospedeiro, pode levar a doenca (BRUNKE et al., 2016).

A termotolerancia é um dos importantes fatores de viruléncia entre os membros da
ordem Chaetothyriales. As espécies patogénicas de Fonsecaea tém uma temperatura 6tima de
crescimento de 33°C e uma temperatura maxima de crescimento de 37°C (SALGADO, 2010).
Estas temperaturas cardinais sdo ligeiramente mais elevadas do que as de espécies
estritamente ambientais. Em comparacdo, Cladophialophora bantiana, que infecta o sistema
nervoso central e o sistema respiratorio humano, pode crescer a 40°C (MCCARTHY et al.,
2014).

A parede celular rigida do fungo contrasta com o fluxo dindmico de moléculas
estruturais necessarias para diferenciacao, crescimento e adaptacdo ao hospedeiro. Diferentes
componentes da membrana e da parede celular podem contribuir para a viruléncia fungica da
CBM, incluindo melanina, quitina sintases, um conjunto de enzimas hidroliticas (fosfatases,
fosfolipases, lipases, esterases, ecto-ATPases, peptidases, DNases, ureases e gelatinases),
lipideos, galactomananos e cerebrosideos. A diferenciacdo de hifas e conidios em células
muriformes também pode contribuir para a viruléncia, considerando o aumento da espessura
da parede e a formacdo de células muriformes que resistem as respostas do hospedeiro
(KARUPPAYIL et al., 1996; LENARDON et al., 2007; LIU et al., 2004; NIMRICHTER et
al.,, 2004; QUEIROZ-TELLES et al., 2017; SILVA; EKIZLERIAN, 1985; SUZUKI,
TAKEDA, 1977).

Lipideos ou fracbes da parede celular sem lipideos extraidas de diferentes agentes da
CBM induzem reacdes granulomatosas significativas em camundongos (SILVA;
EKIZLERIAN, 1985; SILVA; FAZIOLI, 1985). De fato, as células muriformes tém uma
elevada capacidade para a inducdo da formacdo de células gigantes de Langerhans in vitro
(SALGADO, 2010). Os residuos de galactofuranosil acido-labil sdo responsaveis pela
propriedade imunogénica de galactomananos isolados de trés espécies de Fonsecaea
(SUZUKI et al., 1977). Cerebrosideos, os principais glicoesfingolipideos neutros de celulas
fangicas, compostos de um monossacarideo ligado a um esfingbide N-acil (ceramida),
desencadeiam a produgdo de anticorpos que inibem o crescimento de F. pedrosoi e
potencializam a funcdo de matar macrofagos em ratos (NIMRICHTER et al., 2004).

A quitina é formada por B-1,3-glucanos e polimeros de N-acetilglucosamina que
ocorrem em diferentes conformacdes, sugerindo um papel na estrutura fungica e diferenciacéo
(LENARDON et al., 2007). A sintese de quitina depende da atividade enzimatica das quitina
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sintases 1, Il e I1l, que participam na citocinese, sintese do septo e formag&o da cicatriz dos
brotos (LIU et al., 2004), respectivamente, cada uma tendo sua atividade catalitica codificada
por diferentes genes, CHS1, CHS2, e CHS3, respectivamente (195), que tém seqliéncias
conservadas em F. pedrosoi (BOWEN et al., 1992). A levedura negra Exophiala
dermatitidis, ocasionalmente envolvida na CBM, possui um gene estrutural para uma classe V
CHS, WACHSS5 (LIU et al., 2004; MATSUMOTO et al., 1993). O WACHSS5 é essencial para
0 crescimento fangico a 37°C e a expansdo das células muriformes, indicando uma
importancia critica da CHS classe V para a viruléncia (ABRAMCZYK; PARK;
SZANISZLO, 2009). Células muriformes de F. pedrosoi demonstraram possuir um
componente tipo quitina que medeia 0 desenvolvimento de Th17 por inibicdo da dectina-1,
prejudicando a resposta imune e contribuindo para a cronicidade da CBM (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2003).

A melanina é uma macromolécula complexa, hidrofébica, carregada negativamente
que inclui polimeros indolicos ou fenodlicos (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003,
REVANKAR; SUTTON, 2010). Em agentes da CBM, este polimero pode ser derivado de L-
3,4-dihidroxifenilalanina  (L-DOPA) ou dihidroxinaftaleno (DHN) (NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2003; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). A melanina é considerada um
composto imunologicamente ativo funcionando como um importante fator de viruléncia em
diferentes fungos patogénicos (LANGFELDER et al, 2003; NOSANCHUK;
CASADEVALL, 2003). Foram propostos trés mecanismos possiveis associados a sua
contribuicdo para a resisténcia aumentada de fungos contra células hospedeiras imunes: (1)
protecdo contra enzimas proteoliticas, (II) protecdo contra derivados de oxigénio ou
nitrogénio e (I11) reducdo da fagocitose. A melanina derivada de DHN ¢ sintetizada pelo
precursor de policétido, uma via que comeca com acetil coenzima A (acetil-CoA)
(FRANZEN et al., 2008). Interessantemente, a inibi¢do desse processo bioquimico especifico
com triciclazol pode ser utilizada para induzir mudancas morfoldgicas na parede celular de F.
pedrosoi, levando a resisténcia diminuida do fungo a lise mecénica e a morte por macrofagos
(CUNHA et al., 2005; FRANZEN et al., 2006). Estudos posteriores demonstraram que F.
pedrosoi produz ndo s6 melanina associada a parede celular, mas também extracelular,
piomelanina, que pode acumular, por exemplo, em mutantes da via de degradacao da tirosina,
como observado para mutantes espontaneos de F. monophora. Durante a infeccdo, a
deposicdo de melanina de F. pedrosoi interfere na producdo de 6xido nitrico (NO) e inibe a

fagocitose, que nédo é revertida com interferon gama (IFN-y) e lipopolissacarideo (LPS). Esta
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inibicdo de fagocitose pode também ser observada apds incubacdo in vitro com paredes
celulares melanizadas (QUEIROZ-TELLES et al., 2017; ZHANG et al., 2013a).

As enzimas proteoliticas, tais como as peptidases, podem ser prejudiciais a varios
componentes dos mecanismos de defesa do hospedeiro, levando a fuga imunoldgica ou a
resisténcia antimicrobiana (PALMEIRA et al., 2006a). Cientistas demonstraram que as
células muriformes, em comparagcdo com conidios e micelios, apresentam alta atividade
fosfatésica associada a patogenicidade. Os substratos fosforilados foram hidrolisados por
ectofosfatases de superficie. A atividade das enzimas e foi bloqueada por compostos
especificos tais como fluoreto de sédio e molibdato de sédio (KNEIPP et al., 2003, 2004).

Uma série de enzimas hidroliticas sdo produzidas e segregadas por agentes da CBM.
As paredes das células muriformes de F. pedrosoi apresentam maior atividade de fosfatase do
que conidios ou hifas (KNEIPP et al., 2003), e a atividade da fosfatase aumenta a adesdo das
celulas hospedeiras em F. pedrosoi (KNEIPP et al., 2004) e Rhinocladiella aquaspersa
(KNEIPP et al., 2012). O efeito citolitico da ATP sugere que as ecto-ATPases encontradas na
superficie de F. pedrosoi podem favorecer a sobrevivéncia de fungos em ambientes hostis
como o corpo humano (COLLOPY-JUNIOR et al., 2006; FILIPPINI et al., 1990). As
peptidases segregadas por F. pedrosoi sdo capazes de clivar proteinas plasmaticas humanas,
tais como imunoglobulinas e albumina, e componentes da matriz, como a fibronectina,
enquanto os inibidores das metaloproteinases prejudicam o crescimento e a diferenciagdo
conidial (PALMEIRA et al., 2006b). Estes achados foram recentemente confirmados em P.
verrucosa (GRANATO et al., 2015). Os inibidores de aspartil peptidase do HIV interrompem
a atividade aspartil proteolitica, afetam grandemente a ultraestrutura de F. pedrosoi,
diminuem a adesdo as ceélulas epiteliais e aumentam a susceptibilidade a morte por
macrofagos, indicando possivel uso terapéutico em pacientes com CBM (PALMEIRA et al.,
20064a).

1.5. Diagnostico e tratamento

Devido a diversidade dos aspectos clinicos apresentados pela cromoblastomicose,
existe a necessidade de um diagnostico diferencial. O exame microscopico dos raspados da
lesdo e/ou de uma biopsia de tecido deve ser suficiente para descartar outras patologias,
contudo, a identificacdo da cultura é o unico meio confidvel de se determinar o diagnostico
definitivo e o agente causal da CBM (LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007).
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As tipicas células muriformes ou fumagoides castanhas podem ser vistas em
raspagens de pele, retiradas da superficie da pele, por exame direto usando solucdo de
hidroxido de potassio (KOH) 10 a 40%. Raspagens ou material de bidpsia devem ser tomadas
das areas onde uma pequena mancha escura é visivel na superficie da pele lesionada, o que
otimizara a producéo de diagndstico. As células muriformes ou fumagdides séo vistas como
estruturas arredondadas, de paredes espessas, de cor castanha, com um septo Gnico ou duplo,
com diametro entre 10 e 14 um. Estruturas filamentosas também podem ser observadas em
raspagens espessas. As biopsias coradas com hematoxilina-eosina (HE) demonstram um
infiltrado inflamatorio caracterizado por células multinucleadas, fibrose, acantose,
papilomatose, hiperqueratose e hiperplasia pseudo-epiteliomatosa. As células fumagdides
tipicas também sdo visualizadas neste método. A cultura de raspagem ou material de bidpsia
deve ser realizada em Agar Sabouraud Dextrose. A maioria dos agentes patogénicos cresceréo
apos 10 dias, produzindo colénias aveludadas. Estas sdo inicialmente de cor verde intenso e
depois tornam-se pretas (KRZYSCIAK; PINDYCKA-PIASZCZYNSKA; PIASZCZYNSKI,
2014; LOPEZ MARTINEZ; MENDEZ TOVAR, 2007; QUEIROZ-TELLES et al., 2009,
2017; ROSEN et al., 2016; URIBE-J et al., 1989).

Pacientes com CBM ainda sdo um desafio terapéutico para os clinicos, devido a
natureza recalcitrante da doenca, especialmente nas formas clinicas graves (HAZEN, 1998;
QUEIROZ-TELLES et al., 1992, 2009; RESTREPO, 1994). Ainda ndo ha tratamento padrao
para esta micose, mas sim uma série de opc¢des terapéuticas. O tratamento pode ser dividido
em trés grupos: tratamento fisico, quimioterapia e terapia combinada. Nos estagios iniciais da
doenca, as lesdes respondem a resseccao cirirgica, mas posteriormente, a medida que a
gravidade aumenta, melhores resultados sdo obtidos com antifungicos sistémicos. A
determinacdo de perfis de susceptibilidade in vitro pode ser util para identificar resisténcia
microbioldgica intrinseca a farmacos antifungicos, mas ndo prediz a resposta clinica
(ANDRADE et al., 2004; HAZEN, 1998; MCGINNIS; PASARELL, 1998).

Os meétodos fisicos disponiveis sdo usados, na maioria dos casos, como terapia
adjuvante em combinagcdo com agentes antifingicos e incluem cirurgia, terapia com laser,
termoterapia e terapia fotodinamica (PDT) (QUEIROZ-TELLES et al., 2017). Os farmacos
mais utilizados séo itraconazol e terbinafina em doses diarias de 200-400 mg e 250-500 mg,
respectivamente (BONIFAZ et al., 2005; ESTERRE et al., 1998; QUEIROZ-TELLES et al.,
1992; QUEIROZ-TELLES; DE C L SANTOS, 2013; QUEIROZ-TELLES; SANTOS, 2012;

RESTREPO et al., 1988). Nos casos refratarios, a combinacao desses dois fArmacos pode ser
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empregada. Outros tratamentos incluem posaconazol, 800 mg por dia e a combinagdo de
itraconazol com 5-flucitosina. A associacdo destes com o posaconazol pode desempenhar um
papel importante na terapia da CBM. A duracdo da terapia deve basear-se em critérios
clinicos, micologicos e histopatoldgicos. De acordo com dados publicados, as taxas de cura
com terbinafina ou itraconazol variam de 15 a 80%, dependendo da gravidade da doenca.
Como esperado, em formas graves as taxas de cura sdo menores e as recidivas sdo mais
comuns (ANTONELLO et al.,, 2010; GARNICA; NUCCI; QUEIROZ-TELLES, 2009;
NEGRONI et al., 2005; QUEIROZ-TELLES; SANTQOS, 2012).

1.6. O micronutriente ferro e seu papel na interagéo patégeno-hospedeiro

O ferro € um componente funcional no transporte de oxigénio em globulinas,
citocromos e enzimas que transferem elétrons. O ferro quando sozinho, no grupo heme ou em
complexos ferro-enxofre, liga-se a varias proteinas envolvidas em importantes processos
celulares que incluem a regulacdo génica, a respiracdo, como também a biossintese de
desoxirribonucleotideos, lipideos, aminoacidos e esterdis. Ele é abundante no ambiente, mas
insolivel em solugdes aquosas com pH fisiologico. O desafio para a maioria dos organismos €
a aquisicdo de quantidades adequadas de ferro para 0s processos bioldgicos criticos, evitando
a toxicidade associada ao ferro livre (ANDREWS; SCHMIDT, 2007; CAIRO; BERNUZZI,
RECALCATI, 2006). Como metal de transi¢do, as propriedades redox do ferro possibilitam
que ele seja encontrado em dois estados de oxidacéo, ferroso (Fe?*) ou férrico (Fe*"), que Ihe
conferem a capacidade de doar e receber elétrons, respectivamente (JOHNSON, 2008). O
ferro € um micronutriente essencial tanto aos mamiferos, quanto aos micro-organismos. Sua
utilizacgdo como um cofator em vias metabolicas classicas é fundamental aos micro-
organismos patogénicos e seus hospedeiros (HENTZE et al., 2010; SCHAIBLE;
KAUFMANN, 2004).

Nas ultimas quatro décadas, milhares de estudos laboratoriais e observacdes clinicas
foram publicados na aquisicdo microbiana de ferro. Com a excec¢do de Lactobacillus ndo
patogénicos e de Borrelia burgdorferi patogénica (que utiliza manganés em lugar de ferro),
todos os grupos de protozoarios, fungos e bactérias examinados requerem ferro para a
sobrevivéncia e a replicacdo (WEINBERG, 2009). Além disso, ele também é um elemento
essencial da resposta imune inata por meio de seu papel na geracdo de intermediarios reativos
de nitrogénio e oxigénio. Durante a evolucdo, as colbnias microbianas invadiram nichos

distintos no ecossistema do hospedeiro e desenvolveram diversos mecanismos para explorar
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suas fontes nutricionais, como o ferro. Em resposta a infeccdo, o hospedeiro desenvolveu
contramedidas para limitar a disponibilidade de ferro para o agente patogénico, mecanismo
conhecido como imunidade nutricional (BAILAO et al., 2012; SCHAIBLE; KAUFMANN,
2004).

A imunidade celular dos mamiferos baseia-se fortemente na acdo dos macrofagos,
que se apresentam como uma fabrica que gerencia a homeostase de ferro (THEURL et al.,
2005). Apos a infeccao, o fluxo de ferro é suprimido pelos macrofagos resultando na reducao
de 70% do ferro no plasma, restringindo a quantidade disponivel do metal para agentes
patogénicos extracelulares. Por outro lado, macréfagos infectados limitam a quantidade de
ferro para microbios intracelulares bombeando o ferro para fora da célula através do
transportador ferroportina. A lactoferrina é produzida por neutréfilos e células epiteliais para
quelar ferro em compartimentos extracelulares, resultando na diminuicdo da proliferacdo de
fungos invasores. A inducdo da producdo de ferritina, para facilitar a retencdo de ferro
intracelular, também reduz a quantidade do metal disponivel para agentes patogénicos
intracelulares (AL-SHEIKH, 2009; BAILAO et al., 2012; NAIRZ et al., 2010; WEINBERG,
2009).

Dentre 0s microrganismos que possuem uma notavel capacidade de assimilar ferro,
quando presente em qualquer uma de suas variaveis formas, estdo o0s fungos.
Apropriadamente, esses eucariotos unicelulares expressam uma amplitude de sistemas de
captacdo e utilizacdo de ferro, alguns destes exclusivos para fungos e outros que também
estdo presentes em plantas e animais (PHILPOTT, 2006). Durante o processo infeccioso, em
que o hospedeiro limita a acessibilidade ao metal, o fungo aprimora suas estratégias de
obtengdo do micronutriente. Sendo assim, as correntes demandas desse nutriente culminam
em uma acirrada disputa para aquisicdo e/ou utilizacdo do metal na interface patdgeno-
hospedeiro (BAILAO et al., 2012; SILVA et al., 2011).

1.7. Captacao de ferro em fungos e sua regulacéo

A captacdo de ferro através da membrana plasmatica é considerada o ponto primario
de regulacdo da homeostase de ferro. Estratégias de alta afinidade para a aquisicao de ferro de
evoluiram em fungos patogénicos, uma vez que o mesmo é fundamental para o sucesso da
infeccdo (Figura 5). A captacdo de ferro inclui dois sistemas principais: assimilacdo redutiva
de ferro (oxidacdo/permeacdo do ferro) e captacdo de ferro mediada por sideréforos (ou

assimilacdo ndo-redutiva de ferro). Um numero consideravel de fungos abriga ambos os

28



sistemas de alta afinidade, como por exemplo Talaromyces marneffei, Ustilago maydis,
Blastomyces dermatitidis, Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus fumigatus e Fusarim
graminearum (ASKWITH; KAPLAN, 1997; EICHHORN et al., 2006; GREENSHIELDS et
al., 2007; JOHNSON, 2008; MARTY et al., 2015; MEI; BUDDE; LEONG, 1993;
PASRICHA et al., 2016; ROMAN et al., 1993; SCHRETTL et al., 2004; SCHWECKE et al.,
2006). Além de utilizarem estes dois mecanismos principais, outros fungos patogénicos como
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides spp. e Histoplasma
capsulatum, também utilizam heme como fonte nutricional de ferro, que se encontra em sua
maioria ligado & hemoglobina, dentro dos eritrocitos (CADIEUX et al., 2013; FOSTER,
2002; MOORS et al., 1992; PHILPOTT, 2006; SILVA et al., 2011).
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Figura 5. Sistemas de alta afinidade de ferro em C. albicans (Adaptado de CHEN et al.,
2011). a) Via redutiva pela qual ferro férrico é reduzido a ferro ferroso. b) Producéo de
sider6foros como moléculas que possuem alta afinidade por ferro. ¢) Captacéo do grupo heme
ligado a hemoglobina. O gene Hmx1 codifica a heme oxigenase intracelular, que degrada

heme.

Transportadores de metais tipicamente reconhecem substratos de uma Unica valéncia
e ndo transportam metais de outra valéncia. Por esta razdo, o ferro férrico deve ser reduzido a
ferro ferroso antes que ele possa ser captado por um transportador. Assim, o metal € reduzido
a partir de Fe®* a Fe?* por ferroredutases ligadas & membrana e, em seguida, é rapidamente

internalizado pela a¢do conjunta de oxidase e permease que formam um complexo proteico na
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membrana plasmatica (KOSMAN, 2010; PHILPOTT, 2006). O ferro reduzido é retomado
através de um complexo de transporte de alta afinidade que consiste em uma ferroxidase
multi-cobre (Fet3p) e uma permease (Ftrlp) (ASKWITH et al., 1994; STEARMAN et al.,
1996). O ferro ferroso a ser transportado é primeiramente oxidado por Fet3p numa reacao que
é dependente de cobre e requer oxigénio molecular (DE SILVA et al., 1997; HASSETT,;
YUAN; KOSMANT, 1998). O ion férrico é entdo transportado para o citosol através da
permease Ftrlp. O passo de oxidacdo é obrigatorio, uma vez que o ferro férrico ndo € um
substrato para o complexo oxidase/permease e formas mutantes de Fet3p sem atividade
oxidase ndo dado suporte ao transporte de ferro (WANG et al., 2003). H& aproximadamente 20
anos, estudos realizados em S. cerevisiae levaram & primeira caracterizacdo de Fet3 e Ftrl
(ASKWITH et al., 1994; STEARMAN et al., 1996). Desde entdo, varios ortélogos foram
funcionalmente descritos em outros fungos, incluindo A. fumigatus (SCHRETTL et al., 2004)
Schizosaccharomyces pombe (ASKWITH; KAPLAN, 1997), Candida albicans (ECK et al.,
1999), Pichia pastoris (BONACCORSI DI PATTI et al., 1999), Arxula adeninivorans
(WARTMANN et al., 2002), Ustilago maydis (EICHHORN et al., 2006), Fusarium
graminearum (PARK et al., 2007), e Cryptococcus neoformans (JUNG et al., 2009). Varios
organismos como Schizophyllum commune, Coprinopsis cinérea ou Coccidioides immitis
parecem ndo codificar homologos de Fet3 e Ftrl em seus genomas (HAAS; EISENDLE;
TURGEON, 2008; HOEGGER et al., 2006; KUES; RUHL, 2011; SILVA et al., 2011). O
genoma de Paracoccidioides spp. ndo apresenta homoélogo para Ftrl, porém contém
homélogo para Fet3 (BAILAO et al., 2015).

Em contraste, 0 mecanismo ndo redutivo de captagdo de ferro utilizado em fungos
patogénicos consiste na biossintese e captacdo de sideréforos. Os sider6foros sdo moléculas
de baixo peso molecular, quelantes especificos de ferro férrico, que sdo excretadas durante a
deficiéncia de ferro (NEILANDS, 1993, 1995). Microrganismos produzem sideréforos como
agentes de captacdo, com o objetivo de fornecer ferro para a célula através da solubilizacdo do
ion férrico extracelular (MATZANKE et al., 1987). Os sideroforos podem ser classificados
em trés grupos principais, dependendo da natureza quimica dos dominios doadores de
oxigénio ligantes ao Fe3*: catecéis, carboxilatos e hidroxamatos (Figura 6) (MIETHKE;
MARAHIEL, 2007). Além disso, varias bactérias produzem sideréforos de tipo misto
combinando diferentes ligantes de Fe** em uma Gnica molécula. Com excecdo do rizoferrina
carboxilato produzido por zigomicetos, todos os outros sider6foros de fungos identificados até

0 momento sdo do tipo hidroxamato. Hidroxamatos sdo derivados do aminoacido néo-
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proteinogénico ornitina e de diferentes grupos acil, podendo ser agrupados em quatro familias
estruturais: acido rodotorulico, ferricromos, coprégenos e fusarininas (Figura 7) (HAAS;
EISENDLE; TURGEON, 2008).

OH HO/gO H,C™ 0

(a) (b) (c)

Figura 6. Grupos funcionais de siderdforos. Catecois (a), hidroxamatos (b) e carboxilatos
(c). Retirado de (DE SERRANO; CAMPER; RICHARDS, 2016).
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Figura 7. Caracteristicas estruturais de sideroforos do grupo hidroxamato. Ligagdes
peptidicas entre os grupos hidroximatos sdo apresentadas no acido rodotorulico e ferricromos.
TAFC é formada por ligacGes éster, enquanto coprogenos apresentam ambos os tipos de
ligagOes. Adaptado de (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008)

O hidroxamato mais simples, acido rodotordlico, consiste em duas unidades N°-

acetil-N°-hidroxiornitina ligadas cabeca-cabeca para formar um anel de dicetopiperazina
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(HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). O &cido rodotorulico é produzido por diferentes
espécies de leveduras basidiomicéticas do género Rhodotorula (MULLER; BARCLAY;
RAYMOND, 1985). O protétipo de fusarininas, fusarinina C, é composta de trés residuos N°-
cis-anidromevalonil-N®-hidroxiornitina (denominada cis fusarinina), unidas cabega-cauda por
ligacdo éster. A triacetilfusarinina C (TAFC) é formada por N2-acetilagdo de fusarinina C, o
que aumenta sua estabilidade quimica e hidrofobicidade. Os coprégenos sdo hidroxamatos
lineares. O coprégeno B contém duas porg¢des trans-fusarinina unidas cabeca-cabeca por uma
ligacéo peptidica, formando uma unidade dicetopiperazina (4cido dimerdmico). N2-acetilagio
e N2-metilacdo da ultima porgdo fusarinina C permitem uma diversidade da familia de
coprogenos. Além disso, um dos grupos acil da dicetopiperazina pode ser acetil, em vez de
anidromevalonil. Os ferricromos como ferricromo A e ferricrocina sdo hexapeptideos ciclicos
compostos por trés cadeias N°-acil N°-hidroxiornitina e trés aminoécidos (glicina, serina ou
alanina). Os grupos acil encontrados nesta familia sdo acetil, cis e trans-anidromevalonil,
malonil e trans-B-metilglutaconil. Os ferricromos s&o normalmente utilizados na estocagem
intracelular de ferro por espécies do subfilo Pezizomycota. Fungos pertencentes ao subfilo
Taphrinomycota e ao filo Basidiomycota podem excretar ferricromos (HAAS, 2014; HAAS;
EISENDLE; TURGEON, 2008). Recentemente, um siderdforo de tipo ferricromo com uma
nova estrutura composta por quatro glicinas, uma glutamina e trés cadeias N°-trans-
anidromevalonil-N°-hidroxi-L-ornitina, produzido pelo enddfito Epichloé festucae,
denominada epichloénin A, foi identificado (KOULMAN et al., 2012). De forma geral, os
fungos sintetizam mais de um sider6foro hidroxamato. Por exemplo, A. nidulans e A.
fumigatus excretam principalmente TAFC para aquisicdo de ferro e contém um ferricromo
para metabolismo intracelular de ferro (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). Outra
analise recente mostrou que representantes do complexo Paracoccidioides spp. produzem e
secretam coprogeno B. Por outro lado, ferricrocina e ferricromo C foram descritos em
Paracoccidioides spp. como sider6foros intracelulares (SILVA-BAILAO et al., 2014a).

Em geral, o primeiro passo comprometido na biossintese de sider6foros hidroximatos
(Figura 8) é a N°-hidroxilacido da ornitina catalisada pela ornitina-N°-monoxigenase. O
primeiro gene mostrado em fungos para codificar essa atividade enzimatica foi sidl em
Ustilago maydis (MEI; BUDDE; LEONG, 1993), seguido pela caracterizacdo de ortélogos
em A. nidulans (sidA), Aspergillus oryzae (dffA), A. fumigatus (sidA), Fusarium
graminearum (Gibberella zeae) (SID1), e Cochiobolus heterostrophus (SIDA) (EISENDLE et
al., 2003; GREENSHIELDS et al., 2007; SCHRETTL et al., 2004; TURGEON; OIDE;
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BUSHLEY, 2008; YAMADA et al., 2003). Todas estas enzimas requerem 0xigénio como
substrato, além de NADPH e FAD como cofatores (MEI; BUDDE; LEONG, 1993). A
delecdo do gene que codifica ornitina-N°-monoxigenase bloqueia a sintese de sider6foros em
todas as espécies de Aspergillus, Ustilago e Fusarium investigados. Notavelmente, o mutante
sidA-deficiente em A. nidulans é capaz de crescer apenas quando suplementado com
sideréforos ou grandes quantidades de Fe?*, devido & auséncia de um outro sistema de alta
afinidade de aquisicéo de ferro (EISENDLE et al., 2003).

O segundo passo na biossintese de siderdforos resulta na composicdo do grupo
hidroxamato, realizada pela N°-acilagdo da N°-hidroxiornitina. O grupo hidroxamato é
formado pela transferéncia de um grupo acil, derivado da acil-coenzima A (acil-CoA), para a
N°-hidroxiornitina. Neste ponto, a via se divide para formacdo de diferentes sideréforos,
devido a escolha do grupo acil, sendo o acetil o mais simples (por exemplo, para a formacéo
de &cidos rodotorulico, FC e ferricromo) ou mais complexos, tais como anidromevalonil (para
a formacdo de coprdgenos e fusarininas, por exemplo) ou metilglutaconil (para a formagdo do
ferricromo A).

No terceiro passo biossintético dos siderdforos, os hidroxamatos sdo covalentemente
ligados por éster (fusarininas, coprogenos) ou ligacbes peptidicas (&cido rodotordlico,
ferricromos, coprogenos) efetivadas pelos peptideos sintases nao-ribossomais (NRPSSs)
(HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). Em A. fumigatus, duas transacilases, que
acrescentam diferentes grupos acil de hidroxiornitina, foram identificadas até agora: SidF, que
adiciona anidromevalonil-CoA, e SidL, que catalisa a adi¢cdo de acetil-CoA (BLATZER et al.,
2011; SCHRETTL et al., 2007). Neste passo, a via de sideréforos se divide em grupos
distintos, sendo que a escolha do grupo acil define a natureza das moléculas. Ferricrocina e
ferricromo, por exemplo, estdo ligados em acetil, enquanto fusarininas e coprégenos possuem
anidromevalonil (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). Esta tltima porcdo € derivada do
mevalonato, a partir da via de biossintese de ergosterol, pela acdo subsequente da ligase acil-
CoA Sidl e da enoil-CoA hidratase SidH (YASMIN et al., 2012). Os NRPSs SidD e SidC
estdo envolvidos, respectivamente, na sintese de sideroforos extracelulares e intracelulares em
A. fumigatus (SCHRETTL et al., 2007). A modificagéo dos produtos por NRPS leva a outras
variantes de sideroforos. Como exemplos temos a modificacdo de coprogenos, a hidroxilagdo
de FC e a N2-acetilagdo de fusarinina C para a formagcdo de TAFC. Recentemente, a
fusarinina  C-acetil-CoA-N2-transacetilase (sidG) foi identificada em A. fumigatus
(SCHRETTL et al., 2007). Cepas sidG-deficientes demonstram auséncia de TAFC e producédo
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do penaltimo precursor fusarinina C como o principal sider6foro. Tais mutantes sdo
fenotipicamente indistinguiveis dos de tipo selvagem, sugerindo que a fusarinina C pode
compensar totalmente a perda de TAFC. Os homologos de sidG sdo encontrados apenas em
Neosartorya fischeri, A. nidulans, Aspergillus clavatus, Aspergillus oryzae, F. graminearum e
Nectria hematococca. Portanto, entre os fungos, a presenca de sidG parece indicar,
potencialmente, a sintese de TAFC (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008).
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Figura 8. Rota de biossintese de sideroforos no fungo A. fumigatus. O gene sidA e o gene
sidl (por uma via alternativa) encabecam a cascata biolégica da biossintese de sideréforos. A
via se divide para grupamentos distintos por escolha do grupo acil prosseguindo a rota.
Retirado de (YASMIN et al., 2012).

O conhecimento em relacdo a localizagdo subcelular da biossintese de sideréforos e o
mecanismo de excrecdo dessas moléculas é escasso (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008).
Porém, a localizagdo peroxissomal de enzimas biossintéticas de TAFC para Sidl, SidH e SidF
foi caracterizada em A. fumigatus, assim como a analise de mutantes de A. nidulans
deficientes na biogénese peroxissomal revelou efeito prejudicial para enzimas envolvidas na
producdo de TAFC. O estudo concluiu que a biossintese de sideréforos em ambos os fungos
esta parcialmente localizada nos peroxissomos (GRUNDLINGER et al., 2013a).

Em contraste com a maioria dos fungos filamentosos e algumas leveduras, S.

cerevisiae, C. albicans e C. neoformans néo séo capazes de sintetizar sideroforos, porem, se
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utilizam de sideréforos produzidos por outras espécies microbianas, denominados
xenosideréforos (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). Curiosamente, mesmo alguns
fungos que produzem sideroforos, podem utilizar xenosideréforos como mecanismo de
captacdo de ferro, como sugerido em H. capsulatum e Paracoccidioides spp. (SILVA-
BAILAO et al., 2014a; TIMMERMAN:; WOODS, 2001). Além disso, todos os fungos
produtores de siderdforos, estudados até o momento, contém sideréforos intracelulares como
moléculas de armazenamento de ferro. U. sphaerogena e U. maydis excretam ferricromo e
ferricromo A, mas apenas 0 primeiro serve como composto de armazenamento de ferro,
respondendo por 50% do teor celular de ferro (HAAS, 2014; MATZANKE et al., 1987). Os
Pezizomycotas investigados até agora possuem Fusarina C como sideroforo intracelular em
conidios e hifas. No entanto, em A. fumigatus, a Fusarinina C deve ser hidroxilada para
armazenamento em conidio (SCHRETTL et al., 2007). Fusarinina C, ou seu derivado,
constitui 47%-74% do teor de ferro de conidios em A. nidulans, A. fumigatus, Aspergillus
ochraceus, e N. crassa. Consequentemente, a inativacdo da biossintese de Fusarinina C reduz
o0 teor de ferro em conidios, 34% em A. nidulans e 76% em A. fumigatus (EISENDLE et al.,
2006; MATZANKE et al., 1987; SCHRETTL et al., 2007).

Em fungos, os sider6foros quelantes de ferro sdo normalmente captados atraves de
transportadores SIT (Siderophore-iron transporter, subfamilia 16), pertencentes a
superfamilia MFS (Major facilitator superfamily), que agem como simportadores energizado
por prétons (PAO; PAULSEN; SAIER, 1998; WINKELMANN, 2001). Absor¢do de ferro
mediada por SITs € universalmente conservada no reino dos fungos, mesmo em espécies que
ndo produzem sideroforos (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008). Esse mecanismo foi
estudado com maior riqueza de detalhes em S. cerevisiae. Esta levedura expressa quatro
diferentes transportadores de sider6foros que diferem na especificidade ao substrato (nomes
alternativos dos genes sdo indicados): Sitlp/Arn3p, Arnlp, Taflp/Arn2p, Enblp/Arndp
(HEYMANN; ERNST; WINKELMANN, 1999, 2000a, 2000b; LESUISSE; SIMON-
CASTERAS; LABBE, 1998; YUN et al., 2000a, 2000b). Particularmente, algumas varia¢oes
na especificidade tém sido relatadas entre diferentes cepas de S. cerevisiae (LESUISSE et al.,
2001). Dois destes transportadores sdo altamente especificos, Enblp/Arn4dp para o sideroforo
enterobactina do tipo catecolato e Tafl/Arn2p para TAFC. Os outros dois transportadores
mostram baixa especificidade: Arnlp transporta coprogeno e varios ferricromos; Sitlp/Arn3p
reconhece o0 hidroxamato bacteriano ferrioxamina B, coprogeno, e uma variedade de
ferricromos sem &cido anidromevalénico (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008; YUN et
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al., 2000b). Estudos de expressdo heter6loga em S. cerevisiae indicaram que os SIT’s MirB e
MirA de A. nidulans transportam TAFC e enterobactina, respectivamente (JUNG;
KRONSTAD, 2008; PHILPOTT; PROTCHENKO, 2008). Semelhantemente, um ortégolo de
MirB em A. fumigatus foi identificado como molécula captadora de TAFC, e FgSitl em F.
graminearum foi sugerido como transportador de ferricromo (PARK et al., 2006;
RAYMOND-BOUCHARD et al, 2012). Uma analise filogenética de todos os
transportadores de sideroforos extraidos das sequéncias gendmicas de seis ascomicetos e dois
basidiomicetos, incluindo produtores e ndo produtores de sideroforos, revelou numeros
diferentes de parélogos: seis em S. cerevisiae, um em C. albicans, trés em S. pombe, dez em
A. nidulans, sete em A. fumigatus, dois em N. crassa, trés em U. maydis e seis em C.
neoformans. Com a excecdo de C. albicans Sitlp/Arnlp, todos os transportadores de S.
cerevisiae sdo mais semelhantes entre si do que comparados a permeases de outras espécies,
indicando que estes transportadores surgiram ap0s a separacao dessas espécies. A posse de
maltiplos transportadores de sider6foros muito provavelmente revela a capacidade de utilizar
diferentes tipos, incluindo xenosider6foros (HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008).
Posteriormente a absorcdo, as ligacdes éster como as dos complexos ferro-TAFC e ferro-
Fusarinina C (FC) s&@o hidrolisadas no citosol. Duas das enzimas envolvidas foram
identificadas, as esterases EstB e SidJ, que pertencem a duas familias distintas de proteinas,
superfamilia de esterases e familia proteica DUF1749 (dominio de funcdo desconhecida),
respectivamente. EstB é especifica para TAFC e SidJ é especifica para FC (GRUNDLINGER
et al., 2013b; KRAGL et al., 2007). Curiosamente, EstB € homologa a enzimas degradadoras
de sideréforos bacterianos tais como Fes em E. coli, que esta envolvida na liberacdo de ferro a
partir do siderdéforo enterobactina do tipo catecolato (BRICKMAN; MCINTOSH, 1992).

A maioria do ferro encontrado em um hospedeiro mamifero € na forma de heme, e a
maior parte do heme celular encontra-se ligado a hemoglobina dentro dos eritrocitos.
Portanto, ndo é surpresa que os fungos patogénicos podem usar heme como fonte nutricional
de ferro (BAILAO et al., 2012; PHILPOTT, 2006). O crescimento dos fungos C. albicans
(SANTOS et al., 2003; WEISSMAN; SHEMER; KORNITZER, 2002) e H. capsulatum
(FOSTER, 2002) é estimulado pela adicdo de hemoglobina ou hemina em meio de cultura
com auséncia de ferro, sendo que C. albicans expressa fatores hemoliticos e receptores de
superficie para a hemoglobina (MANNS; MOSSER; BUCKLEY, 1994; PENDRAK;
KRUTZSCH; ROBERTS, 2000). Em C. albicans, a proteina Rbt5 ancorada por GPI
(glicosilfosfatidilinositol) é o principal receptor da hemoglobina (WEISSMAN;
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KORNITZER, 2004). A aquisi¢do do grupo heme também é uma das fontes preferencias de
ferro em C. neoformans, com o envolvimento de proteinas auxiliadoras na assimilacéo e
absorcdo, como Cigl e Vps23 (CADIEUX et al., 2013; HU et al., 2013; JUNG;
KRONSTAD, 2008). Os sistemas de transporte para heme ainda ndo foram identificados em
fungos, porém, C. albicans transporta heme como uma molécula intacta, que é degradada
dentro do vacuolo pela heme oxigenase intracelular, codificada pelo gene hmx1 (PENDRAK
et al., 2004; SANTOS et al., 2003). Andlises in silico revelaram que o genoma do
Paracoccidioides contém ortélogos para os genes hmx1 e rbt5, sugerindo aquisicao eficaz de
ferro da hemoglobina por este fungo. O ortdlogo ao receptor de hemoglobina, Rbt5, foi
identificado como uma proteina de superficie ancorada a GPl que reconhece hemina,
protoporfirina e hemoglobina (BAILAO et al., 2012; SILVA et al., 2011).

A adaptacdo celular a deficiéncia de ferro requer uma regulacdo positiva de alta-
afinidade de aquisicdo do metal e regulagdo negativa de seu armazenamento e consumo,
enquanto a suficiéncia de ferro requer a resposta inversa (HAAS, 2014). Em A. fumigatus,
variacdes na disponibilidade de ferro causam uma extensa remodelagem transcricional que
afeta aproximadamente 13% dos genes codificadores de proteinas. Os dois reguladores
centrais que medeiam esse processo em nivel transcricional neste fungo, sdo os fatores de
transcricdo SreA e HapX (SCHRETTL et al., 2008, 2010). Durante a suficiéncia de ferro, o
fator GATA SreA, que se liga a sequéncia consenso ATCWGATAA, reprime a sistema de
captura de Fe de alta-afinidade, incluindo o sistema de siderdforos, para evitar toxicidade
devido ao acumulo do metal. Ja na deficiéncia de ferro, o fator transcricional (bZIP) HapX
reprime as vias de consumo de ferro, tais como respiracdo, biossintese de heme e processos
dependentes do complexo ferro-enxofre para poupar o ferro. Além disso, o HapX ativa 0
sistema de sideréforos (GSALLER et al., 2014; HAAS, 2014). SreA e HapX estdo ligados em
um laco feedback negativo: SreA reprime a expressdo de HapX durante a suficiéncia de ferro,
enquanto HapX reprime a expressédo de SreA na deficiéncia do metal (HAAS et al., 1999;
HORTSCHANSKY et al., 2015). Recentemente, HapX teve seu papel descrito na regulacdo a
homeostase de ferro no dermatofito patogénico Arthroderma benhamiae, porém mostrou-se
dispensavel para a viruléncia (KROBER et al., 2016). Em C. neoformans, HapX desempenha
papeis positivos e negativos na regulacdo da expressdo génica, como a influéncia negativa na
expressao de genes que codificam fungbes respiratorias e ciclo de TCA em condicGes de
deficiéncia de ferro e o papel regulador positivo na expressao de sideréforos transportadores

(JUNG et al., 2010). Os ortogolos para HapX e SreA no H. capsulatum sdo denominados
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HapX e Srel e desempenham funcdo semelhante a desenvolvida em A. fumigatus. (HWANG
et al.,, 2012). O fungo Blastomyces dermatitidis apresenta um fator transcricional GATA,
SREB, que estd envolvido na regulacdo da biossintese de sideréforos em condigdes de
abundancia de ferro, além de participar na morfogénese de patogeno (GAUTHIER et al.,
2010). A maioria das espécies de fungos possuem ortologos para SreA e HapX, sendo
confirmado o papel de SreA na regulacdo de sider6foros em N. crassa, C. heterostrophus, S.
pombe, A. pullulans e U. maydis (CHI et al., 2013; LABBE; PELLETIER; MERCIER, 2007;
VOISARD et al., 1993; ZHANG et al., 2013b; ZHOU; HAAS; MARZLUF, 1998).

Por outro lado, S. cerevisiae carece de ortdlogos para SreA e HapX, utilizando-se de
reguladores completamente diferentes, Aftl/2 e Cthl/2, que s&o conservados apenas em
espécies Saccharomycotina estreitamente relacionadas (KAPLAN; KAPLAN, 2009). Aft2
ativa a transcricdo de genes envolvidos no uso de ferro intracelular na auséncia de Aftl.
Anélises de Northern blot, combinadas com experiéncias de imunoprecipitacdo de cromatina
em genes selecionados de cada classe, demonstraram que Aft2 ativa diretamente 0s genes
SMF3 e MRS4, envolvidos na homeostase de ferro mitocondrial e vacuolar, enquanto Aftl
ndo. A auséncia de Aftl ou Aft2 mostrou um aumento dependente de ferro na quantidade do
pardlogo remanescente (COUREL et al., 2005). Além da estimulacdo da captacdo e
mobilizacdo de ferro, Aftl e Aft2 também ativam a expressdo de Cthl e Cth2, proteinas
parélogas de ligacdo a mRNAs que facilitam a decomposicdo de mRNAs que codificam
proteinas que funcionam em vias metabolicas ricas em Fe. As alteracdes pds-transcricionais
relativamente pequenas nos niveis de mMRNA mediados por Cthl e Cth2 em comparacdo com
os efeitos em larga escala do controle transcricional por Aftl/Aft2, sugerem que Cthl e Cth2
funcionam para ajustar o metabolismo do ferro sob deficiéncia de ferro (OUTTEN;
ALBETEL, 2013).
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2. JUSTIFICAVA

A cromoblastomicose é uma doenca fangica crénica humana, lentamente progressiva,
que usualmente afeta a pele e/ou tecidos subcutaneos, que tem como principais agentes
etioldgicos F. pedrosoi e C. carrionii. Essa doenca caracteristicamente ocupacional afeta, em
sua maioria, trabalhadores rurais do sexo masculino, acometendo membros inferiores, sendo
potencialmente incapacitante. Somado a epidemiologia da doenca, a baixa eficiéncia das
atuais protocolos terapéuticos, o longo periodo de tratamento e o alto indice de recidiva das
lesbes, configuram a CBM como um grave problema de salde publica. Faz-se necessario
assim, o estudo sistematico dos agentes causadores dessa patologia, visando entender as
relacBes patdgeno-hospedeiro que provocam uma grande variedade de manifestacdes clinicas
e, consequentemente, contribuir para a proposicdo de ferramentas terapéuticas e diagndsticas
mais eficazes.

A capacidade de um fungo sobreviver em ambientes adversos é relacionada com sua
habilidade em captar nutrientes essenciais. O ferro € um micronutriente fundamental nesse
processo, e em geral, por se encontrar em quantidades limitadas e/ou associado a alguma
molécula, os microrganismos desenvolveram sistemas altamente especificos para adquiri-lo.
Durante o processo infeccioso, o hospedeiro reduz a disponibilidade deste metal como meio
de protecdo conhecido como imunidade nutricional, levando o patdégeno a aprimorar suas
estratégias de captacdo de ferro. Dentre elas, esta a producdo e absor¢do de moléculas de alta
afinidade pelo metal, chamadas sider6foros, considerada fator de viruléncia em fungos
filamentosos e dimdrficos. Os mecanismos envolvidos no processo homeostatico do ferro tém
sido descritos como potenciais atenuadores da viruléncia em varios fungos, estabelecendo sua
importancia na compreensao da infecgdo. Porém, até o presente, ndo foram realizados estudos
com os agentes etiologicos da CBM sobre os mecanismos de captacdo deste metal.

Os transportadores de sider6foros podem permitir a entrega de drogas especificas
para fungos durante a infeccdo por uma abordagem ‘“cavalo de Troia”, em que agentes
antimicrobianos conhecidos estdo ligados covalentemente a siderdforos. A sintese de
conjugados drogas-siderdforos, que sdo ativas contra bactérias e C. albicans, foi descrita. Em
bactérias, os beneficios identificados desta estratégia levaram, recentemente, a sintese de uma
série de antibidticos a base de sideroforos. Varios estudos demonstram que 0s conjugados
drogas-siderdforos tornam possiveis desenhar antibidticos com transporte celular mais

eficiente e reduzir o desenvolvimento de mutantes resistentes. A identificacdo destes
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transportadores em F. pedrosoi e C. carrionii possibilita o desenvolvimento de associagdes a
drogas antifangicas.

Diante de tais informacdes, uma abordagem sistematica e em larga escala sobre os
mecanismos moleculares relacionados a homeostase de ferro em F. pedrosoi e C. carrionii
mostra-se relevante, atendendo a necessidade de novas abordagens no entendimento da
biologia e da patogénese de tais fungos, bem como a incessante busca por métodos
terapéuticos que proporcionem uma melhoria da qualidade de vida dos pacientes acometidos
pela CBM.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Identificar e caracterizar os mecanismos de captacdo e homeostase de ferro pelas vias

redutiva e ndo-redutiva e sua regulacdo em F. pedrosoi e C. carrionii.
3.2. Objetivos especificos

e Buscar genes ortdlogos envolvidos na captacao redutiva e ndo-redutiva de ferro e sua
regulacao nos genomas de F. pedrosoi e C. carrionii;

e Auvaliar a expressdo dos genes ortélogos encontrados em condicGes de privacao de
ferro;

e Caracterizar a produgcdo de sideréforos em F. pedrosoi e C. carrionii e,
posteriormente, identifica-los;

e Avaliar fontes preferenciais de ferro utilizadas por F. pedrosoi e C. carrionii para o
crescimento em condicOes de privacdo de ferro9;

e Avaliar a utilizacdo de possiveis sideroforos, produzidos por F. pedrosoi e C.
carrionii, como fonte de ferro por linhagem sensivel a auséncia de sideroforos.

e Analisar a capacidade de F. pedrosoi e C. carrionii utilizarem ferro durante a

infeccdo de macrofagos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Analises in silico

Foram utilizadas sequéncias de genes relacionados a captacdo de ferro, incluindo a
biossintese e absorcdo de siderd6foros, e sua regulagdo na pesquisa de ortélogos dos genomas
de F. pedrosoi, disponivel no banco de dados NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/36244?genome_assembly_id=225492), e C. carrionii,
disponivel na plataforma SABIA (www.sabia.Incc.br). As sequéncias utilizadas s&o
principalmente de Aspergillus fumigatus, mas também incluem genes de Saccharomyces
cereviseae, obtidas a partir dos bancos de dados Aspergillus Genome Database e
Saccharomyces Genome Database, respectivamente. Usando a ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) , a pesquisa por ortélogos foi baseada na similaridade das
sequéncias.

As sequéncias de aminodcidos referentes aos ortélogos encontrados em F. pedrosoi e
C. carrionii foram submetidas a analises de predi¢des de dominios conservados, peptideos
sinais e seguimentos transmembréanicos utilizando o software SMART (SCHULTZ et al.,
1998) e 0 banco de dados de familias proteicas Pfam (FINN et al., 2014).

4.2. Cultivo dos fungos

F. pedrosoi (CBS 27.137) e C. carrionii (KSF) foram utilizados nesse trabalho. As
culturas celulares, de ambos os fungos, foram mantidas em meio Batata Dextrose Agar (BDA)
a 22°C. Para diferenciagdo celular em conidios, foram utilizados meios distintos para cada um
dos fungos. F. pedrosoi foi inoculado em meio complexo de Kauffman (PALMEIRA et al.,
2006b), contendo: glicose, 5g; extrato de levedura, 2g; NaNOs, 1g; K:HPO4, 1g; MgSOs X
7H20, 5¢; propionato de sédio, 1g; por litro de agua destilada. O meio foi ajustado a pH 5.5
com HCI 1 M e autoclavado a 121°C por 15 minutos. Em contraste, 0 meio sintético
Butterfield (BF) modificado (ALVIANO et al., 2003; BUTTERFIELD; JONG, 1976) foi
utilizado para inocular C. carrionii, com a seguinte composi¢do: MgSOs x 7H20, 0,1g;
NH4NOs, 1,59; KH2POs, 1,89; biotina, 5ug; tiamina, 100ug; glicerol, 6,5g; e agua destilada
para 1 litro. O pH do meio foi ajustado para 6.5 antes de ser autoclavado a 121°C por 15
minutos. Ambas as culturas foram incubadas a 28°C por 10 dias e o0s conidios, posteriormente,

foram isolados por filtragdo atraves de gaze.
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Para analise de expressdo durante privacdo de ferro, os fungos foram repicados em
meio Batata Dextrose liquido, em frascos sob agitacdo a 28°C por 7 dias. Apo6s quatro
lavagens com tampdo fosfato-salino (PBS) 1X (1.4 mM KH2PQO4, 8 mM NaxHPOa, 140 mM
NaCl, 2.7 mM KCI; pH 7.4), sequidas de centrifugacdo a 4000 rpm, as células foram
transferidas para meio quimicamente definido MMcM (RESTREPO; JIMENEZ; CULTURE,
1980) contendo 100 uM de sulfato ferroso amoniacal ou MMcM com 50 uM de é&cido
dissulfénico da batofenantrolina (BPS), quelante especifico de ion ferroso, a 28°C sob

agitacdo. As culturas foram realizadas em triplicata.
4.3. Extracdo de RNA total e andlise por PCR em tempo real

Micélios foram coletados ap6s 24 horas nas condi¢cdes de privacdo e abundancia de
ferro, maceradas em gral e pistilo até completa pulverizacdo com posterior lise em agitador
mecanico (Mini-Beadbeater — Biospec Products Inc.) na presenga de TRI Reagent (Sigma-
Aldrich). Em seguida, o RNA total foi extraido e purificado utilizando Kit Direct-zol RNA
MiniPrep (Zymo Research). Quantidades iguais de RNA (1 pg) foram tratadas com DNAse |
(Promega Corporation) e transcritas de forma reversa (High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits — AppliedBiosystems). Os cDNAs foram entdo utilizados nos ensaios de
PCR em tempo real (QRT-PCR — StepOnePlus™ — Applied Biosystems Inc.). As reagdes de
amplificacdo foram realizadas por 40 ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 1 min, apds a
desnaturacdo inicial a 95°C por 10 min, em reacdes de 20 pl contendo 2 pl de cada
oligonucleotideo, 10 pl da mistura completa para PCR contendo SYBR Green e 4 ul da
reacdo de cDNA molde. As sequéncias de oligonucleotideos sendo (sentido) e antisenso
(antisentido) estdo listados na Tabela 1. As reacGes de PCR em tempo real foram realizadas
em triplicata para cada amostra de cDNA.

Os valores de expressdo foram normalizados através do método de comparagdo do
ciclo limiar (CT) usando como controles enddgenos os transcritos dos genes constitutivos beta
tubulina (Z517_05482) para F. pedrosoi e actina (CC_02925) para C. carrionii. Os resultados
também foram submetidos a analise da curva de desnaturacdo ou curva de melting, afim de
confirmar a especificidade da amplificagdo. Uma curva padréo relativa foi gerada agrupando
uma aliquota de cada amostra de cDNA diluida em série de 1:5 até 1:125. Aplicou-se o
método da curva padrdo (BOOKOUT et al., 2006) para quantificacdo relativa para calcular os

niveis de expressao relativos dos transcritos de interesse. O teste t de Student foi aplicado nas
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andlises estatisticas. Foram consideradas diferengas estatisticamente significante quando p <

0,05.

Tabela 1. Oligonucleotideos senso e antisenso utilizados nas reagbes de RT-PCR para

avaliacdo da expressao génica.

Gene F pedrosoi

Oligo senso

Oligo antisenso

hapX
sreA

ftrAl

ftrd2
sidA
sidl

tubp

Gene C. carrionii

hapX
sreA

firdl

fird2

sidA
sidl

act

CGAGATCAACGACTTCCGGA
CTGGGTCAAGTCTGCAGCAA
GAAGTTGCGGAACCAGGTCT
GCGCATCAACAAGACCAAGG
GAGGCCGGCGCTATTTCCA
AGTTCACCAGTAGTTACGGCT

CGACCGAATGATGGCCACTT

TGCACCTTGGAGACCCGCT
ACCTGAGCATACTTCCGGCA
GAAGCTGCGCAACCAGGTCT

CTCGGTGCTGCTCTCGTTC
AGTCGATCCTCCCACACAAG
GACATCATCATCAGGGGTGG

TGGCAACGAACGATTCCGAG

TGGGCGTCGCGGAGATCG
GGCGAGGACTTTCAGGAGG
GGCAAGGAGCGCAAAGATAC
CACGAAGGGTGGTGATGAAG
TCATTGAAGACCTCGGCAGC
CTCACCAACCGGTACGATTC

CAAATGTCGTAGAGAGCCTCG

ACACTCTCTGGGTTCGAGCT
CACTTGCTCCATCTTCGGGT
GCGACTAGGGCGAACACAC
GGCCCAGACCGTAGAAGAC
CGGAGGAGTGCAGGACGC
GCCTCCTCGCTGGTCTGC

CATAGTAGTACCACCAGACATG

4.4. Ensaio Overlaid — Chrome Azurol S (O-CAS)

A producdo de sideroforos foi detectada qualitativamente através do ensaio
colorimétrico de Cromo Azurol S (PEREZ-MIRANDA et al., 2007). Os fungos foram

cultivados a 22°C durante 10 e 15 dias em placas contendo MMcM so6lido na presenca e

auséncia de ferro. Como controle, para quantidade suficiente de ferro, foi adicionado sulfato

ferroso amoniacal a uma concentragéo final de 100uM. Completados o tempo de crescimento,

0 meio CAS foi preparado com modificagdes minimas. Assim, para um litro foram utilizados

Chrome azurol S (CAS) 60.5 mg; brometo de hexadeciltrimetilaménio (HDTMA) 72.9 mg;
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piperazina-1,4-bis(acido 2-etanosulfénico) (PIPES) 30.24 g; e solugdo de cloreto férrico 830,2
pl (30 mM FeCls em 10 mM de HCI). Agarose (0.9%, w/v) foi utilizada como agente
solidificante. Composto CAS foi diluido em agua, sendo posteriormente adicionada a solucéo
de cloreto férrico e HDTMA, também diluido previamente em &agua. O liquido resultante
dessa mistura, de coloragdo azul escuro, foi autoclavado a 121°C por 15 min. Em outro
recipiente, PIPES e agarose formaram uma mistura que, por sua vez, também foi autoclavada.
Em seguida, apos resfriamento a 50°C as solugdes foram misturadas, sendo aplicado 15 ml de
O-CAS sobre cada placa contendo a cultura celular com a intencéo de evidenciar a presenca
de sideroforos. Neste ensaio, é observada uma transicdo de cor de azul para laranja quando o
ion férrico fracamente ligado ao CAS é sequestrado por sider6foros que possuem uma maior

afinidade por Fe®*.
4.5. Ensaio perclorato férrico

Sobrenadantes de F. pedrosoi e C. carrionii foram submetidos ao ensaio
colorimétrico de perclorato férrico afim de caracterizar a presenca de siderdforos do tipo
hidroxamato (ATKIN; NEILANDS; PHAFF, 1970). Para tal, as células foram cultivadas a
28°C em meio Batata Dextrose liquido por 7 dias e, apés sete lavagens com PBS 1X seguidas
por centrifugacdo, transferidas para o meio MMcM liquido na auséncia de ferro e MMcM
contendo 100 uM de sulfato ferroso amoniacal. Apds 30 dias, o sobrenadante coletado foi
esterilizado por filtracdo (poro de 0,22 um) e liofilizado. As amostras foram entdo dissolvidas
em um décimo do volume original com H2O (MilliQ-water). Em seguida, foram preparadas
aliquotas de 250 pl, além de duas aliquotas de MMcM estéreis com e sem ferro usadas como
controle. Foi entdo adicionado o volume de 1,25 ml de Fe(ClO4); a 5 mM em cada aliquota,
sendo todas posteriormente incubadas a temperatura ambiente por aproximadamente 5
minutos. A mudanca da coloracdo, originando uma pigmentacéo laranja escuro, caracteriza a

producdo de hidroxamatos.
4.6. Purificacdo e identificacdo dos sideroforos

Para isolar e caracterizar os sideroforos intracelulares e extracelulares produzidos por
F. pedrosoi e C. carrionii, as células foram cultivadas em meio MMcM sem ferro durante 10,
15 e 30 dias. Os sobrenadantes foram coletados e liofilizados apos filtragcdo (0,22um). As
amostras foram dissolvidas e concentradas em 10x com H2O para andlise subsequente. Ja 0s

extratos celulares foram colhidos por centrifugacéo e lavados cinco vezes com PBS 1X para

45



eliminar dos siderdforos secretados. As células foram maceradas com nitrogénio liquido até
completa pulverizagdo. O po foi ressuspenso em agua (1 ml de agua estéril / 4 ml de cultura) e
a suspensao foi centrifugada. Os detritos celulares foram descartados, os sobrenadantes foram
filtrados (0,22 mM) e liofilizados. Para submissdo a analise, as amostras também foram
dissolvidas e concentradas a um décimo do volume original em &gua MilliQ (SILVA-
BAILAO et al., 2014b).

Afim de converter sideroforos desferri (sider6foros na forma que adquire ferro) em
ferri (siderdforos carregados de ferro), adicionou-se as amostras 250 ml de FeSO4 a 100 mM.
Uma aliquota de 2,5 ml foi aplicada a uma coluna Amberlite XAD-16 (Rohom and Haas,
Philadelphia, PA, USA). Os complexos ferro-sider6foros foram eluidos com 2 ml de etanol,
que por sua vez foi evaporado por centrifugacdo a vacuo. O sedimento seco foi solubilizado
em 100 ml de &gua, sendo que 10 ml foram aplicados a HPLC (KONETSCHNY-RAPP et al.,
1988) utilizando uma coluna de fase reversa (Nucleosil C1g, 5 mm, 4 x 250 mm, Macherey-
Nagel, Duren, Alemanha) para caracterizacdo do tempo de retencdo dos siderdforos. A
cromatografia foi realizada com um gradiente de acetonitrila em dois passos partindo do
solvente A (dgua) — solvente B (85% acetonitrila) com &cido trifluoroacético 0,1% (TFA)
adicionado a ambos os solventes. A concentracdo de solvente B foi aumentada linearmente de
6% para 15% durante 10 min, de 15% para 60% durante 25 min e mantida a 60% durante 5
min. As fraccOes obtidas deste modo foram recolhidas, liofilizadas e armazenadas a 220°C.

A determinacdo da massa molecular das amostras obtidas por RP-HPLC foi realizada
utilizando um espectrémetro de massas LTQ Velos (Thermo Fisher Scientific) equipado com
uma fonte de eletropulverizacdo (ESI-MS, Electrospray lonization Mass Spectrometry)
(SILVA-BAILAO et al., 2014b). As amostras foram dissolvidas em metanol aquoso a 50%
contendo &cido formico a 0,1%, e infundidas diretamente na fonte de ions utilizando a bomba
de seringa. A tensdo da eletropulverizacdo foi ajustada para 4,0 kV e o capilar aquecido foi
mantido a 270°C.

4.7. Ensaio de captacdo cruzada de siderdforos

Foi também investigado pelo presente estudo a utilizacdo de sideroforos produzidos
pelos fungos negros F. pedrosoi e C. carrionii a partir de uma linhagem mutante para
biossintese de siderdforos (4sidA) de A. nidulans (EISENDLE et al., 2003), incapaz de
crescer em meio deficiente de ferro. A cepa de A. nidulans AsidA foi cultivada para obtengéo

dos conidios a 37°C em meio minimo de Aspergillus (AMM), conforme descrito
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(PONTECORVO et al., 1953), contendo 1% de glicose como fonte de carbono, 20 mM de
glutamina como fonte de nitrogénio, 10 mM de FeSOs, 20 mg I de biotina e 10 pM de
triacetilfusarinina C (TAFC). Para realizacdo do ensaio, as células de F. pedrosoi e C.
carrionii foram cultivadas em placas contendo MMcM é&gar contendo 50 UM de BPS. Apoés
15 dias, os esporos de linhagem de Aspergillus nidulans mutante 4sidA foram inoculados,
dispostos em trés pontos distando 2 cm dos limites das colonias de F. pedrosoi e C. carrionii.
Esporos de A. nidulans 4sidA também foram incubados em placas contendo MMcM agar com
200 uM de BPS, na auséncia de células de F. pedrosoi e C. carrionii, como controle. Os

resultados foram observados apos 10 dias.
4.8. Crescimento em diferentes fontes de ferro

Na intencdo de investigar o crescimento fungico em diferentes fontes de ferro,
conidios de F. pedrosoi em solucéo 5 x 10’ e de C. carrionii em solugdo 5 x 10°, foram
inoculados em meio MMcM sélido suplementado, com exce¢do da condicdo sem ferro (50
UM BPS), com os seguintes nutrientes: 30 UM de ferro organico, 30 UM de ferro inorganico,
30 UM de hemoglobina, 10 uM de halo-transferrina, 10 pg/ml de ferritina e 10 uM de
sideroforo ferrioxamina B (FOB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

4.9. Analise da captacao de ferro durante infeccdo em macrofagos

Foram utilizados neste experimento, macrofagos da linhagem celular J774 A.l
(Banco de células BCRJ, Rio de Janeiro, nimero de acesso 0121), mantidos em meio RPMI
(RPMI 1640, Vitrocell, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C
com 5% de CO2. 4 x 10%/ml de macréfagos foram semeados em cada poco de placa de cultura
de tecido. Para ativacdo dos macrofagos (YOUSEFF et al., 2012), foi adicionado 10 U/ml de
interferdo-gama (IFN-y) murino (PeproTech, Rocky Hill, New Jersey, USA) por 24h. Para a
infeccdo, uma quantidade de 5:1 conideo:macrdfago, foi adicionada aos pocos; sendo co-
cultivados por 8 horas a 37°C com 5% de CO>. Em seguida, os macrofagos infectados foram
lavados com PBS 1X e suplementados com novo meio, enriquecido com duas fontes distintas
de ferro, uma organica (citrato férrico) ou outra inorganica (sulfato ferroso amoniacal), além
de amostras suplementadas com BPS, permanecendo por mais 16 horas a 37°C e atmosfera de
5% de CO2. Os macrofagos infectados foram novamente lavados com PBS 1X e, por fim,
lisados com &gua destilada. Dilui¢des dos lisados foram plaquadas em meio batata dextrose

agar. As unidades formadoras de colonia (CFU) foram contadas apés 4 dias. As CFUs foram
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expressas como o valor médio + a partir de duplicatas, e as andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o teste t de Student.
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacd@o e caracterizagdo in silico de genes relacionados a captacéao e

homeostase de ferro em F. pedrosoi e C. carrionii

Inicialmente, o rastreamento teve como alvo 0s genes descritos na literatura como
envolvidos na manutengdo da homeostase de ferro em A. fumigatus. Em ambos o0s
microrganismos, F. pedrosoi e C. carrionii, foram encontradas sequéncias preditas como
proteinas envolvidas nos mecanismos de captacdo e homeostase de ferro. Todas as sequéncias
submetidas a analise e as homdlogas encontradas em F. pedrosoi e C. carrionii estdo

relacionadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Genes de F. pedrosoi e C. carrionii potencialmente envolvidos na homeostase de ferro.

; Sequéncias Sequ?ncias
Prote.l nas A, Funcéo predita homologas Identidade e-value homqlogas 3 Identidade e-value
fumigatus Fonsecaea pedrosoi Cladophialophora
P carrionii
HapX Fator transcricional 06288 44% 4e-87 01554 43% e-105
SreA Fator transcricional 01439 45% le-62 05818 41% 5e-75
FtrA Permease 04451 60% le-155 07299 65% e-129
00276 60% 7e-134 03583 60% e-114
FetC Ferroxidase 04450 57% 0.0 06747 58% 0.0
00275 52% 0.0 03382 52% 0.0
SidA Biossintese de sideroforos 02623 52% 4e-162 04832 53% e-137
SidC Biossintese de sideréforos 02622 28% 0.0 04490 26% 0.0
SidD Biossintese de sideréforos 10058 63% 0.0 02213 63% 0.0
SidF Biossintese de sideréforos 10056 62% 0.0 02426 61% e-170
SidG Biossintese de sideréforos - - - - - -
SidH Biossintese de sideroforos 10055 57% 2e-109 07463 48% 3e-70
Sidl Biossintese de sideréforos 10054 59% 0.0 02353 57% e-174
SidJ Biossintese de sideréforos 06207 37% 3e-54 01666 34% 6e-31
SidL Biossintese de sideréforos 09087 56% 0.0 04002 57% e-175
Proteinas S.
cereviseae
Ftrl Permease 04451 56% le-127 07299 53% e-106
00276 50% Te-125 03583 51% e-105
Fet3 Ferroxidase 04450 49% 0.0 03382 50% e-175
00275 48% 0.0 06747 47% e-161
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Entre as sequéncias identificadas, estavam inclusos todos os genes, exceto sidG, que
codificam proteinas possivelmente envolvidas na biossintese de sideroforos (sidA, sidC, sidD,
sidF, sidH, sidl, sidJ e sidL) (Tabela 2). Dominios conservados semelhantes em F. pedrosoi e
C. carrionii foram preditos para todas as sequéncias de aminoacidos da biossintese de
sideroforos, porém, os dominios encontrados em SidC revelaram peculiaridade na
organizacdo modular (Figura 9). As sequéncias de SidA contém dois dominios preditos de
oxidoredutases. O primeiro, K oxigenase, € 0 segundo dominio, pyr redox. As proteinas
putativas sidC possui os seguintes dominios: dominios de ligacdo a AMP, dominios PKS PP
que remetem a fosfopanteteina (ou fosfato de panteteina 4'); dominios de reagdo de
condensacdo; e dominios AMP-ligante C, que possui um nucleo de folha beta central
flanqueado por alfa hélice. SidD putativas compartilham de um dominio de ligacdo a AMP,
seguido de dois grupamentos contendo um dominio ligante a PP, que esta relacionado a
fosfopanteteina, e um dominio de condensagdo. Os aminoacidos de SidF apresentam um
unico dominio AlcB, regido conservada de 45 residuos, assim como as proteinas putativas
sidL. Proteinas SidH revelaram duas regiGes conservadas de enoil-CoA hidratase (ECH), 1 e
2, respectivamente, da superfamilia cronotase. Por fim, as sequéncias de SidJ demonstraram
dois dominios preditos, DUF1749 e abidrolase 6, esta ultima referente a hidrolase de dobra
alfa/beta.
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Figura 9. Dominios e organizacdo modular de peptideos sintetases ndo-ribossomais. Os
dominios estdo representados pelas seguintes cores: Preto = K oxigenase, cinza escuro = Pyr
redox 2, laranja = AMP-ligante, roxo = condensacdo; Verde = PKS PP, vermelho = AMP-
ligante C, amarelo = PP-ligante, branco = AlcB, verde escuro = ECH 1, rosa = ECH 2, azul
escuro = DUF1749, azul claro = Abidrolase 6. O comprimento das proteinas, em

aminoéacidos, € medido pela escala indicada.

Ambos organismos também apresentaram resultados semelhantes na busca referente
as proteinas permease e ferroxidase, sendo encontradas em cada um deles duas permeases
(ftrAl e ftrA2) e duas ferroxidases (fetCl e fetC2) (Tabela 2). Por este motivo,
adicionalmente, proteinas envolvidas na assimilacdo redutiva de ferro descritas em S.
cereviseae, com sequéncias disponibilizadas no banco de dados Saccharomyces Genome
Database (SGD) (http://www.yeastgenome.org/), também foram incluidas na busca por
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sequéncias homdlogas, sendo confirmado o resultado previamente atribuido a busca derivada
de sequéncias de A. fumigatus, sugerindo que ambos os fungos poderiam utilizar dois
sistemas de captacédo redutiva de ferro. As proteinas preditas como pertencentes ao complexo
ferroxidase-permease também demonstraram dominios conservados tipicos (Figura 10).
Ambas as permeases (Ftrl e Ftr2) de F. pedrosoi e C. carrionii possuem o dominio Ftrl
segundo banco de familias proteicas Pfam (FINN et al., 2014), caracteristico da fungéo
bioldgica de transporte transmembranico de ferro. Além disso, cada permease de alta
afinidade por ferro também apresentou sete dominios transmembranicos (Tabela 3). No que
diz respeito as ferroxidases FetCl e FetC2 preditas em F. pedrosoi e C. carrionii, foram
observados um peptideo sinal na regido N-terminal, além de uma estrutura de trés dominios
com motivos de oxidase multicobre (tipo 1, tipo 2 e tipo 3, respectivamente) (Figura 10).
Proximo a regido C-terminal, as ferroxidases também contam com um dominio

transmembranico (Tabela 3).

F. pedrosoi
366 aa 376 aa
il 2 an aroelll 2 om g
647 aa 628 aa

C. carrionii
365 aa 373 aa
R 2 s sl 2 o grow
637 aa 625 aa

Figura 10. Dominios tipicos revelados por permeases e oxidases. As proteinas de ambos 0s

organismos apresentaram dominios semelhantes. As sequéncias de aminoacidos das
permeases (FtrAl e FtrA2) apresentaram um dominio da familia Ftrl representado por
retangulos pretos. As oxidases (FetC1 e FetC2) exibiram um peptideo de sinal mostrado em
elipses cinza-claros e trés dominios de oxidase de cobre ilustrados por hexagonos cinza-
escuros. As oxidases multicobre incluem ferroxidases. O tamanho de cada proteina, em

aminoacidos, esta indicado a direita do desenho.
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Tabela 3. Dominios transmembranicos identificados em ferroxidases, permeases e

transportadores de sideréforos putativos.

Proteina F.
pedrosoi

Numero de
acesso

Funcio predita

Dominios
transmembrinicos

FtrAl

FtrA2

FetC1

FetC2

10052

11666

04664

02389

07865

09577

06750

05760

Proteina C.
carrionii

FtrAl

FtrA2

FetCl

FetC2

03365

02321

06890

03414

01135

04614

XP_013285234

XP_ 013288696

XP_013285233

XP_013288695

XP_013281414

XP_013278704

XP_013285446

XP_013286953

XP_013281840

XP_013280939

XP_013283943

XP_013286540

Permease de ferro de alta afinidade

Permease de ferro de alta afinidade

Ferro-O,-oxidoredutase

Ferro-O,-oxidoredutase

Transportador de sideréforo

Transportador de sider6foro

Transportador de sider6foro

Transportador de sider6foro

Transportador de sider6foro

Transportador de sideréforo

Transportador de sideroforo

Transportador de sider6foro

Permease de ferro de alta afinidade

Permease de ferro de alta afinidade

Ferro-O2-oxidoredutase

Ferro-O2-oxidoredutase

Transportador de sideréforo

Transportador de sider6foro

Transportador de sideréforo

Transportador de sider6foro

Transportador de sideréforo

Transportador de sider6foro

7

14

14

14

14

13
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Foi realizada também uma busca por homdlogos de transportadores de sider6foros de
A. fumigatus e S. cereviseae. Em F. pedrosoi foram apontadas oito sequéncias de potenciais
transportadores, enquanto em C. carrionii, seis sequéncias foram consideradas potenciais
codificadoras de transportadores de sideroforos (Tabela 4). Apenas a sequéncia proteica
05760 de F. pedrosoi ndo apresentou dominio MFS (Superfamilia dos facilitadores
maioritarios) (Figura 11). Ainda se tratando dos transportadores putativos de F. pedrosoi, as
sequéncias 10052, 04664, 02389 e 06750 também apresentaram dominio de efluxo do
tricoteceno (TRI12). Em C. carrionii, apenas a sequéncia 03365 ndo compartilhou da regido
conservada TRI12. Os transportadores putativos 02389 de F. pedrosoi e 06890 de C. carrionii
ainda apresentaram dominio MFS adicional, somando assim dois dominios semelhantes. Em
F. pedrosoi, a grande maioria das sequéncias revelaram 14 dominios transmembranicos
(Tabela 3), com excecdo das putativas 04664 e 05760, que revelaram 12 e 13 dominios
transmembranicos conservados, respetivamente. Ja em C. carrionii as proteinas putativas
03365, 02321 e 01135 compartilham 14 regides transmembranicas, enquanto 06890 e 03414
possuem 12 semelhantes regides e 04614 que, por sua vez, apresenta 11 dominios

transmembranicos (Tabela 3).

F. pedrosoi C. carrionii

ot 1666 ez
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i

t

Figura 11. llustracdo de dominios encontrados em possiveis transportadores de
sideroforos. Sequéncias de aminoacidos referentes as proteinas preditas como envolvidas no
transporte de siderdforos. As proteinas apresentaram os seguintes dominios: superfamilia dos
facilitadores majoritarios (MFS1), representados por retangulos pretos e cinza claros, e TRI12
(retdngulos cinzas escuros). O tamanho das proteinas, em quantidade de aminoéacidos, esta

descrito a esquerda da sequéncia.
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Tabela 4. Provaveis transportadores de siderdforos encontrados em F. pedrosoi e C.

carrionii atraves de busca por homologia.

Transportadores de Sequéncias Sequéncias
sider6foros em A. homélogas Identidade e-value homologas Identidade e-value
Jfumigatus em F. pedrosoi em C. carrionii

MirB 11666 55% 0.0 03365 52% e-177
10052 46% 0.0 02321 47% e-155
04664 42% 4e-150 06890 41% e-128
02389 38% le-122 03414 41% e-117
07865 37% 3e-121 01135 30% 4e-67
09577 34% 2e-110 04614 27% Te-51

MirC 10052 35% 2e-106 06890 34% 4e-91
04664 35% 6e-106 02321 35% 5e-91
06750 35% 2e-104 01135 32% 2e-89
11666 36% 1e-95 03365 33% le-88
07865 32% 1e-90 03414 33% 2e-76
09577 31% 3e-88 04614 28% le-66
02389 33% 5e-83

MirD 10052 62% 0.0 02321 61% 0.0
11666 55% 0.0 03365 54% e-177
04664 43% Se-164 06890 46% e-131
07865 39% 9e-130 03414 41% e-117
09577 37% 5e-129 01135 29% le-62
02389 38% 3e-125 04614 25% 3e-50

Transportadores de
siderdforos em S.

cereviseae
Arnl 06750 41% le-152 01135 41% e-125
05760 38% 5e-152 03365 26% 3e-51
06890 25% 6e-50
02321 25% 2e-48
04614 27% le-47
03414 25% le-41
Tafl 06750 38% le-134 01135 40% e-114
05760 37% 2e-109 06890 27% le-54
02321 26% 4e-48
04614 24% le-47
03365 24% le-44
03414 28% 6e-44
Sitl 06750 47% 3e-168 01135 48% e-142
05760 40% 3e-135 03414 27% 3e-52
03365 28% 7e-49
06890 25% 2e-48
02321 24% 3e-48
04614 25% Se-44
Enbl 06750 34% 8e-102 01135 33% 1e-89
05760 32% 9e-81 02321 27% 3e-53
03365 26% 2e-50
06890 24% 2e-49
04614 24% 4e-49
03414 24% 4e-41

Foram também encontradas sequéncias homdélogas correspondentes aos provaveis
fatores transcricionais hapX e sreA (Tabela 2). As sequéncias proteicas dos fatores de
transcrigdo HapX de F. pedrosoi e C. carrionii, contendo 509 e 495 residuos de aminoacidos

de comprimento, respectivamente, apresentaram o0s seguintes dominios (Figura 12): Minimo
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motivo de ligag&o dos fatores de transcri¢do da familia Hap e um dominio bZIP (regiéo bésica
ziper leucina). Os fatores transcricionais SreA, por sua vez, revelaram conter dois
caracteristicos dominios dedos de zinco tipo-GATA em tandem, separados por 114 e 115
aminoacidos em F. pedrosoi e C. carrionii, respectivamente. Foi identificado também na
regido C-terminal dos fatores transcricionais SreA, um dominio predito super-hélice (do

inglés, coiled-coil).

F. pedrosoi

_I. HapX
SreA< > O O

C. carrionii

_I. HapX
SreA < > O O

Figura 12. Dominios conservados encontrados nos fatores de transcricdo HapX e SreA.

Sequéncias foram submetidas a alinhamentos em analises bioinformaticas para predizer
dominios caracteristicos de respectivos ortdlogos. Em ambos os microrganismos HapX
apresentou dois dominios funcionais, enquanto SreA revelou trés dominios conservados.
Numeros de acessos em F. pedrosoi: HapX (XP_013283482), SreA (XP_013289853).

Em F. pedrosoi e C. carrionii, a analise de organizacdo gendmica revelou que ha
formagéo de clusters abrangendo grande parte dos genes envolvidos na homeostase de ferro
(Figura 13). Em ambos, dois clusters reinem os genes envolvidos na assimilagdo redutiva de
ferro, cada cluster contendo uma permease e uma ferroxidase, reforcando a hipétese de que os
dois organismos possuem dois sistemas permease-oxidase. Além destes, a maioria dos genes
biossinteticos de sideroforos também se apresentam organizados em outros dois clusters
acrescidos de um possivel transportador de sider6foro. Os genes ortélogos sidA e sidC
constituem um dos clusters em ambos fungos. Ja em relacdo aos genes constituintes do
segundo cluster, F. pedrosoi apresenta um transcrito a mais que C. carrionii. Os genes
ortologos Fp10052, provavel transportador de siderdforo, sidl, sidH, sidF e sidD integra este

cluster em F. pedrosoi. Entretanto, em C. carrionii, este cluster ndo conta com 0 gene
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ortélogo sidH, sendo composto apenas por sidD, sidF, sidl e 02321, sendo o Ultimo, um

provavel codificador de transportador de sideréforo.
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Figura 13. Analise de organizacao genémica revela clusterizacdo dos genes envolvidos na
homeostase do ferro. llustracdo esquematica da localizacdo dos genes envolvidos na
biossintese de sideroforos e captacdo redutiva de ferro nos genomas de F. pedrosoi e C.
carrionii. Os genes sdo representados na ordem de sua localizagdo cromossémica. A distancia
entre genes e seu tamanho é medida pela escala indicada. Ambos os genomas apresentam
resultados similares. O respectivo supercontig, em F. pedrosoi, e contig, em C. carrionii, Sdo

indicados a direita do cluster génico.

A regido consenso CCAAT (HORTSCHANSKY et al., 2015), consistindo de uma
estrutura de nucleo heterotrimérico altamente conservada em eucariotos que constitui um
importante regulador transcricional geral, foi identificada por busca homologa simples na
regido promotora do gene ortologo do fator transcricional hapX em F. pedrosoi e C. carrionii.
Esta busca foi posteriormente estendida a regido promotora de todos os genes preditos como
envolvidos na homeostase de ferro (Figura 14). Anélise semelhante foi entdo realizada para
determinar se poderia ser estabelecida uma correlagdo entre a presenca de sitios de ligacdo ao
fator de transcrigdo SreA. Vérios motivos HGATAR (H= A, Cou G; R = A ou G), que
representam provaveis locais de ligacdo para fatores de transcricdo do tipo GATA, foram
observados em muitas das sequéncias promotoras analisadas, tais como sreA e hapX (Figura
14).
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Figura 14. Sitios de ligacdo putativos para fatores de transcri¢do do tipo GATA e complexos de ligacdo do fator de transcricdo HapX. A
grande maioria dos genes envolvidos na homeostase de ferro apresentaram regides consenso HGATAR (H=A, Cou G, R = A ou G) e/ou

CCAAT localizadas na regido promotora. Foram analisados 1500 nucleotideos anteriores ao gene.
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5.2. Expressédo de genes envolvidos nos mecanismos de captacdo de ferro e sua

regulacéo

O perfil de expresséo dos genes sidA, sidl, ftrAl, ftA2, hapX e sreA de F. pedrosoi e
C. carrionii foi avaliado por analise quantitativa de PCR em tempo real a fim de caracterizar a
influéncia da disponibilidade de ferro sobre o perfil transcricional dos mesmos. O gene sidA
(L-ornitina-N®-monooxigenase) catalisa 0 primeiro passo comprometido da biossintese do
siderdforo de tipo hidroxamato (SCHRETTL et al., 2004) e o gene sidl é necessario para a
biossintese de siderdforo extracelular (YASMIN et al., 2012). Em F. pedrosoi (Figura 15), a
expressao de sidA foi aumentada em aproximadamente 2,2 vezes sob condi¢des de deficiéncia
de ferro em relacdo a expressdo em condicBes de abundancia de ferro. A superexpressdo de
sidl também foi evidente quando comparado as duas condic¢des de cultivo, sendo quase 35
vezes mais expresso em condicfes de privagdo de ferro. Em C. carrionii (Figura 16), a
expressao de sidA foi quase 16 vezes menos expresso sob condi¢fes abundantes de ferro em
comparacdo com a expressdo sidA na auséncia de ferro livre. Ja sidl exibiu uma taxa de
expressao de aproximadamente 77 vezes com a baixa disponibilidade do metal.

Células de F. pedrosoi cultivadas em meio restrito de ferro demonstraram uma taxa
de inducdo da permease putativa ftrAl, com maior identidade na busca prévia por homologos
(60% e 56% de homologia a proteinas de A. fumigatus e S. cereviseae, respectivamente),
cerca de 17x maior, comparada ao controle. Ja a expressao génica da permease putativa ftrA2,
que apresentou menor identidade aos homologos, foi aproximadamente 11x (Figura 15). Por
outro lado, em C. carrionii, a diferenca de expressdo entre ftrAl e ftrA2 nas condicdes de
deficiéncia de ferro comparadas as condicOes de replecdo de ferro, foi consideravelmente
maior. A expressdo do gene putativo ftrAl foi aproximadamente 49 vezes maior em condigdes
de caréncia de ferro, enquanto a expressao de ftrA2 foi pouco mais que 2 vezes maior na
mesma condicdo, comparadas a expressdao em meio repleto de ferro (Figura 16). Estes
resultados ndo apenas reforcam a hipotese da existéncia de dois sistemas independentes de
captacdo redutiva de ferro, em ambos os fungos, como também sugerem que o primeiro
sistema redutivo, de maior homologia, possui uma afinidade maior por ferro do que o segundo
sistema.

Consistente com 0s papeis opostos sugeridos para hapX e sreA como fatores
transcricionais regulados de forma reciproca frente a disponibilidade de Fe, a expressdo de
hapX é reduzida sob condigdes de replecdo de ferro. Consequentemente, hapX é
superexpresso durante as condic¢des de privagdo de ferro, tanto em F. pedrosoi (quase cinco
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vezes mais expresso) (Figura 15), quanto em C. carrionii (aproximadamente quatro vezes
mais expresso) (Figura 16). Em contrapartida, altos niveis de transcricdo de sreA foram
registrados sob condi¢des suficientes de ferro nos dois microrganismos de estudo. As taxas de
expressao foram cinco e cinquenta vezes maiores em F. pedrosoi e C. carrionii,

respectivamente.

sidA sidl
<
R 25T * 40 + "
= ; 35
E 2% 30 £
a
2 15+ 25
] 20
g 1y I 15 +
o . 0
[ 10 +
; e 5+
SHR: 0 =
firdl fird2
<
T 207 x 14 .
E 12
£
s kT 10
3 g |:|100 uM Fe
£ 1071 2
B ) B Brs
g 51
g 2
S - 0 .
hapX sred
<
E 6 . 12 ¢ %
5
g ) 1 I
S 4 0,8 1
g:; 3 0,6 -
(=9
5 2 0,4 -
3 :
< 1 = 0,2 £
5
B 6 0

Figura 15. Analise de expressdo de genes de F. pedrosoi relacionados com a homeostase
de ferro. A anélise da expressdo génica foi realizada a partir dos transcritos de células de F.
pedrosoi inoculadas em condi¢des de deficiéncia de ferro (BPS 50 uM) e suficiéncia do metal
(sulfato ferroso amoniacal 100 uM). As colunas de cor cinza clara indicam a expressdo do
gene durante a suficiéncia de ferro, enquanto aquelas de cinza escuro representam a expressao
do gene na privacdo de ferro. Os valores de expressdo foram calculados utilizando o gene
constitutivamente expresso, P-tubulina, como controle enddégeno. p<0.05 (*) foram

consideradas diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 16. Perfil de expressdo de genes envolvidos na homeostase de ferro em C.
carrionii. As células de C. carrionii foram cultivadas sob condi¢Ges de privacdo de ferro
(BPS 50 uM) e replegdo de ferro (sulfato ferroso amoniacal 100 uM) durante 24 horas, como
descrito em Materiais e Métodos. Os niveis dos transcritos de interesse foram analisados por
gRT-PCR e normalizados usando os transcritos do gene actina, como controle endégeno. Os
resultados sdo apresentados, considerando diferengas estatisticamente significativas quando

comparadas por teste t (*p<0.05).

5.3. F. pedrosoi e C. carrionii produzem sideréforo do tipo hidroxamato como

estrategia de captacéo de ferro

Com o intuito de evidenciar a producao de sideréforos do tipo hidroxamato por parte
dos fungos patogénicos negros, F. pedrosoi e C. carrionii, ambos foram cultivados em meio
de cultura deficiente em ferro durante 10 e 15 dias, e, posteriormente, sobreposto pelo

complexo CAS (PEREZ-MIRANDA et al., 2007). Este ensaio colorimétrico utiliza um
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complexo surfactante Fe(lll)-cromo azurol S (CAS: um corante organico) que muda de cor
quando o complexo é lesado por reacfes de troca com sider6foros. No pH circum-neutral, o
complexo Fe(111)-CAS é azul escuro (absor¢cdo maxima ~ 635 nm); Apos a remocao do ferro,
a cor muda para amarelo (absorcdo méaxima ~ 350 nm), podendo, em alguns casos, aproximar-
se de um tom alaranjado. Apos 10 dias, a producdo de sideréforos foi positiva em ambos os
microrganismos, com a formacdo de um halo amarelo ap6s 24 horas de incubagdo com CAS
(Figura 17). Este halo formado foi aparentemente pequeno e discreto em F. pedrosoi, mas
apresentou um didmetro significativo em C. carrionii. A producdo de sideréforos foi ainda
mais nitida apds 15 dias, como esperado, alterando a cor original do meio em toda a
circunferéncia da placa, evidenciando uma alta producdo de sideréforos (Figura 17). As
placas controle em ambos os tempos preservaram a coloracéo inicial azulada, demonstrando
gue em quantidades suficientes de ferro, a producéo de siderdforos é inibida.

Adicionalmente, foi realizado o ensaio de perclorato férrico para confirmar a
producdo de sideréforos do tipo hidroxamato pelos patégenos F. pedrosoi e C. carrionii.
Apbs adicdo do perclorato férrico nos sobrenadantes de cultura, uma mudanca na cor original
foi observada (Figura 18). Em F. pedrosoi, a elevada concentracdo de melanina conferiu uma
tonalidade escura tanto ao sobrenadante contendo ferro, quando ao ausente do metal. No
entanto, ainda assim, é possivel notar uma diferenca clara entre ambas, caracterizada pela cor
marro-alaranjada no meio deficiente em ferro constatando a existéncia de sideroforos do tipo
hidroxamato. Por outro lado, em C. carrionii, a concentracdo de melanina foi menor,
possibilitando melhor visualizacdo. Sendo assim, ap6s adicdo do perclorato férrico, o
sobrenadante de C. carrionii cultivado na presenca de ferro ndo apresentou modificagdo na
pigmentacdo inicial, j& o sobrenadante da cultura inoculada na auséncia de ferro revelou uma

tonalidade alaranjada, compativel com sider6foro hidroxamato.
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Figura 17. Producéo de sideroforos sob condigdes de privacéo de ferro. Ensaio de cromo
azurol S (O-CAS) demonstra a producdo de sideroforos durante a caréncia de ferro em F.
pedrosoi e C. carrionii, cultivados em placas contendo MMcM agar durante 10 e 15 dias. Sob
condi¢BGes abundantes de ferro (100 uM de Fe), utilizadas como controle, a producdo é
reprimida.
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Figura 18. Siderdforos do tipo hidroxamato secretados durante a deficiéncia de ferro. Na
andlise de perclorato férrico foram testados os sobrenadantes cultivados na auséncia (Fe-) e
presenca de ferro (Fe+) (100 pM de sulfato ferroso de amoniacal). Utilizou-se também
MMcM (Meio McVeigh/Morton) estéril com e sem ferro como referéncia positiva
(MMcM+Fe) e negativa (MMcM-Fe).

5.4. Producdo de ferricrocina como sideroforo extra e intracelular em F.

pedrosoi e C. carrionii

Com o proposito de identificar os siderdforos previamente caracterizados pelos
ensaios de perclorato férrico e O-CAS, células de F. pedrosoi e C. carrionii foram inoculadas
sob condigdes de privacdo de ferro durante 30 dias. Extratos extra e intracelulares, estes
ultimos obtidos ap6s maceragdo de hifas, foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) e espectometria de massas (MS). A andlise
cromatografica de fase reversa mostrou que, em todas amostras, 0s compostos que exibiam
absorcdo a 430 nm apresentaram um pico cromatografico com tempo de retencdo proximos e
compativeis com tempo de retencdo do padrdo de ferricrocina. Os sobrenadantes
extracelulares indicaram altas concentragdes do sideréforo identificado, enquanto aqueles
extraidos dos extratos celulares apresentaram baixas quantidades (Figura 19). A
espectometria de massas de alta resolucdo dos picos revelados por RP-HPLC confirmou a

presenca de ferricrocina intra e extracelulares em ambos os dematiaceos (Figura 20).
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Figura 19: Analises por RP-HPLC da producdo de sideroforos sob condicGes de
privacao de ferro em F. pedrosoi e C. carrionii. Determinacdo por cromatografia liquida de
alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) do acumulo de sideroforos extra e intracelulares
em condicOes de deficiéncia de ferro. Células de F. pedrosoi e C. carrionii foram crescidas
por 30 dias em MMcM liquido sem ferro a 28°C. Os resultados se referem aos sobrenadantes
brutos, além de sobrenadantes e extrato celulas submetidos a purificacdo de sider6foros por
meio da coluna XAD. A absorcdo a 430 nm é medida em unidades de miliabsor¢do (mAU) e

indicada pelos nimeros citados nos graficos e o tempo de retencdo (TR) é dado em minutos.
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Figure 20. Analise de ferricrocina por espectrometria de massa (MS). Espectro de massa
representativo para ferricrocina. O sinal a 771.2 corresponde a massa idnica [M-2H+Fe] de
ferricrocina. O sinal m/z = 788.2 foi atribuido a [M-2H+Fe+NH4]*, m/z = 793.2 foi conferido
a [M-2H+Fe+Na]* e m/z = 809.2 foi imputado a [M-2H+Fe+K]".

5.5. Siderdforos produzidos por F. pedrosoi e C. carrionii sdo capazes de

restaurar o crescimento da linhagem AsidA de A. nidulans

Para constatar se sider6foros produzidos F. pedrosoi e C. carrionii poderiam ser
utilizados como fontes de ferro por outras espécies fangicas, foi testado a habilidade de
restauracdo do crescimento do mutante AsidA de A. nidulans culturas de ambos fungos negros
cultivados na auséncia do metal. Esta linhagem € incapaz de produzir estas moléculas uma
vez que a delecdo de sidA compromete toda a rota de biossintese de sider6foros. Desta
maneira, tal linhagem € incapaz de crescer na auséncia de uma fonte de ferro. Esporos do
mutante AsidA de A. nidulans foram inoculados em placas de cultura de F. pedrosoi e C.
carrionii ap6s 7 dias de crescimento (MMcM + 200 uM de BPS). Apds 10 dias, foi observado
o0 crescimento de hifas de Aspergillus em direcdo a col6nia de F. pedrosoi e C. carrionii e 0
crescimento radial foi mantido durante as 24 h seguintes (Figura 21). Na auséncia de ambos
0s patdgenos, ndo se observou crescimento da linhagem mutante. Isto sugere que 0s
sideroforos secretados por F. pedrosoi e C. carrionii promoveram o crescimento do mutante
AsidA.
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Figura 21. Sideroforos produzidos por F. pedrosoi e C. carrionii restauram o
crescimento da linhagem AsidA de A. nidulans. Hifas de A. nidulans foram capazes de
crescer na auséncia de ferro, porém co-cultivadas na presenca dos fungos patogénicos F.
pedrosoi e C. carrionii. Esse crescimento ndo foi observado na auséncia do cultivo anterior

destes patdgenos.
5.6. Crescimento de F. pedrosoi e C. carrionii em diferentes fontes de ferro

Uma grande proporcdo de ferro circulante em humanos existe como heme em
hemoglobina e hemina, enquanto o ferro intracelular esta ligado a ferritina (ALMEIDA,
WILSON; HUBE, 2009). Além disso, cerca de 3 mg de ferro (aproximadamente 0,1% do
ferro total do corpo) estdo ligados a transferrina, sendo esta ser a molécula de transporte de
ferro mais importante (EVANS; FRAZER; MARTIN, 1999). Sider6foros também séo
capazes de capturar ferro a partir das proteinas do hospedeiro (ALMEIDA; WILSON; HUBE,
2009). Com a finalidade de investigar a capacidade de F. pedrosoi e C. carrionii utilizarem
estas diferentes fontes de ferro encontradas no hospedeiro, ambos os fungos foram inoculados
em meio suplementado com: ferro orgéanico, ferro inorganico, ferrioxamina B (FOB),
hemoglobina, ferritina e holo-transferrina, bem como em meio suplementado com BPS. Sutis
diferencgas foram observadas no perfil de crescimento fangico, porém ambos, F. pedrosoi e C.
carrionii, foram capazes de crescer na presenca de todas as fontes de ferro oferecidas (Figura
22). Em F pedrosoi, observou uma sutil preferéncia por fontes de ferro inorganica, organica e
transferrina e ferritina. Em contrapartida, C. carrionii revelou pequenas inversdes na ordem
de maior crescimento das fontes preferenciais para aquisi¢éo de ferro. Ferro organico, seguido
por ferro inorgénico, ferritina e hemoglobina foram os suplementos de ferro que
proporcionaram maior crescimento celular por parte de C. carrionii. Os dois microrganismos

mostraram crescimento retardado em meio suplementado com quelante de ferro, BPS.
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Figura 22. Utilizag&o de diferentes fontes Unicas de ferro no crescimento de F. pedrosoi e
C. carrionii. 10’ de conidios de F. pedrosoi e 10° de conidios de C. carrionii inoculados em
placas MMcM contendo a fonte de ferro indicada ou ndo (sem condicao de ferro) e incubados
por 20 dias a 22°C. Placas de controle sem ferro foram suplementadas com 50 uM de BPS,
um quelante de ferro. As diferentes fontes de ferro utilizadas foram: 10 uM de FOB, 30 uM
de ferro inorgénico (sulfato ferroso amoniacal), 30 uM de ferro orgéanico (citrato férrico), 30

uM de hemoglobina, 10 pg/ul de ferritina e 10 uM de holo-transferrina.

5.7. Sobrevivéncia de propagulos de F. pedrosoi e C. carrioni em macrofagos

expostos a diferentes concentracdes de ferro

F. pedrosoi e C. carrionii foram investigados quanto a sobrevivéncia (CFU), em
macrofagos cultivados sob diferentes disponibilidade do metal ferro. De acordo com o0s
resultados obtidos a taxa de sobrevivéncia de ambos patdgenos foi maior em macréfagos
expostos a sulfato ferroso amoniacal e citrato férrico do que nagueles que foram tratados com
BPS para diminuir a disponibilidade do metal. (Figura 23). Estes dados sugerem que, durante

a infeccdo, os fagocitos diminuem a disponibilidade de ferro livre como mecanismo
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microbicida contra estes dematidceos. Em contrapartida os fungos apresentam mecanismos de

obtencdo do metal sob condicdes de limitantes.
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Figura 23. Anélise da capacidade de utilizacdo de fontes organicas e inorganicas de ferro
durante infeccdo em macrofagos. Apos internalizagdo das células de F. pedrosoi e C.
carrionii nos macréfagos, o meio foi lavado com PBS 1X e suplementado com diferentes
fontes orgénica (citrato férrico 30 uM) e inorganica (sulfato ferroso amoniacal 30 uM) de
ferro, além do quelante BPS. Apds 14 horas, células resultantes de macréfagos lisados foram
plaqueadas em meio agar batata dextrose e as unidades formadoras de col6nia observadas
apos 4 dias estdo expostas no grafico. O experimento foi realizado em duplicata e a média
aplicada, considerando os valores de desvio padrdo. *Indica valores estatisticamente

significantes com *p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Dado que os agentes patogénicos encontram tipicamente um ambiente extremamente
limitador de ferro quando se estabelecem em hospedeiros de mamiferos, o papel do ferro nas
infeccbes microbianas tem sido objeto de investigacBes. Embora exista uma quantidade
substancial de ferro presente no hospedeiro, a maior parte esta complexada e h& pouco ou
nenhum ferro livre disponivel para o crescimento microbiano. O ferro é predominantemente
intracelular, ocorrendo como heme, em proteinas de ferro-enxofre ou ferritina e em
quantidades menores em outras proteinas. As quantidades limitadas de ferro extracelular sdo
mantidas por proteinas como a transferrina no soro e a lactoferrina nas superficies do corpo;
Sendo que, em geral, 0s reservatérios destas proteinas sao apenas parcialmente saturados com
ferro (HOWARD, 1999; PAYNE, 1993). Com relacdo aos fungos, até a década passada,
pouco se sabia sobre a funcdo do ferro nas interaces fungo-hospedeiro e 0os mecanismos
reguladores gerais que governam a homeostase do ferro. No entanto, um micrébio bem-
sucedido deve ser aquele que é capaz de adquirir ferro a partir do ambiente de seu hospedeiro
limitador de ferro pela expressdo de sistemas de captacdo de ferro de alta afinidade
(ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; JOHNSON, 2008a; SILVA et
al., 2011). Os resultados encontrados neste estudo sugerem que F. pedrosoi e C. carrionii
compartilham de ao menos dois sistemas de captacdo de ferro de alta afinidade: o sistema
redutivo caracterizado por dois complexos permease/oxidase superexpressos em condigdes de
deficiéncia de ferro, e a captacdo de ferro mediada por sideréforos do tipo hidroxamato
identificados como ferricrocina. Também foram caracterizados alguns fatores transcricionais
que regulam a homeostase de ferro, atuando de maneira oposta durante a caréncia do
micronutriente. Os resultados possibilitam a proposicdo de modelo de mecanismos para
captacdo de ferro durante sua baixa disponibilidade nos fungos F. pedrosoi e C. carrionii
(Figura 23).
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Figura 24. Modelo proposto para a regulacdo dos sistemas de aquisicéo de ferro em F.
pedrosoi e C. carrionii durante privacdo do micronutriente. Os resultados sugerem que na
baixa disponibilidade do metal, sistemas redutivos (complexos ferroxidases/permeases) e nao-
redutivos (sideroforos) sdo ativados por acdo do fator transcricional HapX. Este, por sua vez,

bloqueia o fator transcricional SreA que atua reprimindo as vias de captacdo de ferro.

Os genes envolvidos em vias comuns tendem a ser genomicamente agrupados em
fungos filamentosos. Em A. fumigatus, por exemplo, entre os genes afetados pelo produto do
gene hapX, 41 genes estdo organizados em clusters (SCHRETTL et al., 2010). Entre os
resultados apresentados neste trabalho, a existéncia de dois clusters génicos em F. pedrosoi e
C. carrionii, envolvendo os genes do complexo ferroxidase-permease (fetC1l-ftrAl e fetC2-
ftrA2), mostra similaridade com a organizagdo gendmica descrita em A. fumigatus (fetC-ftrA)
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(HAAS, 2012), S. pombe (fiol-fiop) (ASKWITH; KAPLAN, 1997; MOURER et al., 2015) e
U. maydis (ferl-fer2) (EICHHORN et al., 2006), reforcando o desempenho das fungdes
preditas. Dois clusters envolvendo os genes da biossintese e transporte de siderdforos ocorrem
em F. pedrosoi (sidC-sidA e 10052-sidl-sidH-sidF-sidD) e C. carrionii (sidA-sidC e sidD-
sidF-sidl-02321) e foram descritos em outros fungos. Os genes sidA e sidC, que codificam a
ornitina-N®-monooxigenase e a NRPS, constituem um cluster em U. maydis, S. pombe, N.
crassa, Aureobasidium pullulans, F. graminearum e O. olearius (HAAS, 2003; SCHRETTL;
WINKELMANN; HAAS, 2004; TOBIASEN et al., 2007; WELZEL et al., 2005; YUAN et
al., 2001), mas ndo em A. nidulans e A. fumigatus (EISENDLE et al., 2003; SCHRETTL et
al., 2007). Por outro lado, em A. fumigatus e A. nidulans, os genes sidJ, sidF, sidH e sidD e
mirD, envolvidos na biossintese e transporte de sideréforos, formam um cluster (SCHRETTL
et al., 2008). Um padréo semelhante de organizacdo foi observado em Paracoccidioides Spp.
(SILVA-BAILAO et al., 2014b). Genes de biossintese e transporte de sider6foros também séo
observados em cluster em H. capsulatum (HWANG et al., 2008) e Blastomyces dermatitidis
(MARTY et al., 2015). Estes dados indicam que os genes envolvidos na biossintese de
sideréforos podem ter origem num cluster de genes Unico que foi subsequentemente
reorganizado e separado durante a evolucdo do genoma e a especiacéo.

O complexo heterotrimérico de ligacio a CCAAT (CBC) é conservado
evolutivamente em organismos eucarioticos, incluindo fungos, plantas e mamiferos. O fator
CBC consiste de trés subunidades, que sdo nomeadas no fungo filamentoso A. nidulans,
HapB, HapC e HapE. HapX, uma quarta subunidade de CBC, foi identificada exclusivamente
em fungos, com excecdo de S. cerevisiae e as espécies de Saccharomycotina estreitamente
relacionadas. O complexo CBC-HapX atua como o regulador mestre da homeostase de ferro
(HORTSCHANSKY et al., 2015). Indicando este mesmo papel regulador da homeostase de
ferro, a sequéncia CCAAT apresenta-se também conservada na regido promotora dos
ortdlogos de hapX em F. pedrosoi e C. carrionii formando o complexo CBC. Além disso, a
grande maioria dos genes preditos como envolvidos na captacdo de ferro apresentam o
complexo CCAAT em suas regides promotoras, sugerindo a ligacdo com HapX (Figura 14).
As proteinas ortdlogas HapX relevaram um dominio de ligacdo a Hap e uma regido basica
ziper leucina (bZIP). O dominio de ligacdo a Hap é descrito como parte do complexo de
ligagdo dos fatores de transcricdo da familia Hap (MCNABB; PINTO, 2005). O dominio
bZIP ¢é descrito como regido de ligacdo ao DNA e caracteriza a classe de fatores de
transcricdo a qual os ortdlogos de HapX, encontrados em F. pedrosoi e C. carrionii,
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pertencem. Estudos indicam que HapX, composto apenas pelo dominio de ligacdo CBC e pela
regido bZIP, executa funcbes residuais na ativacdo da biossintese de siderdforos e na
repressdo do consumo de ferro, suprimindo a expresséo de sreA durante a deficiéncia de ferro
pela interacdo proteina-proteina com o complexo heterotrimérico de ligacdo a CCAAT (CBC)
e por ligacdo especifica a sequéncia de DNA (GSALLER et al., 2014; HORTSCHANSKY et
al., 2015). A influéncia dos niveis de ferro sobre a expressdo dos ortélogos de hapX de F.
pedrosoi e C. carrionii foi confirmada por andlises de quantificacdo dos transcritos,
mostrando-se induzida em condi¢des de deficiéncia do metal. Os ortdlogos hapX de A.
fumigatus (SCHRETTL et al., 2010) e seus ortélogos em A. nidulans (HORTSCHANSKY et
al., 2007), F. oxysporum (LOPEZ-BERGES et al., 2012), C. albicans (HSU; YANG; LAN,
2011), S. pombe (MERCIER; PELLETIER; LABBE, 2006) e C. neoformans (JUNG et al.,
2010) também sdo superexpressos transcricionalmente na deficiéncia de ferro.

As sequéncias de aminoécidos de SreA foram encontradas com 45% e 41% de
identidade com a de A. fumigatus, em F. pedrosoi e C. carrionii, respectivamente. As
sequéncias SreA putativas possuem varios dominios conservados caracteristicos de fatores de
transcricdo GATA que regulam a assimilacdo de ferro, incluindo dois motivos de dedo de
zinco e um dominio C-terminal super-hélice (coiled-coil). Uma série de fatores de transcricdo
especificamente se ligam a sequéncia HGATAR (H=A, Cou G; R = A ou G) (POWER et
al., 2006; YAMAMOTO et al., 1990) nas regibes regulatorias dos genes. Os genes envolvidos
na captacdo de ferro encontrados em F. pedrosoi e C. carrionii apresentaram varios provaveis
sitios de ligacdo HGATAR. Essa sequéncia consenso serve como local de ligacdo para fatores
GATA in vivo tal como no promotor sidl de Ustilago maydis, o que facilita a ligacdo do
homologo de SreA, Urbsl (AN et al., 1997). Analises semelhantes estabeleceram uma
correlacdo entre a expressdo de genes envolvidos na captacdo de ferro e a presenca de sitios
de ligacdo ao fator de transcricdo SreA (POWER et al., 2006). A integracdo de dados de
microarranjos de expressdo génica com a andlise gendmica de sitios GATA foi utilizada para
identificar supostos sitios de ligacdo ao fator de transcricdo GATA em B. dermatitidis
(MARTY et al., 2015). Com excecéo de Cirl em C. neoformans, todos fatores de transcri¢éo
fangica GATA que regulam a aquisicdo de ferro contém dois dedos de zinco (CHI et al.,
2013; WON et al., 2006). Este arranjo de dedo de zinco é Gnico, porque a maioria dos fatores
de transcricdo GATA em fungos contém apenas um dedo de zinco (HAAS et al., 1999). Os
ortdlogos SreB de Blastomyces dermatitidis, SreA de A. nidulans, SreP de Penicillium

chrysogenum e Sre de N. crassa, também possuem o dominio “coiled-coil” na regido C-
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terminal (GAUTHIER et al., 2010). Similar a A. fumigatus, A. nidulans, H. capsulatum e B.
dermatitidis (GAUTHIER et al., 2010; HAAS et al., 1999; HWANG et al., 2012;
SCHRETTL et al., 2008), a expressdo do gene sreA de F. pedrosoi e C. carrionii € induzida
quando o ferro é abundante, e reprimida quando o ferro é limitado. Os resultados propéem a
hipGtese de que F. pedrosoi e C. carrionii podem compartilhar do modelo de regulagéo de
homeostase de ferro descrito em A. fumigatus, onde hapX e sreA estdo interconectados num
circuito de “feed-back™ transcricional negativo, ou seja, SreA reprime a expressao de hapX
durante a abundéncia de ferro, enquanto HapX reprime sreA durante a deficiéncia do metal
(HAAS, 2012).

Adicionalmente, dois sistemas putativos de aquisicdo redutiva de ferro foram
identificados por homologia em F. pedrosoi e C. carrionii. As ferroxidases preditas (FetCl e
FetC2) de ambos os microrganismos apresentaram na busca por regides conservadas um
peptideo sinal, um dominio transmembranico e um complexo multicobre, composto por trés
sitios de oxidase de cobre (tipos 3, 1 e 2, respectivamente). Multicobre oxidases sdo enzimas
gue oxidam seu substrato aceitando elétrons em um centro catalitico que contém cobre
mononuclear e transferindo-os para um centro de cobre trinuclear. O dioxigénio se liga ao
centro trinuclear e, ap6s a transferéncia de quatro elétrons, é reduzido a duas moléculas de
agua (BENTO et al., 2005). Existem trés centros de cobre espectroscopicamente diferentes
encontrados em multicobre oxidases: tipo 1 (ou azul), tipo 2 (ou normal) e tipo 3 (ou acoplado
binuclear) (MESSERSCHMIDT; HUBER, 1990; OUZOUNIS; SANDER, 1991). As
multicobre oxidases incluem as ferroxidases (OSAKI, 1966). Ort6logos de ferroxidases da via
redutiva em C. albicans Fet3 e Fet33, S. cereviseae Fet3, C. neoformans Fet3, S. pombe Fiol,
A. fumigatus FetC (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009; ASKWITH et al.,, 1994;
ASKWITH; KAPLAN, 1997; SCHRETTL et al., 2008; SILVA et al., 2011) apresentam
regibes conservadas estritamente idénticas. As permeases putativas FtrAl e FtrA2 revelaram
um dominio caracteristico de permease, Ftrl, descrito pela primeira vez na proteina Ftrl de S.
cereveiseae, além de sete dominios transmembranicos preditos. Os elementos conservados
encontrados em F. pedrosoi e C. carrionii sdo condizentes com o0s encontrados em A.
fumigatus FtrA, C. neoformans Ftrl (SILVA et al., 2011), S. pombe Fipl (LABBE;
PELLETIER; MERCIER, 2007), S. cereviseae Ftrl (SEVERANCE; CHAKRABORTY;
KOSMAN, 2004), C. albicans CaFtrl e CaFtr2 (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009;
RAMANAN; WANG, 2000) e Nomuraea rileyi NrFtrA (LI et al., 2016). Os resultados

sugerem que os complexos redutivos ferroxidase-permease, por meio das andlises de
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expressdo dos genes ftrAl e ftrA2, sdo regulados por niveis de ferro. Porém, a superexpressao
de ftrAl sob condicGes de deficiéncia de ferro € mais significativa que a de ftrA2 comparada
as condicOes repletas do metal, principalmente em C. carrionii. A levedura C. albicans
também possui dois genes homodlogos para a aquisicdo redutiva de ferro (ferroxidase-
permease), porém a expressdo da permease Caftrl foi induzida sob condi¢Bes limitadas de
ferro e reprimida quando o fornecimento de ferro era suficiente, enquanto que a expressao de
Caftr2 foi regulada de forma inversa (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009). Em leveduras, a
expressao dos genes ftrl (permease de ferro) e fet3 (multicobre oxidase) € altamente induzida
pela deficiéncia de ferro (ASKWITH et al., 1994). Por fim, o gene ftrA em A. fumigatus
mostrou-se superexpresso na deficiéncia de ferro, porém reprimido na abundancia do metal
(POWER et al., 2006). Assim, nossos resultados sugerem que F. pedrosoi e C. carrionii
possuem duas vias que agem de forma similar, reduzindo ions férricos, durante a deficiéncia
de ferro.

Em se tratando dos sider6foros putativos, dominios caracteristicos foram encontrados
em todas as sequéncias de F. pedrosoi e C. carrionii analisadas. Dois dominios foram
preditos na proteina putativa SidA: o primeiro seletivo a uma familia de oxidoredutases
envolvidas na biossintese de sideroforos, incluindo a L-ornitina 5-monooxigenase (VISCA,
CIERVO; ORSI, 1994), e o segundo é um pequeno dominio de ligacdo a NADH dentro de um
dominio de ligagdo a FAD maior (EGGINK et al., 1990; KURIYAN et al., 1991; ROSS;
CLAIBORNE, 1992). As proteinas ortdlogas em A. fumigatus SidA, S. pombe Sib2, H.
capsulatum Sidl e A. nidulans SidA, compartilham de dominios equivalentes (EISENDLE et
al., 2003; HWANG et al., 2008; LABBE; PELLETIER; MERCIER, 2007; MARTIN DEL
CAMPO et al., 2016). SidC, de F. pedrosoi e C. carrionii, apresentam dominios conservados
idénticos, porém, organizados modularmente de formas distintas: o dominio de ligacdo a
AMP esta relacionado a acidos graxos de cadeia longa ligase-CoA, acetil-CoA sintase e varias
outras sintetases estritamente relacionadas (SCHRODER, 1989); a regido de ligacdo a PP
(PKS PP) refere-se ao local de ligacdo da fosfopanteteina (TOOMEY; WAKIL, 1968); o
dominio de condensacdo, que catalisa uma reacdo de condensacdo para formar ligacGes
peptidicas na biossintese de peptideos ndo ribossomais (STACHELHAUS et al., 1998); por
fim, um pequeno dominio que é encontrado na regido C-terminal denominado de ligacéo a
AMP-C (FINKING; MARAHIEL, 2004; WILKINSON; MICKLEFIELD, 2009). Proteinas
SidC de A. nidulans (EISENDLE et al., 2003), A. fumigatus (REIBER et al., 2005), P.
brasiliensis (SILVA et al., 2011) e S. pombe (SCHRETTL; WINKELMANN; HAAS, 2004)
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revelam os mesmos dominios que tambeém se organizam em modulos divergentes. Dominios
encontrados em SidD de F. pedrosoi e C. carrionii sdo semelhantes aos preditos em ort6logos
de A. fumigatus e P. brasiliensis (REIBER et al., 2005; SILVA et al., 2011). Em A.
fumigatus, SidF e SidL parecem ser os Unicos dois portadores do dominio AlcB (HAAS,
2014) preditos também em F. pedrosoi e C. carrionii. Os ortlogos de SidF em H.
capsulatum Sid3, P. brasiliensis SidF e A. nidulans SidF, igualmente possuem o dominio
AlcB (GRUNDLINGER et al., 2013a; HWANG et al., 2008; SILVA et al., 2011). Em F.
pedrosoi e C. carrionii, a proteina putativa SidH apresentam duas regides conservadas
preditas como ECH1 e ECH2 relacionadas a atividades de desalogenase, hidratase e
isomerase (HOLDEN et al., 2001). As proteinas Sidl putativas apresentaram dominios de
ligacdo a AMP e ligacdo a AMP-C, também encontrados em ort6logos de A. fumigatus e A.
nidulans (GRUNDLINGER et al., 2013a; YASMIN et al., 2012). Finalmente, a sequéncia
SidJ putativa revelou dois dominios, sendo o primeiro, DUF1749 (OLLIS et al., 1992),
também encontrado na proteina ortloga Sid) de A. fumigatus (GRUNDLINGER et al.,
2013b). Todas as sequéncias preditas como envolvidas na biossintese de sider6foros em F.
pedrosoi e C. carrionii apresentaram regides conservadas equivalentes, reforcando possivel
fungdo semelhante aos descritos em seus ort6logos.

Genes putativos sidA e sidl, envolvidos na rota de biossintese de sideréforos, foram
superexpressos em condi¢Oes de deficiéncia de ferro. Estes resultados corroboram com o
perfil de expressdo dos ortélogos destes genes em A. fumigatus e A. nidulans
(GRUNDLINGER et al., 2013a; OBEREGGER et al., 2001; SCHRETTL et al., 2004;
YASMIN et al., 2012). Ortdlogos de SidA também induzidos em condigdes de deficiéncia de
ferro foram descritos em H. capsulatum (sidl), S. pombe (sib2) e P. brasiliensis (sidA)
(HWANG et al., 2008; MERCIER; LABBE, 2010; PARENTE et al., 2011). As analises
indicam que F. pedrosoi e C. carrionii podem produzir sideréforos para superar a deficiéncia
de ferro.

Conjuntamente, a mineracdo de dados do genoma, a presenca dos elementos
reguladores putativos dos genes da biossintese e transporte de sider6foros, somados as
analises de expressdo génica, sugeriram fortemente que F. pedrosoi e C. carrionii sdo
produtores de sideroforos hidroxamatos. A presenca dessas moléculas foi primeiramente
detectada em placas de agar dos dois microrganismos privados de ferro com uma
sobreposicdo de solugdo CAS, e posteriormente constatada por analise de perclorato férrico

em sobrenadantes de culturas celulares, sider6foros tipicamente produzidos por fungos
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(HOLZBERG; ARTIS, 1983). A produgdo em ambos o0s ensaios foi reprimida sob condigdes
abundantes de ferro. Ensaios semelhantes também ratificaram a produgdo de sider6foros do
tipo hidroxamato em outros patégenos, a exemplo de A. fumigatus (REIBER et al., 2005), A.
nidulans (EISENDLE et al., 2003), P. brasiliensis (PARENTE et al., 2011), H. capsulatum
(HWANG et al.,, 2008), C. albicans (SWEET; DOUGLAS, 1991) e C. neoformans
(JACOBSON; PETRO, 1987). A anélise por HPLC em fase reversa acoplada a espectrometria
de massas permitiram a confirmacdo da producdo de hidroxamato por F. pedrosoi e C.
carrionii. Ferricrocina foi identificada como sideréforo intra e extracelular em ambos os
patdgenos. Ferricrocina é um hexapeptideo ciclico com a estrutura Gli-Ser-Gli-(N°-acetyl-N°-
hydroxyornithine)s, o que significa que o grupo acil ligado a hidroxiornitina é um acetil
(HAAS; EISENDLE; TURGEON, 2008; RENSHAW et al., 2002). Ferricrocina é produzido
intracelularmente por A. fumigatus e A. nidulans para armazenamento e distribuicédo de ferro
em hifas (EISENDLE et al., 2006; SCHRETTL et al., 2007; WALLNER et al., 2009). Os
patdgenos de plantas Magnaporthe grisea e Fusarium graminearum, o organismo modelo
ndo-patogénico Neurospora crassa utilizam ferricrocina para armazenamento de ferro
intracelular, também o dermatofito Trichophyton rubrum sintetiza ferricrocina
intracelularmente (ANTELO et al., 2006; MATZANKE et al., 1987; MOR et al., 1992; OIDE
et al., 2015). Ferricrocina ainda ndo foi descrito como sideréforo sintetizado
extracelularmente em nenhum fungo, sendo um achado exclusivo para F. pedrosoi e C.
carrionii, até o presente.

Os experimentos de captacdo cruzada (cross-feeding) demonstraram que 0S
siderdforos secretados por F. pedrosoi e C. carrionii restauram o crescimento do mutante
AsidA de A. nidulans ndo produtor de sideréforo. Esta cepa mostrou-se incapaz de crescer em
meio de crescimento padrdo, a menos que os sideroforos fossem fornecidos (EISENDLE et
al., 2003). Este fato, associado a falta de um sistema de assimilacdo de ferro redutor, esta de
acordo com a capacidade deste fungo para utilizar xenosideroforos. Além dos sider6foros
nativos ferricrocina e TAFC, A. nidulans também é capaz de utilizar ferro da enterobactina,
um siderdforo bacteriano do tipo catecolato, e da ferrioxamina B, uma fonte de ferro menos
eficaz (OBEREGGER et al., 2001).

O crescimento de F. pedrosoi e C. carrionii evidenciou a flexibilidade de utilizacéo
de fontes de ferro distintas durante o processo infeccioso em ambos os fungos. Para utilizar o
ferro a partir da transferrina e da ferritina, C. albicans, H. capsulatum, e P. brasiliensis
utilizam a via redutora (ALMEIDA; WILSON; HUBE, 2009; BAILAO et al., 2015;
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TIMMERMAN; WOODS, 1999). Em A. fumigatus, os siderdforos TAFC, ferricromo e
ferricrocina removem ferro da holo-transferrina com uma afinidade elevada e similar
(HISSEN et al., 2004). A presenca de duas vias redutivas de alta afinidade por ferro e a
producdo de ferricrocina como siderdforo intra e extracelular, sugerem uma estreita relacéo
com o crescimento significativo nas fontes transferrina e ferritina apresentados neste estudo.
No sangue humano, 66% do ferro circulante total do corpo esté ligado a hemoglobina, sendo
que cada molécula de hemoglobina possui quatro grupos heme, e cada grupo heme contém
um fon ferroso (Fe?*) (RAMAKRISHNA; ROOKE; COOPER, 2003). Os resultados destacam
0 uso de hemoglobina como fonte de crescimento significativo, indicando ser um suplemento
importante para F. pedrosoi e C. carrionii. Uma elevada capacidade de utilizar ferrioxamina
B como fonte de crescimento foi observada em ambos patégenos. Em fungos, a absorcédo do
complexo sideréforo-ferro é geralmente mediada por transportadores pertencentes a
superfamilia facilitadora principal (MFS)(SILVA-BAILAO et al., 2014b). Os genes que
codificam os ort6logos de transportadores de sider6foros putativos encontrados no genoma de
F. pedrosoi e C. carrionii apresentam um dominio MFS1. A presenca de mais de um
transportador de sideréforo putativo pode refletir a capacidade de utilizar uma variedade de
sidero6foros como fontes de ferro, incluindo a xenosideroforos ou ferrioxamina B.

Os mecanismos moleculares que governam a sobrevivéncia de F. pedrosoi e C.
carrionii nas células hospedeiras permanecem amplamente indefinidos (DE HOOG et al.,
2007; ROZENTAL; ALVIANO; DE SOUZA, 1994). Os resultados de sobrevivéncia
demonstraram que a disponibilidade de ferro durante a infeccdo de fagdcitos influencia na
sobrevivéncia do fungo nestas condi¢fes. Adicionalmente, pode-se sugerir que neste nicho do
hospedeiro a capacidade de obter ferro é importante para 0 sucesso destes patdgenos e que
provavelmente macrofagos utilizam como estratégia fungicida a diminuicdo da
disponibilidade de Fe livre. Um estudo indica que A. fumigatus afeta a regulacdo da
homeostase de ferro de macrdéfagos e vias efetoras imune inatas por um do sistema de
sideroforo durante a infeccdo e que as alteracbes na resposta imune podem ser uma
consequéncia da restricdo de ferro por parte dos macrofagos (SEIFERT et al., 2008). Desta
maneira, 0s mecanismos moleculares de captacdo de Fe de alta afinidade podem ser cruciais

para sobrevivéncia dos fungos negros durante o processo infeccioso.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e discutidos podemos concluir que:

A regulacdo oposta dos genes putativos hapX e sreA em resposta a
indisponibilidade de ferro, bem como os dominios proteicos funcionais
encontrados, 0s colocam como provaveis fatores transcricionais responsaveis
pela inducéo e repressdo, respectivamente, dos mecanismos de alta afinidade
de aquisicao deste micronutriente.

Dois sistemas de assimilagdo redutiva de ferro, constituidos pelo complexo
ferroxidase-permease, possivelmente compdem as estratégias de absorcéo de
ferro em F. pedrosoi e C. carrionii.

Ambos os patogenos, F. pedrosoi e C. carrionii, sdo capazes de secretar
sider6foros do tipo hidroxamato como ferramenta para a mobilizacdo
especifica de ferro em presenca de ions metalicos. Os genes sidA e sidl
certamente estdo envolvidos na rota de biossintese de siderdforos.

Os fungos patogénicos F. pedrosoi e C. carrionii produzem sideroforos
ferricrocina (FC) intra e extracelularmente apds 30 dias sob condicfes de
deficiéncia de ferro.

Sideroforos produzidos por F. perdrosoi e C. carrionii podem ser usados
como fonte para o crescimento de cepas mutantes para biossintese de
sideroforos (A. fumigatus AsidA).

F. pedrosoi e C. carrionii sdo capazes de crescer em diferentes fontes Unicas
de ferro. Além das fontes primordiais de ferro orgéanica e inorganica, também
ambos demonstram preferéncia por transferrina e ferritina, comparadas a
hemoglobina e ferrioxiamina B (FOB), revelando vantagem em poder utilizar
ferro de substancias abundantes no hospedeiro.

Os patdgenos F. pedrosoi e C. carrionii sdo capazes de captar ferro de fontes

organica e inorganica durante infeccdo em macrofagos.
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8. PERSPECTIVAS

As perspectivas do presente estudo sao:

Anélise protedbmica por espectrometria de massas de F. pedrosoi e C.
carrionii sob condigdes de privacdo e abundancia de ferro, visando
caracterizar moléculas influenciadas pelos niveis de ferro;

Caracterizacdo, através de ensaios de expressdo heterdloga, dos complexos
proteicos reguladores da homeostase de ferro como HapX e SreA;

Construcdo dos mutantes dos principais genes induzidos na privacao de ferro
(hapX, sreA, sidA e ftrAl) buscando descrever suas funcoes;

Analise fenotipica e de viruléncia das linhagens mutantes.
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