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RESUMO 

Compreender os mecanismos que regem a interação patógeno-hospedeiro é crucial para 

o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas e de diagnóstico. Fungos do gênero 

Paracoccidioides são os agentes etiológicos da micose sistêmica paracoccidioidomicose 

e, quando no hospedeiro, encontram um ambiente desafiador e escasso em nutrientes e 

micronutrientes, como o Fe, que é indispensável para a sobrevivência do patógeno. 

Estudos prévios demonstraram que fungos deste gênero, em resposta à privação de Fe, 

são capazes de sintetizar e captar sideróforos (quelantes de Fe3+), utilizar proteínas do 

hospedeiro que contêm Fe como fonte do metal e utilizar uma via redutiva não-canônica 

de assimilação de Fe. Apesar de todos estes achados, ainda há lacunas que precisam ser 

preenchidas quanto à resposta do patógeno à privação do metal. No presente trabalho, 

alvos que ainda precisam de estudo neste contexto foram definidos, como o 

estabelecimento das funções de proteínas do fungo que contêm o domínio CFEM e a 

determinação da especificidade de receptores de sideróforos. Adicionalmente, mostrou-

se que a exposição de Paracoccidioides à hemoglobina promove mudança em nível de 

proteoma de parede celular do fungo, o que é ilustrado pela capacidade aumentada do 

fungo interagir com macrófagos. Esta abordagem permitiu a bioprospecção da proteína 

ligante de hemoglobina HSP30, a qual está presente na superfície celular e tem a 

expressão regulada positivamente quando o fungo é exposto à hemoglobina. Foi 

demonstrado que o silenciamento de hsp30 causa diminuição do crescimento do fungo 

após exposição à hemoglobina. Cabe ainda investigar a função de HSP30 como heme 

oxigenase. A observação detalhada destas questões, ainda em aberto, pode promover a 

expansão do conhecimento sobre a biologia de Paracoccidioides spp. e, 

consequentemente, promover a bioprospecção de novos alvos para diagnóstico 

diferencial e/ou terapia da PCM. 

 

Palavras-chave: Imunidade nutricional; HSP30; proteínas-CFEM; Sideróforos. 
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ABSTRACT 

Understanding the mechanisms that govern host-pathogen interaction is crucial for the 

development of new therapeutic and diagnostic approaches. Fungi of Paracoccidioides 

genus are the etiological agents of paracoccidioidomycosis, a systemic mycosis and, 

when in the host, fungi find a hostile environment that is scarce in nutrients and 

micronutrients, such as Fe, which is indispensable for the survival of the pathogen. 

Previous studies have shown that fungi of this genus, in response to Fe deprivation, are 

able to synthesize and capture siderophores (Fe3+ chelators), use host proteins that contain 

Fe as metal’s source and use a non-canonical reductive pathway for assimilation of Fe. 

Despite all these findings, there are still gaps that need to be filled regarding the 

pathogen's response to Fe deprivation. In the present work, targets that still need to be 

studied in this context were defined, such as the establishment of the protein functions of 

the fungus that contain the CFEM domain and the determination of the specificity of 

siderophore receptors. Additionally, it was shown that the exposure of Paracoccidioides 

to hemoglobin promotes changes at fungal cell wall proteome level, which is illustrated 

by the increased ability of the fungus to interact with macrophages. This approach 

allowed the bioprospecting of the hemoglobin-binding protein HSP30, which is present 

on the cell surface and has its expression regulated positively when the fungus is exposed 

to hemoglobin. It has been shown that silencing of hsp30 causes decreased growth of the 

fungus after exposure to hemoglobin. It is also necessary to investigate the function of 

HSP30 as heme oxygenase. The detailed observation of those open questions can promote 

the expansion of knowledge about the biology of Paracoccidioides spp. and, 

consequently, promote the bioprospecting of new targets for differential diagnosis and/or 

therapy of PCM. 

 

Keywords: Nutritional immunity; HSP30; CFEM-proteins; Siderophores. 
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1.1. Interação patógeno-hospedeiro 

Arsenais sofisticados, táticas rebuscadas e constantes mudanças estratégicas: o 

que poderia ser a descrição de um cenário de guerra também serve como conotação para 

o evento de interação patógeno-hospedeiro (Asehnoune, Villadangos e Hotchkiss, 2016; 

Gonzalez e Hernandez, 2016). Dentre a miríade de aspectos estudados na interação 

patógeno-hospedeiro, a imunidade nutricional ocupa lugar de destaque por consistir na 

habilidade inata do hospedeiro de controlar a biodisponibilidade de nutrientes e 

micronutrientes essenciais, como o ferro (Fe), afetando a sobrevivência de patógenos 

(Núñez, Sakamoto e Soares, 2018; Soares e Weiss, 2015; Wang e Cheraryil, 2009). 

Fungos do gênero Paracoccidioides são os agentes etiológicos da 

paracoccidioidomicose (PCM), micose sistêmica endêmica da América Latina cujo 

diagnóstico acurado e abordagem terapêutica de menor tempo ainda são desafios 

(Shikanai-Yasuda, Mendes, Colombo, Queiroz-telles, Satie, Kono, Paniago, A. M. M., et 

al., 2017). Estudos prévios demonstraram que a resposta de Paracoccidioides à depleção 

de Fe é um importante atributo de virulência para o patógeno, que uma vez sob depleção 

do metal, promove modulação de seu metabolismo, primando pela utilização de vias 

metabólicas independentes de Fe (Parente, Ana F. A. et al., 2011). Os mecanismos que o 

fungo emprega para obter Fe quando no hospedeiro incluem a capacidade de sintetizar, 

secretar e captar sideróforos/xenosideróforos; uma via redutiva não-clássica de 

assimilação de Fe e a capacidade de captar heme/hemoglobina por meio de um receptor 

GPI-ancorado denominado Rbt5, conforme descrito em trabalhos prévios (Bailão et al., 

2014, 2015; Silva-Bailão et al., 2014; Silva et al., 2020). 

Apesar da robusta contribuição destes estudos, ainda há a necessidade da ampliar 

o conhecimento sobre como os fungos deste gênero respondem à depleção de Fe. O 

presente trabalho elenca eventos que ainda precisam ser investigados no contexto 

Paracoccidioides-privação de Fe e estabelece HSP30 como uma nova proteína ligante de 

hemoglobina em Paracoccidioides spp. 

1.2. O micronutriente Fe 

Ubiquidade e polivalência são atributos do micronutriente Fe. Este metal de 

transição é o mais abundante do planeta e o quarto mais encontrado na crosta terrestre. 
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Devido à sua flexibilidade de estados de oxidação é empregado por sistemas biológicos 

como cofator de metaloproteínas que atuam em eventos vitais, como o metabolismo 

energético, biossíntese e reparo de DNA, síntese de outros biopolímeros e muitos outros 

processos (Baker, Anderson e Baker, 2003; Dlouhy e Outten, 2013). Os íons Fe2+ (doador 

de elétrons) e Fe3+ (aceptor de elétrons) são as principais formas do micronutriente 

encontradas em sistemas biológicos e a interconversão entre estas formas é sobremaneira 

fácil. Cabe salientar que na presença de água, oxigênio e pH fisiológico (7,2), a forma 

predominante do metal é Fe3+, sendo a solubilidade deste extremamente limitada (Baker, 

Anderson e Baker, 2003; Kosman, 2013). 

A maneira versátil como a interconversão entre os íons Fe2+ e Fe3+ ocorre também 

apresenta um lado negativo: na presença de água e oxigênio, íons livres do metal podem 

promover a formação de radicais hidroxila, baseada nas reações de Fenton e Haber-Weiss, 

que causam danos oxidativos a biomoléculas e estruturas celulares (Hentze, 

Muckenthaler e Andrews, 2004; Papanikolaou e Pantopoulos, 2005). Por ser ao mesmo 

tempo vital e potencialmente tóxico, o controle da biodisponibilidade de Fe é realizado 

de maneira equilibrada, com estrito controle da captação, estoque e mobilização do metal. 

Tal controle em parte é feito pela associação do metal a proteínas do organismo, que 

limitam a quantidade livre do metal (Kosman, 2020; Tandara e Salamunic, 2012). 

1.3. Homeostase de ferro na infecção 

A resposta do hospedeiro humano a patógenos, como Paracoccidioides spp., é 

complexa e envolve diversos componentes do sistema imunológico. Células da 

imunidade inata, como neutrófilos, células NK e macrófagos são mobilizadas para 

contrapor o agente invasor e uma série de citocinas pró-inflamatórias são produzidas 

nesse cenário. O padrão de citocinas produzidas (Th1/Th2/Th17) pode ser diferente em 

indivíduos acometidos e, como esses padrões direcionam a resposta de linfócitos T e B, 

diferentes desfechos da doença são descritos na literatura (Burger, 2021).  

A importância do micronutriente Fe para sistemas biológicos propicia a 

competição entre patógenos e hospedeiros pelo metal. O hospedeiro humano (assim como 

demais mamíferos) apresenta como componente integral de sua imunidade inata a 

chamada imunidade nutricional, que é a capacidade de, na maior parte dos casos, limitar 

a biodisponibilidade de nutrientes e micronutrientes essenciais para patógenos (Núñez, 
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Sakamoto e Soares, 2018; Wang e Cheraryil, 2009; Weinberg, 1975). A ligação do metal 

a proteínas como ferritina, transferrina, lactoferrina, siderocalina e hemoglobina (proteína 

globular tetramérica abundante que alberga quatro grupos heme, e está presente nos 

eritrócitos, relacionada ao transporte de oxigênio), é uma forma de ao mesmo tempo evitar 

efeitos tóxicos e limitar o acesso de patógenos ao metal (Papanikolaou e Pantopoulos, 

2005). 

Nos cenários de infecção, o organismo promove o aumento da biossíntese de 

citocinas pró-inflamatórias.  Dentre estas citocinas, a interleucina-6 é de importância 

relevante no que tange ao controle da biodisponibilidade do micronutriente Fe, uma vez 

que esta citocina estimula hepatócitos a produzirem hepcidina, o hormônio peptídico 

considerado como o regulador central do metabolismo de ferro em mamíferos (Nemeth 

et al., 2004; Tandara e Salamunic, 2012). O aumento dos níveis séricos de hepcidina 

provoca hipoferremia por regular negativamente a proteína de efluxo de Fe de fagócitos 

e enterócitos, chamada ferroportina (FPN) conforme Figura 1, que consiste em uma 

representação esquemática do processo. 

 

Figura 1. Homeostase de Fe no hospedeiro e a função do hormônio hepcidina. Processos infecciosos 

desencadeiam inflamação com consequente aumento de IL-6 que por sua vez induz a biossíntese de 

hepcidina, hormônio peptídico considerado como central na regulação sistêmica de Fe. IL-6: interleucina 
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6, FPN: ferroportina (exportador de Fe), Nramp2 (importador/exportador de Fe). Adaptado de Wang e 

Cheraryil, 2009. 

 

Em adição aos eventos previamente descritos, a regulação negativa de FPN 

também promove o aumento da quantidade intracelular de Fe. Este aumento intracelular 

do metal leva à ativação de NF-kB e consequente aumento da biossíntese de outras 

citocinas pró-inflamatórias. Esta estratégia reduz para níveis drásticos os níveis de Fe 

circulante no organismo, o que caracteriza um fator limitante para a proliferação de 

patógenos extracelulares (Tandara e Salamunic, 2012).  

Patógenos intracelulares também enfrentam limitação de acesso ao Fe, uma vez 

que a presença destes no interior de macrófagos promove o aumento da expressão dos 

transportadores Nramp1 e FPN, que atuam respectivamente no efluxo de Fe do interior 

de fagolisossomos para o citoplasma e no efluxo de Fe do citoplasma para o meio 

extracelular (Wang e Cheraryil, 2009). Com o decréscimo da quantidade intracelular de 

Fe, além da inibição do crescimento de patógenos, também ocorre a inibição de NF-kB. 

Apesar disso, a indução da resposta inflamatória não é inibida, porque ocorre a indução 

de HIF-1α (fator induzível por hipóxia), que também promove o aumento da biossíntese 

de citocinas pró-inflamatórias (Wang e Cheraryil, 2009). 

1.4. Fungos patogênicos: mecanismos de resposta à depleção de Fe 

Frente ao ambiente escasso de Fe encontrado no hospedeiro, fungos patogênicos 

empregam diferentes estratégias para conseguir ter acesso ao metal, as quais são 

basicamente: (1) captação de sideróforos ou heme/hemoglobina mediada por receptores, 

o que caracteriza vias não redutivas de assimilação de Fe e; (2) vias redutivas de 

assimilação de Fe, que dependem de complexos enzimáticos (transportadores e 

permeases) que promovem oxidorredução do metal e a captação deste (Caza e Kronstad, 

2013). 

Sideróforos são quelantes orgânicos de baixo peso molecular que possuem alta 

afinidade por Fe3+ (Neilands, 1993). Alguns fungos, como Aspergillus fumigatus, 

apresentam a capacidade de biossíntese dessas moléculas e as secretam para o sequestro 

de Fe3+ no meio extracelular, realizando após a absorção do complexo sideróforo-Fe3+ 

através de receptores (Haas et al., 2003; Hissen et al., 2004; Raymond-Bouchard et al., 
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2012; Schrettl et al., 2007; Wallner et al., 2009). Alguns fungos, porém, não são hábeis 

para a biossíntese de sideróforos, mas apresentam a capacidade de captar sideróforos 

produzidos por outros organismos (xenosideróforos), sendo exemplos de fungos com tal 

habilidade Candida albicans e Cryptococcus neoformans (Heymann et al., 2002; Tangen 

et al., 2007). 

Apesar de ser uma estratégia sofisticada, sideróforos têm afinidade por Fe3+, e a 

biodisponibilidade de Fe livre no hospedeiro é ínfima, uma vez que o metal se encontra 

ligado a diversas proteínas do hospedeiro. Frente a esta situação, alguns fungos 

desenvolveram a capacidade de competir com o hospedeiro pelo ferro contido em 

algumas proteínas, utilizando para tanto adesinas e vias redutivas de assimilação de Fe, 

que classicamente são compostas por redutases férricas, ferroxidases dependentes de 

cobre e ferropermeases de alta afinidade (Bailão et al., 2012). São exemplos de fungos 

com esta capacidade C. albicans e C. neoformans, que são hábeis na utilização de 

transferrina como fonte de Fe (Jung et al., 2008, 2009; Jung e Kronstad, 2008; Knight et 

al., 2005; Ramanan e Wang, 2000). C. albicans em adição à capacidade de utilização de 

transferrina como fonte de Fe, também é hábil para utilizar ferritina, através de uma 

adesina chamada Als3, associada às pseudo-hifas produzidas pelo fungo durante a 

infecção (Almeida et al., 2008). Outra estratégia para captação de Fe por fungos 

patogênicos é a secreção de redutases férricas, conforme demonstrado em estudos prévios 

com foco em Histoplasma capsulatum, os quais apontaram que esta atividade de redutase 

férrica é dependente de glutationa, a qual é clivada por uma gama-glutamiltransferase 

(Ggt1) secretada pelo fungo, evento que gera um dipeptídeo com alto poder redutor 

(Zarnowski et al., 2008; Zarnowski e Woods, 2005). 

Não obstante, fungos patogênicos também apresentam a capacidade de utilizar 

heme/hemoglobina como fonte de Fe (Caza e Kronstad, 2013; Roy e Kornitzer, 2019). C. 

albicans é o fungo patogênico sobre o qual há o maior número de informações sobre este 

mecanismo. O fungo é capaz de provocar lise de eritrócitos e utilizar hemoglobina como 

fonte de Fe (Moors et al., 1992; Pendrak e Roberts, 2007; Tanaka et al., 1997). A 

identificação e caracterização do fator hemolítico de C. albicans apontou que o mesmo 

consiste em uma manoproteína e que a porção glicosilada desta exerce função crucial para 

o processo de hemólise (Manns, Mosser e Buckley, 1994; Watanabe et al., 1999). 

Dentre as maiores contribuições dos estudos de utilização de heme por C. 

albicans, está a descoberta de uma família de receptores que é essencial para o processo 
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(Weissman e Kornitzer, 2004). Componentes dessa família, Rbt5 e Pga7 são proteínas 

que contêm o chamado domínio CFEM (common in several fungal extracellular 

membrane proteins) e estão presentes na parede celular e na membrana do patógeno, as 

quais realizam um mecanismo de comunicação permitindo a transferência de heme para 

o meio intracelular (Kulkarni, Kelkar e Dean, 2003; Kuznets et al., 2014; Zhang et al., 

2015). Adicionalmente ao sistema, outra proteína que também contém domínio CFEM, 

denominada Csa2, foi identificada no exoproteoma de C. albicans e teve sua importância 

demonstrada para o processo de captação de heme, por atuar como hemóforo (Okamoto-

Shibayama et al., 2014; Sorgo et al., 2010). Csa2 teve sua estrutura cristalográfica 

determinada, o que contribuiu para o estabelecimento do domínio CFEM como a porção 

da proteína que se liga ao heme e abriu perspectivas para o estudo de outras proteínas que 

contêm este domínio e a função destas no processo de patogênese (Nasser et al., 2016). 

Csa1 e Rbt51 também foram apontadas como componentes da família de receptores de 

hemoglobina em C. albicans, mas a função precisa dessas proteínas em relação à captação 

de heme não está completamente estabelecida (Weissman e Kornitzer, 2004). 

Recentemente foi demonstrado que este sistema de receptores é capaz de internalizar 

heme previamente ligado à albumina, elencando esta como uma fonte nova de heme para 

o patógeno (Pinsky et al., 2020). A internalização do grupo heme por C. albicans é 

concluída pelo sistema ESCRT de endocitose e, posteriormente, a molécula sofre ação da 

enzima heme oxigenase, que promove a liberação de Fe, biliverdina e monóxido de 

carbono (Pendrak et al., 2004; Weissman et al., 2008). A Figura 2 consiste em uma 

representação esquemática dos processos descritos acima (exceto ação da heme 

oxigenase). 
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Figura 2. Captação de heme mediada por rede de receptores em Candida albicans. Heme oriundo de 

diversas fontes do hospedeiro, incluindo hemoglobina e albumina, é captado por uma rede de distribuição 

que inclui o hemóforo Csa2 e os receptores de parede celular/membrana plasmática Rbt5 e Pga7. A 

internalização do grupo heme é finalizada via sistema ESCRT de endocitose. Adaptado de Pinsky et al., 

2020. 

 

H. capsulatum também apresenta a capacidade de utilizar heme como fonte de Fe 

através da ligação da molécula à superfície do fungo, evento que é abolido pelo tratamento 

do patógeno com Proteinase K, sugerindo que a capacidade de ligação ao heme por H. 

capsulatum é exercida por algum receptor de natureza molecular proteica, porém a 

caracterização deste ainda não foi realizada (Foster, 2002). C. neoformans também é hábil 

para a utilização de heme, evento que é realizado através de uma manoproteina 

extracelular denominada Cig1 (Cadieux et al., 2013). Após o contato com Cig1, a 

exemplo de C. albicans, a internalização do grupo heme é propiciada pelo sistema de 

transporte ESCRT. Mutações de componentes desse sistema reduziram a capacidade de 

C. neoformans crescer na presença de heme como única fonte de Fe, o que aponta para a 

importância do sistema para o evento (Guanggan et al., 2015; Hu et al., 2013). 

1.5. O gênero Paracoccidioides e a paracoccidioidomicose 

Paracoccidioides spp. consiste em um complexo de fungos termodimórficos 

composto pelas espécies Paracoccidioides brasiliensis (por sua vez composta pelas 

espécies filogenéticas S1a, S1b, PS2, PS3 e PS4) e Paracoccidioides lutzii, sendo todos 

agentes etiológicos da PCM (Muñoz et al., 2016). Recentemente foi proposta a ascensão 

taxonômica das espécies filogenéticas PS2, PS3 e PS4 para as espécies Paracoccidioides 

americana, Paracoccidioides restrepiensis e Paracoccidioides venezuelensis, 

respectivamente (Turissini et al., 2017). Cabe salientar que a especiação dentro do gênero 

Paracoccidioides já havia sido predita por estudo pioneiro de RAPD (análise de DNA 

polimórfico amplificado aleatoriamente) de diferentes cepas do fungo (Soares et al., 

1995).  

A PCM é uma micose sistêmica, endêmica da América Latina, com alta 

prevalência no Brasil. A doença é adquirida por inalação de conídios ou fragmentos de 

micélio, forma em que o fungo se encontra no ambiente. Nos pulmões, os propágulos 

inalados, sob ação da temperatura do hospedeiro, sofrem transição para a forma de 
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levedura, parasitária (Brummer, Castaneda e Restrepo, 1993). A Figura 3 apresenta os 

aspectos macro e microscópicos de P. brasiliensis.  

 

 

Figura 3. Aspectos macro e microscópicos de P. brasiliensis (Pb18). a) Aspecto macroscópico de cultura 

de micélio de P. brasiliensis: colônias pequenas, irregulares, de cor branca a bronzeada, que eventualmente 

podem ser cobertas por micélios aéreos curtos que frequentemente aderem ao ágar, rompendo sua 

superfície. Cultivado a 26º C em meio Fava-Netto semissólido. b) Aspecto microscópico de micélio de P. 

brasiliensis, apresentando hifas septadas hialinas. Aumento de 400 x. c) Aspecto macroscópico de cultura 

de levedura de P. brasiliensis: colônias macias, enrugadas e de cor creme. Cultivado a 37º C em meio Fava-

Netto semissólido. d) Aspecto microscópico de células leveduriformes de P. brasiliensis, apresentando 

células com múltiplos brotamentos, com aspecto de “roda-de-leme”. Aumento de 400 x. Imagens 

registradas pelo próprio autor no Laboratório de Biologia Molecular da Universidade Federal de Goiás. 

A PCM desenvolve-se primariamente nos pulmões, porém o fungo pode 

disseminar-se para outros órgãos e tecidos por via linfática ou hematogênica. Indivíduos 

afetados pela doença podem sofrer manifestações agudas ou crônicas, que variam de 

moderadas a graves, podendo haver o desenvolvimento de sequelas, conforme Figura 4. 

Se não tratada corretamente, a doença pode levar os indivíduos acometidos à morte 

(Shikanai-Yasuda, Mendes, Colombo, Queiroz-telles, Satie, Kono, Paniago, A. M., et al., 

2017). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Manifestações clínicas da PCM. a) PCM fase aguda, b) PCM fase crônica, c) PCM sequelar, 

adaptado de Shikanai-Yasuda et al., 2006. 

 

a) b) c) 
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Diversos estudos têm sido conduzidos para a elucidação da interação de 

Paracoccidioides spp. com o hospedeiro, os quais englobam a resposta do patógeno aos 

estresses osmótico, oxidativo e nitrosativo; privação de zinco e carbono, bem como 

interação direta com o hospedeiro (murino) e macrófagos, dentre outros (Gonzalez e 

Hernandez, 2016; Pigosso et al., 2017). A resposta de Paracoccidioides spp. à depleção 

de Fe também tem sido alvo de estudos, conforme exposto na sessão subsequente. 

1.6. Homeostase de Fe em Paracoccidioides spp. 

Estudo pioneiro da resposta de Paracoccidioides spp. à depleção de Fe 

demonstrou que ocorre no patógeno um remodelamento metabólico, no qual o patógeno 

prima pela utilização de vias metabólicas independentes do metal. Também foi 

demonstrado que a depleção de Fe promove em Paracoccidioides a regulação positiva do 

fator de transcrição HapX (que em A. fumigatus regula a resposta do fungo à privação de 

Fe), porém ainda não foram completamente elucidados quais mecanismos de controle 

transcricionais governam a resposta de Paracoccidioides à privação do metal (Parente, 

Ana F. A. et al., 2011; Schrettl et al., 2010). Por enfrentar no hospedeiro um ambiente 

hostil que inclui a privação de Fe, Paracoccidioides spp. também apresenta mecanismos 

rebuscados como forma de contrapor a imunidade nutricional, conforme Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Mecanismos de captação de ferro em Paracoccidioides spp. Em resposta à privação de Fe, 

Paracoccidioides spp, é capaz de sintetizar e captar sideróforos (processo destacado em verde), explorar 
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fontes de Fe do hospedeiro por meio de uma via redutiva de Fe (RIA) não-canônica (processo destacado 

em azul) bem como captar hemoglobina por meio de um receptor GPI-ancorado (processo destacado em 

rosa). Ggt1 (gama-glutamiltransferase). Adaptado de Bailão et al., 2015. 

 

Estudo prévio baseado em análises in silico da homologia de sequências de 

proteínas relacionadas com a captação de Fe por outros fungos patogênicos, sugeriu que 

Paracoccidioides spp. apresentaria a capacidade de biossíntese e utilização de 

sideróforos, além de uma via redutiva de assimilação de Fe (Silva et al., 2011). 

Posteriormente, as proposições feitas nesse estudo foram confirmadas por evidências 

experimentais, que demonstraram que Paracoccidioides spp. produz e secreta 

sideróforos, bem como apresenta uma via não-clássica de assimilação de Fe, por utilizar 

Fe/Zn permeases para internalização do metal ao invés de Fe permeases exclusivas para 

o processo (Bailão et al., 2015; Silva-Bailão et al., 2014; Silva et al., 2020). 

Paracoccidioides spp. também possui a capacidade de causar lise de eritrócitos e 

é hábil para utilizar hemoglobina como fonte de Fe. Análises in silico evidenciaram que 

Paracoccidioides spp. apresenta proteínas homólogas à família de receptores de 

heme/hemoglobina de C. albicans: Rbt5, Rbt51, Csa1 e Csa2. Análises transcricionais 

demonstraram a regulação positiva desses transcritos em Paracoccidioides spp., quando 

exposto à hemoglobina (Bailão et al., 2014). Os autores ainda demonstraram que a 

proteína Rbt5 de P. lutzii é capaz de ligar-se à hemina, bem como investigações de 

citolocazição apontaram que Rbt5 encontra-se na parede celular do fungo, apontando para 

a função de receptor. Adicionalmente, mutantes knockdown para PbRbt5 gerados pela 

estratégia de RNA antisentido ainda apresentaram a capacidade de utilizar hemoglobina 

como fonte de Fe, o que sugere que, assim como C. albicans, Paracoccidioides spp. pode 

apresentar uma complexa rede de receptores que atuam no evento de internalização de 

heme/hemoglobina (Bailão et al., 2014). 

1.7. Paracoccidioides spp. e HSP30 

Proteínas de choque térmico (HSPs, do Inglês heat shock proteins) integram uma 

família muito ampla de proteínas de diferentes pesos moleculares relacionadas com 

respostas a estresse celular que não inclui apenas choque térmico, mas diversos outros 

eventos estressores (Whitley, Goldberg e Jordan, 1999). 
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Fungos do gênero Paracoccidioides apresentam HSPs de diferentes pesos 

moleculares, como HSP90 que está envolvida na resposta do fungo a diversos estresses, 

incluindo o oxidativo (Tamayo et al., 2013). Entretanto, Paracoccidioides spp. apresenta 

diversas HSPs cujas funções ainda não foram elucidadas (Nicola, Andrade e Silva-

Pereira, 2005). 

Dentre essas HSP, a proteína de choque térmico de 30 kDa (HSP30) é um 

importante alvo de estudo. A justificativa para tal importância está no fato de que em 

estudo de ESTs (assembled expressed sequence tags) de P. brasiliensis, HSP30 

apresentou o maior número de sequências dentre as ESTs de HSPs analisadas (Nicola, 

Andrade e Silva-Pereira, 2005). Adicionalmente, análises transcricionais de P. 

brasiliensis exposto a sangue e plasma humano, foi observada a presença de transcritos 

de HSP30 regulados positivamente (Bailão et al., 2006, 2007). HSP30 também foi 

identificada como proteína de superfície celular de P. lutzii que interage com macrófagos 

(Tomazett et al., 2019). Esses achados apontam para a importância de HSP30 para a 

biologia de Paracoccidioides spp. e fazem desta proteína um relevante alvo de estudo. 

1.8. Sobre a importância de compreender a biologia de Paracoccidioides spp. 

Apesar de muitas vezes serem subestimadas pela sociedade e seus representantes 

públicos, infecções fúngicas representam um importante problema de saúde em nível 

mundial e merecem, portanto, atenção da comunidade científica no que tange à 

compreensão dos mecanimos que conferem patogenicidade a determinados fungos 

(Almeida, Rodrigues e Coelho, 2019). Dentre estas infecções fúngicas, a PCM é uma 

micose sistêmica endêmica da América Latina, de importância relevante no Brasil, 

causada por fungos do gênero Paracoccidioides (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Uma vez 

que autoridades competentes não desenvolvem políticas de enfrentamento e 

acompanhamento epidemiológico da doença, a PCM continua afetando diversos 

indivíduos e provocando queda na qualidade de vida, sequelas ou até mesmo a morte 

destes. Apesar dos esforços da comunidade científica, a PCM ainda não é reconhecida 

pela Organização Mundial da Saúde como doença tropical negligenciada (Griffiths, 

Colombo e Denning, 2019). Há inclusive quem considere a PCM uma doença do passado, 

o que é um grande equívoco, haja vista a grande quantidade de relatos de casos 

disponíveis na literatura, conforme Figura 6, alguns inclusive mostrando coinfecção por 



 

 13 

Paracoccidioides spp, e Sars-CoV-2, o que aponta para o fato da PCM ser uma doença 

contemporânea e digna de atenção (Macedo, de et al., 2020; Santos et al., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Relatos de caso de PCM publicados nos últimos dois anos. Uma busca simples na base de 

dados Google Acadêmico (disponível em https://scholar.google.com.br/) utilizando como palavras-chave 

paracoccidioidomycosis "case report" mostra disponíveis na base 388 relatos de casos, contando apenas os 

publicados do ano de 2020 até o presente momento. Busca realizada no dia 30 de abril de 2021. 

 

Apesar dos avanços obtidos no entendimento da biologia do patógeno, o 

diagnóstico acurado da PCM e abordagens terapêuticas mais efetivas no que tange ao 

tempo de duração destas ainda são desafios atuais, fatos que justificam a continuidade do 

estudo da biologia de Paracoccidioides spp. (Shikanai-Yasuda et al., 2017). Estudos 

prévios demonstraram que a resposta de Paracoccidioides spp. à depleção de Fe constitui 

um fator relevante para o estabelecimento da PCM e que tal resposta envolve mecanismos 

complexos que envolvem desde o sensoriamento da biodisponibilidade do metal, 

adaptação metabólica, mecanismos de alta afinidade e especificidade para a captação do 

micronutriente além da atuação de microRNAs que atuam no processo (Bailão et al., 

2006, 2007, 2014, 2015; Curcio, de et al., 2020; Silva-Bailão et al., 2014; Silva et al., 

2011, 2020). 

Cabe salientar que apesar destes estudos, ainda há lacunas no que tange à forma 

como Paracoccidioides responde à privação de Fe. Frente a isso, o presente trabalho 
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elenca eventos que ainda precisam ser investigados no contexto Paracoccidioides-

privação de Fe e estabelece HSP30 como uma nova proteína ligante de hemoglobina em 

Paracoccidioides spp. Olhar para estas lacunas e novos achados é um fator indispensável 

para a expansão do conhecimento sobre a biologia de Paracoccidioides spp., com a 

consequente bioprospecção de novos alvos em potencial para o diagnóstico e/ou 

tratamento da PCM. 
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2.1. Objetivo geral 

 Descrever novos alvos para estudo no contexto Paracoccidioides-privação de 

ferro. 

2.2. Objetivos específicos 

• Definir processos relacionados à resposta de Paracoccidioides spp. à privação de 

Fe que ainda demandam elucidação; 

• Avaliar em nível proteômico de parede celular as mudanças provocadas pela 

exposição de Paracoccidioides lutzii à hemoglobina;  

• Avaliar a capacidade de adesão a macrófagos de P. lutzii previamente exposto a 

hemoglobina; 

• Realizar citolocalização de HSP30 e avaliar a dinâmica de indução de expressão da 

proteína frente à exposição do fungo à hemoglobina; 

• Caracterizar as interações moleculares de HSP30 e hemoglobina; 

• Promover ensaio de crescimento de cepas silenciadas para hsp30 na presença de 

hemoglobina. 
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Fungos do gênero Paracoccidioides têm sido alvo de estudos que visam elucidar a 

biologia do patógeno e as consequentes formas de adaptação do microrganismo a eventos 

estressores diversos, incluindo a privação de metais como cobre, zinco e ferro (Parente et 

al., 2013; Parente, Ana F A et al., 2011; Petito et al., 2020). Especialmente em relação ao 

micronutriente Fe, a literatura apresenta algumas formas como o patógeno responde à 

privação do metal, utilizando para tanto proteínas do hospedeiro que contêm Fe, como a 

hemoglobina, sintetizando e captando sideróforos e utilizando um via redutiva de 

assimilação de Fe (Bailão et al., 2014; 2015; Silva-Bailão et al., 2014; Silva et al., 2020). 

Apesar da robusta contribuição desses trabalhos, ainda há aspectos em relação ao evento 

Paracoccidioides-privação de Fe que demandam elucidação. No presente trabalho alvos 

de estudo que demandam investigação foram definidos e uma nova proteína ligante de 

hemoglobina, HSP30, foi descoberta. 

A biossíntese e secreção de sideróforos, bem como a captação destas moléculas já são 

eventos estabelecidos na literatura de Paracoccidioides spp. (Silva-Bailão et al., 2014; 

Silva et al, 2020). Entretanto, fungos deste gênero apresentam pelo menos três possíveis 

receptores de sideróforos, a saber Sit1, MirB e MirC (Silva et al., 2011). Não está claro por 

qual motivo o fungo apresenta diferentes receptores de sideróforos se o patógeno é capaz 

de sintetizar apenas sideróforos do tipo hidroxamato (Silva-Bailão et al., 2014). O presente 

trabalho demonstrou que uma possibilidade é que o fungo é capaz de captar sideróforos de 

outras classes moleculares, como carboxilatos e catecolatos, o que foi apontado por 

simulações computacionais e parcialmente confirmado por RT-qPCR que Sit1 interage 

preferencialmente com Ferrioxamina B (FOB) (Souza et al., 2020). Investigar a interação 

dos demais receptores com diferentes classes de sideróforos é sobremaneira relevante para 

entender a biologia do patógeno. 

Paracoccidioides spp. é capaz de utilizar hemoglobina como fonte de Fe (bem como 

fonte de protoporfirina e aminoácidos) e este evento está diretamente relacionado com o 

receptor Rbt5, presente na parede celular fúngica (Bailão et al., 2014), que contém o 

domínio CFEM, que em C. albicans foi apontado como porção do hemóforo Csa2 que 

interage com heme (Nasser et al., 2016). Todavia, fungos do gênero Paracoccidioides não 

apresentam apenas a proteína Rbt5 com domínio CFEM. Há pelo menos quatro sequências 

no genoma de diferentes espécies do gênero que codificam para proteínas com esse 

domínio (Souza et al., 2020). Estudar estas proteínas é um feito relevante, pois pode 
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expandir a compreensão do processo de utilização de heme/hemoglobina pelo patógeno, 

bem como possivelmente descobrir outras funções desempenhadas por elas.  

Ainda com relação à utilização de hemoglobina por Paracoccidioides spp., o presente 

trabalho levou à bioprospecção de HSP30 como proteína que interage com hemoglobina 

(Souza et al., 2021). Há a hipótese de que HSP30 atue como uma heme oxigenase, o que 

faz levantar diversas questões: A interação HSP30-Hb é transiente? HSP30 faz parte de um 

sistema de captação de heme/hemoglobina? HSP30 tem função citoprotetora? Será a 

função de HSP30 dependente de uma proteína ancilar? Se HSP30 atuar como heme 

oxigenase, o monóxido de carbono produzido apresenta efeitos imunomodulatórios? Todas 

essas são questões que demandam elucidação e abrem perspectivas para descobertas 

sobremaneira relevantes. 

Outra questão apontada no presente trabalho é o fato de que expor Paracoccidioides 

spp. à presença de hemoglobina promove aumento da capacidade de adesão do fungo a 

macrófagos (Souza et al., 2021). Isso aponta para mudanças qualitativas e quatitativas do 

proteoma em nível de parede celular do patógeno e levanta importantes questionamentos 

sobre a capacidade de adaptação do fungo. 

O presente trabalho também destacou proteínas presentes no exoproteoma de P. 

brasiliensis que são reguladas positivamente quando o fungo é submetido à privação de 

Fe. Uma questão pungente fica em aberto: proteínas como Citocromo b5, altamente 

regulada na condição de privação do metal, atuam na resposta do fungo ao ambiente 

escasso do metal? Abordagens metodológicas que conduzam a essa resposta devem ser 

empregadas de forma a permitir elucidar o processo. 

 Não obstante, o presente trabalho abre perspectivas para investigações bastante 

significativas e que certamente irão contribuir para a compreensão de como 

Paracoccidioides spp. responde à privação de Fe. Tal conhecimento, apesar de básico, 

pode servir como cerne para o desenvolvimento de aplicações em diagnóstico diferencial 

e terapia da PCM. 
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O presente trabalho permitiu que novos alvos de estudo no contexto 

Paracoccidioides-privação de Fe fossem determinado. O estudo de proteínas com 

domínio CFEM e o estudo da especificidade dos transportadores de sideróforos de 

Paracoccidioides spp. ainda são pontos a serem investigado. Adicionalmente, conclui-se 

que a exposição de Paracoccidioides spp. a hemoglobina promove alterações em nível 

proteômico de parede celular, o que é refletido na capacidade aumentada do fungo 

interagir com macrófagos. Ainda neste contexto, foi determinada como ligante de 

hemoglobina a proteína HSP30, a qual é induzida na presença desta fonte de Fe e está 

presente na superfície celular fúngica. O silenciamento de hsp30 promove capacidade 

reduzida do fungo crescer após exposição à hemoglobina. Estudos adicionais são 

requeridos para determinar se HSP30 apresenta atividade de heme oxigenase. A 

observação detalhada destas questões, ainda em aberto, pode promover a expansão do 

conhecimento sobre a biologia de Paracoccidioides spp. e, consequentemente, promover 

a bioprospecção de novos alvos para diagnóstico diferencial e/ou terapia da PCM. 
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Anexo 1. Colaboração em artigo original publicado no IMA Fungus 
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Figure S1: Molecular structure of L-ornithine-N5-monooxygenase. (A) AfSidA 
from Aspergillus fumigatus PDBID: 4B63 (gray) and PbSidA (blue) alignment using the 
Pymol viewer, evidencing the interactions among L-ornithine, FAD and NADPH. (B) 
Amino acid residues of P. brasiliensis SidA described as mainly involved in the 
interaction with L-ornithine and (C) cofactors are essential for the maintenance of them 
in the active site.
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Figure S2: Molecular dynamics of P, brasiliensis SidA. (A) Cluster and (B) RMSD 
graphs. It is observed that the stability starts at approximately 20ௗns and that the most 
representative conformational mode of the trajectory is cluster 1. (C) Ramachandran 
diagrams of the three-dimensional model of SidA before molecular dynamics and (D) 
after molecular dynamics. (E) RMSF graph showing the more flexible residues (red) 
along the molecular dynamics. (F) Three-dimensional structure of SidA showing the most 
flexible regions (red) and pockets of the active site (green and orange)
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Figure S3: Characterization of the recombinant protein, MS/MS spectrum of the 

recombinant protein SidA identified by mass spectrometry.
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Foward: 5’ GCGACGATAGCCCATTTGTC 3’

Reverse: 5’ATTAGCAGGATTAGGATCAAGG 3’

Foward: 5’ CGTCCTCGCCATCATGGTAT 3’

Reverse: 5’ TCTCCATATCATCCCAGTTCG 3’

Foward: 5’ GAAAGGGTTCGGCTACGTTG 3’

Reverse: 5’ ATCTCTGGGGGCAGCATTTG 3’

5’ GGTTCCGCGTGGATCCATGGAGACCGTTATCAAGAA 3’ 

5’ GTCGACCCGGGAATTCCTATAGTCGTGCGTAATTCT 3’



 

105 
 



 

10
6 

 T
ab

le
 S

3 
Id

en
ti

fi
ca

ti
on

 o
f 

re
co

m
bi

n
an

t 
Si

dA
 b

y 
m

as
s 

sp
ec

tr
om

et
ry

 

A
cc

es
si

on
 

nu
m

be
ra  

D
es

cr
ip

tio
nb  

m
W

 (
D

a)
c  

pI
d  

P
ro

te
in

 
S

co
re

e  
P

ep
tid

es
f 

Pe
pt

id
es

 s
eq

ue
nc

eg  
C

ov
er

ag
e 

(%
)h  

PA
D

G
_0

00
97

 
H

yp
ot

he
ti

ca
l p

ro
te

in
 

(4
75

aa
) 

53
50

5 
7,

08
54

 
18

05
,2

9
6 

18
 

R
SS

E
L

L
D

S
IL

A
SS

K
R

 
R

Y
D

V
V

V
L

A
T

G
Y

T
R

N
 

K
F

L
D

PN
PA

N
W

S
L

R
L

 
R

L
SL

L
E

SV
Y

E
K

L
 

K
E

L
P

N
N

Q
V

E
L

H
V

K
D

 
K

R
A

E
N

Y
A

R
L

 
R

E
FG

W
H

T
G

M
L

L
PG

SK
M

 
K

M
Q

IS
F

IK
D

 
R

E
L

SN
E

PL
P

ST
V

IH
S

S
V

Y
L

E
S

E
Q

K
F

 
R

E
L

SA
K

H
 

R
R

V
L

FL
E

R
Q

 
K

W
C

A
S

H
F

D
D

W
V

Q
Y

K
Q

 
R

A
E

N
Y

A
R

L
 

K
D

T
Q

SG
Q

IE
SS

G
E

R
Y

 
R

E
R

G
G

SY
R

F
 

K
Q

E
V

L
SV

A
A

A
E

A
R

P
G

W
PA

E
H

F
K

V
 

A
E

N
Y

A
R

L
 

R
E

FG
W

H
T

G
M

L
L

PG
SK

M
 

44
,3

03
8 

a  A
va

il
ab

le
 a

t N
C

B
I 

da
ta

ba
se

 (
ht

tp
s:

//w
w

w
,n

cb
i,n

lm
,n

ih
,g

ov
).

 

b  
P

ro
te

in
 a

nn
ot

at
io

n 
of

 th
e 

P
ar

ac
oc

ci
di

oi
de

s 
ge

no
m

e 
da

ta
ba

se
. 

c 
M

ol
ec

ul
ar

 W
ei

gh
t. 

d  
Is

oe
le

ct
ri

c 
po

in
t. 

e  P
ro

te
in

 s
co

re
 o

bt
ai

ne
d 

fr
om

 M
S

 d
at

a 
us

in
g 

th
e 

PL
G

S
. 



 

10
7 

 f 
 N

um
be

r 
of

 p
ep

ti
de

s 
id

en
ti

fi
ed

. 

g  
S

eq
ue

nc
e 

of
 id

en
ti

fi
ed

 p
ep

ti
de

s.
 

h 
A

ve
ra

ge
 c

ov
er

ag
e.

 



 

108 
 

Anexo 2. Apresentações de trabalhos durante o período de doutorado 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Isolado e condições de cultivo 

O isolado de P. brasiliensis Pb18 foi utilizado no presente estudo. A forma 

leveduriforme do fungo foi mantida cultivando-o em meio Fava Netto semi-sólido 

[peptona 1% (p/v), extrato de levedura 0,5% (p/v), proteose peptona 0,3% (p/v), extrato 

de carne 0,5% (p/v), NaCl 0,5% (p/v); ágar bacteriológico 1% (p/v), pH 7,2] 

suplementado com glicose 4% (p/v), na temperatura de 36º C. Para a obtenção de 

exoproteomas de P. brasiliensis sob depleção de Fe, células cultivadas por 5 dias em meio 

Fava Netto semi-sólido foram inoculadas em 250 mL de meio Fava Netto líquido 

suplementado com glicose 4% (p/v) e mantidas por 72 h, sob agitação constante (120 

rpm), na temperatura de 36º C. 

Após, as células fúngicas foram lavadas 2 vezes (800 g, 5 min, 4º C) com PBS 1X 

(solução salina tamponada com fosfato 1x; KH2PO4 1,4 mM, Na2HPO4 8 mM, NaCl 140 

mM, KCl 2,7 mM; pH 7,2), a viabilidade celular foi verificada pelo método de azul de 

tripano e 106 células viáveis/mL foram  transferidas para 250 mL de meio quimicamente 

definido MMcM modificado, sem Fe (Restrepo e Jiménez, 1980). As células foram 

mantidas por 48 h sob agitação constante (120 rpm), na temperatura de 36º C. 

Para a condição de depleção de Fe (tratamento), foram adicionados 50 µM do 

quelante de Fe ácido batofenantrolino disulfônico (BPS - Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, 

USA), uma vez que em trabalho anteriormente publicado, o cultivo em MMcM de P. 

brasiliensis exposto a esta molaridade de quelante por 48 h não afetou a viabilidade do 

fungo (Parente, Ana F. A. et al., 2011). Para a condição controle, 10 µM de 

Fe(NH4)2(SO4)2 foram adicionados ao meio. Para os experimentos de depleção de Fe, 

todos os meios e soluções foram preparados com água ultrapura. Todas as vidrarias 

utilizadas para o preparo de meios e soluções foram previamente tratadas com HCl 5N 

por 1 hora e após, lavadas extensivamente com água ultrapura, como estratégia para 

minimizar a contaminação por metais, incluindo o Fe. 
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Obtenção de exoproteoma de P. brasiliensis 

Para a obtenção de exoproteoma de P. brasiliensis sob depleção de Fe, foi seguida 

a estratégia descrita por (Weber et al., 2012), com algumas modificações: os 

sobrenadantes de culturas foram coletados (800 g, 15 min, 4º C) e, para minimizar a 

possibilidade de contaminação por eventuais células fúngicas em suspensão, os 

sobrenadantes foram filtrados por membranas com póros de 0,22 µm. Posteriormente, os 

sobrenadantes filtrados foram concentrados 250 vezes através de membranas com nível 

de exclusão de 10 kDa (Amicon Ultra centrifugal filter, Millipore, Bedford, MA, USA) e 

lavados 3 vezes com tampão NH4HCO3 50 mM, pH 8,5. Todos os processos de 

concentração e manejo da amostra foram realizados em temperaturas baixas (≤ 4º C) para 

minimizar a atividade de proteases. As amostras obtidas foram estocadas a -20º C até o 

momento de serem utilizadas. 

Preparo de amostras para nanoUPLC-MSE  

 As amostras de exoproteomas obtidas foram quantificadas pelo método de 

Bradford (Bradford, 1976). Após, 150 µg de proteínas de cada réplica biológica foram 

individualmente preparados para serem submetidos a cromatografia líquida de alta 

resolução, em nano escala, acoplada à espectrometria de massas com aquisição 

independente de dados (nanoUPLC-MSE), conforme descrito anteriormente (Murad et 

al., 2011). Inicialmente, 10 µL de NH4HCO3 50 mM, pH 8,5, foram adicionados às 

amostras. Em seguida, como agente surfactante, foram adicionados 75 µL de uma solução 

de RapiGESTTM 0,2% (p/v) (Waters, EUA) e a mistura foi incubada a 80º C, por 15 min. 

Após este período de incubação, 2,5 µL de DTT 100 mM, um agente redutor de pontes 

dissulfeto, foram adicionados e nova incubação, a 60º C, por 30 min, foi realizada. Ao 

fim do período de incubação, aguardou-se que as amostras atingissem temperatura 

ambiente e 2,5 µL de Iodoacetamida 300 mM, um agente alquilante, foram adicionados 

e a mistura permaneceu em repouso por 30 min à temperatura ambiente, ao abrigo da luz. 

Em seguida, as amostras foram submetidas a digestão tríptica. Para tanto, foram 

adicionados 30 µL de uma solução de tripsina 0,05µg/µL (Promega, EUA) e incubação a 

37º C por 16 h foi realizada. Posteriormente, para a precipitação do agente surfactante, 

foram adicionados 30 µL de ácido trifluoroacético 5% (v/v) e incubação a 37º C foi 

realizada por mais 90 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 13000 g por 30 

min, a 4º C e os sobrenadantes foram transferidos para microtubos novos. O processo de 
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centrifugação foi repetido até que não houvesse mais a formação de precipitados. As 

amostras foram concentradas a vácuo. Os peptídeos obtidos de cada amostra foram 

ressuspendidos em 80 µL de uma solução contendo formiato de amônio 20 mM, pH 10 e 

200 fmol/µL de PHB (Rabbit Phosphorylase B) (Waters Corporation, Manchester, UK) 

(MassPREPTM protein). PHB foi utilizada como padrão interno para a quantificação 

posterior dos peptídeos obtidos. 

Cromatografia líquida de alta resolução, em nano escala, acoplada à espectrometria 
de massas 

 As amostras que passaram pelo tratamento de digestão tríptica descrito na sessão 

anterior foram submetidas a cromatografia líquida de alta resolução, em nano escala, por 

meio do sistema ACQUITY UPLC® M-Class (Waters Corporation, USA). O 

fracionamento dos peptídeos foi realizado em uma pré-coluna de fase reversa XBridge® 

Peptide 5 µm BEH130 C18 300 µm x 50 mm (Waters, USA), sistema que foi mantido em 

fluxo de 0,5 μL/min com uma condição inicial de acetonitrila (ACN) de 3%, o que 

consistiu na primeira dimensão. Os peptídeos foram submetidos a 5 fracionamentos (F1-

F5), propiciados pelo emprego de diferentes gradientes lineares de concentrações de ACN 

(F1-11,4%; F2-14,7%; F3-17,4%; F4-20,7% e F5-50%). Para a realização da segunda 

dimensão, cada fração foi eluída em coluna de aprisionamento Trap, 2D Symmetry® 5 µm 

BEH100 C18, 180 µm x 20mm (Waters, USA) e passaram por separação em coluna 

analítica Peptide CSH™ BEH130 C18 1,7 µm, 100 µm x 100 mm (Waters, USA), em 

fluxo de 0,4 μL/min a 40º C. A proteína [Glu1]-Fibronopeptide B human (GFP - Sigma-

Aldrich, EUA) foi utilizada para calibração de massa, a qual foi mensurada a cada 30 

segundos e em fluxo constante de 0,5 µL/min. GFP foi utilizada na concentração de 200 

fmol/µL. A identificação e quantificação dos peptídeos foram realizadas por um 

espectrômetro de massas Synapt G1 MSTM (Waters, USA) equipado com uma fonte de 

NanoElectronSpray e dois analisadores de massa [um primeiro quadrupolo e o segundo 

tempo de vôo (TOF) operando em modo V], operando em modo MSE, que faz a troca 

entre energia baixa (6V) e energia alta (40V) em cada modo de aquisição a cada 0,4 s. 

Três réplicas experimentais foram realizadas para as réplicas biológicas Fe A, Fe B, BPS 

A e BPS B. Duas réplicas experimentais foram realizadas para as réplicas biológicas Fe 

C e BPS C. Desta forma, um total de oito réplicas experimentais foram realizadas, fato 

que aponta para a robustez dos dados proteômicos obtidos. 
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Processamento de espectros e análises proteômicas 

 Após nanoUPLC-MSE, o processamento de dados foi realizado através do 

software ProteinLynx Global Server version 3,0,2 (PLGS) (Waters, Manchester, UK), o 

qual permitiu a determinação do tempo de retenção de massa exata (EMRT) dos peptídeos 

bem como inferir o peso molecular destes, através da razão massa/carga (m/z). Para a 

identificação de peptídeos, os espectros obtidos (juntamente com sequências reversas) 

foram comparados com sequências do banco de dados de P. brasiliensis 

(https://www,uniprot,org/uniprot/?query=paracoccidioides+brasiliensis+strain+pb18&s

ort=score). Os critérios de identificação de proteínas incluíram: (i) detecção de no mínimo 

dois íons por fragmentos de peptídeos, (ii) cinco por fragmentos de proteínas, (iii) 

determinação de pelo menos um peptídeo por proteína, (iv) taxa de detecção de falso 

positivo de no máximo 4%, (v) carbamidometilação da cisteína, (vi) oxidação da 

metionina, (vii) fosforilação de serina, treonina e tirosina, (viii) e um sítio de clivagem 

perdida por tripsina foi permitido. O Microsoft Office Excel (Microsoft®, USA) foi 

utilizado para o manejo de tabelas. Foram incluídas nas análises subsequentes proteínas 

presentes em pelo menos duas das três réplicas experimentais de cada réplica biológica.  

Inicialmente, as proteínas que apresentaram menor coeficiente de variância e que 

foram detectadas em todas as réplicas foram utilizadas para normalização de intensidade. 

Após, o Algoritmo de Expressão (ExpressionE), que faz parte do software PLGS 

(Geromanos et al., 2009), foi utilizado para as análises de expressão diferencial. Foram 

consideradas reguladas proteínas com diferenças ± 1,0 entre a quantificação no extrato 

obtido na depleção de Fe x presença de Fe. Foi realizada investigação de homologia de 

proteínas hipotéticas identificadas através da ferramenta online BLASTp (Basic Local 

Alignment Search Tool - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). 

Informações sobre função molecular das proteínas identificadas foram obtidas na 

Paracoccidioides database (disponível em http://paracoccidioides.com/). As sequências 

proteicas foram submetidas a análises in silico adicionais para a verificação da presença 

de peptídeo sinal pela da ferramenta online SignalP 4.1 Server (disponível em 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.1/). Para a predição de proteínas secretadas por 

vias não-clássicas, foi utilizada a ferramenta online SecretomeP 2.0 (disponível em 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/). Os dados obtidos também foram 

comparados com dados de trabalhos previamente publicados que acessaram o 

exoproteoma de Paracoccidioides spp. A Figura Suplementar1 consiste numa 
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representação do “workflow” empregado para as análises proteômicas. Após, seguem as 

tabelas resultantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I. Workflow das análises proteômicas. 
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Representação esquemática de mecanismos de captação de Fe por Paracoccidioides spp. 

Paracoccidioides emprega como mecanismos de alta afinidade e especificidade para captação de Fe: (1) a 

captação de heme mediada pelo receptor Rbt5 (HSP30 atuaria como heme oxigenase atuando nos grupos 

heme contidos na hemoglobina, promovendo a liberação de Fe2+ para a via redutiva de assimilação de Fe, 

Pp-IX para internalização via Rbt5 e CO?); (2) a biossíntese e captação de sideróforos/xenosideróforos (os 

receptores de sideróforos Sit1, MirB e MirC possuem maior afinidade por diferentes classes moleculares 

de sideróforos?) e, (3) uma via redutiva não canônica (*por empregar Fe/Zn permeases e não uma Fe 

permeasse específica) de assimilação de Fe (seria esta via alimentada por proteínas secretadas reguladas 

positivamente na privação de Fe, como a Citocromo b5 identificada no exoproteoma?). Salienta-se que 

ainda faz-se necessário a definição de HapX como fator de transcrição regulador da resposta de 

Paracoccidioides spp. à privação de Fe. FOB: Ferrioxamina B. Ggt: Gama-glutamiltransferase. CO: 

Monóxido de carbono. Pp-IX: Protoporfirina IX. Adaptado de Souza et al., 2020. 
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