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RESUMO

Sabe-se que as doencas fungicas acometem varios individuos em todo o mundo, porém, a
quantidade de pessoas afetadas por essas doengas nao é muito bem avaliada devido a falta de
dados de vigilancia que possam ser utilizados. A aspergilose € uma micose oportunista
ocasionada por fungos do género Aspergillus, apresenta uma variedade de manifestacGes
clinicas, o que dificulta o seu diagnéstico e possui a espécie Aspergillus fumigatus como o
principal agente etioldgico. Sabe-se que durante o processo de infec¢do este fungo secreta uma
variedade de proteinas para o seu desenvolvimento bem como tem a capacidade de formacéo
de biofilme. De forma geral, este consiste em uma comunidade microbiana envolta por uma
matriz extracelular autopodruzida, a qual funciona como mecanismo de protecdo contra
ambientes hostis e agentes antifingicos. Neste sentido, a protebmica € um conjunto de
abordagens que pode auxiliar na elucidacdo de proteinas que estejam envolvidas no processo
de infecgéo causada por esse fungo, bem como aquelas presentes no biofilme. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil proteico do secretoma e da formacéo de biofilme
por Aspergillus fumigatus. Para este estudo, foram utilizadas trés cepas de Aspergillus
fumigatus (ATCC 16913, ATCC 46640 e ATCC LB-01-AP), as quais foram avaliadas
qualitativamente e quantitativamente quanto a producdo de biofilme. Nestes ensaios foram
utilizados os meios: caldo CZ, SAB, RPMI 1640, BHI e meio minimo, em diferentes tempos,
a 28°C e 37°C. Posteriormente, foi feita a analise por microscopia eletronica de varredura e o
perfil proteico do secretoma e do biofilme foi verificado a partir de um gel de eletroforese
unidimensional e pela protebmica shotgun. Os resultados da analise qualitativa para a producao
de biofilme mostraram positividade para todas as cepas de Aspergillus fumigatus. Dos cinco
meios testados, trés foram positivos para a producéo do biofilme (CZ, SAB e RPMI 1640) e os
demais foram negativos, pois o fungo cresceu demais ou ndo apresentou aderéncia na superficie
da placa. Na avaliacdo quantitativa, foi determinada que a melhor condicao para producédo de
biofilme era no meio CZ, a 28°C, no tempo de 36 horas; porém, para analise microscopica e
protedmica foram avaliadas as duas temperaturas a fim de verificar se esta influenciava na
estrutura e composicao proteica do biofilme e secretoma. Na analise por microscopia eletrénica
de varredura foi observado que havia diferenca no biofilme de acordo com a temperatura, uma
vez que a 28°C o biofilme apresentou estruturas arredondadas e compactas, além de uma maior
quantidade de conidios em estagio germinativo; ja a 37°C foi observada uma maior quantidade
de matriz extracelular presente por todo o comprimento da hifa fangica. Quanto a analise
protedmica, foram identificadas uma variedade de proteinas associadas a patogenicidade de
Aspergillus fumigatus, que desempenham papéis importantes no seu processo de crescimento,
mas que também atuam como alérgenos (e.g. ribonuclease mitogilina, enolase e Hsp90).
Adicionalmente, grande parte destes alérgenos identificados no estudo estavam presentes
apenas no biofilme do microrganismo. Com isso, verificou-se que ha uma diversidade de
proteinas no biofilme e secretoma de Aspergillus fumigatus que podem atuar na sua
alergenicidade e processo de infeccéo, as quais também desempenham um importante papel no
mecanismo de defesa deste microrganismo durante seu crescimento.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, biofilme, proteémica, alérgenos.



ABSTRACT

It is known that fungal diseases affect many individuals around the world, but the exact number
of people affected by these diseases is not very well evaluated due to the lack of surveillance
data that can be used. Aspergillosis is an opportunistic mycosis caused by fungi from the genus
Aspergillus, with Aspergillus fumigatus being the main etiological agent. The disease has a
variety of clinical presentations, which makes its diagnosis difficult. It is known that during the
process of infection this fungus secretes a variety of proteins for its development and that it can
form biofilms. The biofilms it creates consist of a microbial community surrounded by a self-
produced extracellular matrix, which acts as a protection mechanism against hostile
environments and antifungal agents. Proteomics is an approach that can help in the elucidation
of Aspergillus fumigatus proteins that are involved in the process of infection and those present
in the biofilms it forms. The objective of this work was, thus, to characterize the protein profile
of the Aspergillus fumigatus secretome and identify those involved in its biofilm formation. For
this study, three strains of Aspergillus fumigatus (ATCC 16913, ATCC 46640 and ATCC LB-
01-AP) were qualitatively and quantitatively evaluated for biofilm production. In our tests the
following media were used: CZ broth, SAB, RPMI 1640, BHI and minimum medium. These
broths were used to culture the fungus for different culture periods and at at different
tempratures: 28 °C and 37 °C. Resulting biofilms were analysed using scanning electron
microscopy and protein secretomes were evaluated using a one-dimensional electrophoresis gel
and shotgun proteomics. The results of the qualitative analysis showed all strains of Aspergillus
fumigatus capable of biofilm formation. Of the five media tested, three were positive for biofilm
production (CZ, SAB and RPMI 1640). The others were negative because the fungus grew too
much or showed no adhesion to the plaque surface. In the quantitative evaluation, it was
determined that the best condition for biofilm production was achieved by culturing at 28 ° C,
in 36 hours in CZ medium. For microscopic and proteomic analysis, two temperatures were
evaluated to verify whether temperature influenced the structure and protein composition of the
biofilm. In the analysis by scanning electron microscopy it was observed biofilm varied
according to the temperature. At 28 ° C, the biofilm presented rounded and compact structures
as well as an elevated amount of conidia in the germ stage. At 37 ° C, an elevated amount of
extracellular matrix was observed throughout the fungal hyphae. As for proteomic analysis, a
variety of proteins associated with the pathogenicity of Aspergillus fumigatus have been
identified. These identified proteins play important roles in the Aspergillus fumigatus growth
process and act as allergens (e.g. ribonuclease mitogillin, enolase and Hsp90). Importantly,
most of these allergens identified in the study were present only in the biofilm of the
microorganism. In conclusion, it was found that there is a diversity of proteins in Aspergillus
fumigatus biofilms and its secretome that may act on its allergenicity and infection process,
playing an important role in the defence mechanism of this microorganism during its growth.

Keywords: Aspergillus fumigatus, proteomics, biofilm, allergens.
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Tampao fosfato salino (do ingés: phosphate buffered saline)
Parte por milh&o

Protein standard absolute quantification

Correspondéncias espectro-peptideo (do inglés: Peptide Spectrum Match)
Artificial quantification concatemer

Acido ribonucleico (do inglés: ribonucleic acid)

Rotacdo por minuto

Acido ribonucleico ribossomal

Sabouraud

Dodecil sulfato de sodio

Search engine processor
Marcacao de isotopos estaveis em aminoacidos em cultura de células (do inglés,
Stable Isotope Labelling with Amino acids of Cells in culture)

Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
Acido Tricloroacético

Tetrametiletilenodiamina

Acido Trifluoroacético

Receptor do tipo Toll (do inglés: toll-like receptors)
Receptor do tipo Toll-2 (do inglés: toll-like 2 receptors)
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TLR4
TMT
TNF
TOF
Tris-HCI

tRNA
UFRJ
viv
VL
XIC

Receptor do tipo Toll-4 (do inglés: toll-like 4 receptors)
Tandem mass tags

Fator de necrose tumoral

Tempo de v6o (do inglés: Time of Flight)
Tris(hidroximetil)aminometano — &cido cloridrico (do inglés: Tris
(hydroxymethyl) aminomethane - Hydrochloric acid)
Acido ribonucleico ribossomal

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Razé&o volume/volume

Lamen vascular (do inglés: Vascular lumen)
Cromatogramas de ions extraidos
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que as doencas flngicas acometem um ndmero considerdvel de individuos em
todo o mundo. Porém, a quantidade de pessoas afetadas por essas doencas ndo € muito bem
estimada devido a falta de dados de vigilancia que possam ser utilizados. Dentre estas doencas
que atingem a populacdo estd a Aspergilose, uma doencga infecciosa ocasionada por diferentes
espécies do género Aspergillus e possui o Aspergillus fumigatus como principal agente
etioldgico (Brown et al. 2012a, Borghi et al. 2016).

Aspergillus fumigatus é um fungo saprofitico bem adaptado que produz um grande
namero de esporos aerotransportados, 0s quais podem sobreviver a uma ampla gama de
condi¢Bes ambientais (Duarte-Escalante et al. 2009). Os conidios de A. fumigatus sdo inalados
continuamente por seres humanos e eliminados eficientemente por mecanismos imunes inatos.
Porém, nas ultimas décadas, a populacdo de individuos infectados por este patogeno fangico
estd se expandindo, mesmo nos paises desenvolvidos; devido ao aumento do numero de
transplantados, ao desenvolvimento de terapias imunossupressoras, ao Vvirus da
imunodeficiéncia adquirida, doencas autoimunes e neoplasicas (Latgé 2003, Hohl &
Feldmesser 2007, Duarte-Escalante et al. 2009).

Sabe-se atualmente que a infeccdo ocasionada por A. fumigatus ndo estd associada
somente ao imunocomprometimento do hospedeiro, mas também aos diversos mecanismos
deste fungo em se adaptar a ambientes hostis para o seu crescimento. Alguns fatores de
viruléncia deste microrganismo e sua patogénese ja foram estudados, como por exemplo, a
producdo e presenca de melanina em sua parede celular e os genes associados a termotolerancia
(e.g. 0 gene thtA e o gene afpmtl) (Tsai et al. 1998, Wagener et al. 2008, Abad et al. 2010).

Além disso, este fungo secreta uma série de metabdlitos primarios e secundarios durante
seu crescimento/infeccdo no organismo do hospedeiro, e estudos recentes tém demonstrado sua
capacidade para producao de biofilme (Bruns et al. 2010b, Sardi et al. 2014, Reichhardt et al.
2015, Borghi et al. 2016). Esta estrutura fornece protecédo as células fungicas, impedindo que
0 sistema imune consiga destrui-las, o que consequentemente lhe confere também resisténcia
aos mecanismos antifingicos.

Embora fatores como estes citados acima tenham sido identificados como contribuintes
para a viruléncia deste fungo acredita-se que outras biomoléculas possam estar envolvidas neste
processo. Nesse sentido a protebmica, através de abordagens como a protedmica shotgun, pode
auxiliar na identificacdo e quantificagdo de proteinas presentes tanto no biofilme quanto no

secretoma deste fungo.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Carga de doencas fungicas

As doencas fungicas atingem vérias pessoas a cada ano, porém como estas sdo
subnotificadas, ndo € possivel determinar com exatiddo o ndmero de individuos infectados
(\Vallabhaneni et al. 2016). Contudo, sabe-se que as pessoas acometidas podem variar de acordo
com algumas caracteristicas relacionadas as condi¢des socioeconémicas, localizacéo
geogréfica, habitos culturais e situacdo de risco (Giacomazzi et al. 2016).

As infeccdes fungicas superficiais sdo as que mais afetam a populacéo. De acordo com
Brown et al (2012), as de pele e unhas afetam aproximadamente 25% da populacdo mundial e
sdo causadas principalmente por dermatofitos dos géneros Trichophyton spp., Microsporum
spp. e Epidermophyton spp.; porém, as espécies podem variar de acordo com a regido
geografica (Ameen 2010). Outros géneros nao-dermatofitos que também se configuram como
agentes etioldgicos destas infec¢des sdo: os fungos filamentosos Fusarium spp e Aspergillus
spp, e as leveduras Candida spp e Malasezzia spp (Chiacchio et al. 2014, Silva-Rocha et al.
2017). Vale ressaltar ainda que alguns fatores predisponentes estdo associados ao surgimento
de tais infecgBes, como: condicdes climaticas, migracdes de pessoas, atividades esportivas,
contato prolongado com agua, estilo de vida, estado imunoldgico, terapia medicamentosa e
idade dos pacientes (Silva-Rocha et al. 2017).

Ja as infeccbes invasivas acontecem com menor frequéncia, porém os casos de
mortalidade relacionados a essas infec¢@es sdo alarmantes e tem aumentado devido as terapias
imunossupressoras, transplante de orgdos sélidos, pessoas em tratamento de céncer e
HIV/AIDS (Brown et al. 2012b). De acordo com Brown et al (2012a), mais de um milhdo e
meio de pessoas morrem vitimas de pelo menos uma das 10 principais infeccdes fungicas
invasivas (aspergilose, candidiase, criptococose, mucormicose, pneumocistose, blastomicose,
coccidioidomicose, histoplasmose, paracoccidioidomicose e peniciliose). Em um levantamento
feito por Giacomazzi et al (2016) sobre a carga de doencas fungicas no Brasil para 0 ano de
2011, wverificou-se que apenas o0s casos de coccidioidomicose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose foram notificados para o Ministério da Saude; ja casos de aspergilose,
candidose, pneumocistose, blastomicose e peniciliose ndo foram notificados ou encontrados no
Brasil (Tabela 1). Vale ressaltar ainda que em mais de 90% dos casos das doencas fungicas
invasivas, 0 agente etiologico pertence a um desses quatro géneros: Cryptococcus, Candida,

Pneumocystis ou Aspergillus (Brown et al. 2012a).
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Tabela 1. Doengas flngicas notificadas ao Ministério da Satde no ano de 2011 e incidéncia baseada no
namero de admissdes hospitalares (n= 11.643.050). Fonte: Modificado de: Giacomazzi et al (2016).

Infecco fungica Total de casos Incidéncia (/1000)
Coccidioidomicose 829 7.12
Histoplasmose 255 2.19
Paracoccidioidomicose 930 7.99

Dentre as infecgOes flngicas invasivas ha um importante destaque para a criptococose,
0 qual é causada principalmente por Cryptococcus neoformans e mais raramente por
Cryptococcus gattii. A maioria dos casos clinicos se apresentam como meningoencefalites com
um numero aproximado de 950 mil casos e 625 mil 6bitos no mundo inteiro (Brown et al.
2012a, Armstrong-James et al. 2014, Vallabhaneni et al. 2016). No Amazonas, em um estudo
realizado por Alves et al (2016), foi verificada a presenca de propagulos de C. neoformans/C.
gattii em uma variedade de amostras coletadas na area urbana da cidade de Manaus. Deste
estudo, foi verificado que os tipos moleculares isolados correspondiam aqueles responsaveis
pelas infecgdes nos individuos da cidade, revelando a presenca de reservatorios ambientais
destes em Manaus (Alves et al. 2016).

As especies de Candida estdo presentes na pele dos seres humanos e sdo consideradas
0s agentes mais comuns desse tipo de infec¢do. Apesar de existirem uma gama de espécies que
possam acometer os pacientes, Candida albicans € a espécie mais comumente isolada (Brown
et al. 2012a, Guinea 2014, Lovero et al. 2016). De acordo com Paramythiotou et al. (2014), a
mortalidade para infeccdo invasiva causada apenas por esse género pode variar entre 30 a 60%,
correspondendo a aproximadamente 400 mil casos por ano. Ja Pneumocystis jirovecii € um
patogeno fungico de importancia médica que causa pneumonia principalmente em individuos
HIV/AIDS (Brown et al. 2012a, Roux et al. 2014, Vallabhaneni et al. 2016). E estimado que
nestes individuos em terapia antirretroviral, ocorram 400 mil casos de infec¢Bes por ano, com
uma taxa de mortalidade que pode variar de 13% a 80% (Brown et al. 2012a).

Além disso, a exposicdo constante dos pulmdes as espécies de Aspergillus em
individuos susceptiveis pode resultar em infeccdes. Nos casos de aspergilose pulmonar, estas
podem se apresentar de forma invasiva ou como reacdes alérgicas, e estima-se que ocorram
mais de 200.000 casos de aspergilose invasiva a cada ano, podendo chegar a uma taxa de
mortalidade de 50%. Em contrapartida, as formas alérgicas podem chegar até 13 milhGes de
casos, resultando em cerca de 100 mil mortes por ano (Brown et al. 2012a). Em Manaus, em
um estudo que visava verificar 0s casos de aspergilose em pacientes que tiveram tuberculose

pulmonar e apresentavam baciloscopia negativa, observou-se que no decorrer de dois anos
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(2012-2014), dos 400 pacientes atendidos 36 apresentaram aspergilose pulmonar (Oliveira et
al., 2016).

Logo, verifica-se na literatura um ndmero elevado de casos e mortes associadas as
doencas fungicas, bem como um custo elevado decorrente do tratamento destes pacientes
quando apresentam comorbidades e as infeccdes (Wilson et al., 2002); necessitando assim de
maiores estudos aplicados a micologia médica, em especial ao que se refere ao diagnostico,
progndstico e tratamento dessas doencas.

2.2. Aspergilose

A aspergilose € uma micose oportunista ocasionada por fungos do género Aspergillus.
Embora o Aspergillus fumigatus seja o principal agente etioldgico, outras espécies como A.
flavus, A. terreus, A. niger, A. versicolor e A. nidulans também podem ser associadas a essa
doenca (Latge 1999, Barnes & Marr 2006). As manifestacOes clinicas variam de acordo com
0 estado imunologico do hospedeiro, variando desde reacdo alérgica exacerbada a infeccédo
invasiva disseminada (Kosmidis & Denning 2015). Adicionalmente, dentre os individuos
afetados pela aspergilose estdo aqueles que passaram por transplante de células hematopoiéticas
e/ou orgdos solidos, terapia imunossupressora, HIV/AIDS, pacientes neutropénicos, asmaticos,
com fibrose cistica, doenca pulmonar cronica e que apresentam cavidades pulmonares pré-
existentes (Agarwal et al. 2013, Godet et al. 2014, Knutsen 2017).

O processo infeccioso por Aspergillus fumigatus se da atraves da inalacdo de seus
conidios dispersos no ar. Em individuos saudaveis, estes sdo eliminados de maneira eficiente
através de células do sistema imune inato, que identificam a presenca destes nos alvéolos
pulmonares e sdo fagocitados. Assim, apds a producdo de citocinas e quimiocinas por células
imunes inatas, os linfocitos TCD4-helper naive comecam a se diferenciar para atuar na
eliminacdo dos conidios de A. fumigatus (Dewi et al. 2017). Contudo, em pacientes
imunocomprometidos, esse processo nao é totalmente eficaz e os conidios acabam germinando,
0 que desencadeia o inicio da infeccdo e pode ocorrer a colonizacdo dos pulmées com grandes
chances de disseminacdo para locais extrapulmonares (Brakhage et al. 2010, Oliveira &
Caramalho 2014, Dewi et al. 2017).

Na figura 1, tem-se uma visualiza¢do desse processo de interacdo entre os conidios de
espécies de Aspergillus com a superficie epitelial do hospedeiro (Ben-Ami & Kontoyiannis
2009, Heinekamp et al. 2015). Nesta, sdo mostradas duas rotas que Aspergillus spp. utilizam
para 0 seu processo de invasdo: a primeira acontece através do desnudamento das células

epiteliais danificadas, o qual permite que os conidios se liguem a matriz extracelular epitelial e
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iniciem a invasdo; a segunda via é mais comum, onde os conidios induzem a sua absorgéo
através das células epiteliais impedindo sua fagocitose por células efetoras imunes. Dentro
dessas células, estes iniciam o processo de inchaco conidial e a formacéo do tubo germinativo
para a producdo das hifas, as quais penetrardo as camadas epiteliais e endoteliais do limen
vascular (Ben-Ami & Kontoyiannis 2009).
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Figura 1. Esquema das rotas de invasdo utilizadas por Aspergillus spp. para a invasdo do epitélio
pulmonar do hospedeiro. A, espago aéreo alveolar; BG, B-glucano; BM, membrana basal; Ep, camada
de epitélio respiratorio; En, camada de endotélio vascular; GT, gliotoxina; IFNy, interferon v; IL,
interleucina; L, lisossomo; TLR, receptor do tipo Toll; TNF, fator de necrose tumoral; VL, Iimen
vascular. Fonte: Ben-Ami & Kontoyiannis 20009.

O tratamento ou terapia é especifica para o tipo de manifestacdo dessa doenca, todavia
de maneira geral sdo utilizados os seguintes medicamentos: cetoconazol, itraconazol,
posaconazol, voriconazol, anfotericina B, entre outros. A dosagem e o tempo aplicado
dependem do estado clinico e resposta do paciente, e verifica-se que as opg¢des existentes devem
levar em consideracdo também as possiveis reacdes de toxicidade e resisténcia antifungica
(Godet et al. 2014, Schweer et al. 2014, Greenberger et al. 2014, Kosmidis & Denning 2015,
Denning et al. 2016, Tracy et al. 2016).

O diagndstico é baseado em diversos exames que variam de achados clinicos,
radiolégicos e imunoldgicos. Alguns exemplos destes sdo: a presenca de infiltrados

pulmonares, reatividade cutanea, valores de 1gG e IgE para A. fumigatus, achados
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broncoscopicos, micoldgicos, histologicos, bidpsia do tecido e tomografia computadorizada
(Cadena et al. 2016). E importante lembrar que apenas um destes exames néo é sensivel e nem
especifico o suficiente para fechar o diagndstico. Por isso, eles sdo realizados de forma
combinada para que haja maior exatiddo no resultado (Segal & Walsh 2006, Agarwal et al.
2013, 2014, 2015, Dhooria & Agarwal 2014, Godet et al. 2014, Knutsen 2015, 2017, Maturu
& Agarwal 2015, Kosmidis & Denning 2015, Denning et al. 2016, Tracy et al. 2016, Cadena
et al. 2016).

Além disso, a aspergilose se apresenta de trés formas principais: aspergilose
broncopulmonar alérgica (ABPA), aspergilose pulmonar crénica (APC) e aspergilose invasiva.
A aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) é uma doenga pulmonar atribuida a reacdes de
hipersensibilidade as espécies do género Aspergillus. Os individuos mais afetados sdo aqueles
que apresentam quadros de asma e portadores de fibrose cistica, nos quais se estima que a
prevaléncia seja de 1-9% em individuos com asma e de 7-9% em individuos com fibrose cistica
(Knutsen 2017). De forma geral, esta é caracterizada por exacerbacdes de asma, onde ha
comprometimento da funcdo pulmonar, infiltrados pulmonares, eosinofilia pulmonar e no
sangue periférico, niveis elevados de IgE total e de anticorpos IgE e 1gG especificos para A.
fumigatus, tosse, falta de ar, febre, anorexia, mal-estar; e ainda pode evoluir para danos
pulmonares permanentes através do desenvolvimento de bronquiectasias se ndo for tratada de
forma correta (Greenberger et al. 2014, Knutsen 2015, 2017, Kosmidis & Denning 2015).

A aspergilose pulmonar crénica (APC) afeta individuos com doencas pulmonares
estruturais pré-existentes e apresenta uma classificacéo distinta que é baseada nos seus achados
clinicos, radiologicos e fisiopatologicos (Godet et al. 2014). Pode ser classificada como:
aspergiloma simples, aspergilose pulmonar cavitaria cronica e aspergilose pulmonar
necrotizante crénica. De acordo com Szalewski et al. (2018), estas infec¢Oes sdo bastante graves
e estima-se que 3 milhdes de pessoas sofram de APC em todo o mundo, onde 1,74 milhdes ja
tenham apresentado um histérico de doenca pulmonar anterior (Latgé 1999; Pfaller et al. 2006;
Denning et al. 2016).

Para o aspergiloma simples, ndo ha progressdo do tamanho da cavidade ao longo dos
meses e 0S pacientes geralmente sdo assintomaticos (Denning et al. 2016). Na aspergilose
pulmonar cavitaria crénica (CCPA) pode ocorrer a formacao e expansao de novas cavidades ou
expansdo daquelas ja existentes que podem ou ndo conter bolas fungicas, e ndo ocorre a invasao
do tecido ou angioinvasdo. Em adicdo, na aspergilose pulmonar necrotizante cronica (CNPA)
ocorre a expanséo das cavidades e invasao do tecido (Godet et al. 2014, Schweer et al. 2014).

Nestes casos, o tratamento cirargico deve ser considerado apenas para pacientes que apresentem
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uma boa funcdo pulmonar e quando os beneficios forem maiores do que os riscos, sendo
indicado geralmente para individuos com aspergiloma simples (Godet et al. 2014, Schweer et
al. 2014, Denning et al. 2016).

Ja& a aspergilose invasiva € a manifestacdo mais grave dessa doenca e atinge
principalmente pacientes imunocomprometidos, em especial os hemato-oncoldgicos e 0s
receptores de 6rgdos sélidos (Schmiedel & Zimmerli 2016). Uma de suas caracteristicas mais
comuns € a angioinvasao, a qual pode levar a trombose vascular, infarto de tecidos e necrose
coagulativa (Segal & Walsh 2006).

2.3. Aspergillus fumigatus e seus fatores de viruléncia

O género Aspergillus foi descoberto em 1729 e recebeu este nome devido sua
similaridade ao instrumento de dispersar agua benta nos cultos cristdos, aspergillum (Gibbons
& Rokas 2013, Sugui et al. 2014). Em 1856, Rudolf Virchow reconheceu espécies deste género
como agentes causadores de doencas em animais e humanos, e em 1863 Fresenius apontou A.
fumigatus como a espécie patogénica mais importante do género (Sugui et al. 2014).

Como dito anteriormente, essa espécie € o principal agente etioldgico da aspergilose,
correspondendo a 90% dos isolados e sua concentracdo de conidios no ambiente quando
comparado com outras espécies de Aspergillus, corresponde a apenas 1% (Alshareef & Robson
2014). Este microrganismo demonstra algumas propriedades que o auxiliam nessa
patogenicidade e se adapte/sobreviva dentro do organismo do hospedeiro, tais como: tamanho
de seus esporos, reproducdo assexuada, termotolerancia e a parede celular (Abad et al. 2010,
Alshareef & Robson 2014).

Esta espécie produz conidios que variam de 2 a 3 pm de tamanho, 0 que comparado com
o0s conidios de outros fungos, sdo considerados pequenos. Apos a inalacao, estes escapam dos
mecanismos de defesa da cavidade nasal e do trato respiratorio superior, resultando em uma
certa facilidade para entrarem nos alvéolos pulmonares e iniciarem o processo de invasdo do
tecido e dos vasos sanguineos (Oliveira & Caramalho 2014). Esta angioinvasdo leva a
trombose, causando a morte de células teciduais que servirdo como fonte de alimento para o
crescimento fungico. Adicionalmente, a necrose tecidual limita que as células do sistema imune
e agentes antifungicos consigam chegar ao local da infeccdo, agravando assim o estado de satde
do hospedeiro (Kamai et al. 2006, Oliveira & Caramalho 2014).

Com relagdo a forma de reproducéo, algumas espécies de Aspergillus apresentam tanto
uma forma sexuada como outra assexuada (Szalewski et al. 2018). A. fumigatus é uma dessas

espécies, onde Neosartorya fumigata é sua forma sexuada, contudo para que haja a reproducao
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é necessario a presenca de tipos de cruzamento opostos (MAT1 - 1 e MATL1 - 2), e outros fatores
ambientais que favorecam este tipo de reproducéo (Sugui et al. 2014, Szalewski et al. 2018).
Na forma assexuada, este microrganismo inicia seu processo de germinagdo quando encontra
um ambiente favoravel; assim, quando os conidios assexuados séo inalados pelo individuo
imunocomprometido, estes germinam e podem iniciar o processo de infec¢do (Abad et al. 2010,
Sugui et al. 2014, Szalewski et al. 2018).

A termotolerancia € outro fator importante associado a patogenicidade, pois permite que
este se adapte a temperatura do ambiente em que se encontra. Segundo Abad et al. (2010), este
microrganismo apresenta a capacidade de sobreviver a temperaturas mesoéfilas, podendo
também suportar temperaturas até 70 °C. Na literatura, estudos ja identificaram alguns genes
(thtA, afpmtl, kre2 afmntl, cgrA e hspl/asp f 12) associados a essa caracteristica (Kumar et al.
1993, Bhabhra et al. 2004, Zhou et al. 2007, Abad et al. 2010). Apesar de ndo estar
completamente esclarecido o papel destes genes, foi observado que thtA (associado ao
crescimento a 48 °C) e afpmtl (necessario para o crescimento a 48 °C) n&o influenciavam na
viruléncia do fungo, mas que o silenciamento de kre2, afmntle cgrA (relacionados ao
crescimento a 37 °C) tornou a cepa menos virulenta; e ainda, que hspl/asp f 12 tem um papel
muito importante nos casos alérgicos de aspergilose, apresentando uma alta reatividade com
anticorpos 1gG e IgE em soros de pacientes com ABPA (Bhabhra et al. 2004, Wagener et al.
2008, Abad et al. 2010).

Além disso, a temperatura também pode influenciar na alergenicidade dos conidios de
A. fumigatus, o que é interessante ja que os nichos habitacionais deste microrganismo séo
variados e ele pode crescer em diversas temperaturas (Low et al. 2011). Nesse contexto, a
temperatura estimula a producdo de uma familia de proteinas produzidas como mecanismo de
protecdo dessa espécie, as proteinas do choque térmico (HSPs) (Bui et al. 2016). As HSPs 90 e
70 estdo associadas a mecanismos de resisténcia, uma vez que a superproducao de Hsp90 esta
associada a resisténcia a caspafungina e Hsp 70 corresponde a um alto nivel de resisténcia ao
itraconazol (Szalewskiet al., 2018; Kumar et al. 1993, Abad et al. 2010, Low et al. 2011,
Hagiwara et al. 2017).

A parede celular de A. fumigatus assim como de outros fungos patogénicos é essencial
para a sua viruléncia, pois atua na interacdo do fungo com o hospedeiro. Esta é composta por
glucanos (lineares e ramificados), quitina, galactomanano, melanina, entre outros. Tais
componentes (e.g. melanina) podem funcionar como um mecanismo de defesa do fungo,
evitando processos como a fagocitose e danos por espécies reativas de oxigénio (Askew 2008,

Abad et al. 2010, Veerdonk et al. 2017). Em contrapartida, geralmente quando estes
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componentes sdo identificados pelo sistema imunolégico do hospedeiro desencadeiam uma
série de estimulos e producdo de citocinas que atuardo em resposta a presenca do

microrganismo (Abad et al. 2010).

2.4. Secrecdo de proteinas

Todo microrganismo durante seu crescimento secreta uma série de proteinas e
metabdlitos secundarios Uteis para a manutencao de um ambiente propicio as suas necessidades
metabdlicas (Wartenberg et al. 2011). Neste contexto, as proteinas do secretoma correspondem
aquelas secretadas, ancoradas na superficie celular ou no ambiente extracelular, bem como
aquelas proteinas envolvidas na via secretora (Abdel-Azeem et al. 2016, McCotter et al. 2016).

Dentre as proteinas secretadas por Aspergillus fumigatus estdo enzimas como proteases,
peptidases e fosfolipases, assim como exoproteases, micotoxinas e outros produtos fingicos
que séo capazes de comprometer o epitélio pulmonar e ativar o sistema imune (Kumar et al.
1993, Bruns et al. 2010, Vivek-Ananth et al. 2018). De acordo com Szalewski et al. (2018), as
proteases fungicas secretadas durante seu desenvolvimento no hospedeiro podem ser
consideradas como um dos principais fatores responsaveis pelo processo de angioinvasao
(Szalewski et al. 2018). Porém, é importante frisar que o secretoma produzido por este fungo,
assim como o de qualquer outro microrganismo, pode sofrer uma influéncia do meio ao qual
estd sendo submetido (McCotter et al. 2016). Logo, dependendo das condigcdes de seu
crescimento, a composicao proteica sera diferente (Kniemeyer 2011).

Em um estudo desenvolvido por Vivek-Ananth et al (2018), foi observado que 71% das
proteinas do secretoma, sendo 52% relacionadas a membrana celular de A. fumigatus, nédo
apresentavam homologos para humanos. Estas proteinas estavam relacionadas principalmente
a patogénese, em especial aos processos metabdlicos, regulacdo da resposta imune do
hospedeiro, bem como na resposta e sintese para micotoxina. De maneira que, estas podem
servir como alvos para o desenho de futuros novos biomarcadores (Vivek-Ananth et al. 2018).

Em outro estudo, Kumar et al. (2011) verificou 24 proteinas, das quais a sua maioria
eram enzimas que estavam envolvidas no metabolismo de carboidratos, aminoacidos e lipidios.
Destas, 15 apresentavam imunogenicidade e 3 (beta-1,3-endoglucanase, tioredoxina redutase e
a oxigenase dependente de FAD) ndo apresentavam homologia com proteinas humanas,

podendo ser interessantes também como marcadores de diagnostico (Kumar et al. 2011).
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2.5. Biofilme

Assim como a secrecdo de proteinas € utilizada para preparar um ambiente favoravel
para o crescimento fungico (Wartenberg et al. 2011), a formacéo de biofilme também pode
desempenhar uma importante funcdo para 0 microrganismo uma vez que este fornece
integridade estrutural e protecdo (Flemming & Wingender 2010). O biofilme consiste em
comunidades microbianas que estdo inseridas dentro de uma matriz exopolimérica
autoproduzida, a qual contribui na retencdo de agua e nutrientes que contribuirdo para o
crescimento do microrganismo (O’Toole 2003, Oliveira et al. 2010, Hobley et al. 2015). Estes
vivendo nestas comunidades apresentam uma maior protecdo contra ambientes hostis e a agdo
de agentes antimicrobianos quando comparados com seus homologos que vivem de forma
planctdnica, pois este atua como uma espécie de barreira fisica (Kaur & Singh 2014, Vila &
Rozental 2016). Assim como outros microrganismos patogénicos, o A. fumigatus apresenta a
capacidade de formacé&o de biofilme (Seidler et al. 2008, Rajendran et al. 2011, Vila & Rozental
2016).

De maneira geral, o biofilme fungico mais estudado na micologia médica é o da levedura
patogénica Candida albicans. Estes podem se formar na superficie de dispositivos médicos e
apresentam quatro estagios de formacao: 1- fase de aderéncia, onde as células planctonicas se
ligam a superficie (1-3 horas); 2- fase intermediaria onde se inicia 0 processo de brotamento,
que vai de 11 a 14 horas; 3- fase de maturacdo, onde a matriz extracelular envolve todas as
camadas aderidas a superficie (20-48 horas) e, 4-fase de dispersdo, onde as células presentes
nas camadas mais superficiais do biofilme se libertam e aderem as superficies ao seu redor (Vila
& Rozental 2016).

O biofilme produzido por A. fumigatus em comparacdo com o de Candida albicans
apresenta uma diferenca em torno de 10 horas na formacéo. Este possui um periodo de 10 a 16
horas entre o tempo de adesdo e germinacdo, 48 horas para o inicio da producdo da matriz
extracelular e em 72 horas se tem a producdo do biofilme maduro (Seidler et al. 2008, Vila &
Rozental 2016). Uma possivel explicacdo para essa diferenca pode estar associada a morfologia
destes microrganismos, onde algumas leveduras levam menos tempo para crescerem quando
comparadas com os fungos filamentosos.

Na revisdo feita por Muszkieta et al (2013), eles avaliaram o biofilme produzido por
Aspergillus fumigatus através de diversas abordagens “Omicas”. Nesta revisdo, observou-se
quais genes estavam superexpressos e envolvidos na transcricdo de moléculas de transporte,

metabolismo secundario, moléculas antigénicas e alergénicas durante o crescimento do
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biofilme (e.g. transportadores ABC, Mdr1, Mdr2 e Mdr4) (Nascimento et al. 2003), bem como
identificou-se proteinas diferencialmente expressas nesta condicdo de crescimento (e.g. Asp-
hemolisina, piruvato quinase, alcool desidrogenase e malato desidrogenase) (Muszkieta et al.
2013).

J& outros estudos demonstraram que alguns componentes do biofilme de A. fumigatus
sdo: galactomanano, o-1,3 glucano, melanina e DNA extracelular, sendo este 0ltimo
relacionado a maturacdo do biofilme e processos de morte celular (Loussert et al. 2010, Kaur
& Singh 2013).

2.6. Protedmica

Uma abordagem que pode auxiliar no estudo e descoberta de novos alvos aplicado a
agravos na saude que A. fumigatus pode ocasionar € a protebmica. Esta pode analisar de forma
descritiva e quantitativa proteinas de uma determinada amostra e suas variagdes em resposta a
um ambiente ou decorrentes do desenvolvimento normal ou alterado, bem como modificacbes
e interacdes com outras proteinas (Barbosa et al. 2012, Zhang et al. 2013).

Na protedmica, existem trés técnicas principais: a top-down, middle-down e bottom-up:
a primeira corresponde a analise de proteinas intactas; a segunda identifica proteinas a partir de
peptideos que possuem uma cadeia longa de aminoacidos e a terceira que também analisa
peptideos oriundos de proteinas de uma amostra, porém estes apresentam uma cadeia menor de
aminoacidos comparados com os resultantes da middle-down (Yates et al. 2009, Zhang et al.
2013, Gillet et al. 2016).

Dentro da abordagem bottom-up, esta a protebmica shotgun. De forma simplificada,
esta analisa peptideos oriundos de proteinas extraidas de amostras complexas, que foram
obtidos através da acdo de uma enzima, geralmente a tripsina (Graham et al. 2011).
Posteriormente, estes peptideos podem ser separados por métodos cromatograficos e de acordo
com sua razdo massa/carga (m/z) através de um espectrébmetro de massas, para entdo a
inferéncia proteica ser realizada (Cantu et al. 2008, Barbosa et al. 2012, Zhang et al. 2013).

A quantificacdo proteica pode ocorrer de duas formas: absoluta e relativa (Aquino
2015). Na quantificacdo absoluta tem-se como principio a introducdo de padrdes com
concentracdo conhecida para determinar a quantidade de uma dada substancia. Dentro deste
tipo de quantificacdo existem trés abordagens principais: AQUA, QconCAT e PSAQ. O AQUA
é muito indicado para a determinacdo de modifica¢fes pos-traducionais devido sua capacidade
de determinar peptideos com modificacOes especificas (Zhang et al. 2013), ja 0 QconCAT tem

a capacidade de identificar diferentes proteinas simultaneamente, sendo muito Gtil no estudo de
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complexos e vias metabolicas (Zhang et al. 2013); e o PSAQ utiliza multiplos padrGes de
peptideos para determinar sua proteina alvo, o que lhe confere uma maior cobertura de
sequéncia e melhor confiabilidade (Gerber et al. 2003, Bantscheff et al. 2007, Shuford &
Muddiman 2013, Zhang et al. 2013, Aquino 2015). Ja a quantificacéo relativa permite estimar
a abundancia relativa de peptideos em diferentes amostras, sendo esta realizada a partir de dois
métodos principais: livre ou isenta de marcacdo (label-free) e dependente de marcacao (Zhang
et al. 2013, Aquino 2015).

A quantificacdo relativa label-free avalia as amostras comparando a intensidade dos
fons oriundos dos peptideos. Para este tipo de quantificacdo sdo utilizadas duas técnicas: a
primeira, denominada XIC (cromatograma de ions extraidos), que é feita a partir de um ou mais
valores de razdo m/z representante de um determinado peptideo. Nesta, a intensidade do ion
precursor ao longo do tempo é plotada obtendo-se o seu valor a partir do calculo da area abaixo
da curva gerada a partir dos pontos plotados, onde quanto maior a area do pico, maior é sua
concentragdo na amostra (Zhu et al. 2010, Zhang etal. 2013, Aquino 2015). Ja a segunda técnica
de quantificacdo é denominada contagem espectral (spectral count), e feita a partir da
comparacdo do numero de espectros de MS2 adquiridos e mapeados para uma dada proteina.
(Zhu et al. 2010, Zhang et al. 2014).

Para a quantificacdo relativa dependente de marcacdo pode-se utilizar diferentes
métodos. Dentre os marcadores existentes, tem-se aqueles que marcam metabolicamente (e.g.
SILAC: BC e ™N), quimicamente (e.g. iTRAQ e TMT) ou enzimaticamente (e.g. marcacgio
com *0). Este tipo de marcacio permite a analise simultinea de amostras produzidas em
diferentes condicGes, a reducdo de possiveis vieses associado a variabilidade experimental e
manipulacdo da amostra, além de diminuir o tempo de analise no espectrometro de massas (Zhu
et al. 2010, Zhang et al. 2013, Aquino 2015).

A identificacdo de proteinas de uma dada amostra pode ser feita a partir dos dados
obtidos por espectrometria de massas, sendo essa ferramenta mais utilizada para estudo em
larga escala de proteinas (Damaso 2017). Nesta, tem-se o espectrémetro de massas que é
dividido em uma fonte de ionizacdo, um analisador de massas e um detector de ions, sendo
auxiliado por instrumento computacional para adquirir os dados obtidos pela analise (Figura 2)
(Cantu et al. 2008, Barbosa et al. 2012). Adicionalmente, este equipamento também deve
possuir uma alta sensibilidade, resolucdo, precisdo e acurdcia, visto que permitira a
diferenciacédo entre ions de m/z muito proximos bem como possibilita uma maior especificidade
na medida da massa (Yates et al. 2009, Zhang et al. 2013, Damaso 2017).
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Figura 2. Esquema ilustrativo do funcionamento de um espectrometro de massas.

Atualmente para o estudo de biomoléculas em espectrometria de masas, as fontes de
ionizagdo mais utilizadas sdo, 0 MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) e o ESI
(Electrospray lonization). Estas realizam a ionizagdo da amostra de maneira branda,
conservando a integridade da cadeia polipeptidica (Medzihradszky & Chalkley 2015). No
MALDI, as amostras sdo inseridas no estado solido e uma matriz composta de um acido
organico de baixo peso molecular é aplicada; ap6s o bombardeamento por laser, a matriz
sublima e seus ions transferem a carga para os analitos, permitindo a ionizacdo dos peptideos
resultantes na amostra. Ja o ESI, ao contrario do MALDI, produz ions a partir de uma solugéo,
ao ser aplicado uma diferenca de potencial entre a extremidade capilar da cAmara de ionizagédo
e o orificio de entrada no espectrometro de massas. Tal diferenca resulta em um spray
eletrolitico, de microgotas altamente carregadas que ap0s a evaporacao do solvente, geram
formas ionizadas do analito (Aquino 2012, Barbosa et al. 2012).

Com relacdo aos analisadores de massas, estes sdo responsaveis por separar 0s ions de
acordo com sua razdo massa/carga (m/z) a partir de uma diferenca de potencial na voltagem,
aplicacdo de um campo elétrico, variacao na radiofrequéncia, entre outros (Barbosa et al. 2012).
Atualmente, tem-se varios tipos e combinacdes, sendo que a escolha dependera dos objetivos e
necessidades do experimento. Alguns exemplos sdo: o quadrupolo, ion trap, TOF (time of
flight), orbitrap e o FT-ICR (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance) (Graham et al. 2011,
Barbosa et al. 2012, Eliuk & Makarov 2015). Em adicdo, cada tipo de analisador apresenta suas
limitacOes, e uma das alternativas para superar isso e obter melhor aproveitamento nas analises
foi a elaboracdo de equipamentos hibridos, ou seja, que possuem dois ou mais tipos de

analisadores em um mesmo instrumento (Graham et al. 2011, Barbosa et al. 2012). Um exemplo
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de espectrémetro de massas hibrido é o LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific), o qual
possui dois tipos de analisadores, o lon Trap Linear e o Orbitrap. Estes permitem a obtencgéo
de massa do ion precursor em alta resolucdo através do Orbitrap associada a alta velocidade do
LTQ em dissociar e analisar os ions parentais (Aquino 2015, Damaso 2017).

Apoés passarem pelo analisador, todas as informagdes obtidas sobre os ions sdo
direcionadas ao detector (e.g. fotomultiplicadores) (Medhe 2018), que amplifica e detecta o
sinal da corrente de ions presente na amostra, convertendo-o para um sistema de processamento
de dados na forma de espectros (Barbosa et al. 2012, Medhe 2018). Posteriormente, estes serdo
usados por ferramentas computacionais para a identificagdo e quantificacdo de
peptideos/proteinas presentes na amostra estudada (Barbosa et al. 2012). Nesse sentido, trés
estratégias que podem ser empregadas para a identificacdo sdo: sequenciamento de novo,
sequence tag search, e o peptide spectrum match (PSM), sendo que essa Ultima sera a utilizada
neste trabalho (Aquino 2015, Medzihradszky & Chalkley 2015, Damaso 2017).

Alguns estudos protedmicos ja foram realizados com Aspergillus fumigatus, onde foi
possivel identificar tanto proteinas especificas de estagios de crescimento bem como proteinas
superexpressas decorrentes de alteracdes no meio (Asif et al. 2006, Kubitschek-Barreira et al.
2013). Kubitschek-Barreira et al (2013) conseguiram identificar proteinas expressas em
diferentes estagios de crescimento de Aspergillus fumigatus, com especial destaque para a
proteina denominada eEf3. Essa proteina foi identificada na fase de germinacéo de esporos e
esta relacionada ao processo de traducdo em fungos, sendo exclusiva desses microrganismos
(Dever & Green 2012, Kubitschek-Barreira et al. 2013).

Em outro estudo utilizando a protedbmica para a compreensdao do biofilme de
Cryptococcus neoformans, observou-se que proteinas expressas no biofilme desse
microrganismo mostravam mudancgas metabdlicas associadas ao processo de aquisi¢do de
energia, como por exemplo a alanina aminotransferase que poderia estar atuando na formacéo
de piruvato (Santi et al. 2014). Vale frisar ainda que nesse trabalho, foram identificadas duas
proteases (metionina aminopeptidase e metaloproteinase elastinolitica) que eram exclusivas do
biofilme de C. neoformans e que poderiam estar atuando no processo de invasdo no hospedeiro
(Santi et al. 2014).

Logo, a protedmica surge como uma interessante alternativa para explorar mudancas
moleculares em diferentes estados bioldgicos, como no biofilme e secretoma de Aspergillus
fumigatus. De forma que, esta pode sinalizar vias metabodlicas exclusivas utilizadas por este

patdgeno durante seu crescimento no biofilme e sua interacdo com o organismo do hospedeiro,
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contribuindo assim para o maior entendimento de mecanismos associados a doengas como a

aspergilose.
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3. OBJETIVOS

3.1.

3.2.

Objetivo Geral

Caracterizar o perfil proteico do secretoma e do biofilme por Aspergillus fumigatus.

Objetivos especificos

Investigar a producdo de biofilme por cepas fungicas de Aspergillus fumigatus entre
diferentes meios de cultivo;

Avaliar de forma qualitativa e quantitativa a producdo de biofilme entre as cepas
fingicas estudadas;

Selecionar a melhor condigéo e cepa de Aspergillus fumigatus para o estudo proteico;
Comparar os perfis de proteinas obtidos a partir do secretoma e da formacé&o do biofilme
por uma cepa de Aspergillus fumigatus;

Buscar proteinas que possam estar correlacionadas com a patogenicidade de Aspergillus

fumigatus.
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4. METODOS

4.1. Condig0es de cultivo

As amostras utilizadas neste estudo foram cedidas pela Colegéo de Culturas de Fungos
Filamentosos — CCFF do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) e
estdo em processo de inser¢cdo na Colegcdo de Fungos da Amazonia (CFAM) do Instituto
Lebnidas e Maria Deane. Foram utilizadas trés amostras de Aspergillus fumigatus que vieram
conservadas pelo método de liofilizacdo, que estavam armazenadas em ampolas de vidro e
foram submetidas a um processo de reativagéo. Estas séo: Aspergillus fumigatus ATCC 16913,
Aspergillus fumigatus ATCC 46640 e Aspergillus fumigatus ATCC LB-01-AP. Para isso, foi
feita a desinfeccdo das ampolas com gaze embebida em alcool 70% e deixadas para secar. Cada
ampola foi aquecida no local indicado pelo protocolo disponibilizado pelo INCQS e
posteriormente, foi adicionado algumas gotas de solugéo salina para que o vidro quebrasse
devido ao choque térmico. ApoOs isso, a parte superior foi retirada e adicionou-se 0,5 mL de
agua destilada esterilizada. As amostras foram deixadas em repouso para reidratagdo por um
tempo de 15 a 30 minutos. Posteriormente, o sedimento foi homogeneizado, sendo retirado o
equivalente a 0,1 mL da suspenséo e aplicado em placas contendo 0 meio agar extrato de malte
(MEA) durante sete dias a 28 °C.

Ap0s esse processo de reativacao, tais culturas foram autenticadas atraves da observacao
de suas caracteristicas morfofisiologicas, seguindo os critérios de chave de identificacdo
estipulados por Klich (2002). Para se obter um grau de pureza adicional das culturas, foi
realizada uma cultura monosporica, onde foram plaqueadas as diluicdes 103, 10* e 107
(Azevedo & Costa 1973). As coldnias oriundas da diluigdo 10 foram replagueadas em meio

agar extrato de malte (MEA) e incubadas durante sete dias a 28 °C para crescimento.

4.2. Avaliacdo qualitativa da formacao de biofilme

Para a avaliacdo da formacdo do biofilme, as trés cepas de A. fumigatus foram
inoculadas a uma concentragdo de 1x10° esporos/mL, sendo a padronizagéo da concentragdo
de conidios realizada a partir da contagem em cadmara de Neubauer, empregando o software
CALIBRA®. Posteriormente, as cepas foram cultivadas em placas de petri contendo 30 mL de
meio de cultura. Cinco diferentes meios de cultura foram empregados: caldo Sabouraud, caldo
czapeck (CZ), caldo BHI (infusdo cérebro-coracdo), meio minimo (20 mg/mL de tiamina, 30
mM glicose, 26 mM glicina, 20 mM MgSO4.7H20, 58.8 mM KH2PO4) e meio RPMI 1640.
Estas foram incubadas a 28°C e 37°C por 36, 48 e 72 horas sem agitacdo, em duplicata

bioldgica. Passado esse periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com tampédo fosfato-salino

36



(PBS) e as celulas ndo ligadas foram removidas (Mowat et al. 2007, Santi et al. 2014). Apos 1
minuto de incubacdo a temperatura ambiente, as estruturas de biofilme presentes nas placas de
petri com os diferentes meios foram coradas com 6 mL de uma solucdo de safranina a 0,5%;
como um resultado positivo, espera-se que o fundo da placa de petri fique vermelho revelando
a presenca da matriz extracelular (Seidler et al. 2006). A composi¢cdo completa dos meios
utilizados para a producéo do biofilme encontra-se no apéndice 8.1.

4.3. Avaliacdo quantitativa da producéo do biofilme

O ensaio quantitativo foi realizado a partir da biomassa do biofilme conforme descrito
por Mowat et al. (2007). De forma simplificada, foram utilizadas placas de microtitulacéo
contendo 100 uL dos meios de cultura avaliados com uma concentragdo de 1x10° esporos/mL
de cada cepa de Aspergillus fumigatus. A analise foi feita durante 72 horas, onde o crescimento
fangico foi paralisado a cada 12 horas e o meio saturado e as células ndo aderentes foram
removidas mediante o auxilio de trés lavagens com uma solucdo de PBS. Posteriormente, 0
conteudo resultante nos pogos das placas de microtitulacao foram secos a temperatura ambiente
e adicionou-se 100 puL de uma solucéo de violeta cristal a 0,005% (p/v) durante 15 minutos.
Entdo, a solucdo foi removida lavando-se cuidadosamente os biofilmes com &gua destilada até
que o excesso de corante fosse removido. Em seguida, estes foram descorados com a adi¢édo de
100 uL de etanol a 95% durante 1 minuto para a completa solubilizagdo da solucéo de violeta

cristal. Por Gltimo, a absorbancia foi lida a 595 nm.

4.4. Analise estatistica

Para analisar os dados resultantes do item 4.3, foi aplicado a ideia de modelos de
regressdo, onde a variavel resposta foi a absorbancia e as variaveis explicativas foram: cepa,
meio, tempo e temperatura. Como ndo foram encontradas evidéncias sobre a normalidade da
variavel resposta, a analise foi conduzida utilizando os modelos lineares generalizados (GLM).
O modelo que apresentou melhor ajuste foi 0 Gamma com funcdo de ligacdo inversa. Ja a
validacdo do modelo seguiu através do teste da razdo de verossimilhanca e analises dos residuos
com graficos de envelope. O software estatistico utilizado foi o R versdo 3.4.3, com pacotes

diversos e o nivel de significancia empregado foi de 0,05.

4.5.  Avaliacdo por microscopia eletronica de varredura (MEV)
Depois de selecionada a melhor condigéo para producédo do biofilme, as amostras foram

cultivadas em placas de petri para serem analisadas por microscopia eletrénica de varredura
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(MEV). Dentro de cada placa, foram adicionadas duas laminulas para que o biofilme aderisse
as mesmas. Apo6s o periodo de incubacdo, as laminulas foram removidas e colocadas para secar
a 37°C. Posteriormente, estas laminulas com o biofilme foram fixadas com glutaraldeido 2,5%,
lavadas em tampéo cacodilato de s6dio 0,1M e pos-fixadas em 1% tetroxido de 6smio em
tampdo cacodilato de so6dio 0,1M por 1 hora. Em seguida, estas foram novamente lavadas em
tampao cacodilato de sddio 0,1M e desidratadas em solugdes crescentes de etanol (30%, 50%,
70%, 90% e 100%) por 10 minutos em cada concentracdo; sendo que a Ultima etapa (a 100%)
foi feita duas vezes. Apds isso, as amostras foram secas em um equipamento de ponto critico e
metalizadas com ouro. A analise foi realizada em um microscépio eletrdnico de varredura JSSM-
6010 Plus/LA (Jeol) na plataforma de microscopia (RPTO7C), do Instituto Carlos Chagas,

Fiocruz Parana.

4.6. Obtencéo do secretoma e do biofilme para o estudo protedmico

Para o estudo protedmico, foi utilizado a cepa de Aspergillus fumigatus e 0 meio de
cultura que apresentaram os melhores resultados quanto a avaliacdo qualitativa e quantitativa a
respeito da formacio de biofilme. Assim, um novo inoculo a uma concentragio de 1x10°
esporos/mL de A. fumigatus foi realizado em placas de petri contendo 30 mL de meio. O
experimento foi feito em triplicata biologica, sendo quatro placas de petri resultantes de cada
réplica bioldgica; o que totaliza em torno de 120 mL por réplica. Apds o periodo de crescimento,
0 secretoma presente nas placas foi separado do biofilme e filtrado através de um sistema de
filtracdo a vacuo com membrana de polietersulfona (Sartolab® RF/BT) com porosidade de 0,22
um. Posteriormente, os secretomas obtidos foram concentrados e dessalinizados utilizando
tubos de filtracdo (Centripep®) com membranas de celulose de 3,0 kDa. Estes foram
submetidos a centrifugacdes sucessivas por 90 minutos, a 4°C e 4400 rpm.

Ja com relacdo a recuperacao do biofilme aderido as placas de petri, foram adicionados
5 mL de solucdo PBS para lavagem e ressuspensdo dessas comunidades microbianas. Em
seguida, estes foram submetidos ao vortex por 1 minuto e sonicagdo com ultrassom por 15
minutos, visando homogeneizar e quebrar interacdes intermoleculares presentes no biofilme.
As amostras resultantes foram centrifugadas por 20 minutos, a 4°C e 4400 rpm. Posteriormente,
estas foram filtradas utilizando filtros de seringa com porosidade de 0,45 um e 0 sobrenadante

obtido foi coletado para os demais passos da analise proteica.
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4.7. Precipitacdo, extracéo e quantificacdo proteica

As proteinas presentes nas amostras do secretoma e no sobrenadante gerado do biofilme
foram precipitadas com acetona gelada pura, utilizando uma propor¢do de 1:4
(secretoma/solvente; biofilme/solvente) em cada amostra. Posteriormente, foi realizado um
vortex por alguns segundos e as amostras ficaram overnight a -20°C. No dia seguinte, estas
foram submetidas a centrifugacdo a 14 000 rpm por 30 minutos a 4°C, descartando-se 0
sobrenadante. Ent&o, o precipitado formado foi lavado duas vezes com acetona gelada pura, em
uma proporcao de 1:2 (precipitado/solvente), sequido de uma centrifugacdo a 14 000 rpm,
durante 15 minutos, a 4°C em cada lavagem.

Ja a extracdo de proteinas foi realizada com RapiGest®(Waters) preparado com
bicarbonato de amonio 50 mM, para uma concentracdo de 0,1% (p/v). Este foi adicionado ao
precipitado resultante das amostras do secretoma e do biofilme. Depois, estas amostras foram
submetidas a um vortex por alguns segundos e centrifugadas durante dois minutos a baixa
rotacdo. A quantificacdo proteica foi obtida através do ensaio fluorimétrico Qubit® 3.0

(Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.8. Eletroforese unidimensional e coloracdo com Coomassie R-250

Com o intuito de observar um perfil preliminar de massa molecular das proteinas
presentes em cada uma das diferentes amostras (secretoma e biofilme), foi realizado um gel de
eletroforese unidimensional desnaturante. Para isso, vinte microlitros (20 uL) de cada amostra
foi utilizado. Tal volume foi diluido no tampé&o de amostra Laemmli [2x], contendo Tris-HCI
0,5 M pH 6,8, SDS 10%, glicerol 20%, R-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol a 1%.
Posteriormente, as amostras foram incubadas em banho seco a 100 °C durante 5 minutos.
Quinze microlitros (15 puL) de marcador molecular com padrdes pré-corados (n°. catalogo 161-
0318, ®Biorad) também foram usados e aquecidos de maneira similar as amostras. O gel de
poliacrilamida foi preparado a 15% (Gel de corrida: 1,15 mL de &gua destilada, 2,5 mL de
acrilamida mix a 30%, 1,25 mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8.8, 50 uL de SDS 10%, 50 pL de
persulfato de amonio 10% e 2,0 uL. de TEMED. Gel de empilhamento a 5%: 1,4 mL de &gua
destilada, 330 pL de acrilamida mix a 30%, 250 pL de Tris 1,5M pH 8.8, 20 uL de SDS 10%,
20 pL de persulfato de amonio 10% e 2,0 L. de TEMED), conforme instrugdes do fabricante
Mini Protean Il (Sambrook et al. 1989). A eletroforese foi realizada com um tampéo de corrida
Tris-HCI 0,25 M, glicina 1,92 M e SDS 0,1% a 80 volts e 15 mA/gel, durante 5 horas.

Apos as corridas, os geis foram deixados overnight em solucédo fixadora contendo 40%

de etanol, 10% de acido acético e agua destilada. Estes foram corados durante 3 horas com
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Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2% solubilizados em 10% de acido acético, 40% de etanol e
agua destilada. Posteriormente, os mesmos foram descorados por duas horas em uma solugéo
de &cido aceético glacial, etanol e 4gua destilada na propor¢édo 1:4:5 (v/v/v). Entdo, a solucéo foi
descartada, adicionou-se agua destilada para a completa descoloracéo e o gel foi fotografado.

4.9. Digestdo proteolitica em solucéo

Cem microgramas de proteinas de cada amostra foram utilizadas para a digestdo em
solugdo. Primeiramente, as amostras foram reduzidas com a adigdo de ditiotreitol (DTT) 50
mM para uma concentragdo final de 10mM e incubadas a uma temperatura de 60°C por sessenta
minutos. Depois, estas foram deixadas a temperatura ambiente por quinze minutos e foi
adicionado iodoacetamida (IAA) a 150 mM por trinta minutos, no escuro. Posteriormente, foi
adicionado novamente DTT 50 mM, porém para uma concentracgdo final agora de 4,5 mM. O
pH das amostras foi medido e em seguida a enzima tripsina (Promega) foi adicionada na
proporcao de 1/50 (p/p) de enzima/substrato. A reacdo foi incubada a 37 °C por 20 horas. No
dia posterior, a reagdo foi paralisada com a adi¢do de acido trifluoroacético (TFA) 10% (v/v)
para uma concentracdo final de 1% (v/v), deixando por cinquenta minutos a temperatura
ambiente. Por ultimo, foi feita uma centrifugacdo por 30 minutos, a 4°C e 12000 rpm para a

remocdo de todo material insoltvel (Aquino 2012, Leal 2019).

4.10. Dessalinizacéo, concentracgdo e quantificacédo dos peptideos

Os peptideos tripticos resultantes de cada amostra foram dessalinizados com mini-
colunas Zip-Tip modificado (poros R2), conforme recomendacdes do fabricante. Em resumo,
as colunas foram hidratadas duas vezes com acetonitrila 100% por 10 minutos a temperatura
ambiente e equilibradas com a adicdo de acido trifluoracético (TFA) 1%. As amostras foram
inroduzidas nas colunas e posteriormente foram lavadas com TFA 0,1%. A eluicdo dos
peptideos ocorreu com a solucdo de TFA 0,1% em acetonitrila 70% (Aquino 2012). Estes foram
concentrados em baixa pressao no Speed Vacuum (Genevac™ miVAC DNA Vacuum-Integrated
Centrifugal Concentrator System) e ressuspendidos em acido férmico 0,1%. A quantificacédo
dos peptideos foi feita pelo ensaio fluorimétrico — Qubit 3.0® (Invitrogen), de acordo com as

instrucdes do fabricante.

4.11. Analise por LC-MS/MS
A analise por LC-MS/MS foi realizada na plataforma de protedmica do Instituto
Oswaldo Cruz- FIOCRUZ/RJ (RPTO02A- Espectrometria de Massa — RJ). Em triplicata técnica,
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foi aplicado um volume de 3uL de amostra, onde o0s peptideos foram submetidos a um sistema
de nanocromatografia - Easy-nLC Il (Proxeon), contendo uma coluna de 20 cm de fase reversa
e no qual foi aplicado um gradiente cromatografico de 168 minutos com o aumento da
concentracdo da fase moével B (95% de acetonitrila em 0,1% de &cido férmico). J& o
espectrometro de massas usado nas andlises foi um LTQ Orbitrap XL MS (Thermo Fischer
Scientific). A aquisi¢do dos espectros foi realizada no modo data dependent acquisition (DDA),
alternando automaticamente entre a aquisi¢do do full scan MS e MS/MS, com uma lista de
exclusdo de 45s. Os sete ions mais intensos, com carga igual ou superior a 2* foram isolados e
fragmentados por dissociacdo induzida pela colisdo por gas (CID), usando uma energia de
colisdo normalizada de 35.

A aquisicdo dos espectros foi realizada no modo data dependent acquisition (DDA),
alternando automaticamente entre a aquisi¢do do full scan MS e MS/MS, com uma lista de
exclusdo de 45s. Os sete ions mais intensos, com carga igual ou superior a 2* foram isolados e
fragmentados por dissociacdo induzida pela colisdo por gas (CID), usando uma energia de
colisdo normalizada de 35.0s parametros empregados na operacao do espectrometro de massas
foram: voltagem no spray de 1,90 kV, source currente de 100 pA, temperatura de 200°C no
capilar, resolugdo de 60,000 para m/z de 300, intervalo de analise 300-1700 m/z na varredura
inicial de MS1, tempo maximo de injecdo de 500 ms para full scan e 50 ms para MS/MS,
voltagem de 47 V no capilar e habilitacdo da predictive automatic gain control (AGC) sendo o

valor alvo de GC para full scan de 5x10° fons e 1x10° fons para MS/MS.

4.12. Anélise dos dados

Os dados obtidos da andlise por espectrometria de massas foram submetidos a
ferramentas de protedmica computacional para a identificacdo e quantificacdo proteica. A
estratégia de identificacdo de peptideos/proteinas foi por PSM (peptide spectrum match). Tais
resultados foram analisados e as proteinas diferencialmente abundantes entre o secretoma e o
biofilme foram estatisticamente apontadas e quantificadas utilizando o software PatternLab for
proteomics (Carvalho et al. 2016). De maneira geral, as sequéncias proteicas de UP000002530
Neosartorya fumigata (strain ATCC MYA-4609/Aspergillus fumigatus) e UP000234474
Aspergillus novofumigatus IBT 16806 foram obtidas do Uniprot no dia 16 de abril de 2019.
Foram adquiridas um total 9647 entradas proteicas para Neosartorya fumigata e 11480 para
Aspergillus novofumigatus. Com o intuito de se obter um conjunto de identificacdes confiveis,
foi preparado um banco de dados do tipo “target-decoy”, o qual fornece estimativas falso-

positivas de peptideos, através do embaralhamento ou inversdo das sequéncias peptidicas, e
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ainda, este incluiu também uma lista de 127 sequéncias de contaminantes comuns a
experimentos de espectrometria de massas (Elias & Gygi 2010, Aquino 2015).

Para comparar os espectros de massas sequenciais (MS/MS) obtidos experimentalmente
com 0s espectros tedricos gerados a partir do banco de dados, foi utilizada a ferramenta de
busca Comet (Eng etal. 2013, Carvalho et al. 2016). Neste, alguns parametros utilizados foram:
a busca por candidatos semi-tripticos, na qual foi considerada até duas falhas de clivagem no
sitio enzimatico (i.e., 0 nimero de possiveis ligagdes peptidicas ndo clivadas que correspondem
a especificidade da enzima hidrolitica utilizada no experimento - a tripsina (Siepen et al. 2007));
a carbamidometilacdo da cisteina foi imposta como uma modificacdo fixa e a oxidacdo da
metionina como variavel. Nesta etapa, para cada espectro analisado, foi considerado uma
tolerancia de 40 ppm de erro para o ion precursor e o XCorr foi utilizado como métrica de
semelhanga priméria. O Search Engine Processor — SEPro foi utilizado para filtrar as
identificacGes proteicas, onde estas foram agrupadas pelo estado de carga do precursor e 0S
valores estatisticos resultantes do Comet (e.g. XCorr, 4CN), visando gerar um discriminador
Bayesiano entre as identificacbes ndo-decoys e decoys. Com isso, a lista final de identificacéo
foi obtida levando em consideracdo esse discriminador e estabelecendo um false discovery rate
(FDR) em torno de 1%. Em adicdo, os resultados foram pds-processados para que fossem
aceitas apenas sequéncias com um minimo de seis aminoacidos, candidatos provaveis com
menos de 10 ppm de erro e uma métrica de semelhanca primaria minima de 1,8 para proteinas
identificadas com um Unico espectro.

A quantificacdo de proteinas foi realizada no modo label-free (livre de marcacgéo)
utilizando os valores de Spectrum count, o qual considera o numero de espectros de MS2
adquiridos e mapeados para uma proteina, para inferir tais abundancias. Além disso, tais valores
foram normalizados utilizando o fator de abundancia espectral normalizado (NSAF), o qual se
baseia tanto na quantificacdo de peptideos exclusivos como os compartilhados entre proteinas
(Carvalho et al. 2016, Leal 2019).

A andlise diferencial das proteinas presentes no secretoma e no biofilme de Aspergillus
fumigatus foi verificada através do modulo do Diagrama de Venn, o qual identificou proteinas
exclusivas e compartilhadas em cada condicdo e nas diferentes temperaturas, para isso foram
consideradas somente como proteinas significativamente diferenciais aquelas que apresentaram
um fold change a partir de 2 (Carvalho et al., 2016). Esta analise considerou apenas proteinas
encontradas em duas réplicas bioldgicas para o biofilme e o secretoma. Ja para se obter
informacgdes quanto as fungdes das proteinas identificadas, 0 mdédulo do Gene Ontology foi

empregado para as duas condicGes neste trabalho.
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Por fim, foi feita uma analise de interacdo entre algumas proteinas identificadas neste
estudo, onde foi utilizado o software STRING versdo 11.0 (disponivel em: https:/string-
db.org/).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultura fangica
As culturas flangicas reativadas e autenticadas, apresentaram as caracteristicas
morfofisioldgicas descrita na figura 3. Nesta, é possivel observar as estruturas da macrocol6nia
com sete dias de crescimento, das trés cepas de Aspergillus fumigatus utilizadas neste projeto.

A. fumigatus ATCC A. fumigatus ATCC A. fumigatus ATCC
46640 16913 LB-01-AP

Figura 3. Macrocol6nias das cepas de Aspergillus fumigatus ATCC 46640, A. fumigatus ATCC 16913
e A. fumigatus ATCC LB-01-AP com 72 horas de crescimento a 37°C em meio MEA.

5.2. Avaliacdo qualitativa da formacao de biofilme

As trés cepas de Aspergillus fumigatus foram avaliadas para a formagao de biofilme em
cinco meios de cultura diferentes (caldo Sabouraud, caldo CZ, caldo BHI, meio minimo e meio
RPMI 1640). Nesta, verificou-se que apenas dois meios foram negativos (BHI e meio minimo)
para a produ¢do de biofilme em todos os tempos e temperaturas (Figura 4). Pois nesses casos,
o fungo cresceu de maneira acelerada, ultrapassando a etapa de biofilme e formando uma malha
no meio de cultivo ou ndo aderiu a superficie da placa para que pudesse haver o biofilme,
respectivamente.

Em um estudo realizado por Marques et al (2007), verificou-se a formagdo de biofilme
por Staphylococcus aureus no meio BHI. Ja Santi et al (2014) observou a positividade de
crescimento dessas comunidades microbianas no meio minimo para Cryptococcus neoformans.
Em contrapartida, nossos resultados demonstram que estes meios nao sdo 0s mais apropriados
para a visualizacdo de biofilme em A. fumigatus. Tal fato pode ser associado a diferengas nos
processos metabdlicos e energéticos entre esses microrganismos; e ainda a estrutura

tridimensional destes biofilmes produzidos, uma vez que A. fumigatus possui uma maior
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atividade metabdlica nas células aderidas a superficie, enquanto outros microrganismos
possuem tal atividade relacionada as células presentes na regido superior do biofilme.

Meio minimo Meio minimo

Figura 4. Placas de biofilme coradas com safranina a 28 °C e com 48 horas de crescimento, indicando
que as amostras nao formaram biofilme quando cultivadas nos meios BHI e meio minimo. A) A.
fumigatus ATCC 16913; B) A. fumigatus LB-01-AP; C) A. fumigatus ATCC 4660; D) placa positiva
para a formacao de biofilme no meio SAB.

Os outros trés meios testados demonstraram ser positivos (CZ, SAB e RPMI 1640)
independente da condigdo, ou seja, temperatura e tempo. Porém, observou-se que até 48 horas
de crescimento a 28 °C, a cultura fingica ainda ndo havia se propagado totalmente na placa de
petri, sendo possivel observar o biofilme. Ja no tempo de 48 horas a 37 °C e 72 horas nas duas
temperaturas, o microrganismo apresenta um desenvolvimento mais avangado € uma maior
quantidade de esporos, o que ndo ¢ favordvel para as analises posteriores; pois as proteinas
presentes nos conidios podem aparecer em grandes quantidades na analise protedmica,
mascarando aquelas associadas ao secretoma e ao biofilme de 4. fumigatus. Na Figura 5, pode-
se observar a estrutura de biofilme revelada com o corante safranina nos meios SAB e CZ.

Shin et al. (2002) trabalharam com espécies de Candida oriundas da corrente sanguinea
e outros sitios anatdomicos de pacientes nao-neutropénicos. Neste estudo, foi verificado que
Candida parapsilosis apresentava uma maior capacidade para produzir biofilme no meio de
cultura Sabouraud do que a Candida albicans, a levedura mais comumente encontrada
associada a formagdo de biofilme em cateteres e outros instrumentos médicos intravenosos
(Shin et al. 2002). Em nosso estudo, também foi utilizado o meio de cultivo Sabouraud (SAB)

suplementado com glicose e similarmente, também se mostrou positivo para tal finalidade.
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Meio minimo

Figura 5. Placas de biofilme coradas com safranina a 28°C e com 72 horas de crescimento, mostrando
a formacéo de biofilme quando cultivadas nos meios CZ e SAB. A) A. fumigatus ATCC 16913; B) A.
fumigatus LB-01-AP; C) A. fumigatus ATCC 46640; D) Controle negativo.

Com relag¢ao ao meio CZ, nao foram encontrados trabalhos com o mesmo verificando a
formagdo de biofilme por microrganismos. O que ¢ interessante para este estudo, uma vez que
tal meio se mostrou positivo para este fim.

O meio RPMI 1640 ¢é o mais utilizado nos estudos de biofilme tanto de A. fumigatus
(Mowat et al. 2008, Rajendran et al. 2011) como o de outros microrganismos (Thomas et al.
2006). Na Figura 6, pode-se observar o biofilme de A. fumigatus em meio RPMI 1640 nas
diferentes temperaturas com 72 horas de crescimento. Uma vantagem deste meio € que mesmo
a 37 °C, a conidiacdo de A. fumigatus é menos intensa comparado aos demais meios positivos

(CZ e SAB); 0 que permite a visualizacdo da estrutura até no tempo de 72 horas (Anexo 8.2).
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Figura 6. Placas de biofilme resultante do meio RPMI 1640 com 48 horas de crescimento, nas
temperaturas de 28°C e 37°C; demonstrando positividade quando coradas com safranina. A) A.
fumigatus ATCC 46640; B) A. fumigatus LB-01-AP; C) A. fumigatus ATCC 16913; D) Controle
negativo em meio minimo.

5.3. Avaliacédo quantitativa da formacéo de biofilme

Para esta avaliacdo, foram testadas as trés cepas de A. fumigatus, 0s cinco meios e as
duas temperaturas empregadas nos ensaios qualitativos (28°C e 37°C). Adicionalmente, para
determinarmos o melhor tempo de producdo do biofilme foram testados seis tempos de
crescimento: 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas. Na figura 7, tem-se um exemplo de uma placa de 96
pocos usada na quantificacdo dessas comunidades microbianas com relacdo a essas variaveis
utilizadas.

Na analise estatistica utilizando o software R versdo 3.4.3, foi possivel estabelecer se a
relacdo entre as variaveis estudadas era significativa ou ndo. Para isso, considerou-se a
absorbancia como variavel resposta e as demais caracteristicas analisadas como meio (agqueles
positivos no ensaio qualitativo e quantitativo - CZ, RPMI 1640 e SAB), tempo, cepa e
temperatura, sendo as variaveis explicativas. A partir disso, gerou-se um gréafico de intervalo
de confianca (Figura 8), onde se observou o comportamento dos dados. Nesta, os meios SAB e
RPMI 1640 foram positivos para a producédo de biofilme, porém ndo apresentavam uma curva
de crescimento no decorrer do tempo, mantendo-se constante até o tempo de 72 horas (Figura

8). Em contrapartida, 0 meio CZ apresentou um aumento na sua curva de producéo em todas
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as cepas, indicando que seria o ideal para as analises posteriores, uma vez que apresentou a
maior quantidade de biomassa para ser analisada (Figura 8).

Meio RPMI
CZ SAB minimo BHI 1640

A. fumigatus ATCC 46640 \ A\ AN 5,\ \ 5‘\}{\‘

A. fumigatus LB-01-AP

A. fumigatus ATCC 16913

Figura 7. Visualizacdo de uma das placas de 96 poc¢os usada na quantificacdo de biofilme, contendo
solucdo de violeta cristal corando os biofilmes oriundos das cepas de Aspergillus fumigatus com 24
horas de crescimento a 37°C.

Em adicdo, verifica-se que no meio CZ a partir de 36 horas de crescimento ndo houve

diferenga significativa na producgéo do biofilme e que as cepas A. fumigatus ATCC 46640 e A.
fumigatus ATCC LB-01-AP se mostraram equivalentes em sua quantidade de biomassa (Figura
8). Em um estudo realizado por Beauvais et al (2007) para demonstrar a capacidade de A.
fumigatus em formar biofilme, observou-se que a espessura dessas comunidades aumenta de
acordo com o periodo de crescimento. De forma, que nossos dados corroboram com a literatura,
uma vez que com o passar do tempo, o biofilme de A. fumigatus ATCC 46640 teve um aumento
significativo de biomassa até 36 horas. Passado esse periodo, essa expansao nao foi significativa
estatisticamente.

Ao se observar o efeito da temperatura, nota-se que o crescimento a 28°C apresentou 0s
melhores resultados quantitativos (Figura 8). Com relagdo ao efeito da temperatura, em um
estudo realizado por Ramli et al. (2012) demonstrou-se que o biofilme produzido por
Burkholderia pseudomallei era facilitado quando este era produzido a uma temperatura de 30°C
em relacdo a 37°C. Tal caracteristica também foi observada de maneira similar em nosso

trabalho, no qual se obteve uma maior quantidade de biomassa do biofilme a 28°C. Portanto,
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com os dados obtidos, é possivel inferir que diferentes fatores ou variaveis podem influenciar
diretamente na producgéo de biofilme por microrganismos, como o de A. fumigatus. Logo,
mediante tais observacdes, verificou-se que a melhor condicéo e cepa para a continuagéo no
estudo protedmico foi: 0 meio de cultura CZ, a 28°C e com cepa A. fumigatus ATCC 46640
durante 36 horas de cultivo. Para verificar o efeito da temperatura na formagao do biofilme e

se esta influencia no seu conteudo proteico, a temperatura de 37°C também foi analisada.
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50



5.4. Microscopia eletronica de varredura

Esta técnica foi utilizada no presente estudo com o intuito de se obter uma melhor
visualizacdo da estrutura do biofilme nas diferentes temperaturas. Na Figura 9, tem-se um
exemplo correspondente ao biofilme de A. fumigatus ATCC 46640 cultivado a 28°C. Segundo
a literatura, o biofilme fungico consiste em uma rede tridimensional de células, hifas e matriz
extracelular aderidas a uma superficie (Oliveira et al. 2010b, Mitchell et al. 2015). Assim, de
maneira mais detalhada, pode-se observar na figura 9 a presenca de hifas ja desenvolvidas
formando a malha estrutural do biofilme, bem como hifas ainda em desenvolvimento. Além
disso, sdo observados também os conidios de A. fumigatus ATCC 46640 envolvidos pela matriz
extracelular (Figura 9), servindo esta de uma rede de conexdo entre as hifas, formagéo de canais
e anastomose. Nos estudos realizados por Reichhardt et al (2015) e Gonzélez-Ramirez et al
(2016) também foram observadas caracteristicas de biofilme semelhantes, uma vez que eles
também avaliaram a estrutura do biofilme produzido por A. fumigatus através da microscopia
eletronica de varredura.

Figura 9. Microscopia eletronica de varredura (MEV): micrografias do biofilme de Aspergillus
fumigatus ATCC 46640 cultivado in vitro em meio CZ a 28°C durante 36 horas. As imagens A, B, C e
D correspondem aos aumentos de 150x, 500x, 1500x e 3000x da estrutura do biofilme. A estrutura
apontada com a seta vermelha corresponde a matriz extracelular do biofilme, a qual esta revestindo as
hifas e conidios de Aspergillus fumigatus ATCC 46640; a seta azul indica a presenca da matriz
extracelular atuando como uma rede conectiva entre as hifas flngicas; o circulo amarelo esté indicando
os canais formados na malha do biofilme; e o circulo verde pontilhado esta indicando as regifes de
contato entre as hifas flngicas (anastomose).
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Foram também avaliadas as imagens do biofilme de A. fumigatus ATCC 46640
produzido a 37°C. A figura 10 ilustra as caracteristicas presentes neste biofilme. Nesta, é
possivel observar as hifas envoltas da matriz extracelular, bem como a matriz atuando como
rede conectiva entre as mesmas, envolvendo os conidios fungicos; além de apresentar a
formagcé&o de canais e interacdo entre as hifas, 0 que permite a passagem de nutrientes bem como
serve de rota para a expulsdo de residuos (Figura 10) (Vila & Rozental 2016). De forma geral,
as caracteristicas observadas no biofilme produzido a 37°C foram bem semelhantes ao biofilme
produzido a 28°C e aos biofilmes encontrados nos trabalhos de Ramirez Granillo et al. (2015),
Reichhardt et al. (2015) e Gonz&lez-Ramirez et al. (2016).

Figura 10. Microscopia eletrnica de varredura (MEV): micrografias do biofilme de Aspergillus
fumigatus ATCC 46640 cultivado in vitro em meio CZ a 37 °C durante 36 horas. As imagens A, B, C e
D correspondem aos aumentos de 150x, 500x, 1500x e 6500x da estrutura do biofilme. A seta vermelha
mostra hifas fungicas revestidas pela matriz extracelular; a seta azul indica a presenca dessa matriz
cobrindo os conidios fungicos; a seta amarela indica essa matriz atuando como rede conectiva; o circulo
amarelo indica os canais formados entre as hifas fungicas; e o circulo verde pontilhado indica o contato
direto entre as hifas.

Na figura 11, é possivel observar caracteristicas especificas do biofilme de cada
temperatura de crescimento analisada. As imagens 11A e 11B correspondem ao biofilme de A.
fumigatus ATCC 46640 cultivado a 28°C. Nestas, estdo em destaque estruturas esféricas e
compactas do biofilme, as quais apareceram exclusivamente nesta temperatura, e sua presenga
talvez tenha relacdo com o fato de na temperatura de 28°C ter se destacado na avaliagdo
quantitativa; uma vez que estas estruturas tenham retido uma maior quantidade de solucdo

corante. Outra caracteristica importante do biofilme desta temperatura é a presenca de conidios
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em estagio germinativo para a formacgdo de hifas, caracterizando assim um crescimento
assincrono deste biofilme (Figura 11A e 11B).

No trabalho de Gonzélez-Ramirez et al. (2016), no qual eles verificaram por MEV 0s
diferentes estagios de desenvolvimento do biofilme de A. fumigatus a 28°C, ndo foi verificada
a presenca das estruturas compactas de biofilme e os conidios em germinacéo foram observados
apenas nos tempos de 8h-12h. Tal observacdo se diferencia deste estudo, uma vez que as
andlises microscopicas foram realizadas no tempo de 36 horas e ainda havia conidios em

processo de germinagéo.

Figura 11. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes de Aspergillus fumigatus ATCC 46640.
Micrografias do biofilme de Aspergillus fumigatus cultivado a 28°C nos aumentos de 500x e 1500x (A
e B) e cultivado a 37°C nos aumentos de 500x e 1500x (C e D). As setas amarelas indicam estruturas
condensadas de biofilme; as setas vermelhas indicam os conidios de Aspergillus fumigatus em
germinac&o; e as setas azuis indicam a presenca da matriz extracelular ao longo de todo o comprimento
das hifas e servindo de conex&o entre elas.

Analisando ainda a figura 11, mas as imagens C e D que correspondem ao biofilme
produzido a 37°C, observamos que ao longo de todo o comprimento das hifas fungicas houve
a presenca da matriz extracelular, diferentemente do que foi observado a 28°C. Destaca-se ainda
na Figura 11 D, a MEC atuando como rede de conexao entre as hifas e encobrindo os conidios
de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 (seta azul). Ramirez Granillo et al. (2015), ao estudar o
biofilme de Aspergillus fumigatus em antibiose com Staphylococccus aureus, verificou que
quando cultivado de forma isolada Aspergillus fumigatus apresentava um biofilme bem
semelhante ao encontrado neste estudo, como grande producdo de MEC, fusdo de hifas
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(anastomoses) e formacdo de canais; porém, quando cultivado de maneira conjunta com a
bactéria, este apresentava diminui¢do da MEC e alteracdo na estrutura celular. Tal fato chama
a atencdo pois, mostra a capacidade deste fungo crescer em ambientes com outros
microrganismos competitivos, havendo apenas alteragdo em sua estrutura, mas ndo impedindo
sua capacidade de formacdao de biofilme. Além disso, quando esta crescendo em um modelo de
infeccdo no hospedeiro, € comum haver outros microrganismos neste ambiente (Briard et al.
2019).

Na literatura, trabalhos como o de Reichhardt et al (2015) também observaram o
biofilme de A. fumigatus através da microscopia eletrdnica, onde evidenciaram a presenca de
hifas empacotadas e conectadas umas as outras por teias formadas pela MEC; em adi¢do, neste
mesmo estudo, foi feita também outra analise através da microscopia eletrénica de transmissao,
no qual eles observaram estruturas tipo vesiculas presentes na MEC (Reichhardt et al. 2015).
Ja no estudo de Brandao et al (2018), que avaliou a estrutura do biofilme de A. fumigatus
URMG6575 (de origem clinica) quando exposto a presenca de elastina, foi observado que este
substrato influenciava na quantidade de MEC produzida (Brand&o et al. 2018). De modo que,
0 estudo do biofilme a partir da microscopia eletronica de varredura ajuda a esclarecer o efeito

de diferentes condicdes de producédo na sua estrutura.

5.5. Estudo protedmico

5.5.1. Andlise da extracdo de proteinas

A extracdo proteica foi feita nas diferentes condi¢des estudadas: biofilme (28°C e 37°C)
e secretoma (28°C e 37°C). Estes ensaios foram realizados em triplicata biologica. A
concentracdo de proteinas extraidas pode ser visualizada na Figura 12. Para o biofilme a 28°C
obteve-se uma média de 0.978 pg/uL; enquanto para o biofilme na temperatura de 37 °C, a
média foi de 1.18 pg/uL (Figura 12). Ja para a concentracdo proteica das triplicatas
correspondentes ao secretoma na temperatura de 28 °C foi observada uma média de 0.6 pg/uL;
e para o0 secretoma na temperatura de 37 °C, a média foi de 1.78 pug/uL. De acordo com estes
valores, é possivel observar que ha uma maior quantidade de proteinas extraidas no biofilme
guando comparado com o0 secretoma na temperatura de 28°C, porém quando se analisa 0s

valores para as condi¢Ges na temperatura de 37°C, 0 secretoma apresentou um maior destaque.
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Figura 12. Dados da concentracdo de proteinas do biofilme e secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC
46640 nas temperaturas de 28°C e 37°C, com o respectivo desvio padrdo. Experimento realizado em
triplicata bioldgica.

5.5.2. Gel de eletroforese unidimensional

Um gel de eletroforese unidimensional foi realizado a fim de verificar se havia
diferencas preliminares no perfil proteico oriundos de cada condicdo. Neste, observou-se a
presenca de bandas com massa molecular na faixa de ~50 KDa para ambas as condicGes e para
as duas temperaturas (Figuras 13 e 14). Nas amostras resultantes do biofilme, foi verificada a
presenca de uma banda diferencial com massa molecular de 10 KDa na temperatura de 28°C,
ja para a temperatura de 37°C foram verificadas bandas distintas entre aproximadamente 20
KDa e 37 KDa (Figura 13). Algumas possiveis sugestdes dessas proteinas de acordo com estes
valores sejam proteinas ndo caracterizadas e de ligacdo ao IgE, como por exemplo, a pectato
liase. Ja quanto as bandas diferenciais no secretoma (Figura 14), foi observada apenas bandas
Unicas com massa molecular de ~37 KDa na temperatura de 37°C. De acordo com a lista de
proteinas gerada a partir da espectrometria de massas, um exemplo das proteinas com esta
massa molecular € uma provavel endopoligalacturonase B, uma importante proteina de
interesse industrial. Contudo, experimentos mais especificos sdo necessarios para a

confirmacdo de tais sugestdes proteicas.
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Figura 13. Eletroforese unidimensional demonstrando as diferencas do perfil proteico das amostras de
biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 nas temperaturas de 28°C e 37°C; sendo que em cada
amostra foi aplicado 30ug de proteina. A caixa amarela esta indicando uma banda caracteristica para as
duas temperaturas; a caixa vermelha indica as bandas diferenciais presentes na temperatura de 37°C e a
caixa verde indica uma banda diferencial presente na temperatura de 28°C.
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Figura 14. Eletroforese unidimensional das amostras de secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC
46640 nas temperaturas de 28°C e 37°C; sendo que em cada amostra foi aplicado 30ug de proteina. A
caixa amarela indica a banda proteica caracteristica das duas temperaturas e a vermelha indica as bandas
diferenciais presentes em cada temperatura.
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5.5.3. Anélise protedbmica

5.5.3.1. Perfil Cromatogréfico
Os peptideos presentes nos secretomas e biofilmes de A. fumigatus ATCC 46640 foram
separados através de um sistema de nanocromatografia liquida. Com relacdo aos
cromatogramas de ions obtidos em nossa analise com o gradiente de 168 minutos, as figuras
15, 16, 17 e 18 ilustram alguns desses exemplos de réplicas técnicas das amostras de biofilme

e secretoma nas temperaturas de 28°C e 37°C.
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Figura 15. Perfil cromatografico das amostras de biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640
cultivados a 28°C (A) e 37°C (B).
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Figura 16. Perfil cromatografico das amostras de secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC 46640
cultivados a 28°C (A) e 37°C (B).
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Figura 17. Perfil cromatografico das amostras de biofilme (A) e secretoma (B) de Aspergillus fumigatus
ATCC 46640 cultivado a 28°C.
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Figura 18. Perfil cromatogréafico das amostras de biofilme (A) e secretoma (B) de Aspergillus fumigatus
ATCC 46640 cultivado a 37°C.
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5.5.3.2. Identificacéo proteica

As proteinas presentes no biofilme e secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC 46640
foram inferidas através do software Patternlab for proteomics (Carvalho et al. 2016). Para o
biofilme, foram identificados um total de 740 proteinas (com redundéancia), 17,721 espectros,
2,910 peptideos e 383 proteinas Unicas, independente da temperatura. Para o secretoma, foram
detectadas 325 proteinas (com redundéncia), 9,769 espetros, 1,383 peptideos e 179 proteinas
Unicas também independentes do efeito da temperatura. A lista completa das proteinas
identificadas para ambas as condi¢des se encontra disponivel no apéndice 8.3. De forma geral,
as proteinas identificadas foram classificadas de acordo com as diversas funcbes que
desempenham ou possuem associadas ao processo biolégico, componente celular e funcéao
molecular.

Houve uma maior quantidade de proteinas presentes no biofilme quando comparado
com o secretoma, isso pode estar associado ao fato de que além da matriz extracelular presente
na composicdo do biofilme, ha também a presenca de hifas e conidios, adicionando a
composicdo proteica do biofilme, proteinas de membrana celular e intracelulares. Na analise
com o Gene ontology (Figuras 19 e 20), foi observado que grande parte dessas proteinas
presentes no biofilme e secretoma estavam associadas a funcdo molecular (GO0003674),
representando 43% e 43,1% respectivamente; e ainda, que um grande namero dessas proteinas
estava associado a atividade catalitica, as quais pertencem a diferentes familias, tais como
hidrolases, oxidorredutases, transferases, isomerases, liases, entre outras (Figura 19A e 20A).

Alguns exemplos de enzimas identificadas para as duas condi¢des foram: a endo-1,3-
beta-glucanase Engll, quitinases e superdxido dismutase. Estas proteinas desempenham
funcbes associadas a obtencdo de nutrientes para a degradacdo de fontes de carbono e
nitrogénio, atuam na digestdo da parede celular, crescimento e morte celular, bem como na
protecdo celular contra o estresse oxidativo (Xia et al. 2001, Bauermeister et al. 2010, Oliveira
et al. 2010a, Oliveira 2013, Barroncas 2013). Outra proteina encontrada nessas condicdes que
pode ser citada é a triosefosfato isomerase, que estd associada a via glicolitica, mas quando
presente na membrana celular de alguns microrganismos pode atuar também como um
importante fator de viruléncia (Miranda-Ozuna et al. 2016). Em estudos realizados com
Paracoccididides brasiliensis e Staphylococcus aureus, esta foi observada por estar atuando
como adesina (Pereira et al. 2007). No primeiro caso, a triosefosfato isomerase de P.
brasiliensis foi localizada na parede celular e foi suposto que esta estava exercendo um papel
de adesina, visto que esta interagiu com pneumdcitos e células da linhagem Vero (Pereira et al.
2007).
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Com relagdo ao processo biolégico (GO 0008150), este correspondeu a
aproximadamente 33% para cada condicdo estudada, sendo que a maioria das proteinas
identificadas estavam associadas ao processo celular e processo metabolico no biofilme (40,4%
e 38,5%) e secretoma (35% e 43,7%), respectivamente (Figura 19B e 20B). Dentre as proteinas
relacionadas a essa caracteristica em ambas as condicGes, tem-se a proteina Ecm33, a qual
possui propriedades tipicas de proteinas ancoradas a GPIl e desempenha um papel importante
na organizacao da parede celular fungica (Romano et al. 2006, Champer et al. 2016). Em um
estudo com Candida albicans, a Ecm33 foi descrita por atuar na biogénese, morfogénese,
tolerdncia ao estresse, interacdes patdgeno-hospedeiro e sobrevida da parede celular (Gil-Bona
et al. 2016). Em trabalhos anteriores com Aspergillus fumigatus, foi observado que cepas
mutantes de Ecm33 demonstravam uma organizacao alterada da parede celular e que estas eram
mais suceptiveis as espécies reativas de oxigénio (Chabane et al. 2006, Abad et al. 2010).

Dentre as proteinas associadas ao processo celular, destacam-se as lacases (Abr2 e
TilA), que geralmente atuam no processo de sintese do pigmento do conidio fangico DNH
(dihidroxinaftaleno). Este pigmento é importante, pois atua como mecanismo de protecéo
contra especies reativas de oxigénio, auxiliam no processo de invasédo celular e no hospedeiro
humano evitando o reconhecimento fangico pelos padrbes associados a membrana do patdgeno
(PAMPSs), devido o mascaramento dos epitopos (Sugareva et al. 2006, Sapmak et al. 2015,
Upadhyay et al. 2016, Raffa et al. 2019, Perez-Cuesta et al. 2019, Chang et al. 2019).

Em processo metabolico foram identificadas as proteinas Gell, Gel2 e Gel4 estando
presentes no biofilme e secretoma. Estas sdo glucanosil transferases pertencentes a familia 72
das glicosil hidrolases e foram implicadas por atuarem no processo de alongamento do B-1,3
glucano da parede celular fungica (Abad et al. 2010, Mouyna et al. 2013). Segundo Gastebois
et al. (2010), o gene que codifica para Gel4 é o mais expresso durante 0 crescimento de
Aspergillus fumigatus. Em adicéo, a proteina Gel 4 foi identificada em um estudo proteémico
com diferentes espécies de Aspergillus e Scedosporium, onde se verificou que por ser expressa
em outras espécies de fungos, esta proteina poderia ser utilizada como potencial candidato a
vacina devido a protecdo cruzada (Ramirez-Garcia et al. 2018). Outra proteina identificada e
relacionada a processo metabdlico foi a alcool desidrogenase, que em Saccharomyces
cerevisiae esta pode atuar em processos fermentativos e respiratorios (Thompson et al. 2018).
Em A. fumigatus, esta pode estar associada aos mecanismos de adaptacdo a hipoxia, uma vez
que quando presente no organismo do hospedeiro humano, este usa a fermentacéo alcodlica

para suprir a necessidade de oxigénio (Grahl et al. 2011, Thompson et al. 2018).
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Por fim, quando avaliada a funcdo do componente celular (GO 0005575), foi oservada
uma distribuigdo de 24,9% para o biofilme e 25,7% para o secretoma, onde grande parte das
proteinas estavam inseridas dentro de parte celular (biofilme: 43% e secretoma: 42%) e
organelas (biofilme: 16,6% e secretoma: 16,4%) para as duas condicdes, respectivamente
(Figura 19C e 20C).

Aquelas que estavam associadas a parte da membrana celular de Aspergillus fumigatus
ATCC 46640 estavam presentes em maior quantidade no biofilme. Um exemplo disso é a
proteina A do dominio CFEM (Common in Fungal Extracellular Membrane) ancorada a GPl,
sendo que proteinas com este dominio geralmente estdo associadas a interacdo patdgeno
hospedeiro (Vaknin et al. 2014, Zhu et al. 2017). Estudos realizados com C. albicans
demontraram que estas proteinas estdo associadas a estabilidade da parede celular, bem como
a sensibilidade frente a agentes danificadores da parede celular e reducéo na capacidade para
formar biofilme (Heilmann et al. 2011, Pérez et al. 2011). Ja em um estudo realizado por
(Vaknin et al. 2014), foi observado que Aspergillus fumigatus produz trés tipos de proteinas
com dominio CFEM e que estas estdo classificadas de A-C; sendo que a proteina A do dominio
CFEM apresenta uma maior expressao durante o processo de germinacéo e crescimento da hifa,
etapas estas que estdo ocorrendo durante o processo de formacéo do biofilme. Além disso, foi
observado ainda nesse estudo que as proteinas de dominio CFEM atuam na estabilidade da
parede celular e membrana plasmatica, porém nao estdo associadas com a viruléncia de
Aspergillus fumigatus (Vaknin et al. 2014).

Na seccdo organelas do Gene ontology, dentre as proteinas inferidas tem-se a
heptacetideo hidrolase Aygl. Segundo a literatura, esta atua no processo de sintese do pigmento
da parede celular de Aspergillus fumigatus (Upadhyay et al. 2016). Resumidamente, Aygl ¢
necessaria para que Albl, outra proteina que atua na via biossintética de melanina reduza o
heptacetideo naftropona YWAL1 em 1,3,6,8-THN que posteriormente resultard em DHN-
melanina (Fujii et al. 2004, Upadhyay et al. 2016). Esta foi descrita para estar localizada nos
endossomos, local onde as moléculas de melanina chegam até a parede celular e sendo este
mecanismo utilizado para facilitar a melanogénese durante o processo de conidiacdo (Tsai et
al. 1998, 2001, Upadhyay et al. 2016).

Uma proteina que pode estar associada ao processo de divisao celular é a proteina SDAL
e neste trabalho foi encontrada exclusiva para o biofilme. Estudos demonstram que em
Saccharomyces cerevisiae, esta proteina apresenta uma localiza¢do nuclear e que sua deplecéo
ou inativacdo causam uma parada no ciclo celular, resultando no bloqueio do processo de

brotamento e replicagdo do DNA (Buscemi et al. 2000, Zimmerman & Kellogg 2001). Em
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Trichoderma atroviride, foi observado que genes homologos aos que codificam proteinas
semelhantes a SDA1 desempenham um papel importante na passagem de células da fase GO
para a G1, sugerindo que esses genes podem desempenhar um papel importante na regeneragédo
de hifas que sofreram algum dano (Hernandez-Ofiate et al. 2012).

A ribonuclease T2 foi identificada somente no secretoma de Aspergillus fumigatus. Esta
faz parte de uma subclasse especifica de endorribonucleases que clivam RNA de fita simples
desempenhando diversas fun¢des como: maturagdo do mRNA, rRNA e tRN em diferentes
microrganismos (Luhtala & Parker 2010, Hames & Demir 2015). De acordo com Luhtala &
Parker (2010), estas sdo tipicamente secretadas pela célula e devem atuar no processo de
eliminacdo do RNA intra e extracelular (Hames & Demir 2015).

62



Complexo contendo proteinas 15,1%
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Figura 19. Andlise da distribuigdo percentual das proteinas do biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640, de acordo com as diferentes fungdes. A) fungéo
molecular; B) processo biologico; C) componente celular.
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Figura 20. Analise da distribuicdo percentual das proteinas do secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC 46640, de acordo com as diferentes funcdes. A)
funcdo molecular; B) processo bioldgico; C, Componente celular.
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55.3.3. Andlise diferencial do biofilme e secretoma nas diferentes
temperaturas

Apos a andlise geral do secretoma e do biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640,

foi entdo realizada a avaliacdo destes levando em consideracdo o efeito da temperatura para

ambos. Nas figuras 21 e 22, encontram-se os diagramas de Venn das proteinas diferencialmente

expressas no biofilme a 28°C e 37°C, e no secretoma 28°C e 37°C, respectivamente.

(1) Biofilme 28 °C : 396
(2) Biofilme 37 °C : 305

(1&2) 180

Total : 521

Figura 21. Diagrama de Venn do biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 comparando as
proteinas identificadas exclusivamente nas temperaturas de 28°C (azul) e 37°C (verde), e ainda as
compartilhadas entre ambas as temperaturas (verde escuro).

Para o biofilme foram identificadas um total de 521 proteinas, sendo 216 proteinas
identificadas apenas para a temperatura de 28°C e 125 proteinas identificadas apenas para a
temperatura de 37°C, aléem de um total de 180 proteinas compartilhadas entre as duas condic¢des
(Figura 21). Em uma andlise mais detalhada entre essas proteinas, verificou-se a presenca de
hidrofobina especificamente no biofilme a 28°C. De acordo com a literatura, A. fumigatus
apresenta sete tipos de hidrofobinas, porém duas sdo mais estudadas: a primeira € RodA com
aproximadamente 16 KDa e a segunda é RodB com aproximadamente 14 KDa (Paris et al.
2003, Valsecchi et al. 2017). Em nosso estudo, ambos os tipos de hidrofobinas foram
identificadas. De forma geral, tais proteinas sdo insolUveis, estdo presentes na camada mais
externa da parede celular fungica e desempenham um papel de hidrofobicidade; possibilitando
assim, uma melhor flutuabilidade e dispersdo dos conidios pelas correntes de ar, além de
atuarem no mecanismo de evasao do sistema imune (Aimanianda et al. 2009, Valsecchi et al.
2017). A presenca dessas hidrofobinas na parede celular fungica permite que Aspergillus

fumigatus quando dentro do organismo do hospedeiro possa ficar imperceptivel, pois a camada



hidrofdbica formada por RodA juntamente com a camada de melanina na superficie dos esporos
fangicos faz com que estes fiquem latentes, evitando que os esporos sejam reconhecidos pelos
PAMPs, impedindo o processo de inflamag&o e dano tecidual (Bayry et al. 2012, Valsecchi et
al. 2017). Além disso, a presenca de RodA confere resisténcia as armadilhas de neutréfilos e
morte por macréfagos alveolares (Paris et al. 2003, Bruns et al. 2010, Bayry et al. 2012,
Valsecchi et al. 2017).

Jé a proteina subunidade beta do complexo de proteina G (CpcB) foi identificada apenas
no biofilme da espécie estudada, na temperatura de 37°C (Figura 21). De acordo com Cai et al
(2015), essa proteina esta localizada no citoplasma e associada ao processo de crescimento
fangico, mais especificamente a propagacdo das hifas e producdo dos conidios.
Adicionalmente, tais autores observaram que cepas mutantes desta proteina apresentam menor
capacidade de invasdo tecidual quando comparadas com cepas do tipo selvagem devido a essa
capacidade de crescimento das hifas (Cai et al. 2016). Em nosso estudo, acreditamos que o fato
dela ter sido observada apenas nesta temperatura pode ser resultante da velocidade do
crescimento de Aspergillus fumigatus que € mais acelerada a 37°C.

Ao analisarmos o secretoma levando em consideracao a temperatura, um total de 242
proteinas foram observadas, onde 112 eram exclusivas a 28°C e 49 a 37°C, alem de

compartilharem um total de 81 proteinas (Figura 22).

(1) Secretoma 28 °C : 193
(2) Secretoma 37 °C : 130

(1&2) 81

Total : 242

Figura 22. Diagrama de Venn do secretoma de A. fumigatus ATCC 46640 comparando as proteinas
identificadas exclusivamente nas temperaturas de 28°C (rosa) e 37°C (verde), e ainda as compartilhadas
entre as duas temperaturas (azul).

Dentre as proteinas identificadas apenas no secretoma a 28°C, estd a quitinase classe

I11, especifica para fungos filamentosos. Esta faz parte de uma familia de proteinas responsavel



pela sintese de quitina, um componente assinatura da estrutura da parede celular fungica
(Fontaine et al. 2000, Orlean & Funai 2019). Uma mutacdo nos genes que codificam esta
proteina pode resultar em hifas fungicas muito ramificadas, caracterizando assim um
crescimento alterado; e ainda, quando esta crescendo no ambiente em competi¢cdo com outros
fungos, a producdo de quitinases auxilia na degradacdo das paredes celulares de fungos
competidores (Mellado et al. 2003, Rovenich et al. 2014). Em contrapartida, no secretoma a
37°C, a proteina inibidora de elastase (AFUEI) foi exclusiva dessa condicdo. E sabido que
Aspergillus fumigatus apresenta a capacidade de producdo de proteases com atividade
elastinolitica e que estas enzimas atuam em sua capacidade de invasdo tecidual, tornando este
um fator chave em sua viruléncia (Kolattukudy et al. 1993, Smith et al. 2015). Contudo, além
da elastase produzida por A. fumigatus durante o processo invasivo, existe também a presenca
da elastase leucocitaria a qual atua na infiltracdo tecidual e processo inflamatdrio. Por isso,
acredita-se que o inibidor de elastase de A. fumigatus esteja atuando para suprimir 0 processo
inflamatorio durante o estabelecimento da infeccdo (Olivares 2016).

De forma complementar, foi verificado também a abundancia das proteinas tanto nas
duas condicdes estudadas (biofilme e secretoma) como sob o efeito da temperatura. Na figura
23, tem-se as proteinas mais abundantes no biofilme e no secretoma de acordo com o fold
change. A lista com todas as proteinas que apresentaram fold change significativo encontra-se
no apéndice 8.4. Para o biofilme, duas proteinas denominadas proteina de biossintese de tiamina
com a massa molecular de 38,3 KDa e 38,2 KDa, se destacaram com um fold change de 11.16
e 10,86, respectivamente. Estas atuam no processo de sintese de tiamina, de acordo com
Nakamura et al. (2011), a expressdo do gene Nmtl s6 ocorre em meios que ha auséncia de
tiamina. Foi observado também que o gene nmt1 esté associado a regulacao da expresséo génica
mediada por tiamina em Aspergillus oryzae (Kubodera et al. 2003). No secretoma, as proteinas
mais abundantes foram: uma proteina ndo caracterizada com a massa molecular de 37,1 KDa e
a endo-beta-1,4-glucanase D, uma enzima que atua na degradacdo das ligacdes beta-1,4
glicosidicas da celulose para transforma-la em glicose; sendo este um possivel vestigio do estilo

de vida sapréfita de Aspergillus fumigatus (Odeniyi et al. 2012).



Proteina de biossintese de tiamina
(Nmtl), putativa (38.2 KDa)

Proteina de biossintese de tiamina
putativa (38.3 KDa)

Proteina néo caracterizada (37.1
KDa)

Endo-beta-1,4-glucanase D

L

Fold Change

Figura 23. Proteinas mais expressas no biofilme (verde) e no secretoma (rosa) de Aspergillus fumigatus
ATCC 46640 independentes da temperatura.

As figuras 24 e 25 representam as proteinas mais abundantes no biofilme e no secretoma
nas duas temperaturas estudadas, respectivamente. Para o biofilme a 28°C, as proteinas mais
abundantes foram: a metionina sintase independente de cobalamina e a beta-frutofuranosidade
putativa, com fold change em torno de 9,82 e 11,9 (Figura 24). A metionina sintase
independente de cobalamina atua na producédo de metionina para a formacao de proteinas e no
ciclo metabolico de carbono. Uma caracteristica dessa enzima é que ela ndo é produzida por
mamiferos, 0 que a torna um interessante alvo diagnéstico ou terapéutico (Ubhi & Robertus
2015, Rody & Oliveira 2018). Ja a beta-frutofuranosidase € uma enzima classificada na familia
das hidrolases e atua na conversdo de sacarose em D-glicose e D-frutose; sendo um atrativo
principalmente para a area industrial, uma vez que o xarope originario desta conversdo é mais
doce do que a sacarose e ndo cristaliza em altas concentracfes (Giraldo 2011, Rustiguel et al.
2015). Na temperatura a 37°C, as proteinas com maiores fold change no biofilme foram duas

proteinas ndo caracterizadas (Figura 24).



Metionina sintase independente de

cobalamina 9.82

Beta-frutofuranosidase putativa 11.88

Proteina ndo caracterizada (9.9 KDa) 5.93

Proteina ndo caracterizada (20.3

KDa) 18.88

Fold Change

Figura 24. Proteinas mais expressas no biofilme de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 nas
temperaturas de 28 °C (verde) e 37 °C (rosa).

Para o secretoma na temperatura de 28°C, as proteinas que se destacaram quanto a
abundéancia foram: a frutose-bifosfato aldolase classe 11 e a mio-inositol-fosfato sintase putativa
(Figura 25). A frutose-bifosfato aldolase classe Il atua no processo de glicdlise de
microrganismos, sendo esta classe encontrada apenas em bactérias e fungos (de Amorim et al.
2018). Em Candida albicans, esta enzima foi descrita como ligante ao plasminogénio (de
Amorim et al. 2018). De forma semelhante, no estudo realizado por Chaves et al. (2015) foi
verificado que a frutose bifosfato aldolase de Paracoccidioides também apresentou a
capacidade de ligacdo ao plasminogénio e que esta pode estar envolvida no processo de

aderéncia, invasdo e disseminacgdo fungica.

Frutose-bisfosfato aldolase, classe 11 22.27

Mio-inositol-fosfato sintase putativa 16.41

Isoamil alcool oxidase contendo
FAD/FMN 1415

Provavel manosil-oligossacarideo F

alfa-1,2-manosidase 1B
Fold Change

Figura 25. Proteinas mais expressas no secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 nas
temperaturas de 28°C (laranja) e 37°C (azul)



A mio-inositol-fosfato sintase catalisa a converséo de D-glucose-6-fosfato para 1L-mio-
inositol-1-fosfato, que corresponde a primeira etapa para a formagdo de produtos que contém
inositol, sendo esta essencial para a sintese de fosfolipideos (Croze & Soulage 2013, Hazra et
al. 2019). O inositol produzido através da acdo desta enzima atua em diversos processos
celulares, tais como, regulacéo do crescimento, biogénese da membrana, osmotolerancia, entre
outros (Croze & Soulage 2013, Nisa et al. 2016).

No secretoma a 37°C, as proteinas que mais chamaram atencao devido aos valores de
Fold change foram: a isoamil-alcool oxidase contendo FAD/FMN e uma provavel manosil-
oligossacarideo alfa-1,2-manosidase 1B. A isoamil alcool oxidase contendo FAD/FMN faz
parte das alcool oxidases, as quais convertem alcoois primérios e secundarios em aldeidos e
cetonas com liberacdo de peroxido de hidrogénio (Goswami et al. 2013, Pickl et al. 2015). A
manosil-oligossacarideo alfa-1,2-manosidase 1B também conhecida como manosidase 1B faz
parte da familia 47 das glicosil hidrolases e atua na biossintese de N-glicanos (e.g. beta-1,3-
glucano) da parede celular fungica, além de ser necessaria para a morfogénese (Mora-Montes
et al. 2010, Ramirez-Garcia et al. 2018).

5.5.4. Principais alérgenos de Aspergillus fumigatus

Apols a andlise mais detalhada das proteinas expressas nas diferentes condigdes,
verificou-se os principais alérgenos ou “Asps” de Aspergillus fumigatus identificados neste
experimento (Tabela 2); visto que estes sdo importantes pois, estdo relacionados a
patogenicidade, correspondendo a adesinas, pigmentos, metabolitos secundarios tdxicos ou
enzimas que sao expressos durante o crescimento de Aspergillus fumigatus (Banerjee & Kurup
2003, Pomés et al. 2016, Thakur & Shankar 2016).

O primeiro alérgeno identificado foi o Asp f1, também conhecido como ribotoxina
mitogilina, que foi descrito em associacao ao processo de crescimento de Aspergillus fumigatus
(Banerjee & Kurup 2003). De acordo com Olombrada et al. (2017), ndo se sabe ao certo qual
a sua funcéo biologica, porém acredita-se que este exerca um papel no processo de conidiacgéo,
uma vez que durante este estadgio de desenvolvimento existe um aumento na sua producéao e
posteriormente este valor declina (Banerjee & Kurup 1998, 2003). Esta proteina é considerada
um dos principais alérgenos de interacdo com IgE de Aspergillus fumigatus sendo reconhecida
em grande parte dos individuos sensibilizados (Banerjee & Kurup 2003). De forma geral, as
ribotoxinas atuam bloqueando a sintese de proteinas através da degradacdo de uma regido
especifica no RNA ribossomal de células eucarioticas e procariéticas; contudo na literatura, ndo

foi identificado um receptor celular para esta proteina, por isso acredita-se que esta consiga



adentrar as células que apresentem alguma alteracdo na permeabilidade celular (Arruda et al.
1990, Olombrada et al. 2017).

O alergeno Asp f2 foi identificado apenas no biofilme. Esta apresenta reatividade ao
IgE em soro de pacientes com Aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) e é homdlogo
com a proteina de ligacdo ao fibrinogénio Pral de Candida albicans e Asp nd 1 de Aspergillus
nidulans (Banerjee et al. 1998). Em adi¢do, a Asp f2 ja foi estudada para se tornar um provavel
candidato a vacina (Thakur & Shankar 2016).

A peroxirredoxina Asp f3 também foi identificada somente no biofilme, sendo que tal
proteina atua no processo de inativacao de espécies reativas de oxigénio (Hillmann et al. 2016).
Estudos demonstraram que esta possui sequéncias de identidade com duas proteinas de Candida
boidinii, as quais apresentam epitopos de ligacdo com IgE em comum, sendo este muito
importante para o diagnéstico soroldgico de pacientes com ABPA (Shen et al. 2001, Kurup
2003). E ainda, ja foi apontado que Asp f3 colaborou na protecdo de camundongos
neutropénicos e com imunossupressao induzida por corticosteroides contra a aspergilose,
demonstrando assim informacdes da possivel interacdo patogeno-hospedeiro (Champer et al.
2016).

A superoxido dismutase [Mn] mitocondrial ou Asp f6, encontrada exclusivamente no
biofilme, atua no processo de desintoxicacdo dos superoxidos gerados dentro das células
fangicas devido seu metabolismo, estando presente somente nas hifas de Aspergillus fumigatus
(Schwienbacher et al. 2005a, Lambou et al. 2010). Quando presente no organismo do
hospedeiro atua no mecanismo de defesa fungica, eliminando as espécies reativas de oxigénio
geradas pelos fagécitos. Tal proteina ja foi identificada presente no soro de pacientes com
ABPA atraves da ligacdo ao IgE e é reativo nos testes cutdneos para sensibilizacdo ao
Aspergillus fumigatus (Kurup 2003).

O alérgeno Asp 8 ou proteina ribossémica acida P2 € uma proteina associada a sintese
de proteinas que sdo altamente conservadas entre eucariotos (Abad et al. 2010). Essas proteinas
apresentam a capacidade de induzir respostas 1gG em pacientes com doengas autoimunes, além
de proteinas ribossémicas P2 de A. fumigatus serem reconhecidas por anticorpos IgE de
individuos sensibilizados pelo fungo e mostrarem reatividade cruzada humoral significativa
com a proteina P2 humana; estando também associada a invasdo e destruicdo tecidual (Mayer
et al. 1999, Abad et al. 2010).

O alérgeno Asp f9 ou provavel glicosidase Crfl é uma proteina associada ao processo
de septacdo das hifas de Aspergillus fumigatus (Suh et al. 2012). De acordo com Champer et

al. (2016), a secrecdo de Crfl para o ambiente pode estar associada & inibi¢do do crescimento



de outros fungos competidores através da degradacéo de suas paredes celulares. Além disso,
foi identificado que esta apresenta imunizacdo contra aspergilose e por ter homologia com
proteinas de Candida albicans também protege contra candidiase (Stuehler et al. 2011,
Champer et al. 2016, Parente-Rocha et al. 2017).

A proteina do choque térmico 90 (Hsp90) ou Asp f12 pertence a familia de proteinas do
choque térmico que atuam em resposta ao estresse e manutencdo da integridade celular (Lamoth
et al. 2014). Acredita-se que esta seja uma das proteinas mais abundantes, estando presente em
grandes quantidades antes mesmo do estresse celular e agindo no processo de dobra e regulagéo
de outras proteinas (Picard 2002, Tiwari et al. 2015). Durante a etapa de crescimento fungico,
esta € importante para o processo de conidiacdo, viabilidade dos esporos e crescimento das
hifas, uma vez que Hsp90 juntamente com a calcineurina atuam juntas em uma via durante o
processo de reproducdo assexuada (Tiwari et al. 2015); e ainda, pode conferir resisténcia
antifungica a caspafungina sendo considerada um alvo para o tratamento antifingico (Cowen
& Lindquist 2005, Lamoth et al. 2012, 2016, Cowen 2013).

Dentres os alérgenos encontrados tanto no biofilme como no secretoma neste trabalho,
tem-se ainda: a Asp 13, a Asp 15, Asp f22 e Asp f34. A serina protease alcalina (Asp f13) ou
Alp2 pertence a familia das subtilisinas e apresenta relagdo com uma proteinase vacuolar de S.
cerevisiae (PrB) e uma proteinase de A. niger (PEPC) (Rementria et al. 2005; Reichard et al.
2000). Acredita-se que esta esteja localizada em uma fracdo da parede celular de Aspergillus
fumigatus, sendo essencial para o fornecimento de aminoacidos para a sintese de proteinas
especificas do seu desenvolvimento (Tiwari et al. 2015, Bui et al. 2016). Quando associado a
doencas, a Asp f13 possui um papel importante na asma e quando em conjunto com Asp 2
induzem a inflamacao pulmonar (Reichard et al. 2000, Namvar et al. 2015).

O alérgeno Asp f15 ndo estd muito descrito de forma individual na literatura, porém
sempre € citado em trabalhos que estudam os alérgenos de Aspergillus fumigatus e ja foi
mencionado ser idéntico ao Asp 13 (Simon-Nobbe et al. 2008).

Ja a enolase ou alérgeno Asp f22 ja foi encontrada em outros estudos na superficie de
uma variedade de outros fungos, tais como: C. albicans, Paracoccidioides brasiliensis,
Pneumocystis carinii e Saccharomyces cerevisiae (Funk et al. 2016). Essa proteina esta
associada a interacdo patdgeno-hospedeiro sendo um importante ligante ao plasminogénio, o
que contribui para a patogenicidade fungica, podendo ainda ser um potencial alvo para o
diagnostico da aspergilose causada por A. fumigatus (Funk et al. 2016).

Por ultimo, tem-se a proteina de parede celular PhiA, a qual é homologa com a proteina

de Aspergillus nidulans, possuindo importancia no processo de formacdo das fialides e,



consequentemente na competéncia de esporulacdo deste fungo (Melin et al. 2003, Glaser et al.

2009). Adicionalmente, esta demonstra capacidade de ligacdo ao anticorpo IgE e vem sendo

estudada como um provavel alvo para a criacdo de vacinas contra infecgdes causadas por
Aspergillus (Thakur & Shankar 2016).

Tabela 2. Principais alérgenos de Aspergillus fumigatus ATCC 46640 identificados neste

estudo.

ALERGENO

Aspfl
Aspf2

Aspf3

Aspf6

Asp f 8

Aspf9

Asp f 12

Asp f 13

Asp f 15

Asp f 22

Asp f 34

NOME

Familia
mitogilina

Proteina
Peroxisomal

Superdxido
dismutase Mn

Proteina
ribossomal P2

Provavel
glicosidase crfl

Proteina do
choque térmico
90

Serina protease
alcalina

Enolase

Proteina da
parede celular
PhiA

MASSA
MOLECULAR

(KDa)

19564.8
32799.6

18423.4

23357.8

11116.6

40241.2

80572.3

15985.8

15915.6

47297.3

19376.3

CONDICAO
ENCONTRADA

Biofilme/Secretoma
Biofilme

Biofilme

Biofilme

Biofilme

Biofilme/Secretoma

Secretoma

Biofilme/Secretoma

Biofilme/Secretoma

Biofilme/Secretoma

Biofilme/Secretoma

NSAF*

0.00270404/
0.012596313
0.000100122

0.001108489

0.000147798

0.002423362

0.000497651/
0.000526175

0.00022897

0.00374358/
0.008811894
0.005853597/
0.014737133
0.002810871/
0.000579967
0.001621789/
0.004618648

Fonte: http://www.allergen.org/index.php-Allergen nomenclature Who/lIUIS allergen nomenclature
sub-committee. *NSAF (Fator de abundancia espectral normalizado)
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5.5.5. Rede de interacfes

Com o objetivo de visualizar a rede de interacdo entre algumas proteinas identificadas
neste estudo foi utilizado o software STRING versdo 11.0, disponivel em https://string-db.org/.
A primeira rede de interacdo analisada foi com a ribonuclease mitogilin ou a Asp f1, a qual
como mencionado anteriormente, € um dos principais alérgenos de Aspergillus fumigatus. Na
figura 26, é possivel observar que esta mostrou interacdo com outros alérgenos (Asp 2, Asp
3, Asp 6, Asp f9 e Asp f13), presentes no secretoma e biofilme, também produzidos por esta
espécie.

De maneira geral, os alérgenos Asp f1, Asp 2, Asp f3, Asp f6, Asp f9 e Asp f13 vém
sendo descritos na literatura devido seu papel no desenvolvimento de estratégias para a
identificacdo de ABPA, aspergilose invasiva, e sensibilizacdo fungica causadas por Aspergillus
fumigatus (Pomeés et al. 2016, Thakur & Shankar 2016, Janahi et al. 2017, Vitte et al. 2017).
Todos estes apresentam a capacidade de interagdo com o sistema imune do hospedeiro, porém
Asp 3, Asp 6 e Asp 13 possuem proteinas homologas em humanos e no modelo murino de
infecgdo; ja Asp f1, Asp f2 e Asp f9 ndo apresentam homologia e somente Asp f1 e Asp 2
demostram regides de interacdo com células B e T, 0 que os torna 6timos candidatos a vacinas
e alvos terapéuticos (Thakur & Shankar 2016).
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Figura 26. Rede de interacdo entre os principais alérgenos de Aspergillus fumigatus ATCC
46640 identificados neste estudo.
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Uma outra caracteristica observada na presenca de alérgenos é o tipo de reacdo causada
por Aspergillus fumigatus pois, pacientes com ABPA apresentam anticorpos IgE contra os
antigenos de A. fumigatus Asp f2, Asp f4, e/ou Asp 6. J& os individuos com asma atopica,
geralmente possuem anticorpos IgE contra os antigenos Asp f1 e/ou Asp f3 (Janahi et al. 2017).

A segunda rede de interacdo analisada foi com a proteina catalase A (Figura 27). Nesta,
foi observada a interacéo de catalase A com outras proteinas identificadas neste estudo como a
tiorredoxina putativa, tiorredoxina redutase, glutationa redutase e proteina quinase ativada por
mitégeno hogl. Estas estdo associadas ao Hogl, que é uma via de sinalizacdo responsavel pela
inducdo dos principais sistemas antioxidantes e atuam através da eliminacéo do superoxido e
peréxido de hidrogénio que sdo produzidos durante o crescimento fungico e metabolismo
(Mendoza-Martinez et al. 2017)
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Figura 27. Rede de interacdo da proteina Catalase A com as proteinas quinase ativada por mitdgeno
hogl, glutationa redutase, tiorredoxina putativa e tiorredoxina redutase.

Adicionalmente, na figura 28 tem-se a rede de interacdes da proteina endoquitinase B1.
As quitinases sdo enzimas com capacidade de clivagem da quitina, um dos principais

componentes da parede celular fangica, estando envolvidas também na degradagdo e



remodelagéo da parede celular de outros fungos (Schwienbacher et al. 2005b, Hartl et al. 2012,
Krolicka et al. 2018). A quitosanase atua na degradacdo da quitosana, uma forma parcialmente
desacetilada de quitina. Em um estudo realizado por Schwienbacher et al. (2005a) com
Aspergillus fumigatus, foi observado que este secretou de maneira abundante as proteinas
quitinase, quitosanase e a protease aspartica, aspergilopepsina 1, e que este fato estava
associado ao crescimento fungico em um meio de cultivo mais acido (Schwienbacher et al.
2005b, Watson et al. 2011). A beta-hexosaminidase ou N-acetil-B-D-glucosaminidase também
foi identificada nesta rede (Figura 28). Esta faz parte da familia 20 das glicosil hidrolases sendo
a segunda classe de enzimas capazes de degradar a quitina (Hartl et al. 2012, Gushulak et al.
2012). Além do que, tais enzimas apresentam uma importancia industrial pelo seu papel na
producéo de oligossacarideos de quitina e quito-oligossacarideos de quitosana (Krolicka et al.
2018). Em nosso estudo, esta proteina apareceu devido as alteragdes relacionadas a
morfogénese deste fungo, sendo importantes para o processo de germinacdo e formacédo das
hifas, uma vez que como mencionado anteriormente estas atuam na remodelacdo da parede

celular.
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Figura 28. Rede de interacdo da proteina endoquitinase B1 com as proteinas endo-quitosanase, beta-
hexosaminidase e aspergilopepsina -1 identificadas neste trabalho.

Portanto, a partir deste estudo, verificou-se uma variedade de proteinas expressas por
Aspergillus fumigatus durante o seu crescimento, como estavam relacionadas entre si e ainda,
que estas apresentavam diferencas significativas quando analisados o biofilme e o secretoma
nas diferentes temperaturas. Vale ressaltar também que foram encontradas proteinas associadas
a patogenicidade, nesse caso principalmente os alérgenos, 0s quais estavam presentes em sua
maioria no biofilme. O que é interessante visto a funcdo dessas comunidades microbianas na

interacdo patdgeno-hospedeiro.



6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, foi possivel observar que entre os cinco meios estudados, 0s
meios BHI e meio minimo ndo se mostraram adequados para a producdo de biofilme pelas
cepas de Aspergillus fumigatus estudadas. Entretanto, os meios CZ, sabouraud (SAB) e RPMI
1640 se destacaram positivamente no ensaio qualitativo de formacdo dessas comunidades
microbianas em todas as condi¢es empregadas.

Na andlise quantitativa, os meios SAB e RPMI 1640 ndo apresentaram uma curva de
crescimento no decorrer do tempo, se mantendo constante, diferentemente do meio CZ que
mostrou um aumento na formacéo de biofilme em todas as cepas estudadas. Logo, verifica-se
que fatores como o tempo e temperatura podem influenciar diretamente nessa producéo. De
modo que, mediante os dados gerados qualitativamente e quantitativamente, a melhor condicéo
para o estudo protedmico da producdo do biofilme e do secretoma foi usando a cepa A.
fumigatus ATCC 46640, a 28 °C, no meio de cultivo CZ, com 36 horas de crescimento.

Na analise por microscopia eletrénica de varredura do biofilme de Aspergillus fumigatus
nas temperaturas de 28°C e 37°C, foram observadas estruturas caracetreristicas da matriz
extracelular; visto que na temperatura a 28 °C havia a presenca de estruturas compactas e uma
maior quantidade de conidios em germinacdo, e a 37 °C houve uma maior quantidade de matriz
extracelular ao longo de todo o comprimento das hifas fungicas.

Quanto ao rendimento da extracdo proteica de cada condicdo, na temperatura de 28°C
0 biofilme apresentou um melhor resultado quando comparado com o secretoma. Em
contrapartida, na temperatura a 37°C o secretoma se destacou. J& no gel de eletroforese
unidimensional, foram observadas bandas distintas com massa molecular de 10 KDa no
biofilme a 28°C e bandas de 20 e 37 KDa na temperatura de 37°C. No secretoma, verificou-se
bandas diferenciais apenas na temperatura de 37°C com aproximadamente 37 KDa; e ainda,
para ambas as condic@es, houve a presenca de uma banda a ~50 KDa.

Na analise por protedmica shotgun com os dados obtidos, foi possivel observar que
apesar da cepa estudada (Aspergillus fumigatus ATCC 46640) ndo estar se desenvolvendo em
um modelo de infeccdo diretamente, grande parte de suas proteinas identificadas tanto no
biofilme quanto no secretoma estavam relacionadas com algum mecanismo utilizado por esta
espécie para adaptacdo e evasdo no ambiente hospedeiro de acordo com a literatura (e.g. 0s
alérgenos). De forma que, boa parte dessas proteinas ja estdo sendo estudadas como alvos para
terapia ou diagndstico das doengas dentro do espectro de infec¢des causadas por Aspergillus

fumigatus.



Portanto, o presente trabalho forneceu informagdes complementares sobre a
caracterizacdo do perfil proteico do secretoma e da formacdo de biofilme por uma cepa de
Aspergillus fumigatus, em especial de proteinas relacionadas a possiveis interagdes patogénicas
entre o fungo e o hospedeiro humano, as quais podem servir de alicerce para futuros estudos

em modelos de infeccdo in vitro e/ou in vivo.
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8. APENDICE

8.1. Composic¢éo dos meios de cultivo utilizados neste trabalho

Czapek concentrado

NaNO3 3049
KCI 5.0¢9
MgS0O4.7H20 509
FeS04.7H,0 0.1g
ZnS04.7H,0 01g
CuS04.5H,0 0.05¢
Agua destilada 100 mL
Meio minimo
Glicina 26 mM
Glicose 30 mM
MgSO, 20 mM
KH2PO4 58,8 mM
Tiamina 20 mg/mL

Meio Saboraud

Peptona 109
Dextrose 209
Agar bacterioldgico 20 g
Agua destilada 1000 mL
*Observac0es:

Czapek Dox Agar

Czapek concentrado 10.0 mL
K2HPO4 1.0g
Sacarose 3009
Agar bacterioldgico 17.5¢
Agua destilada 1000 mL

Meio BHI
Peptona 1009
Infusdo de coracédo de vaca 10.0g
Infusdo de cérebro de vitela 7,50 g
Dextrose 20¢g
Fosfato dissodico 2590
Cloreto de Sédio 50¢g
Agar Bacteriol6gico 15.0 g
Agua destilada 1000 mL

1. Deve-se ajustar o pH final de 7,4 + 0,2 a 25°C para 0 meio BHI. Vale ressaltar que o agar
bacterioldgico nédo foi adicionado em nenhum dos meios pois 0s meios deveriam ser liquidos.
2. A composicao do meio RPMI 1640 - cddigo R 8758, esta disponivel no site de vendas da empresa e

pode ser acessada através do link:

https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Formulation/r8758for.pdf



8.2. Placas de biofilme coradas com safranina.

B)

Meio

Meio =
minimo

minimo

Meio
minimo

)\ (51 )\ (510
minimo minimo

Apéndice 1 - Placas de biofilme coradas com safranina correspondentes a cepa Aspergillus fumigatus ATCC 16913. A: corresponde as placas incubadas a 28°C
e seus respectivos tempos; B: corresponde as placas incubadas a 37°C e seu tempo de crescimento.
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Apéndice 2 - Placas de biofilme coradas com safranina correspondentes a cepa Aspergillus fumigatus ATCC 46640. A: corresponde as placas incubadas a
28°C e seus respectivos tempos; B: corresponde as placas incubadas a 37°C e seu tempo de crescimento
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Apéndice 3 - Placas de biofilme coradas com safranina correspondentes a cepa Aspergillus fumigatus ATCC LB-01-AP. A: corresponde as placas incubadas a
28°C e seus respectivos tempos; B: corresponde as placas incubadas a 37°C e seu tempo de crescimento.



Apéndice 4. Placas de biofilme coradas com safranina crescidos a 28 °C e 37 °C em meio RPMI 1640 nos diferentes tempos de crescimento. Cada letra
corresponde a uma cepa de Aspergillus fumigatus com cada tempo de incubacdo empregada. A) A. fumigatus 46640; B) A. fumigatus 16913; C) A. fumigatus
LB-01-AP.



8.3. Proteinas identificadas no biofilme e secretoma de Aspergillus fumigatus ATCC
46640

Tabela 3. Lista de proteinas identificadas com redundéncia no biofilme de Aspergillus
fumigatus ATCC 46640 em ordem alfabética

Nome da proteina Massa molecular NSAF* Spectrum
(Da) count
1,2-dihidroxi-3-keto-5-metiltiopentene 17866.8 0.001517398 22
dioxigenase
1,2-dihidroxi-3-keto-5-metiltiopentene 20817.3 0.001116886 19
dioxigenase
1,3-beta-glucanosiltransferase 48140.3 0.002848539 125
1,3-beta-glucanosiltransferase 50780.5 0.002122235 96
1,3-beta-glucanosiltransferase Bgtl 33045.2 0.00247623 73
1,3-beta-glucanosiltransferase gell 48029.4 0.005653619 247
1,3-beta-glucanosiltransferase gel2 51667.1 0.002439453 112
1,3-beta-glucanosiltransferase gel4 58817 0.001227159 65
12-oxofitodienoato redutase putativa 45960.6 0.001644213 65
12-oxofitodienoato redutase, putativa 45992.7 0.001745395 69
26S subunidade reguladora de 29966 0.000665093 18
proteassoma S5A
2-isopropilmalato sintase 69142.5 0.000115689 7
2-isopropilmalato sintase 71132.4 0.00011263 7
3,4-dihidroxi-2-butanona 4-fosfato sintase 25275.8 0.002185124 49
3-carboxi-cis,cis-mucoante enzima 41420.6 0.001583555 60
lactonizante
3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase 35821.6 0.000336701 11
putativa
3-hidroxibutiril-CoA desidrogenase 33681.7 0.000162161 5
putativa
3-isopropilmalato desidrogenase 38963.2 0.00212006 75
3-isopropilmalato desidrogenase 39006.2 0.002798479 99
4-aminobutirate transaminase GatA 55154.5 0.000808597 39
4-aminobutirato transaminase gata 50902.2 0.000450801 20
5-methiltetrahidropteroiltriglutamato- 86810.4 0.010867198 813
homocisteina S-metiltransferase
6,7-dimetil-8-ribitilumazina sintase 18573.8 0.004150048 71
60S ribosomal protein L22, putativa 13395.9 0.001061117 12
Acetil-CoA acetiltransferase putativa 411725 0.000412804 16
Acetil-CoA acetiltransferase, putativa 40865.4 0.000415915 16
Acetilornitina aminotransferase 52573.2 8.49765E-05 4
Acido dihidroxi-desidratase mitocondrial, 57822.3 0.000171795 9
putativo




Acil-CoA:6-aminopenicilanica-acida- 34946.9 9.57953E-05 3
aciltransferase, putativa
Aconitato hidratase, mitocondrial 83581.2 0.000524013 39
Aconitato hidratase, mitocondrial 85457.2 0.00046011 35
Adenilil-sulfato quinase 23552.3 0.000294196 6
Adenilil-sulfato quinase 23565.4 0.000294196 6
Adenina fosforibosiltransferase 1 23585.3 9.53539E-05 2
Adenina fosforibosiltransferase 1 23588.3 9.53539E-05 2
Adenosilhomocisteinase 48862.1 0.000138252 6
Adenosilhomocisteinase 48440.9 0.000139182 6
Adenosina quinase putativa 36817.3 0.000122437 4
Adenosina quinase putativa 38349.2 8.84264E-05 3
Agmatinase putativa 42500.4 0.000184748 7
Agmatinase, putativa 42135.3 0.000185221 7
Alanina aminotransferase putativa 54413 8.36032E-05 4
Alanina aminotransferase, putativa 55082.4 8.26019E-05 4
Alcool desidrogenase contendo zinco 36901.1 0.001240297 41
) putativa
Alcool desidrogenase contendo zinco, 37454.3 0.000596305 20
) putativo
Alcool isoamilico oxidase contendo FAD / 61309.2 0.001703177 94
FMN MreA
Aldeido desidrogenase Ald3 putativo 60594.2 0.000111446 6
Aldeido desidrogenase, putativa 60003.9 0.000131675 7
Aldeido redutase (AKR1), putativo 37165.4 0.000774393 25
Aldeido redutase putativa 37000.3 0.000619515 20
Aldose 1-epimerase putativa 35978 0.000126169 4
Aldose 1-epimerase putativa 82414.9 0.000348581 25
Aldose 1-epimerase, putativa 36066.1 0.000126169 4
Alérgeno Asp f 15 15915.6 0.005853597 86
Alérgeno Asp F13 15985.8 0.00374358 55
Alérgeno principal Asp f 2 32799.6 0.000100122 3
Alérgeno principal Asp F1 19563.8 0.00270404 46
Alfa, alfa-trehalose glucohidrolase TreA / 116927.2 9.65102E-06 1
Athl
Alfa-1,2-Manosidase 55257.2 0.002241953 109
Alfa-aminoadipato redutase subunidade 156594.6 4.36229E-05 6
maior putativa
Alfa-galactosidase 48990.9 2.31452E-05 1
Alfa-galactosidase 52634.9 0.001010929 47
Alfa-galactosidase 56271.8 0.00222275 110
Alfa-glucosidase AgdA putativa 108421.3 9.4244E-05 9
Alpha-aminoadipato redutase subunidade 157062 1.45206E-05 2

maior, putative




Amidase putativa 64979.6 6.77309E-05 4

Amidase putativa 65639.6 6.75099E-05 4

Amino oxidase 76372.2 6.05909E-05 4
Aminopeptidase 106141.9 0.000564519 52
Aminopeptidase 98457.6 0.000596204 51
Aminopeptidase 110675.2 0.000167715 16
Aminopeptidase 108620.9 0.000363765 34

Aminotransferase aminoacidos de cadeia 40847.5 0.000109191 4

ramificada
Aminotransferase aminoacidos de cadeia 43961.7 0.000286662 11
ramificada

Aminotransferase classe V 41805.7 0.001447353 54
Aminotransferase putativa 46448.2 0.000267147 11
Anidrase carbonica 26007.3 0.003312501 73
Anidrase carbonica 26022.3 0.004537672 100
Argininosuccinato liase 51900.6 0.001605397 72
Argininosuccinato liase 49231.3 0.001787018 76

Aril-alcool desidrogenase, putativa 65271.5 6.88579E-05 4
Aspartato aminotransferase putativa 47888.5 0.000473496 20
Aspartato aminotransferase putativa 48396.7 0.002510228 107
Aspartato aminotransferase, putativa 47844.6 0.000355122 15
Aspartato aminotransferase, putativa 51132.9 0.003485397 158
Aspartato-semialdeido desidrogenase 39358.1 0.003819145 134
Aspartato-semialdeido desidrogenase 39387.2 0.005700217 200
Aspartil aminopeptidase 55956.2 0.000380953 19
Aspartil aminopeptidase 53613.4 0.002812068 134
Aspartil aminopeptidase 54835 0.002524891 123
Aspartil aminopeptidase vacuolar Lap4 55971.2 0.000401004 20

putativa

Aspartil-tRNA sintetase Dps1, putativa 61570.7 5.59237E-05 3

Aspergillopepsina, putaitva 28960.3 0.000261449 7

Aspergilopepsina, putativa 29041.4 0.000261449 7
Aspergilopepsina-1 41569.5 0.003169248 121
Asp-hemolisina 15171.2 0.008112967 109

ATP fosforibosiltransferase 37226.4 0.000267566 9

ATP fosforibosiltransferase Hisl, putativo 33849.2 0.000294662 9
ATPase da membrana plasmatica 109027.1 0.000156914 15
ATPase da membrana plasmatica 108905 0.000282732 27
Beta-frutofuranosidase putativa 57192.6 0.001408974 70
Beta-frutofuranosidase, putativa 57209.6 0.001811538 90
Beta-glucosidase secretada sunl 43458.9 0.000449821 18

Beta-hexosaminidase 70882.5 8.19801E-05 5

Beta-hexosaminidase 67363.5 8.62158E-05 5




Beta-xilanase 34083.4 6.58974E-05 2
Beta-xilanase 41934.4 0.000260602 10
Beta-xilanase 42091.5 0.000416963 16
Cadeia pesada de miosina de classe Il 275414.6 0.000198721 48
putativa
Carbonil redutase putativa 31535.7 0.000809373 23
Carbonil redutase, putativo 31431.6 0.001055703 30
Carboxipeptidase 52519.5 0.000717257 33
Carboxipeptidase putativa 43857.4 9.80653E-05 4
Carboxipeptidase S1, putativa 54070 0.00069962 33
Carnitina acetil transferase 73091.1 0.000112455 7
Catalase 65435.4 0.000124435 7
Catalase 84174.5 9.70794E-05 7
Catalase 79853.1 0.002472782 174
Catalase A 84562.8 9.65617E-05 7
Catalase B 79843 0.003567059 251
Catalase-peroxidase 83691.8 1.3631E-05 1
Celulase extracelular CelA/alérgeno Asp 35535.3 0.000781957 26
F7-like, putativo
Chaperona molecular chaperone Mod- 80355.2 0.000381551 26
E/Hsp90
Chaperona molecular Hsp70 69599.6 0.000794591 49
Cianate hidratase 17796.2 0.007177463 111
Cianato hidratase 17056.8 0.007725829 115
Cianovirina-N 12600.3 0.000279619 3
Cianovirina-N 11676.7 0.000780822 8
Cisteina sintase (O-acetilserina (Tiol) - 40086.6 0.000697163 25
liase) (Csase)

Citidina desaminase 14919.2 0.000440251 6
Citocromo b5 putativo 14702.2 0.002190007 29
Citocromo b5, putativo 23878.5 0.001525662 32

Citocromo C oxidase cobre chaperone 8283.8 0.000408391 3
Cox17, putativo
Citrato ATP liase putativa, subunidade 1 71842.1 0.000267702 17
Citrato liase ATP, subunidade 1, putativo 78760.7 0.000257218 18
Clatrina de cadeia leve 26053.7 0.000213758 5
Clatrina de cadeia pesada 191068.7 7.39433E-05 12
Clatrina de cadeia pesada 192798.4 7.33318E-05 12
Complexo de fator de transcricdo RNA 30481 0.00018279 5
polimerase | e Il Thp, putativo
Complexo E3 ubiquitina ligase SCF 18111.9 0.000785764 12
subunidade sconC
Componente de proteassoma Prs3 putativo 28488.3 0.000396394 10




Componente do complexo do fator de 28275.9 0.000195945 5
transcrigdo putativo RNA polimerase | e
111 Thp
Componente do proteassoma Pre2 putativo 32694.3 0.000174762 5
Componente do proteassoma Prs3 putativo 28506.2 0.000396394 10
Concanavalina do tipo A lectina/glucanase 41800.8 0.000156361 6
Coproporphyrinogen 111 oxidase, putative 50129 0.000188107 8
Cupin do tipo RmIC 18304.1 0.000498597 8
Cupin domain protein 19363.9 0.000354716 6
Cupin domain protein 21661 0.000844563 16
Cupin domain protein 13942.8 0.000162927 2
Deformilase formiltetrahidrofolato 32249.8 0.00031888 9
putativa
Deoxiribose-fosfato aldolase, putativo 28384.3 0.000156164 4
Desidratase acido dihidroxi mitocondrial 64742.7 0.000153146 9
putativo
Difosfatase inorganica putativa 31108 0.001692964 45
Difosfatase inorganica, putativa 43578.4 0.001358552 52
Dihidrolipoil desidrogenase 54855.6 2.01674E-05 1
Dihidrolipoil desidrogenase 54918.6 2.01674E-05 1
Dihidroorotase do tipo homodimeric 36307.5 0.000371709 12
Dihidroxi acido desidratase 1lv3, putativo 64698.1 0.000443883 26
Dihidroxi-acido desidratase 1lv3 59664.5 0.000535769 29
Dipeptidil peptidase 3 79108.2 0.000438385 30
Dipeptidil peptidase 3 87202.8 0.000477503 36
Dipeptidil peptidase 5 79677.6 0.000373084 26
Dipeptidil peptidase secretada 79493.5 0.000172192 12
EF-hand 16983.9 0.000833226 12
Endo-1,3-beta-glucanase Engll 100331.3 7.75388E-05 7
Endo-1,3-beta-glucanase Engll 104901.8 0.000127465 12
Endo-1,4-beta-xilanase C 35181 0.000127334 4
Endo-1,4-beta-xilanase xynflla 24460.5 0.000589897 13
Endo-arabinase, putativa 35574.3 0.000191591 6
Endo-beta-1,4-glucanase D 33730.5 0.000188679 6
Endoglucanase putativa 37997.3 0.000224301 8
Endoglucanase, putativa 38341.5 0.000471529 17
Endoglucanase, putativa 31607.3 3.56755E-05 1
Endoglucanase, putativa 54337.6 6.13393E-05 3
Endopeptidade aspartica Pepl 41683.7 0.001885834 72
Endopeptidase do complexo proteassoma 27293.6 0.000372452 9
Endopeptidase do complexo proteassoma 28184.3 8.02007E-05 2
Endopeptidase do complexo proteassoma 29691.2 0.000930386 25
Endopeptidase do tipo aspartica putativa 67825.7 0.000275674 17
Endo-poligalacturonase extracelular 37626.6 8.52684E-05 3




Endopoligalacturonase B provavel 37649.7 8.52684E-05 3
Endoquitinase B1 47574.4 7.16806E-05 3
Endo-quitosanase 34811.3 0.000601505 20
Endo-quitosanase 35099.5 0.000601505 20

Endoribonuclease da familia L-PSP 13733.8 0.001105668 14

putativa
Enolase 47258.3 0.003472252 147
Enolase/alérgeno Asp F 22 47297.3 0.002810871 119
Enzima ativadora de ubiquitina E1 159397.9 0.00030687 42
Espermidina sintase 33317.6 0.002373886 67
Espermidina sintase 33405.7 0.002189233 62
Etanolamina quinase, putativa 48624.6 0.000145717 6
Eukaryotic translation initiation factor elF- 21132.2 0.00188597 35
5A
Exo-beta-1,3-glucanase Exg0 97264.8 9.04559E-05 8
Exo-beta-1,3-glucanase Exg0 100540.3 0.000240348 22
Exo-beta-1,3-glucanase putativa 84066.3 3.86041E-05 3
Exo-beta-1,3-glucanase putativa 86311.4 0.000179039 14
Exo-beta-1,3-glucanase, putativa 86653.5 0.000179039 14
Exo-beta-1,3-glucanase, putativa 82442.9 9.29669E-05 7
Exo-beta-1,3-glucanase, putativa 84113.2 7.72082E-05 6
Familia de fosfatases proteicas Ser/Thr 71242.7 0.000148743 9
Familia de proteina 64206.1 0.000306797 18
endonuclease/exonuclease/fosfatase
Familia de proteina 64040.1 0.001519446 89
endonuclease/exonuclease/fosfatase
Familia de proteina nitrilase (Nit3), 31714.5 0.001310952 37
putativa
Familia do dominio Ahal 42311.7 8.18936E-05 3
Fator de alongamento da traducéo eEF-1 54130.8 4.2929E-05 2
subunidade gama, putativa
Fator de alongamento da traducdo eEF-1 24342.8 0.000188107 4
subunidade gama, putativa
Fator de alongamento de traducao 26289 0.000349228 8
eucariotico subunidade 1 Eefl-beta
Fator de alongamento Gama 1 46322.8 5.01012E-05 2
Fitase extracelular, putativa 58312.4 0.000330602 17
Flavina oxidorredutase dependente de 47001.1 0.000140442 6
NADH, putativa
Formamidase FmdS 38591.2 0.000618985 21
Formamidase FmdS 45180.6 0.000453105 18
Formato desidrogenase 39625.2 0.000345824 12
Formato desidrogenase 45699.7 0.000643524 26
Formiltetrasidrofolato deformilase, 32215.8 0.00031888 9

putativa




Fosfatase alcalina 66288.7 6.82897E-05 4
Fosfatase alcalina 66236.6 6.81772E-05 4
Fosfoacetilglucosamine mutase 56649 0.000594592 30
Fosfoacetilglucosamine mutase 61459.4 0.000493532 27
Fosfodiesterase tipo PLC 40633.9 0.000190582 7
Fosfoglicerate mutase, 2,3- 57384.9 0.005053571 254
bisfosfoglicerato-independente
Fosfoglicerato mutase independente de 57400 0.007242125 364
2,3-bisfosfoglicerato
Fosfoglicerato quinase 47444 0.000587835 25
Fosfoglicerato quinase 44715.7 0.000645068 26
Fosfoglucomutase 60445.7 0.00328086 176
Fosfoglucomutase PgmA 59626.3 0.002216977 117
Fosforibosil-aminoimidazol- 33222.3 0.000103805 3
succinocarboxamida sintase
Fosfoserina fosfatase putativa 33307.9 0.000139809 4
Fosfotransferase 54284.7 0.00124573 59
Fosfotransferase 54156.6 0.001309072 62
Fructose-bisphosphate aldolase, class |1 39747.9 0.007529511 262
Frutose-1,6-bisfosfatase 38646.5 0.000117234 4
Frutose-1,6-bisfosfatase Fbpl, putativa 38637.5 0.000146542 5
Frutose-bisfosfato aldolase, class Il 39093.8 0.004982441 170
Ftase extracelular putativa 57802.1 0.000296161 15
Galactomanoproteina da parede celular 27326.9 0.003752208 103
rica em serina-treonina Mp1l
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 36615.7 0.000890299 29
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 36261.6 0.005464596 178
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 36099.5 0.000747896 24
Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase 36273.6 0.009458228 309
Glicosidase 46539.9 0.000513792 22
Glicosidase 47057.8 0.000114954 5
Glicoside hidrolase 47287.4 0.002028607 90
Glicosil hidrolase putativa 36663.9 0.000613739 21
Glicosil hidrolase putativa 78946.4 4.19428E-05 3
Glicosil hidrolase putativa, familia 18 46395 0.000631439 26
Glicosil hidrolase, putativo 36715 0.001227479 42
glucano endo-1,6-beta-glucosidase B 44796.6 0.000387971 15
Glucoamilase 67040.5 9.83762E-05 6
Glucooligossacarideo oxidase putativa 51403.7 0.000521642 24
Glucooligossacarideo oxidase, putativa 51425.7 0.000695522 32
Glucose-6-fosfato isomerase 61259.1 0.009934303 531
Glucose-6-fosfato 1-epimerase 35189.8 0.000845891 26
Glucose-6-fosfato epimerase 61401.1 0.006903498 369




Glutamato desidrogenase 46503.5 0.000648119 27
Glutamato desidrogenase 49318.9 0.000609911 27
Glutamina-frutose-6-fosfato t 97245.4 0.000749024 64

Glutaminase GtaA 75956.1 2.99447E-05 2

Glutaminase GtaA 76081.9 2.99447E-05 2
Glutationa redutase 60149.4 0.001307243 70
Glutationa redutase 51285.5 0.002520716 115
Glutationa sintetase 56434.7 0.000569126 28
Glutationa sintetase 57087 0.000862158 43

Heptacetideo hidrolase

Hidrofobina 16074.1 0.001041096 16
Hidrofobina 14290.2 0.001182388 16
Hidrofobina 16084.2 0.001041096 16

Hidrolase da familia Alpha / beta fold, 31810.4 0.000460605 13

putativa

Hidrolase peptidica 53178.2 0.000521466 25
Hidrolase peptidica 49303.8 0.001332768 59
Hidrolase peptidica 56649.1 0.000493602 25
Homocisteina sintase CysD 46675.8 0.003242031 136
Homocisteina sintase CysD 46847.8 0.004910724 206

Homologo de protease neutra 2 39362.6 8.38856E-05 3

Homologo de proteina CSN12 51193.4 0.000113691 5

Homologo de proteina GrpE 28354.8 0.000206918 5

Hsc70 cochaperona (SGT), putativo 35703.3 9.10196E-05 3
Hsp70 chaperona Hsp88 79853.7 0.000420211 29
Hsp70 chaperona Hsp88 79976.9 0.001028793 71

Importina subunidade beta-2 putativa 104841.2 2.2083E-05 2

Importina subunidade beta-2, putativa 105082.4 2.2083E-05 2

Importina subunidade beta-4 putativa 121650.9 7.55864E-05 8

Importina subunidade beta-4, putativa 121507.7 7.55864E-05 8

Isocitrato liase 66678 6.87435E-05 4

Isocitrato liase 71888.8 6.37651E-05 4

Lacase TilA 65487 5.20766E-05 3
Lactoilglutationa liase 33300.4 0.002879785 81
Lactoilglutationa liase 36489 0.002732877 84
L-asparaginase 39741 0.000491362 18

Lipase extracelular, putativo 31405.5 0.000103805 3
Malato desidrogenase 36036.1 0.005461175 180
Malato desidrogenase 35858.1 0.008276715 272

Malato desidrogenase dependente de 34770.5 0.000188107 6

NAD
Malato desidrogenase, dependente de 34714.4 0.000219458 7

NAD




Manitol-1-fosfato 5-desidrogenase 42959.2 0.005386264 202
Manitol-1-fosfato desidrogenase 42835.2 0.004426336 166
Mannan endo-1,4-beta-mannosidase F 47279.5 7.08623E-05 3
Manose-6-fosfato isomerase 49880 6.79161E-05 3
Metalopeptidase de processamento de A- 131957.4 4.47874E-05 5
feromonio Ste23
Metalopeptidase de processamento de A- 131975.3 4.48262E-05 5
feromonio Ste23
Metalopeptidase MepB 81840.4 0.000361239 25
Metaloproteinase extracelular mep 68647.5 8.15922E-05 5
Metionina sintetase independente da 86822.5 0.012270711 918
cobalamina MetH/D
Mio-inositol-fosfato sintase putative 58541.3 0.00608354 314
Mio-inositol-fosfato sintase, putativa 58616.6 0.006161038 318
Monooxigenase putative 48029 2.42293E-05 1
NAD binding Rossmann fold 39926.6 0.000143693 5
oxidoreductase, putative
NADH: flavina oxidorredutase/proteina da 40639.6 8.43415E-05 3
familia NADH oxidase
NADH: flavina oxidorredutase/proteina da 41243.9 8.32109E-05 3
familia NADH oxidase
Nitrilase, putativa 30124.8 0.000453105 12
Nitrilase, putativa 30177.8 0.000453105 12
Nucleoporina SONB, putativa 208823.3 1.5644E-05 3
Nucleoside difosfato quinase 16875.7 0.027386188 405
Nucleoside difosfato quinase 16903.7 0.031646262 468
O-metiltransferase 43633.4 5.34671E-05 2
O-metiltransferase putativa 44357.7 5.26509E-05 2
Ornitina aminotransferase 49026.1 2.29909E-05 1
Ornitina aminotransferase 49068.3 2.29909E-05 1
Oxidoredutase de dissulfeto de nucleotideo 36138.4 0.000836345 27
piridina putativa
Oxidorredutase 29423.6 0.000110454
Oxidorredutase, ligante-FAD, putativa 50444.8 0.000174983
Oxigenase dependente de FAD, putativa 54974 0.006876856 337
Oxirredutase dependente de FAD, putativa 51217.9 0.000192781 9
Oxirredutase GMC, putativa 72086.7 0.000112107 7
Oxirredutase, familia da 30055.9 0.00021629 6
desidrogenase/redutase de cadeia curta
Pantoato--beta-alanine ligase 35400.4 3.20306E-05 1
Pantoato--beta-alanine ligase 37669.5 3.02511E-05 1
Pectato liase putativa 33749.9 0.000193381 6
Pectato liase putativa 37732.2 0.000342013 12
Pectina liase B 39008 0.00030348 11




Pectina liase putativa 39662.7 0.000299486 11
Peptideo antimicrobiano secretado, 10548.2 0.000614608 6
putativo
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 18845.5 0.000363014 6
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 22908.9 0.000742528 15
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 17692 0.0058394 92
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 22258.2 0.000302807 6
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 17711.9 0.023357599 368
Peptidil-prolil cis-trans isomerase B 22927.9 0.000742528 15
Peptidilprolil isomerase 12006.1 0.014502725 157
Peptidilprolil isomerase 13055.6 0.001896747 22
Peroxiredoxina 18439.4 0.001293237 21
Peroxirredoxina Asp f3 18423.4 0.001108489 18
Poli (A) + proteina transportadora de RNA 114596.1 0.000130833 13
(UbaA) putativa
Poliubiquitina putative 34237.3 0.00848024 250
Polubiquitina UbiD / Ubi4 putativo 35159.7 0.008237176 250
Profilina 13932 0.001026692 13
Profilina 14464.3 0.003118983 41
Protease acida 58009.7 0.000169914 9
Protease alcalina 1 42146.4 0.002361842 92
Protease alcalina 2 52589.5 0.001149544 55
Protease aspartica celular 43009.5 0.001654293 63
Proteasome component Pup3 putative 21063.7 0.00010777 2
Proteina 1 ativadora de GTPase especifica 27608.6 0.000460748 11
de Ran, putativa
Proteina 1A de ligacdo a FK506 12104.2 0.016719702 181
Proteina A do dominio CFEM ancorada a 26776.8 0.000203526 6
GPI
Proteina alcS 29000.9 0.000228218 6
Proteina alvo de proteina mitocondrial 45420.4 0.000225455 9
(Masl), putativa
Proteina ancorada GPI, putativo 22457.8 0.000280884 6
Proteina ativadora especifica de GTPase 53039.6 6.56188E-05 3
Ran 1 putativa
Proteina BMH2 30822.3 0.000720044 19
Proteina contendo dominio DUF1348 15829.6 0.000311155 4
Proteina contendo dominio NAP 40911.5 0.000146128 5
Proteina contendo dominio PP2C 46432.5 9.62409E-05 4
Proteina contendo dominio TRP 78959.3 1.43097E-05 1
Proteina contendo o dominio NAC 37082.7 0.000857056 28
Proteina da biogénese da parede celular / 50413.6 0.001382631 58

glutationa transferase (Gtol), putativa




Proteina da faamilia aminotransferase 49683.7 0.000776513 34
(LolT), putativa
Proteina da familia 14-3-3 30067 0.000878065 23
Proteina da familia 14-3-3 ArtA 29095.6 0.003290073 83
Proteina da familia 14-3-3 ArtA, putativa 29065.6 0.003290073 83
Proteina da familia adenosina deaminase 66187.2 7.05001E-05 4
Proteina da familia alfa-1,2-manosidase 91126.5 6.27785E-05 5
putativa
Proteina da familia alfa-1,2-manosidase, 92674.2 0.000221962 18
putativa
Proteina da familia da desidrogenase de 29612.2 0.001451402 39
cadeia curta / redutase, putativa
Proteina da familia da 28416.6 0.001394952 36
desidrogenase/redutase de cadeia curta
putativa
Proteina da familia de repeticdo PT 223887.6 0.000147798 31
Proteina da familia Dienelactona hidrolase 26886.7 0.000717878 17
Proteina da familia Dienelactona hidrolase 27773.7 0.000247312 6
Proteina da familia Dienelactona hidrolase 34969.7 0.000554827 17
Proteina da familia Dienelactona hidrolase 26907.7 0.000971247 23
Proteina da familia enzimatica lactonizante 49851.5 0.000183519 8
mandelato racemase/muconato
Proteina da familia enzimatica lactonizante 47201.2 0.00031572 13
mandelato racemase/muconato
Proteina da familia fitanoil-CoA 35383.7 0.000226316 7
dioxigenase
Proteina da familia fumarilacetoacetato 25735.6 0.001337831 30
hidrolase
Proteina da familia fumarilacetoacetato 26215 0.001408802 32
hidrolase
Proteina da familia fumarilacetoacetato 28277.8 0.000519292 13
hidrolase
Proteina da familia fumarilacetoacetato 67548.7 4.88014E-05 3
hidrolase
Proteina da familia nitrilase putativa 31664.4 0.001275521 36
Proteina da familia nitroredutase putativa 24325.4 0.001621016 34
Proteina da familia nitroredutase, putativa 24280.5 0.003051323 64
Proteina da familia YjgH 15919.1 0.002261023 33
Proteina da parede celular PhiA 19278.2 0.000848024 15
Proteina da parede celular PhiA 19376.3 0.001621789 29
Proteina da parede celular putativa 19201 0.000172432 3
Proteina da parede celular, putativa 19242.9 0.001264498 22
Proteina de biogénese da parede celular 12567.4 8.99643E-05 1
Ecm15 putativa
Proteina de biogénese da parede celular 12617.5 8.99643E-05 1

Ecm15, putativa




Proteina de biogénese de parede celular 41904.7 0.000224301 8
putativa Ecm15
Proteina de biossintese de tiamina (Nmt1), 38280.4 0.009650117 319
putativa
Proteina de biossintese de tiamina putativa 38302.4 0.009438359 312
Proteina de choque térmico (Stil), putativa 64972.8 3.53706E-05 2
Proteina de choque térmico 70 68787.2 9.8689E-05 6
Proteina de choque térmico 90 80572.3 0.00038101 26
Proteina de controle de diviséo celular 90188 8.84264E-05 7
Cdc48
Proteina de controle de diviséo celular 90144 7.57941E-05 6
Cdc48
Proteina de dominio CHCH 27518.6 0.000238751 6
Proteina de dominio La de ligagdo de 44509.7 0.001247746 48
RNA
Proteina de dominio NPP1 24548.7 0.000397919 9
Proteina de dominio NPP1, putative 24523.8 0.000397919 9
Proteina de dominio PWWP 66537.4 5.11329E-05 3
Proteina de dominio SUN 42118.3 0.000333738 13
Proteina de dominio taumatina antigénico 17320.2 0.000929272 15
putativa
Proteina de estabilidade do mRNA 17639.8 0.000185854 3
Proteina de ligacéo a fosfatidiletanolamina 24671.4 0.000233016 5
Proteina de ligacéo a fosfatidiletanolamina 19562.6 0.000288991 5
putativa
Proteina de ligacéo a IgE 20512.7 0.000413836 8
Proteina de ligacdo a IgE 20456.7 0.002069179 40
Proteina de ligagdo a IgE, putativa 21139.4 0.00081544 16
Proteina de ligacdo a microtubulos 92972 1.26323E-05 1
HOOKS3, putativa
Proteina de ligacéo a poliadenilato 79423.2 0.000239619 17
Proteina de ligacdo a progesterona putativa 144442 0.000244391 3
Proteina de ligacdo a quitina, putativa 29778.1 0.000642159 18
Proteina de ligacdo ao hotspot de 26372 0.000132075 3
recombinacdo (Translin) putativa
Proteina de ligacdo ao poliadenilato, 81376.3 0.000233573 17
citoplasmatica e nuclear
Proteina de ligacdo ao RNA do dominio 49065.9 0.000220125 10
KH
Proteina de ligacdo ao RNA do dominio 48294.5 0.000222972 10
KH
Proteina de membrana integral 30914.1 0.00010557 3
Proteina de montagem de nucleossomo 48288.5 0.000635918 26
Napl, putativa
Proteina de organizacéo de parede celular 41352.8 0.001117772 43

ancorada por GPl Ecm33




Proteina de parede celular ancorada a GPI, 16275.8 0.000189254 3
putativa
Proteina de parede celular ancorada a GPI, 39538.6 0.004127636 154
putativa
Proteina de processamento de rRNA 55185.2 4.15498E-05 2
Bystin putativa
Proteina de processamento de rRNA 55000.1 4.16334E-05 2
Bystin, putativo
Proteina de repeticdo anquirina (Yarl) 23137.3 0.000369496 8
putativa
Proteina de repeticdo WD 146006.7 1.59413E-05 2
Proteina de segregacdo vacuolar (Pep7) 74689.8 7.69784E-05 5
putativa
Proteina de transferéncia de 19052.9 0.000236478 4
fosfatidilglicerol/fosfatidilinositol
Proteina de WW 28908.6 0.001851794 46
Proteina de WW 28355.9 0.000531607 13
Proteina dissulfeto-isomerase 56207 0.000459374 23
Proteina dissulfeto-isomerase 56134 0.000460262 23
Proteina do dominio aldolase / aducina de 31672.8 0.000284423 8
classe Il
Proteina do dominio aldolase / aducina de 31680 0.00024887 7
classe Il
Proteina do dominio da junta de zinco 19841.6 0.000326712 6
(Byr3) putativa
Proteina do dominio da taumatina 18695.5 0.000350708 6
extracelular, putativa
Proteina do dominio de ligacdo do ligante 23633.1 0.000388578 8
do tipo AraC, putativa
Proteina do dominio de ligacdo FAD 55481.7 0.000281248 14
Proteina do dominio de ligacdo FAD 54607.6 0.001836549 90
Proteina do dominio de ligacdo FAD 51474.1 0.000106659 5
Proteina do dominio DIpA 30468.1 0.00014675 4
Proteina do dominio DUF907 79336.5 1.43097E-05 1
Proteina do dominio DUF967 20269.5 0.002806599 51
Proteina do dominio LysM, putativa 26582.4 0.000123165 3
Proteina do dominio relacionado ao YCII 11785.1 0.001820111 19
Proteina do dominio UPF0047 18272.2 0.001015548 16
Proteina do dominio UPF0047 16293.2 0.001149544 16
Proteina do dominio UPF0160 MYG1 39983.9 0.000284228 10
putativa
Proteina do tipo pectina liase 82388.1 0.000106385 8
Proteina ecm33 41461.8 0.004055174 156
Proteina extracelular rica em serina, 85412.4 9.04135E-05 7

putativa




Proteina extracelular rica em serina- 26483 0.000855675 22
treonina
Proteina extracelular, putativa 74483.7 0.001234453 84
Proteina mitocondrial antigénica HSP60 61952.7 0.000299116 17
putativa
Proteina mitocondrial antigénica HSP60, 61893.7 0.000299626 17
putativa
Proteina ndo caracterizada 21076.2 0.001104901 22
Proteina ndo caracterizada 114481.9 0.000706922 74
Proteina ndo caracterizada 25543.6 0.000346306 8
Proteina ndo caracterizada 17186.7 0.000405721 6
Proteina ndo caracterizada 39908.6 0.003035147 115
Proteina ndo caracterizada 27002.3 0.000238751 6
Proteina ndo caracterizada 9961.6 0.000959928 9
Proteina ndo caracterizada 49525 6.66045E-05 3
Proteina ndo caracterizada 35032.8 0.000390411 12
Proteina ndo caracterizada 28055.6 0.000795838 22
Proteina ndo caracterizada 49290.9 0.000161295 7
Proteina ndo caracterizada 17959.8 0.000197692 3
Proteina ndo caracterizada 49497.8 9.07534E-05 4
Proteina ndo caracterizada 180165.6 7.22647E-05 12
Proteina ndo caracterizada 30171.1 0.000117123 3
Proteina ndo caracterizada 35273 0.00013613 4
Proteina ndo caracterizada 9094.5 0.001915906 15
Proteina ndo caracterizada 88675.6 5.24507E-05 4
Proteina ndo caracterizada 74752.3 6.03259E-05 4
Proteina ndo caracterizada 18764.9 0.000112455 2
Proteina ndo caracterizada 12332.3 0.000795838 8
Proteina ndo caracterizada 203283.9 2.79015E-05 5
Proteina ndo caracterizada 36357.3 9.52076E-05 3
Proteina ndo caracterizada 25081.9 0.0006198 13
Proteina ndo caracterizada 15303.9 0.000466732 6
Proteina ndo caracterizada 17101.8 0.000715754 11
Proteina ndo caracterizada 40112.6 0.000697163 25
Proteina ndo caracterizada 27939.6 0.000577062 14
Proteina ndo caracterizada 19461 0.00040234 7
Proteina ndo caracterizada 22977.3 0.000622669 13
Proteina ndo caracterizada 15600.7 0.000283449 4
Proteina ndo caracterizada 29205.8 0.000913948 25
Proteina ndo caracterizada 39843.9 0.00013613 5
Proteina ndo caracterizada 18220 0.002771221 45
Proteina ndo caracterizada 10391.3 0.000319976 3
Proteina ndo caracterizada 21910 0.000153652 3




Proteina ndo caracterizada 24998.7 0.000877553 19
Proteina ndo caracterizada 202542.1 1.62161E-05 3
Proteina ndo caracterizada 9770.5 0.001705367 15
Proteina ndo caracterizada 16247.8 0.000189254 3
Proteina ndo caracterizada 30779.4 0.000373498 10
Proteina ndo caracterizada 21387 0.000779841 15
Proteina ndo caracterizada 51211.4 0.000113691 5
Proteina ndo caracterizada 15678.3 0.000220125 3
Proteina ndo caracterizada 61403.8 5.21642E-05 3
Proteina ndo caracterizada 25820.9 0.001149544 26
Proteina ndo caracterizada 14582.1 0.000463249 6
Proteina ndo caracterizada 20211.9 0.000218961 4
Proteina ndo caracterizada 193203.5 0.000710012 119
Proteina ndo caracterizada 13864.3 7.77887E-05 1
Proteina ndo caracterizada 64851.4 5.21642E-05 3
Proteina ndo caracterizada 14737.7 0.000220125 3
Proteina ndo caracterizada 37646 8.71845E-05 3
Proteina ndo caracterizada 26321.9 0.000247312 6
Proteina ndo caracterizada 24083.6 0.000558077 13
Proteina ndo caracterizada 23699.8 0.003651492 78
Proteina ndo caracterizada 11749.6 0.007320207 75
Proteina ndo caracterizada 17718 0.000113691 2
Proteina ndo caracterizada 10211.2 0.000326712 3
Proteina ndo caracterizada 49079.7 0.000137032 6
Proteina ndo caracterizada 9139.6 0.001915906 15
Proteina ndo caracterizada 211938.3 3.75434E-05 7
Proteina ndo caracterizada 10161.9 0.001279904 12
Proteina ndo caracterizada 20457.1 0.003706817 67
Proteina ndo caracterizada 36645.3 0.000825133 26
Proteina ndo caracterizada 49707.7 8.91887E-05 4
Proteina ndo caracterizada 35844.8 0.000357877 11
Proteina ndo caracterizada 15288.9 0.000466732 6
Proteina ndo caracterizada 42225 0.002069179 80
Proteina ndo caracterizada 12663.4 0.000773525 8
Proteina ndo caracterizada 67905 0.000293623 17
Proteina ndo caracterizada 27885.1 0.000125152 3
Proteina ndo caracterizada 30046.4 0.002438675 66
Proteina ndo caracterizada 34210.5 0.000129729 4
Proteina ndo caracterizada 14552.2 0.000235134 3
Proteina ndo caracterizada 26206.6 0.000128787 3
Proteina ndo caracterizada 14862.6 0.000226552 3
Proteina ndo caracterizada 31600.3 0.000289396 8
Proteina ndo caracterizada 9428.7 0.000114954 1




Proteina ndo caracterizada 49421 0.000599094 26
Proteina ndo caracterizada 15909.8 0.008118652 113
Proteina ndo caracterizada 10871.4 0.000527852 5
Proteina ndo caracterizada 11592.5 0.00162852 17
Proteina ndo caracterizada 40473.7 8.36595E-05 3
Proteina ndo caracterizada 24999.7 0.001062302 23
Proteina ndo caracterizada 17037.7 0.000676202 10
Proteina ndo caracterizada 23346.5 0.001063596 22
Proteina ndo caracterizada 26145.9 8.51514E-05 2
Proteina ndo caracterizada 36539.4 0.000730642 25
Proteina ndo caracterizada 22012.9 0.002472921 49
Proteina ndo caracterizada 30487.3 0.000936987 24
Proteina ndo caracterizada 20348 0.002777056 51
Proteina ndo caracterizada 42757.1 0.000297011 12
Proteina ndo caracterizada 25390.5 0.000346306 8
Proteina ndo caracterizada 32341 0.000201543 6
Proteina ndo caracterizada 33906.9 0.000257842 8
Proteina ndo caracterizada 20315.4 0.000389362 7
Proteina ndo caracterizada 30549.2 0.000346145 9
Proteina ndo caracterizada 32553.7 0.000177156 5
Proteina ndo caracterizada 62852.6 5.11329E-05 3
Proteina ndo caracterizada 12105.6 0.001423747 15
Proteina ndo caracterizada 0881.6 0.000959928 9
Proteina ndo caracterizada 22901.2 0.001005851 21
Proteina ndo caracterizada 39139.7 8.38856E-05 3
Proteina ndo caracterizada 25987.8 0.00371391 84
Proteina ndo caracterizada 23716.6 0.001243283 28
Proteina ndo caracterizada 18112.8 0.000527179 8
Proteina ndo caracterizada 37141.1 0.000775197 26
Proteina ndo caracterizada 18562.6 0.000587835 10
Proteina ndo caracterizada 24574.8 0.000342013 8
Proteina quinase ativada por mitdgeno 41924.4 0.000367477 13
Proteina quinase ativada por mitdgeno 41915.4 0.000367477 13
hogl
Proteina ribosgs]omal 40S SO 30357.3 0.000258647 7
Proteina ribossomal 40S SO 32084.2 0.000243843 7
Proteina ribossomal 40S S1 29178.9 0.000484964 12
Proteina ribossomal 40S S1 29164.9 0.000484964 12
Proteina ribossomal 40S S11 15804.3 0.000551781 8
Proteina ribossomal 40S S13 16789.3 0.001027738 15
Proteina ribossomal 40S S13 16473.2 0.001258284 18
Proteina ribossomal 40S S14 15361.1 0.000570808 8
Proteina ribossomal 40S S4 29424.7 0.000237837 6




Proteina ribossomal 40S S4 25694.4 0.000671811 15
Proteina ribossomal 40S S5 putativa 29454.7 0.000237837 6
Proteina ribossomal 40S S7 22525.2 0.00163634 31
Proteina ribossomal 40S S7 22812.4 0.001492691 29
Proteina ribossomal 40S S8 22780.2 0.000463249 9
Proteina ribossomal 60S 10928.4 0.000282161 3
Proteina ribossomal 60S 11074.5 0.000470268 5
Proteina ribossomal 60S L12 18181.9 0.000304291 5
Proteina ribossomal 60S L20 17374.5 0.000349523 5
Proteina ribossomal 60S L22 14383.7 0.000993206 12
Proteina ribossomal 60S L27a, putativa 16733 0.000277742 4
Proteina ribossomal 60S L28 putativa 16722.9 0.000208307 3
Proteina ribossomal 60S L5, putativa 35443.2 0.000134362 4
Proteina ribossomal 60S L7 34213.2 0.000243843 7
Proteina ribossomal 60S L9 putativa 21867.8 0.000323309 6
Proteina ribossomal 60S L9, putativa 21811.7 0.000323309 6
Proteina ribossomal acida 60S PO 33456.2 0.00033054 10
Proteina ribossomal &cida 60S P1 11103.5 0.000186412 2
Proteina ribossomal ubiquitina/40S fusdo 17613.4 0.017131187 255
S27a
Proteina ribossdmica acida 60S P2 11116.6 0.002423362 26
Proteina rica em lisina conservada, 56950.9 0.000114742 6
putativa
Proteina rica em serina-treonina ancorada 24551.4 0.000129324 3
a GPI
Proteina rica em serina-treonina ancorada 25450.9 0.000331069 8
a GPI
Proteina rica em serina-treonina ancorada 16522.8 0.000501619 8
a GPI
Proteina SDAL 95088 0.000183438 15
Proteina semelhante a RraA 29745.4 7.52429E-05 2
Proteina semelhante a YjgF 21770 0.000413836 8
Provavel alfa-galactosidase B 49153.2 0.000462903 20
Provavel beta-glucosidase L 78314 0.000111999 8
Provavel carboxipeptidase 46331.7 0.000493781 21
AFUA 6G06800
Provavel endo-beta-1,4-glucanase D 35694.2 0.000355733 12
Provavel glicosidase crfl 40241.2 0.000497651 19
Provavel glicosidase crf2 46663.1 0.001471312 63
Provavel glucano endo-1,3-beta- 44605.9 0.00285324 123
glucosidase eglC
Provavel glucano endo-1,6-beta- 44748.6 0.000444142 17
glicosidase B
Provavel leucina aminopeptidase 2 54163 0.001424883 69




Provavel manosil-oligossacarideo alfa-1,2- 53788.5 0.004994569 238
manosidase 1B
Provavel pectato liase A 33782.9 0.000966906 30
Provavel pectina liase A 39740.7 0.000571747 21
Provavel pectinesterase A 34517.8 6.38635E-05 2
Provavel Xaa-Pro aminopeptidase P 72616.4 0.002499467 158
Provavel Xaa-Pro aminopeptidase pepP 51893.3 4.42132E-05 2
Putative alpha-glucosidase AgdA 110862.2 9.21911E-05 9
Putative NAD binding Rossmann fold 39728.5 0.000143693 5
oxidoreductase
Putative ribosome associated DnalJ 51128.2 4.63941E-05 2
chaperone Zuotin
Putative tripeptidyl-peptidase 65809.5 8.59293E-05 5
Quitinase classe V putativa 49024 0.001287489 56
Quitinase Classe V, putativa 46446.2 0.001141448 47
Quitinase Classe V, putativa 49047 0.001356462 59
Quitinase Classe V, putativa 49833.6 6.99047E-05 3
Redutase de sulfito putativa 165778.9 0.000596088 87
Redutase sorbitol/xilulose V = 1 putativa 25057.2 0.000663198 15
Regulador da transcricdo PAB1642 28005 0.000293203 7
putativo
Regulador de transcricdo PAB1642, 34253.2 0.000239014 7
putativo
Ribonuclease guanil-especifica 14005.6 0.003553933 45
extracelular RntA
Ribonuclease guanil-especifica 13871.6 0.001184644 15
extracelular T1 putativa
Ribonuclease mitogilina 19564.8 0.00270404 46
Ribonuclease putativa T2 31539.8 0.000180242 5
Ribonuclease T2 putativa 29246.7 3.94881E-05 1
Ribose 5-fosfate isomerase A 28341 0.005667419 149
Ribose 5-fosfato isomerase A 28412.1 0.004564365 120
Ribosome associated DnaJ chaperone 51206.3 4.63941E-05 2
Zuotin, putative
Ribosome biogenesis protein Urb1, 126701 3.68181E-05 4
putative
Ribulose-fosfato 3-epimerase 23439.8 0.001498704 31
Ribulose-fosfato 3-epimerase 34592.3 0.000991619 30
Sacaropina desidrogenase Lys9, putativo 49400.2 2.29909E-05 1
Serina carboxilpeptidase extracelular, 64183.8 5.42617E-05 3
putativa
Serina peptidase, putativa 58521.3 5.91194E-05 3
Serina protease alcalina Alpl 42056.3 0.000667477 26
Serina proteinase celular 52520.4 0.001024139 49
S-metil-5'-tioadenosina fosforilase 88619.5 8.98527E-05 7




S-metil-5'-tioadenosina fosforilase 37564 0.000968037 32
Sorbitol / xilulose redutase Soul-like, 28184 0.000583415 15
putativo
Subunidade alfa complexa associada a 21941 0.001420025 28
polipeptideo nascente
Subunidade beta da sintase do acido graxo, 231879.8 4.94546E-06 1
putativa
Subunidade beta do complexo G-proteina 34966.4 0.000196441 6
CpcB
Subunidade beta dopcomplexo G-proteina 34939.4 0.000196441 6
CpcB
Subunidade betg do proteassoma 28901.7 0.000198959 5
Subunidade beta do proteassoma 25228.4 0.000442132 10
Subunidade beta do proteassoma 28830.7 0.000756046 19
Subunidade beta do proteassoma 23807.7 0.00046814 10
Subunidade de citrato liase ATP (Acl), 52866.7 0.000638635 30
putativa
Subunidade de citrato liase ATP (Acl), 52808.6 0.000638635 30
putativa
Subunidade do fator de alongamento de 252115 0.000501343 11
traducdo eucaridtica 1 Eefl-beta, putativo
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 28701.4 0.000394881 10
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 31775.1 0.000867944 25
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 26885.4 0.000420565 10
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 27886.1 8.14637E-05 2
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 30467.8 0.000293501 8
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 28719.4 0.000394881 10
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 28170.2 0.000486866 12
Subunidade do tipo alfa do proteassoma 30425.8 0.000293501 8
Subunidade reguladora da proteina 69185.2 1.67953E-05 1
fosfatase 2a 65 kd
Subunidade reguladora da proteina 69129.2 1.67953E-05 1
fosfatase 2a 65 kd
Sulfato adenililtransferase 64145.1 5.40726E-05 3
Sulfato adenililtransferase 64275.2 5.40726E-05 3
Sulfidril oxidase 25745.9 8.91887E-05 2
Sulfito reductase, putativa 168488.5 0.000642392 95
Superdxido dismutase 23369.8 0.000147798 3
Superdxido dismutase 22861.7 0.005471386 110
Superdxido dismutase 25119.8 0.007861072 174
Superdxido dismutase [Cu-Zn] 15880.8 0.019482526 290
Superodxido dismutase [Cu-Zn] 15938.9 0.028551978 425
Superodxido dismutase [Mn], mitocondrial 23357.8 0.000147798 3
Teldémero e proteina associada ao 36852.6 0.000187539 6

ribossomo Stm1, putativo




Tiamina tiazol sintase 35451 0.000373948 12
Tiorredoxina redutase 39593 0.000360581 13
Tiorredoxina redutase 42145.5 0.000343104 13
Tiorredoxina redutase putativa 42102.3 0.008113358 298
Tiorredoxina redutase citoplasmatica 42785.8 0.001309945 49
putativa
Tiorredoxina redutase gliT 35963.4 0.001951471 63
Tiorredoxina redutase putativa 42805.7 0.010587119 395
Tirosinase putativa 41989.6 0.000270128 10
Transaldolase 34504 0.00707355 214
Transaldolase 35408.5 0.008142601 255
Transcetolase 74708.7 0.001346176 89
Transcetolase 74762.7 0.001905822 126
Transferase dependente de PLP 56518.8 0.000360205 18
Transportador de fosfatidilinositol, 37282.6 0.000250052 8
putativo
Transportador de zinco ZIP putativa 54148 0.000238293 12
Transportador de zinco ZIP putativo 52655.3 0.000245357 12
Treonina sintase Thr4 putativa 52283.8 0.001446672 66
Treonina sintase Thr4, putativo 56076.7 0.0017175 84
Trioseofosfato Isomerase 27213.4 0.005669549 137
Trioseofosfato Isomerase 30438.1 0.000108145 3
Trioseofosfato Isomerase 28032.7 0.008971829 222
Tripeptidil-peptidase sed2 65779.6 0.000154673 9
tRNA wybutosine- sintetizando protein 2 49852.2 2.30935E-05 1
Ubiquitina (UbiC) putativa 17643.5 0.016795281 250
Ubiquitina carboxil-terminal hidrolase 27028.9 0.000248301 6
Ubiquitina UbiA putativa 16188.6 0.016976008 233
UPF0619 Proteina de membrana ancorada 21574.5 0.000850347 18
a GPI AFUA_3G00880
Urease 91085.7 3.70378E-05 3
Urease 90835.8 3.70378E-05 3
Vacuolar protease A 43309.7 0.001845624 71
Verruculogénio sintase 32627.6 0.000711058 20
Xantina-guanina fosforibosil transferase 19432 0.001076451 18
Xptl putativa
Xantina-guanina fosforribosil transferase 19475 0.00125586 21

Xptl putativa

Legenda: *NSAF (Fator de abundancia espectral normalizado)



Tabela 4. Lista de proteinas identificadas com redundancia no secretoma de Aspergillus
fumigatus ATCC 46640 em ordem alfabética

Nome da Proteina Massa molecular NSAF* Spectrum
(Da) count
1,3-beta-glucanosiltransferase 48140.3 0.007935122 156
1,3-beta-glucanosiltransferase 50780.5 0.001924437 39
1,3-beta-glucanosiltransferase Bgtl 33045.2 0.011811624 156
1,3-beta-glucosaniltransferase gell 48029.4 0.017575386 344
1,3-beta-glucosaniltransferase gel2 51667.1 0.001798842 37
1,3-beta-glucosiltransferase gel4 58817 0.00311843 74
3-isopropilmalato desidrogenase 38963.2 0.000378578 6
3-isopropilmalato desidrogenase 39006.2 0.00050477 8
5-metiltetrahidropteroiltriglutamato-- 86810.4 0.004445598 149
homocisteina S-metiltransferase
Aconitato hidratase, mitocondrial 83581.2 5.99824E-05 2
Aconitato hidratase, mitocondrial 85457.2 5.86868E-05 2
Alcool desidrogenase contendo zinco 36901.1 0.000202572 3
Alcool desidrogenase contendo zinco 37454.3 0.000199653 3
) putativo
Alcool isoamilico oxidase contendo 61309.2 0.003518585 87
FAD / FMN
Aldose 1-epimerase putativa 50683.4 0.000451824 9
Alérgeno Asp f 15 15915.6 0.014737133 97
Alérgeno Asp f 7 27446.4 0.000342122 4
Alérgeno Asp F13 15985.8 0.008811894 58
Alérgeno do tipo Asp F7 27214.2 0.000259475 3
Alérgeno principal Asp F1 19563.8 0.012727524 97
Alfa-1,2-Manosidase 55257.2 0.00408608 89
Alfa-galactosidase 56271.8 0.002255199 50
Alfa-galactosidase 48990.9 0.000671615 13
Alfa-galactosidase 52634.9 0.000288065 6
Alfa-glucosidase AgdA 108421.3 0.000958323 41
Alfa-glucosidase putativa AgdA 110862.2 0.000571615 25
Amidase 64979.6 0.000188979 5
Aminotransferase, class V 41805.7 0.000239308 4
Aspartato-semialdeido desidrogenase 39358.1 0.000190853 3
Aspartato-semialdeido desidrogenase 39387.2 0.000190853 3
Aspartic endopeptidase Pepl 41683.7 0.008652657 148
Aspergillopepsina 28960.3 0.003418133 41
Aspergillopepsina 29041.4 0.002084227 25
Aspergillopepsina 27978.7 0.000257545 3
Aspergillopepsina-1 41569.5 0.013622088 233
Asp-hemolisina 15171.2 0.005648706 34
Beta-frutofuranosidase 57209.6 0.0141974 316




Beta-frutofuranosidase putativa 57192.6 0.00947991 211
Beta-galactosidase B putativa 111346.2 4.55938E-05 2
Beta-glucosidase 91874.6 0.00188572 69
Beta-glucosidase secretada sunl 43458.9 0.000669369 12
Beta-hexosaminidase 70882.5 3.65978E-05 1
Beta-hexosaminidase 67363.5 0.000115466 3
Beta-xilanase 34083.4 0.001765088 24
Beta-xilanase 41934.4 0.000290847 5
Beta-xilanase 42091.5 0.001919589 33
BSA 69207.4 0.000114135 3
Cadeia pesada putativa de miosina de 275414.6 0.000767002 83
classe Il
Carboxipeptidase 61510.9 8.35199E-05 2
Carboxipeptidase 52519.5 0.000630698 13
Carboxipeptidase 59696.2 8.60083E-05 2
Carboxipeptidase 61221.8 8.3823E-05 2
Carboxipeptidase S1 54070 0.000662511 14
Catalase 79853.1 0.006249132 197
Catalase B 79843 0.007391106 233
Celulase extracelular CelA/alérgeno 35535.3 0.000335658 5
do tipo Asp F7
Celulase extracelular putativa CelA 33791.4 0.000139116 2
Chaperona molecular Hsp70 69599.6 0.000144785 4
Chaperona molecular Mod-E/Hsp90 80355.2 0.000229295 7
Citidina deaminase 14919.2 0.000491346 3
Citocromo b5 23878.5 0.000638523 6
Citocromo b5 putativo 14702.2 0.001011383 6
Concanavalina do tipo A 41800.8 0.000349016 6
lectina/glucanase
Coproporfirinogénio Il oxidase 50129 5.24846E-05 1
Coproporfirinogénio Il oxidase 41904.7 6.25833E-05 1
putativo
Dipeptidil peptidase secretada 79493.5 0.000384354 12
Dipeptidil-peptidase 5 79677.6 0.000960884 30
Endo-1,3-beta-glucanase Engll 100331.3 4.94502E-05 2
Endo-1,3-beta-glucanase Engll 104901.8 4.74194E-05 2
Endo-1,4-beta-xilanase C 35181 0.001421122 20
Endo-arabinase putative 35574.3 0.000427653 6
Endo-beta-1,4-glucanase D 33730.5 0.004000956 57
Endoglucanase 38341.5 0.000495297 8
Endoglucanase 54337.6 4.56388E-05 1
Endoglucanase 31607.3 0.000557423 7
Endopeptidase do tipo aspartico 67825.7 0.00068773 19
Endo-poligalacturonase extracelular 37626.6 0.000190329 3




Endoquitinase B1 47574.4 0.000479998 9
Endo-quitosanase 34811.3 0.00087271 13
Endo-quitosanase 35099.5 0.001006973 15
Enolase 47258.3 0.000579967 11
Enolase/alérgeno Asp F 22 47297.3 0.000579967 11
Enzima lactonizing 3-carboxy-cis, 41420.6 0.010309482 175
cis-mucoante
Exo-beta-1,3-glucanase 86653.5 0.001969634 69
Exo-beta-1,3-glucanase 82442.9 0.000444671 15
Exo-beta-1,3-glucanase 84113.2 0.001378701 48
Exo-beta-1,3-glucanase Exg0 97264.8 0.00050477 20
Exo-beta-1,3-glucanase Exg0 100540.3 0.001609455 66
Exo-beta-1,3-glucanase putativa 84066.3 0.001263809 44
Exo-beta-1,3-glucanase putativa 86311.4 0.000713635 25
Familia de adenosina deacinase 65802.1 0.000321857 8
CECR1 putativa
Familia de proteina 64206.1 0.002510962 66
endonuclease/exonuclease/fosfatase
Familia de proteina 64040.1 0.009298268 244
endonuclease/exonuclease/fosfatase
Fator de iniciacdo da traducao 21132.2 0.004570537 38
eucaridtica elF-5A
Fosfoglicerato mutase, independente 57384.9 0.000710561 16
de 2,3-bisfosfoglicerato
Fosfoglicerato mutase, independente 57400 0.001021432 23
de 2,3-bisfosfoglicerato
Frutose-bifosfato aldolase classe 11 39747.9 0.00089807 14
Galactomanoproteina parede celular 27326.9 0.003821769 47
rica em serina-treonina Mp1l
Gama-glutamiltranspeptidase 53568 0.000140812 3
Gliceraldeido-3-fosfato 36261.6 0.0018502 27
dehidrogenase
Gliceraldeido-3-fosfato 36273.6 0.002596281 38
dehidrogenase
Glicosidase 46539.9 0.000625551 12
Glicosideo hidrolase 36715 0.005153576 79
Glicosideo hidrolase 47287.4 0.006943066 138
Glicosil hidrolase familia 61 39154 6.06122E-05 1
Glicosil hidrolase putativa familia 18 46395 0.001192609 22
Glucano endo-1,6-beta-glucosidase B 44796.6 0.000635064 11
putativaa
Glucoamilase 67040.5 0.001061337 29
Glucooligossacarideo oxidase 51425.7 0.003881217 80
Glucose-6-fosfato isomerase 61401.1 0.000751679 18
Glucose-6-fosfato isomerase 61259.1 0.001879197 45




Glucosilacarideo oxidase putativo 51403.7 0.000921789 19
Glutaminase GtaA 75956.1 0.002005202 60
Glutaminase GtaA 76081.9 0.002138882 64
Glutationa redutase 60149.4 0.000416845 10
Glutationa redutase 51285.5 0.000489264 10

Hidolase putativa da familia 31951.7 0.004191581 53
alpha/beta
Hidrofobina 14290.2 0.000659807 4
Hidrolase da familia Alfa/beta fold 92674.2 0.000495445 18
putativa
Hidrolase da familia Alpha / beta fold 31810.4 0.011704793 148
putativa
Hidrolase peptidica 53178.2 0.001489886 32
Hidrolase peptidica 49303.8 0.006454006 128
Hidrolase peptidica 56649.1 0.001806914 41
Inibidor de elastase AFUEI 9388.7 0.001592637 6
Isoamil alcool oxidase 60463.5 0.001312582 32
Isoamil alcool oxidase 111675.5 8.89056E-05 4
Lacase abr2 65229.8 0.000157364 4
Lactoilglutationa liase 33300.4 0.000634866 8
Lactoilglutationa liase 36489 0.000580962 8
L-asparaginase 42129.2 0.000287946 5
L-asparaginase 39741 0.008043028 132
Lisofosfolipase 68197.2 0.000218893 6
Lisofosfolipase 1 68082.9 0.000218893 6
Mannano endo-1,4-beta-manosidase 47279.5 0.00147628 28
F
Metaloproteinase extracelular mep 68647.5 0.000364247 10
Metionina sintetase independente da 86822.5 0.004356089 146
cobalamina MetH / D
Mio-inositol-fosfate sintase 58616.6 0.000129737 3
Mio-inositol-fosfato sintase putativa 58541.3 0.000129737 3
Mitogilina ribonuclease 19564.8 0.012596313 96
Nucleosideo difosfato quinase 16875.7 0.009358045 62
Nucleosideo difosfato quinase 16903.7 0.012225833 81
Oxigenase dependente de FAD 54974 0.015167749 333
Oxirredutase ligada ao FAD fmgD 54497.8 0.000836375 18
Pectato liase putativa 37732.2 0.001145119 18
Pectato putativo 33749.9 0.000215825 3
Pectina liase A putativa (Fragmento) 39341.3 0.00018328 3
Pectina liase B 39008 0.001108476 18
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 17692 0.000850058 6
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 17711.9 0.002550174 18




Peptidil-prolil cis-trans isomerase 41124.7 6.19122E-05 1
Cpr7 putative
Peptidil-prolil cis-trans isomerase D 41764.1 6.12553E-05 1
Polibiuquitina UbiD / Ubi4 35159.7 0.000294181 4
Poliubiquitina putativa 34237.3 0.000302862 4
Protease acida 58009.7 0.000632114 15
Protease alcalina 1 42146.4 0.006417972 112
Protein ecm33 41461.8 0.009979993 172
Proteina da familia 14-3-3 ArtA 29095.6 0.002035036 23
putativa
Proteina da familia 14-3-3 ArtA 29065.6 0.002035036 23
Proteina da familia adenosina 66281.3 0.001455622 37
desaminase
Proteina da familia adenosina 66187.2 0.004642253 118
desaminase
Proteina da familia alfa-1,2- 89348.2 2.82659E-05 1
manosidase
Proteina da familia alfa-1,2- 91126.5 0.000364335 13
manosidase putativa
Proteina da familia de repeticdo PT 223887.6 3.19261E-05 3
Proteina da familia fosfoglicerato 20764.3 0.000243087 2
mutase
Proteina da familia Glicerofosforil 46370.4 0.000379466 7
diéster fosfodiesterase
Proteina da parede celular 19242.9 0.001924437 15
Proteina da parede celular PhiA 19376.3 0.004618648 37
Proteina de biossintese de tiamina 38280.4 0.000540193 8
(Nmtl)
Proteina de choque térmico 90 Hsp90 80572.3 0.00022897 7
Proteina de dominio La de ligacdo de 44509.7 0.000232093 4
RNA
Proteina de ligacéo a IgE 20512.7 0.002078392 18
Proteina de ligacdo a IgE 20456.7 0.00577331 50
Proteina de ligacdo a IgE 21139.4 0.000682559 6
Proteina de ligacdo a quitina 29778.1 0.009476192 119
Proteina de organizacdo de parede 41352.8 0.001856743 32
celular ancorada por GPl Ecm33
Proteina de parede celular ancorada a 39538.6 0.014119183 236
GPI
Proteina dissulfeto-isomerase 56207 0.000312071 7
Proteina dissulfeto-isomerase 56134 0.000312674 7
Proteina do dominio de ligacdo FAD 60336.3 0.000615273 15
Proteina do dominio de ligagcdo FAD 55481.7 0.001210714 27
Proteina do dominio de ligagcdo FAD 61256.2 0.000122836 3
Proteina do dominio de ligacdo FAD 54607.6 0.002687379 59




Proteina do dominio NPP1 24548.7 0.000296067 3
Proteina do dominio NPP1 24523.8 0.000296067 3
Proteina do dominio SUN putativo 42118.3 0.00068764 12
Proteina do dominio taumatina 17320.2 0.025167483 182
antigénico
Proteina do dominio UPF0047 18272.2 0.000141676 1
Proteina do dominio UPF0047 16293.2 0.00016037 1
Proteina do dominio WW 28355.9 0.000912776 10
Proteina do tipo pectina liase 53412.9 9.50339E-05 2
Proteina extracelular 74483.7 0.000557649 17
Proteina extracelular de taumatina 18695.5 0.002609406 20
Proteina extracelular do dominio 18704.7 0.000913292 7
taumatina
Proteina extracelular putativa do tipo 32628.5 0.002092591 28
SCP
Proteina extracelular rica em serina 85412.4 0.001268543 44
Proteina extracelular tipo SCP 33780 0.002020658 28
Proteina exttracelular rica em serina- 26483 0.005469452 63
treonina
Proteina ndo caracterizada 21076.2 0.00650198 58
Proteina ndo caracterizada 17186.7 0.000301872 2
Proteina ndo caracterizada 19457.3 0.001990797 15
Proteina ndo caracterizada 39908.6 0.010898595 185
Proteina ndo caracterizada 27002.3 0.004085727 46
Proteina ndo caracterizada 9961.6 0.002142672 9
Proteina ndo caracterizada 49525 4.95563E-05 1
Proteina ndo caracterizada 35032.8 0.000217861 3
Proteina ndo caracterizada 28055.6 0.000968947 12
Proteina ndo caracterizada 35273 0.000227894 3
Proteina ndo caracterizada 74752.3 0.000639609 19
Proteina ndo caracterizada 27939.6 0.000920049 10
Proteina ndo caracterizada 22977.3 0.002352089 22
Proteina ndo caracterizada 29205.8 0.00995539 122
Proteina ndo caracterizada 39843.9 0.00109389 18
Proteina ndo caracterizada 18220 0.000412379 3
Proteina ndo caracterizada 21910 0.000685938 6
Proteina ndo caracterizada 21387 0.012765107 110
Proteina ndo caracterizada 85777.5 0.000273833 9
Proteina ndo caracterizada 25820.9 0.004046251 41
Proteina ndo caracterizada 20211.9 0.00207717 17
Proteina ndo caracterizada 95530 7.94492E-05 3
Proteina ndo caracterizada 14737.7 0.000491346 3
Proteina ndo caracterizada 10125 0.001282958 5
Proteina ndo caracterizada 24083.6 0.006132645 64




Proteina ndo caracterizada 23699.8 0.013897742 133
Proteina ndo caracterizada 42581.1 0.00110494 20
Proteina ndo caracterizada 11749.6 0.013507367 62
Proteina ndo caracterizada 49079.7 0.000101957 2
Proteina ndo caracterizada 10161.9 0.000714224 3
Proteina ndo caracterizada 20457.1 0.00037048 3
Proteina ndo caracterizada 42225 0.013625012 236
Proteina ndo caracterizada 30046.4 0.014763178 179
Proteina ndo caracterizada 14862.6 0.000505691 3
Proteina ndo caracterizada 31600.3 0.002503113 31
Proteina ndo caracterizada 49421 0.002725928 53
Proteina ndo caracterizada 41956.2 6.14182E-05 1
Proteina ndo caracterizada 14871.9 0.002496566 16
Proteina ndo caracterizada 15909.8 0.02293287 143
Proteina ndo caracterizada 18519 0.004425052 32
Proteina ndo caracterizada 17037.7 0.001660298 11
Proteina ndo caracterizada 23346.5 0.001942422 18
Proteina ndo caracterizada 36539.4 0.00228323 35
Proteina ndo caracterizada 22012.9 0.005181898 46
Proteina ndo caracterizada 20348 0.015679094 129
Proteina ndo caracterizada 42757.1 0.001270681 23
Proteina ndo caracterizada 32341 0.003374012 45
Proteina ndo caracterizada 32553.7 0.00110721 14
Proteina ndo caracterizada 12105.6 0.003813563 18
Proteina ndo caracterizada 0881.6 0.002142672 9
Proteina ndo caracterizada 22901.2 0.003955786 37
Proteina ndo caracterizada 25987.8 0.015987628 162
Proteina ndo caracterizada 23716.6 0.002676041 27
Proteina ndo caracterizada 37141.1 0.018168457 273
Proteina ndo caracterizada 18562.6 0.002099385 16
Proteina ndo caracterizada 24574.8 0.003626211 38
AFUA 6G02800
Proteina putativa de biossintese de 38302.4 0.000540193 8
tiamina
Proteina ribossomal 40S SO 30357.3 0.000742283 9
Proteina ribossomal 40S SO 32084.2 0.000699795 9
Proteina ribossomal 60S L5 35443.2 0.00037489 5
Proteina rica em serina-treonina 24551.4 0.000288665 3
ancorada a GPI
Proteina rica em serina-treonina 25450.9 0.000831357 9
ancorada a GPI
Provavel alfa-galactosidase B 49153.2 0.001859858 36
Provavel arabino endo-1,5-alfa-L- 35023.6 0.000215825 3
arabinosidase C




Provéavel beta-galactosidase B 111593.3 4.55039E-05 2
Provavel beta-glucosidase A 94675.7 0.002274935 86
Provéavel endo-beta-1,4-glucanase D 35694.2 0.006219956 94
Provavel endopoligalacturonase B 37649.7 0.000190329 3
Provavel glicosidase crfl 40241.2 0.000526175 9
Provavel glicosidase crf2 46663.1 0.001355359 26
Provavel glucano 1,3-beta- 45640.3 0.000166538 3
glucosidase A
Provéavel glucano endo-1,3-beta- 44605.9 0.01045927 202
glucosidase eglC
Provéavel glucano endo-1,6-beta- 44748.6 0.000641479 11
glicosidase B
Provavel leucina aminopeptidase 2 54163 0.006545389 142
Provavel manosil-oligossacarideo 53788.5 0.013303205 284
alfa-1,2-manosidase 1B
Provavel pectato Liase A 33782.9 0.002446013 34
Provavel pectina Liase A 39740.7 0.00036463 6
Provavel pectinesterase A 34517.8 0.000570203 8
Putative extracellular guanil- 13871.6 0.016394437 93
especifica ribonuclease T1
Quitinase classe 111 46187 0.000773211 15
Quitinase classe V 46446.2 0.003089941 57
Quitinase classe V 49047 0.000667138 13
Quitinase classe V putativa 49024 0.000410546 8
Ribonuclease guanil-especifica 14005.6 0.023622093 134
extracelular RntA
Ribonuclease T2 29246.7 0.001762843 20
Ribonuclease T2 Putativa 31539.8 0.001206964 15
Ribose 5-fosfato isomerase A 28412.1 0.000339606 4
Ribose 5-fosfato isomerase A 28341 0.000339606 4
Serina carboxilpeptidase extracelular 64183.8 0.000322982 8
Serina peptidase 58521.3 0.003255047 74
Serina peptidase putativa 58709.4 0.001187652 27
Serina protease alcalina Alpl 42056.3 0.00120337 Asp f15
Sulfidril oxidase 25745.9 0.00019908 2
Superoxido dismutase [Cu-Zn] 15880.8 0.026092362 174
Superoxido dismutase [Cu-Zn] 15938.9 0.037489026 250
Tiorredoxina redutase 42805.7 0.022853932 382
Tiorredoxina redutase citoplasmatica 42785.8 0.004475434 75
putativa
Tiorredoxina redutase putativa 42102.3 0.019568482 322
Transportador de zinco ZIP 54148 0.000132975 3
Transportador de zinco ZIP putativo 52655.3 0.000136916 3
Triosefosfate isomerase 27213.4 0.001662713 18




Triosefosfate isomerase 28032.7 0.001894367 21
Tripeptidil peptidase SED3 58546.9 0.000261433 6
Tripeptidil-peptidase putativa 65809.5 0.001227548 32
Tripeptidil-peptidase sed2 65779.6 0.002071487 54
Tripeptidil-peptidase sed3 65217.1 0.000271229 7
Ubiquitina (UbiC) 17643.5 0.000599824 4
Ubiquitina / 40S proteina ribossémica 17613.4 0.000599824 4
S27a fuséo
UPF0619 Proteina de membrana 21574.5 0.006959607 66

ancorada a GPI

Legenda: *NSAF (Fator de abundancia espectral normalizado)



8.4. Proteinas identificadas no biofilme e no secretoma com fold change significativo.

Tabela 5. Proteinas identificadas no biofilme com fold change significativo

Nome Fold Change
Nucleoside difosfato quinase 2.38
Peptidil-prolil cis-trans isomerase 2.38
Triosefosfato isomerase 2.66
Enolase/allergeno Asp F 22 3.35
Ribose 5-fosfato isomerase A 3.47
Triosefosfato isomerase 3.81
Enolase 4.13
Ribose 5-fosfato isomerase A 4.21
Fosfoglicerato mutase, 2,3-bisfosfoglicerato-independente 4.80
Glucose-6-fosfato isomerase 5.02
Fosfoglicerato mutase, 2,3-bisfosfoglicerato-independente 512
Glucose-6-fosfato isomerase 6.27
Proteina de biossintese de tiamina (Nmtl) putative 10.86
Proteina de biossintese de tiamina putativa 11.16

Tabela 6. Proteinas identificadas no secretoma com fold change significativo

Nome Fold change
Isoamil alcool oxidase MreA contendo FAD/FMN 2.09
Fator de iniciacdo da traducdo eucariotica elF-5A 2.18
Oxigenase dependente de FAB putativa 2.21
Alérgeno Asp f 15 2.36
Endo-arabinase, putativa 2.41
Catalase 2.42
Tiorredoxina redutase, putative 2.42
Beta-xilanase 2.44
Glucooligossacarideo oxidase putativa 2.51
Proteina ndo caracterizada (15 KDa) 2.59
1,3-beta-glucanosiltransferase 2.76
Tiorredoxina redutase putativa 2.84
Provavel manosil-oligossacarideo alfa-1,2-manosidase 1B 2.93
1,3-beta-glucanosiltransferase gell 2.99
1,3-beta-glucanosiltransferase gel4 3.01
Proteina ecm33 3.01
Proteina da parede celular ancorada a GPI, putativa 3.16
Exo-beta-1,3-glucanase 3.22
Protease alcalina 1 3.29
Glicosideo hidrolase 3.43
Proteina ndo caracterizada (39 KDa) 3.44




Peptideo hidrolase 3.88

Tiorredoxina redutase citoplasmética putativa 3.90
Provavel glucano endo-1,3-beta-glucosidase eglC 4.17
Proteina ndo caracterizada (25 KDa) 4.22
Proteina ndo caracterizada (22 KDa) 4.48
Proteina ndo caracterizada (23 KDa) 4.57
Glucooligossacarideo oxidase, putativa 4.88
Proteina ndo caracetrizada (21 KDa) 4.92
Peptideo hidrolase 4.96

Provavel leucina aminopeptidase 2 5.24
Proteina extracelular rica em serina-treonina 5.28
Ribonuclease putativa T2 5.42

Proteina ndo caracterizada (49 KDa) 5.69
Peptideo hidrolase 5.74
Beta-frutofuranosidase putativa 591

Proteina ndo caracterizada (29 KDa) 5.92
Proteina da familia endonuclease/exonuclease/fosfatase 6.13
Proteina ndo caracterizada (25 KDa) 6.17
Beta-frutofuranosidase 6.45

Hidrolase da familia alfa / beta 6.67

Proteina de ligacdo a quitina putativa 7.55
Proteina ndo caracetrizada (56 KDa) 7.76
Exo-beta-1,3-glucanase, putative 7.88
UPF0619 proteina ancorada a GPI AFUA_3G00880 8.41
3-carboxi-cis,cis-mucoante enzima lactonizante 8.43
Proteina ndo caracterizada (24 KDa) 8.52
Proteina ndo caracterizada (21 KDa) 9.12
Provavel endo-beta-1,4-glucanase D 9.56
Hidrolase da familia alfa/beta, putativa 13.23
L-asparaginase 13.51

Proteina antigénica do dominio da taumatina, putativa 14.87
Endo-beta-1,4-glucanase D 16.00

Proteina ndo caracterizada (37 KDa) 17.57

Tabela 7. Proteinas identificadas no biofilme nas diferentes temperaturas com fold change
significativo

Nome Fold change | Temperatura
Poteina ndo caracterizada (18 KDa) 1.99 28°C
Triosefosfato isomerase 2.00 28°C
Transaldolase 2.03 28°C
Beta-frutofuranosidase, putativa 2.21 28°C
Proteina ndo caracterizada (11 KDa) 2.47 28°C
Transaldolase 2.48 28°C




Peptidilprolil isomerase 2.56 28°C
Proteina 1A de ligacdo ao FK506 2.62 28°C
Proteina da familia nitroredutase, putativa 2.82 28°C
Provavel Xaa-Pro aminopeptidase P 2.87 28°C
Treonina sintase Thr4, putativa 3.15 28°C
Argininosuccinato liase 3.31 28°C
Metionina sintase independente de cobalamina MetH/D 3.44 28°C
Argininosuccinato liase 3.47 28°C
Cianato hidratase 3.83 28°C
Cianato hidratase 3.93 28°C
12-oxofitodienoato redutase putativa 4.33 28°C
12-oxofitodienoato redutase 4.98 28°C
Fosfoglucomutase PgmA 6.27 28°C
Fosfoglucomutase 8.93 28°C
Frutose-bisfosfate aldolase, class Il 14.14 28°C
Mio-inositol-fosfato sintase, putativo 14.89 28°C
Mio-inositol-fosfato sintase, putativo 16.41 28°C
Frutose-bifosfato aldolase, class Il 22.27 28°C
Ubiquitina UbiA, putativa 2.52 37°C
Galactomanoproteina da parede celular rica em serina-treonina o
Mpl 2.76 37°C
Tioredoxina redutase, putativa 2.84 37°C
Poliubiquitina putativa 2.97 37°C
1,3-beta-glucanosiltransferase gell 3.01 37°C
Tioredoxina redutase putativa 3.17 37°C
Proteina ndo caracetrizada (39 KDa) 3.25 37°C
1,3-beta-glucanosiltransferase 3.39 37°C
Alfa-1,2-Manosidase 3.45 37°C
Alérgeno Asp f 15 3.51 37°C
Isoamil &lcool oxidase contendo FAD/FMN MreA 4.15 37°C
Provavel manosil-oligossacarideo alfa-1,2-manosidase 1B 4.42 37°C
Proteina de dominio WW (28 KDa) 10.83 37°C

Tabela 8. Proteinas identificadas no secretoma nas diferentes temperaturas com fold change
significativo

Nome Fold change | Temperatura

Proteina de ligacdo a quitina, putativa 2.23 28°C
Possivel hidrolase da familia alfa/beta 2.53 28°C
Proteina ndo caracterizada (29 KDa) 3.39 28°C
Proteina ndo caracterizada (21 KDa) 3.39 28°C
Proteina extracellular rica em serina-treonina 3.69 28°C
Proteina ndo caracterizada (37 KDa) 3.73 28°C
Beta-frutofuranosidase, putativa 6.15 28°C




Proteina da familia endonuclease/exonuclease/fosfatase 7.09 28°C
Metionina sintase independente de cobalamina MetH/D 9.83 28°C
Beta-frutofuranosidase putativa 11.19 28°C
Tioredoxina redutase citoplasmaética putativa 2.17 37°C
Provavel manosil-oligossacarideo alfa-1,2-manosidase 1B 2.18 37°C
Tioredoxina redutase, putativa 2.35 37°C

Proteina ndo caracterizada (42 KDa) 2.39 37°C

Proteina ecm33 2.47 37°C

Glicosil hidrolase, putativa 2.73 37°C

Protease alcalina 1 2.78 37°C

Tioredoxina redutase putativa 2.87 37°C

Superoxido dismutase [Cu-Zn] 3.01 37°C

Proteina ndo caracterizada (20 KDa) 3.77 37°C

Enzima lactonizante 3-carboxi-cis, cis-mucoante 3.85 37°C
Quitinase classe V, putativa 4.58 37°C

Difosfato quinase de nucleosideo 5.04 37°C

Difosfato quinase de nucleosideo 5.64 37°C

Proteina nédo caracterizada (99 KDa) 5.94 37°C

Proteina nédo caracterizada (20 KDa) 18.89 37°C




