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Oliveira, L C. Caracterizagcdo molecular e expresséao fenotipica da enzima urease de
Sporothrix brasiliensis. Rio de Janeiro, 2016. 93 f. Dissertacao [Mestrado em pesquisa

clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
RESUMO

Desde 1998 se observa a maior e mais duradoura epidemia de esporotricose
causada principalmente por Sporothrix brasiliensis transmitida por felinos no Rio de
Janeiro, com mais de 4.000 casos humanos diagnosticados até o presente. Amplo
espectro clinico € observado em pacientes provenientes desta epidemia, e sabe-se que
estes podem estar associados com o estado imunolégico do hospedeiro. Entretanto, ndo
se pode descartar que a viruléncia dos isolados de S. brasiliensis possa gerar formas
mais graves da doenca. Em face da vasta gama de defesas imunoldgicas, fungos
dimorficos sdo bem efetivos no estabelecimento de infeccdo, delineando assim a
necessidade de um entendimento maior dos mecanismos da patogénese e dos seus
fatores de viruléncia. Embora se tenha demonstrado que espécies clinicas do complexo
Sporothrix produzem urease, até o presente o gene codificador da urease neste
complexo ainda ndo foi identificado em todas as espécies, e consequentemente seu
papel como fator de viruléncia é desconhecido. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi
caracterizar e isolar parcialmente o gene codificador da urease (URE) de S. brasiliensis
e estabelecer o modelo tridimensional preditivo desta enzima. Para tanto, foram
desenhados iniciadores a partir da analise por métodos computacionais usando como
molde a sequéncia do gene URE de Sporothrix schenckii depositadas no European
Nucleotide Archives (ENA), no site Primer3, e o isolamento parcial do gene SbURE foi
realizado através de sequenciamento, a partir do DNA da cepa-tipo de S.brasiliensis
(CBS 120339) que é produtora de urease de acordo com andlise fenotipica. A partir da
sua sequencia de aminoacidos, depositada no banco de dados do NCBI foi utilizada
para a descricdo do sitio catalitico, alinhamento com sequencia de aminoacidos de S.
schenckii e o desenho preditivo da proteina. ApGs a caracterizacdo do gene outros trés
isolados provenientes de pacientes com diferentes formas clinicas da esporotricose,
bem como um isolado urease negativo (S.brasiliensis IPEC-654-H), foram incluidos no
estudo, para verificagdo da expressdo de urease em meio de cultivo e testes
moleculares. As provas fenotipicas demonstraram que todos os isolados do estudo, com
excecdo de um foram capazes de produzir urease em meio de cultura. Os iniciadores
escolhidos foram capazes de hibridizar na sequencia e isolar uma regiao parcial do gene
codificador para urease em todos os isolados, demonstrando 98% de identidade com a
mesma regido parcial em S. schenckii, assim como a sequencia de aminoacidos quando
alinhadas. Através do desenho preditivo tridimensional da urease de S. brasiliensis, foi
possivel a identificacdo seu sitio catalitico, em comparagcdo com outras ureases, de
plantas e bactérias, estabelecendo assim sua identidade. Mais estudos, como por
exemplo estudos in vivo, s80 necessarios para um maior entendimento do papel dessa
enzima na infecgéo por fungos do complexo Sporothrix spp.

Palavras chave: Sporothrix brasiliensis, urease, viruléncia, sequenciamento,
modelagem molecular



Oliveira, L C. Phenotypic and molecular characterization of the enzyme urease of
Sporothrix brasiliensis. Rio de Janeiro, 2016. 93 f. Master [Science dissertation in
Clinical Research in Infectious Diseases] — Instituto Nacional de Infectologia Evandro

Chagas
ABSTRACT

Since 1998 it is observed the longest epidemic of sporothrichosis mostly caused by
Sporothrix brasiliensis, transmitted by cats in Rio de Janeiro, where more than 4.000
human cases were diagnostic until now. A wide clinical spectrum is observed in patients
with this mycosis, and it is known that this can be related with the immunological status
of the patients. However, the virulence of certain S. brasiliensis strains can be also
directly related with the generation of the most severe forms of this disease. Given the
broad range of immunological defenses, dimorphic fungi are very effective in the
establishment of infection, so it is necessary a better understanding of the mechanisms
of the pathogenesis and virulence factor. It has been demonstrated that the clinical
species of the Sporothrix spp. complex produce urease, however the urease coding gene
has not been isolated yet. So, the main objective of this work was to characterize and
isolate partially the urease (URE) coding gene of S. brasiliensis and the establishment of
the tridimensional predictive model of this enzyme. For this reason, primers based on the
Sporothrix scheckii sequence urease coding gene deposited at the European Nucleotide
Archives (ENA) were designed using computational methods, on the website Primer3,
and the partial isolation were realized through partial sequencing of the DNA of the type-
strain of S. brasiliensis (CBS120339), which is urease positive by phenotypic methods.
The amino acid sequence of urease of S. brasiliensis strain 5110 deposited at the NCBI
GenBank was used to describe the enzymatic catalytic site, amino acid sequence,
alignment with S. schenckii urease and the predictive design of protein. After
characterizing the gene other three isolates from patients with different clinical forms of
sporotrichosis as well as an isolate negative for urease production in Christensen’s urea
broth (S.brasiliensis IPEC-654-H), were included in the study in order to verify the urease
expression in culture medium. The phenotypic tests had shown that all isolates, except
one were able to produce urease in the culture medium. The selected primers were able
of annealing to the sequence and to isolate the partial region of gene enconding urease
in all isolates, demonstrating 98 % identity with the same gene partial region in S.
schenckii, as well as in the aligned amino-acid sequences. Through the three-
dimensional predictive design of S. brasiliensis urease, it was possible to identify its
catalytic enzymatic site after comparison to other ureases, from plants and bacteria, thus
establishing its identity. Further studies, such as in vivo and in vitro studies, are needed
for a better understanding of the role of this enzyme in the infection caused by the
Sporothrix spp. complex.

Key words: Sporothrix brasiliensis, urease, virulence, sequencing, molecular modelling.
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1. INTRODUCAO

1.1 SPOROTHRIX E ESPOROTRICOSE

1.1.1. HISTORICO

O primeiro caso confirmado de esporotricose humana foi descrito no ano de 1898
em Baltimore, Estados Unidos da América (EUA), em um paciente de 36 anos admitido
no Hospital Johns Hopkins apresentando abscesso em quirodactilo com linfangite
nodular ascendente em antebraco. O micologista Erwin F. Smith isolou e estudou o
fungo da lesdo deste paciente, sugerindo que 0 mesmo pertencesse ao género
Sporotrichum (Schenck, 1898; Hektoen & Perkins, 1900).

O nome Sporothrix schenckii foi proposto por Hektoen e Perkins em 1900 quando
relataram o segundo caso de esporotricose confirmada também nos EUA. Este caso
ocorreu na cidade de Chicago, em um menino que se acredita ter contraido a micose
guando feriu o dedo indicador da méo esquerda ao manusear um martelo. Segundo os
meédicos que atenderam o paciente, a lesdo, que apareceu dez dias antes do paciente
ter sido levado pelos pais aos médicos, apresentava no momento da anamnese 0
tamanho de uma ervilha e posteriormente apresentou regressédo espontanea.

Um pouco mais tarde, segundo Kwon-Chung & Bennet (1992), que revisaram a
literatura acerca do histérico da esporotricose, antes desse isolamento, em 1903,
guando esta micose era endémica na Francga, Sabouraud sugeriu 0 uso de iodeto de
potassio para o tratamento da esporotricose, obtendo na época resultados bastante

satisfatorios, tratamento que ainda hoje pode ser utilizado (Macedo et al., 2015).
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Quase uma década apds o primeiro caso descrito nos EUA, em 1907, Lutz e
Splendore identificaram no Brasil, uma infeccdo natural em ratos, sendo este, o primeiro
caso de infeccdo natural descrita em animais. Infeccdo em animais experimentais
demonstrou na época a suscetibilidade de outros mamiferos, como o gato, por exemplo,
ao agente etioldégico desta micose (Barros et al, 2011). A partir do inicio do século XX
comecaram a ser descritos diversos surtos em varios paises da Europa, América do Sul
e Africa tendo sua maior prevaléncia, nesta época, observada nos Estados Unidos.

Na Africa do Sul, mais precisamente na regido de Gauteng s&o relatados casos
de esporotricose desde 1914, sendo em sua maioria provenientes do garimpo em minas
de ouro (Govender et al., 2015). Acredita-se que essas minas oferecem ao fungo um
ambiente suscetivel ao seu crescimento (Govender et al., 2015), Apesar de ter sido
descrito ha um certo tempo, até hoje é observado nessa regido uma epidemia, ainda
proveniente do garimpo dessas minas (Quintal, 2000; Govender et al., 2015)

Ja em 1952 foi relatado o primeiro caso de esporotricose humana com historia de
contato com gato (Singer e Munce, 1952) e posteriormente constatou-se que a
esporotricose € uma micose que também pode ocorrer por transmissao zoonética, com
a participacdo principalmente de gatos naturalmente infectados por Sporothrix spp

(Wanke et al., 2013).

1.1.2 ASPECTOS TAXONOMICOS

Até 1962 o agente da esporotricose foi classificado como pertencente ao género

Sporotrichum. Apds estudos mais completos de sua morfologia e fisiologia, foram
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constatadas diferencas significantes quando comparado com outros fungos do género
Sporotrichum, que além de ndo fazerem dimorfismo térmico, ndo sdo patogénicos ao
homem nem, a outros animais e possuem importantes diferencas na conidiogénese
(Carmichael, 1962). Desta forma, a designacéo Sporothrix schenckii, originalmente dada
ao fungo por Hekton e Perkins em 1900, foi conferida ao agente da esporotricose.

Por muitos anos S. schenckii foi incluido na Divisdo Eumycota, Subdivisdo
Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, Ordem Moniliales e Familia Moniliaceae
(Lacaz, 1998). S6 apds uma grande e importante revisdo da taxonomia dos fungos,
utilizando analises fenotipicas e filogenéticas ja realizadas em outros estudos, Guarro e
seus colaboradores (1999) revisaram a nomenclatura fangica, observando que, na
verdade, as espécies do complexo Sporothrix pertencem ao reino Fungi, divisdo
Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae.

Durante um longo periodo, S. schenckii foi considerada a Unica espécie
causadora de esporotricose (Lacaz, 2002). Entretanto, analises filogenéticas envolvendo
um grande numero de cepas de diferentes regides geograficas mostrou elevada
diferenga molecular neste fungo (Marimon et al., 2006). Ja em 2007, Marimon e seus
colaboradores propuseram, com base em andlises fisiologicas, fenotipicas e
moleculares a divisdo de S. schenckii em um complexo de espécies cripticas capazes
de causar esporotricose e ndo apenas uma Unica espécie, como proposto até aquele
momento. Neste estudo foram analisados 127 isolados, a maioria proveniente de
pacientes humanos, a principio caracterizados como S. schenckii. Apds testes de

assimilacdo de acuUcares, sequenciamento parcial do gene codificante da calmodulina
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(CAL) e, principalmente em estudos taxondmicos isolados do ambiente, sequenciamento
parcial do gene codificante para B-tubulina (Sassaki et al., 2014), caracteristicas
macroscopicas e microscopicas e capacidade de crescimento em diferentes
temperaturas, foi sugerida a divisdo em outras 3 novas espécies, além de S. schenckii,
sendo elas:

o Sporothrix mexicana, encontrada em amostras ambientais no México e
em alguns casos de esporotricose na Europa e no Brasil (Dias et al, 2011; Rodrigues et
al, 2013);

o Sporothrix brasiliensis principal causador da atual epidemia observada
no Brasil, principalmente no Rio de Janeiro (Almeida-Paes et al, 2014), espécie esta
também considerada uma das mais virulentas do complexo (Arrilaga-Moncrieff et al,
2009);

o Sporothrix globosa, espécie considerada pouco virulenta, contudo é
encontrada em todo o mundo (Madrid et al., 2009; Oliveira et al., 2010), sobretudo na
Asia (Kano et al., 2013; Liu et al., 2014) e também na Venezuela (Camacho et al., 2015).

Posteriormente, foi sugerido que S. schenckii var. luriei deveria, também, ser
considerada uma nova espécie, denominada atualmente Sporothrix luriei (Marimon et
al., 2008) apoés estudos baseados nas mesmas metodologias de taxonomia polifasica
propostas anteriormente (Marimon et al., 2007).

Além destas espécies de interesse clinico, foram descritas outras espécies
ambientais do género Sporothrix, como Sporothrix stylites, Sporothrix humicola que
diferem das espécies do complexo por ndo causarem esporotricose e serem incapazes

de produzir melanina. Outros isolados ambientais das espécies Sporothrix albicans,
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Sporothrix pallida e Sporothrix nivea, foram analisadas com ferramentas filogenéticas,
onde foi observado que essas trés espécies eram muito parecidas entre si, sendo assim
foi proposto uma Unica espécie, S. pallida, para designar este taxon (de Meyer et al,
2008).

Recentemente, Rodrigues e colaboradores (2015) isolaram e caracterizaram uma
nova espécie, proveniente da regido de Vifia Del Mar, no Chile, nomeada de S. chilensis
com caracteristicas morfolégicas atipicas e capaz de causar a esporotricose, porém

pouco virulenta em modelo animal murino.

1.1.3 MORFOLOGIA E FISIOLOGIA

Os agentes da esporotricose sdo microrganismos sem mobilidade prépria,
eucariotos, com parede celular rigida e quitinosa, causam infec¢cdo tanto em seres
humanos quanto em alguns animais, como gato e cachorro (Lacaz, 2002). Todas as
demais espécies patogénicas do complexo S. schenckii sdo fungos termo-dimorficos,
saprobios que podem ser encontrados na natureza, tendo como seu habitat habitual a
vegetacdo viva ou em decomposicdo e no solo, onde se encontra em sua forma
filamentosa. A forma filamentosa também é observada em cultivo, por exemplo, em meio
Sabouraud dextrose agar, Agar Batata Dextrose (PDA) ou Mycosel, entre 25°C e 30°C.

A forma filamentosa € composta de hifas septadas hialinas, de 1-2 ym de largura,
com células conidiogénicas que surgem de hifas indiferenciadas e que formam conidios
em grupos, em pequenos denticulos, em um arranjo denominado simpodial (figura 1a).

Estes conidios unicelulares apresentam forma de lagrima a clavados (de Hoog &



24

Guarro, 1995) e ndo formam cadeias (Sigler, 1990). Muitas vezes, conidios de paredes
hialinas ou castanhas espessas surgem ao lado das hifas. Esses conidios de parede
celular escura permitem distinguir S. schenckii de outras espécies ndo patogénicas do
género Sporothrix (St-Germain & Summerbell, 1996; de Meyer et al., 2008). Além disso,
0 tamanho e a forma dos conidios deméaceos podem variar dentro das espécies
descritas no complexo Sporothrix (Marimon et al., 2007). Entretanto, estas
caracteristicas de tamanho e forma, bem como a cor das colbnias, seja a olho nu ou ao
microscopio, ndo podem ser consideradas um critério taxondémico valido para
diferenciacdo das espécies patogénicas ou ambientais do género (Oliveira et al., 2011).
Em sua forma parasitaria, ou seja, em tecidos animais, bem como em meios de
cultivo enriquecidos incubados entre 35 a 37°C, todas as espécies do complexo
Sporothrix apresentam-se como leveduras ovaladas unicelulares, globosas e/ou em
forma de charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos. Esta morfologia &
observada em exames teciduais processados por técnicas histoldégicas ou a partir de
espécimes clinicos sob cultivo a 37°C em meio de cultura apropriado, como o agar
infusdo-cérebro-coracdo (BHI), por exemplo, conforme representado na figura 1b

(Zancopé-Oliveira et al., 2011).
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Figura 1: Micromorfologia de Sporothrix brasiliensis: 1A — Forma filamentosa apresentando células
conidiogénicas que surgem de hifas indiferenciadas e que formam conidios em grupos; 1B — Forma
leveduriforme apresentando leveduras com brotamento em forma de charuto

1.1.4 ECOEPIDEMIOLOGIA

Por muitos anos a esporotricose foi conhecida como a “doenga dos jardineiros”,
pois era usualmente adquirida por inoculagdo traumatica de espinhos de plantas ou
farpas de madeira afetando aqueles que trabalhavam no cultivo de rosas.

Naturalmente o fungo é encontrado em solos, em vegetagcdo viva ou em
decomposicdo e excrementos animais, vivendo como saprobios. Este material organico
presente nos locais citados € fundamental para o desenvolvimento do micélio (Kenyon et
al., 1984; Kwon-Chung & Bennett, 1992).

Outras atividades de lazer e ocupacionais estdo associadas a aquisicdo da
infeccdo, como por exemplo, floricultura, horticultura, pesca e cagca. Temos como, por

exemplo, o relato de transmissdo no Uruguai e no sul do Brasil de pacientes que se

infectaram com o fungo apés cacar crocodilos, tatus ou jacarés, pois essas atividades
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facilitam a inoculacdo traumatica e consequentemente a introducdo do fungo na pele
(Miller et al., 2002). Também foram descritos métodos de transmissdo por profissionais
de laboratério que contraem a doenca manipulando culturas do fungo (Wanke et al.,
2013).

A infeccdo também pode ocorrer através de arranhadura e mordedura de felinos,
sendo estas as formas mais comuns de transmissdo do fungo na esporotricose
zoonotica (Cruz, 2013). Os gatos apresentam uma enorme carga fungica nas lesoes,
diferentemente das lesdes vistas em humanos e caes, por exemplo, o que faz desses
animais uma grande fonte de infeccao na transmissao zoondtica deste fungo (Barros et
al., 2011; Pereira, 2011). Entretanto, alguns autores sugerem que a infeccdo também
possa ser adquirida, de forma mais incomum, por picadas de inseto e mordeduras de
roedores e cdes (Kwon-Chung & Bennett, 1992). Outros animais relacionados com a
transmissao de S. schenckii sdo esquilos, cavalos e aves (Saravanakumar et al., 1996).
Também ja foi possivel isolar S. schenckii de animais aquéticos, especialmente peixes e
golfinhos (Haddad et al., 2002; Migaki et al., 1978), bem como de insetos que tiveram
contato direto com o fungo (Kwon-Chung & Bennett, 1992). Entretanto, a hipétese de
gue esta possa ser uma possivel via de transmissdo ndo foi confirmada (Barros et al.,
2011).

A esporotricose € a micose subcutanea mais frequente na América Latina, onde
desde 1998 se observa a maior e mais duradoura epidemia de transmissdo zoonotica,
principalmente no estado do Rio de Janeiro, onde mais de 4.000 casos de esporotricose
humana e 3.800 casos de esporotricose felina ja foram diagnosticados entre os anos de

1998 e 2012 somente no Instituto de Nacional de Infectologia Evandro Chagas —
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Fundagéo Oswaldo Cruz (INI-FIOCRUZ), nimero este que cresce a cada ano (Barros et.
al., 2011; Silva et. al.,, 2012; Pereira et. al., 2014). Segundo Cruz (2013), este alto
namero de casos pode ser explicado pelo método de transmissdo em constante
ocorréncia no Rio de Janeiro, 0 que ndo acontece em alguns outros lugares do Brasil,
em gue a forma de transmissédo se da apés a manipulacdo de matéria organica vegetal
infectada pelo fungo (Barros et al., 2001, Freitas, 2014). Temos como exemplo o estado
do Espirito Santo, onde de Araujo e seus colaboradores (2015) mostraram que, neste
estado a epidemia ocorre através da transmissao classica, sendo S. schenckii a principal
espécie isolada, diferente do que € observado no Rio de Janeiro, onde a principal

espécie encontrada é S. brasiliensis (Almeida-Paes et al., 2014).

1.1.5 QUADRO CLINICO DA ESPOROTRICOSE

Geralmente a esporotricose se apresenta de forma benigna e restrita a pele, ao
tecido subcutaneo e aos vasos linfaticos adjacentes, porém um amplo espectro clinico é
observado em pacientes com esporotricose, que pode afetar indiscriminadamente
individuos de qualquer idade e de ambos os sexos. Sdo descritas varias formas clinicas
desta micose, sendo as mais importantes as formas linfocutanea, cutanea fixa,
extracutanea e cutanea disseminada (Ramos-e-Silva et al., 2007). Cada uma dessas
formas pode ser desenvolvida de acordo com o mecanismo de transmisséo da doenga,
o tamanho do inoculo, a viruléncia da cepa infectante, a profundidade da inoculagcéo

traumatica e a resposta imunolégica do hospedeiro (Carlos et al, 2009).
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o Forma linfocutanea: E observada na maioria dos casos de esporotricose
(75%). Por ser a mais tipica, esta forma clinica ¢ a de diagndstico mais facil.
Geralmente, a lesdo primaria comeca nas extremidades superiores, inferiores ou face,
locais que sdo mais expostos a inoculacéo traumatica, surgindo assim lesdo eritematosa
gue evolui em tamanho formando ulceracdo. Em consequéncia desse quadro surgem
lesdes secundéarias ao longo do caminho dos vasos linfaticos que estendem-se ao
linfonodo mais proximo da lesdo (Freitas, 2014).

o Forma cutanea fixa: Segunda forma clinica mais frequente, a lesdo se
mantém limitada ao sitio de inoculacdo, ndo havendo assim acometimento linfatico ou
disseminacdo para 6rgaos internos (Freitas, 2014).

o Forma cutanea disseminada: De acordo com Moreira e colaboradores
(2015) essa forma clinica € mais comum em pacientes coinfectados com Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) juntamente com a forma extracutanea. Apresenta-se
com lesdes disseminadas na pele. Sabe-se que fatores associados a deficiéncia de
linfocitos T CD4+ desencadeada pelo HIV contribuem para a apresentacdo clinica
observada nestes pacientes (Moreira et al.,, 2015; Paixdo et al., 2015). Apés a
inoculacao na pele, assim como na forma extracutanea, a disseminagdo ocorre por via
hematogénica, aparecendo primariamente lesGes subcutaneas (Freitas, 2014). Em
pacientes imunocompetentes esta forma clinica esta geralmente ligada com a
transmissdo por gatos domeésticos, provavelmente pelas multiplas inoculagbes no
tegumento em decorréncia de um contato mais proximo entre o animal doente e o

paciente humano (Barros et al., 2004).
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o Forma extracutanea: Aparece em menos de 5% dos casos e é a mais dificil
de ser diagnosticada. Essa forma, um pouco mais excepcional, surge principalmente
apos a disseminacdo hematogénica do fungo ou inalacao de conidios. Quaisquer 6rgaos
ou tecidos podem ser afetados e os sintomas sédo especificos para o érgdo envolvido e
acompanhados de febre e comprometimento geral em alguns casos (Zancopé-Oliveira
et al., 2011). O envolvimento pode ser unifocal ou multifocal. As formas pulmonar e do
sistema nervoso central (SNC) sdo comumente associadas a imunossupressao causada
por doencas como diabetes, alcoolismo, cancer, corticoterapia, doenca pulmonar
obstrutiva cronica e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) (Barros et al., 2011).
Outras formas clinicas menos frequentes também s&o observadas nesta micose, como
formas osteoarticular, ocular e mucosa. A forma disseminada da doenca aparece como
a principal forma clinica no caso de internacdes por essa micose, juntamente com

infeccdo bacteriana secundaria e reacdes de hipersensibilidade (Freitas et al., 2014).

1.1.5.1 ESPOROTRICOSE EM PACIENTES COM HIV/AIDS

Em pessoas que possuem HIV/aids, deve-se ter um cuidado especial com esta
micose, pois este grupo de pacientes com esporotricose apresenta uma taxa de
mortalidade em torno de 30%, além de demonstrar uma correlacdo estatistica entre o
envolvimento do SNC e o 6bito dos pacientes (Moreira et al., 2015), assim como 0s
pacientes apresentando formas muito mais graves da doenca (Paixao et al., 2015).
Entretanto a forma clinica apresentada por pacientes com coinfeccao esporotricose/HIV

depende do status imunoldgico desses pacientes (Freitas, 2014).
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1.1.6 DIAGNOSTICO

O diagnostico da esporotricose é feito pela identificagdo e isolamento do fungo
em meios de cultura, em geral Sabouraud dextrose e Mycosel, em sua forma
filamentosa de 22°C a 25°C, e sua posterior conversao para a forma de levedura em
meio infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 35°C - 37°C. As amostras para diagndstico
sdo usualmente coletadas a partir de raspado da lesdo, swab, aspirado de lesdo ou
biopsia dos pacientes. Nas formas extracutaneas, ou em formas disseminadas, a coleta
€ mais dificil, sobretudo quando néo existe evidéncia de acometimento cutaneo, sendo
dependente de procedimentos invasivos, tais como bidpsias profundas e/ou hemocultura
para o isolamento do fungo. Em outros quadros clinicos, como por exemplo, em alguns
casos oculares, o material para coleta é muito escasso, dificultando o cultivo do agente
(Wanke et al., 2013). Um dos pontos fundamentais no diagndostico micolégico dessa
infeccdo é que, independente do tipo de lesdo, deve-se ter o maximo de atencdo no
momento da semeadura do material nos meios de cultura por conta de contaminacgdes
gue possam ocorrer.

Outro fator limitante na cultura dos agentes da esporotricose é que o isolamento e
a identificacdo do fungo em meio de cultivo podem demorar de trés a quatro semanas,
por conta do crescimento do isolado a partir do espécime clinico e o tempo que o fungo
demanda para conversdo a forma leveduriforme, o que, em casos de pacientes
coinfectados com HIV ou com formas graves de acometimento da doenca, pode
representar um tempo demasiadamente longo (Zancopé-Oliveira et al., 2011). Além

disso, em alguns casos de pacientes com lesdo fechada ou com dificil obtencéo de
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amostra clinica, se faz 0 uso do diagnoéstico sorolégico por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (Bernardes-Engemann et al., 2005). Contudo este método também apresenta
algumas limitacGes como casos de falso-positivo, reacdo cruzada com alguns outros
agentes infecciosos, e 0 tempo de janela imunolégica, onde o paciente, embora
infectado, ainda néo foi capaz de desencadear uma resposta imune humoral completa e
produzir anticorpos para serem detectados pela técnica (Martinez-Alvarez et al., 2012).
Algumas outras técnicas sado muito pouco usadas hoje em dia, porém tem sua
relevancia, como a intradermorreacdo com esporotriqguina, que é constantemente
positiva sem doenca ativa, sendo utilizada apenas em alguns casos como, por exemplo,
em inquéritos epidemioldgicos (Cruz, 2013).

O exame histopatoldgico, utilizando um fragmento de tecido fixado em formol, é
bastante util para o diagnéstico da esporotricose. Embora células leveduriformes de
S. schenckii (e das demais espécies do complexo) possam ser observadas em bidpsias
de pele com a coloracéo de rotina hematoxilina e eosina (HE), outras técnicas, tais como
a prata de Gomori ou acido periddico-Schiff, podem ser usadas para confirmar a
identificacdo de elementos fangicos. Células parasitarias das espécies de Sporothrix,
gue podem ser encontradas dentro das células fagociticas ou no espaco extracelular,
sdo dificeis de serem visualizadas devido a escassez destas células em lesdes de
pacientes humanos (Larone, 2011; Quintella et al., 2011). Podem ser observados
também, por algumas vezes, o0s corpos asterdides, estrutura composta de fungo
envolvido por material eosinofilico, correspondente ao material proteico que é

depositado apds a reacéo antigeno-anticorpo (Ramos-e-Silva et al., 2007).
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Até o presente, poucos métodos moleculares tém sido aplicados na deteccédo de
acido desoxiribonucleico (DNA) de fungos pertencentes ao complexo a partir de
amostras clinicas e identificar Sporothrix spp. em cultura. A reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) baseada na amplificacdo de sequéncias de genes de fungos € uma 6tima
ferramenta para a identificacéo de agentes de micoses. Uma das metodologias pioneiras
com base na deteccdo de DNA utilizada para o diagnostico de infecgdes fungicas foi
relatada por Sandhu e colaboradores (1995) que desenvolveram 21 sondas de acido
nucléico direcionadas a pequena subunidade (18S) do gene de acido ribonucleico
ribossomal (rRNA) de vérios fungos patogénicos, incluindo S. schenckii. Os resultados
mostraram um alto nivel de especificidade. Outros métodos moleculares vém sendo
descritos para identificacdo e genotipagem do complexo, como por exemplo, andlises de
fingerprinting com o iniciador T3B, que € um iniciador universal no qual amplifica uma
regido do RNA transportador, ja que cada fungo do complexo Sporothrix tem essa regido
de tamanho diferente, um perfil de bandas de cada espécie do complexo é visto em um
gel de agarose (Oliveira et al., 2014). Outro método molecular aplicado a Sporothrix spp.
€ 0 baseado no polimorfismo dos fragmentos gerados por endonucleases de restricao
(PCR-RFLP) do gene da calmodulina, em que cada fungo do complexo também possui
um perfil de banda especifico em um gel de agarose, porém este método se mostrou
mais rapido e barato do que o T3B. Os dois métodos citados se mostraram eficientes
como método alternativo para diferenciar todas as espécies de importancia clinica do
complexo (Rodrigues et al, 2014). Outros métodos mais eficazes precisam ser
desenvolvidos, com busca de genes alvo melhores, porém o genoma de S. brasiliensis

foi descrito apenas em 2014 (Teixeira et al, 2014), assim como o de S. schenckii
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(Cuomo et al., 2014), o que representou um grande passo para que outros métodos
moleculares sejam desenvolvidos ou aperfeicoados.

Outra técnica que recentemente foi descrita para auxiliar na distingdo de espécies
do complexo Sporothrix foi a técnica de espectrometria de massas por MALDI TOF,
onde Oliveira e colaboradores (2015) analisaram a técnica com 64 isolados do complexo
S. schenckii, incluindo S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. luriei e S. pallida. Ao
final deste estudo, os autores validaram um novo protocolo para a técnica de
espectrometria de massas para diferenciar espécies clinicas e ambientais do complexo,
tendo no estudo, 100% de correlagcdo com os resultados de identificacdo obtidos por

técnica de sequenciamento do gene da calmodulina.

1.1.7 TRATAMENTO

As principais alternativas terapéuticas na esporotricose sdo os farmacos
antifingicos. O itraconazol, que é o farmaco de primeira escolha, tem como mecanismo
de acdo a inibicdo da sintese do ergosterol, um componente vital da membrana das
células fangicas. A anfotericina B, que age ligando-se aos esterdis da membrana celular
do fungo sensivel, alterando a permeabilidade da mesma e provocando extravasamento
dos componentes intracelulares, é a droga de escolha para as formas mais graves e
disseminadas (Kauffman et. al., 2007)

Hoje em dia o itraconazol tem sido o medicamento de escolha pela grande

eficacia imposta e com baixo risco, sendo a terbinafina a principal alternativa para os
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casos onde houver contraindicdes (principalmente insuficiéncia cardiaca e gravidez)
dentre outras (Francesconi et. al., 2009).

Outros antifungicos que podem ser usados como terapia alternativa no caso de
contra indicacédo do itraconazol e da terbinafina € o fluconazol, que apesar de ter uma
menor eficacia nesta micose em relagdo ao itraconazol, € usado quando o paciente é
intolerante ao itraconazol ou quando este faz interacdo medicamentosa com outro
medicamento (Kauffman et al, 2007). Dentro desta mesma linha outros azélicos também
podem ser utilizados como o posaconazol (Silveira et al, 2009, Paixao et al, 2015) e o
cetaconazol (Pereira et al, 2010) sendo este ultimo ndo indicados para humanos,
apenas para felinos. Ambos precisam de mais estudos para que possam realmente ser
definidos como terapias eficazes.

O iodeto de potassio é um farmaco amplamente utilizado hoje em dia e, apesar
de ter sido descrito h4 muito tempo atras, em 1903, seu mecanismo de acdo continua
desconhecido (Macedo et al, 2015). Este € um tratamento de menor custo do que o
tratamento com antifingicos (Reis et al, 2012; Gremido et al, 2014, de Macedo et al,
2015).

Em mulheres gestantes o iodeto de potassio e o itraconazol, bem como a maioria
dos medicamentos farmacoldgicos, sao contra-indicados. Essas pacientes podem usar a
termoterapia com aplicacdo diaria de calor local (42-43°C) através de uma bolsa de
agua quente ou uma fonte de infravermelho até a cicatrizacéo das lesdes (Kauffman et
al., 2007). Porém esse tipo de tratamento requer maximo cuidado da paciente, para que
nao se tenha efeitos adversos como queimaduras por conta do calor (Ferreira et al.,

2012). Apesar de existirem formas de tratamento ndo farmacoldgicas, como excisao



35

cirurgica e crioterapia (Hiruma et al., 1987; Ferreira et al., 2011), a admissdo de

farmacos antifingicos é a estratégia terapéutica mais utilizada

1.2 VIRULENCIA DE FUNGOS PATOGENICOS.

A viruléncia de um determinado patégeno resulta da expressdo de multiplos
genes em diferentes estagios da infec¢cdo, como aguda, subaguda e cronica, sendo
assim, entdo associados ao estabelecimento da doenca (Fernandes, 2009). Acredita-se
gue a viruléncia de um microrganismo se origina de intensas e variadas interagbes que
esse microrganismo faz tanto com o meio ambiente como com sua prépria espécie e
com outros seres vivos. Essas interagbes fazem com que os seres vivos adquiram
estratégias e mecanismos de sobrevivéncia, por meio de constantes adaptacdes com a
prépria espécie e com o meio ambiente em que vivem. Estratégias de sobrevivéncia
mais eficazes criam, acidentalmente, fatores de viruléncia mais eficazes quando esses
patégenos encontram hospedeiros animais (Casadevall et al, 2012).

Seguindo a hipo6tese anteriormente descrita (Casadevall et al.,, 2012) sugere-se
gue algumas cepas virulentas de Sporothrix evoluiram através da interacdo com outros
microrganismos no meio ambiente, como foi demonstrado no trabalho de Steenbergen e
colaboradores (2004) onde leveduras de S. schenckii uma vez fagocitadas por
Acanthamoeba castellanii, uma ameba que vive no solo, sdo capazes de sobreviver
dentro do protozoario, matar e usa-lo como nutriente. Aimeida-Paes (2012) demonstrou
gue na interacdo de Sporothrix spp com bactérias, como Pantoea agglomerans e

Pseudomonas aeruginosa, 70% isolados de Sporothrix, na presenca dessas bactérias
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foram capazes de produzir melanina, outro fator de viruléncia de fungos, em
guantidades maiores do que em cultura pura.

As fases de adesdo, entrada e sobrevivéncia de determinado parasita no
hospedeiro parecem ser essenciais para o0 estabelecimento e desenvolvimento da
patogénese (Rappleye & Goldman, 2006). Varios fatores de viruléncia responsaveis pela
sobrevivéncia de fungos em parasitismo estdo descritos, como componentes da parede
celular, moléculas responsaveis pela adeséo aos tecidos dos hospedeiros, producao de
diferentes tipos de melaninas, a expressado de fosfolipases, proteases e elastases
capazes de causar dano tecidual e quebrar as defesas do hospedeiro; a producdo de
catalases, enzimas que atuam contra 0s mecanismos oxidativos (Brummer & Stevens,
1984; Almeida-Paes et al, 2015). Além disso, a termotolerancia é fundamental para a

adaptacao do fungo ao hospedeiro (Lacaz, 2002).

1.2.1 PROVAVEIS FATORES DE VIRULENCIA DO COMPLEXO
SPOROTHRIX.

Em face da vasta gama de defesas imunologicas, fungos dimérficos sdo bem
efetivos no estabelecimento de infeccdo, delineando assim a necessidade de um
entendimento maior dos mecanismos da patogénese e dos seus fatores de viruléncia
(Barros et al, 2011). Fungos dimoérficos, entre eles os do complexo Sporothrix spp.,
fazem morfogénese conforme o ambiente em que se encontram, onde na temperatura

ambiente se apresentam na forma filamentosa e na temperatura corpérea do
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hospedeiro, ou seja aproximadamente a 37°C, se apresentam como leveduras, sendo
este dimorfismo um dos principais fatores de viruléncia.

A viruléncia de certos isolados do complexo € vista como uma importante peca ha
geracdo de formas mais graves da doenca. Como informacfes disponiveis sobre o0s
fatores de viruléncia dos isolados de Sporothrix spp. da area endémica de esporotricose
no Rio de Janeiro sdo escassas, Almeida-Paes (2012) estudou 63 isolados obtidos de
pacientes desta area endémica e nove controles de outras localidades, em que a
producdo de melanina em diferentes condi¢des, termotolerancia, producao de protease
e urease foram analisados. Também foi estudada a composicdo antigénica de oito
isolados, sendo sete da area endémica de esporotricose no Rio de Janeiro e um
controle, externo a area endémica. Os isolados do estudo compreenderam as espécies
S. brasiliensis (n=59), S. schenckii (n=12) e S. globosa (n=1). A analise de producao de
melanina mostrou que, além da ja conhecida melanina di-hidroxi naftaleno (DHN), as
trés espécies estudadas do complexo Sporothrix spp sdo capazes de produzir outros
dois tipos de melanina, utilizando 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina (L-DOPA) ou L-tirosina
como substrato (Almeida-Paes et al., 2009; Almeida-Paes et al. 2012). A producao
destes trés tipos de melanina foi bastante variada entre os diferentes isolados, sendo
influenciada pelo meio de cultivo, temperatura, pH, fonte de carbono e tempo de
incubacdo, sugerindo um controle multifatorial da melanogénese no complexo
Sporothrix. A melanina é produzida principalmente nos conidios e nas leveduras, mas
guando L-DOPA é adicionado ao meio de cultivo, hifas também podem produzir
melanina (Almeida-Paes et al, 2009). Aléem disso, a melanina formada a partir de L-

tirosina, piomelanina, um composto sollivel que pode recobrir as células fangicas, sem
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polimerizar na parede celular ao contrario dos outros dois tipos de melanina, conferindo
protecdo contra luz ultravioleta (UV), farmacos antifingicos, reativos de oxigénio e de
nitrogénio (Almeida-Paes, 2012). Neste mesmo estudo (Almeida-Paes, 2012) nao foi
possivel correlacionar nenhum fator de viruléncia, termotolerancia ou antigenos de
Sporothrix spp. com as manifestacfes clinicas da esporotricose, sugerindo que estas
sejam fruto de uma combinacéo de fatores envolvendo a viruléncia do fungo e o status
imunologico do hospedeiro. Também ndo se tem conhecimento se cepas menos
virulentas, que a principio ndo causariam doenca em imunocompetentes, possam
desencadear a micose em imunocomprometidos.

Alguns outros fatores de viruléncia também sdo muito importantes no complexo
Sporothrix, como peroxido de ergosterol, ja demonstrado na fase leveduriforme de S.
schenckii, e associado com a fagocitose dessa forma pelas células polimorfonucleares
do hospedeiro (Carlos et al, 2009). As adesinas também sdo conhecidas como um
importante fator de viruléncia, sendo responsaveis pela adesao desse fungo nas células
endoteliais e epiteliais apds a inoculacdo na pele (Lima et al, 1999).

Em alguns estudos, foram observadas diferencas, tanto no perfil de secrecao
guanto na producdo em si, de algumas de enzimas como proteinases, DNAse,
caseinase entre outras, entre S. schenckii e S. brasiliensis, provavel razédo pela qual séo
fungos semelhantes, mas com perfil de viruléncia e patogenicidade diferentes
(Fernandes et al., 2013; Romeo & Criseo, 2013; Almeida-Paes et al., 2015). A producao
de urease também foi diferenciada entre os isolados de S. schenckii e S. brasiliensis,
sendo a maior producdo desta enzima associada a Ultima espécie, 0 que pode estar

relacionado ao elevado numero de casos de regressdo espontanea desta micose no Rio
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de Janeiro, visto que cepas isoladas de pacientes com regressao espontanea
expressavam mais urease do que cepas de pacientes submetidos a terapia antifungica

(Almeida-Paes et al., 2015).

1.3 UREASE COMO FATOR DE VIRULENCIA

A urease do feijdo (Canavalia ensiformis) foi a primeira enzima a ser purificada e
cristalizada, em 1926 por James Batcheller Sumner (Simoni et al., 2002). Essa enzima,
pertencente a familia das hidrolases, possui quatro dominios, sendo trés dominios
estruturais e um catalitico, no qual se liga o ion metal, no caso da urease o niquel, e
dependendo do microrganismo produtor de urease, esses trés dominios poderdo ser
modificados, evidenciando assim os diferentes papéis dessa enzima. A hidrélise do seu
substrato, a uréia, produz aménia e diéxido de carbono (CO,), internalizado pela célula e
posteriormente convertido em bicarbonato (Mobley et al. 1995).

Em véarios microrganismos, a urease tem sido demonstrada como uma proteina
com varios dominios funcionais, cujo papel fisiolégico mais relevante € possibilitar que
estes utilizem a ureia como fonte de nitrogénio. Além disso, também tem sido descrito
gue a urease possui atividade toxica em insetos e protetora em algumas plantas, assim
como atividade de agregacédo plaquetaria em alguns mamiferos, demonstrando assim a
diversidade de papéis que esta enzima exerce na natureza (Carlini et al., 2016; Follmer
2008). Em muitos microrganismos a urease € tida como um importante fator de
viruléncia, como por exemplo, nas bactérias Helicobacter pylori e Proteus mirabilis, a

liberacdo de amodnia € benéfica para 0 microrganismo, pois ocasiona 0 aumento parcial
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do pH acido do trato gastrointestinal, no caso de H. pylori (Dubreuil et al. 2002), e do
trato urinario, no caso de P. mirabilis (Mobley et al. 1995), melhorando assim as
condicBes para a reproducédo bacteriana.

O gene URE, codificador da urease, foi primeiramente clonado em fungos na
espécie Coccidioides immitis (Yu et al., 1997), e tem sido mostrada sua expressao in
vivo, sugerindo, portanto que 0 mesmo participe no processo de esporulacdo e
patogénese deste fungo (Feder et al., 2015).

Em muitas espécies de fungos patogénicos, ja foi demonstrada importante
atividade de urease, 0 que caracteriza a enzima como importante fator de viruléncia no
mecanismo de infeccdo, entre eles, o préprio fungo dimoérfico Coccidioides spp., ho qual
a urease apresenta uma importante atividade de alcalinizacdo do meio. Alguns estudos
feitos com este fungo demonstraram que essa alcalinizagcdo proveniente da amoénia
gerada intracelular e liberada no meio extracelular, € fundamental para a converséo
deste fungo que ficaria muito dificultada em um meio &cido, como por exemplo, no
interior da célula dos hospedeiros (Mobley et al., 1995). Estudos realizados em
Coccidiodes spp. demonstraram que a urease produzida dentro da célula infectada se
revelou como principal produtor de amoénia intracelular, com posterior secrecdo deste
composto para o ambiente extracelular e elevacdo do pH para aproximadamente 8,
tornando este ambiente mais alcalino, contribuindo assim para a morfogénese destes
fungos da fase saprofitica para a fase parasitaria (Mirbod-Donovan et al, 2006; Feder et
al, 2015).

Outro fungo que possui atividade produtora de urease e ja a tem como importante

fator de viruléncia caracterizado é Cryptococcus neoformans. Cox e colaboradores
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(2000) demonstraram que cepas selvagens deste fungo foram capazes de sobreviver
em modelos murinos, e que cepas modificadas geneticamente, urease negativas, nao
foram capazes de sobreviver depois de inoculadas em camundongos exceto na
presenca da cepa selvagem. O papel da urease de C. neoformans como fator de
viruléncia também foi demonstrado na invasdo e manutencdo do fungo no SNC de
modelos murinos, onde Olszewsk e colaboradores (2004) demonstraram que quando
infectados com uma cepa mutante de C neoformans, ndo produtora de urease, apés 4
semanas sobreviveram a infeccdo e somente apresentaram sintomas neurolégicos bem
brandos, enquanto que os infectados com cepa selvagem, apresentaram uma
mortalidade de 75% e nesse mesmo periodo, houve também o aparecimento de
granulomas tanto nos pulmdes quanto no cérebro do grupo infectado com a cepa
produtora de urease, demonstrando um importante papel desta enzima na disseminacéo
do fungo para o SNC.

A producao de urease também é verificada em outros fungos como Trichophyton
rubrum var. raubitschekii (Hiruma et al, 2013) e Paracoccidioides brasiliensis (Rocha et

al, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao escasso conhecimento dos fatores de viruléncia no complexo
Sporothrix spp., aliado aos importantes papéis que a urease representa em Vvarios outros
microrganismos, inclusive vérios fungos de grande importancia clinica, faz-se necessario
caracterizar esta enzima em S. brasiliensis, uma vez que , até o presente, ndo esta claro
a sua importancia na infeccéo por este fungo, (seja na aquisicdo ou na manutencao da
infeccdo), que vem aumentando a cada dia em nimero de casos humanos e animais.

A enzima urease é importante fator de viruléncia em varios fungos, entre estes
Cryptococcus neoformans e Coccidioides spp (Cox et al, 2000) e bactérias tais como
Helicobacter pylori e Proteus mirabillis (Dubreuil et al, 2002), e embora se tenha
demonstrado que espécies clinicas do complexo Sporothrix produzam urease, seu papel
como fator de viruléncia permanece desconhecido.

Nos fungos do complexo Sporothrix spp. foi possivel observar apenas em meio de
cultivo especifico, por meio de andlises fenotipicas que cepas consideradas mais
virulentas produzem mais urease do que as consideradas menos virulentas (Almeida-
Paes et al, 2015). Contudo, o gene codificador para urease nesses fungos ainda néo foi
descrito, bem como as caracteristicas funcionais dessa enzima, como modelo
tridimensional (3D), e descricdo do seu sitio catalitico, para a caracterizacdo molecular
dessa enzima.

A técnica de modelagem molecular de proteinas tem a fungcdo de predizer a
estrutura ou funcdo de determinada proteina com a utilizagdo de softwares especificos.

Os métodos de modelagem molecular séo técnicas relativamente novas, que tiveram
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uma maior insercdo a partir da década de 80, com o advento dos computadores bem
como isolamento de sequencias de aminoacidos e cristalizacdo de proteinas. A
reproducao experimental de uma proteina, assim como informacdes sobre sitio catalitico
de enzimas, possiveis interacdes e informacdes fisico-quimicas da proteina se fazem
absolutamente necessarias em diversos estudos, como por exemplo, estudos
relacionados a novos farmacos, onde o primeiro passo € a verificacdo se esta
substancia € um bom alvo (candidato) a producdo de novo farmaco, partir de
informacBes preditivas como interacdes, definicAo do sitio catalitico e outras
informacBes previamente citadas. A partir destas informacdes podemos agregar
potenciais quimicos medicinais para testes mais minuciosos tanto in vitro quanto in vivo
e descartar substancias que ndo possuem perfil necessario para tal, economizando
tempo e recursos nesse processo. Essas técnicas possibilitardo um maior entendimento
de aspectos estruturais dessa enzima, proporcionando, informacfes sobre papel

funcional e possivel viruléncia dessa enzima nos fungos do complexo Sporothrix.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente e isolar parcialmente o gene codificador da urease
(URE) de Sporothrix brasiliensis e estabelecer o modelo tridimensional preditivo desta

enzima.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar fenotipicamente isolados de S. brasiliensis produtores e ndo produtores
de urease;

2. ldentificar ferramentas moleculares (iniciadores) para amplificacdo parcial do gene
codificador para URE de S. brasiliensis;

3. ldentificar e isolar o gene codificante para URE de S. brasiliensis, agente mais
isolado nesta epidemia;

4. Comparar as sequencias parciais do gene codificante para URE de S. brasiliensis
com S. schenckii e com a sequencia de urease de outros fungos patogénicos;

5. Analisar in silico a estrutura molecular da enzima urease de Sporothrix brasiliensis;

6. Comparar a homologia entre as sequencias de aminoacidos de URE S. brasiliensis

com a sequencia de S. schenckii;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS

Foram selecionados cinco diferentes isolados de S. brasiliensis provenientes do
estado do Rio de Janeiro previamente isolados de pacientes humanos com
esporotricose e armazenadas no Setor de Diagndstico Micologico do Laboratorio de
Micologia do INI/ Fiocruz, das quais uma € cepa-tipo caracterizada anteriormente como
urease positiva, outras trés como urease positiva e outras uma negativa para urease. O
levantamento da origem dos isolamentos dos fungos e a forma clinica da esporotricose
gue os pacientes apresentaram (tabela 1) e a utlizacdo desses isolados foram
autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa do INI/Fiocruz registrado sob o nimero:

CAAE: 36933814.6-0000.5262, preservando a identidade dos pacientes (Anexo A)

Tabela 1: Isolados de S. brasiliensis incluidas no estudo e classificadas de acordo com a sua origem,
forma clinica e producéo de urease.

Isolados Origem Forma Clinica Producé&o de Urease
CBS 120339 Pele Linfocutanea Positiva
IPEC-18782A Pele Cutéanea Disseminada Positiva

IPEC-17608 Pele Cutéanea Disseminada Positiva

IPEC-34190 Pele Cutanea Fixa Positiva

IPEC-654-H Sangue Extracutanea Negativa

Os isolados selecionados para o estudo foram mantidos em sua forma

leveduriforme em meio BHI sélido em estufa a 35,5°C
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4.2 ANALISE FENOTIPICA PARA PRODUCAO DE UREASE:

Todos os isolados selecionados para o estudo apresentaram micromorfologia e
macromorfologia compativeis com Sporothrix spp. e foram submetidos a analise
fenotipica para verificar a producédo de urease. Para tanto, 0,5 mL de uma suspensao
em equivaléncia a escala 2,0 de McFarland de células leveduriformes com solugdo
salina na concentracdo de 0,85%, de cada amostra foram inoculadas em caldo ureia de
Christensen, sendo o meio de cultivo produzido no préoprio laboratério em duas etapas:
a) um meio de cultivo basico composto de 1g de peptona de carne, 5g de cloreto de
sodio, 2g de fosfato de potassio monobésico, 0,016g de fenol vermelho diluido em 8mL
de alcool na concentracdo de 70% e 1000mL de agua destilada. O pH deste meio basico
foi ajustado para 6.9 e posteriormente autoclavado; b) a solugdo de ureia composta de:
20 g de ureia, 1g de glicose e 100mL de agua destilada, esterilizada por filtracdo. O
meio de cultivo basico e a solucdo de ureia foram misturados, formando assim o meio de
cultivo de Christensen (Christensen, 1946; Kane & Fisher, 1971). ApOs esse processo,
esta suspenséo celular em meio de cultivo foi incubada a 37°C, durante 7 dias. Uma das
avaliacdes desta prova foi visual observando a alteracdo da cor do meio de cultivo, ou
seja, as amostras que nao produzem e nao secretam urease, acidificam o pH do meio
de cultivo, tornando-o laranja e as amostras que produzem e secretam alcalinizam o
meio de cultivo, tornando-o roxo, conforme representado na figura 2. Isolados de
Candida albicans (ATCC 18804) e Cryptococcus neoformans (ATCC 32045) foram
utilizados como controles negativo e positivo respectivamente, sendo inoculados e

incubados como descrito para as amostras de Sporothrix. Ao final de quatro e sete dias
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os cultivos foram centrifugados a 10.000 g e 100uL do sobrenadante foram transferidos,
em triplicata, para uma placa de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (Corning,
Tewksbury, EUA). A absorbancia tanto das amostras quanto dos controles foram obtidas
pelo espectrofotdmetro de microplacas Biotek modelo Epoch em comprimento de onda
de 559nm. Todo o processo, tanto as amostras, bem como os controles foram feitos em

triplicatas e a média aritmética da densidade 6tica das amostras foi calculada.

Figura 2: Representacé@o de dois isolados de S. brasiliensis em meio de cultura liquido de Christensen
para avaliar producédo de urease. (A) Cepa urease negativa IPEC-654H, (B) possui meio de cultura sem
fungo inoculado, (C) a cepa urease positiva IPEC-34190.

Para andlise dos resultados foi calculado um ponto de corte positivo e um
negativo para a producdo de urease dos isolados incluidos no estudo. Para
determinacao desses pontos de corte, foram utilizadas cepas controles de Cryptococcus
neoformans (ATCC 32045), Cryptococcus gattii (ATCC 56990) e Trichosporon asahii
(ATCC 90039) para o estabelecimento do ponto de corte positivo. Candida glabrata
(ATCC 2001), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida krusei (ATCC 6258) para

estabelecimento do ponto de corte negativo. A média desses controles, mais 3 vezes o
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desvio padrdo para as positivas e menos 3 vezes o desvio padrdo para a negativa,
foram utilizados para a determinacdo do ponto corte. O protocolo usado para esses

controles foi 0 mesmo descrito anteriormente.

4.3 CURVAS DE CRESCIMENTO:

Para analisar o crescimento de S. brasiliensis no caldo uréia de Christensen
foram elaboradas curvas de crescimento microbiano através da determinacdo do
namero de unidades formadoras de colénia (UFC). Para isso, foram eleitos dois
isolados: o isolado urease negativo (IPEC-654-H), e outro isolado forte produtor de
urease (IPEC-34190). As culturas foram preparadas como descrito anteriormente e
diariamente foi retirada uma aliquota de 100 pL das culturas. DiluicGes decimais
seriadas (diluicbes na base 10) das aliqguotas foram realizadas como descrito por
Madigan (2014) e plagueadas com auxilio de alca de Drigalski em placas de Petri
contendo Agar para contagem em placa (ACP), as quais foram incubadas por 7 dias a
30°C. AplGs o periodo de incubacao, as colbnias formadas a partir de cada diluicédo
foram quantificadas para determinacdo do numero de UFC. Também foram medidas as
densidades oticas a 559nm do sobrenadante das amostras, diariamente no

espectrofotdmetro de microplacas Biotek modelo Epoch.
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4.4 EXTRACAO DE DNA:

Técnicas convencionais utilizadas para a extracdo e purificacdo de DNA
genbmico de fungos filamentosos e/ou leveduras foram utilizadas de acordo com
protocolo desenvolvido por Woods e colaboradores (1993) e com pequenas
modificacdes realizadas previamente em nosso laboratorio (de Oliveira, et al., 2012). A
extracdo de DNA seguiu o protocolo descrito abaixo:

Foi realizada lise mecanica de uma massa de células equivalente a
aproximadamente 300 yL em um tubo de 1,5 mL com o auxilio de nitrogénio liquido e
600 uL tampdo TES (Tris (40mM) EDTA (1mM) Sorbitol (20mM)). Essa mistura foi
aquecida em banho-maria a 90°C e centrifugada (1000 g) por 10 minutos. Apos esses
passos 0 sobrenadante foi recuperado, o sedimento descartado e realizada a
precipitacdo das proteinas trés vezes com cloroférmio-alcool isoamilico na concentracao
24:1 (Invitrogen) na mesma quantidade de sobrenadante recuperado do passo anterior,
com centrifugagdes (22000 g) por 10 minutos. Apos a coleta desse sobrenadante foram
adicionados, 10% do volume recuperado, de acetato de So6dio 3 mol/L com 2,5 vezes
também deste volume recuperado de alcool etilico absoluto. Ap6s esse passo, as
amostras foram homogeneizadas por inversao e centrifugadas (22000 g) por 30 minutos.
Posteriormente a precipitacdo o DNA foi lavado com alcool etilico 70% por trés vezes
com centrifugacdes (22000 g) por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado apos
cada lavagem. O DNA entéo foi hidratado com 30 pL de agua Miliq estéril e quantificado
no espectrofotometro NanoVue Plus Spectrophotometer — GE Healthcare e estocado em

freezer a -20° C.
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4.5 SELECAO DE INICIADORES E ISOLAMENTO DO GENE SBURE:

Em uma tentativa da caracterizacdo molecular do gene da URE de S. brasiliensis
(SbURE) um par de iniciadores foi desenhado a partir da sequencia nucleotidica de
urease de S. schenckii (ATCC 58251) (SSURE) depositado no European Nucleotide
Archives (ENA) sob o nimero ERS95967.1. Os iniciadores foram selecionados a partir
do site Primer3 disponivel no endereco eletrénico www.bioinformatics.nl/Primer3plu.
Foram utilizados os parametros basicos disponiveis no site para o desenho, que séo:
tamanho dos iniciadores entre 18bp e 22bp, temperatura de melting dos iniciadores
entre 57°C e 63°C e a porcentagem de guanina e citosina entre 20% e 80%. A
sequencia citada acima foi utilizada como molde para a selecdo dos pares de
iniciadores.

Posteriomente, uma PCR In-silico utilizando os iniciadores desenhados, foi
realizada a partir do programa Fast PCR, com o intuito de analisar sua capacidade de
hibridizagdo com a sequéncia e temperaturas de hibridizacédo. A partir dos resultados
obtidos a partir da PCR In-silico foi utilizado para padroniza¢do da PCR convencional um
gradiente de temperatura variando de 57,0 a 60,0°C, para estabelecer a melhor
temperatura de hibridizacéo. (60,0°C, 59,8 °C, 59,4 °C, 58,5 °C, 58,2 °C, 57,6 °C, 57,2
°C e 57,0 °C)

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 50 pL

contendo 100 ng de DNA, 1X tampé&o de reacéo [160 mM (NH4)2SO4, 670 mM Tris-HCI
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pH 8,8, 0,1% Tween-20], 0,2 mM de dNTP, 2,5 U de TagDNA polimerase (Invitrogen), 2
mM de cloreto de magnésio (MgCl;) e 10 pM de cada par de iniciadores. A reacao
ocorreu com 0 seguinte ciclo de amplificacdo: desnaturacdo inicial a 95°C por 10
minutos e mais 30 ciclos de deshaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento nas
temperaturas citadas acima por 50 segundos, extenséo a 72°C por 1 minuto e extensao
final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,05%), sob luz UV
(Hoefer Pharmacia BioTech UV-20 UV), tendo o peso molecular calculado a partir de

uma comparacao com um marcador de peso molecular de 1 Kb (Invitrogen).

4.6 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DE SBURE:

Apoés a obtencédo dos iniciadores, o gene SbURE dos isolados selecionados para
0 estudo foram amplificados, os produtos da PCR e purificados, utilizando QIAquick
PCR Purification Kit (QIAGEN, Vallencia, CA, USA) e enviado para sequenciamento na
plataforma PDTIS/Fiocruz, que utiliza o principio de sequenciamento desenvolvido por
Sanger e colaboradores (1977), seguindo protocolo sugerido pela plataforma, que
consiste em 7,5 pL total de reacdo, no qual 3,5 pmol de cada iniciador, em tubos
diferentes, e DNAs dos isolados em concentragdes que variaram entre 100ng/pL e
120ng/pL em cada tubo, mensurados pelo LOW MASS DNA LADDER (Invitrogen,
California, CA, USA). Este protocolo foi realizado para confirmagdo da identidade da

sequencia codificadora de URE.
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4.7 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE RNA:

A extracao e a purificagdo de acido ribonucleico (RNA) foram realizadas utilizando
o método do TRIZOL (Invitrogen), que consiste de uma solucdo monofasica de fenol e
guanidina isotiocianato que deriva da melhoria do método descrito por Chomczynski &
Sacchi (1987) de extracdo do RNA em unico passo. A concentracao de RNA extraido foi
guantificada no aparelho Nanodrop 2000c Spectrophotometer — Thermo Scientific,
utilizando 1 pL de agua Miliq para calibrar o aparelho e depois mais 1 ul de cada
amostra para a quantificacao.

Foi realizada a lavagem da massa total de células leveduriformes cultivadas por 5
dias em caldo BHI a 37°C por trés vezes com 20 mL de tampéao salina-fosfato (PBS) e
lise mecéanica por agitacdo com o auxilio de 700 uL de trizol (Invitrogen) e o equivalente
a aproximadamente 300 pL de pérolas de zirconia (0,5mm). Essa mistura foi agitada em
mini beadbeater (biospect products) a 2800 g por 30 segundos durante trés vezes com
intervalos de 1 minuto no gelo. Apés esse processo, essa mistura foi centrifugada por 10
minutos a 1008 g, a fase aquosa foi coletada e 200 pL de cloroférmio foi adicionado para
cada 750 pL de sobrenadante recuperado. Esta solucéo foi agitada e centrifugada por
15 minutos a 1008 g. O sobrenadante foi coletado e a mesma quantidade da solucao
fenol-cloroférmio- alcool isoamilico (25:24:1 — Invitrogen) foi adicionada, passo repetido
duas vezes com centrifugacdes de 15 min a 1008 g intercaladas. O sobrenadante desta
ultima centrifugacgéo foi coletado e adicionado 125 yL da solugéo de Citrato de Sodio
(0,2M): Cloreto de Sodio (0,4M) mais 250 uL de Isopropanol (Invitrogen) para cada 750

ML de sobrenadante recuperado. Apds esta etapa as amostras foram centrifugadas a
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11200 g por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o RNA foi lavado com 1 mL de
alcool etilico 70%, centrifugado por 5 minutos a 11200 g, hidratado com 30 pL de agua
milig  autoclavada, quantificado no  espectrofotdbmetro  Nanodrop  2000c
Spectrophotometer — Thermo Scientific e estocado em freezer -80° C. Todo este
processo foi feito em banho de gelo.

Para extracdo de RNA os fungos foram cultivados em meio de Christensen e
como controle da extracdo todas as amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen),
enzima que degrada DNA gendmico, seguindo recomendacdes e protocolo do
fabricante, e apos a extracdo foram feitas PCRs com o RNA puro, utilizando os

iniciadores UREASS-F e UREASS-R no propdsito de verificar algum contaminante

4.8 SINTESE DE cDNA:

Para a sintese de cDNA uma massa de 2 ug de RNA total foi submetida a uma
reagcdo de transcricdo reversa utilizando o kit High Capacity RNA-to-DNA (Life
Technology, part number 4387406) para obtencdo do DNA complementar (cDNA) em

um volume de 20pL, segundo as instru¢cdes do fabricante.

4.9 MODELO COMPUTACIONAL DE UREASE DE S. BRASILIENSIS.

A sequéncia de aminoacido da urease de Sporothrix brasiliensis (SPBR) (numero
de acesso NCBI: KIH89566) foi submetida ao banco de dados do PDB (Protein
DataBase) (Berman et. al, 2000) a partir do BLAST (Altschul et. al, 1990) e ao servidor

Hhpred (Soding et. al, 2005) para detectar estruturas tridimensionais de proteinas
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homologas. Esta sequéncia também foi submetida, juntamente com a sequéncia de
Sporothrix schenckii (SPSK) (nimero de acesso NCBI: KJR81781) ao servidor Clustal
Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para realizar o alinhamento entre as
sequéncias.

O modelo estrutural de SPBR foi determinado pelo programa MODELER v.9.4
(Sali, et. al, 1993) usando alinhamento multiplo das sequéncias de ureases das
bactérias Bacillus pasteurii (codigo PDB: 4ubp), Helicobacter pylori (cédigo PDB: 1E9Y),
Klebisiella aerogenes (codigo PDB: 1FWE) e do feijdo, Canavalia ensiformis (cédigo
PDB: 4gy7), como molde. Nao foram usados como molde sequencias cristalizadas de
urease de espécies de fungos, devido a ndo existéncia de sequencias de urease de
fungos cristalizadas no banco de dados utilizados. Além disso, submetemos a sequéncia
ao portal de bioinformatica do Expasy (http://www.expasy.org/) a fim de analisar a
presenca de dominios de alfa hélice, ancora GPI, peptideo sinal, massa molecular e
ponto isoelétrico em softwares especificos.

O modelo gerado pelo MODELER foi validado no servidor SAVES
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/, acessado em 10/01/2016) utilizando o VERIFY_3D,
ERRAT e Verify Protein (Profiles-3D) (Eisenberg et. al, 1997). Em seguida, utilizamos o
banco de dados do PDBsum (https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) para identificar proteinas
idénticas a urease de SPBR, com sitio ativo ja estabelecido (ligantes cristalizados). A
visualizacéo e a identificacédo do sitio ativo da estrutura da urease modelada foi realizada
pelo software Pymol (Schrddinger, 2002) através do alinhamento estrutural da urease

modelada de S. brasiliensis com as ureases cristalizadas.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE FENOTIPICA

Consideramos isolados forte produtores de urease as que apresentaram
densidade otica (DO) acima de 0,551 em 4 dias e 0,746 em 7 dias em 559nM. Isolados
nao produtores apresentaram DO abaixo de 0,175 em 4 dias e 0,214 em 7 dias de
acordo com o ponto de corte estabelecido a partir das médias das cepas controles,
também em 559nM.

Entre as amostras selecionadas para o estudo, os isolados IPEC-18782A, IPEC-
17608 e IPEC-34190 se mostraram forte produtores de urease apos o periodo de 7 dias,
a cepa-tipo (CBS-120339) foi considerada fraca produtora e o isolado IPEC-654-H foi
classificada como ndo produtor. As figuras 3A e 3B representam as médias de D.O de

cada isolado selecionado para o estudo:
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3.B
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Figura 3: Producdo de urease em todos os isolados do estudo lidas por espectrometria em filtro 559nm.
As linhas verticais, azul e verde representam 0s pontos de corte positivo e negativo respectivamente. (A)
producédo em 4 dias e (B) producédo em 7 dias.

5.2 CURVA DE CRESCIMENTO

Os resultados das curvas de crescimento em caldo ureia de Christensen foram
expressos D.O de cada amostra escolhida durante 7 dias (figura 4) bem como na forma

de UFCs (figura 4 A e B):
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Figura 4: A — Gréfico demonstrativo da curva de crescimento do isolado IPEC-34190, produtora de
urease; B - Gréfico demonstrativo da curva de crescimento do isolado IPEC-654H, negativa para producdo
de urease.

5.3 SELECAO DOS INICIADORES

O software Primer3 disponibilizou uma lista de iniciadores, citada na tabela 2:
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Tabela 2: Relacdo de iniciadores disponibilizado pelo software Primer3, para a sequéncia gendmica
codificadora para URE de S. schenckii. Os selecionados estdo destacados em vermelho

Iniciadores Senso 5GGTGCCAAAAGAGCTTGACA3

5GTGGTGGGCGAGAGCAACY

5ATCAAGAGCGGCATGATTG3’

Iniciadores Anti-senso 5CGGGTTCGTTTCGATAAAGTS

5CGGGTTGATGGTGTACTTGG3’

5’CAAAGAATTGCTGCGACAACS

De acordo com o software Fast PCR os iniciadores hibridizaram completamente
com a sequencia e a temperatura de melting do iniciador senso foi 58,9°C e do iniciador
anti-senso foi 52,2°C. O par de iniciador escolhido amplificava um produto de 832 bp
entre as posicdes 1894 até 2726 da sequencia, que segundo o proprio site no qual a
sequencia foi depositada, corresponde ao éxon 2 descrito baixo:

Sense UREASS-F: 5° GTG-GTG-GGC-GAG-AGC-AAC 3’

Anti-sense UREASS-R: 5° CAA-AGA-ATT-GCT-GCG-ACA-AC 3’

5.4 PCR PARA ISOLAMENTO DO GENE SBURE

A sequencia parcial do gene SBURE foi amplificado e purificado a partir da cepa-
tipo de Sporothrix brasiliensis. A PCR gerou um produto amplificado esperado de 832
pb, sendo 60°C a temperatura de hibridizacdo de escolha para esta reacdo, conforme

registrado na figura 5.
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12.000 bp
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo da por¢do do gene SbURE feito a partir do
DNA da cepa-tipo de Sporothrix brasiliensis utilizando os iniciadores URESS- FR. Bandas representativas
das temperaturas de hibridizacdo escolhidas para o teste, séo elas: A - 60,0 °C, B — 59,9 °C, C - 59,8 °C,
D-58,5°C, E-58,2°C, F-576°C, G-57,2°C, H-57,0 °C que amplificou no tamanho esperado de
832 pares de base.

Posteriormente os DNAs dos 5 isolados foram submetidos a PCR com os

mesmos iniciadores, no qual também foi observado produto de PCR de 832bp (figura 6).
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Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificagdo parcial do gene da URE feito a partir do
DNA dos isolados selecionados para o estudo sendo eles: A — CBS120339, B — IPEC-18782A, C — IPEC-
17608, D — IPEC-34190, E — IPEC-654-H. O primeiro pogo contém um padrdo de peso molecular de 1kb e
no segundo poco o controle negativo da reagéo.

Este par de iniciadores foi utilizado também para amplificacdo do cDNA dos
isolados selecionados para o estudo, produtores de urease: CBS120339, IPEC-18782A,
IPEC-17608 e IPEC-34190 e do isolado que n&do produz urease em meio de cultivo,

IPEC-654-H, figura 7.
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Figura 7: — Eletroforese em gel de agarose 1% da amplificacdo do gene da urease a partir do cDNA dos
isolados de S. brasiliensis selecionados para o estudo, sendo elas: A — CBS120339, B — IPEC-18782A, C
— IPEC-17608, D — IPEC-34190, E — IPEC-654-H. O primeiro pogo contém um padrdo de peso molecular

de 1kb e no ultimo_poco o controle negativo da reacao.

5.5 SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE SBURE

O gene codificador para urease proveniente de isolados de S. brasiliensis foi
sequenciado parcialmente conforme metodologia descrita anteriormente. Tanto DNA
guanto cDNA da cepa de referéncia e produtora de urease, CBS 120339, bem como dos
outros isolados selecionados para o estudo foram sequenciados. As sequencias obtidas
foram confrontadas com a sequéncia do gene codificador da urease de S. schenckii

depositado banco de DNA no Broad Institute e feita uma busca local através da
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ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, em portugués — Ferramenta
basica de busca de alinhamentos locais) (Altschul et. al, 1990) no proprio site do Broad
Institute. Foi encontrada nas trés sequencias uma homologia de 98% com a sequéncia
de s. schenckii depositada (nUmero de acesso ERS95967.1) nos 724 nucleotideos que
compdem esta porcdo sequenciada. O alinhamento das sequéncias, realizado com o
auxilio do software MEGA 4, demonstrou 12 variacdes entre o DNA do gene codificador
de urease de S. schenckii com o DNA e o cDNA de isolados de S. brasiliensis nas
posicbes 38, 50, 68, 107, 185, 586, 644, 688, 698, 701, 704 e 715, como demonstrado
na tabela 3 e gerou uma arvore filogenética conforme visto na figura 8 (valor de
bootstrap 1000). Resultados semelhantes foram obtidos nos outros isolados incluidos no
estudo com sequéncia de SbURE idénticas as visualizadas em CBS12339 e IPEC-654-
H.

A historia evolutiva foi inferida usando o método de Neighbor-Joining. A arvore
ideal com a soma do comprimento do ramo = 0,01298559 € mostrada. A percentagem
de arvores idénticas, em que cada isolado/cepa foi associado no teste de bootstrap
(1000 réplicas) mostrados ao lado dos ramos. Essas andlises filogenéticas foram

conduzidas no software MEGAA4.
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Figura 8: Arvore filogenética do gene URE, demonstrando que as sequencias codificadoras para URE de S. brasiliensis e S. schenckii sdo altamente

relacionadas nesta regido parcial , quando comparadas com sequencias de URE provenientes de T. rubrum, A fumigatus e H. capsulatum. Valor de
bootstrap igual a 1000.
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Tabela 3: Tabela representativa dos alinhamentos entre a sequéncia de DNA codificante para urease de S.
schenckii depositada no Broad Institute sob o nimero de acesso ERS95967.1, em comparacao ao DNA e cDNA
dos isolados de S. brasiliensis, uma positiva (CBS-12339) e outra negativa (IPEC-654-H) para urease. Os
pontilhados representam que o sequenciamento ndo foi capaz de chegar até os respectivos nucleotideos.

Nucleotideos

Sequéncias 38| 50| 68| 107|185 | 576 | 644 | 688 [ 698 | 701 | 704 | 715
Sequéncia urease S. schenckii ERS cl|Gg|cC]| C G G C C C G
95967.1 (URE positivo)
Sequéncia urease CBS-12339 DNA TIC|I|G]| G G T G T
(URE positivo)
Sequéncia urease CBS-12339 cDNA TIC|G]| G G T G T
(URE positivo)
Sequéncia urease IPEC-654-H DNA TIC|IG| G G| T G| T
(URE negativo)
Sequéncia urease IPEC-654-H cDNA TIC|G]| G G T - - -

(URE negativo)

5.6 ANALISES COMPARATIVAS DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

DE S. BRASILIENSIS E S. SCHENCKII

A sequéncia da SPBR apresenta 98 % de identidade e 99% de similaridade com

a sequéncia de SPSK, mostrando apenas uma pequena diferenca entre essas duas

sequéncias. Essas diferencas nédo estdo localizadas no sitio ativo, representado em
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destaque no alinhamento (figura 9). Nesta anélise, através do servidor Expasy, nao foi

identificada a presenca de estruturas transmembranar, peptideo sinal e ancora GPI

possivel. JA a composicdo fisico-quimica tedrica indica o ponto isoelétrico 5,89 e a

massa molecular de 90,0 kDa.

Adicionalmente a esses resultados, foi alinhada a sequéncia de S. brasiliensis

com outros fungos também para avaliar a identidade e similaridade, descrito na tabela 4:

Tabela 4: Identidade e similaridade da sequéncia de aminoacidos de S.brasiliensis (nUmero de acesso
KIH89566.1) com sequéncias de aminoacidos de S. schenckii (KJR81781) e outros fungos: Histoplasma
capsulatum (A6R1T9), Trichophyton rubrum (F2STJ3) e Aspergillus fumigatus (B8N173)[

Sporothrix Histoplasma Trichophyton Aspergillus

schenkii capsulatum rubrum fumigatus
|dentidade 98% 69,6% 67,3% 71,7%
Similaridade 99% 81,7% 81,6% 83,3%
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Figura 9: Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos Sporothrix brasiliensis (SPBR) e Sporothrix
schenckii (SPSK) com 98% de identidade (*). Em destaque, a caixa cinza representa o centro ativo da
urease, determinado a partir do ligante (acido acetohidroxamico) da uréase de Bacillus pasteurii (codigo
PDB: 4ubp) Aminoacidos com cadeia fisicoquimica e volume molecular muito parecidos representados por
( : ) e aminoacidos de menor similaridade quanto sua estrutura fisico quimica e volume molecular foram
representados por (.)
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5.7 MODELO TRIDIMENSIONAL DE UREASE DE S. BRASILIENSIS

O modelo tridimensional da SPBR revelou uma composi¢cao estrutural de 20 %
a-hélice, 17 % B-pregueada e 63 % alca (figura 10) e a identificacdo do sitio ativo
revelou os aminoacidos que o compdem, a partir da possivel ligacdo de hidrogénio (His-
411, Ala-442, Lys-492, His-494, His-521, His-547, Gly-552, Asp-635), 0s mesmos
aminoécidos observados nas ureases de Klebsiella aerogenes, Helicobacter pylori,
Canavalia ensiformis e Bacillus pasteurii complexado com o ligante acido
acetohidroxamico. O centro ativo da enzima foi ressaltado pela representacdo de
superficie (vermelho), determinado a partir do ligante (acido acetohidroxamico) da
urease de Bacillus pasteurii (cédigo PDB: 4ubp). Os residuos de aminoacidos
representados em bastdes seguem a padrdo de cores cinza, vermelho e azul para os
atomos de carbono, oxigénio e nitrogénio, respectivamente. Esses aminoacidos atuam

na coordenacao dos ions e na catalise da ureia. (tabela 5).
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Figura 10: Modelo computacional da urease demonstrando sua fenda catalitica que é formada de estruturas a-hélice (magenta), -pregueada
(amarelo) e de alca (cinza). O centro ativo da enzima foi ressaltado pela representacéo de superficie (vermelho).

89
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Tabela 5: Aminoacidos que formam o sitio catalitico de varias espécies produtoras de urease, S.
brasiliensis, Bacillus pasteruii e Helicobacter pylori, bem como a planta Canavalia ensiformes. Os
aminoacidos estédo destacados por cores, sendo: Histidina em vermelho, Alanina em azul claro, Lisina em

azul escuro, Glicina em verde e Asparagina em laranja. Aminoacido KCX equivale a Lisina carbamilada,
porém em uma forma mais estavel para cristalizacao.

Espécies
S. brasiliensis B. pasteurii H. pylori K. aerogenis C. ensiformis

HIS-411 HIS-137 HIS-221 HIS-134 HIS-407
ALA-442 KCX-220 KCX-217 KCX-490
LSY-492 HIS-222 KCX-219 HIS-219 HIS-492
Aminoécidos HIS-494 HIS-249 ALA-365 HIS-246 HIS-519
HIS-521 HIS-275 ALA-169 HIS-545

HIS-547 HIS-248 ALA-363
GLY-552 ALA-170 HIST-274 HIS-136 HIS-136
GLY-280 GLY-279 ALA-167 ALA-167
ALA-365 GLY-277 GLY-277

GLY-550
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6. DISCUSSSAO

Desde o fim do século passado vem sendo observada uma mudanca nas areas
endémicas de esporotricose, principalmente na América Latina, onde s6 no estado do
Rio de Janeiro, Brasil, mais de 4.000 casos desta micose foram diagnosticados em
humanos desde 1998 (Barros et al., 2011) onde o fungo vem sendo transmitido aos
humanos nao pela forma classica de contaminacdo desta doenca, ou seja, através de
plantas, madeira ou solo contaminado (Rippon, 1988), mas através da arranhadura,
mordedura ou contato com gatos domeésticos infectados por fungos do complexo
Sporothrix spp. (Barros et al.,, 2011). Esta forma de veiculacdo da doenca tem
acarretado em manifestacdes clinicas pouco comuns da esporotricose (Almeida-Paes et
al., 2014; Gutierrez-Galhardo et al., 2010).

Na literatura descreve-se que o desenvolvimento da esporotricose zoonoética
depende de uma série de fatores, tais como o tamanho do in6culo, status imunoldgico
do hospedeiro, viruléncia da cepa de Sporothrix infectante, profundidade da inoculacéo
traumatica e termotolerancia do fungo (Carlos et al., 2009). Entretanto, até o presente
poucos estudos foram realizados abordando esses aspectos (Alba-Fierro et al., 2016;
Almeida-Paes et al.,2015; Zhao et al., 2015). Por conta desses dados, os conhecimentos
basicos acerca do complexo Sporothrix, causador desta micose, e da propria micose em
si, se fazem necessarios. Tendo este pensamento em vista, neste trabalho foram
descritos alguns aspectos relacionados a expressdo da urease, um possivel fator de
viruléncia, no principal fungo causador da esporotricose no Rio de Janeiro, Sporothrix

brasiliensis.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutierrez-Galhardo%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19019165
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Até o presente, a viruléncia dos isolados da area endémica de esporotricose
zoonotica nao foi devidamente avaliada. Assim sendo, nosso grupo iniciou um estudo de
determinados fatores de viruléncia nos isolados provenientes dessa area, numa tentativa
de elucidar tantos aspectos ainda obscuros da patogenia da esporotricose no Rio de
Janeiro (Almeida-Paes, 2012). Entre estes fatores a termotolerancia, a melanizacéo e a
producdo de algumas enzimas como protease e urease foram avaliadas (Almeida-Paes,
2012). Entretanto a expressao molecular e a caracterizacdo do gene codificador destas
enzimas nao foram realizadas.

S. brasiliensis € um fungo produtor de urease e a expressdo desta enzima nesta
espécie € estatisticamente superior a de S. schenckii, espécie considerada menos
virulenta (Almeida-Paes et. al., 2015), sugerindo que alguns atributos moleculares, como
a expressao de conhecidos fatores de viruléncia para patbgenos humanos, entre estes a
urease, possam ser 0s responsaveis pela maior patogenicidade de determinados fungos
do complexo Sporothrix. Neste trabalho foi visto que a expressao de urease em meio de
cultivo especifico € isolado-dependente ja que entre os isolados estudados,
demonstramos alguns produtores de urease (CBS 120339, IPEC-18782A, IPEC-17608,
IPEC-3419). Também foi demonstrado que o isolado de S. brasiliensis IPEC-654-H foi
incapaz de produzir urease em meio de cultivo apropriado, assim como demonstrado no
estudo realizado por Almeida-Paes e colaboradores (2015). Gosh e colaboradores
(2002) demonstraram que 49 isolados estudados na Iindia ndo sdo capazes de
metabolizar ureia em sua forma leveduriforme, porém sédo capazes de metabolizar em

sua forma filamentosa, encontrada na natureza. Apesar de nao estar claramente

elucidado, acredita-se que a ndo producdo desta enzima esteja relacionado as
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adaptacdes ambientais que algumas cepas tiveram ao longo do tempo, porém nhao
perdendo a sua capacidade infectante (Gosh et al., 2002), o que explicaria a razdo de
algumas das cepas/isolados provenientes da epidemia aqui do Rio de Janeiro nao
produzirem esta enzima, apesar de que a verificada neste estudo ndo produz nem em
sua forma filamentosa nem na leveduriforme. No estudo onde novas espécies foram
descritas como agente causador de esporotricose (Marimon et al., 2007) também foi
observado diferencas na producdo de certos fatores de viruléncia como protease,
DNAse e a propria urease entre os fungos pertencentes ao complexo Sporothrix spp..
Entretanto Fernandes e colaboradores (2009) estudando 151 cepas brasileiras de
Sporothrix spp. detectaram a atividade de urease em todos as cepas estudadas e
Almeida-Paes e colaboradores (2015) em outro estudo envolvendo 71 outras cepas
observaram que dentre elas, 3 cepas (uma de S. brasiliensis e outras duas de S.
schenckii) ndo foram capazes de secretar urease em meio de cultivo apropriados,
obtendo assim resultados mais proximos aos de Marimon e colaboradores (2007).

Também tem se sugerido que a distribuicdo geografica dos isolados de Sporothrix
Spp. possa interferir com a capacidade de produzir ou ndo urease em meio de cultivo
(Almeida-Paes et al., 2015). No presente essa associa¢cao nao pode ser demonstrada, ja
gue poucos isolados e somente os da espécie de S. brasiliensis e provenientes de
pacientes do Estado do Rio de Janeiro foram incluidos em nossas avalia¢cdes.

Até o presente, a caracterizacdo molecular do gene codificador da urease no
complexo Sporothrix spp. tem sido pouco abordada, e a expressao heterdloga ainda nao
realizada. Neste estudo, algumas abordagens moleculares foram realizadas, permitindo

gue estudos posteriores sejam realizados para a completa caracterizagdo molecular e
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funcional deste importante fator de viruléncia de microrganismo. Todos os isolados
incluidos nesse estudo foram avaliados quanto a expressao molecular da enzima urease
através da amplificacdo da sequencia parcial do gene codificador para SbURE e
posterior transcricdo de seu cDNA. Para tanto, iniciadores foram desenhados utilizando
como modelo a sequencia nucleotidica de urease obtida de S. schenckii depositada no
European Nucleotides Archives (ENA) sob o numero ERS95967.1, uma vez que
somente 0 genoma do mesmo estava anotado e disponivel (Whole Genome Shotgun
AXCR00000000.1 GenBank). A sequencia parcial codificante para URE de S.
brasiliensis (SbURE) foi obtida em todos os isolados que expressaram urease na prova
fenotipica, inclusive no isolado IPEC-654-H, incapaz de expressar urease em meio de
cultivo. Tém-se demonstrado que modificacbes nos padrdes de expressdo génica
podem ocorrer ao longo de sucessivas divisdes mitdticas ou meiéticas, ndo envolvendo
alteracdes na sequencia de bases do DNA, através de mecanismos epigenéticos
envolvendo a ubiquitinacdo de histonas, provocando remodelacdo da cromatina,
tornando-a mais acessivel ou refrataria a transcricdo (Holliday, 2006). Possivelmente,
alguns destes mecanismos ocorreram em isolados urease-negativo de S. brasiliensis,
fenbmeno ja& demonstrado no mecanismo de regulacdo da transcricdo (switching) de
tipos celulares brancos-opacos em Candida albicans (Zordan et al., 2007), bem como o
padrédo da expressao génica hereditaria de DNA mitocondrial (mtDNA) de Cryptococcus
gatti (Wang et al., 2015).

A confirmacao da identidade das sequencias parciais codificantes para URE de S.
brasiliensis foram confirmadas através do alinhamento e comparacdo com urease

proveniente de S. schenckii, originando uma arvore filogenética onde foi observado dois
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clados separados com valores de bootstrap 1000, respectivamente, indicando a
confiabilidade na formacdo dos grupos. Estes resultados indicam o agrupamento das
ureases de pelo menos duas espécies do complexo Sporothrix spp. baseada na
classificacdo filogenética sugerindo que esta enzima evoluiu similarmente dentro das
espécies do complexo, porém aparece, nesta porcao, mais distante de ureases de
outros fungos sugerindo que os fungos do complexo Sporothrix possam utilizar a urease
de forma diferente que esses fungos, porém o gene completo da urease dos outros
fungos do complexo precisam ser isolados para melhor comparacéo.

Posteriormente a estas analises, a sequencia de aminoacidos de urease de S.
brasiliensis (SbURE) proveniente da cepa 5110, foi disponibilizada na integra pelo
GenBank (numero de acesso KIH89566.1), favorecendo o alinhamento entre SbURE e
SSURE (urease de S. schenckii cepa 1099-18 numero de acesso Kj81787.1), onde foi
verificado 98% de identidade entre ambas, nos permitindo realizar a modelagem
molecular computacional desta enzima.

A técnica de modelagem molecular, que neste trabalho predisse a estrutura
tridimensional da urease € muito usada na area de doencas infecciosas, como por
exemplo, na pesquisa e descoberta de inibidores de hidrolases na infeccdo por
Leishmania donovani (Reverbero, et. al 2008) e 0 uso dessas técnicas em pesquisas
oncoldgicas onde Teschi e seus colaboradores (2015) usaram a técnica de modelagem
molecular e conseguiram identificar inibidores de TBK1, uma quinase citosélica que esta
relacionada a migragédo e progressao de tumores, via sinalizacbes. Apesar de estudos
com modelagem molecular serem relativamente novos, alguns ja foram desenvolvidos

em micologia, focando, geralmente em proteinas ou enzimas e outras diferentes
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substancias que possam ser considerados fatores de viruléncia. Guimardes e
colaboradores (2008) demonstraram o modelo molecular do antigeno M de Histoplasma
capsulatum, caracterizando-o como uma catalase e demonstrando um modelo estrutural
hipotético da proteina como um tetramero, além da localizacdo do sitio de assinatura,
confirmando a natureza biolégica da proteina M como catalase. Em 2014, Tyagi e
colaboradores descreveram as medidas molares, medidas de susceptibilidade
magnética, massa, assim como complexos geométricos de manganés e cobre e
segundo essas predicdes chegaram a conclusdo que sédo 6timos ligantes de proteinas
do género Fusarium. Ja Vorapreeda e colaboradores em 2013 que estudaram com a
utilizacdo de técnicas de modelagem molecular o repertorio de enzimas malicas em
leveduras de fungos e sua funcéo na producédo de acidos graxos e esterais.

Com relacdo ao transporte de urease em microrganismos, € feito por proteinas
acessorias e em espécies do género Aspergillus, ha um estudo descrevendo a funcéo
de uma proteina reguladora, UreA, que auxilia no transporte da ureia. Com a predicao
da estrutura dessa proteina auxiliar e o isolamento da sua sequencia de aminoacidos, foi
possivel descrever também a estrutura funcional e o sitio catalitico Com a obtencéo
dessas informacfes, foi possivel estabelecer os residuos que fazem parte nesse
transporte, bem como estabelecer possiveis mutacdes e seu funcionamento nessas
mutacdes (Sanguinetti, 2014).

Conforme foi demonstrado acima a urease € uma enzima importante para o
metabolismo da ureia em varios seres vivos, desde bactérias, fungos e até mesmo
plantas e em alguns desses microrganismos, além desse papel metabdlico no ambiente,

a urease também possui um papel importantissimo de viruléncia, no qual a sua
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expressdo se faz necessaria. No caso dos fungos do complexo Sporothrix spp., sabe-se
gue produzem esta enzima em meio de cultivo apropriado e que nesse meio a producéo
€ variavel, contudo a sua expressédo a nivel molecular e em modelos in vivo, bem como
seu papel funcional e cristalizagdo da enzima ainda ndo foram estudados. Esses
estudos se fazem necessarios para que questdes como diferenca na expressao a nivel
molecular dos fungos do complexo, sobrevida de modelos animais quando infectados
com mutantes destes fungos com o gene codificador para urease silenciado e aspectos
fisicoquimicos da enzima, que permanecem obscuros, porém neste estudo demos o
primeiro passo para que estas questdes sejam resolvidas, ja que conseguimos, além de
confirmar a identidade de urease através do modelo tridimensional da SbURE ja que foi
demonstrado o mesmo sitio catalitico da enzima que o observado em outras ureases,
porém com algumas diferencas como a posi¢cdo dos aminoacidos e suas quantidades o
gue pode refletir no modo que a ureia é metabolizada, bem como na velocidade,
aspectos que ainda precisam ser explorados, bem como também isolar parcialmente o
gene codificador para URE de S. Brasiliensis, que até o presente momento ainda néo
havia sido isolado. Outro importante aspecto, que precisa ser elucidado sédo as razfes
pela qual alguns isolados ndo sdo capazes de metabolizar ureia em meio de cultivo, ja
gue possuem, como visto neste trabalho, cDNA detectavel para codificacdo desta

enzima.
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. CONCLUSOES

A expressao de urease in vitro é variavel dentre os isolados de Sporothrix brasiliensis,

fato que, auxilia na hipétese de a urease ser um fator de viruléncia para este fungo;

A nado producdo de urease em meio de cultivo apropriado de certos isolados, pode
estar relacionada com mecanismos pés transcricionais nos padrées de expressado

génica, ja que foi detectada a presenca do cDNA codificador para URE;

As sequencias de aminoacidos da urease de S. brasiliensis e S. schenckii, possuem
98% de identidade e 99% de similaridade, logo a diferenca no metabolismo da ureia
por parte dessas duas espécies provavelmente esta relacionado com as proteinas

acessorias da urease;

A modelagem molecular da urease de S. brasiliensis demonstrou que, o sitio catalitico
dessa enzima neste fungo é formado pelos mesmos aminoécidos que em bactérias e
plantas, demonstrando que o metabolismo da ureia é realizado de forma similar a

outros microrganismos que utilizam essa enzima como fator de viruléncia;

Outros testes in vitro e também in vivo se fazem necessarios para um maior
entendimento do papel funcional da urease neste fungo e verificar sua fungao
enquanto fator de viruléncia, ja que poucas informacdes estao disponiveis acerca do

funcionamento desta enzima em fungos do complexo Sporothrix spp..
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8. PERSPECTIVAS

O isolamento parcial do gene, bem como a exposicdo de suas caracteristicas
fisicas € 0 comeco para outros estudos mais aprofundados acerca do papel da urease
na patogénese e viruléncia desse fungo e em todos os outros do complexo, ja que
estudos como este, no complexo Sporothrix sdo escassos.

Como perspectivas futuras a clonagem deste gene, bem como a verificacdo de
sua expressao frente as outras espécies do complexo, se faz necesséarias para
estabelecer a produgédo desta enzima como fator de viruléncia para este fungo. Como
complementacdo destas técnicas, estabelecer nessas espécies o papel funcional da
urease, bem como testes in vivo, possibilitando apontar essa enzima como fator de
viruléncia para estas espécies de fungo, bem como o estudo de mecanismos
epigenéticos para um melhor entendimento da ndo producdo de urease in vitro por

alguns isolados.
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APENCICE A

TERMO DE COMPROMISSO

INSTITUICAQ: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (INI) — Fiocruz

COORDENADOR DA PESQUISA: Rosely Maria Zancopé Oliveira, Pesquisador Titular
do INI-FIOCRUZ

EXECUTOR DO PROJETO: Lué Cardoso de Oliveira, Bidlogo, aluno do curso de Pés

Graduacédo em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas do INI-FIOCRUZ

ENDERECO: Av. Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro — CEP 21045-900 Tel.:
(Oxx21) 3865-9557 Fax (0xx21) 3865-9557 , e-mail:rosely.zancope@INl.fiocruz.br

TITULO DO PROJETO: Caracterizacdo molecular do gene urease (URE) de

Sporothrix brasiliensis

Esporotricose é uma doenca causada pelos fungos do complexo Sporotrhix schenckii,
gue compreendem os fungos S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
luriei e S. albicans. Tem se observado a maior e mais duradoura epidemia de
esporotricose transmitida por arranhadura ou mordedura de felinos no estado do Rio de
Janeiro com mais de 4000 casos diagnosticados desde 1998 até o presente, sendo S.
brasiliensis o principal fungo do complexo a ser isolado nesta epidemia. Como
diagnostico, o padréo-ouro utilizado é o cultivo do fungo em meio de cultura e a sua
identificagdo por microscopia. Como método de diagndstico auxiliar existe a deteccao de
anticorpos anti-Sporothrix pelo método de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Amplo
espectro clinico € observado em pacientes provenientes desta epidemia, e sabe-se que
estes podem estar associados com o0 modo como o fungo € adquirido, o tamanho de seu
in6culo, o estado imunolégico do paciente e a viruléncia da cepa. Portanto, ndo se pode

descartar que a viruléncia de certos isolados de S.brasiliensis possam também gerar
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formas mais graves da doenca. Em face da vasta gama de defesas imunoldgicas,
fungos dimorficos sdo bem efetivos no estabelecimento de infec¢éo, delineando assim a
necessidade de um entendimento maior dos mecanismos da patogénese e dos seus
fatores de viruléncia. Embora se tenha demonstrado em meios de cultura apropriados
gue espécies clinicas do complexo Sporothrix produzem urease, até o presente o gene
codificador da urease neste complexo ainda nao foi isolado e caracterizado, e
consequentemente seu papel como fator de viruléncia permanece desconhecido.
Conhecer mais sobre a biologia do fungo e seus mecanismos para gerar e manter a
infeccdo é de grande importancia para que outras formas, mais eficazes de prevencao,
diagnéstico e tratamento possam ser desenvolvidas. Assim, o objetivo geral deste
trabalho serd a caracterizagdo molecular do gene codificante para urease de S.
brasiliensis (SbURE). Para tanto, a cepa-tipo de S. brasiliensis (CBS 120339) e
produtora de urease, sera utilizada para isolamento e identificagdo do gene codificador
da urease. Apoés a caracteriza¢do do gene outras cinco cepas provenientes de diferentes
formas clinicas da esporotricose, bem como uma cepa urease negativa (S. brasiliensis
INI 22493-1) serédo incluidas no estudo, para a observacao do nivel de expressao deste
gene. Todas as cepas serdo submetidas a andlise fenotipica para verificacdo da
producéo de urease em meio de cultura e posteriormente “iniciadores” degenerados
serdo desenhados a partir da analise por métodos computacionais de sequéncias de
diferentes genes URE de fungos patogénicos produtores de urease depositadas no
GenBank e o isolamento do gene SbURE serd realizado através de clonagem e
verificacdo de sua expressdo por RT-PCR. Este trabalho podera ser o ponto de partida
para posteriores trabalhos como, identificar a urease como um importante fator de
viruléncia neste fungo, entender e relacionar a relacédo parasita-hospedeiro e mecanismo
de acdo desta enzima no fungo. Todas as cepas de S. brasiliensis que seréo utilizadas
no trabalho estdo armazenadas nos setores de Diagnéstico Micolégico e
Imunodiagnéstico do Laboratério de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, a autorizagéo para as cepas serem usadas foram concedidas ta0- nto
pelas chefias dos setores quanto pela chefia do Laboratério de Micologia, as chefias
ficam responsaveis também pela guarda das cepas, podendo estas serem usadas em

projetos posteriores.
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Pelo presente documento, 0s pesquisadores comprometem-se a néo revelar a
identidade dos pacientes em qualquer publicacdo resultante deste estudo, protegendo

sua confidencialidade de acordo com as leis e regulamentacdes locais.

Rio de Janeiro, .... de .......... 2014

Lu& Cardoso de Oliveira Rosely Maria Zancopé Oliveira



