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RESUMO

No Rio de Janeiro observa-se uma hiperendemia de esporotricose, causada
principalmente por Sporothrix brasiliensis. Espécies clinicas de S. brasiliensis, produzem
urease, porém pouco se avangou no conhecimento desta. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar a urease, verificar a expressao de seu gene e comecar a entender seu
possivel papel na viruléncia. Foram utilizadas 2 cepas de S. brasiliensis, uma delas
considerada produtora de urease e outra considerada ndo produtora de urease.
Fenotipicamente, foi observado que apenas a cepa considerada urease positiva foi capaz
de crescer em meio de cultivo cujo a ureia era a Unica fonte de nitrogénio, e quando esta
foi cultivada em meio com inibidor tioureia apresentou pouco crescimento. Apds, o extrato
proteico foi submetido a ressonancia plasmodmica de superficie (SPR) e western blot para
caracterizar a enzima bioguimicamente. A expressao génica da urease foi verificada por
gPCR e a comparacao, in silico, entre a urease de S. brasiliensis, a de outros 20 fungos
e de Canavalia ensiformis. A técnica de western blot ndo demonstrou reatividade na cepa
negativa, j& na SPR esta foi evidenciada nas duas cepas. A partir disto, foram realizadas
reacdes de gPCR para verificar a expressao génica do gene codificador da urease nas
duas cepas, e em ambas o0 RNA mensageiro para urease esta presente. Foi comparada,
através de ferramentas de bioinformatica, as sequencias de urease de 21 fungos e de C.
ensiformis, e a urease se mostrou uma enzima bem conservada entre as espécies
analisadas, e parece ser, corroborando com o0s achados in vitro uma enzima que se
localiza no citoplasma celular. Os achados nesta tese, indicam que a urease
provavelmente € um gene constitutivo neste modelo fungico, e muito importante para o
crescimento celular do S. brasiliensis, pois em condi¢des inibitorias da enzima o fungo foi
incapaz de crescer normalmente. Esses dados, juntamente com a demonstragcéo da alta
preservacdo desta enzima nos fungos, sugerem que a urease € importante para a
fisiologia do S. brasiliensis em parasitismo.

Palavras-Chave: Sporothrix brasiliensis, urease, caracterizacdo bioquimica



OLIVEIRA, LC. Molecular and functional characterization of the urease enzyme
(URE) of Sporothrix brasiliensis. 2020. 109 p. Thesis (Doctorate in Clinical Research
in Infectious Diseases) - Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Infectologia

Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2020.

ABSTRACT

In Rio de Janeiro there is a hyperendemia of sporotrichosis, caused mainly by Sporothrix
brasiliensis. Clinical species of S. brasiliensis, produce urease, but slight progress has
been made in its field. The aim of this work was to characterize urease, to verify the
expression of its gene and begin to understand its possible role in virulence. Two strains
of S. brasiliensis were used, one of them considered a producer of urease and the other
considered non-producer of urease. Phenotypically, it was observed that only the strain
considered urease positive was able to grow in a culture medium which urea was the only
source of nitrogen, and when it was cultivated in a medium with a thiourea inhibitor it
showed little growth. Afterwards, the protein extract was submitted to surface plasmon
resonance (SPR) and western blot to characterize the enzyme biochemically. The urease
gene expression was verified by gPCR and the comparison, in silico, between the urease
of S. brasiliensis, that of other 20 fungi and of Canavalia ensiformis. The western blot
technique showed no reactivity in the negative strain, whereas in SPR it was found in both
strains. From this, qPCR reactions were performed to check the gene expression of the
urease encoding gene in both strains, and in both the messenger RNA for urease is
present. The urease sequences of 21 fungi and C. ensiformis were compared using
bioinformatics tools, and urease proved to be a well-preserved enzyme among the
analyzed species, and it appears to be, corroborating with the in vitro findings an enzyme
that locates in the cell cytoplasm. The findings in this thesis indicate that urease is
probably a constitutive gene in this fungal model, and very important for the cellular growth
of S. brasiliensis, because under enzyme inhibitory conditions the fungus was unable to
grow normally. These data, together with the demonstration of the high preservation of
this enzyme in fungi, suggest that urease is important for the physiology of S. brasiliensis
in parasitism.

Key Words: Sporothrix brasiliensis, urease, biochemical characterization.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esporotricose — Breve historico

A esporotricose € uma micose subcuténea, que pode ser subaguda ou croénica,
de implantagdo, cosmopolita e a mais prevalente na América Latina, causada por
fungos dimorficos pertencentes ao género Sporothrix, que compreendem as espécies
patogénicas Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana,
Sporothrix luriei, Sporothrix schenckii (MARIMON et al., 2007) e mais recentemente
houve a inclusdo de Sporothrix pallida (MORRISON et al., 2013) e Sporothrix chilensis
(RODRIGUES et al., 2016).

Em 1898 em Baltimore, Estados Unidos da América (EUA), foi publicado o
primeiro caso de esporotricose humana em um paciente do Hospital Johns Hopkins, o
qual apresentava abscesso em dedo com linfangite nodular no antebraco do paciente
(SCHENCK, 1898). Deste paciente foi isolado pelo pesquisador Benjamin Schenck um
fungo reconhecido como pertencente ao género Sporotrichum. Posteriormente, em
1900, Hektoen e Perkins (1900) descreveram um segundo caso na cidade de Chicago,
também nos Estados Unidos da América, em que verificaram lesdo no dedo de um
menino apés manuseio e acidente com martelo. Cabe ressaltar que os médicos que
atenderam o0 menino na época, observaram que a lesdo apareceu dez dias antes do
paciente ter sido levado pelos pais ao hospital e que apresentava no momento da
anamnese 0 tamanho de uma ervilha e posteriormente apresentou regressao
espontanea. Os pesquisadores entdo isolaram o fungo e o nomearam Sporothrix
schenckii (HEKTOEN; PERKINS, 1900).

Por volta de sete anos apés o primeiro caso de esporotricose ter sido descrito
nos EUA, em 1907 Lutz e Splendore identificaram no Brasil o fungo em ratos, sendo
esta, a primeira observacdo de infeccdo natural descrita em animais (LUTZ e
SPLENDORE, 1907). Posteriormente, infeccbes em animais experimentais

demonstraram, na época, a suscetibilidade de outros mamiferos, como o gato, por
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exemplo, ao agente etiologico desta micose (BARROS et al, 2011). J& em 1952 foi
relatado um caso de esporotricose humana com histéria de manuseio de gato
(SINGER; MUNCIE, 1952), depois desse caso foi constatado que esta micose também
pode ser de transmissao zoonatica, principalmente por arranhaduras e mordeduras de
gatos infectados (BARROS et al, 2011).

bY

O Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) pertencente a
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), desenvolve atividades de pesquisa clinica, ensino
e assisténcia especializada em doencas infecciosas e parasitarias. Neste instituto
também ha a atuacdo do Laboratdrio de Micologia como Laboratério de Referéncia
Nacional em Micoses Sistémicas. Até 1997, o INI diagnosticava de um a trés casos de
esporotricose por ano. Neste mesmo ano, foi criado no INI o Servico de Zoonoses,
atual Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos
(LAPCLIN-DERMZOO/INI-Fiocruz) com o objetivo de estudar as leishmanioses e as
micoses em animais domésticos de propriedade de pacientes assistidos no Servico de

Dermatologia Infecciosa do INI/Fiocruz.

Ja em 1998, foi atendido o primeiro caso de esporotricose felina proveniente de
um gato doméstico de um paciente. A equipe LAPCLIN-DERMZOO/INI-Fiocruz
diagnosticou a esporotricose no gato do paciente e em outros gatos que residiam na
mesma casa e nas habitagcbes no entorno. Através da visita domiciliar houve uma
busca ativa de casos felinos e caninos. Todos os proprietarios recebiam informacdes
sobre a doenca e 0s casos suspeitos eram encaminhados para o LAPCLIN-
DERMZOO/INI-Fiocruz (BARROS et al., 2010).

Também a partir 1998, foi observado um sensivel aumento no nimero de
diagndstico de esporotricose, com nove casos em seres humanos, sendo destes, seis
com histéria epidemioldgica relatada pelos pacientes de contato com gatos com leséao
cutanea. Entre estes ultimos, todos eram provenientes dos municipios de Duque de
Caxias, Queimados, Rio de Janeiro e Sao Jodo de Meriti. Ja 0s casos restantes néo
foram considerados esporotricose zoonotica, ja que ndo foi evidenciado nenhum

contato com animal, sendo a micose adquirida através da forma classica de



19

transmissdo, ou seja, por implantacdo trauméatica apos contato com plantas e solo
(BARROS et al., 2010).

Em 1999, o nimero de pacientes atendidos com esporotricose aumentou para
29. Desses, 27 haviam tido contato com gatos doentes (15 tendo sido arranhados ou
mordidos pelo animal). Paralelamente, o nimero de municipios com casos da doenca
aumentou para nove. Em 2000, 43 casos humanos foram diagnosticados. Até aquele

ano, o Municipio de Dugue de Caxias era o mais acometido (CRUZ, 2013).

Desde esses casos diagnosticados em 1998 e 1999, observa-se a maior e mais
duradoura epidemia, atualmente sendo utilizado o conceito de hiperendemia de
esporotricose, causada por fungos patogénicos do género Sporothrix, na América
Latina. Pode-se citar, como exemplo, a regido sudeste do Brasil, onde apenas no
Estado do Rio de Janeiro mais de 4.000 casos de esporotricose com transmissao por
arranhaduras e/ou mordedura de gatos foram diagnosticados somente no INI-
FIOCRUZ até 2015. Ha varios relatos de que este numero cresce a cada ano (SILVA
et. al.,, 2012; PEREIRA et. al., 2014; CHAKRABARTI et al., 2015; ALZUGUIR et al.,
2020). Segundo Orofino-Costa, 2017, este aumento no niamero de casos pode ser
explicado pelo método de transmissédo mais ocorrente atualmente no Brasil, que é a
arranhadura e mordedura de gatos domésticos infectados pelo fungo e, possivelmente,
por S. brasiliensis ser um dos agentes etioldgicos mais virulentos associados a esta
micose (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al. 2009; LECCA et al.,, 2020; NAKASU et
al.,2020).

1.2 Agente etioldgico

Os fungos do género Sporothrix pertencem ao Reino Fungi, Filo Ascomicota,
Classe Sordariomycetes, Ordem Ophiostomatales, Familia Ophiotamataceae
(RODRIGUES et al., 2016).

Os agentes da esporotricose sao microrganismos sem mobilidade propria,

eucariotos, com parede celular rigida e constituida de quitina, pertencentes ao género
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Sporothrix. Estes fungos séo saprobios, ou seja, dependem da decomposicdo da matéria
organica na natureza e podem ser encontrados amplamente na sua forma filamentosa
no meio ambiente, sendo seu habitat de preferéncia, nesta forma, a vegetacao viva ou
em decomposi¢éo e no solo. In vitro principalmente nos meios de cultivo Sabouraud ou
Mycosel tem seu crescimento preferencialmente entre 25°C e 30°C e também se
apresentam como uma trama miceliana, com hifas e conidios, apresentam col6nias
inicialmente com cor branca que assumem gradativamente uma coloragcdo marrom a
preta, ao formar conidios escuros (Figura 1A) (Kwon-Chung; Bennett, 1992). Algumas
cepas, no entanto, ttm a capacidade de formar colénias escuras desde o inicio do
crescimento (RIPPON, 1988). Microscopicamente, a forma filamentosa € composta de
hifas septadas hialinas, de 1-2 um de largura, os conidios formam-se em grupos,
aparecendo a partir de hifas indiferenciadas. Estes conidios unicelulares apresentam
forma de lagrima a clavados e ndo formam cadeias, conforme demonstrado na Figura
1C. Muitas vezes, conidios de paredes hialinas ou castanhas espessas surgem ao lado
das hifas (DE HOOG; GUARRO, 1995).

Ja em sua forma parasitaria, e também em meio de cultura apropriado tal como
em meio de cultivo BHI (brain heart infusion — infusdo cérebro coracao) a 35 — 37°C se
apresentam, macroscopicamente como colonias lisas, de cor bege ou creme (Figura 1B)
e microscopicamente como leveduras unicelulares ovaladas, globosas e em forma de
charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos (Figura 1D) (RAMOS-E-SILVA,
1972; RIPPON, 1988).

Cabe o destague que estas caracteristicas macroscopicas e microscépicas de
tamanho e forma e a cor das colbnias, ndo podem ser consideradas um critério
taxondmico valido para diferenciacdo das espécies patogénicas ou ambientais do género
Sporothrix (MARIMON et al., 2007).
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Figura 1: Macromorfologia e Micromorfologia de Sporothrix brasiliensis:

A — Macromorfologia da forma filamentosa de S. brasiliensis em cultivo a 25°C; B — Micromorfologia da
forma filamentosa de S. brasiliensis em cultivo a 25°C; C — Macromorfologia da forma leveduriforme de S.
brasiliensis em cultivo a 37°C; D — Micromorfologia da forma leveduriforme de S. brasiliensis em cultivo a
37°C. Fonte: Elaboragéo prépria
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As dificuldades na classificacdo taxbnomica baseada somente em morfologia
levou Marimon e colaboradores (2006), a questionar ser S. schenckii a Unica espécie
do género apontada como agente causador da esporotricose. Com isso,
desenvolveram analises filogenéticas envolvendo um grande numero de cepas de
diferentes regides geograficas e demonstraram elevada variabilidade genética nestes
fungos (MARIMON et al., 2006). Ja em 2007, corroborando com os dados moleculares,
Marimon e seus colaboradores, lancaram mao de analises fisiologicas e fenotipicas
para propor o desmembramento de S. schenckii em um complexo de espécies
capazes de causar esporotricose e ndo apenas uma Unica espécie como proposto até
aquele momento. Foram analisados neste ultimo trabalho 127 isolados sendo a
maioria proveniente de pacientes humanos caracterizadas como S. schenckii. Apos
testes bioquimicos de assimilacdo de acucares, sequenciamento parcial dos genes
codificadores para calmodulina (CAL) e B-tubulina, caracteristicas macroscépicas e
microscoépicas e capacidade de crescimento em diferentes temperaturas foi sugerida
a divisdo em outras diferentes espécies sendo elas: S. brasiliensis, S. globosa e S.
mexicana além de S. schenckii stricto sensu, sendo agrupadas em um complexo de

espécies cripticas causadoras da esporotricose (MARIMON et al., 2007).

Um ano mais tarde foi sugerido a partir do trabalho de Marimon e colaboradores
(2008) que S. schenckii var. luriei deveria também ser considerada uma nova espécie
capaz de causar a esporotricose, sendo esta denominada atualmente Sporothrix luriei,
apos estudos baseados em metodologias semelhantes as anteriores de taxonomia
polifasica. Outras duas espécies ambientais do género Sporothrix também foram
relacionadas a esporotricose alguns anos mais tarde: S. pallida, que em 2013, foi
identificada como causa da queratite infecciosa em um receptor de transplante de
cornea (MORRISON et al 2013); S. chilensis que foi identificada como uma espécie
potencialmente causadora de esporotricose em mamiferos (RODRIGUES et al., 2016).
Vale salientar, que devido serem espécies ambientais, possuem dimorfismo deficiente

e sua viruléncia é baixa. Com isso, a taxa de infecdo € pouco descrita, sendo até o
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presente associada somente a pacientes imunocomprometidos (OROFINO-COSTA et
al., 2017).

1.3 Epidemiologia e transmisséo

Durante muitos anos a esporotricose foi conhecida como a “doenca dos
jardineiros”, pois era usualmente adquirida por inoculagéo traumatica de espinhos de
plantas ou farpas de madeira afetando aqueles que trabalhavam no cultivo de rosas, ou
seja, por inoculacdo traumatica de alguma das espécies nos hospedeiros, geralmente
mamiferos, entre 0s quais destaca-se homens, caes e gatos, através de ferimentos com
espinhos de plantas, farpas de madeira. Atividades de lazer e ocupacionais tais como
floricultura, horticultura e pesca estado associadas com a aquisicéo da infeccao, pela via
classica de transmissao (RIPPON, 1988; KAUFFMAN, 1999). Além de ser uma doenca
completamente ocupacional a época, ndo eram registrados muitos casos no mundo.
Atualmente, sabe-se que a transmissdo zoonética, através de arranhadura e/ou
mordedura de felinos também é muito comum (WANKE et al., 2013).

A esporotricose ndo € uma micose de notificacdo compulséria na maioria dos
continentes, sendo assim sua prevaléncia mundial € incerta. Entretanto, no século 20
mais precisamente no fim dos anos 70, alguns surtos de esporotricose foram descritos,
como o que envolveu pessoas que trabalhavam no reflorestamento de pinheiros e mudas
de musgo (POWELL et al 1978), assim como uma pequena epidemia em que pessoas
foram infectadas apds contato com o feno contaminado em uma casa abandonada em
gue foram realizadas festas de halloween, ambos os casos nos EUA (CDC, 1988). Foram
observadas também epidemias maiores, citando como exemplo a que ocorreu em
meados da década de 40, quando aproximadamente trés mil trabalhadores que
mineravam na Africa do Sul foram infectados pelo contato com vigas de madeira
contaminadas, sendo esta considerada a maior epidemia do século XX (MINES, 1947).
Entre 2007 e 2009 foram registrados 457 casos em uma provincia no nordeste da China,

onde a doenca até hoje € endémica (SONG et al., 2013).
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Cabe destacar que somente em 2013 a doenca passou a ser de notificagao
compulsoria no Estado do Rio de Janeiro segundo a Resolugdo SES-RJ N° 674 de
12/07/2013. Apoés a liberacdo desta resolucdo foi atualizado no Rio de Janeiro os
nameros gerais da esporotricose no Estado. Entre os anos de 2015 e 2018 foram
notificados 1.416 casos suspeitos de esporotricose, sendo aproximadamente 70%
desses casos confirmados. Entretanto, os numeros atuais indicam uma grave
subnotificacdo e até certa negligéncia por parte das autoridades de saude, ja que os
nameros que s&o observados tanto em hospitalizacdes (FALCAO et al., 2019) quanto em
namero de casos desde o comeco da hiperendemia em 1998 sao maiores, 0 que revela
um cenario muito mais grave no Estado do Rio de Janeiro (PEREIRA et al., 2014;
RODRIGUES et al., 2016; GREMIAO et al., 2017).

Os diferentes métodos de transmissdo, espécie causadora e a localidade de
ocorréncia podem estar influenciando na hiperendemia que observamos no Rio de
Janeiro e na disseminacéo pelo Brasil, tendo em vista que S. brasiliensis € a espécie
mais circulante (ALMEIDA-PAES et al., 2015; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2020). Sabe-se que os felinos possuem uma carga fangica bem
elevada, atuando como potenciais reservatorios e disseminadores da doenca, os felinos
adquirem o fungo que estd no solo e adoecem. Esses felinos doentes entdo, podem
transmitir para outros gatos, humanos e caes, basicamente através de traumas
subcutaneos causados pela arranhadura e mordedura. Além disso a migracdo dos gatos
infectados com seus proprietarios para outros estados brasileiros tem aumentado a
disseminagéo pelo pais (GREMIAO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2020). Ja a espécie
S. schenckii demonstra ser cosmopolita, ocorrendo em paises da América do Norte, Asia
e Europa, além da América do Sul e a espécie S. globosa sendo a principal espécie
causadora de esporotricose nos paises asiaticos (CHAKRABARTI et al., 2015; TOVIKKAI
et al., 2020), ja sendo, inclusive, demonstrado casos de esporotricose felina nos paises
asiaticos (HAN; KANO, 2020).

Apesar de ja ter se achado infec¢cdo natural em ratos (LUTZ e SPLENDORE,
1907), até o presente, o papel dos ratos nessa cadeia epidemiolégica ndo esta
completamente elucidado, ja que os gatos que saem para a rua mantém contato direto

com ratos, mas nao se sabe exatamente se estes roedores adoecem ou se Sao
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reservatorios e capazes de transmitir a esporotricose (Figura 2). Salientamos que
também foram descritos métodos de transmissdo que ndo foram completamente
elucidados como infeccédo de profissionais de laboratério que podem contrair o fungo
manipulando culturas de Sporothrix (COOPER et al, 1992).



Figura 2: Cadeia epidemioldgica da esporotricose observada no estado do Rio de Janeiro:
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Cadeia epidemioldgica da esporotricose entre as principais espécies clinicas do género Sporothrix. O

caminho roxo demonstra maior associacdo de Sporothrix brasiliensis (Sb) a transmissdo zoondtica.

Associacao esta que ndo é exclusiva, pois Sporothrix schenckii (Ss), com menor frequéncia, também

infecta gatos. A esporotricose felina pode ser transmitida aos seres humanos (zoonose) por arranhaduras

e mordeduras (caminho vermelho). Sporothrix schenckii e Sporothrix globosa (Sg) sdo associados a via

classica de transmissé@o (caminho verde), enquanto S. brasiliensis € menos frequente. O tamanho da

circunferéncia designada a cada espécie esta ligado a probabilidade de envolvimento (alto, médio ou baixo)

em cada caminho de transmissdo. Observa-se ainda o desconhecimento sobre o papel dos ratos nessa

cadeia epidemioldgica (caminho cinza). Fonte: RODRIGUES et al., 2016
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1.4 Quadro Clinico

Amplo espectro clinico €& observado em pacientes provenientes desta
hiperendemia de esporotricose no estado do Rio de Janeiro. Essas formas, tal qual a sua
severidade, estdo associadas a alguns fatores como o tamanho do inéculo, a viruléncia
da cepa infectante, profundidade da inoculagéo trauméatica e da resposta imunolégica do
hospedeiro (PAPAIORDANOU et al., 2015; CLAVIJO-GIRALDO et al., 2016), como

citado a seguir:

Forma linfocutanea — mais facil de diagnosticar, por ser a forma mais comum,
aparecendo em até 75% dos casos. Desenvolvem-se lesGes mais localizadas,
principalmente nas extremidades superiores. Primeiramente aparece uma leséo no local
da inoculacdo apds duas ou trés semanas. A partir desta lesdo inicial, forma-se uma
cadeia de ndédulos percorrendo o trajeto para os linfonodos mais préximos (SAMPAIO et
al., 1954; WANKE, 2013; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; 2015; OROFINO-COSTA et
al. 2017). Eritema e infeccdo secundaria podem estar presentes, mas a dor é geralmente
leve (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2002, 2005; ZANCOPE-OLIVEIRA ET AL., 2011).

Forma cutaneo-fixa — segunda forma clinica mais comum correspondente 20%
dos casos, aproximadamente. Nesta forma, a lesdo conserva-se confinada ao sitio de
inoculacdo sem envolvimento dos linfonodos. Geralmente as lesdes aparecem ulceradas
com bordas eritematosas e o0s locais mais afetados sao as extremidades tanto superiores
quanto inferiores (SAMPAIO et al., 1954; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; 2015;
OROFINO-COSTA et al. 2017). Em alguns casos pode ocorrer regressao espontanea,
no entanto, sem o tratamento devido, as lesbes podem seguir para um curso cronico
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; 2015).

Forma cutaneo-disseminada — Marcada pelo aparecimento de multiplas lesdes
na pele em locais distintos. Geralmente aparece ap6s a multipla inoculagéo traumatica
da pele geralmente no contexto de transmisséo zoonotica. Raramente, pode haver, uma
disseminacdo hematogénica (SAMPAIO et al., 1954; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011,
2015; OROFINO-COSTA et al. 2017).
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Forma extracutanea — desenvolve-se em menos de 5% dos casos, portanto é a
de diagndstico mais complicado. Surge apos a disseminacdo hematogénica do fungo e o
sistema osteoarticular é o mais acometido (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; FREITAS
et al.,, 2015a; COSTA et al. 2017). Mais raramente pode ser apresentado como
esporotricose pulmonar, que ocorre devido a inalagdo do fungo, a apresentacéao clinica é
semelhante a da tuberculose (SINGHAI et al., 2012; COSTA et al. 2013; SILVA et al.,
2013). Também ja foi descrito meningite causada por espécies do género Sporothrix
(GUTIERREZ GALHARDO et al., 2010; FREITAS et al., 2015b; HESSLER, KAUFFMAN
e CHOW, 2017; MIALSKI et al., 2018). Esta forma clinica est4 intimamente ligada a
pacientes imunossuprimidos, geralmente por conta de doengcas como a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (aids), diabetes, alcoolismo, cancer, doenca pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) e também pelo uso prolongado de corticoides (ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 2011; FREITAS et al., 2014; COSTA et al. 2017). No entanto existem
relatos de casos de esporotricose extracutdnea em pacientes imunocompetentes
(HESSLER, KAUFFMAN; CHOW, 2017; MIALSKI et al., 2018). Algumas formas devem
ser destacadas como a osteoatrticular, pulmonar, ocular, mucosa e nervosa (FREITAS,
2014).

Condicbes clinicas associadas nao séo infrequentes no curso da esporotricose.
Além dos sintomas gerais como febre, mal-estar, cefaleia, astenia, e outros ja citados
aqgui, sinais e sintomas de hipersensibilidade ao fungo no organismo séo apresentados
por alguns pacientes (BARROS et al.,, 2004, FREITAS et al., 2010). As reacbes de
hipersensibilidade descritas até o momento, atribuidas a esporotricose incluem eritema
nodoso (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2002), eritema multiforme (GUTIERREZ-
GALHARDO et al., 2005) e artrite reativa (OROFINO-COSTA et al., 2010). Nas lesdes de
eritema, as alteracdes histopatolégicas sdo a de um infiltrado reativo e a procura do
agente causador é sempre negativa (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2002, 2005). Nos
casos de artrite reativa, os exames de imagem néo sdo compativeis com lesdo articular
infecciosa e resolvem com o tratamento do foco da micose (OROFINO-COSTA et al.,
2010).
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1.5 Diagnéstico

O padrao-ouro de diagnéstico da esporotricose é feito pelo isolamento e
identificacdo do fungo em meio de cultivo, principalmente em Agar Sabouraud Dextrose
e Mycosel, em sua forma filamentosa a 25°C, a partir de raspado da lesdo, swab, aspirado
ou bidpsia. Nas formas extracutdneas, ou em formas disseminadas, a coleta se torna
mais complicada, principalmente quando nao existe evidéncia de acometimento cutaneo,
e dependera de procedimentos mais invasivos, e também hemocultura para o isolamento
do fungo. Em alguns casos como os oculares, o material para coleta € muito escasso,
dificultando a cultura do agente (WANKE et al., 2013; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2015).

Independentemente do tipo de lesdo deve-se ter o0 maximo de atencdo no
momento do cultivo nos meios por conta de contaminacdes eventuais que podem ocorrer.
O isolamento e a identificacdo do fungo em meio de cultivo podem demorar até trés
semanas, que em casos de pacientes co-infectados com HIV ou com outras doencas de
base pode representar um tempo demasiado longo (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2019).

Com isso, métodos alternativos, como o diagnéstico soroldgico pelo método de
ELISA (ensaio imunoenzimatico) devem ser utilizados. Entretanto, estes métodos sé&o
presuntivos uma vez que resultados falso-positivos podem ocorrer devido a reagdes
cruzadas com alguns outros agentes infecciosos (BERNARDES-ENGEMANN et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2019).

O exame histopatol6gico em amostras teciduais também é bastante util para o
diagnéstico da esporotricose. Embora células leveduriformes do género Sporothrix
possam ser observadas em bidpsias de pele com a coloracdo de rotina hematoxilina e
eosina (HE), outras técnicas, tais como a prata de Gomori ou acido periédico-Schiff,
podem ser usadas para confirmar a identificacdo de elementos fungicos (QUINTELLA et
al., 2011). Também tem se demonstrado na literatura especializada a utilizacdo da
intradermorreacdo com esporotriquina como método diagnostico. Entretanto, esse

método ndo é usado em rotina hoje em dia, por constantemente ser positiva em
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individuos sem doenca ativa e frequentemente negativa nas formas extracutaneas e
disseminadas (CRUZ, 2013).

Ja que se observam beneficios e limitacdes em cada um dos testes, sobretudo no
ensaio imunoenzimatico e no diagnostico micoldgico, sustenta-se a necessidade de

complementacdo de um com o outro (OLIVEIRA et al., 2019).

Existem na literatura alguns métodos moleculares descritos para a deteccdo de
acido desoxiribonucleico (DNA) de fungos patogénicos pertencentes ao género
Sporothrix a partir de amostras clinicas, porém as grandes vantagens dessas técnicas

sdo a sensibilidade e o poder de distingdo entre as espécies.

A reacao da polimerase em cadeia (PCR) baseada na amplificacdo de sequéncias
de genes de fungos se mostra ferramenta muito boa para a identificacdo desses agentes.
Uma das metodologias pioneiras com base na deteccdo de DNA utilizada para o
diagndstico 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 &cido ribonucleico ribossomal (rRNA) de varios fungos patogénicos, dentre
0S quais 0 S. schenckii estava incluso. Os resultados mostraram um alto nivel de

especificidade.

Outros métodos moleculares vém sendo descritos para identificacdo e
genotipagem do género, como por exemplo, analises de fingerprinting com o iniciador
T3B que é um iniciador universal capaz de amplificar uma regido do RNA transportador,
ja que cada fungo do género Sporothrix tem essa regido de tamanho diferente gerando
um perfil de bandas especifico para cada espécie do género (OLIVEIRA et al., 2015).
Ainda nos métodos moleculares, aplicados a Sporothrix, vale ressaltar o método baseado
no polimorfismo dos fragmentos gerados por endonucleases de restricdo (PCR-RFLP)
do gene da calmodulina, em que cada fungo do género também possui um perfil de banda
especifico em um gel de agarose, sendo este método mais rapido, eficiente e barato do
que o T3B (RODRIGUES et al., 2014).

Os dois métodos citados se mostraram eficientes como método alternativo para

diferenciar todas as espécies de importancia clinica (RODRIGUES et al, 2014). Em 2015
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foi desenvolvido uma PCR com iniciadores especificos para cada uma das espécies S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. mexicana, S. pallida, e Ophiostoma stenoceras,
como controle (RODRIGUES et al.,2015). 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 o0 de S. schenckKii
(CUOMO et al., 2014), o que representou um grande passo para que outros métodos

moleculares sejam desenvolvidos ou aperfeicoados.

Outra técnica recentemente descrita para auxiliar na distincdo de espécies
patogénicas do género Sporothrix foi a técnica de espectrometria de massas por MALDI
TOF, onde Oliveira e colaboradores (2015) analisaram a técnica com 64 isolados do
género, incluindo as espécies de 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, tendo no
estudo, 100% de correlacdo com os resultados de identificacdo obtidos por técnica de
sequenciamento do gene da calmodulina. Mais recentemente foi desenvolvida um
método de diagndstico molecular rapido para esporotricose causada por S. schenckii, S.
globosa ou S. brasiliensis, baseada na técnica de PCR em tempo real, em que os
iniciadores para o gene da calmodulina dessas trés espécies eram colocados na reacéo
ao mesmo tempo com sondas (ZHANG et al., 2019)

1.6 Tratamento

Os farmacos itraconazol, pozaconazol, terbinafina e anfotericina B (MAHAJAN,
2014) podem ser utilizados no tratamento da esporotricose. Além disso o iodeto de
potassio também tem sido bem aceito uma vez que foi utilizado como tratamento de
escolha desde o inicio do século XX, porém seu completo mecanismo de a¢édo nao foi
completamente elucidado e seus efeitos adversos geralmente relatados séo: diarréia,
anorexia, gosto metalico, ndusea e vomito, que podem ser reduzidos pela diminuicdo da

dose ou suspenséo temporaria (MACEDO et al., 2015).
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Hoje em dia o itraconazol tem sido o medicamento de escolha pela grande eficacia
imposta e com baixos efeitos adversos, tendo apenas entre 1 a 4% da populagdo com
infeccédo fungica relatado nausea, vomito, diarréia, entre outros (MAHAJAN, 2014). Estes
tratamentos séo, geralmente contra-indicados em gestantes, sendo a termoterapia mais
indicada, com aplicacdo de calor no local da lesédo, por meio de bolsa de agua quente, a

mais ou menos 40°C, fonte infravermelho, ou meio similar (FREITAS, 2014).

1.7 Viruléncia de Sporothrix

A viruléncia de um determinado patdégeno resulta da expressédo de multiplos genes
em diferentes estagios da infeccdo, associados ao estabelecimento da doenca. E
provavel que os mecanismos de viruléncia de um organismo se originam a partir de
intensas e variadas interacdes que esse microrganismo faz tanto com o meio ambiente
COmMo com sua propria espécie e com outros seres vivos. O meio ambiente e as relagbes
ecologicas que qualquer ser vivo fazem se tornam um aprendizado em como lidar com
situacdes variadas, sejam essas situacdes estressantes ou ndo para esses Seres Vivos.
Tendo isso em mente, acredita-se que a arquitetura proteica, lipidica e metabdlica desses
seres seja constantemente evoluida, formando assim fatores de viruléncia mais intensos
em algumas cepas do que em outra, dado que a espécie é a mesma, mas o nicho
ecologico que ocupam pode variar (CASADEVALL, 2012).

Alguns fatores de viruléncia, responsaveis pela sobrevivéncia de fungos em
parasitismo, estdo descritos na literatura como a parede celular e estruturas
complementares responsaveis pela adesédo aos tecidos dos hospedeiros, producédo de
diferentes melaninas, a expressdo de fosfolipases, proteases e elastases capazes de
causar dano tecidual e quebrar as defesas do hospedeiro; a producdo de catalases,
enzimas que atuam contra oS mecanismos oxidativos (BRUMMER et al., 1985). Além

disso, a termotolerancia é fator fundamental para a patogenia da esporotricose
(ALMEIDA-PAES et al., 2015).
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A viruléncia de certos isolados de Sporothrix é visto como uma importante peca
para gerar formas mais graves da doenga, entretanto poucas informacdes estdo
disponiveis sobre os fatores de viruléncia dos isolados de Sporothrix da drea endémica
de esporotricose no Rio de Janeiro. Almeida-Paes e colaboradores (2015) estudaram
isolados obtidos de pacientes, onde a producdo de melanina em diferentes condicoes,
termotolerancia, producao de protease e urease foram analisadas.

A melanina € um composto solivel que pode recobrir as células fangicas,
possivelmente conferindo protecdo ao fungo (ROMERO-MARTINEZ et al.,, 2000). A
andlise de producdo de melanina mostrou que, além da ja conhecida melanina DHN, trés
espécies de fungos patogénicos do género Sporothrix estudadas sdo capazes de
produzir outros dois tipos de melanina, utilizando L-DOPA, eumelanina, ou L-tirosina,
piomelanina, como substrato. A producdo 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 incubacgdo, sugerindo um controle
multifatorial da melanogénese em Sporothrix (ALMEIDA-PAES et al., 2016; MARIO et al.,
2016; CRUZ et al., 2018).

Também foi verificado que a melanizacdo das diferentes espécies de Sporothrix
spp. pode ser influenciada pelo contato com bactérias, principalmente as espécies
Pantoea agglomerans e Pseudomonas aeruginosa, vivendo no mesmo ambiente que o
fungo. As bactérias inicialmente inibem o crescimento flngico, porém com sua morte
Sporothrix consegue crescer mais e produzir mais melanina do que quando cultivado
isoladamente (ALMEIDA-PAES et al., 2019; CRUZ et al., 2020).

Com isso, os trabalhos supracitados destacam a importancia de maiores estudos
moleculares e bioquimicos acerca dos fatores de viruléncia dos fungos de uma maneira
geral, tendo em vista que a grande parte dos estudos avalia a presenca ou auséncia de
determinado fator e a importancia para a infeccdo, mas o mecanismo de a¢ao ou protecao

do fungo de alguns desses fatores continuam néo elucidados.
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1.8 Urease como fator de viruléncia

Urease é uma enzima que possui trés dominios estruturais e um catalitico, no qual
se liga o ion niquel, e dependendo do microrganismo produtor de urease esses trés
dominios serdo modificados, evidenciando assim os diferentes papéis dessa enzima. A
hidrélise do seu substrato, ureia, produz aménia e CO2 (Figura 3). A liberacdo de aménia
em certos ambientes € benéfica para o microrganismo, pois ocasiona o aumento do pH
acido do meio neutralizando-o parcialmente (MOBLEY et al., 1995; SIMONI, 2002).



Figura 3: Reacdo de decomposicao da ureia pela enzima urease:
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Reacao quimica na qual a ureia é decomposta pela agédo da urease na presenca de agua, e como produto

h& liberacdo de amdnia e gas carbdnico. Muitos microrganismos utilizam essa reacéo para obtengéo de

nitrogénio para o metabolismo celular. Fonte: Elaboragéo prépria
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Em varios microrganismos, a urease tem como papel fisioldgico mais relevante
possibilitar a utilizacdo da ureia como fonte de nitrogénio, entretanto também foi
demonstrado em alguns modelos ter um importante papel indireto, ou seja, nao
correlacionado com a captacdo de nitrogénio, evidenciando ainda mais seu papel
importante como fator de viruléncia em alguns desses modelos. Entre essas, a atividade
toxica em insetos (STANISCUASKI; CARLINI, 2012) e protetora em algumas plantas
(CARLINI; GROSSI DE SA, 2002), e atividade de agregacdo plaquetaria em alguns
mamiferos (SCOPLE-GUERRA et al., 2017) demonstrando assim a diversidade de
papéis que esta enzima pode exercer na natureza (FOLLMER, 2007; CARLINI;
LIGABUE-BRAUN, 2016).

Em alguns microrganismos a urease desempenha um papel fundamental na
infecgdo por microrganismos, onde a partir da quebra da ureia, liberagdo de amoénia e
posterior aumento de pH, ha neutralizacdo parcial do microambiente, favorecendo a
sobrevivéncia, sucesso na replicacdo e sucesso também na infeccdo como no caso da
Helicobacter pylori no trato gastrointestinal (DUBREUIL et al. 2002), e do trato urinario,
no caso do Proteus mirabilis (Mobley et al. 1995) ambas bactérias patogénicas para o

homem.

Alguns fungos patogénicos apresentam importante atividade de urease, o0 que
caracteriza a enzima como fator de viruléncia no mecanismo de infeccdo destes. No
fungo dimorfico Coccidioides immitis, a urease atua na alcalinizacdo do meio celular,
favorecendo o dimorfismo e conversédo da fase saprébia para a fase parasitaria. Outro
fungo que possui atividade produtiva de urease como importante fator de viruléncia é
Cryptococcus neoformans, fendmeno comprovado através da inoculacdo de cepas
selvagens, urease positiva, e de cepas geneticamente modificadas, urease negativa, em
murinos, em que foi observado a sobrevivéncia dos fungos somente nos animais
inoculados com as cepas selvagens, além do registro de invasdo da barreira
hematoencefalica (OLSZEWSKI et al. 2004). Ja nas cepas geneticamente modificadas
além de néo ter sido observado morte dos murinos, ndo houve invasdo da barreira

hematoencefalica. Este trabalho nos serve como modelo da importancia da presenca da
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urease em uma micose grave como a criptococose, porém qual o mecanismo de acéo
gue levou com que os fungos modificados geneticamente fossem incapazes de invadir o

sistema nervoso central permanece desconhecido.

Através de testes in vitro da detec¢do de urease em meio de cultivo apropriado,
meio de Christensen (CHRISTENSEN, 1946; KANE; FISHER, 1971), em que ocorre a
mudanca de coloracao, conforme a amonia produzida pela reagédo de degradacdo da
ureia e liberagdo no meio, foi observado que cepas consideradas mais virulentas de S.
brasiliensis produzem mais urease do que as consideradas menos virulentas. A producéo
de urease também foi diferenciada entre as espécies, sendo a maior producdo desta
enzima por S. brasiliensis estar relacionada com a viruléncia das espécies causadoras
desta micose no Rio de Janeiro (ALMEIDA-PAES et al., 2015).

N&o foi possivel correlacionar nenhum fator de viruléncia, termotolerancia ou
antigenos de Sporothrix com as manifestacfes clinicas da esporotricose até o presente,
sugerindo que estas sejam fruto de uma combinacao de fatores envolvendo a viruléncia
do fungo e o status imunolégico do hospedeiro (ALMEIDA-PAES et al., 2015). Também
nao se tem conhecimento se cepas menos virulentas, que a principio ndo causariam

doenca em imunocompetentes, possam desencadear a micose em imunodeprimidos.

Apesar da constatacdo, em meio de cultivo que a enzima urease pode estar ligada
com o desenvolvimento de formas clinicas mais graves dessa doenca, o seu papel
bioquimico, fisioloégico e molecular permanece desconhecido e este é o primeiro passo

para elucidacéo da urease como fator de viruléncia em S. brasiliensis ou nao.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da gama de defesas imunologicas, fungos dimorficos sédo bem efetivos no
estabelecimento de infeccdo, delineando assim a necessidade de um entendimento

maior dos mecanismos da patogénese e dos seus fatores de viruléncia.

Em fungos, o gene ure, codificador da urease, foi primeiramente clonado em
Coccidioides immitis (YU et al., 1997), e sua expressao in vivo, sugere que esta enzima
participe no processo de esporulacao e patogénese deste fungo. Neste sistema, estudos
realizados demonstraram que a urease produzida dentro da célula infectada se revelou
como principal produtor de amonia intracelular, com liberagéao extracelular propiciando a
alcalinizacdo no meio extracelular, contribuindo assim para a morfogénese do fungo da
fase saprofitica para a fase parasitaria (MIRBOD-DONOVAN et al, 2005).

O papel da urease como fator de viruléncia foi demonstrado Cryptococcus
neoformans (COX et al., 2000), inclusive na invasdo e manutencdo do fungo no sistema
nervoso central (SNC) de murinos. Olszewsk e colaboradores em 2004 demonstraram
gue quatro semanas apos a inoculacao tanto de cepas produtoras como ndo produtoras
de urease em camundongos, 0s sintomas neurolégicos foram bem mais brandos em
cepas ndo produtoras quando comparados com murinos infectados com cepas
produtoras, em que foi verificado 75% de mortalidade juntamente com o aparecimento
de granulomas tanto nos pulmdes quanto no cérebro apenas em murinos infectados com
cepas capazes de produzir urease, demonstrando o importante papel desta enzima na
disseminacdo do fungo para o SNC. A urease, também parece atuar como importante
fator de viruléncia em outros fungos como Trichophyton rubrum (HIRUMA et al., 2013) e
Paracoccidioides brasiliensis (ROCHA et al, 2009), contudo nesses modelos foram feitas
apenas comparacoes de cepas que produzem muita ou pouca urease em meio de cultivo

e transcrito de RNA mensageiro (RNAm).

Embora se tenha demonstrado que espécies clinicas do género Sporothrix, em
sua maioria, produzem urease, até o presente, estudos moleculares, bioguimicos e a

caracterizacao da enzima ainda ndo haviam sido realizados, e consequentemente seu
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papel na arquitetura da infec¢@o e na resposta imunoldgica do hospedeiro permanecem
desconhecidos.

Aliada a esses importantes papé€is que a urease representa em VAarios
microrganismos, se flagra a necessidade de caracterizar o papel funcional desta enzima
em fungos do género Sporothrix, principalmente em S. brasiliensis, principal espécie
causadora da esporotricose aqui no Rio de Janeiro, ja que até entdo nao esta claro qual
a importancia da urease na infeccao por estes fungos, seja na aquisicdo da infeccao ou
em sua manutencdo, por exemplo. Sabe-se que algumas cepas consideradas mais
virulentas secretam mais urease em meio de cultivo, entretanto sua caracterizacao
bioguimica e se este quadro se repete a nivel molecular de expressao génica permanece

desconhecido.

Além dos fungos esta proteina também é um importante fator de viruléncia para
varios outros tipos de microrganismos, como por exemplo, as bactérias Helicobacter
pylori e Proteus mirabillis (DUBREUIL et al.,, 2002), sendo assim para um melhor
entendimento de como se da a participacao desta importante proteina em uma infeccao
que cresce em numero de casos, tanto em gatos quanto em seres humanos, se faz
necessario, a sua identificacdo, caracterizagdo bem como seu possivel papel na
viruléncia do fungo. Apds essa caracterizagdo esta enzima pode, no futuro ser estudada
de modo que se torne alvo terapéutico e/ou alvo de diagndéstico mais rapido e eficiente

dessa micose.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais:

Caracterizar a enzima urease (URE) a nivel molecular e avaliar o papel funcional

da urease de Sporothrix brasiliensis.

3.2 Objetivos especificos:

1. Avaliar a expressdo a urease na composicao fenotipica de isolados de Sporothrix

brasiliensis;

2. Avaliar o crescimento de cepas de Sporothrix brasiliensis considerados urease positiva

e urease negativa em diferentes condi¢des de cultivo.

3. Caracterizar o nivel de expressdo do gene codificador da urease de Sporothrix

brasiliensis considerados urease positiva e urease negativa em diferentes condigdes;

4. Comparar a producdo de urease em cepas de Sporothrix brasiliensis considerados

produtora e nao produtora de urease;

5. Comparar as sequencias de aminoacidos de urease de fungos patogénicos ou néao e

da urease de Canavalia ensiformis
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4 METODOLOGIA

4.1 Cepas estudadas

Para os testes, nesse trabalho, foram selecionadas por conveniéncia, uma cepa
urease positiva (IPEC-34910) e outra urease negativa (IPEC-45308) de S. brasiliensis,
(OLIVEIRA, 2016), previamente isoladas de pacientes humanos e armazenadas na
Colecao do Setor de Diagnostico Micoldgico do Laboratorio de Micologia. Inicialmente, a
identidade em nivel de espécie de cada uma das cepas foi confirmada por métodos
fenotipicos e sequenciamento parcial do gene codificador de calmodulina (OLIVEIRA et
al., 2011).

4.2 Detecgéo de urease em meio de Christensen

As duas amostras selecionadas para o estudo foram submetidas a esta analise
fenotipica para confirmacdo ou ndo da producéo de urease. Para tal, as amostras foram
semeadas em caldo ureia de Chistensen (CHRISTENSEN, 1946; KANE; FISHER, 1971),
apos 7 dias de crescimento em meio BHI a 37°C sob agitacdo de 150 RPM.

Este meio contém o reagente fenol vermelho que funciona como indicador de pH.
Na presenca da urease, a ureia presente no meio de Christensen é metabolizada,

liberando aménia e aumentando o pH, mudando a coloracdo avermelhada para roxa.

As células leveduriformes foram suspensas em equivaléncia a escala 2.0 de
McFarland, o equivalente a aproximadamente 10° células de levedura. Isolados de
Candida albicans ATCC 18804 e C. neoformans ATCC 32045 foram utilizados como
controles negativo e positivo respectivamente. Ao final de 7 dias de crescimento as cepas

em estudo foram comparadas com as cepas controles.
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4.3. Avaliacao de crescimento das cepas de S. brasiliensis em diferentes

condi¢des de cultivo

A cepa produtora (IPEC-34910) e ndo produtora (IPEC-45308) de urease foram
semeadas em meio condicionado quanto a fonte de nitrogénio suplementada. Para este
teste utilizamos o meio Yeast Carbon Base (Base de carbono para leveduras — YCB) que
€ um meio de cultivo que possui as fontes de carbono necessarias as leveduras, porém
vem sem nenhuma fonte de nitrogénio sendo esta adicionada posteriormente. Com isso,
montamos trés meios condicionados quanto a fonte de nitrogénio: (i) Controle Positivo
(YCBCP) — YCB adicionado de 2% de Sulfato de Amonia; (ii) Controle Negativo (YCBCN)
— YCB sem adicao de fonte nitrogénio; (iii) Teste (YCBT) — YCB adicionado de 2% de

ureia.

Para realizacdo do ensaio, as cepas foram previamente cultivadas no meio BHI
por 7 dias, entdo repicadas em escala 2.0 Mc Farland, para trés frascos distintos,
contendo YCBCP em um, YCBCN em outro e por fim YCBT. Como as células vieram de
BHI, um meio de cultivo rico em nutrientes, e para tentarmos alcancar o esgotamento das
fontes end6genas de nitrogénio desses fungos, um novo repique (100uL) do crescimento
inicial nos meios YCB foi realizado apés outros 7 dias para 3 novos frascos dos mesmos
meios e o crescimento flngico, em cada condicdo, foi detectado por densidade Otica
(D.O) em filtro 590nM, onde 200uL foram coletados em triplicata nos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5,

6 e 7 do crescimento.

4.4. Curva de crescimento de S. brasiliensis na presenc¢a do inibidor da urease

Para verificar se a cepa IPEC-34910 de S. brasiliensis depende do nitrogénio
disponibilizado pela quebra da ureia através da urease para crescer em meio seletivo
guanto a fonte de nitrogénio, essa cepa foi submetida a YCBT (2% de ureia) como unica
fonte de nitrogénio e frente as seguintes concentracdes de tioureia, conhecido inibidor da

urease: 0,33uM, 0,165uM e 0,0825uM, bem como YCBT sem a tioureia. Para observar
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se a tioureia nessas concentracfes estava sendo téxica para as células de levedura,
também cultivamos as células de levedura em YCBCP com 2% de sulfato de amdnio
como Unica fonte de nitrogénio e seguindo as mesmas concentracdes de tioureia descrita
anteriormente. Todas as oito condicdes (trés concentracdes diferentes de tioureia em
cada YCB e mais controle negativo, sem tioureia, em cada um dos YCB) foram cultivadas
sob agitacéo de 150 RPM, a 37°C por 7 dias. Todos os dias foram retirados 200uL das
culturas, transferidos para uma placa de 96 pocos, em duplicata e as DOs foram obtidas

em espectrofotdbmetro em filtro com um comprimento de onda de 590nM.

4.5 Isolamento e caracterizagdo da urease

4.5.1. Obtencao de extratos proteicos

As proteinas totais de Sporothrix brasiliensis das cepas IPEC-34910 e IPEC-45308
foram extraidas apds ajustar a concentracdo celular para escala 2.0 Mc Farland e
mantidas por 7 dias de crescimento a 37°C sob 150 RPM em caldo ureia de Christensen.
Apés lavar as células trés vezes em tampdao salina fosfato (PBS), as células foram
centrifugadas (4°C — 4.600 G — 6 minutos), e posteriormente solubilizadas em tampé&o de
extracdo (10mM Tris-HCI, pH 7.5) e submetidas a lise mecanica com beads de zirconia
de 0,5 mm de didmetro em trés ciclos de 15 segundos em agitacdo maxima em Bead
bater (Biospec, Bartlesville, OK, EUA) em intervalos de um minuto no gelo.

4.5.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio

O perfil qualitativo das proteinas totais dos fungos foi resolvido por eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE - sodium dodecyl
sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis). Os ensaios de SDS-PAGE (10%T, 4.0%C),

em condi¢des desnaturantes e redutoras, foram conduzidos seguindo os procedimentos
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descritos por (LAEMMLI, 1970). As preparacdes de proteinas (10 ug) foram previamente
tratadas com tampéao da amostra (80 mM Tris HCI, pH 6,8; 2 % SDS (p/v); 12 % glicerol
(v/v); 5 % B-mercaptoetanol (v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (p/v) e fervidas por 3

minutos. Posteriormente, a eletroforese foi conduzida a 150 volts por uma hora e meia.

Apbs a eletroforese, as proteinas foram coradas pelo método de impregnacao pela
prata (GONCALVES et al., 1990) segundo protocolo do kit comercial Silver Stain Plus Kit
(BioRad, Hercules, CA, EUA). Proteinas como massa molecular conhecidas foram
usadas como padrdes para analises comparativas das migracoes eletroforéticas: SDS-7
(albumina bovina 66kDa, albumina de ovo 45kDa, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase,
musculo de coelho 36kDa, anidrase carbbnica bovina 29kDa, tripsinogénio 24kDa,
inibidor de tripsina 20kDa e a lactalbumina 14kDa) e SDS-6H (Miosina 205kDa, B
galactosidase 116kDa, fosforilase b 97,4 kDa, albumina bovina 66kDa, albumina de ovo
45 kDa e anidrase carbbnica 29 kDa). Ambos as preparacdes de proteinas padrdes foram
obtidas da Sigma-Aldrich Corporation (San Luis, Ml, EUA).

4.5.3 Analise por ensaio imunoenzimatico (Western blot)

As proteinas previamente resolvidas em SDS-PAGE foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (2,0 uM) segundo os procedimentos previamente descritos
(TOWBIN et al.,, 1979). Nestes experimentos, a eletrotransferéncia das proteinas foi
realizada utilizando-se um sistema semi-seco de transferéncia Trans-blot (Bio-Rad, CA,
USA) por 50 minutos a 15V, 25°C. Apos a confirmacédo da transferéncia das proteinas
com solucdo de PonceauS (0,1% de PonceauS e 0,1% (v/v) de acido acético), as
membranas foram lavadas com agua corrente e incubadas (20°C, 16 horas) em solucéo
de PBS acrescido de 0,5 % de Tween 20 (PBST) e 5 % (p/v) Skim Milk (Difco, Franklin
Lakes, NJ, EUA). Em seguida, as membranas foram incubadas (25°C, 12 h) com
anticorpo policlonal especifico para urease de Canavalia ensiformis (feijao)
(ThermoScientific, MA, USA) nas dilui¢ées de 1:500 (0,02 mg/mL); 1:1.000 (0,01 mg/mL)
e 1:2.000 (0,005 mg/mL) em PBST (PBS mais 0,1% de tween) para padronizacao da
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reacao no extrato total bruto. Posteriormente, as membranas foram lavadas com PBST
(3 vezes, 10 minutos cada vez) e o complexo imune formado foi revelado por reagdo com

o reagente Diaminobenzidina (DAB).

4.5.4 Analise por ressonéancia plasmdnica de superficie

Os ensaios de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR - surface plasmon
resonance) foram realizados para quantificar a urease produzida por duas cepas de
Sporothrix brasiliensis em sua forma de levedura. As analises foram realizadas utilizando
um chip COOH1, o qual foi funcionalizado com anticorpo policlonal IgG anti-urease
(Thermoscientific, MA, EUA). A funcionalizag&o do chip do sensor foi realizada em trés
etapas sequenciais no tampao de corrida PBS (pH 7,4), e todas as etapas a seguir foram
executadas em uma taxa de fluxo continua: (1) injecéo de 250 uL de EDC / NHS (0,4 M
EDC e 0,1 NHS M) a 50 yL / min; (2) inje¢ao de 150 uL de IgG de coelho (6 pg) a 10 uL/
min (3) injecdo de 100 uL de etanolamina-HCI 1 M, pH 8,5 a 25 yL/min. Posteriormente,
uma curva de calibracao plotando varias concentracdes (41,0 uM a 169,1 pM) da urease
comercial de Canavalia ensiformis (ThermoScientific, MA, EUA) foi construida. Em
seguida, concentracdes de proteinas do extrato bruto (0,3 ng/uL, 0,25 ng/uL e 0,20 ng/ulL)
de ambas as cepas foram submetidas a interacdo com o anticorpo IgG anti-urease,
previamente imobilizado no chip. Todas as analises foram avaliadas a um fluxo de 10
ML/min. Os ensaios de interagao foram conduzidos na presenca de PBS, pH 7,4 (volume
total de 100 mL). ApGs cada ciclo de interagdo, o chip foi regenerado por um novo ciclo

com tampao de glicina 0,2 M, pH 3,0 (volume total de 200 uL com fluxo de 50 uL / min).

Os ensaios foram conduzidos no biossensor éptico SensiQ® Pioneer (FORTEBIO
Company, Fremont, CA, EUA) e documentadas em um sensorgrama. A taxa inicial de
interacéo foi determinada a partir da unidade de ressonancia (RU) para a formacao do
complexo. Os diagramas sensoriais de associacdo e dissociacado para a formacéao do
complexo foram obtidos ap6s analise utilizando o software SPd assay Qdat (FORTEBIO
Company, Fremont, CA, EUA).
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455 Andlise de dados do SPR

Apoés a obtencdo da média = desvio padrdo, estes dados foram apresentados
como dados quantitativos. A confiabilidade dos dados de SPR foi confirmada por
regressao linear usando diferentes concentragcOes de urease e anticorpo anti-urease
comerciais para definir o coeficiente de determinacéo (R2). Os valores utilizados para
calcular a deteccdo de proteinas no chip funcionalizado anti-urease foram obtidos pela
variacdo da RU poés-injecdo e pela RU da fase de dissociacdo (RUd). A curva de
calibracdo foi determinada pela razdo da concentracdo de urease de Canavalia

ensiformis (abcissa) e RUd (ordenada) resultante da interacdo antigeno/anticorpo.

4.6 Avaliacdo da expressédo do gene da UREASE

4.6.1 Extracao e quantificacdo de RNA

A extragéo e purificagdo de RNA de Sporothrix brasiliensis IPEC-34910 e IPEC-
45308 foram realizadas utilizando o método do TRIzol (Invitrogen), que consiste em uma
solucdo monofésica de fenol e guanidina isotiocianato que deriva da melhoria do método
descrito por Chomczynski & Sacchi (1987) de extracdo do RNA em Uunico passo. O
TRIZOL mantém a integridade do RNA. As células foram submetidas a lise mecéanica de

sua parede celular com a ajuda de beads de zirconia (0,5 mm).

ApGs o rompimento da parede celular, submetemos os componentes intracelulares
a separacéo de fases em que foi adicionado, para cada 1mL de TRIzol que foi recuperado
do passo anterior, 0,2mL de cloroféormio (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) seguido de
centrifugacdo (12000 x g, 4°C, 15 minutos). Na separacdo de fases, a solucédo é
separada em fase organica e aquosa, permanecendo o RNA exclusivamente na fase
aguosa. Apos a transferéncia da fase aquosa, o RNA foi precipitado adicionando 200 pL
de isopropanol (Merck, Darmstadt, Alemanha) e o material foi centrifugado (12000 x g,
4°C, 15 minutos). O RNA obtido foi lavado por centrifugacao (12000 x g, 4°C, 15 minutos)
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com etanol 75 % por trés vezes para retirada de possiveis matérias organicas e
agregados celulares ainda contidos na solucdo. Apés a ultima lavagem o excesso de
etanol foi retirado e o tubo foi deixado em repouso com a tampa aberta para secar o que
sobrou de etanol e entdo 30 uL de agua ultrapura foi adicionada e o0 RNA hidratado. A
concentracdo de RNA extraido foi quantificada por espectrofotometria no aparelho de
guantificacdo Nano vue (GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA). A fim de degradar as
possiveis fitas de DNA gendmico que poderiam contaminar a amostra de RNA total
extraido, apos as extracoes, foi utilizado o kit de degradacéo de DNA gendémico chamado
DNAse | amplification grade (ThermoFisher, Califérnia, EUA). Com o intuito de inibir a
acdo de RNAse (enzima que degrada RNA, que poderia estar na amostra de RNA
extraido, também apds a extracdo) em todas as amostras, foi utilizado o inibidor de
RNAse Ribonuclease H (Sigma Aldrich San Luis, MI, EUA). Ambos kits foram utilizados
segundo as recomendac0des dos fabricantes. Todo esse processo foi realizado dentro da
cabine de fluxo laminar e apds todos esses processos, uma parte do RNA foi separada
para sintese de cDNA (protocolo descrito abaixo) e a outra parte dos RNAs foi estocada

em freezer -80°C.

4.6.2 Sintese de cDNA

Cerca de 2 ug de RNA total foram submetidos a uma reacdo em cadeia da
polimerase com transcriptase reversa (RT-PCR) para se obter DNA complementar
(cDNA) utilizando o kit comercial High Capacity RNA-to-cDNA (Life Technology). Este kit
utiliza o método de hexdmetros randémicos para a transcricdo reversa da amostra de
RNA total. Vale destacar que a extracao de RNA e a sintese de cDNA foram programadas
para acontecer sempre no mesmo dia, para evitar degradagao de RNA no processo de
congelamento e descongelamento. Apés a sintese, o cDNA foi guardado em freezer -
20°C.
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4.6.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

Neste trabalho foi padronizada uma reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (QPCR - quantitative real time Polymerase chain reaction) para detecgéo
e quantificacdo de transcritos de RNA mensageiro para urease. Nesta etapa de
padronizacao, foi utilizada a cepa de S. brasiliensis IPEC-34910, produtora de urease. As
células fungicas foram cultivadas em meio Yeast Carbon Base (YCB), sendo que a
concepcao foi, além de estabelecer ambientes controlados em relacdo a fonte de
nitrogénio para as células fungicas, tentar esgotar a urease produzida pelas células de
S. brasiliensis, ja que antes de serem cultivadas nesse meio, as células foram guardadas
e recuperadas em BHI liquido por 6 dias. Para ilustrar, foi criado o seguinte fluxograma

de crescimento celular (Figura 4).

Para avaliar a expressao do gene da urease foi desenvolvido neste trabalho uma
gPCR e para tanto a reacdo foi padronizada com testes dos genes de reférencia
previamente desenvolvidos por Trujillo-Esquivel e colaboradores (2017), bem como a
eficiencia de amplificacdo de cada gene de referéncia e do nosso gene de estudo, em
que o par de iniciador foi desenhado neste trabalho (Oliveira, 2016) (Tabela 1). Foram
testadas também as curvas de melting dos genes para detectar se haveria amplificacéo

inespecifica.

Inicialmente foram testadas as concentracfes de iniciadores a 5 uM, 10 uM e 20
UM com todos os genes de referéncia e com o da urease para observar possiveis
variacdes entre os tempos designados para o estudo. Apés esses testes iniciais, reacdes
realizadas com o cDNA de tempo zero nas concentracdes de 200 ng/uL, 100 ng/uL, 50
ng/uL, 25 ng/uL, 12,25 ng/uL, 6,25 ng/uL e 3,125 ng/uL para estabelecer a eficiéncia de
amplificac@o destes iniciadores, levando em conta que 100% de eficiéncia significa que
a cada ciclo a quantidade de copias de cDNA é dobrada, ou seja a amplificacdo €&

exponencial.

Por fim, as reacdes de gPCRs foram realizadas com kit Type-it HRM PCR (Qiagen,
Hilden, Germany), que usa o intercalante de DNA/cDNA Evagreen dye.
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Todas as reacdes de qPCR foram feitas com o protocolo padréo de dois passos,
sugerido pelo Type-it HRM PCR (Qiagen, Hilden, Germany) no termociclador Rotorgene
(Qiagen, Hilden, Germany) como a seguir: (i) Etapa 1: 95°C - 20 segundos; (ii) Etapa 2:
95°C - 1 segundo; (iii) Etapa 3: 60°C - 20 segundos

As etapas 2 e 3 foram repetidas 40 vezes. Ao final da reagéo, a curva melting foi
realizada em que a temperatura da amostra crescia de grau em grau de 60°C a 95 °C,
para deteccdo de alguma amplificacéo inespecifica. ApOs esses testes iniciais foi feita
uma reacdo completa, ainda com ambas as cepas do estudo (IPEC-34910 e IPEC-
45308), desta vez com todos pontos de coleta de amostras pré-estabelecidos, sendo
eles: 0, 3,6 e 12 horas de cultivo no YCB com ureia, conforme descrito na Figura 4, tanto
com o iniciador que amplifica o cDNA para urease quanto com o que amplifica para gene

de referéncia escolhido.
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Figura 4: Fluxograma demonstrativo de como foi proposto o crescimento fangico

o X * 6 dias de crescimento — 37°C/150 RPM 1
s e 6 dias de crescimento —37°C/150 RPM 1
vcs Yirag e 1 dia de crescimento —37°C/150 RPM - 0 hora 1

e Coleta de células em 3 horas, 6 horas e 12 horas de )
ol crescimento )

Crescimento fungico usado com o objetivo de tentar esgotar a producao de ureia da cepa IPEC-34910, produtora
de urease e da cepa IPEC-45308, ndo produtora de urease, ambas de Sporothrix brasiliensis. Fonte: Elaboragéo

prépria



Tabela 1: Tabela do conjunto dos iniciadores usados na reacédo qPCR.

o1

Alvo (Numero de Acesso)

Sequéncias dos iniciadores

Funcao bioldgica de cada

iniciador

Tamanho do

Amplicon (pb)

Urease (ERS95967.1%)

L6 (XP_016584434**)

GAPDH (XP_016586602**)

EF1A (XM_016731693**)

L34 (XM_016732368.1**)

5- CAACGACAGCGATCCCAAG -3
5- ACGGTGAGACAGGCGTCAAT -3’
5- ATTGCGACATCAGAGAAGG -3
5- TCGACCTTCTTGATGTTGG-3’

5- ATCAAGGCCGCTATTAAGG-3
5- CTATCGACCTTGGCTACG-3

5-AAGACTCACATCAACGTCG-3
5’-CTTCCACAGAGCAATATCG’-3’

5-CCTGGTATCCCCGCACTG-3
5'- CGCATCTTGAGCCACCGTA-3

Degradacao da ureia

RNA estrutural de ribossomo

Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase participa da

gliconeogénese

Fator de elongacéo de tamanho

celular

RNA estrutural de Ribossomo

114

224

236

226

91

*Gene de teste no estudo. ** Genes de referéncia eleitos para o estudo; pb = pares de base Fonte: Elaboracao propria
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4.7 Estudos in silico da enzima urease de Sporothrix brasiliensis

4.7.1 Busca das sequéncias de aminoacidos das ureases

Inicialmente, foi realizada uma busca no servidor do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), em que foram recuperadas sequéncias de aminoacido
das ureases de fungos nao patogénicos aos humanos, das espécies Neurospora crassa
(KHE85978.1), Grosmannia clavigera (EFW98524.1), Agaricus bisporus (CAG34286.1),
Ophiostoma piceae (EPE08642.1) e Sporothrix insectorum (OAA62669.1), além de
sequéncias de urease de fungos patogénicos para os seres humanos, das espécies
Histoplasma capsulatum (EDNO07066.1), Blastomyces dermatitidis (EGE79166.2),
Paracoccidiodes brasiliensis (ACN56572.1), Paracoccidiodes lutzii (XP_015700973.1)
Coccidioides immitis (KMU85567.1), Trichophyton rubrum (EGD89553.2), Microsporum
canis (EEQ29612.1), Aspergillus fumigatus (CAE17672.1), Aspergillus nidulans
(CBF89498.1) Fonsecaea  pedrosoi (KIW75013.1), Sporothrix  schenckii
(XP_016584457.1), Sporothrix brasiliensis (KIH89566.1) Cryptococcus neoformans
(XP_572365.1), Cryptococcus gattii (KJE01260.1), Cutaneotrichosporon oleaginosum
(KLT45987.1) e Trichosporon asahii (EKD04296.1). A sequéncia de aminoacido da
urease da planta C. ensiformis (feijdo) (AAA83831.1) foi usada como grupo externo na
comparacao dessas sequéncias e por ser uma das ureases mais bem estudadas pela

comunidade cientifica.

4.7.2 Andlise de estruturas primarias e secundarias das ureases

A estrutura primaria da urease de S. brasiliensis e outros fungos patogénicos e
nao patogénicos, bem como a urease de C. ensiformis depositados no banco de

proteinas do NCBI, conforme citados na sesséo anterior, foram submetidos a servidores
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disponiveis na Internet. A estrutura primaria da proteina foi analisada usando o
ProtParam server (https://web.expasy.org/protparam/), em que foram coletados os
seguintes dados: tamanho da sequéncia (nUmero de aminoacidos), peso molecular
(KDa), indice de hidrofobicidade (Gravy), ponto isoelétrico (PI) e previsdo da estrutura
secundéria (alfa-hélices, folhas beta, coil e por¢cbes estendidas).

4.7.3 Alinhamento de sequéncia linear da ureases

As sequéncias lineares recuperadas do servidor NCBI foram submetidas ao
software MEGA6 e, em seguida, uma &rvore pelo método de Neighbor-Joining foi
projetada usando a matriz de identidade e o servidor Multiple Sequence Alignment
(Muscle). A historia evolutiva foi inferida pelo método UPGMA. A arvore ideal com a soma
do comprimento do ramo = 3.06233746 é mostrada. A arvore € desenhada em escala,
com comprimentos de ramos (préximos aos ramos) nas mesmas unidades que as das
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas
foram calculadas usando o método de correcdo de Poisson e estdo nas unidades do
namero de substituicbes de aminoacidos por local. A variacdo da taxa entre sites foi
modelada com uma distribuicdo gama (parametro de forma = 1). A anélise envolveu 22
sequéncias de aminoéacidos. Todas as posi¢cdes que contém lacunas foram eliminadas.
Havia um total de 715 posi¢Bes no conjunto de dados final. Andlises evolutivas foram
realizadas no programa MEGA6 (TAMURA et al., 2013).

4.7.4 Analise in silico da localizacdo subcelular da urease de S. brasiliensis

A localizacéo subcelular das proteinas foi avaliada usando a ferramenta DeepLoc-
1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeeplLoc/), um preditor de localizacdo subcelular de
proteina eucaridtica com base em um calculo hierarquico em arvore usado para prever a

localizacéo de ambas as proteinas nos compartimentos celulares (Almargo et al., 2017).
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Como controle da ferramenta DeeplLoc-1.0, foram escolhidas algumas proteinas
conhecidas de Sporothrix, como calmodulina (nimero de acesso: AOAOC215Y7) e
catalase (niumero de acesso: AOAOC2EZJ2) como proteinas citoplasmaticas; e glucanase
(nimero de acesso: AOAOC2IBE4) e ubiquitina-proteina a ligase (nUmero de acesso:
F2XFB3_9PE2Il) como proteinas de membrana e da urease de C. ensiformis (nUmero de
acesso: AAA83831.1).



55

5 RESULTADOS

5.1. Detecc¢ao de urease em meio de Christensen

Na primeira etapa deste trabalho foi observado o crescimento das cepas produtora
(IPEC-34910) e nao produtora (IPEC-45308) e a expressao fenotipica da urease avaliada
pelo consumo da ureia pela urease onde ocorre liberagdo de amdnia no meio de cultivo
e consequente mudanca de pH ap6s 7 dias de crescimento. Verificou-se que o meio de
cultivo com a cepa IPEC-34910 tornou-se roxo apos liberacdo de amodnia devido a
hidrolise da ureia (Figura 5A), enquanto a cepa IPEC-45308 nao foi capaz de hidrolisar a
ureia, portanto entende-se que ndo houve liberagcdo da amobnia e o meio de cultivo
manteve-se basicamente com a mesma coloracao inicial (Figura 5B). O frasco com a
cepa de C. neoformans ATCC 32045 tornou-se roxo (Figura 5C) e o frasco com C.
albicans ATCC 18804 manteve-se fundamentalmente da mesma coloragdo (Figura 5D).

Na Figura 5E foi demonstrado o meio sem inoculagéao de fungo.
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Figura 5: Representagéo das cepas de C. albicans e C. neoformans (controles) e de S. brasiliensis em

meio de cultura liquido de Christensen para avaliar producéo de urease.

(A) Controle negativo de Candida albicans ATCC 18804, (B) Controle positivo de Cryptococcus neoformans
ATCC 32045 Cepa urease negativa IPEC-45308, (C) Cepa IPEC-45308; (D) Cepa IPEC-34910. Fonte:

Elaboracéo prépria.
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5.2 Avaliagcéo do crescimento das cepas de Sporothrix brasiliensis em diferentes

condicdes de cultivo.

Foi avaliado também o crescimento do fungo em meio condicionado quanto a fonte
de nitrogénio. Ambas as cepas, foram capazes de crescer ap0s os 14 dias em meio de
cultivo YCB com sulfato de amonia como fonte nitrogénio (YCBCP - controle positivo),
mas nao foram capazes de crescer sem fonte alguma de nitrogénio (YCBCN). A cepa
gue produz urease em caldo ureia de Christensen, IPEC-34910, foi capaz de crescer
apos os ultimos 7 dias em YCBT tendo apenas ureia como fonte de nitrogénio, e a cepa
nao produtora de urease em caldo ureia de Christensen, IPEC-45308, nao foi capaz de
crescer em meio YCBT tendo ureia como Unica fonte de nitrogénio, como demonstra a

Figura 6.
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Figura 6: Curvas de crescimento das cepas Sporothrix brasiliensis IPEC-34910 (A) e IPEC-45308 (B) em diferentes meios de cultivo.
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Os fungos foram submetidos a diferentes condi¢cdes de crescimento em meio YCB suplementado com 2% de sulfato de amoénia (m), 2 % de ureia
(#) e sem fonte de nitrogénio (A). O crescimento dos fungos foi acompanhado durante 14 dias consecutivos, sendo o teste coletado nos ultimos
sete por medidas de densidade ética a 590nm. Em A as curvas de crescimento da cepa IPEC-34910 e em B as curvas de crescimento da cepa

IPEC-45308. Os resultados séo expressos em média e desvio padrao de trés analises independentes. Fonte: Elaboracao prépria.
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5.3.Curva de crescimento de S. brasiliensis IPEC-34910 na presenga do inibidor da

urease

A cepa IPEC-34910 demonstrou-se capaz de crescer em meio YCB tendo sulfato
de amdnio como Unica fonte de nitrogénio e ureia como Unica fonte de nitrogénio apos
sete dias, como demonstrado na Figura 7A. Por outro lado, também em YCB com a ureia
como Unica fonte de nitrogénio e mais a adi¢do do inibidor de urease tioureia no meio de
cultivo, houve inibicdo do crescimento que teve o comportamento dose-dependente

demonstrado também na Figura 7B.



60

Figura 7: Curvas de crescimento da cepa de Sporothrix brasiliensis IPEC-34910
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Em A o meio de cultivo YCB foi suplementado com 2% de Sulfato de aménia e com diferentes concentra¢6es de tioureia. Em B o meio de cultivo

YCB foi suplementado com 2% de ureia e com diferentes concentracdes de tioureia. O crescimento dos fungos foi acompanhado durante 14 dias

consecutivos, sendo o teste coletado nos ultimos sete por medidas de densidade ética a 590nm. Os resultados sdo expressos em média e desvio

padrdo de trés andlises independentes. Fonte: Elaboracéo prépria
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5.4.Anélise bioquimica e estrutural da urease de Sporothrix brasiliensis

O western blot apresentou reatividade frente o extrato proteico de S. brasiliensis
IPEC-34910, a considerada produtora de urease, uma vez que anticorpo policlonal anti-
urease de C. ensiformes (feijdo) (ThermoFisher, Califérnia, EUA) reconheceu uma
proteina com massa molecular de 90kDa. Nenhuma proteina foi reativa frente ao
anticorpo policlonal quando extrato proteico de S. brasiliensis IPEC-45308 foi testado

(Figura 8). Foi utilizado como controle positivo urease purificada de C. ensiformes (feijao).
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Figura 8: Western blot do extrato total das cepas do estudo e da urease comercial e purificada de C.
ensiformis.
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Extrato proteico de S. brasiliensis cepa IPEC-34910 (A), western blot de S. brasiliensis IPEC-34910 com
anticorpo policlonal especifico para urease de C. ensiformis (B), extrato proteico de S. brasiliensis cepa
IPEC-45308 (C), western blot de S. brasiliensis IPEC-45308 com anticorpo policlonal especifico para
urease de C. ensiformis (D), urease purificada de Canavalia ensiformes (E), western blot de C. ensiformis

(F). Em A, C e E as amostras foram analisados por SDS-PAGE 10%, seguido por colora¢do da prata.
Fonte: Elaboragao propria
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5.5. Andlise por ressonancia plasménica de superficie

A proteina urease das cepas de S. brasiliensis IPEC-34910 e IPEC-45308,
conforme descrito nas sessdes anteriores, demonstrou, pelo ensaio de western blot,
reatividade apenas na cepa IPEC-34910, positiva para urease em meio de cultivo de
Christensen. Contudo, os dados de SPR mostraram a presenca de urease no extrato
bruto de ambas as cepas de S. brasiliensis utilizadas no trabalho (Figura 9 e Tabela 2).
Os gréficos do sensorgrama de ligagdo, apos a injecdo de proteinas em um chip de
superficie sensibilizado com anticorpo policlonal anti-urease de feijdo (Canavalia
ensiformis), indicaram valores de unidades de ressonancia (RU) de 6 - 0,3 ng/uL de
proteina. A reatividade cruzada de anticorpos foi detectada em ambos os extratos de
proteina S. brasiliensis em todas as concentracdes analisadas (Figura 9 e Tabela 2). Os
dados de SPR indicaram valores mais altos de RU relacionados as preparacfes de
proteinas da cepa IPEC-34910 em comparacdo com a cepa IPEC-45308. Embora os
valores de RU ndo indiguem uma maneira dose-resposta do reconhecimento de
antigeno-anticorpo, foi possivel detectar uma diferenca significativa (p<0,001) indicando
um nivel mais alto de detecc¢éo de urease na cepa IPEC-34910, forte produtora de urease
pelos meios de cultivo convencionais. Foram realizados ensaios de controle para avaliar
a especificidade da ligagdo nos ensaios de SPR. A reatividade do controle positivo
(urease de feijao) foi confirmada usando anticorpo IgG especifico imobilizado na

superficie do chip, mostrando sinais de uma ligacdo dose-dependente.
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Figura 9: Analise dos homologos da urease de Sporothrix brasiliensis por ressonancia plasménica de

superficie.
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Os chips do sensor foram cobertos com anticorpo anti-urease de Canavalia ensiformis (feijao) e dois
extratos brutos da forma de levedura, um positivo para a urease (Sporothrix brasiliensis IPEC-34910) e um
negativo para a urease (Sporothrix brasiliensis IPEC-45308) foram passados sobre a superficie do chip. As
proteinas foram testadas em trés concentragdes [0,03 pg / pL (—), 0,025 pg/pL (----), 0,02 pg/pL (— -) 1,
mostrando uma diminui¢do significativa nas taxas de ligacdo de anticorpos - (*), p <0,001. Os dados séo
apresentados como unidades de ressonéancia arbitraria (RU) e séo representativos de dois experimentos
independentes. Os valores de RU de dissociacéo séo representativos da resposta média entre 2500 e 3000

segundos (A) em todos os ensaios. Fonte: Elaboracéo prépria
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Tabela 2: Andlise quantitativa da deteccao de urease de Sporothrix brasiliensis por reatividade cruzada

com anticorpo policlonal anti-urease. Fonte: Elaboracéo propria

Concentragéo Proteina
aRU

(Mg/uL) (ng/mm?2)
0.30 18.7+0.7 0.02+0.0002
S. brasiliensis IPEC-45308 025 20.20.2 0.02£0.0002
0.20 33.7+1.4 0.03+00.003
0.30 106.6x2.2 0.106+0.010
S. brasiliensis IPEC-34910 0.25 61.4+£0.25 0.061+0.006

0.20 88.3+1.60 0.088+0.009
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5.6. Caracterizacdo da expressao génica da urease de Sporothrix brasiliensis
(IPEC-34910 e IPEC-45308)

A partir do fluxograma descrito na Figura 4, esperamos que a quantidade de
nitrogénio enddgeno, proveniente do meio de cultivo rico em nutrientes no fungo cesse,
ja que sua unica fonte de nitrogénio durante 13 dias seguidos era somente sulfato de
amaonio.

Todos o0s genes apresentaram alguma variagcdo nos ciclo de amplificacdo nos
pontos coletados para o estudo (L6 e L34) ou apresentaram dimeros na curva de melting
sugerindo que houve amplificacéo inespecifica (GAPDH) com excessao do iniciador que
amplifica para o gene de referéncia EF1A (Elongation Factor 1A). Com isso EF1A foi
escolhido para o restante do estudo, por ndo apresentar dimeros de amplificacdo na
curva de melting, sugerindo que ndo ha amplificacdo inespecifica, e apresentou pouca
variacéo no ciclo de amplificagcdo em cada ponto do estudo.

Foi avaliado entéo a eficiéncia da reacdo, que como dito estabelece se os produtos
estdo sendo amplificados de forma exponencial, isto €, a cada ciclo dobram em
guantidade. Com as diluicdes de cDNA estabelecidas, foi observado que a eficiéncia da
reacdo para urease é de 108% e de EF1A é de 115%.

Visto isso, foi realizada a qPCR com as cepas IPEC-34910 e IPEC-45308, e o
resultado foi obtido apds o célculo do 2*-AACt, em que se calcula a expressao génica do
gene de interesse em funcéo do gene constitutivo escolhido. Ambas cepas demonstraram
expressao de transcrito para urease, porém a cepa gue no meio de cultivo de Christensen
se apresenta como forte produtora (IPEC-34910) teve a expresséo génica duas vezes
maior gue a cepa considerada negativa no meio de cultivo de Christensen (IPEC-45308)

em cada tempo de estudo (Figura 10).
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Figura 10: Reac¢cbes PCR quantitativa em tempo real com as cepas do estudo.

0Oh 3h 6h 12h
m|PEC-34910 m|PEC-45308

Calculos de 2"-AACt demonstrando a quantificacdo de transcrito de urease nas cepas IPEC-34910,
considerada produtora de urease e na cepa IPEC-45308, considerada ndo-produtora de urease. Fonte:

Elaboracgéo propria
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5.7 Aspectos estruturais e funcionais da enzima urease de Sporothrix brasiliensis

O presente estudo utilizou uma abordagem in silico para caracterizar ainda mais a
urease de S. brasiliensis (KIH89566.1) depositada no banco de dados de proteinas do
NCBI. As sequencias apresentaram valores de pl variando de 5,44 a 6,45, com a urease
de S. brasiliensis apresentando pl = 5,89. A estrutura secundaria prevista nas sequéncias
analisadas e em nosso modelo indicou predominancia de a-hélice (25,16 a 33,21%, S.
brasiliensis: 28,93%) e coils aleatérios (40,33 a 44,94%, S. brasiliensis: 41,79%). Entre
as 22 sequéncias analisadas, todas apresentaram indices GRAVY negativos (-0,011 a -
0,308, S. brasiliensis: -0,087), indicando auséncia de regides hidrofébicas. Por outro lado,
apresentam valores de indice alifatico que variam de 78,11 a 91,46 (S. brasiliensis:
90,45), definido como o volume relativo ocupado pelas cadeias laterais alifaticas (alanina,
valina, isoleucina e leucina), que auxiliam a mensurar a termoestabilidade dessas
proteinas, ou seja, quanto maior o valor de indice alifatico maior a probabilidade desta
proteina manter-se estavel em temperaturas mais altas. Todas as sequéncias
apresentaram peso molecular variando de 86,93 a 141,54 KDa (S. brasiliensis: 90,75
KDa) (Tabela 3).

Uma andlise filogenética mostrou que as ureases de ascomicetos e basidiomicetos
foram separadas em dois grandes clados monofiléticos, com suporte de bootstrap de
92% e 100%, utilizando Canavalia ensiformis como grupo externo (Figura 11). Como
esperado, a urease de S. brasiliensis agrupou-se com outros membros da familia

Ophiostomataceae.



Tabela 3: Comparacédo entre as ureases de fungos e de C. ensiformis.
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Numero Tamanho MM indice Alfa Porcdes Folhas Cail
Nome da espécie de da (kDa) alifatico GRAVY hélice estendidas beta randdmico pl
Acesso Sequencia (%) (%) (%) (%)
Agaricus bisporus* CAG34286.1 838 90,20 91,46 -0,154 28,28 20,41 8,95 42,36 5,77
Aspergillus fumigatus** CAE17672.1 838 90,54 85,64 -0,19 28,64 21,12 8,95 41,29 5,67
Aspergillus nidulans** CBF89498.1 836 90,98 84,82 -0,224 28,47 20,81 9,45 41,27 5,85
Blastomyces dermatitidis** EGE79166.1 836 91,99 84,21 -0,206 28,47 20,45 9,57 41,51 5,88
Canavalia ensiformis AAA83831.1 840 90,76 90,48 -0,147 29,76 20,36 8,45 41,43 6,05
Coccidioides immitis** KMU85567.1 837 91,14 84,90 -0,219 28,91 20,43 9,20 41,46 5,72
Cryptococcus gattii** KJE01260.1 833 90,31 86,99 -0,205 29,41 20,29 9,96 40,34 5,64
Cryptococcus neoformans** XP_572365.1 833 90,53 85,81 -0,201 29,29 20,29 9,48 40,94 5551
Cutaneotrichosporon KLT45987.1
oleaginosum** 834 90,39 87,24 -0,24 29,50 20,50 9,23 40,77 5,49
Fonsecaea pedrosoi** KIW75013.1 1301 141,54 82,92 -0,301 33,21 16,83 8,76 41,20 6,45
Grosmannia clavigera* EFW98524.1 853 90,39 92,22 -0,011 28,84 19,93 9,26 41,97 5,80
Histoplasma capsulatum** EDNO07066.1 999 109,81 81,90 -0,308 27,53 18,82 8,71 4494 6,44
Microsporum canis** EEQ29612.1 836 91,90 85,38 -0,194 28,83 20,1 9,09 4199 5,73
Neurospora crassa* KHE85978.1 842 90,81 86,33 -0,132 29,22 20,67 8,79 41,33 5,84
Ophiostoma piceae* EPE08642.1 840 90,80 90,23 -0,066 29,17 20,95 9,29 40,6 5,69
Paracoccidioides brasiliensis** ACN56572.1 836 90,62 82,58 -0,206 29,43 20,33 9,33 40,91 5,90
Paracoccidioides lutzii** XP_015700973.1 795 86,93 78,11 -0,269 25,16 21,38 8,81 44,65 5,65
Sporothrix brasiliensis** KIH89566.1 840 90,75 90,45 -0,087 28,93 20,12 9,17 41,79 5,89
Sporothrix insectorum* OAA62669.1 838 88,95 86,41 -0,104 29,00 20,41 10,26 40,33 5,71
Sporothrix schenckii** XP_016584457.1 841 90,67 90,12 -0,094 28,54 20,33 9,04 42,09 592
Trichophyton rubrum** EGD89553.2 854 92,69 87,00 -0,188 28,34 20,84 9,25 41,57 5771
Trichosporon asahii** EKD04296.1 813 88,96 84,56 -0,282 29,64 19,07 9,23 42,07 5,58

Em cinza destacada as sequencias de urease de C. ensiformis (feijdo) e de S. brasiliensis. (*) Fungos n&o patogénicos ao homem; (**) Fungos

patogénicos ao homem. Fonte: Elaboracgdo propria
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Figura 11: Arvore filogenética das ureases de fungos patogénicos e ndo patogénicos e de C. ensiformis.
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Em vermelho urease de fungos do filo Ascomicota, em azul urease de fungos do filo basidiomicota e em
verde a urease de feijao, pertencente ao grupo vegetal angiosperma. A: destacam os fungos nao

patogénicos ao homem. Fonte: Elaboracgao propria
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Além disso, uma predicdo da localizacdo celular da urease de S. brasiliensis foi
realizada com base na sequéncia de aminoacidos da proteina. Os calculos preditivos
indicaram que a proteina esta localizada no citoplasma (0,646), que foi baseada apenas
nas propriedades da sequéncia, usando uma rede neural profunda fornecida pelo
servidor DeeplLoc-1 (Figura 12). A precisdo dessas analises foi avaliada com quatro
proteinas de S.  Dbrasiliensis, todas com localizagdo subcelular definida
experimentalmente: a ubiquitina-proteina ligase de S. brasiliensis (nUmero de acesso:
F2XFB3_9PEZ2Il) (Figura 13A) e a glucanase de S. brasiliensis (nUmero de acesso:
AOAOC2IBE4) (Figura 13B) foram preditas como proteinas de membrana (1,00 e 0,619
respectivamente) jA a catalase (numero de acesso: AOAOC2EZJ2) (Figura 13C) e a
calmodulina (nUmero de acesso: AOA0C215Y7) (Figura 13D) foram categorizadas como
proteinas citoplasmaticas pela andlise in silico (0,384 e 0,974 respectivamente). Apos
confirmar a precisdo da analise, a urease de C. ensiformis também foi predita como

citoplasmatica (0,711) (Figura 14).



72

Figura 12: Previsdo da localizagcdo subcelular da urease de Sporothrix brasiliensis
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Prevé-se que a urease de S. brasiliensis esteja localizada no citosol, por analise com o servidor DeepLoc-
1. Arvore hierarquica de predicdo de proteinas localizadas em compartimentos celulares. As linhas
vermelhas mostram os caminhos mais provaveis das proteinas na célula calculadas pelo programa. Fonte:

Elaboracgéo propria
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Figura 13: Previsdo da localizagdo subcelular de proteinas Sporothrix brasiliensis
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Proteinas de S. brasiliensis foram previstas por analise com o servidor DeeplLoc-1. Arvore hierarquica de

predicao de proteinas localizadas em compartimentos celulares. As linhas vermelhas mostram os caminhos

mais provaveis das proteinas na célula calculadas pelo programa. Na ubiquitina-proteina ligase em A, na

glucanase em B, na catalase em C e na calmodulina em D. Fonte: Elaboragédo propria.
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Figura 14: Previsdo da localizagdo subcelular da urease de Canavalia ensiformis
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A urease de C. ensiformis foi prevista por analise como servidor DeeplLoc-1. Arvore hierarquica de predicio
de proteinas localizadas em compartimentos celulares. As linhas vermelhas mostram os caminhos mais

provaveis da proteina na célula calculadas pelo programa, que neste caso € o citoplasma celular. Fonte:
Elaboracgéo propria
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6 DISCUSSAO

A esporotricose se tornou nos ultimos anos, uma doenca de enorme relevancia
para as politicas publicas do Brasil, especialmente no estado do Rio de Janeiro, onde se
encontra hiperendémica. Para que tenha sucesso, € necessario que se conhega aspectos
bioldgicos e fisiologicos do seu agente etioldgico S.brasiliensis, sobretudo por ser o mais
circulante no Brasil (CHAKRABARTI et al., 2015), tais conhecimentos basicos séo
necessarios pois esclarecem alternativas para novas propostas de diagndstico, alvos
vacinais e podem orientar progndésticos mais graves desta micose.

A auséncia de estudos bioquimicos sobre a expressao e secre¢do de proteinas e
enzimas em fungos, especialmente os do género Sporothrix, pode estar impedindo a
verificacdo de tais proteinas na fisiologia, metabolismo e patogénese desses modelos. O
presente estudo apresenta evidéncias de que a urease é produzida pelas cepas de S.
brasiliensis, independentemente do comportamento fenotipico em caldo ureia de
Christensen.

E interessante notar que, embora a urease tenha sido detectada a nivel genémico
e transcriptdmico em cepa de S. brasiliensis que nao foi capaz de hidrolisar a ureia em
meio de Christensen (OLIVEIRA, 2016). A cepa IPEC-45308 também incapaz de
hidrolisar a ureia em meio de Christensen néo utilizou esta enzima em seu metabolismo
guando em condicbes de cultivo em que a ureia era a Unica fonte de nitrogénio ndo
havendo crescimento apds 7 dias, comportamento diferente daquele observado na cepa
IPEC-34910. Possivelmente, esta cepa pode estar sob controle pos-traducional,
semelhante ao que ocorre nas células eucariéticas na regulacdo apés producdo e a
secrecdo da proteina pelo complexo golgiense (LIU et al., 2019). Demonstrou-se que
modificacdes nos padrbes de expressdo génica ocorrem juntamente com sucessivas
divisbes mitdticas ou meioticas, sem envolver alteragées na sequéncia base do DNA
atraves de mecanismos epigenéticos que envolvem a ubiquitinacéo de histonas, tornando
aremodelacdo da cromatina mais eficaz, acessivel ou refrataria a transcricdo (HOLLIDAY
et al., 2006). Além disso, os resultados observados nos ensaios de SPR corroboram o

fato de que a proteina estd sim sendo traduzida apos a transcricdo do DNA e os
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processos poés transcricionais, a principio, parecem estar acontecendo de forma normal,

contudo esta proteina pode néo estar tendo, na cepa IPEC-45308, um papel funcional.

A urease parece ser extremamente importante para o crescimento fungico, ja que,
sua falta ou deficiéncia na cepa IPEC-45308, a impediu de crescer em meio de cultivo
cujo a ureia era a unica fonte de nitrogénio disponivel. Para se obter o contraponto, a
cepa considerada positiva para urease, IPEC-34910, foi submetida a crescimento em
meio de cultivo com ureia como Unica fonte de nitrogénio, contudo com concentracées
distintas de um inibidor da urease chamado tioureia, composto organico composto de
carbono, nitrogénio, enxofre e hidrogénio, com a férmula CSN2H4 ou (NH2)2CS similar &
ureia, exceto que o atomo de oxigénio é substituido por um atomo de enxofre. Com isso,
a tioureia tem sido utilizada como um competidor bem conhecido da ureia, ja que a urease
€ uma enzima especifica para a ureia, capaz de catalisar apenas reacdes deste substrato,
ou seja, ndo sendo capaz de catalisar reagdes nem mesmo com uma molécula parecida
com a ureia, como a tioureia (AKHTAR et al.,, 2008). Por conta das propriedades
descritas, muitas vezes a tioureia € usada para inibir a hidrélise da ureia pela urease e
para observar o crescimento de microrganismos nessas condi¢cdes (GRIFFITH et al.,
1973; AKHTAR et al., 2008). Esse ensaio mostrou que conforme a urease foi sendo
inibida pela ag&o da tioureia, o fungo néo foi capaz de crescer normalmente como no
controle positivo, sem a tioureia. Este ensaio mostra que em um meio com ureia como

Gnica fonte de nitrogénio, a urease é determinante para o crescimento fungico.

Além disso, a urease de S. brasiliensis possui epitopos reconhecidos pelo
anticorpo policlonal anti-urease de feijdo. Este achado indica que ambas as proteinas
reservam certa similaridade estrutural, seja na sua estrutura linear e/ou conformacional
na organizacao dos epitopos, ja que foram identificadas pela reacdo antigeno anticorpo
nos ensaios propostos de western blot (apenas cepa IPEC-34910) e de SPR (ambas
cepas).

A estratégia experimental proposta neste estudo permitiu observar limitacdes do
método de Christensen (CHRISTENSEN et al.,, 1946; KANE; FISCHER, 1971), no
entanto, apesar dessas limitacdes, o método de Christensen que define agentes

produtores e ndo produtores de urease € um metodo bem conhecido, estabelecido e
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largamente aplicado no diagnostico e diferenciacdo de varias amostras microbioldgicas
em laboratorio (DUNN; PHADNIS, 1998; FU et al., 2018). Embora essa abordagem
colorimétrica, em conjunto com o ensaio western blot, caracterize a cepa IPEC-45308
como nao produtora de urease e a cepa IPEC-34910 como produtora de urease, a
presenca dessa proteina foi confirmada em ambos fungos pelo teste de SPR proposto
neste estudo.

A principal vantagem do SPR, utilizada como ferramenta para deteccdo de
proteinas, € sua capacidade de medir interacbes moleculares em tempo real em
ambientes complexos, como misturas de proteinas encontradas em extratos de fungos.
De fato, essa € uma abordagem de escolha para estudos em sistemas dinamicos, pois
detecta interacdes fracas e fortes que podem variar em concentracdes desde milimolar
até nanomolar (OHLSON et al., 1997; PEESS et al., 2015; SANTOS-DE-SOUZA et al.,
2019). Nosso trabalho utiliza esta propriedade, ja que pequenas concentracdes de urease
na cepa IPEC-45308 foram rastreadas e detectadas pela SPR, o que nao foi possivel
através da técnica de western blot. A diferenga entre as duas metodologias pode ser
explicada pela alta sensibilidade da SPR e sua capacidade de detectar epitopos
conformacionais e lineares de proteinas que podem estar ligados a nitrocelulose e ndo
expostos ao reconhecimento dos anticorpos. O método de deteccdo de proteinas
também pode interferir nestes resultados, jA que em western blot utilizamos as proteinas
desnaturadas e o SPR foi realizado com o extrato de proteinas nativas dos fungos.
Contudo o fato de termos observado a proteina na cepa IPEC-34910 e ndo na cepa IPEC-
45308 corrobora com a hip6tese da quantidade de proteina.

Os achados da SPR foram confirmados pela deteccdo de mRNA da urease em
ambas as cepas por PCR quantitativo. Foi possivel detectar os seus transcritos na forma
de DNA complementar (cDNA), indicando que, o gene além de presente esta sendo
expressos em condi¢gdes de cultura in vitro independentemente da reatividade observada
no caldo de ureia de Christensen por essas cepas.

A presenca de transcritos em ambas cepas, em todos os tempos de estudo
inclusive no tempo 0 hora de coleta, no qual ndo tem ureia como fonte de nitrogénio,
apenas sulfato de amoénia por 12 dias consecutivos, sugere que este gene tenha, ao

menos in vitro a expressao constitutiva, ou seja 0 gene da urease € continuamente
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expresso em S. brasiliensis independente do meio de cultura ou da fonte de nitrogénio
disponivel. Isto posto, corrobora com a tese, sugerida neste trabalho, que a urease possui
extrema importancia no metabolismo de S. brasiliensis, que pode ir além da captacao de
nitrogénio. Apesar desse gene ja ter sido demonstrado com expressao constitutiva em
outros modelos como na planta Glycine max (soja) por Goldraij e colaboradores em 2003
e em bactérias das espécies Morganella morganii (ROSENSTEIN et al., 1981) e H. pylori
(BEER-DAVIDSON et al., 2017), em fungos, pouco foi demonstrado sobre a necessidade
ou ndo de inducdo do gene da urease. Exemplificando, Reinert e Marzluf (1975)
estudando gene ure em Neurospora crassa e Seazzocchio e Darlington (1968) em
Aspergillus nidulans néo foram categoricos em afirmar se este € um gene constitutivo ou
nao, chegando a conclusdo de que nesses dois modelos se nao for constitutivo, esse
gene depende de uma inducao muito fraca para que seja produzido RNA mensageiro que
codifica para urease. Portanto, destacamos que nosso trabalho é o primeiro a demonstrar
a expressao constitutiva do gene codificador da urease em cepas de Sporothrix
brasiliensis, sobretudo em condi¢des estressantes as quais os fungos foram submetidos,
0 que que corrobora com a hipoétese trazida pelo nosso grupo de que no nosso modelo a
urease é codificada por um gene que ndo depende de inducdo externa para ser
produzido. Essa hip6tese também foi fortalecida pelas observacdes sobre sua expressao
em meio de cultivo BHI, que teoricamente, por ser um meio rico, o fungo teria
disponibilidade de outras fontes de nitrogénio, ndo somente urease, € mesmo assim foi
detectada a producdo deste RNA mensageiro apos 5 dias de crescimento (OLIVEIRA,
2016).

Em adicéo, a cepa IPEC-34910, produtora de urease detectada pelos métodos
tradicionais, expressa mais transcritos que decodificardo para esta proteina do que a
cepa IPEC-45308 nas mesmas condi¢cdes experimentais sugerindo fortemente que esta
enzima esta presente na célula fungica em baixas concentracoes, e isto pode ser uma
razdo pela qual ndo foi detectada pelo western blot, podendo explicar também a
incapacidade de crescer com a ureia como Unica fonte de nitrogénio, porém estudos
complementares se fazem necessarios, principalmente aumentando o niumero de cepas
e condicdes de cultivo. A falta de atividade enzimatica, apesar da presenca do transcrito

e da enzima, mesmo que em menor quantidade, pode ser explicada por alguns motivos,
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como o controle pés-traducional ja descrito, ou a atuacdo das proteinas acessorias da
urease, que poderia, neste caso, inibir a acdo direta da urease na hidrolise da ureia.

Ja foi demonstrado que a urease, para ter a sua atividade enzimatica funcionando
em sua plenitude, depende da acdo de proteinas acessoOrias. Em bactérias como a
Klebisiella aerogenes, foram detectadas um conjunto de proteinas (UreD, UreF, UreG e
UreE) que formam junto com a urease um complexo de atividade enzimatica em que a
apoenzima (urease) metaboliza a ureia, porém com o0 auxilio direto dessas outras
proteinas, em que cada uma pode ter uma funcdo especifica. Em fungos ja foram
observadas as mesmas proteinas acessorias a urease sendo que, recebem um nome
distinto, URE4, URE5, UREG6 e URE7, respectivamente. A dele¢édo de pelo menos uma
dessas proteinas resultou em atividade enzimatica indetectavel na bactéria supracitada
(CHANG et al., 2004).

Um exemplo muito bem estabelecido de proteinas acessorias de urease pode ser
observado em fungos da espécie Cryptococcus neoformans. Nesses fungos, apenas a
presenca de ureia ndo é determinante para a producéo de urease, contudo, a presenca
da ureia e de proteinas acessorias, como URE4, URE6 e URE7 sdo imprescindiveis para
gue esta enzima seja produzida e funcional. Vale ressaltar a propriedade da URE7 de
ligar o ion niquel ao sitio catalitico da enzima, para que a ureia seja metabolizada (SINGH
et al., 2013). Portanto, os resultados aqui descritos sugerem que a auséncia de atividade
enzimatica da urease na cepa IPEC-45308 pode estar relacionada as proteinas
acessorias da urease. Para responder a essas questfes, outras investigacdes precisam
ser realizadas, especialmente uma descricdo de toda a sequéncia do gene da urease,
bem como das regides flanqueadoras de cepas com producdes discordantes de urease
em meio de cultivo de Christensen. Assim como a caracterizacdo molecular e genética
das proteinas acessorias, bem como o nivel de producdo de transcrito e nivel de
producdo proteica de cada uma dessas proteinas. Portanto, estudos sdo necessarios
acerca destas proteinas acessorias da urease no género Sporothrix, para a elucidacao
do metabolismo da ureia nestes fungos, estudos estes trardo maior entendimento sobre
o papel desse complexo proteico, urease mais proteinas acessorias, na viruléncia desses
microrganismos. Isto posto, cabe a reflexdo de que a fungcédo da urease, nesses fungos

vai além da producédo da enzima ou de seus transcritos bem como da disponibilidade da
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ureia, mas da formacao de um complexo enzimético em que todas essas proteinas juntas
sdo responsaveis por esse metabolismo de captacdo de nitrogénio, tdo importante para
0 microrganismo.

As analises in silico realizadas neste estudo demonstram que a enzima urease é
bem conservada entre as espécies de fungos estudadas e de Canavalia ensiformis, ja
que as sequéncias de aminoacidos analisadas apresentam alta homologia/similaridade
entre si. Esta conservacao entre espécies diferentes de fungos e até em reinos diferentes,
entre Reino Vegetal e Reino Fungi, € um indicio forte de que esta proteina tem uma
importancia impar na fisiologia desses seres, pois mesmo com uma biologia
completamente diferente em termos nutritivos, autotrofismo e heterotrofismo
respectivamente, mantém essa enzima bem conservada e sendo constantemente
produzida. Sendo assim, possivelmente esta enzima tem a importancia na nutricdo dos
fungos no meio ambiente, principalmente na captacdo de nitrogénio, bem como na
geracdo de microambientes em que a quebra da ureia pela urease gera amoénia, que
alcaliniza o pH do meio ambiente, sobretudo em madeiras em decomposicdo por acido
oxalico (ARANTES; MILAGRES, 2009). O acido oxalico, na natureza demonstra ser
importante para o crescimento de hifas, ja que ajuda a degradar tanto a madeira, quanto
prejudica a célula vegetal na producao de espécies reativas de oxigénio, mecanismo de
defesa celular da planta. Contudo a acidez extrema do microambiente proximo a hifa
pode prejudicar o crescimento fungico (ARANTES; MILAGRES, 2009), apesar da faixa
de pH de 3.5 a 9.0 ser considerada 6tima (BARROS et al., 2011), sendo assim o equilibrio
dessa acidez que pode ser realizada com a producdo de aménia pela célula fungica pode
criar um ambiente mais favoravel para o crescimento da fase miceliana de Sporothrix.

Tendo isso em vista, refletimos que a continua producdo de ureia em parasitismo,
pode possuir razbes semelhantes a observada em saprobiose, em que além do fungo
fazer captacdo de nitrogénio através do metabolismo da ureia, pode estar utilizando a
alcalinizagdo, para criar um microambiente no sitio da infecgdo, com formagéo de um
processo inflamatorio crénico granulomatoso em que ha supuracdes, ou seja, processo
de formacado de pus em uma inflamagéo que é decorrente da morte de células fungicas
e de neutrdfilos (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2002). Os neutrofilos sao a primeira via

de defesa da imunidade inata e possui uma a¢ao decorrente de processo inflamatorio,
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que corresponde a fagocitose dos microrganismos (SIMCHOWITZ; ROQOS, 1985),
producéo de espécies reativas de oxigénio, produgdo de enzimas liticas e hidrolases que
atuam em pH &cido (SEGAL, 2005) e producéo de armadilhas extracelulares (neutrophil
extracellular traps - NETs) para capturar e matar microrganismos (BRINKMANN et al.,
2004; KAPLAN; RADIC., 2012), sendo provocando acidificagado do meio tanto intracelular
qguanto extracelular, conforme demonstrado por Cao e colaboradores (2015). Com isso,
a degradacgéo da ureia pela urease em Sporothrix, principalmente nos que tem este
mecanismo mais eficiente, pode ser determinante para modificar o microambiente acido,
tornando-o mais alcalino e favorecendo a protecéo e sobrevivéncia do fungo utilizando
como defesa propria 0 aumento do pH.

Esta hipdtese de criacdo de microambiente pela acao indireta da urease, nao foi
testada em fungos, contudo sua acédo indireta pode estar ligada com 0 sucesso no
dimorfismo de Coccidioides immitis (YU et al., 1997) e com a capacidade de invasao do
SNC pelo Cryptococcus neoformans (FU et al., 2008), ja que em ambos modelos quando
a urease € nocauteada, esses processos nao ocorrem de maneira satisfatéria. Contudo
a criacdo de microambiente através da acdo da urease de liberacdo de ambnia e aumento
de pH favorecendo o microrganismo, ja foi demonstrada em bactérias da espécie
Helicobacter pylori , ja que essa bactéria se instala e faz infeccdo no estbmago, que
possui um pH extremamente &cido, 0 que seria inviavel para a sobrevivéncia dessas
bactérias. Sendo assim H. pylori faz o pH do estdbmago aumentar por essa a¢ao indireta
da quebra da ureia pela urease favorecendo a infeccdo, bem como sua multiplicacdo
neste ambiente desfavoravel (PHADNIS et al., 1996; DUNN; PHADNIS, 1998)

Para que essas hipbdteses sejam avaliadas e posteriormente respondidas, o
conhecimento da enzima se faz necessario. Nao s6 de sua atuacdo na patogénese ou
na infeccdo propriamente dita, mas também o conhecimento bioquimico, evidenciando
seus aspectos fisico-quimicos. Pensando nisso langcamos méo de ferramentas de
servidores de bioinformatica capazes de analisar a sequéncia linear da urease desses
fungos, bem como da urease de feijdo. Foi possivel observar que as caracteristicas
fisicas da enzima como tamanho e peso da sequéncia, porcentagens de alfa-hélice,
por¢cOes estendidas, coil randémico, folhas beta e ponto isoelétrico sédo parecidos entre

todas as ureases estudadas, dados esses que, juntamente com o que foi dito no
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paragrafo anterior fortalece a tese de que essas enzimas possuem alta identidade
funcional, podendo assim, independente do microrganismo ser infeccioso ou ndo manter
caracteristicas diretamente ligada com a captacao de nitrogénio ou ndo em comum.

Tal como os que foram relatados, estudos sobre a localizacdo da enzima urease
em fungos, principalmente no género Sporothrix ndo s&o descritos na literatura
especializada até o presente. Com isso, este estudo é pioneiro na andlise das
localizacBes subcelulares da urease, importante na predicdo da funcdo desta enzima
neste modelo, ja que o papel funcional de uma proteina depende da sua localizacao
celular. Dados provenientes de andlises de bioinformatica, juntamente com o0s
averiguados nos ensaios de western blot e SPR sugerem fortemente que esta enzima
esta presente no citoplasma, ja que os ensaios de wetern blot e SPR foram realizados
com as proteinas obtidas do extrato celular bruto, sugerindo que essas proteinas estavam
no interior celular ou ancoradas em sua membrana. Além disso, os resultados obtidos
através do algoritmo DeepLoc-1.0 em nosso estudo sdo semelhantes aos propostos para
as serina-proteinases citosolicas das células eucariotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis (SANTOS-DE-SOUZA et al., 2019). Cabe salientar, que esta ferramenta de
bioinformética, o algoritmo DeepLoc-1.0, € baseada em sequéncias que ndo dependem
de informacgdes provenientes de proteinas homadlogas anotadas. Assim como no servidor
DeeplLoc-1.0, na analise da sequéncia linear, foi observado em todos os fungos e na
sequéncia linear da urease de feijao o indice GRAVY negativo, significando que essas
sequéncias provavelmente ndo possuem regides hidrofobicas, sendo assim a chance da
urease estar ancorada em membrana plasmatica, que possui regido hidrofébica por conta
de seu arranjo e da composicdo da bicamada fosfolipidica € extremamente minima.
Novamente, nossos resultados sdo concordantes com o0s observados na localizacéo
celular da urease em outros microrganismos tais como as bactérias Helicobacter pylory
(PHADNIS et al., 1996; DUNN; PHADNIS, 1998) e Klebsiella aerogenes (MULROONEY
et al., 1989), que também se mostraram citoplasmaticas, fato este que fortalece os dados

aqui apresentados.
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7 CONCLUSOES

e Entre as cepas da espécie Sporothrix brasiliensis estudadas todas foram capazes de
produzir urease;

e Urease e degradacédo da ureia sdo vitais para o crescimento do fungo, ja que o fungo
com a acédo da urease inibida teve seu crescimento diminuido;

e Em Sporothrix brasiliensis o gene da urease parece ter expressao constitutiva, ou seja,
sua expressdo € continua, e mesmo minima, independe do meio ou do tempo de
cultivo;

e As ureases, mesmo entre espécies diferentes de fungos e de feijao, parece ser bem
conservada, aumentando assim a sua importancia, motivo pelo qual evolutivamente
entre as espécies manteve sua conservacao;

e A urease de Sporothrix brasiliensis esta presente no citoplasma da célula.
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