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RESUMO

VIRGINIO, Emylli Dias. Interagéo de células endoteliais isoladas da veia umbilical
humana (HUVECs) com cepas de Aspergillus fumigatus deficientes em
galactosaminogalactana. 2017. 132 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

A parede celular do Aspergillus fumigatus € a primeira estrutura do fungo a entrar em
contato com constituintes do hospedeiro. Estudos recentes sugerem que os glicoconjugados da
superficie celular de A. fumigatus estejam envolvidos nos processos de adesdo deste fungo a
células do hospedeiro. Dentre estes carboidratos de superficie, uma galactosaminogalactana
(GAGQG) foi caracterizada como tendo papel chave na adesdo do fungo. O processo de sintese
de GAG e seu transporte para a parede celular ndo € completamente conhecido. Entretanto,
sabe-se que 0s genes UGE3 e GT4C codificam, respectivamente, uma UDP-glicose-4-
epimerase e uma glicosil transferase, que sdo essenciais para a sintese de GAG em A.
fumigatus. Nesse contexto, o objetivo dessa tese foi elucidar o papel da molécula de GAG na
ativacdo endotelial e desvendar quais processos biologicos endoteliais sdo reguladas a partir
desta ativacdo. Para atingir este objetivo, foi utilizado o modelo de cultura priméria de células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS) desafiadas com cepas selvagens e mutantes
de A. fumigatus. As cepas mutantes utilizadas foram: (i) duas cepas deficientes na sintese de
GAG (Auge3 e Agt4c) e; (ii) uma cepa mutante que superexpressa GAG na parede (Augml).
Apos interacdo das HUVECs com cada uma das cepas de A. fumigatus foi verificado o perfil
de adesdo as células endoteliais, a viabilidade das HUVECSs e a secrecdo de citocinas no meio
condicionado. Além disto, foi realizado um estudo protebmico comparativo e quantitativo,
para elucidar processos biolégicos endoteliais modulados pela GAG. Os resultados desse
estudo indicaram que as cepas mutantes Auge3 e Agt4c possuem perfil hipo-aderente as
HUVECs quando comparadas com as cepas selvagens AF293 e Ku80, além de uma
significativa diminuicdo da secre¢do de TNF-a. Em contraste, a cepa Augm [ apresentou perfil
hiper-aderente as HUVECs, quando comparada as cepas selvagens. Corroborando dados
anteriores de nosso grupo, a mutante Augm/ induziu um aumento significativo da secrecdo de
TNF-a. As HUVECs infectadas com as mutantes Auge3 e Agt4c, apresentaram um perfil de
reducdo de secrecdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-o em relagdo ao perfil
observado com as cepas selvagens. Os dados protebmicos revelaram que a GAG esta
relacionada com a modulacéo de proteinas de HUVECSs envolvidas em processos bioldgicos
importantes na fisiopatologia da aspergilose invasiva, tais como: adesdo e movimentacdo
celular, regulacdo da angiogénese e da coagulacdo, estresse oxidativo, homeostase celular,
ativacdo de plaquetas e apoptose.

Palavras-chave: A. fumigatus. HUVECs. Galactosaminogalactana. Mutante Auge3. Mutante
Agtd4c. Mutante Augmi. Coagulagdo. Homeostase. Apoptose. Ativacdo de

plaquetas.



ABSTRACT

VIRGINIO, Emylli Dias. Interacdo de células endoteliais isoladas da veia umbilical
humana (HUVECSs) com cepas de Aspergillus fumigatus deficientes em
galactosaminogalactana. 2017. 132 f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2017.

The cell surface of Aspergillus fumigatus is the first structure of the fungus to get in
contact with host constituents. Recent studies have shown that glycoconjugates of A.
fumigatus cell surface are involved in the host adhesion processes. Among these surface
carbohydrates, a galactosaminogalactan (GAG) was characterized for its key role at the
adhesion of the fungus. The GAG synthesis process and its transportation to the cell wall is
not fully understood. However, it is known that the UGE3 and GT4C genes encodes,
respectively, an UDP-glucose-4-epimerase and a glycosyl transferase that are essentials for
the production of A. fumigatus GAG. In this context, this work aimed to elucidate the role of
GAG molecule at endothelial activation end to uncover which endothelial biological
processes were regulated because of this activation. To achieve this objective, we used the
primary culture of human umbilical vein endothelial cells model (HUVECSs) challenged with
wild type and mutant strains of A. fumigatus. The mutant strains used were: (i) two strains
deficient at GAG synthesis (Auge3 e Agt4c) and; (ii) one mutant strain wich super express
GAG at cell surface (Augml). After HUVECs interaction with each A. fumigatus strains, we
evaluated the adhesion profile to endothelial cells, the HUVECs viability and the secretion of
cytokines in the conditioned media. Besides, a comparative and quantitative proteomic study
was performed, to elucidate the biological processes modulated by GAG. The results of this
study indicated that the mutant strains Auge3 and Agt4c had a hypo-adherent profile to
HUVECS when compared to the AF293 e Ku80 wild type strains, also, a significant decrease
at TNF-a secretion was observed. In contrast, the Augm/ strain showed a hyper-adherent
profile to HUVECs, when compared to the wild type strains. Corroborating previous data of
our group, the Augm 1 strain induced a significant increase of TNF-a secretion. The HUVECs
infected with the Auge3 e Agt4c mutants showed a reduction of the pro-inflammatory IL-6
and the TNF-a secretion profile when compared to the wild type strains. The proteomic data
indicated that GAG is related with the modulation of HUVECs proteins involved in biological
processes that are important in the physiopathology of invasive aspergillosis, such as:
adhesion and cellular movement, regulation of angiogenesis and coagulation, oxidative stress,
cellular homeostasis, platelet activation and apoptosis.

Keywords: A. fumigatus. HUVECs. Galactosaminogalactan. Auge3 mutant. Agr4c mutant.

Augm1 mutant. Coagulation. Homeostasis. Apoptosis. Platelet activation.
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INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢bes fangicas invasivas (IFIs) tem aumentado nas ultimas
décadas devido a utilizacdo, cada vez mais frequente, de terapias imunossupressoras para o
tratamento de cancer e para o controle de rejeicdo a transplantes (Alangaden, 2011). Dentre as
infeccbes flngicas invasivas mais predominantes destaca-se a aspergilose invasiva, cujo
principal agente etiologico é o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus (Denning, 1998).
Pacientes com neutropenia profunda e prolongada, principalmente aqueles com leucemia
aguda ou submetidos a transplante de medula éssea configuram o principal grupo de risco
para esta doenca (Patterson, 2009). Mesmo quando tratada, a aspergilose invasiva apresenta
altas taxas de mortalidade (74 a 92%) (Singh e Paterson, 2005).

Sabe-se que hifas deste fungo sdo capazes de causar injdria e ativagdo endotelial,
induzindo o endotélio a um fendtipo pro-trombético e também a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias. Deste modo, os eventos decorrentes da infeccdo sistémica por A. fumigatus que
levam a injdria, dano celular, e eventos pré-tromboéticos no endotélio ja foram descritos
(Lopes-Bezerra e Filler, 2004; Filler e Sheppard, 2006; Kamai et al., 2006), entretanto, ainda
ndo se sabe ao certo quais moléculas e quais receptores sdo os responsaveis pelo start dessa
cadeia de eventos.

A galactosaminogalactana (GAG), um polissacarideo estrutural da parece celular do A.
fumigatus, atualmente tem sido apontada como a principal adesina e uma molécula chave na
patogénese da aspergilose invasiva. Os genes uge3 e gtdc codificam, respectivamente, as
enzimas UDP-glicose-4-epimerase 3 e uma glicosil transferase, responsavel pela sintese de
GAG a nivel de membrana plasmatica (Latgé e Fontaine, comunicacdo pessoal). A UDP-
glicose-4-epimerase 3 (UGE3) é uma epimerase de atividade dupla, sendo capaz de mediar a
interconversdo de UDP-N-acetil-glicosamina a UDP-N-acetil-galactosamina, bem como de
UDP-glicose a UDP-galactose. O papel da glicosil transferase C (GT4C) ainda nao foi
totalmente confirmado, entretanto, tanto cepas com delecdes para GT4C quanto UGE3
resultam no bloqueio da produgéo de GAG (Fontaine et al., 2011; Gravelat et al., 2013; Lee et
al., 2014).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi estudar o perfil de cepas mutantes,
deficientes para a producédo de galactosaminogalactana, a Auge3 e Agt4c, avaliando o perfil de
adesdo e endocitose a células endoteliais isoladas da via umbilical humana (HUVECS).

Avaliamos ainda, o perfil de secrecdo de citocinas por células endoteliais em meio
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condicionado em HUVECs infectadas com estas mutantes. Por fim, utilizamos as cepas
mutantes, a Agtdc e Augml (mutante de A. fumigatus que superexpressa GAG em sua
superficie) para realizar uma anéalise protebmica das HUVECSs, visando avaliar as proteinas
diferencialmente expressas e 0s principais processos biolégicos modulados na célula
endotelial infectada que estejam realmente relacionados com a presenca GAG. Desta forma
visamos elucidar alguns dos mecanismos endoteliais que possam ser modulados pelo

polissacarideo GAG, expresso na superficie de hifas do A. fumigatus.



15

1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 O género Aspergillus

O género Aspergillus pertence a Familia Trichocomaceae, Ordem Eurotiales, Classe
Ascomycota do Reino Fungi. Os membros do filo Ascomycota, quando realizam reproducéo
sexuada (fase teleomorfa), caracterizam-se por produzirem ascdsporos em estruturas
denominadas ascos. Alguns membros, entretanto, reproduzem-se assexuadamente (fase
anamorfa) através da producdo de conidios, que se formam a partir de estruturas de
reproducdo assexuada denominadas conidioforos (Alexopoulos et al., 1996). Pier Antonio
Micheli, em seu trabalho intitulado The Nova Geneva Plantarum (1729), foi primeiro a
nomear o género Aspergillus. Micheli percebeu que o formato dos conidiéforos assemelhava-
se a um aspersorio, instrumento utilizado para aspergir agua benta em celebrages religiosas
(Figura 1). Desta forma, ele ndo s6 descreveu e ilustrou o fungo em seu trabalho, como

também nomeou o género de Aspergillus (Micheli 1729 apud Denning 1998).

Figura 1 - Estrutura do conidiéforo de Aspergillus spp

vesicula

Legenda: (A) Esquema mostrando a conidiogénese unisseriada (1) e bisseriada (2) (Ellis et al., 2007); (B)
Microscopia Otica por contraste interferencial de um conidioforo de A. fumigatus mostrando a fileira
de conidios produzidos a partir das fialides (Latgé, 1999); (C) Aspersorio, acessorio utilizado em
cerimdnias religiosas; a semelhanca com sua aparéncia deu nome ao género.

Fonte: Micheli, 1979.

Os fungos do género Aspergillus sdo saprofiticos e possuem um papel essencial na
reciclagem de carbono e nitrogénio podendo ser encontrados no solo, plantas em
decomposicgdo e em qualquer tipo de matéria organica. Além disso, sdo facilmente cultivados
em laboratério. Em geral, as espécies patogénicas sdo termotolerantes, apresentando
crescimento 6timo a 36 'C. As espécies diferem tanto pelas caracteristicas macroscopicas
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(coloracdo da cultura e etc.) quanto pela morfologia dos conidios e conidiéforos. Quando
crescido em meios de cultivo solidos, a coldnia de Aspergillus inicialmente apresenta-se
despigmentada, porém, na medida em que a coldnia cresce e 0s conidioforos amadurecem, ela
passa a apresentar uma coloracdo que pode variar entre tons de verde, laranja, marrom ou
preto, dependendo da espécie (Larone, 2002).

Membros do género Aspergillus apresentam um grande destaque nas areas de
biotecnologia e medicina. Suas aplicacfes na biotecnologia sdo diversas, principalmente na
industria alimenticia, onde possuem importantes papéis em processos de fermentacdo de
alimentos e bebidas. Espécies como Aspergillus oryzae e Aspergillus sojae (koji molds),
Aspergillus tamarii, e Aspergillus flavus estdo envolvidos na fermentacdo de gréos de soja
para producdo de molho shoyo e na fermentacdo de arroz para producdo de saqué
(Alexopoulos et al., 1996; Abe et al., 2006). Ja a espécie Aspergillus niger esta envolvida na
producdo de &cidos organicos, sendo considerada a principal fonte de producdo mundial do
acido citrico, substancia amplamente utilizada na industria alimenticia como conservante
natural e para conferir sabor a alimentos, principalmente sucos e refrigerantes. Ainda no setor
alimenticio, A. niger e A. oryzae se destacam na producdo de enzimas extracelulares com
aplicacdes industriais, como é o caso da glicoamilase, utilizada na fabricacdo de pées e
cerveja; e da pectinase, utilizada na eliminagdo de grumos em sucos de fruta industrializados
(Carlsen e Nielsen, 2001; Carlile et al., 2007).

Por fim, na industria farmacéutica, A. terreus é um importante produtor de estatinas?,
que representa um lucro de aproximadamente quinze bilhdes de ddlares ao ano nos Estados
Unidos (Maggon, 2005). Os koji molds, juntamente com o A. niger sdo considerados fabricas
celulares para uma variedade de enzimas, dentre elas as amilases (producéo de péo e cerveja);
as invertases (producdo de sucos e refrigerantes); as pectinases (producdo de sucos e
clarificacdo de vinhos) e as phytases (aditivo na industria alimenticia animal), entre outras
(Magnuson et al., 2004; Bentley e Bennet, 2007).

! Farmaco utilizado para controle dos niveis de colesterol plasmaticos (Maggon, 2005).
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1.2 Aspergillus fumigatus: caracteristicas gerais

O A. fumigatus ¢ um fungo filamentoso, cosmopolita e de carater saprofitico. No
ecossistema terrestre apresenta um papel fundamental na reciclagem de nutrientes,
participando do decaimento de materiais organicos de origem vegetal, e do ciclo de carbono e
nitrogénio (Tekaia e Latge, 2005).

Este fungo pode ser morfologicamente caracterizado pelo seu conidiéforo e também,
pela ramificacdo dicotdmica de suas hifas, cuja angulacdo é de 45°. O micélio é formado por
hifas hialinas e septadas, cujo diametro varia de 2,5 a 8 um. Durante aproximadamente dois
séculos o A. fumigatus foi descrito como um fungo anamorfo, ou seja, apresentando somente
reproducdo assexuada (Alexopoulos et al., 1996). Entretanto, diversas evidéncias genéticas
apontavam para a presenca de genes relacionados a reproducdo sexuada. Entdo, em 2008,
O’Gorman et al. (2009) descreveu o ciclo reprodutivo sexuado do A. fumigatus. Na forma
telomorfa, este fungo passa a se chamar Neosartorya fumigata, e o ciclo sexual envolve a
formacao de cleistotécio?, producdo de ascos® e ascosporos.

Apesar de quase uma década da descricdo da reproducdo sexuada do fungo, o ciclo de
vida assexuado ainda é o Unico bem conhecido e melhor descrito. O ciclo de vida assexuado
de A. fumigatus é caracterizado pela formacdo dos conidioforos, estruturas eréteis e longas,
responsaveis pela producdo dos esporos assexuados, denominados conidios. Os conidiéforos
de A. fumigatus sdo formados a partir de uma hifa somatica que sofre um processo de
diferenciacéo, formando assim uma hifa conidiogénica. Essa hifa conidiogénica carrega uma
célula bulbosa em seu apice, a vesicula, que por sua vez da origem as fialides, estruturas que
produzem os conidios por divisdo mitética. Todo este processo € denominado conidiogénese
de A. fumigatus (Figura 2) (Alexopulos et al., 1996; Webster & Weber, 2007).

2 Corpo de frutificacdo ou ascocarpo (estrutura de reproducdo sexuada) completamente fechado (Alexopoulos et
al., 1996).

3 Estrutura produtora de ascésporos presente no ascocarpo (Alexopoulos et al., 1996).
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Figura 2 — Ciclo de vida assexuado de Aspergillus fumigatus
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Fonte: A autora, 2017.

As espécies de aspergilli sdo capazes de produzir conidios em abundancia. A espécie
A. fumigatus produz conidiéforos uniseriados, onde as filides partem diretamente da vesicula
(Figura 1). Em outras espécies de aspergilli também pode ocorrer a formacéo de conidiéforos
bisseriados, onde as fialides surgem a partir de uma camada de células chamada medula
produzida a partir da vesicula. Quando as fialides amadurecem, cada conidio se desenvolve a
partir de uma protrusdo esférica em sua extremidade. O nucleo da fialide se divide
mitoticamente, um dos ndcleos migra para o conidio em desenvolvimento e forma-se, entao,
um septo que delimita o conidio e a fialide. Quando o conidio esta maduro, outro se
desenvolve logo abaixo e, como a parede dos conidios adjacentes permanece fisicamente
conectada, uma corrente de conidios se forma e acumula na superficie da fialide (Alexopoulos
et al., 1996; Webster e Weber, 2007).

A producdo de conidios é uma etapa critica para o ciclo de vida de A. fumigatus, pois
além de ser o principal meio de dispersdo do fungo no ambiente, os conidios servem também
como estrutura de resisténcia em situacdes de escassez de adgua e nutrientes (Osherov, 2009).
Os conidios sdo cobertos por uma fina camada denominada rodlet, uma estrutura composta
por hidrofobinas que formam uma rede organizada na superficie dos conidios. A presenca de

rodlets na superficie celular é uma caracteristica exclusiva dos conidios, fornecendo a essas
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células propriedade hidrofobica, que permite sua eficiente dispersdo pelas correntes aéreas no
ambiente (Aimanianda et al., 2009; Osherov, 2009).

Ap0s a dispersdo no ambiente e ao encontrar um substrato adequado, 0s conidios de A.
fumigatus iniciam o processo de germinagdo. Essa germinacdo € iniciada pela presenca de
agua, oxigénio e fontes de carbono, fosfato e nitrato (Taubitz et al. 2007). Dessa forma, os
conidios de A. fumigatus captam a maltiplos estimulos do ambiente, ativando diversas vias
intracelulares, iniciando ou ndo o processo de germinacdo. Além disso, ja foi observado em
cultura que concentragdes elevadas de conidios induzem uma menor taxa de germinacao. 1sso
pode ser uma estratégia vantajosa na medida em que garante a sobrevivéncia do fungo em
condigdes ambientais desfavoraveis de limitagdo nutricional (Osherov, 2009).

Uma vez iniciado o processo de germinacao, a morfogénese do A. fumigatus se da nas
seguintes etapas: primeiro os conidios passam por uma fase de crescimento isotropico,
denominada swelling (fase de hidratacdo do conidio). Apo6s o swelling, os conidios passam
pela primeira divisdo mitdtica. Ocorre entdo a formacdo de um eixo de polaridade. Sabe-se
que ap6s a primeira divisdo mitdtica, mais de 90% das células encontram-se polarizadas
(Momany e Taylor, 2000). Estas células polarizadas se desenvolvem em tubos germinativos e
0 eixo de polaridade mantém-se enquanto o tubo germinativo cresce de forma apical. Apos
aproximadamente trés mitoses, € formado o primeiro septo. Um segundo tubo germinativo
emerge do esporo, a maioria das vezes em um angulo de 45 graus com relagdo ao primeiro,
em um arranjo bipolar. Estes tubos germinativos crescem até se tornarem hifas bem
desenvolvidas, profusamente ramificadas, septadas, hialinas e multinucleadas. As hifas por
sua vez podem formar conidiéforos, reiniciando todo o ciclo (Rhodes et al., 2006). A
morfogénese descrita acima esté ilustrada na Figura 3.
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Figura 3 — Morfogénese do género aspergilli (e outros fungos filamentosos) baseado no modelo do

Aspergillus nidulans
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Legenda: (1) Crescimento isotropico (swelling); (PE) Estabelecimento da polaridade; (PM) Manutencdo da
polaridade; (S) Septacéo; (Br) Ramificacdo. As esferas azuis representam os nicleos em intérfase; as
verdes, 0s ndcleos em mitose.

Nota: As areas sombreadas em cinza mostram &reas em crescimento apical.

Fonte: Adaptado de Momany, 2002.

1.3 Patogénese e fatores de viruléncia de A. fumigatus

Alguns aspergilli sdo capazes de causar um espectro de doengas em humanos e outros
animais, denominadas aspergiloses. Dentre as principais doencas desse espectro, destacam-se
a aspergilose bronco-pulmonar alérgica (ABPA), o aspergiloma e a aspergilose invasiva, essa
ultima, a forma mais grave dentre as aspergiloses (Denning, 1998; Latgé,1999). E, dentre as
principais espécies do género, destaca-se o A. fumigatus como o principal agente etioldgico
(Alexopoulos et al., 1996; Latge, 1999).

A principal porta de entrada e sitio de infeccdo do A. fumigatus € o trato respiratorio.
Outros sitios de infeccdo como a pele, os rins, olhos e trato gastrointestinal ja foram descritos,
porém, tais infeccBes sdo pouco frequentes (Denning, 1998; Dixon et al., 1989). O tipo de
manifestacao clinica, por sua vez, depende ndo somente de fatores relacionados ao fungo, mas

principalmente de fatores relacionados com o estado imunolégico do hospedeiro, bem como
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da localizacéo da infecgdo no trato respiratorio do grau de invasdo do micélio no organismo
(Casadevall e Pirofski, 2007).

Ap0s a inalacdo dos conidios, ocorre a deposicdo destas células nos bronquiolos ou
nos espacos alveolares. Em individuos higidos, os conidios que, porventura, ndo sdo
eliminados pelas células ciliadas do trato respiratério, chegam aos alvéolos pulmonares e
entdo sdo eliminados pelos macrofagos residentes. Os macrdéfagos alveolares sdo a primeira
linha de defesa celular do sistema imune inato contra os conidios do A. fumigatus. Eles séo
responsaveis pela fagocitose e morte dos conidios, bem como pelo inicio da resposta pro-
inflamatoria que ird recrutar os neutrdfilos para o sitio da infeccdo. Os conidios que
conseguem evadir da fagocitose e subsequente morte pelos macréfagos, germinam formando
as hifas que se tornam alvos dos neutréfilos. Sabe-se ainda que a liberacdo de radicais livres
pelo burst oxidativo dos neutréfilos € 0 mecanismo responsavel pela eliminacao das hifas do
A. fumigatus (Philippe et al., 2003; Lessing et al., 2007; Dagenais e Keller, 2009).

Caracteristicas ambientais tais como a habilidade de resistir a danos oxidativos, de
crescer em condicGes extremas, de apresentar versatilidade nutricional e termotolerancia
contribuem ndo apenas para o sucesso do A. fumigatus como competidor ambiental, mas
também para sua posi¢do de destaque como patégeno oportunista (Tekaia e Latgé, 2005).

As caracteristicas ja apresentadas acima, somadas ao estado imune do hospedeiro
conferem ao A. fumigatus papel de destaque entre outros microrganismos oportunistas por sua
capacidade de causar uma variedade de manifestacdes clinicas em individuos com algum grau
de imunossupressdo. Desta forma, fica claro que ndo somente os fatores de viruléncia* do
fungo sdo importantes para 0 sucesso da infec¢do causada pelo A. fumigatus, mas o estado
imunolégico do hospedeiro tem papel de destaque no sucesso dessa infecgdo. O papel do
estado imunoldgico do hospedeiro e a fisiopatologia da aspergilose serdo discutidos no topico
seguinte deste trabalho, sendo neste, destacados somente os fatores de viruléncia relacionados
ao A. fumigatus.

Caracteristicas do A. fumigatus tais como o0 pequeno tamanho dos conidios, a
capacidade de resistir a danos oxidativos, de apresentar versatilidade nutricional e a elevada
termotolerancia, em conjunto, formam uma combinacdo de fatores de viruléncia quase
exclusivos deste patogeno. Nenhuma outra especie menos patogénica de aspergilli ou outro

fungo patogénico apresenta tal combinagdo multifatorial. Em adicdo, destacam-se também os

4 Fatores determinantes do patgeno capazes de causar dano direto ou indireto ao hospedeiro infectado
(Casadeval, 2005).
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pigmentos protetores e antioxidantes, o sistema de efluxo de toxinas, bem como as toxinas e
proteases secretadas (Hohl e Feldmesser, 2007; Osherov, 2007).

A capacidade de multiplicacdo do A. fumigatus em temperaturas elevadas (37°C)
permite ao fungo infectar mamiferos de forma mais eficiente. A termotolerancia de A.
fumigatus parece estar relacionada a modificages na sequéncia de aminoacidos de algumas
enzimas, 0 que permitiria a termoestabilizacdo das mesmas ou a expressdo de proteinas
protetoras conhecidas como proteinas de choque térmico (proteinas heat shock) (Araujo e
Rodrigues, 2004).

Atualmente, sabe-se que o sitio de infeccdo do A. fumigatus no pulmdo é um
microambiente com baixa concentracdo de oxigénio, ou seja, hipdxia. Nesse contexto, alguns
estudos tém focado na capacidade do A. fumigatus de se adaptar em ambientes de hipdxia.
Gral et al., (2011) demonstraram que A. fumigatus é capaz de realizar processos de
fermentacdo alcodlica em microambientes de hipdxia durante a infeccdo em modelos murinos
de aspergilose invasiva. A capacidade do A. fumigatus ndo sé de sobreviver, mas como ser
bem-sucedido em ambientes com concentracdes limitrofes de oxigénio fornece um
mecanismo bioldgico pelo qual o fungo pode se adaptar a diferentes ambientes isquémicos
(Hsu, et al., 2013).

O A. fumigatus, assim como outros fungos patogénicos, possui mecanismos de defesa
para resistir a danos oxidativos. A melanina dihidroxinaftaleno e as hidrofobinas, presentes na
superficie de conidios de A. fumigatus, sdo barreiras fisicas de protecdo a resposta oxidativa
produzida por células do sistema imune inato. Outro mecanismo de defesa ao estresse
oxidativo é o sistema de detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio, composto por
enzimas como as catalases, peroxidases e superdxido dismutases (Jahn et al., 2000;
Langfelder et al., 2003).

O A. fumigatus possui ainda um sistema de bombas de efluxo do tipo ATP-binding
cassete transporters (transportadores ABC). O fungo utiliza esse sistema para facilitar a
expulsdo de moléculas toxicas que possam, eventualmente, entrar em contato com a célula.
No ambiente, tal sistema é til para eliminar componentes toxicos secretados por micro-
organismos competidores no solo (Tekaya e Latgé, 2005). Quando em um processo
infeccioso, o sistema ABC estd envolvido na resisténcia do A. fumigatus aos antifingicos,
bem como na desintoxicacdo de moléculas bioativas da resposta imune do hospedeiro
(Osherov, 2007).

Alguns autores afirmam que a viruléncia de A. fumigatus esta relacionada a liberacéo

de toxinas pelos conidios que, dentre outras funcdes, poderiam prevenir a fagocitose dos
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mesmos. A fumigaclavina, por exemplo, é um metabdlito alcalino inibidor da sintese de DNA
e da ativacdo, proliferacdo e adesdo de linfocitos T (Bertout, 2006). Outras toxinas sdo
liberadas pelas hifas de A. fumigatus, ressaltando-se a gliotoxina e as ribotoxinas. A
gliotoxina apresenta efeitos imunossupressores pleiotropicos tais como a interferéncia nas
funcdes fagociticas (quimiotaxia, fagocitose e burst oxidativo) (Tsunawaki et al., 2004),
inibicdo da NF-xB (Choi et al., 2007), e inducdo de apoptose em células mononucleares,
macrofagos e células polimorfonucleares (PMNSs) (Suen et al., 2001). Além disso, a gliotoxina
foi descrita como potencial mediador a atividade anti-angiogénica (Ben-Ami et al., 2009). A
gliotoxina é o metabdlito secundario que, dentre as toxinas, € melhor caracterizada e apresenta
a maior toxicidade em A. fumigatus (Reeves et al., 2004; Schulz et al., 2004).

As ribotoxinas, por sua vez, atuam inativando a acao dos ribossomos nas células do
hospedeiro. Dentre elas destaca-se a Aspfl, uma proteina de 18 kDa secretada pelo fungo. Sua
classificacdo como fator de viruléncia esta relacionada ao seu possivel papel na atividade
citotdxica durante a aspergilose invasiva (Kao e Davies, 1999).

A invasdo do epitélio pulmonar por hifas de A. fumigatus é a primeira etapa para o
estabelecimento da doenca infecciosa. Dessa forma, A. fumigatus parece secretar enzimas
com atividade elastinolitica e colagenolitica que atuariam na invasdo da barreira epitelial
pulmonar, que é rica em colageno e elastina (Monod et al., 2000). Cada vez mais a adeséo
dos patogenos a células endoteliais e epiteliais, bem como os eventos decorrentes dessa
interacdo (producdo de citocinas, processo inflamatério e expressdo de moléculas de adeséo),
tém sido estudados em infeccBes fungicas invasivas (Filler e Sheppard, 2006).

A primeira proteina descrita como adesina e relacionada como fator de viruléncia em
A. fumigatus foi a hidrofobina RodA, presente nos conidios desse fungo. Essa proteina estaria
envolvida na adesdo ao colageno e a albumina. As hidrofobinas, de modo geral, tem um papel
importante na interacdo do A. fumigatus com o hospedeiro, pois atuam mascarando B-1,3-
glucana e impedindo, consequentemente, seu reconhecimento pelas células do sistema imune
(Aimanianda et al., 2009). Sabe-se ainda que a a-(1,3)-glucana ¢ essencial para a viruléncia de
A. fumigatus, uma vez que cepas mutantes para sintese desse carboidrato apresentaram
modifica¢Oes estruturais significativas na parede celular dos conidios e, foram menos
virulentas em modelo murino de aspergilose invasiva (Beauvais et al., 2013).

Apesar das recentes descobertas a respeito dos mecanismos de adesdo deste fungo a
célula hospedeira ainda ha muitos desafios a serem suplantados. Atualmente, acredita-se que

os carboidratos da superficie celular do A. fumigatus sejam as principais moléculas envolvidas
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neste processo. Entretanto, complexidade da composicdo e da organizacdo estrutural da
parede celular fingica faz com que o entendimento destes processos seja lento e trabalhoso.

Estudos recentes tém sugerido o envolvimento de dois polimeros de carboidratos, a
GAG e a galactomanana (GM), nos processos de adesdo do A. fumigatus ao hospedeiro.
Ambos os polissacarideos sdo constituintes da Matriz Extracelular (MEC) produzida por este
fungo e estdo associados a sua capacidade de formar biofilmes. Atualmente, a GAG é
considerada um fator de viruléncia de A. fumigatus por sua capacidade de modulacdo da
resposta imune (Lousserte et al., 2010; Fontaine et al., 2011; Sheppard, 2011; Gravelat et al.,
2013; Beauvais et al., 2014; Gresnigt, et al., 2014).

Devido a sua relevancia no presente trabalho, os mecanismos da interacdo de A.
fumigatus a células do hospedeiro e 0 papel desta interacdo na fisiopatologia da aspergilose
invasiva, bem como as caracteristicas e os principais componentes da parece celular de A.

fumigatus serdo contemplados com maior riqueza de detalhes nos tépicos seguintes.

1.4 Fisiopatologia da aspergilose invasiva

Como citado anteriormente, a fisiopatologia da aspergilose invasiva é diretamente
dependente do estado imune do hospedeiro (Denning, 1998; Latgé,1999). Em geral, a
capacidade de adesdo, colonizacdo, disseminacdo e imunomodula¢do, em conjunto,
favorecem o estabelecimento e agravamento das infec¢bes fungicas (Casadevall e Pirofski,
1999). Como visto no tépico anterior, os fatores de viruléncia auxiliam em todos estes
processos. Assim, as aspergiloses sdo resultado ndo apenas do potencial de viruléncia do A.
fumigatus, mas também e principalmente do estado imunoldgico do hospedeiro (Casadeval e
Pirofski, 2003).

Casadeval e Pirofski (2003) denominaram “damage-response framework” a relagdo
entre fatores de viruléncia do patégeno e o estado imune do hospedeiro na patogénese e
viruléncia de um micro-organismo, redefinindo o conceito de doenca. A Figura 4 ilustra a
relacdo entre a resposta imune do hospedeiro e o tipo de aspergilose causada por A. fumigatus.

Em individuos higidos, a inalagdo de conidios de A. fumigatus normalmente néo é
causa de doenca e ndo gera efeito nocivo a saude do individuo. Nesse cenario, macrofagos
alveolares residentes fagocitam os conidios de A. fumigatus e produzem espécies reativas de

oxigénio NADPH-dependentes, gerando dano e destruindo os conidios. Ademais, 0s
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macrofagos sdo capazes de recrutar PMNs para os pulmdes. Dentre estas células, os
neutrofilos tém papel de destaque agregando-se as hifas e conidios, liberando seus contetdos
granulares para causar danos as células fungicas, e liberar filamentos de DNA, formando as
NETs (Neutrophil Extracellular Traps — armadilhas extracelulares de neutréfilos), redes
fibrosas formadas de DNA capazes de envolver as hifas, na tentativa de conter o crescimento
das mesmas (Phillipe, et al., 2003; Bruns et al., 2010).

Em pacientes com algum grau de imunossupressdo, 0 espectro da aspergilose pode
variar de hipersensibilidade ao patdgeno até a forma mais grave da doenca, a aspergilose
invasiva. O desenvolvimento dos diferentes tipos de aspergilose em relagdo ao estado imune
do hospedeito est ilustrado na Figura 4.

Em individuos com alguma alteracio nas funcGes pulmonares, como
hipersensibilidade, asma e fibrose cistica, 0 A. fumigatus pode causar a ABPA (Figura 4)
(Stevens, 2008; Zmeili e Soubani, 2007). Nos pacientes com cavidades ou lesdes pré-
existentes® nos pulmdes, a forma mais comum da doenca é o aspergiloma (Figura 4). O
aspergiloma, também conhecido como “bola fungica”, é caracterizado por uma massa de
hifas, fibrina, muco e detritos celulares. O aspergiloma geralmente é benigno, se circunscrito a
uma cavidade, mas pode ocorrer invaséo, irritacdo do tecido pulmonar adjacente ou reacfes
inflamatorias e alérgicas, que podem levar a hemorragia e/ou ter consequéncias fatais irritacdo
do tecido pulmonar adjacente ou reacOes inflamatérias e alérgicas, que podem levar a

hemorragia e/ou ter consequéncias fatais (Stevens, 2009; Zmeili e Soubani, 2007).

S Cavidades pré-existentes ocorrem normalmente em pacientes que tiveram tuberculose ou pacientes com
sarcoidose (Stevens, 2009).
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Figura 4 — Representacdo das aspergiloses em funcéao da resposta imune do hospedeiro.
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Legenda: (A) Grafico mostrando relacdo entre a resposta imune do hospedeiro e o tipo de doenga causada por A.
fumigatus; (B) Curva de resposta do hospedeiro ao dano causado pelo patégeno (damage-response
framework); Al = aspergilose invasiva; SIDA = sindrome da imunodeficiéncia humana; ABPA =
aspergilose bronco-pulmonar alérgica; Th2 = linfécitos T helper do tipo 2.

Nota: O dano ao hospedeiro pode ser representado em funcao da resposta a infeccéo, que varia de acordo com o

estado imunoldgico.

Fonte: (A) adaptado de Segal & Walsh, 2006; (B) adaptado de Casadevall e Pirofki 2003.

Quando as células fagociticas do hospedeiro estdo debilitadas em nimero ou funcéo,
por consequéncia da terapia quimioterapica citotdxica ou pelo tratamento com altas doses de
corticosteroides, respectivamente, (ambos amplamente utilizados no tratamento de
malignidades hematoldgicas) esta linha de defesa é completamente suprimida, tornando o
hospedeiro susceptivel a infeccdo invasiva (Ben-Ami, 2013).

Estudos histopatol6gicos com modelos animais mostram diferencas significativas na
fisiopatologia da aspergilose invasiva, em pacientes neutropénicos e ndo neutropénicos, tanto
em relacdo ao padrdo de invasdo flngica quanto ao padrdo de resposta inflamatéria do
hospedeiro (Balloy et al., 2005; Dagenais e Keller, 2009; Bem-Ami, 2013). A Figura 5 ilustra
as diferencas na fisiopatologia da aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos e ndo
neutropénicos.

A utilizacdo de corticosteroides tem consequéncias importantes para as celulas
fagociticas, incluindo o comprometimento da fagocitose, o burst oxidativo, a producéo de
citocinas, quimiocinas e migracdo celular. Varios sdo os estudos que demonstram que
corticosteroides prejudicam a capacidade funcional de fagocitos para matar conidios de A.
fumigatus. Nesse contexto, em pacientes ndo neutropénicos a fisiopatologia da aspergilose
invasiva tem carater ndo angioinvasivo (Figura 5A). Os conidios inalados germinam e
formam as hifas, mas o crescimento é limitado. A infeccdo é caracterizada por infiltrados

granulomatosos, necrose tecidual e inflamagao excessiva.
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Figura 5 — Fisiopatologia da aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos e nao-

neutropénicos.
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Legenda: (A) Fisiopatologia da aspergilose invasiva em pacientes ndo neutropénicos; (B) Fisiopatologia da

aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos; PMN = células polimorfonucleares.

Nota: (A) A fisiopatologia da aspergilose invasiva em pacientes ndo neutropénicos é caracterizada pelo
recrutamento de neutrofilos (PMN), inflamagdo exacerbada devido aos infiltrados granulomatosos, com
consequente necrose tecidual; (B) A fisiopatologia da aspergilose invasiva em pacientes neutropénicos é
caracterizada pelo crescimento exacerbado das hifas, angioinvasdo, infarto tecidual e disseminacdo dos
fragmentos das hifas, podendo levar a doenca sistémica.

Fonte: Adaptado de Dagenais e Keller, 2009.

Apesar dos efeitos dos esteroides na funcionalidade das células fagociticas, 0s
neutrdfilos sdo recrutados para o pulmao na tentativa de evitar a invasdo de hifas, entretanto,
essa manobra cria um ambiente inflamatdrio que resulta em lesdo tecidual. Esta resposta
inflamatdria exacerbada é geralmente considerada a principal causa de morte do paciente, em
contraste com o observado em pacientes neutropénicos, onde o crescimento do fungo é
descontrolado levando a infeccéo sistémica.

Em pacientes com neutropenia profunda e prolongada (Figura 5B), 0s conidios aderem
as células epiteliais dos pulmdes e sdo endocitados pelas mesmas. Ja foi descrito que conidios
e hifas de A. fumigatus séo capazes de induzir a formacéo de pseuddpodes por pneumaocitos
tipo Il. Os conidios, ao serem endocitados permanecem nos lisossomos e endossomos dessas
células epiteliais podendo germinar dentro das mesmas (Paris et al., 1997; Wasylnka e Moore,
2003). Durante esse processo, 0s conidios vivos estimulam a expresséo de TNF-a pelos

.....

mecanismo de evasdo do fungo pode, portanto, contribuir para sua viruléncia. Uma vez que
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escapam das células epiteliais dos pulmd@es, os conidios germinam e formam hifas que
crescem de forma exacerbada e apresentam tropismo pelos vasos sanguineos. Essas hifas
angioinvasivas aderem e invadem a superficie abluminal do endotélio. Ao atingir a luz dos
vasos sanguineos, fragmentos de hifas se disseminam pela corrente sanguinea, atingindo
diferentes pontos da face luminal do endotélio. Nesse momento as hifas aderem e atravessam
o endotélio vascular, alcangando novos tecidos. Esses eventos estdo ilustrados detalhadamente
na Figura 6 e sdo responsaveis pela disseminacdo hematogénica do fungo, processo que
caracteriza a infeccdo sistémica e leva a injuria, dano celular, e eventos pro-tromboticos no
endotélio. Por fim, a morte de pacientes com aspergilose invasiva decorre do infarto tecidual e
faléncia dos 6rgdos vitais (Lopes-Bezerra e Filler, 2004; Filler e Sheppard, 2006; Kamai et al.,
2006).

Apesar de alguns mecanismos envolvidos na interacdo de A. fumigatus com células
endoteliais ja terem sido descritos em outros trabalhos, ainda ndo se sabe quais receptores
nestas células hospedeiras e quais moléculas da superficie celular do fungo podem estar
envolvidos nesse processo.

Em adicdo, ja foi demonstrado que o sitio de infeccdo tecidual causado por A.
fumigatus ¢ um ambiente de hipdxia. Utilizando cloridrato de pimonidazol®, Grahl et al.
(2011) confirmaram o microambiente de hipoxia em diferentes modelos murinos de
aspergilose invasiva in vivo. Os mecanismos responsaveis pela criacdo do ambiente de
hipdxia diferem de acordo com o tipo de imunossupressdo. Os autores hipotetizam que, no
modelo neutropénico de aspergilose invasiva (quimioterapia), a angioinvasdo e a trombose
intravascular precipitam o infarto tecidual, sendo a causa da hipoxia. Em contraste, em
modelos com camundongos tratados com corticosteroides ou com doenca granulomatosa
crbnica, onde a resposta imune desregulada € a principal causa do dano tecidual, a hipoxia €
causada pela infiltracdo excessiva de PMNs no tecido.

Esses dados demonstram a complexidade e a dinamicidade da interagdo entre o A.
fumigatus. Destacamos aqui as celulas endoteliais. Como foco do presente trabalho, a
interacdo entre A. fumigatus e o hospedeiro sera explorada com maior riqueza de detalhes no

topico a seguir.

® Substancia que se liga com o grupo tiol de proteinas peptideos e aminoacidos especificamente em células
hipoxicas (Varia et al., 1998).
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Figura 6 — Ades&o e invasdo do endotélio vascular por A. fumigatus.
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Legenda: (A) Inalacdo; (B) Adesédo epitelial; (C) Endocitose; (D) Germinacdo; (E) Escape; (F) Penetragdo no
endotélio abluminal; (G) Inducdo ao dano celular; (H) Disseminacdo hematogénica; (1) Adesdo ao
endotélio luminal; (J) Invasdo; (K) Dano celular; (L) Invasdo extravascular.

Fonte: Adaptado de Filler e Sheppard, 2006.

1.5 Aspectos celulares e moleculares da interacéo fungo-hospedeiro

1.5.1 A superficie celular do A. fumigatus

De modo geral, a adesdo de microrganismos ao hospedeiro (célula ou tecido) é um
evento chave na patogénese de doencas infecciosas. Assim como em outros fungos, a parede
celular do A. fumigatus atua como um reservatério de moléculas efetoras, tais como antigenos
e enzimas, que possuem papeis importantes no curso da infeccdo (Beauvais et al., 2014).
Ademais, as enzimas biossintéticas encontradas na parede celular representam alvos
exclusivos de drogas, como as equinocandinas, drogas inibidoras da sintese de B-(1,3)-
glucana. Dessa forma, essa estrutura dindmica e complexa ganha destaque como o ponto

chave na interacdo deste patogeno com células hospedeiras, como ilustrado na Figura 7.
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Figura 7 — Modelo da interagdo de moléculas da superficie do A. fumigatus com o hospedeiro.
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Nota: Estdo representadas moléculas conhecidas e/ou suspeitas de estarem envolvidas na adesdo desse micro-
organismo as células e moléculas do hospedeiro. A lamina basal inclui componentes como colageno 1V,
fibronectina e laminina.

Fonte: Adaptado de Sheppard, 2011.

Cerca de 90% da parede celular fngica é composta por carboidratos, principalmente
quitina, glucanas e outros glicoconjugados. Existem ainda, outras moléculas na parede celular
do A. fumigatus, como pigmentos e proteinas. A parece celular, em geral, é formada por uma
camada mais interna, fibrilar e lcali-insoltvel; e uma camada mais externa, amorfa e &lcali-
soluvel, ilustrada na Figura 8 (Bowman e Free, 2006; Latgé, 2010; Beauvais et al., 2014).

O core fibrilar alcali-insolGvel da parede celular do A. fumigatus é composto por
polimeros de B-(1,3)-glucana (com aproximadamente 4% de ramifica¢des do tipo B-1,6). A
este polimero, estdo covalentemente ligadas parte da quitina/quitosana, a B-(1,3)-/B-(1,4)-
glucana e a galactomanana (GM). A GM é composta por uma estrutura central, um polimero
de manose a-1,2/a-1,6 ligadas, com cadeias laterais oligossacaridicas de B (1,5)

galactofuranose.
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Figura 8 — Representacdo esquematica da parece celular do conidio e da hifa de A.
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Legenda: (A) Parede celular do conidio de A. fumigatus; (B) Parede celular do micélio de A. fumigatus; MP =

membrana plasmatica.
Fonte: Adaptado de Beauvais et al., 2014.

A fracdo mais externa, amorfa e alcali-soldvel, por sua vez, é composta por cadeias

lineares de a-(1,3)-glucana (com 1% de liga¢des do tipo a-1,4), GM e galactosaminogalactana

(GAG) (Gastebois et al., 2009; Latgé, 2010; Beauvais et al., 2014).
Os polissacarideos descritos acima podem ou ndo ser comuns a parede celular de

conidios e hifas de A. fumigatus. Entretanto, existem diferencas estruturais significativas entre

a superficie celular desses morfotipos, tanto em relacdo & sua presenca quanto em relagdo a
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concentracdo e localizacdo desses polissacarideos. Além disso, como pode ser observado na
Figura 8A, os conidios sdo cobertos por uma camada superficial de rodlets e melanina
(Aimanianda et al., 2009; Sharon, 2009), que conferem hidrofobicidade e inércia imunologica
ao conidio, esta ultima, evidenciada pela incapacidade do conidio de desencadear uma
resposta inflamatorias significativa pelas células fagociticas do hospedeiro (Beauvais et al.,
2014).

Em contraste, a camada mais externa das hifas de A. fumigatus (Figura 8B) contém
polimeros de GAG, molécula ausente na superficie do conidio e atualmente apontada como
molécula chave na patogénese da aspergilose invasiva (Fontaine et al., 2000; Aimanianda et
al., 2009; Loussert et al., 2010; Fontaine et al., 2011). A GAG é um polimero linear,
heterogéneo, complexo, composto por residuos de a-(1,4) galactopiranose e a-(1,4) N-acetil-
galactosamina (GalNAc) (Gastebois et al., 2009; Latgé, 2010).

Anaélises quimicas mostraram que a GAG representa 2% do total de polissacarideos da
parede celular do A. fumigatus. Sua composicao esta descrita na Tabela 1 (Loussert et al.,
2010). Quimicamente, a molécula de GAG pode ser dividida em duas fracdes: uma fracao
ureia-soltvel, a SGG; e uma fracdo insoltvel, a PGG. A proporcao de galactose e GaINAc
presente nas fracdes SGG e PGG sdo de 60/40 e 15/85, respectivamente. As fragdes SGG e
PGG possuem estruturas similares, sendo suas principais diferencas o grau de polimerizacéo
dos oligossacarideos de galactose e a presenca em maior quantidade de GalNAc na fracdo
PGG (2 a 3 vezes maior) (Fontaine et al., 2011).

Tabela 1 — Composicao estrutural da molécula de GAG

SGG PGG
Galactose/GalNAc 60/40 15/85
Sequéncias de oligossacarideos Porcentagem relativa
aGalNAcl1-[4aGalNAcl1-], n>10 10 25
oGall-[4aGall-], n>10 5 2
aGall-[4aGalNAcl-], ,,-aGall- 10 40
oGalNAcl1-[4aGall-], ,aGall- 30 10
aGall-[4aGalNAcl-4aGall],-4aGalNAcl- 45 23

Fonte: Adaptacdo de Loussert et al., 2010.
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Na fracdo SGG os oligossacarideos de galactose, de 2 a 10 residuos, estdo unidos por
um unico residuo de GalNAc. Em contraste, na fracdo PGG, um residuo de GalNAc ou poli
residuos de GalNAc estdo unidos por um Unico residuo de galactose (Tabela 1). Esses dados
demonstram a heterogeneidade da molécula de GAG, caracteristica que tem impacto direto
nas propriedades fisico-quimicas da molécula (Fontaine et al., 2011).

A GAG foi descrita como tendo papel importante na viruléncia de A. fumigatus e
como mediadora da adesdo a diversos substratos do hospedeiro. A fracdo SGG dessa
molécula possui papel imunossupressor e favorece o desenvolvimento da aspergilose invasiva
por induzir a apoptose das células do sistema imune do hospedeiro (neutréfilos), e ainda, por
mascarar a 3-(1,3)-glucana, impedindo seu reconhecimento pelo receptor Dectina-1 (Fontaine
etal., 2011; Gravelat et al., 2013).

Cepas deficientes na producdo de GAG apresentaram viruléncia atenuada em modelos
murinos de aspergilose invasiva (Gravelat et al., 2013). Além disso, estudos demonstram que
a GAG favorece o crescimento fungico durante a infeccdo (Fontaine et al., 2011), inibe a
resposta protetora Th1l/Treg e promove a resposta Th2 (Gravelat et al., 2013). O mecanismo
pelo qual a GAG induz tal padrdo de resposta anti-inflamatéria se da pela inibicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatérias por células mononucleares de sangue periférico. A
molécula de GAG ¢é capaz de induzir a producdo de um antagonista do receptor de
interleucina 1 (IL-1Ra), que bloqueia toda a via de sinalizagdo por IL-1. Em modelo murino
de aspergilose invasiva, os autores demonstraram a inducdo de IL-1Ra in vivo pela GAG.
Ademais, foi observado um aumento na susceptibilidade a aspergilose invasiva em
camundongos selvagens, mas ndo em camundongos knockout para IL-1Ra (Gresnigt et al.,
2014).

Fica claro, portanto, que a parede celular do A. fumigatus é uma estrutura de suma
importancia durante o desenvolvimento da infec¢do invasiva. A parede celular tem papel de
destaque nas interacdes com 0 hospedeiro e ndo somente como um escudo protetor para o
fungo, mas também e principalmente, contem fatores determinantes para o sucesso da
infeccdo (Beauvais et al., 2014).

Tanto nos sitios das infec¢des causadas quanto na natureza sob substrato solido, o A.
fumigatus cresce como uma colonia caracterizada por camadas mdltiplas de hifas
multicelulares embebidas em uma MEC. Tal tipo de crescimento consiste na definicdo de
biofilme: uma comunidade microbiana estrutural envolta em uma MEC (Beauvais e Latgé,
2015).
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Anadlises in vitro demonstraram que, sob condicGes aéreas e estaticas, 0 micélio de A.
fumigatus cresce na forma de biofilme, tal qual no aspergiloma. Nesse caso, a composi¢ado da
MEC do biofilme ¢ principalmente GM, GAG, a-(1,3)-glucana, melanina, antigenos proteicos
e monossacarideos. Os monossacarideos e 0s antigenos proteicos compdem a menor porgao
da MEC, e dentre os antigenos destacam-se as enzimas catalase (catB), dipeptidil peptidase V
(DppV) e a ribotoxina Aspfl (Beauvais et al., 2007; Beauvais e Latge, 2015).

As analises in vivo revelaram que a composic¢do da MEC do biofilme de A. fumigatus €
similar a composi¢do descrita in vitro, contendo GM, GAG, a-(1,3)-glucana e melanina.
Entretanto, em contraste com a composicdo in vitro, os principais antigenos catB, DppV e
Aspfl ndo foram detectados. O Quadro 1 indica a composicdo da MEC no biofilme de A.

fumigatus in vivo e in vitro.

Quadro 1 — Composicdo da MEC de A. fumigatus in vivo e in vitro, em condicdes de

crescimento de biofilme

Aspergiloma Aspergilose invasiva Biofilme in vitro
Galactosaminogalactana + + +
Galactomanana + + +
a-(1,3)-glucana + - +
Melanina + sem informacéo +
Antigenos ] ] N
(DppV, CatB, AspF1)

Fonte: Adaptado de Loussertet al., 2010 e Beauvais e Latgé, 2015.

A a-(1,3)-glucana é encontrada na superficie mais externa da MEC quando A.
fumigatus € crescido em condicGes estaticas e aéreas, tal qual no aspergiloma (Figura 9C).
Entretanto, quando cultivado submerso e sob agitacdo (planctdnica), bem como no tecido
pulmonar de camundongos com aspergilose invasiva, a a-(1,3)-glucana encontra-se nas
camadas mais internas da parede celular (Figura 9D) (Loussertet al., 2010). Isso sugere que a
a-(1,3)-glucana exerca uma importante funcdo na aglomeracdo de hifas, como é o caso do
crescimento do fungo em meio sélido in vitro ou no aspergiloma in vivo. No caso da
aspergilose invasiva, uma infeccdo sistémica e descentralizada, as hifas ndo formam um
agregado, o que permite que seus fragmentos sejam disseminados pela corrente sanguinea.

O genoma do A. fumigatus apresenta somente um gene responsavel pela transcri¢do da

B-(1,3)-glucana sintase, o Fksl (Firon et al., 2002). Recentemente, estudos demonstraram que
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a delecédo desse gene na cepa mutante Afksl resultou em uma cepa totalmente desprovida de
B-(1,3)-glucana. Uma vez que a B-(1,3)-glucana é a ancora pela qual a GM se liga
covalentemente a parede celular, ha reducao significativa da incorporacdo de GM na parede
celular do fungo. Adicionalmente, um aumento do contetdo de GM foi observado nos
sobrenadantes de cultura, sugerindo que a GM estaria sendo produzida, mas né&o
necessariamente incorporada na parede celular do fungo. Neste mesmo estudo, foi observado
um aumento no contetido de GalNAc na parede celular da mutante Afks1 (Dichtl et al., 2014).

Figura 9 — Localizagao celular da a-(1,3)-glucana e GAG na parede celular de A. fumigatus.

PR L G & MM 1y

Legenda: (A) Microscopia eletrdnica com anticorpo monoclonal anti-GAG de hifas de A. fumigatus em modelo
murinho de aspergiloma; : (B) Microscopia eletrénica com anticorpo monoclonal anti-GAG de hifas
de A. fumigatus em modelo murinho de aspergilose invasiva; (C) Microscopia eletrbnica com
anticorpo monoclonal anti- a-(1,3)-glucana de hifas de A. fumigatus cultivadas sob condi¢6es
estaticas e aéreas; (D) Microscopia eletrénica com anticorpo monoclonal anti- o-(1,3)-glucana de hifas
de A. fumigatus cultivadas submersas e sob agita¢éo; PC = parede celular

Fonte: Adaptado de Loussert et al., 2010 e Beauvais et al., 2014.

Os estudos aqui apresentados demonstram o nivel de complexidade por tras da sintese
e liberacdo dos polissacarideos presentes na superficie celular do A. fumigatus. Cada vez
mais, estes carboidratos vém sendo apontados como moléculas chave na adesdo e interacdo do
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fungo com as células do hospedeiro. Portanto, maior destaque sera dada ao papel dos
carboidratos de parede de A. fumigatus, principalmente da GAG no tdpico a seguir.

1.5.2 Qual o papel da GAG na interacdo A.fumigatus-hospedeiro?

Como dito anteriormente, a superficie celular é a primeira estrutura do fungo a entrar
em contato com o hospedeiro. De modo geral, um dos principais eventos para 0
estabelecimento da doenca infecciosa é a adesdo do micro-organismo ao (s) tecido (s) do
hospedeiro. Como defesa constitutiva, o hospedeiro apresenta barreiras fisicas, como a pele e
0 epitélio de mucosas; proteinas com acdo antimicrobianas, como as defensinas; receptores
sollveis e opsoninas, como as colectinas e proteinas do sistema complemento e, receptores
celulares de reconhecimento padrdo (PRRs), que reconhecem padrdes moleculares especificos
do patégeno (PAMPs) (Romani, 2004; Van de Veerdonk et al., 2008). A presenca desses
PRRs em fagdcitos inicia uma cascata intracelular que promove a ativacdo da resposta
imunoldgica, que pode desencadear uma resposta especifica contra o patégeno. Contudo, ndo
apenas macrdfagos e neutrdfilos atuam na resposta imune inata contra fungos patogénicos.
Células ndo fagociticas, como células epiteliais e endoteliais, podem expressar PRRs, estando
também envolvidas nesse processo (Liu et al., 2010).

Desta forma, a adesdo do A. fumigatus ao hospedeiro é uma etapa critica para a
colonizacdo e, principalmente, para o desenvolvimento da infeccdo invasiva (Sheppard,
2011). Neste trabalho, ja foi citado que, ap6s sua inalacdo, os conidios aderem rapidamente as
células epiteliais pulmonares e aos macrofagos residentes, sendo internalizados e germinando
dentro das células do hospedeiro (Campoli et al., 2011). Ap6s a germinacdo, a hifa
angioinvasiva permanece em contato direto com células epiteliais, endoteliais e com as
células do sistema imune do hospedeiro. Esse contato intimo induz dano tecidual e
desencadeia a resposta inflamatoria do hospedeiro (Lopes-Bezerra e Filler, 2004; Kamai et al,
2009; Gravelat et al., 2013)

O tecido endotelial compreende uma monocamada continua de células que reveste a
luz dos vasos sanguineos de todo o sistema circulatério, desde o coracao até os capilares mais
delgados (Campbell e Campbell, 1983). Esse tecido reage a estimulos quimicos e fisicos

(Simionescu, 1992; Michiels, 2003), é versatil, multifuncional e apresenta diversas
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propriedades metabdlicas, como regulacdo da homeostase, modula¢do da vasomotricidade,
além da regulacdo de respostas imune e inflamatoria (Sumpio et al., 2002). Adicionalmente, o
tecido endotelial interage e estimula, de maneira paracrina e autdcrina, outros tipos celulares,
como células do tecido muscular e elementos sanguineos, como plaquetas e glébulos brancos.
Entretanto, a manutencdo da integridade estrutural e funcional deste tecido € essencial para o
bom funcionamento dessas propriedades (Sumpio et al., 2002).

Sob condicgdes basais, o endotélio mantém a homeostase regulando eventos como
trombose, trombdlise, adesdo plaquetaria, tobnus vascular e fluxo sanguineo. Essa regulacédo
ocorre através da liberacdo de substancias vasoativas, como 0xido nitrico e prostaciclinas, que
inibem a adesdo plaquetéaria e causam vasodilatacdo. Esses mediadores, por sua vez, sdo
liberados em resposta a variados estimulos quimicos (ex.: trombina, bradicinina, ADP) e
fisicos (ex.: for¢as hemodinamicas) (Sumpio, et al., 1993).

Quando estimulado, o endotélio varia de um fendétipo basal, para um estado ativado,
caracterizado por um perfil pré-trombético, proliferativo e vasoconstritor (Sumpio, et al.,
1993). A ativacdo endotelial pode ser causada por uma série de doencas infecciosas e
vasculares, que estimulam processos inflamatérios e pro-tromboticos, contribuindo
significativamente na patogénese dessas doencas (Dejana et al., 2008). Esses estimulos pro-
trombdticos estdo diretamente envolvidos com o processo inflamatério, através da acdo de
citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-2, IFN-y e fatores de crescimento
tais como VEGF, MCP-1 e PDGF, que contribuem para a expressdo de fator tecidual nas
células endoteliais (Libby e Simon, 2001; Lopes-Bezerra e Filler, 2003).

O modelo de estudo da interacdo Aspergillus-HUVECSs utilizando tubos germinativos
(TGs) de A. fumigatus foi criado por Lopes-Bezerra e Filler (2004). Nesse estudo, os autores
demonstraram que conidios de A. fumigatus sdo endocitados pelas HUVECSs cerca de duas
vezes mais que os TGs e que ha um rearranjo dos microfilamentos de actina das células
endoteliais durante o processo de endocitose. Os autores demonstraram ainda que o nivel de
ativacdo celular induzida pelo fungo nas HUVECs atinge seu ponto maximo apds 16 horas de
interacdo. Além disso, observaram que a injuria endotelial é diretamente dependente do
contato fungo-endotélio e que, o nivel injuria causada por tubos germinativos independe da
viabilidade do fungo. Em contraste, a injuria causada por conidios esta diretamente ligada a
viabilidade dos mesmos.

Sabe-se que a resposta endotelial a infeccdo por A. fumigatus € polarizada e que tanto
a invasao luminal quanto abluminal do endotélio pela hifa levam a ativacdo endotelial, que é

mediada por TNF-a. Essa citocina leva a um estimulo autocrino e¢/ou paracrino, induzindo a
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expressdo de moléculas de adesdo leucocitéria, de citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias.
Esse fendtipo pro-trombdtico do endotélio apos a interagdo com hifas de A. fumigatus pode
caracterizar um mecanismo de defesa do hospedeiro que tenta, dessa forma, prevenir a
disseminacdo hematogénica do fungo (Lopes-Bezerra e Filler, 2004; Chiang et al., 2008;
Kamai et al., 2009).

Os primeiros indicios da participacdo de carboidratos nos processos de adesdo de A.
fumigatus as superficies epiteliais surgiram com os estudos de Wasylnka e Moore (2000),
quando foi observado que conidios deste fungo apresentam afinidade por dominios de ligacédo
para glicosaminoglicanas presentes em moléculas de fibronectina. Além disso, este grupo
também constatou que agucares carregados negativamente eram capazes de inibir a ligagdo de
conidios tanto a fibronectina quanto a lamina basal de células epiteliais de pulméo.

Nesse contexto, a adesdo da hifa angiogénica a constituintes do hospedeiro possui
papel essencial na patogénese da aspergilose invasiva. Logo, as moléculas ligantes na
superficie da hifa, evolvidas nessa adesdo sdo moléculas chave para elucidar os mecanismos
de patogénese do A. fumigatus, bem como desenvolver estratégias terapéuticas para reduzir a
morbidade e a mortalidade da aspergilose invasiva.

Os residuos de galactofuranose sdo componentes essenciais de moléculas da parede
celular do A. fumigatus, como a GM, polissacarideo presente na MEC. Ademais, esses
residuos compdem glicoproteinas e moléculas de membrana celular como a
lipofosfogalactomanana e glicoesfingolipidios. O gene ugml, em A. fumigatus, codifica a
enzima UDP-galactopiranose mutase, responsavel pela conversdo de residuos de
galactopiranose em galactofuranose. A cepa mutante Augml apresenta um fendtipo de
hiperproducédo de polimeros de GAG e auséncia de qualquer polimero que contenha residuos
de galactofuranose, como a GM (Lamarre et al., 2009).

Dois outros genes foram descritos como envolvidos na sintese de carboidratos em A.
fumigatus: os genes StutA e MedA, que interferem diretamente na sintese de GAG e GM.
Estes genes codificam proteinas envolvidas na formacdo de biofilme e nos mecanismos de
adesdo de A. fumigatus a linhagem de células epiteliais pulmonares (Gravelat et al, 2010;
Gravelat et al, 2013). A StutA é um fator de transcricdo de desenvolvimento, enquanto a
MedA tem papel regulatorio nos mecanismos de adesé@o e formacao de biofilme (Sheppard et
al., 2005; Gravelat et al, 2010). Analise dos carboidratos das cepas mutantes AStut4 e AMedA
mostraram gque ambas sdo incapazes de produzir GAG (Gravelat et al, 2013), contrastando
com o fenotipo observado na cepa Augm1l, que é de hiperproducdo de GAG (Lamarre et al.,
2009).
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Utilizando as cepas mutantes AStutA e AMedA, Gravetal et al., (2013) confirmaram o
papel da GAG como a principal adesina de A. fumigatus. Tais mutantes apresentaram perfil
hipo-aderente, mostrando-se incapazes de aderir a superficies plasticas e substratos
biolégicos. Os autores demonstraram ainda que a adicdo de GAG exogena (fracdo SGG),
isolada de sobrenadantes de cultura da cepa selvagem de A. fumigatus, resultou no aumento
da capacidade de aderéncia de AStutA e AMedA de forma dose-dependente. Estes dados
corroboram com o estudo de Lamarre et al., (2009) que demonstrou que a cepa Augml, que
apresenta uma superexpressao GAG em sua superficie celular, possui perfil hiper-aderente a
superficies inertes (vidro e plastico) e a células epiteliais pulmonares.

StutA e MedA controlam a expressdo de centenas de genes envolvidos ou ndo na
sintese de GAG. Através de uma analise transcriptdmica comparativa, Gravetal et al., (2013)
identificaram 10 genes significativamente desregulados em ambos mutantes. Anélises por RT-
PCR em tempo real revelaram que, dentre outros, o gene Afu3g07910, designado uge3, tinha
sua expressdo reduzida em AStutA e AMedA (Figura 10). O gene uge3 codifica uma UDP-
glicose-4-epimerase (UGE), enzima que possui papel chave na biossintese de galactose e
galactosamina (Gravelat et al., 2013). O genoma do A. fumigatus possui ainda outras duas
UGEs preditas, codificadas pelos genes uge4 (Afu4g14090) e uge5 (Afu5g10780) (Lee et al.,
2014).

Figura 10 — Genes diferencialmente regulados em AStutA e AMedA

Loécus Fungao da proteina identificada

Afulgl0390 Transportador multidrogas ABC
Afulgl4300 Familia do dominio fascilina

142 genes
regulados por
MedA

Afu3g07870 Proteina extracelular rica em serina
Afu3dg07910 UDP-glicose-4-epimerase
Afu4gl12700 Proteina hipotética

Afu5gl10950 Proteina hipotética

84 genes
regulados por
StutA

Afu6g00680 Proteina hipotética
Afu7g06780 Proteina hipotética
Afu8g00190 Citocromo P450

Afu8g00200 O-metiltransferase

Nota: Andlise de microarray feita a partir do genoma total das cepas mutantes.
Fonte: Gravetal et al., 2013.
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Nesse contexto, a cepa mutante para o gene uge3, Auge3, foi construida e, apresentou
auséncia total de GAG, por microscopia de varredura da superficie celular, bem como, da
MEC, como ilustrado na Figura 11. Além disso, a Auge3 apresentou um aumento nos niveis
de GIcNAC e, especialmente, a Auge3 ndo apresentou niveis detectaveis de GaINAc ou GAG
na parede celular e no filtrado de cultura (Gravelat et al., 2013). Os autores demonstraram que
a mutante Auge3 foi incapaz de aderir a polimeros plasticos, células epiteliais e fibronectina.
A delecdo do gene uge3 ainda bloqueou completamente a capacidade do A. fumigatus de

aderir e causar injaria em células epiteliais pulmonares da linhagem A549. Ademais, a Auge3

demonstrou viruléncia atenuada em modelo murino de aspergilose invasiva (Gravelat et al.,
2013).

5.0V 5.1mm »20.0k SE(U)

Fonte: Adaptado de Gravetal et al., 2013.

2.00um 5.0kV §.2mm x20.0k SE(V.0) 2.00um

A UGES ¢ a epimerase dominante em A. fumigatus, entretanto, tal enzima é essencial
somente para a sintese de galactofuranose, componente da GM. A cepa mutante Auge5
apresentou polimeros de GAG com conteldo reduzido de galactose e auséncia total de
polimeros de GM. Em contraste, a delecdo do gene uge4 nédo resultou em nenhum fenotipo,
néo alterando o metabolismo da galactose ou a producdo de GAG e GM (Lee et al., 2014).

Esses dados, em conjunto, evidenciam o papel da UGE3 como enzima mediadora da
sintese de GalNAc e, consequentemente do polimero de GAG. Lee et al., (2014) demonstram
que a UGE3 é uma epimerase de atividade dupla, sendo capaz de mediar a interconverséo de
UDP-GIcNAc a UDP-GalNAc, bem como de UDP-glicose a UDP-galactose.

Apesar da importancia dos polimeros de GAG e GM na patogénese do A. fumigatus,
0s mecanismos envolvidos na sintese desses carboidratos séo altamente complexos e precisam

ser melhor elucidados. Os dados aqui apresentados ressaltam a importancia da UGE3 no
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metabolismo e sintese de GAG. H4 ainda indicios do envolvimento de uma possivel glicosil
transferase (GT4C), na membrana celular de A. fumigatus, cuja funcdo hipotética seria a
sintese da GAG e a montagem da estrutura final na parede celular (Jean-Paul Latgé,
comunicacdo pessoal), similar as enzimas de sintese de quitina e de B-1,3 glucana, todas
enzimas localizadas na membrana plasmatica. A cepa mutante para GT4C foi recentemente
construida pelo grupo do Dr. Jean-Paul Latgé, no Institut Pasteur (Franca), estando os estudos
com esta mutante em fases iniciais, dentre os quais 0 presente projeto. A Figura 12 ilustra
uma representacdo esquematica das possiveis vias de sintese de GM e GAG, ja incluindo esta

glicosil transferase.

Figura 12 — Representacdo esquematica hipotética das vias de sintese de GM e GAG

Galactomanana Galactosaminogalactana

X
OO0

Extracelular _ Y _ _ @ o o o e e e e e Extracelular _ _ _ _ _ .I.. ————————
Citosol Citosol GT?
FersegReaEs i /\
l E % Jrey (r— re——
| : il — ] =0 — =HO
: ' Uge3 Uge3/Uge5
" |
: :
| GT?
|
: — + : . Glucose O Galactose ‘ Mannose
[ ' B cicnac [ camnae () calf
I GIfT? :
: : Ugm1: UDP-galactose mutase .
B i e Bl s i 2 Uge3/Uge5:UDP-galactose 4 epimerase
Ugtl Ugt1: Transportador de UDP-galactose
o) = HD = =KD GIfT: Galactofuranose transferase
Uge3/Uge5 Ugml GT: Glicosil transferase

Legenda: * a estrutura da GAG representa multiplas combinagdes de potenciais combinacfes de galactose e
GalNAc.
Fonte: Adaptado de Lee et al., 2014.

Trabalhos recentemente publicados por nosso grupo (Neves et al., 2016; Neves et al.,
2017) demonstraram que a mutante que superexpressa a GAG na superficie celular, a Augm1,
parece modular a resposta endotelial nas HUVECs, aumentando a secrecdo de TNF-a ¢ a

transcricdo de fator tecidual. Dados proteémicos destes trabalhos mostram que a Augml €



42

capaz de modular os niveis de proteinas em vias endoteliais relacionadas a resposta
inflamatoria mediada por TNF-a e de resposta ao estresse, tais como: coagulacdo sanguinea e
resposta imune; resposta ao estresse e resposta ao desenovelamento de proteinas; processo
apoptotico e resposta ao estresse. Outra via endotelial importante, que se mostrou alterada
pela mutante Augm 1, foi a via de sinalizagdo 14-3-3, também regulada por TNF-o. Essa via de
sinalizagdo leva a ativacdo de ELK-1 e P73, dois fatores de transcricdo diretamente
relacionados a resposta inflamatoria.

Neves e colaboradores (2016 E 2017) demonstraram ainda que a fracdo SGG
purificada também é capaz de induzir maior secre¢do de TNF-a pelas HUVECs ¢ de alterar
vias coincidentes aquelas alteradas pela mutante Augm1, dentre elas a via de sinalizagdo 14-3-
3. Em conjunto, todas essas informacoes, enfatizam a complexidade dos eventos decorrentes
da interacdo Aspergillus-endotélio e a importancia dos polissacarideos presentes na MEC do
A. fumigatus nesse processo, em especial da molécula de GAG, corroborando com a literatura
relacionada.

Cabe ressaltar que a que a fracdo SGG nao reflete o0 comportamento e a complexidade
da molécula completa de GAG. Nesse contexto, o presente trabalho visa dar continuidade a
esta linha de pesquisa, a fim de desvendar o verdadeiro papel da molécula de GAG na
interacdo com o endotélio e usa como estratégia, além da mutante Augm1I (que superexpressa

GAG em sua superficie), cepas mutantes que nao apresentam a GAG em sua superficie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elucidar os mecanismos de resposta endotelial que podem estar efetivamente
relacionados a presenca deste polissacarideo GAG na parede celular de A. fumigatus,
utilizando como estratégia o estudo de duas cepas mutantes que ndo o sintetizam, Auge3 €
Agtdc.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos sdo:

a) avaliar a taxa de ades&@o e internalizacdo de tubos germinativos das cepas
mutantes Auge3 e Agt4c de A. fumigatus pelas células endoteliais;

b) determinar o padrdo de secrecdo de citocinas e/ou quimiocinas no meio
condicionado de culturas de HUVECs interagidas com tubos germinativos
das cepas mutantes Auge3 e Agt4c e, comparar com as cepas selvagens
(AF293 e Ku80) de A. fumigatus, bem como com a cepa mutante Augm/;

c) realizar a analise protedmica da célula endotelial desafiada com as mutantes
Agtdc e Augml e com a correspondente cepa selvagem Ku80;

d) correlacionar as vias e processos biologicos das HUVECs modulados pela
cepa mutante (Agt4c) com o padrdo de expressdo de proteinas endoteliais

obtido com a mutante Augm1.
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3 ESTRATEGIA METODOLOGICA

3.1 Microrganismos utilizados

Para desenvolver este estudo foram utilizadas 6 cepas de A. fumigatus: duas cepas
selvagens (AF293 e Ku80); uma cepa mutante para o gene UGE3 (Auge3) e a cepa
complementada para esse gene (Auge3::Auge3), cedidas pelo Dr. Don Sheppard McGill
University, Canada; uma cepa mutante para um gene que codifica a enzima glicosil
transferase (4gt4c) e uma cepa mutante para o gene UGM1 (dugml), cedidas pelo Dr. Jean-
Paul Latge, Pasteur Institute, Franca

A cepa selvagem AF293 tem seu genoma sequenciado e é uma cepa de referéncia de
A. fumigatus. A cepa selvagem Ku80 foi utilizada por ser o background genético dos mutantes
Augml e Agtdc e ainda, por servir como um modelo comparativo com a cepa selvagem
AF293. A cepa Augml foi escolhida por apresentar um fenotipo caracterizado pela maior
expressao de GAG e por ter sido alvo recente de estudos em nosso grupo de pesquisa. A cepa
Agtdc foi escolhida por apresentar um fenétipo totalmente polarizado em relagcdo a cepa
Augml, caracterizado pela auséncia de moléculas de GAG em sua superficie. Por fim, a cepa
Auge3 também foi escolhida com base em seu fendtipo caracterizado pela auséncia de GAG
em sua superficie, e a cepa complementada Auge3::Auge3 foi utilizada como controle, para
confirmar se as diferencas apresentadas pela cepa mutante sdo consequéncia da delecdo do
gene em questdo. Os genes deletados de cada cepa mutante estdo representados no Quadro 2.

Quadro 2 — Cepas mutantes utilizadas no estudo da interacdo de A. fumigatus com HUVECs

Mutantes | Gene deletado | Background genético Funcéo biologica
AuGe3 UGE3 AF293 Transcricdo da enzima UDP-
g (Afu3g07910) glucose 4-epimerase
Agtdc GT4C Ku80 Transcricdo da enzima glicosil
transferase
Augm] UGML Ku80 Transcrlgao_ da enzima UDP-
galactopiranose mutase

Fonte: A autora, 2017.
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3.2 Cultivo e obtencgéo dos tubos germinativos de A. fumigatus

As cepas selvagens e mutantes de A. fumigatus, foram cultivadas em placas de petri,
em meio sélido Sabouraud (Difco). Primeiramente, apds 7 dias de crescimento em meio
solido a 37°C, os conidios foram extraidos das culturas de miceélio, sob agitacdo suave, com
solucdo de NaCl 0,15 M tamponada com fosfato 50 mM pH 7,4, com Tween 80 0,01% (v/v)
(PBS-Tween), e isolados por centrifugacao a 4000 g por 5 minutos, a 4°C. Os conidios foram
entdo lavados duas vezes com NaCl 0,15 M tamponada com fosfato 50 mM pH 7,4 (PBS).
Posteriormente, os conidios foram suspensos em meio Sabouraud liquido para uma
concentracéo final de 10° conidios/mL. Um volume total de 15 mL da suspensdo de conidios
foi incubado em placas de Petri de 150 mm previamente tratadas com gelatina 0,2 % (p/v) por
6 horas, a 37 °C, sendo a diferenciacdo monitorada em microscépio invertido (Figura 13 B).

As cepas selvagens AF293 e ku80 e a cepa complementada Auge3::Auge3
apresentaram o mesmo perfil de germinacdo, entretanto, as cepas mutantes Auge3 e Agt4C
apresentaram perfil ndo aderente a gelatina. O meio foi aspirado com pipeta pasteur estéril e
0s tubos germinativos (TGs) aderidos a placa de petri, foram lavadas com PBS. No caso das
mutantes Auge3 e Agt4C, 0 meio foi transferido para um tubo a parte, os TGs isolados por
centrifugacgéo a 4000 g por 5 minutos, a 4°C e entdo lavados com PBS.

Para os ensaios de interagdo com TGs inviaveis, estas células foram incubadas com
timerosal 0,02% (v/v) em salina tamponada por pelo menos 12 horas, a 4°C. Nos ensaios com
TGs viaveis, as células foram deixadas por 12 horas a 4°C na presenga de PBS glicose 0,2 %
pH 7,4. ApGs esse periodo de incubacéo, os TGs foram lavados duas vezes com meio 199
(Gibco) puro. Os TGs das cepas selvagens AF293 e ku80 foram primeiramente retirados da
placa de petri com auxilio de um cell scraper e entdo lavados com meio 199 (Gibco) puro. Os
TGs viaveis e inviaveis (tratados com timerosal) foram contados na cdmara de Neubauer e
suspensos em meio 199 (Gibco) completo para os ensaios de interacdo com monocamadas
confluentes de HUVECs (Figura13 Ae C).
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Figura 13 — Interagéo de TGs de A. fumigatus com HUVECs

. -

Legenda: (A) Monocamadas confluentes de HUVECs. Aumento de 200x; (B) TGs da cepa AF293 obtidos a
partir de conidios incubados por 6 horas em meio Sabouraud liquido. Corados com lactofenol azul de
algoddo. Aumento de 400x. (C) Microscopia de contraste de fase da interacdo de TGs da cepa AF293
com monocamadas confluentes de HUVECs. Aumento de 400x.

Fonte: Lopes-Bezerra, comunicacdo pessoal.

3.3 Cultura de células endoteliais de cordao umbilical humano

As células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECSs) foram isoladas seguindo-
se 0 método descrito por Jaffe et al. (1973), modificado por Lopes-Bezerra e Filler (2004).
Brevemente, os corddes umbilicais foram coletados semanalmente na Maternidade Carmela
Dutra (aprovado pelo Comité de Etica da Secretaria Municipal de Salide e Defesa Civil do
Rio de Janeiro, numero de protocolo 196/09) e apds a coleta, uma canula acoplada a uma
seringa foi introduzida na veia umbilical de cada corddo umbilical. Feito isso, a veia foi
lavada com PBS acrescido de 0,2% de glicose (p/v) e as células endoteliais foram isoladas a
partir da incubacdo a 37°C por 6 minutos em solucdo de colagenase IV 0,1% (p/v) (Sigma).
As células endoteliais extraidas foram entdo suspensas em meio 199 (Gibco) puro e
sedimentadas por centrifugacdo a 200 x g, durante 5 min a 25°C. Por fim, o precipitado foi
suspenso em meio 199 (Gibco) completo, e transferido para uma garrafa de cultura celular de

25 cm? (Corning), cuja superficie foi previamente recoberta com gelatina 0,2% (Sigma). As
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culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% CQ?, até a obten¢do de monocamadas
confluentes (culturas primarias - PO) (Figura 13A).

Para obtencdo das subculturas de primeira (P1) e segunda passagem (P2), as culturas
primarias em confluéncia foram tripsinizadas, utilizando-se 0,025% de tripsina e 0,2% EDTA
(Gibco) em PBS. A reacédo de tripsinizacdo foi paralisada com meio 199 (Gibco) completo.
Desta forma as células endoteliais utilizadas nos experimentos de interacdo mantinham sua
integridade fenotipica (Bachetti e Morbidelli, 2000). Todas as interacbes com células
endoteliais foram realizadas na presenca de meio 199 completo a 37°C, e em atmosfera de 5%
de CO..

3.4 Viabilidade das células endoteliais apds interacdo com A. fumigatus

A viabilidade das células endoteliais desafiadas com TGs de cada uma das cepas
utilizadas nesse estudo foi determinada utilizando-se o ensaio de MTT (Denizot e Lang 1986).
Brevemente, as HUVECs foram cultivadas em placas de 24 pocos (Corning) até a
confluéncia. Uma vez confluentes, as HUVECs foram desafiadas com 2x10° TGs inviaveis
por poco e incubadas por 16 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO?. Apds a interagdo com
A. fumigatus, as células foram lavadas trés vezes com meio 199 (Gibco) puro e entdo,
incubadas com MTT 1mg/ml em meio 199 (Gibco) puro (300 pL/poco). Apds incubacédo por
2 horas a 37°C, em atmosfera de 5% de CO? o meio contendo MTT foi descartado. Em
seguida adicionou-se 400 pL de isopropanol por poc¢o, por 5 minutos a 25 °C. Aliquotas de
200 uL foram retiradas e transferidas para placas de 96 pocos e a absorbancia foi determinada
a 595 nm em um leitor de placas. Como controle positivo, foi utilizado meio 199 (Gibco)
acrescido de 1ng/ml de LPS. Cada experimento foi realizado com triplicata biologica e

experimental.

3.5 Ensaio de internalizacdo e adesdo de A. fumigatus as monocamadas endoteliais

Para os ensaios de adesdo e internalizagdo, células endoteliais (P2) foram cultivadas

sobre laminulas circulares de 13 mm de didmetro previamente tratadas com fibronectina
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0,001% (v/v) em solucdo salina de HANK'’S (Cultilab), em placas de cultura de 24 pocgos
(Corning). Atingida a confluéncia, as monocamadas de células endoteliais foram infectadas
TGs viaveis das 6 cepas de A. fumigatus, na concentragdo de 6 x 10* TGs por poco (Figura
14), e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO? por 45 minutos, conforme descrito por
Lopes-Bezerra e Filler (2004).

Ap0s a interacdo das monocamadas de células endoteliais com as cepas listadas de A.
fumigatus, o meio de cultura foi aspirado e as células foram fixadas com solucdo de
paraformaldeido 3% (p/v), sendo posteriormente lavadas uma vez com PBS pH 7,4 e
incubadas com tampao de bloqueio (Soro de cabra 1% em solucéo salina) por 12 horas a 4°C.
O bloqueio das células foi seguido de incubagdo com soro policlonal de coelho anti-A.
fumigatus (gentilmente cedido pelo Dr. Jean-Philippe Bouchara, Université D’Angers,
France), na diluicdo de 1:100 em solucdo de BSA 1% em PBS pH 7,4 (PBS-BSA), por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as monocamadas foram lavadas trés vezes com
PBS-BSA e depois incubadas com anti-lgG de coelho conjugada a Alexa Fluor 568
(Molecular Probes) na concentracdo de 1pug/mL em PBS-BSA, por 30 minutos a temperatura
ambiente e no escuro. Essa etapa foi realizada para marcar 0s micro-organismos nao
internalizados com fluorescéncia vermelha. Posteriormente, as células endoteliais foram
lavadas com solucdo de PBS-BSA e permeabilizadas por 6 minutos com solucéo de Triton X-
100 0,1% (v/v) em PBS pH 7,4. Apbs nova etapa de lavagem com PBS pH 7,4, as laminulas
foram incubadas com solucdo de Uvitex 1% (p/v) em PBS pH 7,4 por 30 minutos, no escuro.
Dessa forma, tanto os organismos internalizados quanto os ndo internalizados foram marcados
com fluorescéncia azul (Figura 14).

Apobs a marcacdo com os fluorocromos, as laminulas foram entdo montadas sobre
laminas, com o reagente de montagem Vectashield (Vector Laboratories). Os organismos
aderidos e internalizados as células endoteliais foram visualizados em microscopio de
fluorescéncia (Olympus [1X71/1X51). Foi quantificado o ndmero total de organismos
interagidos com as monocamadas confluentes de HUVECs, marcados com UVITEX; e o
namero de organismos aderidos marcados pelo Alexa Flior 568. Desta forma, o nimero de
organismos endocitados pelas células endoteliais foi determinado pela subtracdo do numero
de organismos aderidos as células (fluorescéncia vermelha) pelo nimero total de micro-
organismos interagidos (fluorescéncia azul). Os valores encontrados foram expressos por
namero de organismos por campo. Os parametros adotados para a contagem dos organismos
foram: minimo de 10 campos por experimento (Figura 14). Foram realizados pelo menos dois

experimentos independentes triplicata.
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Figura 14 — Representagdo do ensaio de imunofluorescéncia diferencial a partir da interacdo de
HUVECs com a cepa AF293 de A. fumigatus

Nota: Monocamadas confluentes de HUVEC foram incubadas por 45 minutos com tubos germinativos da cepa
selvagem AF293 de A. fumigatus. O nimero total de organismos foi determinado pela contagem dos TGs
corados em azul (Uvitex) e o nimero de organismos aderidos foi determinado pela contagem dos TGs
corados em vermelho (Alexa flior 568). Aumento de 630 x. Barra de 10 pum.

Fonte: Neves et al.; 2016.

3.6 Dosagens de citocinas meio condicionado de culturas de HUVECs apoés interagéo

com A. fumigatus

Foram realizadas dosagens das citocinas IL-6, IL1-p, TNF-alfa e quimiocina IL-8 no

meio condicionado ap6s o periodo de interagdo de 16 horas.
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Brevemente, as células endoteliais (P2) foram cultivadas em placas de 96 pogos
(Corning) previamente tratadas com fibronectina 0,001% (p/v) diluida em solucédo salina de
HANK’S (Cultilab). Atingida a confluéncia, as monocamadas endoteliais foram infectadas
com TGs das cepas selvagens e mutantes numa proporcdo fungo:célula endotelial de 2:1
(4x10* TGs inviaveis por pogo). Apos a interacdo, o sobrenadante foi coletado e transferido
para outra placa de 96 pocos estéril (Corning), sem nenhum tratamento. Esta placa espelho foi
entdo centrifugada a 1000 g por 15 minutos a 4°C, para retirada de possiveis fragmentos
celulares ou de células em suspensédo. O sobrenadante coletado para as analises de secrecdo de
citocinas. As andlises do perfil de secre¢do das citocinas IL-6, IL1-B, TNF-alfa e quimiocina
IL-8, presentes nos sobrenadantes da cultura foram feitas através de kits de ELISA especificos
para cada citocina (R&D Systems) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata experimental. Os controles negativos referem-se
ao meio condicionado das culturas de HUVECs nédo infectadas. Os controles positivos
referem-se ao lipopolissacarideo (LPS) de E. coli 0111.B4 (Sigma), na concentracdo de 1
ng/mL. Ainda como um controle positivo, foi utilizada a cepa mutante Augml que

superexpressa a molécula de GAG em sua superficie.

3.7 Analise estatistica

Os testes estatisticos utilizados nos ensaios de adesdo e endocitose foram analise de
variancia, complementada pelo poés-teste Dunnet. Para os ensaios de MTT e ELISA de
secre¢do de citocinas, ndo foi possivel verificar se os dados seguiam uma distribuicdo normal
e portanto, foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Todos os calculos foram

realizados no GraphPad Prism Software version 5 (GraphPad Software).
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3.8 Anélise protedmica

3.8.1 Obtencdo do extrato proteico das HUVECs desafiadas com as cepas selvagem e mutante

de A. fumigatus

Para as andlises proteémicas foram utilizadas a cepa selvagem ku80 e as cepas
mutantes Agt4C e Augml. Trabalhos recentes publicados por nosso grupo apontam para oS
primeiros passos no sentido de elucidar o papel da GAG na interagdo com as HUVECs,
utilizando as cepas Adumgl e ku80 (Neves et al., 2016; Neves et al., 2017). Portanto, a fim de
dar continuidade a este estudo, a cepa mutante escolhida para representar a auséncia da
molécula de GAG em A. fumigatus foi a Agt4C. Ademais, uma vez que possui 0 mesmo
background genético da mutante Aumgl (a cepa ku80), a cepa Agt4C permitiu maior
fidelidade na comparacdo dos resultados entre o presente estudo e os trabalhos ja publicados
pOr NOSSO grupo.

A obtengdo do extrato foi realizada como descrito por Neves et al.,, 2017, com
modificacOes. Brevemente, as células endoteliais (P2) foram cultivadas em garrafas de cultura
celular de 75 cm?, como descrito acima, até alcancar a confluéncia. Atingida a confluéncia, as
HUVECs foram desafiadas com TGs da cepa selvagem (ku80) e das cepas mutantes (4gt4C e
Augml). ApOs 16 horas de interacdo, as HUVECs infectadas com as cepas selvagem e
mutantes foram lavadas trés vezes com solugdo salina de Hank’s (Cultilab) e removidas da
garrafa de cultura com auxilio de um cell scraper (Corning). As garrafas foram lavadas por
mais duas vezes para um melhor rendimento celular. As células foram entdo isoladas por
centrifugacdo a 200g por 10 minutos em temperatura ambiente.

O pellet de células foi ressuspenso em 250 pL de tampéo de lise (8 M ureia, 1 M Tris,
4% (w/v) CHAPS, suplementado com 1 mM PMSF, 5 mM EDTA, 160 uM leupeptina, 1 uM
pepstatina, 0.125 unidades/pL benzonase) e incubado a 4°C por 1 hora e 30 minutos sob
agitacdo suave. Posteriormente, os extratos celulares totais foram centrifugados a 800 g por
30 minutos e o0s sobrenadantes coletados. Os extratos foram entdo precipitados com
TCA/Acetona (na propor¢cdo 1:7:2 de amostra:acetona:tca), ressuspensos em tampéao de
solubilizacdo (7 M ureia, 2M tioureia, 50 mM bicarbonato de amdnio) e armazenados a -80

°C até o momento do uso.
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3.8.2 Digestdo triptica

A quantificacdo de cada extrato proteico foi feita pelo método de Bradford (BIO-
RAD) de acordo com as recomendacGes do fabricante. Posteriormente, o tampdo de
solubilizacdo foi trocado por 50 mM de bicarbonato de aménio usando um dispositivo de
ultrafiltrardo de 3 kDa (Millipore). Um total de 50 pg de proteinas de cada extrato foi
desnaturado utilizando solucdo de 0,2% de RapiGEST SF (Waters), por 15 minutos a 60 °C.
As proteinas foram reduzidas com 100 mM DTT a 60 °C por 30 minutos e em seguida,
alquiladas com 300 mM iodoacetamida a 25 °C por 30 minutos no escuro.

A digestdo triptica (Tripsina Promega) foi realizada na proporcdo enzima:proteina de
1:100 (p/p) por 16 horas a 37 °C. A reacdo foi interrompida com a adi¢do de 10 pL de &cido
trifluoroacético 5% (TFA), seguida de incubacdo por 90 minutas a 37 °C. Durante essa etapa,
0 RapiGEST SF foi hidrolisado e entdo, posteriormente sedimentado por centrifugacdo a
14000 rpm, 6°C por 30 minutos. Foi realizada uma etapa de dessalinizacdo com tips OMIX
C18, seguindo instrucdes do fabricante. Por fim, as amostras contendo os peptideos tripticos

foram secas em concentrador speedvac e ressuspensas em 20 pl de acido férmico 0,1%.

3.8.3 Andlise por espectrometria de massas nLC-MS/MS

Os peptideos obtidos de cada condicdo experimental de cada triplicata bioldgica,
foram analisados em triplicata técnica por nanocromatografia liquida (nLC) no instrumento
Easy-nLC 1000 acoplado ao espectrometro de massas LTQ Orbitrap Velos (Thermo
Scientific). Os peptideos foram carregados em uma pré-coluna (Maish-ReproSil-IPur C18-
AQ, esferas de 3 um, 2cm de comprimento e 100pum de 1.D.) e separados na coluna analitica
(Maish-ReproSil-Pur C18-AQ, esferas de 3 um, 20 cm de comprimento e 75 um de 1.D.).

Para separacdo, foi utilizado um fluxo constante de 250 nL/min em um gradiente
linear de 5-40% de solvente B (95% ACN/5% H20/0,1% de &cido férmico) diluido no
solvente A (95% H20/5% ACN/0,1% de acido formico) durante 112 minutos e um gradiente
de 40-95% de solvente B, completando total de corrida de 120 minutos, seguido de lavagem e

equilibrio da coluna.
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Na fonte de ionizagdo ESI foram configurados uma voltagem de 2,5 kV, fluxo zero de
sheath e auxiliary gas e 235 °C no aquecimento do capilar. O espectrémetro LTQ Orbitrap
Velos foi operado em modo de aquisi¢do dependente de dados (Data Dependency Analysis-
DDA) em alta resolucdo, com uma lista de excluséo dindmica de 45s. A varredura inicial do
MS (full scan) foi adquirida em 60.000 de resolugédo para 400 m/z no analisador Orbitrap.

Foram selecionados os dez ions mais intensos para fragmentacdo usando dissociacao
por colisdo em alta energia (HCD) com energia de colisdo normalizada de 30 e aquisi¢do dos

ions fragmento no Orbitrap (7500 de resolucéo).

3.8.4 Andlise de dados

3.8.4.1 Busca de proteinas por PSM

Os arquivos de espectros de massas experimentais (*.RAW files) foram processados no
programa PatternLab for proteomics 4.0 (Carvalho et al., 2016). A identificagdo dos
peptideos foi realizada contra a base de dados Homo sapiens baixado do Universal Protein
Resourse (Uniprot) em maio de 2017. Em seguida, foi criado o banco de dados target-reverse
incluindo contaminantes comuns (queratina, BSA, etc) no Targets. No médulo Comet PSM,
foram utilizados os seguintes parametros: tolerédncia de massa do precursor de 40 ppm;
especificidade da tripsina total com duas missedclevages; carbamidometilacdo de cisteina
(+57,021 Da) como modificacdo fixa;, e, oxidacdo da metionina (+15,999 Da) como
modificacdo varidvel. No filtro Search Engine Processor (SePro - for PSM) foram
selecionados os parametros de inclusdo do MS2 nos resultados, com alta resolugédo do MS1,
Protein Logic e com espectros de mais de 50K. Além disso, foram considerados, um delta de
massa em PPM a partir da média em PPM de 6,0.

Os dados de quantificacdo de cada analise e suas respectivas replicatas bioldgicas e
técnicas foram extraidos do arquivo de resultados do PatternLab for proteomics 4.0. A
quantificacdo relativa foi do tipo label-free, baseada no Extracted lon Chromatogram (XIC).
No XIC browser foram considerados 0s seguintes parametros: ndmero minimo de dois
peptideos e apenas os peptideos Unicos; maxima parcimdnia; minimo de dois MS1 count.

Além disso, foram considerados um XIC ppm de 15 e com estado de carga de 2,3. Esta
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quantificacdo foi feita entre a relagdo de abundancia nas quatro condi¢des (Controle néo
interagido, Augml, Agt4c e Ku80) combinadas par a par (Ku80 vs Controle, Adugml vs
Controle, Agt4c vs Controle, Augml vs Ku80, Agt4c vs Ku80 e Augml vs Agtdc) (Figura 15).
Estes valores foram transformados em escala logaritmica de base 2 e normalizados com a

mediana dos mesmos.

Figura 15 — llustracdo do esquema de trabalho para as analises por espectrometria de massas

nLC-MS/MS
Analise
biolégica
Controle (C) Quantificacéo
© XIC Label-free
e e g Extracao Anélise MS
| [ 2122 proteinas TQOrbhrap
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® abundancia DAVID STRING
diferencial | CYTOSCAPE
Extragdo Analise . .
Proteinas MSs WT:C
augml
] Augm1:WT
it .T b = Extragie Analise L
- - - Proteinas  MS UG
Augm1:Agt4C
Agtac AgtaC:WT
©
‘***FT\*J-* iy b= Extragde Andlise
e B T = Proteinas MS Agtac:C

Nota: Os dados de abundancia diferencial foram comparados par a par entre as quatro condi¢des estudadas: Ku80 vs
Controle, dugm1 vs Controle, Agt4c vs Controle, Augm1 vs Ku80, Agt4c vs Ku80 e Adugmi vs Agtdc.
Fonte: A autora, 2017.

Com base nos resultados do teste estatistico Grubb, os valores de quantificacdo de
peptideos foram levados para proteinas. O modulo TFold test do programa PatternLab for
proteomics 4.0 foi utilizado para maximizar as identificagdes que satisfizessem tanto um cut-
off de fold change quanto de p-valor. Neste médulo, o cut-off do fold change de uma proteina
é dado em fungdo do seu p-valor e um critério de estringéncia que objetiva detectar (e
separar) proteinas de baixa abundancia usando um estimador BH FDR (Carvalho et al., 2016).

Foram utilizados os seguintes parametros: minimo de 2 replicatas, BH g-value de 0,05
e F-stringency otimizado para cada andlise pareada. Este parametro é o expoente da lei de
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poténcia que 0 programa usa para maximizar o nimero de proteinas diferencialmente
expressas para o g-valor especifico. Cada proteina mapeada é representada por um ponto em
um Volcano plot, de acordo com seu p-valor (eixo x) e fold-change (eixo y) (Carvalho et al.,
2012; Carvalho et al., 2016).

Os pontos vermelhos correspondem as proteinas que ndo satisfazem nenhum dos
critérios (fold-change e g-valor) estipulados pelo programa; os pontos verdes, aquelas que
satisfazem somente critério de fold-change; os laranjas correspondem as proteinas que
satisfazem tanto o critério de fold change quanto o de g-valor, entretanto, sdo proteinas de
baixa abundancia, que precisariam de mais experimentos para confirmar sua diferenca de
abundancia; por fim, os pontos azuis representam as proteinas que satisfazem todos os filtros
estatisticos e, portanto, foram as utilizadas para as analises das proteinas diferencialmente

expressas.

3.8.4.2 Analise in silico — enriquecimento de Gene Ontology

As analises de enriquecimento de termos de Gene Ontology (GO) e de vias de
sinalizagdo foram realizadas na plataforma on-line DAVID Bioinformatics Resources 6.8
(Huang et al., 2009a.; Huang et al., 2009b). Esta analise foi realizada com a base de dados
Homo sapiens, utilizada para quantificacdo dos termos relacionados aos processos biologicos
e vias de sinalizacdo; sendo estas a partir de dois repositérios: KEGG e Reactome. Processos
bioldgicos e vias com p-valor menor ou igual que 0,05 e fold change maior ou igual 1,1 e
menor ou igual -1,1 foram comparados quanto ao seu aparecimento e proteinas constituintes,
incluindo seu fold-change, entre as 6 diferentes razdes do estudo. Estes dados foram

organizados em tabelas comparativas e graficos para facilitar a visualizacdo dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 As cepas mutantes Auge3 e Agt4C possuem fenotipo hipoaderente e sdo menos

internalizadas pelas HUVECs

A adesdo de um micro-organismo patogénico ao hospedeiro € um evento determinante
na fisiopatologia de doencas infecciosas e, precede o processo de invasdo e colonizacéo
observado nas infec¢bes flngicas invasivas. Dessa forma, a parede celular de fungos
patogénicos sempre foi o alvo para os estudos de adesdo. Apesar das tentativas iniciais de
identificacdo de adesinas terem sido focadas em proteinas de parede celular, estudos mais
recentes tém demonstrado que o papel dos carboidratos de superficie nesse processo possuli
maior destaque. Diversos estudos apontam para o papel da molécula GAG como a principal
“adesina” de A. fumigatus (Lousserte et al., 2010; Fontaine et al., 2011; Sheppard, 2011;
Gravelat et al., 2013; Beauvais et al., 2014; Gresnigt, et al., 2014; Briard et al., 2016).

Duas das cepas mutantes utilizadas neste trabalho possuem mutacGes que resultam na
incapacidade de produzir polimeros de GAG, as cepas Auge3 e Agt4C.

Resumidamente, a cepa duge3 possui mutacdo para o gene codifica a enzima UGE3,
uma UDP-glicose-4-epimerase diretamente envolvida na sintese de GAG. Esta enzima possui
atividade dupla, ou seja, é capaz de mediar a interconversao de UDP-GIcNAc a UDP-GalNAc
bem como de UDP-glicose a UDP-galactose (Gravelat et al., 2013; Lee et al., 2014). Ja a
cepa Agt4C possui uma mutacdo para o gene GT4C, que codifica uma possivel glicosil
transferase, responsavel pela a sintese de GAG. A topologia dessa proteina e a presenca de 14
dominios transmembrana sugerem que essa glicosil transferase seja a GAG-sintase
responsavel pela sintese do polissacarideo em A. fumigatus (Briard et al., 2016). A Figura 16
abaixo representa a via hipotética de sintese GAG em A. fumigatus.

Recentemente, outras enzimas associadas a sintese de GAG foram identificadas.
Entretanto, o papel efetivo dessas enzimas na sintese ou no remodelamento da GAG ainda nao
foi elucidado. E o caso da Sph3p, uma hidrolase de GAG ligada & membrana. Curiosamente,
essa hidrolase de GAG é importante para a polimerizacio do polissacarideo. E o caso
também da GAG de-N-acetilase e da endo-a(1,4)galactosaminadase. Essas duas estdo
associadas a parede celular de A. fumigatus e estdo relacionadas a processos de biossintese e

remodelamento de GAG ainda desconhecidos (Bamford et al., 2015).
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Figura 16 — Via hipotética de sintese de GAG em A. fumigatus.

UDP-GIcNACc

UDP-GIc
“ge”H UgeS/sp”
UDP-GalNAc
UDP-@ UDP-Galp

UDP-O

@ GalNAc, o GalNH,, oGal

Nota: Via hipotética representativa das principais etapas (conhecidas até o momento) e enzimas envolvidas na

biossintese de GAG em A. fumigatus.

Legenda: Uge = UDP-glicose-4-epimerase; Sph = Spherulin-like 3, GT4c glicosil transferase membro da familia
CAZy GT4. Adg = GAG d-N-acetilase; Ega3 = endo-a(1,4)galactosaminadase; GalNAc= N-acetil-
galactosamina; GalNH; = galactosamina; Gal = galactose.

Fonte: Adaptado de Briard et al., 2016.

Uma vez que a principal caracteristica das mutantes Auge3 e Agt4C € a auséncia de
GAG em sua superficie celular de A. fumigatus, e tendo em mente a importancia dos
processos de interacdo fungo-hospedeiro para o estabelecimento da doenga, o primeiro
objetivo do trabalho avaliar possiveis alteracGes na capacidade de adesdo e internalizacdo
destas cepas mutantes por HUVECs.

Neste sentido, tubos germinativos invidveis (tratados com timerosal) das cepas
selvagens (AF293 e Ku80), das cepas mutantes (Auge3, Agt4C e Augml) e de uma cepa
complementada (Auge3::Auge3) de A. fumigatus foram interagidos com monocamadas
confluentes de HUVECs, por 45 minutos. O nimero de organismos internalizados e aderidos
foi determinado como ilustra a Figura 17.

Nas Figuras 17 A e B, respectivamente, é possivel observar que a cepas mutantes
Auge3 e Agt4C apresentaram menor capacidade adesiva as células endoteliais em relagdo as

cepas selvagens correspondentes (AF293 e Ku80, respectivamente). Em estudos anteriores,



58

Gravelat et al., (2013) mostraram que a mutante Auge3 apresentou fenotipo hipoaderente,
sendo incapaz de aderir a superficies plasticas, células epiteliais pulmonares e fibronectina.
Esses autores ainda demonstraram que a recuperacdo da capacidade de adesdo ocorreu de
forma dose dependente apos a adicdo de uma suspensdo de GAG extraida da cepa selvagem.
A recuperacdo da capacidade de adesdo nédo foi observada quando a cepa mutante foi
suplementada com uma suspensdo de zymozan, uma preparacdo da parede celular de fungos
rica em B-glucana, o que evidenciou que capacidade de aderéncia esta diretamente associada a
GAG. Até o momento, nosso trabalho é o primeiro relato na literatura das caracteristicas
relacionadas a ades&o e internalizagdo da mutante Agz4C.

Na Figura 17A, também é possivel observar que a capacidade de internalizacdo da
cepa Auge3 pelas HUVECSs foi significativamente menor quando comparada a cepa selvagem
AF293. Essa reducdo da endocitose da cepa Auge3 parece estar diretamente relacionada a
auséncia de GAG na superficie celular desta mutante.

Na Figura 17B, é possivel observar uma reducdo no perfil de internalizacdo da cepa
Agt4C quando comparada a cepa selvagem Ku80. Entretanto, nesse trabalho, essa diferenca
ndo se mostrou significativa. Ainda na Figura 17B, é possivel observar o comportamento
hiper-aderente da cepa Augml quando comparada a selvagem Ku80, entretanto, tal diferenca
ndo se mostrou estatisticamente significativa no presente trabalho. Como dito anteriormente, o
gene UGM1 de A. fumigatus é o responsavel pela transcricdo da enzima UDP-galactopiranose
mutase, que converte residuos de galactopiranose a galactofuranose. Estudo prévios
demonstraram que a delecdo do gene ugml resulta em uma cepa mutante ndo expressa GM e
superexpressa GAG na superficie celular (Lamarre et al., 2009; Heesemann et al., 2011).
Ademais, outros estudos previamente realizados pelo nosso grupo corroboram que a mutante
Augml possui um fenotipo hiper-aderente e € mais internalizada pelas HUVECs (Neves et
al.,2016; Neves et al., 2017).
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Figura 17 — Interacdo das cepas selvagens (AF293 e ku80), mutantes (Auge3, Agt4C e Augml)
e complementada (Auge3::Auge3) de A. fumigatus com células endoteliais
humanas
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Nota: Os tubos germinativos foram incubados com monocamadas confluentes de HUVECSs por 45 minutos. O
namero de organismos aderidos ou internalizados foi determinado por ensaio de imunofluorescéncia
diferencial. Os resultados expressos no grafico correspondem a média + DP de pelo menos dois
experimentos independentes realizados em duplicata ou triplicata.

Legenda: *=p < 0,05 em relagdo as cepas selvagens; ***=p < 0,001 em relag@o as cepas selvagens; b=p < 0,01

em relagdo a cepa mutante Augm1.

Fonte: A autora, 2017.
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4.2 As cepas mutantes Auge3 e Agt4C induziram injdria similar nas HUVECs, em

relacdo as cepas selvagens de A. fumigatus

Como citado na metodologia (item 3.1.4), a viabilidade das células endoteliais
desafiadas com as cepas de A. fumigatus, utilizadas nesse trabalho, foi determinada pelo
ensaio de MTT (Denizot e Lang 1986).

Na Tabela 2 encontram-se os valores de viabilidade celular, representados pela
porcentagem de células vidveis interagidas com as cepas selvagens, mutantes e
complementada, em relagdo ao controle negativo. Ndo foram observadas diferencas
significativas na viabilidade celular das HUVECs apds 16 horas de interacdo com quaisquer
das seis cepas utilizadas nesse estudo.

Outros autores, utilizando células epiteliais pulmonares de linhagem A549, também
demonstraram que a cepa Auge3 causa 0 mesmo nivel de injdria quando comparada a cepa
selvagem AF293. Nossos dados relativos aos controles (negativo e positivo) revelaram niveis
similares de injuria as HUVECs com as cepas selvagens AF293 e Ku80 (Curty et al., 2014;
Neves et al., 2017). Até o momento, este € o primeiro relato demonstrando a capacidade da
cepa Agt4C causar injaria em HUVECs. O presente trabalho ainda corrobora os dados de
injaria celular obtidos por Neves et al. (2017), em relacdo a cepa mutante Augm .

De modo geral, o presente estudo mostra que os niveis de injdria causados pelas
diferentes cepas de A. fumigatus ndo apresentam diferencas entre si. Sendo assim, estes
resultados indicam que o perfil de secrecdo de citocinas (apresentado no tépico a seguir) ndo
tem relacdo com possiveis diferencas na morte celular induzida por qualquer uma das cepas

de A. fumigatus utilizadas nesse estudo.

Tabela 2 — Viabilidade celular das HUVECs por MTT

Periodo de infec¢io Porcentagem em relac¢éo ao controle *
AF293 ku80 Auge3  Auge3::Auge3 Agtdc Augml  C- LPS
16 horas 55,9%1,5" 558+1,7° 54,9419  543%29°  52,1%2,5° 58+3,2° 100£2,5" 69,6+1,2°

Fonte: A autora, 2017.
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4.3 Perfil de secrecdo de citocinas em meio condicionado de HUVECs apds interagéo

com as cepas selvagens e mutantes de A. fumigatus

Para avaliar o perfil de secrecdo das citocinas pré-inflamatorias IL-6, TNF-a e da
quimiocina IL-8, as células endoteliais foram desafiadas com tubos germinativos das cepas
selvagens (AF293 e Ku80), mutantes (duge3 e AgtdC) e complementada (Aduge3.:Auge3) de
A. fumigatus. Os meios condicionados foram entdo coletados ap6s 16 horas de interacéo.
Estas citocinas foram escolhidas por apresentarem perfil de secrecdo aumentado quando na
interacdo com a cepa mutante Augml! (Neves et al., 2017). Foi ainda avaliado o perfil de
secre¢do da citocina pré-inflamatoria IL1-B. No entanto, os niveis secre¢do desta citocina ndo
puderam ser detectados.

Adicionalmente, foi analisado o perfil de secrecdo das mesmas citocinas e quimiocina
utilizando HUVECs infectadas com a cepa mutante Augm1, que superexpressa a molécula de
GAG. Tal perfil serviu como um controle de referéncia aos ensaios com as mutantes Auge3 €
Agtd4C, uma vez que estudos prévios mostram um aumento da secrecdo de IL-6, TNF-a e IL-8
por HUVECs ap6s 16 horas interacdo com a mutante Augml. Os resultados do perfil de
secrecdo de citocinas pelas HUVECs estdo apresentados abaixo, nas Figuras 18, 19 e 20.

Conforme apresentado na Figura 18, os resultados demonstram que as cepas selvagens
AF293 e Ku80 foram capazes de estimular um aumento significativo na secre¢do de IL-6
pelas HUVECs, em relacdo ao controle. Em contraste, a interacdo com as cepas mutantes
Auge3 e Agt4C resultaram na diminuicdo significativa dos niveis de IL-6 secretados pelas
HUVECs em relacdo as cepas selvagens AF293 e ku80, respectivamente. Na Figura 18B é
possivel ainda observar que a cepa mutante Augm 1 foi capaz de induzir maior secrecdo de IL-
6 guando comparada a cepa selvagem Ku80. O mesmo perfil de secrecdo foi observado
qguando comparado a cepa selvagem AF293. Tal resultado corrobora os dados obtidos
anteriormente pelo nosso grupo (Neves et al., 2017). Por fim, as HUVECs infectadas com as
cepas mutantes Auge3 e Agr4C secretaram significativamente menos IL-6 no meio

condicionado, quando comparadas aquelas interagidas com a cepa Augm1.



62

Figura 18 — Perfil de secrecdo da citocina pro-inflamatérias IL-6 em meio condicionado de

culturas de HUVEC interagidas com TG das cepas mutantes e selvagem
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Legenda: ** p < 0,01 comparado as cepas selvagens (AF293 e ku80); * p < 0,05 comparado as cepas selvagens;
p < 0,05 comparado as cepas selvagens. a =p < 0,001 comparado a mutante Augm].
Nota: Monocamadas confluentes de HUVEC foram incubadas com TGs dessas cepas € 0 meio condicionado foi
coletado apds 16 horas de interagdo. Os niveis de IL-6 foram determinados através de kit de ELISA
(R&D Systems). Os resultados obtidos sdo a média = DP de um experimento em triplicata.
Fonte: A autora, 2017.

Em relacdo a expressdo da citocina pré-inflamatéria TNF-a, na Figura 19 é possivel
observar mais uma vez que cepas selvagens AF293 e Ku80 induziram um aumento
significativo na secrecdo de TNF-o pelas HUVECs quando comparado ao controle. Houve
ainda uma significativa reducdo da secrecdo de TNF-a pelas HUVECs interagidas com as
cepas mutantes Auge3 e Agt4C quando comparado com suas respectivas selvagens (AF293 e
Ku80). A secrecdo de TNF-a pelas HUVECs interagidas com as cepas mutantes Auge3 e
Agt4C apresentou niveis tdo baixos quanto os niveis apresentados pelo controle ndo interagido
(ndo houve diferenca significativa entre estes). Como esperado, a cepa mutante Augml
apresentou niveis significativamente altos de TNF-o quando comparados as HUVECs
interagidas com as cepas selvagens (AF293 e Ku80). Estes niveis foram ainda mais altos
quando comparados as HUVECSs interagidas com as cepas mutantes Auge3 e Agt4C, uma vez

que o perfil de inducéo de secrecdo promovido por estas foi similar ao controle.
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Figura 19 — Perfil de secrecdo da citocina pré-inflamatdrias TNF-o em meio condicionado de
culturas de HUVEC interagidas com TG das cepas mutantes e selvagem
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Legenda: *** p < 0,001 comparado as cepas selvagens (AF293 e ku80); * p < 0,05 comparado as cepas
selvagens; p < 0,05 comparado as cepas selvagens. a = p < 0,001 comparado a mutante Augml; b =p
< 0,01 comparado a mutante Augm]1.

Nota: Monocamadas confluentes de HUVEC foram incubadas com TGs dessas cepas e 0 meio condicionado foi
coletado ap6s 16 horas de interagdo. Os niveis de TNF-a foram determinados através de kit de ELISA
(R&D Systems). Os resultados obtidos sdo a média = DP de um experimento em triplicata.

Fonte: A autora, 2017.

Em relacdo a quimiocina IL-8 (Figura 20), as HUVECs interagidas com as cepas
selvagens (AF293 e Ku80) apresentaram significativamente maior secre¢do quando
comparadas ao controle. Ademais, as cepas mutantes (Auge3 e Agt4C) foram capazes de
induzir quantidades significativamente menores desta quimiocina quando comparadas as
respectivas cepas selvagens (AF293 e Ku80). Em contraste, apesar da secrecdo de IL-8 ser
significativamente maior nas HUVECs interagidas com a cepa selvagens utilizadas nesse
estudo, nenhuma diferenca significativa foi observada apds a interacdo das células com a cepa
mutante Augml. Resultados similares foram encontrados anteriormente por Neves et al.
(2017).
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Figura 20 — Perfil de secrecdo da quimiocina IL-8 em meio condicionado de culturas de
HUVEC interagidas com TG das cepas mutantes e selvagem
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Legenda: ** p < 0,01 comparado as cepas selvagens (AF293 e ku80); * p < 0,05 comparado as cepas selvagens;
p < 0,05 comparado as cepas selvagens. a=p < 0,001 comparado a mutante Augm].
Nota: Monocamadas confluentes de HUVEC foram incubadas com TGs dessas cepas e 0 meio condicionado foi
coletado apds 16 horas de interacdo. Os niveis de IL-8 foram determinados através de kit de ELISA
(R&D Systems). Os resultados obtidos sdo a média + DP de um experimento em triplicata.
Fonte: A autora, 2017.

O item 1.5 deste trabalho apresenta os estudos de base pelos quais a molécula de GAG
tem sido apontada como molécula chave durante a patogénese da aspergilose invasiva.
Estudos prévios, realizados pelo nosso grupo, apontam proteinas envolvidas na sinalizacéo
celular por IFN-y e TNF-a na resposta imune. Foi ainda observado que proteinas envolvidas
na resposta celular de mamiferos a condicdes patoldgicas sdo mais expressas pelas HUVECs
desafiadas tanto com a cepa selvagem quanto com a mutante Adugm! (Curty et al., 2014;
Neves et al., 2016 e 2017).

Nesse contexto, os resultados do presente trabalho somados aos resultados ja obtidos
pelo nosso grupo demonstram que a cepa Augml, que possui uma expressao exacerbada de
GAG em sua superficie, foi capaz ndo sé de induzir maior ativacdo endotelial como induzir
maior expressdo das citocinas TNF-o e IL-6, quando comparada as cepas selvagens. Sabe-se
ainda que a fragdo SGG purificada é capaz de induzir maior secrecdo de TNF-a e IL-8 pelas
HUVECs (Neves et al., 2016 e 2017). Em contraste, a auséncia de GAG na superficie de A.
fumigatus, representadas pelas mutantes (Auge3 e Agt4C) resultou na diminuicdo significativa
nos niveis de secrecdo destas citocinas pro-inflamatorias, aléem da quimiocina IL-8 pelas
HUVEC:s.
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De uma forma ainda ndo completamente clara, a GAG parece influenciar diretamente
o perfil de secrecdo de citocinas por células endoteliais. Alguns mecanismos pelos quais a
GAG pode modular a resposta imune ja foram esclarecidos. Dentre eles, a capacidade da
GAG de mascarar a B-(1,3)-glucana, impedindo seu reconhecimento pelo receptor Dectina-1.
Em adicdo, a fragdo SGG ¢é capaz induzir a apoptose de neutrofilos (Fontaine et al., 2011;
Gravelat et al., 2013).

Sabe-se ainda que a molécula de GAG ¢é capaz de inibir a resposta protetora Th1/Treg
e promover a resposta Th2 (Gravelat et al., 2013). No presente estudo ndo foi possivel
detectar, em nenhum nivel, a secrecdo de IL1-p pelas HUVECs infectadas com as cepas de A.
fumigatus. Este resultado vai ao encontro de outros estudos que demonstraram que a GAG €
capaz de induzir a producdo do antagonista do receptor IL-1, o IL-1Ra, que bloqueia toda a
via de sinalizacdo por IL-1 (Gresnigt et al., 2014). Em contraste, mesmo as cepas deficientes
na producdo da GAG nao foram capazes de induzir a secrecdo de niveis detectaveis de IL1-p
pelas HUVEC:s.

Adicionalmente, Rambach et al. (2015) demonstraram que a molécula de GAG
participa ativamente da interacdo entre as hifas de A. fumigatus e plaquetas. Os autores
demonstraram que, na presenca de concentracdes minimas da fracdo purificada SGG (10
pg/mL), houve um aumento significativo na liberacdo de granulos densos € na exposi¢ao de
CDG63P’ pelas plaquetas. Efeitos significativos na liberagdo de granulos alfa pelas plaquetas
também foram observados nas concentragdes de 30 e 100 pg/mL de SGG, além de alteracdes
na membrana e exposicdo de fostatidilserina (outra caracteristica da ativacdo plaquetéaria).

De modo geral, os resultados aqui apresentados enfatizam o papel fundamental da
molécula de GAG na infecgdo por A. fumigatus e na fisiopatologia da aspergilose invasiva. O
presente trabalho também corrobora dados da literatura que apontam esta molécula como a
principal adesina de A. fumigatus, além de um importante fator de viruléncia do fungo.
Finalmente, enfatizamos o papel essencial da GAG na modulacdo da resposta imune do
hospedeiro, o0 que favorece ao patdgeno e o estabelecimento da infeccao.

" Glicoproteina presente na superficie da membrana de granulos densos das plaquetas.
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4.4 Processos biologicos endoteliais modulados pela molécula de GAG

A fim de elucidar os mecanismos endoteliais modulados pela molécula de GAG e o
impacto desta na fisiopatologia da aspergilose invasiva, realizamos um estudo protebmico
diferencial utilizando trés cepas de A. fumigatus. Dentre estas, duas cepas mutantes: uma que
apresenta um fenotipo de superexpressdao de GAG e outra que ndo expressa esta molécula,
respectivamente, as cepas Adugml e Agt4c. Como referéncia foi utilizada a cepa selvagem
Ku80, que € o background genético dos mutantes Adugml e Agtdc. A cepa Ku80 foi utilizada
em outro estudo protebmico realizado por nosso grupo de pesquisa que descreveu, pela
primeira vez, a analise proteémica global de HUVECs apés a interacdo com A. fumigatus
(Curty et al., 2014).

Como apresentado no item 4.2 do presente trabalho, ndo foram observadas diferencas
significativas na viabilidade celular das HUVECs ap0s interacdo com nenhuma das cepas
utilizadas nesse estudo. Isso significa que o perfil de injuria e dano celular causado tanto pelas
cepas mutantes quanto pela cepa selvagem de A. fumigatus é similar. Desse modo, as
alteracdes aqui apresentadas, seja no perfil de secre¢do de citocinas, sejam nas abundancias ou
no perfil de proteinas diferencialmente expressas, estdo diretamente relacionadas a resposta
das HUVEC:s face as diferencas na superficie celular das cepas de A. fumigatus utilizadas.

Utilizando o critério para identificacdo de no minimo dois peptideos, sendo um deles
peptideo unico e o principio da maxima parcimonia, 839 proteinas foram identificadas nas
HUVECs ndo infectadas (controle). Utilizando os mesmaos critérios, foram identificadas 938
proteinas nas HUVECS apds interacdo com a cepa mutante Augml; 838 proteinas na
interagdo com a cepa mutante Agtdc; e, 841 proteinas na interacdo com a cepa selvagem
Ku80.

A quantificagdo das proteinas endoteliais identificadas foi baseada na relacdo de sua
abundancia nas quatro condi¢bes experimentais: HUVECS:controle; HUVECs:Augmi;
HUVECs:4gt4c e HUVECs:Ku80. A comparagdo entre as diferencas na abundancia das
proteinas foi realizada por combinagdes par a par, como ilustrada na Figura 15 desse trabalho.
Sdo elas: (1) Ku80 vs controle, (2) Augml vs controle, (3) Adgt4c vs controle, (4) Augml vs
Ku80, (5) Agt4c vs Ku80 e (6) Augml vs Agt4c.

Como descrito no item 3.8.4.1 da metodologia, as proteinas diferencialmente
expressas para cada combinacao foram estatisticamente validadas de acordo com o pardmetro

F-Stringency do programa PatternLab for proteomics 4.0 (Carvalho et al., 2016). Foram
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utilizadas para as andlises das proteinas diferencialmente expressas as proteinas referentes aos
pontos azuis dos Volcanos plots, ou seja, aquelas que satisfizeram todos os filtros estatisticos
(fold change e g-valor). A Figura 21 ilustra um dos volcano plots criados pelo programa.

O numero total de proteinas diferencialmente expressas nas comparacdes par a par foi
de: (1) Ku80 vs controle - 166 proteinas; (2) Augml vs controle - 143 proteinas; (3) Agt4c vs
controle - 130 proteinas; (4) dugml vs Ku80 - 116 proteinas; (5) Agt4c vs Ku80 - 123
proteinas; e (6) Adugml vs Agtdc - 91 proteinas.

Figura 21 — Volcano plot da comparacgéo (2) Augm1 vs controle
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Legenda: Pontos vermelhos: proteinas que ndo satisfazem os critérios estatisticos critérios (fold-change e g-
valor) estipulados pelo programa; Pontos verdes: proteinas ndo validadas estatisticamente, que
satisfazem o critério de fold change; Pontos laranja: proteinas de baixa abundancia que satisfazem
ambos critérios estatisticos; Pontos azuis: proteina que satisfazem ambos os critérios estatisticos e de
fold change e, portanto, escolhidas para as analises.

Nota: Proteinas em vermelho: 139; em verde: 316; em laranja: 217; em azul: 143. Total: 815 proteinas.

Fonte: A autora, 2017.

O enriquecimento dos dados protebmicos foi feito através da plataforma online
DAVID Bioinformatics Resources 6.8 (Huang et al., 2009a.; Huang et al., 2009b). Foram
considerados validados os processos bioldgicos com p-valor menor ou igual a 0,05 e fold

change maior ou igual 1,1 e menor ou igual -1,1.
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Os processos bioldgicos validados pelas anélises feitas na plataforma DAVID s&o
apresentados nas Figuras 22 a 24. Para facilitar a visualizagdo dos resultados, os dados foram
divididos em trés graficos. Na Figura 22 encontram-se 0s processos bioldgicos validados nas
condicdes experimentais Ku80 vs controle; Adugml vs controle; e, Agt4C vs controle. Na
Figura 23, apresentamos 0s processos bioldgicos validados nas condi¢bes Adugml vs Ku80 e
Agt4C vs KuB0. Na Figura 24, os processos biolégicos validados nas condi¢es Augml vs
Agt4C.

As proteinas validadas nestes processos biologicos estdo listadas na Tabela 3,
juntamente com as informacGes dos nimeros de acesso, p-valor e fold change de cada
proteina para cada condicdo experimental.



Figura 22 — Processos bioldgicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparacdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com controle
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Figura 22 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparagdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com controle
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Figura 22 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparagdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com controle
(continuacéo)
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Figura 22 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparac6es entre as cepas mutantes de A. fumigatus com controle
(concluséo)
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Nota: Este grafico compreende as analises de enriquecimento dos processos hiologicos validados pelo DAVID nas comparacfes Ku80 vs controle; Augm! vs controle; e,
Agt4C vs controle.
Fonte: A autora, 2017.



Figura 23 — Processos bioldgicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparagdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com a cepa
selvagem (continua)
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Figura 23 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparacdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com a cepa
selvagem (continuacéo)
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Figura 23 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparagdes entre as cepas mutantes de A. fumigatus com a cepa

selvagem (concluséo)
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Nota: Este grafico compreende as anélises de enriquecimento dos processos bioldgicos validados pelo DAVID nas comparacfes Augm! vs Ku80; e, Agt4C vs Ku80.

Fonte: A autora, 2017.
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Figura 24 — Processos bioldgicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparac@es entre as cepas mutantes de A. fumigatus (continua)
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Figura 24 — Processos biologicos enriquecidos pelo DAVID validados nas comparages entre as cepas mutantes de A. fumigatus (concluséo)
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Enovelamento de proteinas mediado por chaperonas T
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Glicolise candnica T
Coagulacdo sanguinea, via intrinseca Tl
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Resposta ao estresse a sais )
Regulagao da proliferacdo celular do musculo liso &
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Regulacdo positiva da entrada viral na célula hospedeira
Regulacio positiva da localiza¢io proteica do corpo cajal
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Regulacio positiva da quimiotaxia de células dendriticas Tl
Regulacdo positiva do tamanho celular T
Regulacio positiva da replicagdo do genoma viral pelo hospedeiro Tl
Shunt de Pentose-fosfato , ndo oxidativa )
Regulacio negativa da atividade o6xido nitrico sintase T
Regulagio negativa dos movimentos dos componentes celulares ©
Processos metabolicos de NADH Tl
Processos metabolicos de lactato Tl
Estabelecimento da laténcia proviral integrada T
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Nota: Este grafico compreende as analises de enriquecimento dos processos bioldgicos validados pelo DAVID nas comparagdes Augmlvs Agt4C.
Fonte: A autora, 2017.



Tabela 3 — Proteinas validadas nos processos biologicos enriquecidos na plataforma DAVID, em cada uma das condic¢des estudadas (continua)

Proteina

Proteina canal

Fold change - Log(2) ratio

Ku80 Agt4C Augml AgtdC  Augml  Augml  Ku80
VS 'S 'S 'S 'S 'S VS
C C C Ku80 Ku80 Agt4C Cc

ANOVA p-valor

Augml  Agt4C
'S VS
C Ku80

Augml
VS
Ku80

Augml
VS
Agt4C

000299 intracelular de 284 137 132 207 214 Nv o POE 24 5003 O%F o004 NV
05 03 04

cloreto 1
Proteina relacionada 3.3E-

015145 a actina complexo N/V -1.19 -1.56 N/V N/V N/V N/V '02 3.7E-03 N/V N/V N/V
2/3 subunidade 3

043707 a-actinina-4 N/V N/V -1.59 N/V -1.37 -1.40 N/V N/V  2.7E-05 N/V  1.4E-02 6.3E-04

043852 Calumenina N/V N/V 1.55 N/V 1.44 1.44 N/V N/V  2.4E-04 N/V 1.6E-02 1.2E-03
Proteina contendo 3.5E- 4.2E-

075083 WD repetido 1 201 -1.60 -1.49 N/V N/V N/V 04 05 1.5E-04 N/V N/V N/V

075369 Filamina-B 1.18 NV -164 -1.28  -1.94 -1.52 2'(?2'5' N/V  3.7E-05 1'(())2'5' 1.0E-05 1.2E-03

O7539p  Cllratosintase 185 NNV NNV -134 -1.86 NV 2B v v 3B 1103 v
mitocondrial 04 02
Proteina de resposta 2 3E- 2 BE-

095810 a derivatizagdo de N/V 1.18 1.32 1.20 1.35 1.12 N/V '04 1.0E-05 '02 6.9E-04 9.4E-05
soro
L-lactato 5 JE- 2 9.

P00338 desidrogenase -1.87 N/V -1.75 1.77 N/V -1.66 '04 N/V  3.1E-04 '04 N/V 3.3E-05
cadeia A

poogsy ~ Desidrogenasede 57 Ny v 145 nv v B v oy 2B ww v
retina 1 03 02
Citocromo b5 1.3E- 5.8E-

P00387 NADH redutase 3 1.58 N/V N/V -1.46 -1.76 N/V 03 N/V N/V 03 5.2E-04 N/V
Superéxido 2.0E- 2.4E-

P00441 dismutase [Cu-Zn] -1.37 N/V N/V 1.28 1.29 N/V 03 N/V N/V 03 2.3E-02 N/V
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Tabela 3 — Proteinas validadas nos processos biologicos enriquecidos na plataforma DAVID, em cada uma das condi¢des estudadas
(continuagao)

Fold change - Log(2) ratio ANOVA p-valor

NG ] Ku80 AgtdC  Augml AgtdC Augml Augml Ku80 AgtdC Augml AgtdC Augml Augml
ACESSO Proteina VS VS VS VS VS VS VS VS VS VS VS VS
C C C Ku80 KuB80 AgtdC C C C Ku80  Ku80 Agt4C
Nucleosideo purina 10E- 1.6E- 15E- 9.2E-
P00491 fosforilase -3.35 -1.25 N/V 2.68 2.50 N/V 05 02 N/V 05 03 N/V
Fosfoglicerato quinase 20E- 54E- 10E- 3.4E- 1.6E-
P00558 1 -1.62 -1.25 -144  1.30 N/V -1.16 04 05 05 02 N/V 02
. 1.0E- 10E- 73E- 10E- 1.0E-
P02545 Prelamina-A/C 1.77 1.25 117  -142 -151 N/V 05 05 03 05 05 N/V
P02751 Fibronectina 1.45 N/V NV -1.46 N/V N/V 2(())2E NIV N/V 2§2E i N/V N/V
Frutose-bisfosfato 9.8E- 58E- 12E- 2.8E- 6.1E-
P04075 aldolase A -1.55 -1.21 -144  1.29 N/V -1.20 04 03 04 02 N/V 03
P04080 Cistatina-B -2.96 -1.48 N/V N/V N/V N/V ZSZE i 2072E TNV N/V N/V N/V
. 1.0E- 1.0E- 4.0E- 10E- 4.1E-
P04083 Anexina Al -3.00 -1.41 -1.38 2.13 2.17 N/V 05 05 03 05 04 N/V
P04275  Fatorvon Willebrand ~ N/V NV -1.68 NNV 177 200 NNV NV 5'(;}5'5' N/V 1'535 4'345
Gliceraldeido-3- 23E- 7.3E- 21E- 13E- 1.2E-
P04406 fosfato desidrogenase -1.63 -1.31 -1.32 1.25 1.24 N/V 05 05 05 02 02 N/V
Proteina heat shock 1.0E- 1.1E- 7.8E-
P04792 beta-1 -2.03 N/V N/V 1.83 1.88 N/V 05 N/V N/V 05 04 N/V
Proteina fosfo-
oligossacarideo
P04843  dolicol 1.85 1.66 NV NV 104 17a POECLIE gy oy 0B 6B
e 05 04 05 04
glicosiltransferase
subunidade 1
Proteina G(i) de 1.9E- 7 3E-
P04899 ligacdo ao nucleotideo  1.34 N/V N/V N/V -1.47 N/V '02 N/V N/V N/V '03 N/V

guanina sub. alfa-2




Tabela 3 — Proteinas validadas nos processos biologicos enriquecidos na plataforma DAVID, em cada uma das condicdes estudadas
(continuagao)

Fold change - Log(2) ratio ANOVA p-valor
NG Ku80 AgtdC  Augml Agt4C  Augml Augml Ku80 AgtdC Augml AgtdC Augml Augml
Acesso Proteina VS 'S 'S 'S VS 'S VS VS 'S VS VS
C C C Kugd  Ku80  AgrC C C C Ku80  Ku80

Inibidor de 2 OE- 2 1E-

P05121 ativador de 2.67 N/V 2.63 -1.75 N/V 1.73 03 N/V  5.1E-04 02 N/V  8.9E-03
plasminogénio 1

possgg  Lroteinaribo. N/V N/V NV 175 NIV NVGONNV NV NNV 2R v N/V
60S acidica P1 02

pos3g7  Froteinariboll NV NV NV 168 164 NNV NNV NV NNV B 4703 NV
60S acidica P2 03

P05556 Integrina beta-1 1.78 NIV N/V 160 -1.74 N/V 185‘ N/V N/V 185')5' 2.3E-05 N/V
ATP sintase

P06576 subunidade beta, 193 142 1.75 -1.36 N/V 1.23 16‘5' 1'(())5' 1.9E-05 1'52'5' NV 1.7E-02
mitocondrial

P06703 Proteina S100-A6 NNV NV N/V N/V 1.90 N/V N/V N/V N/V NV  17E-02 NIV

PO6748  Nucleofosmina NV 136 124 NV NN NN NNV Z'SSE' 1202 NN NN NV
L-lactato 1.0E- 2 BE-

P07195 desidrogenase cadeia  -2.30  N/V -1.60 2.06 1.43 -1.44 '05 N/V  2.0E-05 '05 2.2E-03 1.2E-03
B

po7237  Froteinadissulfeto 130 122 NN NNV 122 114 FOE 40BN NV 12E-02 15E-02
isomerase 03 05

P07339 Catepsina D -1.41 NIV N/V 1.44 1.51 N/V 2'82'5' N/V N/V 985’ 3.3E-03 N/V

P07355 Anexina A2 -1.19  -1.09  -1.40 N/V -1.18 -1.28 35’5' z.ng- 1.0E-05 N/V  6.8E-03 4.8E-04

P07437 Tubulina cadeia beta -1.84 -1.36  -1.45 N/V N/V N/V 1'55’ 1'(())5'5' 1.0E-05 N/V N/V N/V

P07602 Prosaposina NV 441 2.55 5.62 N/V -1.73 NV FOE oopg  6:2E N/V  6.9E-04

05 05




Tabela 3 — Proteinas validadas nos processos biologicos enriquecidos na plataforma DAVID, em cada uma das condi¢des estudadas
(continuagao)

Fold change - Log(2) ratio ANOVA p-valor

KuB0 AgtdC Augml Agt4C Augml Augml Ku80 AgtdC Augml AgtdC Augml Augml

N° .
Acesso Proteina Vs Vs S Vs S S S S Vs S Vs Vs

C C C Ku80 Ku80  Agt4C C C C Ku80 KuB0  Agt4C

Po76ge  Deta-hexosaminidase NN 341 NV 3.00 NV NNV NV  88E-03 NNV 12E-02 NNV
subunidade beta

P07737 Profilina-1 214 <127 141 1.69 1.51 N/V 1'(;)5'5' 1'(;)5'5' 6.5E-04 9'515'5' 1.0E-02 NNV

PO7858  Catepsina B NV 119 NV NV NNV 128 NV OSSNV NV NV BTE04
Proteina heat shock 2.7E- 4.8E-

P07900 HSP 90 alfa -1.60 NIV -1.46 1.33 N/V -1.22 04 N/V  4.9E-04 03 N/V  1.0E-02
Ribonucleoproteina 7 8E-

P07910 nuclear heterogénea N/V 1.34 1.24 N/V N/V N/V N/V 0 4 2.2E-03 N/V N/V N/V
c1/C2

P08133  Anexina A6 289 125 205 232 NN -165 1'855 1'855 1.0E-05 1'855 NNV 1.1E-04
Proteina heat shock 1.5E-

P08238 HSP 90 beta -1.36 NIV -1.44 N/V N/V -1.20 02 N/V  26E-03 N/NV N/V  8.1E-03

POS670  Vimentina 140 113 121 -124  -116 NIV 1'855 7'835 8.6E-05 4'855 23E-04 NNV

P08758 Anexina A5 228 NIV -1.26 2.16 1.81 N/V 1'5’5' N/V  1.4E-02 1'85 4.0E-04 NIV
Proteina ribossomal 6.0E- 2.6E-

P08865 Proyigy -149  -1.16  -1.25 N/V N/V N/V . 0y [SE-03 NNV N/V N/V
Glutationa S- 1.0E- 1.7E- 7.1E-

P09211 transferase P 267 -1.40 @ -1.22 1.91 2.19 N/V 05 0q 16E-02 07 13E-04 NNV

P09382  Galectina-1 132 417 139 NV NV 119 T MET 10E05 NV NV 13605

P09601 Heme oxigenase 1 39.01 N/ 1506 -954  -2.59 368 2E  \wvo 11E02 27F g3p03 4.8E03

02 03




Tabela 3 — Proteinas validadas nos processos biologicos enriquecidos na plataforma DAVID, em cada uma das condicdes estudadas
(continuagao)

Fold change - Log(2) ratio ANOVA p-valor

Ku80 AgtdC Augml AgtdC Augml Augml Ku80 AgtdC Augml Agt