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RESUMO

Os dermatdfitos, como o fungo T. rubrum, sédo considerados 0s maiores causadores
de infeccbes fungicas de pele, cabelos e unhas, pois utlizam substratos
queratinizados como seus principais nutrientes. Além disso, estas infec¢des também
acometem pacientes imunocomprometidos e diabéticos, podendo se comportar de
maneira invasiva ocasionando infeccbes graves. Apesar da importancia de T.
rubrum o processo de interacdo do fungo com o hospedeiro humano ndo € bem
compreendido do ponto de vista celular e molecular. Para entender a complexa
interacdo dos genes fungicos e humanos durante o processo infeccioso € necessario
utilizar a técnica de RNAseq, pois atualmente é ferramenta molecular mais eficaz
gue permite a analise concomitante de expressao génica e diferenciacdo dos dois
tipos celulares através de programas de andlise. Dessa forma, o presente estudo
teve por objetivo avaliar o perfil transcricional de genes humanos e flngicos
simultaneamente por RNA-Seq através do modelo de infeccao in vitro de T. rubrum
co-cultivado em linhagem de queratindcitos humanos HaCat. Para isso, conidios
pré- germinados de T. rubrum foram co-cultivados com queratindcitos humanos
HaCat por 24 horas e apds, os RNAs extraidos do co-cultivo, controle de células na
auséncia do fungo e controle de T. rubrum isolado foram sequenciados por RNAseq.
Como resultado do sequenciamento obteve-se em média 32 milhdes de reads para
o controle de T. rubrum isolado, 26 milhdes para o co-cultivo e 40 milhdes para o
controle de células que foram filtradas e alinhadas com os respectivos genomas de
referéncia utilizando-se os softwares FastQC e Bowtie2. A expressao diferencial dos
genes no co-cultivo em relacdo aos controles de T. rubrum e queratindcitos nao
infectados foi determinada através do pacote DESeq/Bioconductor sendo
identificados 369 genes de HaCat e 70 genes de T. rubrum diferencialmente
expressos em 24h de co-cultivo. Estes genes foram classificados e agrupados em
categorias de acordo com suas funcionalidades, das quais foram selecionadas as
categorias referentes a processos metabolicos, ao transporte via membrana, a
patogenicidade, ao ciclo do glioxilato, estabelecimento da barreira epidermal,
resposta de defesa a outros organismos, regulacdo na producdo de citocinas,
regulacdo da migracdo epitelial e resposta a lesdes. Dessa forma, sugerimos que

esses processos, evidenciados pela técnica de RNA seq, sdo 0s mais relevantes



para compreender os mecanismos moleculares envolvidos na relacdo entre T.

rubrum e a célula de queratinécitos humana.

Palavras- Chaves: Co- cultivo. Dermatofitos. Dermatomicoses. Rna-Seq. T. rubrum.



ABSTRACT

Dermatophytes, such as the fungus T. rubrum, are considered the major cause of
fungal infections of the skin, hair and nails, since they use keratinized substrates as
their main nutrients. In addition, these infections also affect immunocompromised
and diabetic patients, causing serious infections. Despite the importance of T.rubrum,
the interaction process of the fungus with the human host is not well understood from
a cellular and molecular point of view. To understand the complex interaction of
fungal and human genes during the infectious process, it is necessary to use the
RNAseq technique, since it is the only molecular tool that allows the concomitant
analysis of gene expression and differentiation of the two cell types through analysis
programs. Thus, the present study aimed to evaluate the transcriptional profile of
human and fungal genes simultaneously by RNA-Seq through the in vitro infection
model of T. rubrum co-cultured in HaCat human keratinocyte cells line. For this, pre-
germinated conidia of T. rubrum were co-cultured with human keratinocytes HaCat
for 24 hours and after, the RNA of both was sequenced by RNAseq. As a result of
sequencing, 32 million reads were obtained for fungal control, 26 million for co-
cultivation and 40 million for control of keratinocyte cells that were filtered and
aligned with their respective reference genomes using FastQC and Bowtie2 software.
Differential expression of the genes in the co-cultivation relative to the controls of
T.rubrum and uninfected keratinocytes was determined through the DESeq /
Bioconductor package and 369 HaCat genes and 70 differentially expressed
T.rubrum genes were identified in 24 h of co-culture. These genes were classified
and grouped into categories according to their functionalities, from which were
chosen the categories referring to metabolic processes, membrane transport,
pathogenicity, the glyoxylate cycle, establishment of the epidermal barrier, defense
response to other organisms, regulation of cytokine production, regulation of
epithelial migration and response to lesions. Thus, we suggest that these processes,
evidenced by the technique of RNA seq, are the most relevant to understand the
molecular mechanisms involved in the relationship between T. rubrum and the

human keratinocyte cell.

Keywords: Co- cultivation. Dermatophytes. Dermatomycoses. Rna-Seq, T. rubrum.
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|. INTRODUCAO

1.1 Dermatofitoses e dermatofitos

Dermatofitoses sdo infeccbes de carater superficial de tecidos
queratinizados causadas por um grupo de fungos filamentosos denominados de
dermatdfitos, que utilizam a queratina presente nestes tecidos como fonte de
nutricdo em um processo infeccioso (PERES et al.,, 2010; ACHTERMAN; WHITE,
2012). Segundo Hube et al. (2015), dados da Organizacdo Mundial da Saude
demonstram que 20% da populacdo mundial apresenta infeccbes cutaneas

causadas por fungos.

As dermatofitoses sao clinicamente denominadas de tineas seguidas de seu
local anatbmico acometido, como por exemplo, tinea pedis, tinea corporis, tinea
capitis e tinea unguium para infeccbes de pé, corpo, cabelos e unhas
respectivamente (ACHTERMAN; WHITE., 2012; NENOFF et al.,, 2014). A
transmissdo dessas doencas ocorre através do contato direto com animais ou
pessoas infectadas ou indiretamente, quando h& o contato com objetos que estejam
contaminados (PERES et al., 2010).

Os sintomas podem ser variados de acordo com o estado imunoldgico do
hospedeiro, e geralmente essas infeccdes ndo acometem tecidos subcutaneos ou
orgaos internos. As lesGes sdo de aspecto circular, eritematoso e pruriginoso
causadas pela acdo direta do fungo ou por reacdes de hipersensibilidade ao micro-
organismo ou aos seus produtos metabdlicos secretados (PERES et al., 2010). Nas
onicomicoses (infeccdbes de unha) pode ocorrer o descolamento das bordas,
aparecimento de manchas brancas e em casos mais severos, a distrofia total das
unhas (PERES et al., 2010; HUBE et al., 2015). Apesar de estas infec¢cOes estarem
restritas as camadas superficiais da epiderme e raramente serem associadas com
mortalidade, elas podem se comportar de maneira invasiva e causar infeccao
disseminada e profunda em pacientes imunocomprometidos (PERES et al., 2010;
ACHTERMAN; WHITE, 2012).
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Os fungos causadores das dermatofitoses estdo atualmente distribuidos em
sete géneros de acordo com a morfologia de seus macro e micro- conidios e
caracteristicas de reprodugdo em Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton,
Nannizzia, Lophophyton, Arthroderma e Paraphyton (HOOG et al., 2016). Além
disso, os dermatdfitos também podem ser classificados de acordo com seu habitat
natural de desenvolvimento: antropofilicos, zoofilicos e geofilicos. A maioria das
dermatofitoses humanas s&o causadas por espécies antropofilicas, mas nao
exclusivamente por esta espécie, ja que dermatdfitos zoofilicos e geofilicos também
podem transmitir a doenca para humanos (PERES et al., 2010; BALDO et al., 2011,
ACHTERMAN; WHITE, 2012).

As dermatofitoses em geral, sdo causadas majoritariamente por apenas
cinco ou seis espécies de todos os dermatofitos existentes, sendo que destes o T.
rubrum é considerado o maior causador de infeccdo em humanos em todo o0 mundo
(LENG et al., 2009; NENOFF et al., 2013; FIRAT et al., 2014; HUBE et al., 2015).
Conforme cita Hube et al.(2015), o dermatofito T. rubrum € responsavel por
aproximadamente 69,5% de todas as dermatofitoses causadas pela espécie
Trichophyton, seguidas de Trichophyton interdigitale, Trichophyton verrucosum e
Trichophyton tonsurans.

1.2 Trichophyton rubrum

O género Trichophyton inclui um total de 24 espécies, sendo que destas, a
espécie T. rubrum é responsavel pela maior ocorréncia de dermatofitoses em todo o
mundo, principalmente na Europa. Suas colbnias sdo caracterizadas por apresentar
coloracdo branca de aspecto cotonoso, aveludado e macio. A denominacéo rubrum
refere-se a pigmentacdo encontrada no verso de suas coldénias que varia do
vermelho ao marrom (Fig. 1) (LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010; NENOFF, et
al., 2013).

14



Figura 1-Caracteristicas macroscoépicas do dermatofito T. rubrum

Fonte: Arquivo pessoal

Microscopicamente, apresenta como caracteristica esporos do tipo micro-
conidios e algumas vezes macro- conidios com paredes lisas e de forma alongada
dispostos ao longo de suas hifas (Fig.2) (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995;
LAKSHMIPATHY; KANNABIRAN, 2010).

Figura 2- Caracteristicas microscopicas do dermatéfito T. rubrum

Fonte: http://www.micropia.nl

Através de avaliacbes morfologicas e sequenciamento da regiao ITS
(Internal Transcribed Spacer) do RNA ribossomal de T. rubrum, o Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS), localizado na Holanda, selecionou a linhagem CBS
118892 para o sequenciamento de seu genoma pelo Broad Institute, localizado nos
Estados Unidos, em 2010 (ACHTERMAN et al, 2011), o que possibilitou o
surgimento de novos estudos moleculares para melhor compreensdo das
dermatofitoses causadas por este fungo. Além deste, também foram sequenciados
0s genomas de Trichophyton tonsurans, Trichophyton equinum, Microsporum canis
e Microsporum gypseum (ACHTERMAN et al., 2011).

15


http://www.micropia.nl/

1.3 Mecanismos gerais da infec¢cdo narelacdo dermatofito- hospedeiro

O processo infeccioso das dermatofitoses superficiais ocorre de forma
similar entre os diversos tipos de dermatdfitos, sendo caracteristicos quatro estagios
durante este processo (Fig.3).

o Contato inicial do patdégeno com o tecido ou mucosa a ser
infectado;

. Aderéncia do patégeno ao tecido ou mucosa através de
proteinas de adesao seguido da proliferacéo e colonizacao;

. Invasdo ao tecido por endocitose ou penetracao;

o Desencadeamento da resposta imune do hospedeiro

Apesar do mecanismo geral de infeccdo dos dermatofitos ocorrer de
forma similar entre as espécies, a forma pela qual cada espécie ira interagir, se
adaptar e modular as respostas imunoldgicas do hospedeiro ira variar entre as
espécies (HUBE et al., 2015). Conforme cita Huang et al. (2015), o dermatofito T.
rubrum é capaz de modular a resposta imune inata da célula hospedeira
ocasionando o ndo reconhecimento do patégeno pelo sistema de defesa celular,
diminuindo a resposta imunolégica da célula contra o dermatoéfito facilitando o

processo infeccioso.
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Figura 3- Estagios principais do processo infeccioso das dermatofitoses

Transfer
(colonisation)

Surface Infection
(adhesion

and superficial
damage)

Invasion
(deep infections;
damage)

Host Response
(deep infections;
damage)

Fonte: HUBE et al., 2015

1.3.1 Contato inicial do patdgeno ao tecido hospedeiro

A primeira barreira a ser vencida pelo patégeno para que este entre em
contato com o tecido € superar 0s mecanismos da imunidade inata do hospedeiro
para que haja a colonizacgéo tecidual. Um dos mecanismos de defesa do hospedeiro
para tentar impedir o contato e permanéncia do patégeno nos tecidos de camadas
superficiais é a queratinizacdo, em que as celulas de queratindcitos renovam o
estrato corneo através da descamacdo epitelial e consequentemente eliminam o
possivel fungo invasor. Para que o fungo ndo seja eliminado por este processo e
consiga se instalar na epiderme é necessario que apdés sua aderéncia ao
hospedeiro, o artroconidio germine para que a hifa possa penetrar rapidamente no
estrato corneo (PERES et al., 2010). Este contato inicial entre o artroconidio e o

estrato cérneo é fundamental para o inicio da adesdo do micro-organismo ao tecido
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e estabelecimento da infeccdo sendo que esta interacdo ocorre apés 3 a 4 horas de
contato (PERES et al., 2010; BALDO et al., 2011).

1.3.2 Adeséao do patégeno ao hospedeiro

Durante a interacdo entre o artroconidio e o estrato cOrneo inicia-se a
adeséao do fungo ao tecido hospedeiro que € mediada pela interacdo de proteinas de
adesdo presentes no fungo denominadas de adesinas, com 0s receptores
pertencentes ao hospedeiro. Entretanto, ainda é escasso o conhecimento sobre
quais os fatores que influenciam na aderéncia e quais sé&o as principais adesinas em
dermatofitos (VERMOUT et al., 2008; BALDO et al., 2011; BITENCOURT et al.,
2016).

As adesinas séo de fundamental importancia para a efetiva invasdo do fungo
ao tecido hospedeiro e conforme cita Bitencourt et al. (2016), a capacidade de
adesdo de cada dermatofito estq associada com maior patogenicidade e viruléncia
do micro-organismo. Além de promover a aderéncia do fungo ao hospedeiro, as
adesinas também participam na formacao de biofilmes, desenvolvimento de corpos

de frutificacdo e em alteracbes morfolégicas das col6nias (DRANGINIS et al., 2007).

Dermatofitos como T. rubrum e T. mentagrophytes expressam na superficie
de seus micro conidios adesinas carboidrato-especificas que reconhecem manose e
galactose presente nos tecidos. A maioria das adesinas fungicas é composta por um
carboidrato N- terminal ou um dominio de ligacédo peptidica, um dominio central rico
em serina e treonina com tandem repeats e uma regidao C- terminal (VERMOUT et
al., 2008; BALDO et al., 2011; CHINNAPUN, 2015; BITENCOURT et al., 2016).

Conforme relata Vermout et al.(2008), alguns patégenos como Candida
albicans secretam proteases asparticas (Saps) que podem estar envolvidas na
aderéncia deste patdgeno ao epitélio. Possivelmente a secrecdo destas proteases
por dermatdfitos também pode contribuir para a eficiente aderéncia destes ao
hospedeiro. Além desta protease, a dipeptidil-peptidase 1V (DpplV) foi identificada

em Trichophyton spp. e M. canis e também pode estar associada ao processo de
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adesdo. Baldo et al. (2012) também cita a proteina Sub3 como uma das
responsaveis pela adesdo de dermatafitos.

1.3.3 Invaséao e penetracdo no tecido do hospedeiro

Apbés a adesdo do fungo ao hospedeiro inicia-se a formacdo do tubo
germinativo no artroconidio para que este possa se desenvolver em hifas e penetrar
o estrato corneo (BALDO et al., 2011; CHINNAPUN, 2015).

Durante a penetracdo, os dermatdéfitos produzem enzimas capazes de
degradar tecidos queratinizados como proteases, lipases, elastases, colagenases,
fosfatases e esterases, sendo a excre¢do destas enzimas fundamentais para o
processo infeccioso e importante fator de viruléncia para os dermatofitos (PERES et
al., 2010; CHINNAPUN, 2015). Estas enzimas degradam a queratina presente nos
tecidos em peptideos menores e aminoacidos, que sao utilizados como fonte de
carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre para a nutricdo e desenvolvimento do
patdgeno durante o processo infeccioso (PERES et al., 2010; BALDO et al., 2011;
CHINNAPUN , 2015). Para que a degradacao das estruturas queratinizadas ocorra
de forma efetiva, é necessario a reducdo das pontes dissulfeto da queratina com a
excrecdo de sulfito pelo dermatofito em condi¢cées de pH alcalino ou neutro, sendo
este processo chamado de sulfitdlise (MONOD, 2008; PERES et al.,, 2010;
KASPEROVA et al.,, 2014; CHINNAPUN, 2015). A sobrevivéncia do fungo e a
evolucdo da infeccdo dependerdo do padrdo de proteases secretadas pelo fungo,
pois além de promover a nutricdo do patégeno, também desencadeiam e modulam a
resposta imune do hospedeiro. Sendo assim, em pacientes imunocomprometidos a
excrecdo destas proteases pode contribuir para a degradacdo das camadas mais
profundas da pele, como por exemplo, a elastina da derme, gerando infec¢Ges de
maior gravidade (PERES et al., 2010).

Outro fator de viruléncia importante é a capacidade que os dermatofitos
possuem em modular a expressdo de suas proteases de acordo com o pH do
hospedeiro. Ao entrar em contato com a pele humana que apresenta pH acido, o
patdgeno induz a expressao de proteinas como adesinas, lipases, fosfatases que

apresentam atividade 6tima em pH acido favorecendo sua aderéncia e penetracao
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no tecido e superando os mecanismos de defesa do hospedeiro (PERES et
al.,2010). Conforme estas proteinas degradam os tecidos queratinizados em
aminoacidos como a glicina, ocorre a liberacdo de amobnia que promove a
alcalinizacdo do meio contribuindo para o dano tecidual e aumento da viruléncia do
dermatdfito, que respondendo rapidamente a mudanca de pH, passa a reprimir a
expressdo de proteinas que eram ativas em pH acido induzindo a expressédo de
proteases com atividade o6tima em pH alcalino (Fig.4). Esta habilidade que os
dermatofitos possuem em se adaptar as mudancas de pH favorece a instalacao,
desenvolvimento e permanéncia do dermatdfito no tecido hospedeiro (MARTINEZ-
ROSSI et al., 2011).

Figura 4- Modulacao das proteinas secretadas pelos dermatofitos em resposta as

mudancas de pH no tecido hospedeiro
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e queratinases | Polipeptideos | /’“ e queratinases
alcalinas ! / acidas
+ [ Aminoacidos | ®/
Vo

Alcalinizagao [’

Infecgdo

Fonte: Adaptado de PERES et al., 2010

1.3.4 Desencadeamento da respostaimune no hospedeiro

A resposta imunoldgica do hospedeiro ao combate das dermatofitoses ira
depender de alguns fatores como: reacédo do hospedeiro aos metabdlitos do fungo,
viruléncia da cepa ou espécie infectante, pois cada espécie de dermatofito varia em
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sua capacidade de estimular a resposta imune, o sitio anatdmico acometido, j& que
em casos de tinea unguim, por exemplo, o fungo apresenta maior taxa de
sobrevivéncia devido a unha ser um local de dificil acesso para os elementos da
resposta imune (HUBE et al., 2015) e caracteristicas ambientais locais (CRIADO et
al., 2011), j& que em regides de clima quente e Uumido ha a predisposicao para
doencas de pele como as dermatofitoses (ACHTERMAN; WHITE, 2012)

As dermatofitoses normalmente causam altos niveis de danos ao tecido
infectado mais pela reacdo do hospedeiro ao tentar combater o fungo do que a
capacidade deste em causar tal destruicdo (HUBE et al.,, 2015). Em geral, as
dermatofitoses causadas por T. rubrum séo de caréater cronico, ndo inflamatério da
pele, de progressao lenta e recorrente, facilitando sua transmissao sugerindo que o
fungo tenha se adaptado ao hospedeiro humano (PERES et al., 2010; CRIADO et
al., 2011).

Véarias células sdo importantes na resposta imunoldgica contra as
dermatofitoses, como por exemplo, as células de Langerhans (CLs) que atuam como
células apresentadoras de antigenos, os fagocitos mononucleares que agem lisando
os dermatdfitos intra e extracelularmente através da via oxidativa e os leucdcitos que
ativam o sistema complemento através da exposicdo aos antigenos do patdégeno
(CRIADO et al., 2011).

Em adicdo, os queratindcitos, que anteriormente eram considerados
somente como células estruturais da epiderme através da producdo de
citoqueratinas e de barreira para impedir a entrada de micro-organismos exdgenos,
verificou-se que eram 0s principais responsaveis pelo desencadeamento inicial da
resposta imune, pois sao eles que entram primeiramente em contato com o
patdgeno durante o processo infeccioso. Os queratindcitos correspondem a
aproximadamente 95% das células presentes na epiderme e seu importante papel
no reconhecimento inicial do organismo invasor € devido a expressao de receptores
do tipo toll-like (TLRs) e ligantes de manose presentes em suas membranas.
(PIVARCSI et al., 2003; PIVARCSI et al., 2005; CRIADO et al., 2011).

Os receptores toll like séo receptores de superficie celular importantes na

resposta imune inata ou natural, controlando a infeccéo até que o organismo afetado
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possa promover uma resposta antigénica especifica (CRIADO et al., 2011). Até o
momento, foram identificados 10 TLRs diferentes em humanos responséveis por
reconhecerem antigenos especificos nos patdgenos microbianos, sendo que a
sinalizacao para desencadear a resposta imunoldgica adequada, dependera de qual
TLR o antigeno ira se ligar (CRIADO et al., 2011; RAMNATH et al., 2016).

Dos 11 tipos de receptores toll like existentes, os queratindcitos expressam
7 (TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR9). Estes sao responsaveis por
reconhecer compostos como: peptideoglicano, acido lipoteicdico, lipoproteinas
bacterianas, RNA dupla fita, lipopolissacarideos e DNA viral. O TLR2 é considerado
0 mais importante, pois é capaz de formar homodimeros e heterodimeros com
outros receptores TLRs, como é o caso do heterodimetro formado entre TLR2/TLR6
responsavel por reconhecer fungos patogénicos através do - 1,3 glucano presente
na parede celular fungica (PIVARCSI et al., 2005). Além deste, foi identificado o
aumento da expressao dos TLRs 2 e 4 quando queratinécitos humanos HaCat foram

expostos aos conidios de T. rubrum (LI et al., 2011).

Criado et al. (2011) também sugere que T. rubrum tenha a capacidade de
suprimir a expressao de receptores TLRs e células de Langerhans necessarias a
estimulacdo de resposta celular do tipo Thl (linfécitos T- auxiliares tipo 1 que
promovem resposta pro- inflamatéria) e estimulando macréfagos da epiderme que
promovem resposta tipo Th2 (linfécitos T- auxiliares tipo 2 que promovem resposta
anti- inflamatéria) sendo esta resposta inadequada ao combate da infec¢ao fungica e

favorecendo a instalacéo da infeccéo crénica e extensa por esse dermatofito.

Os queratindcitos também apresentam receptores que se ligam a manose
(KcMR) presente na galactomanana da parede celular fangica (PIVARCSI et al.,
2005). Estes receptores medeiam a endocitose de glicoproteinas e estdo envolvidos
na fagocitose de varios micro-organismos (SZOLNOKY et al., 2001). Além disso, um
estudo realizado por Szolnoky et al. (2001), demonstrou a inibicdo da aderéncia de
Candida em células de queratinocitos na presenca de manana, sugerindo a
expressdo do receptor na superficie celular e comprovando a existéncia deste

atraves de cromatografia de afinidade.
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Apesar da importancia destes receptores no reconhecimento inicial do micro-
organismo invasor, alguns dermatofitos como T. rubrum possuem mecanismos de
evasao para impedir seu reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. Uns
destes mecanismos € a atividade supressora da manana presente em sua parede
celular, que nesta espécie de dermatdfito é produzida em maior quantidade, sendo
capaz de inibir a proliferacdo de queratindcitos e a resposta linfoproliferativa de
leucdcitos mononucleares, favorecendo o estabelecimento de infec¢cdes crénicas
(WAGNER; SOHNLE, 1995; PERES et al., 2010; CRIADO et al., 2011).

A partir do reconhecimento do micro-organismo invasor por receptores de
superficie celular do hospedeiro, os queratindcitos produzem amplo espectro de
citocinas como fatores de crescimento, interleucinas e fatores estimuladores de
colénias de acordo com o patdégeno identificado (CRIADO et al., 2011), sendo que
na presenca de T. rubrum, os queratinécitos secretam altos niveis da interleucina IL-
8, IL-6, IL-13 (PERES et al., 2010; HAU et al., 2015).

As interleucinas sdo responsaveis pela ativacdo e recrutamento de células
do sistema imune, como células dendriticas para o local da infec¢do, atuando
também na ativacdo de neutréfilos, maturacdo de macréfagos e diferenciacdo de
linfécitos T, além de regular a producéo e atividade de outras citocinas com atividade
pré ou anti- inflamatéria (PIVARCSI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011). A regulacéo
na expressao de citocinas é importante, pois quando ha a liberacédo exacerbada de
citocitas pro-inflamatorias, podem ocorrer lesdes no 6rgdo-alvo, sendo necesséria a
expressdo de citocinas anti-inflamatdrias para que haja um equilibrio e para
minimizar estes efeitos indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2011). As citocinas ndo séo
expressas constitutivamente, sendo a expressdo de seus genes aumentada em
situacdes de infeccdo (WAGNER; SOHNLE, 1995).

Ademais, outros compostos com atividade antimicrobiana sé&o produzidos
pelos queratindcitos como: o6xido nitrico, B-defensinas, catelicidinas, RNase7 e
antileucoproteases, visando a eliminacdo do patdgeno através da lise de suas
membranas ou recrutando leucdcitos para o local infectado (PIVARCSI et al., 2005;
BECKNELL; SPENCER et al., 2016; RADEMACHER et al., 2016). Em estudos
realizados por Firat et al. (2014) mostraram a alta expressao do gene que codifica a

RNase7 em queratindcitos quando foram infectados por T. rubrum. Esta
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ribonuclease possui alta atividade antimicrobiana em humanos e vém sendo
estudada como candidata a novo agente terapéutico contra patdgenos resistentes a
antibioticos (BECKNELL; SPENCER et al., 2016).

Apesar da alta prevaléncia de dermatofitoses em todo o mundo, ainda é
escasso 0 conhecimento dos mecanismos moleculares envolvendo a interacéo
patégeno-hospedeiro possivelmente por dificuldades técnicas dos modelos que
mimetizam esta interacdo além da falta de ferramentas genéticas para o estudo
desses organismos (ACHTERMAN; WHITE, 2012).

O modelo animal mais utilizado para o estudo das dermatofitoses é o
porquinho da india, entretanto, é possivel obter resultados satisfatérios somente com
espécies de dermatdfitos zoofilicos. Nao sendo eficazes para o estudo da relacdo

patégeno-hospedeiro para as espécies antropofilicas (ACHTERMAN; WHITE, 2012).

Para sanar este problema, varios modelos vém sendo desenvolvidos para
melhor compreensdo das dermatofitoses. Tecidos epiteliais humanos disponiveis
comercialmente podem representar uma alternativa para estudos dos estagios
iniciais da infeccdo como adesao e invasao (ACHTERMAN; WHITE, 2012). Outros
métodos como crescimento do fungo em meios de cultura contendo substratos
proteicos, que mimetizem a infec¢do e o co-cultivo do patégeno com linhagem de
queratinécitos humanos aliados as técnicas de microarray e RT-PCR como o0s
realizados por Bitencourt et al. (2016) e Komoto et al. (2015) respectivamente, sao
otimas ferramentas para analise de expressdo génica possibilitando uma melhor

compreensao de como esta interagcédo ocorre molecularmente.

Devido ao fato do genoma de sete dermatofitos ter sido recentemente
sequenciados e publicados se faz necessario o desenvolvimento de melhores
ferramentas de andlises genéticas para que as informac¢des sequenciadas possam
ser Uteis para melhor compreensdo de como os dermatofitos interagem com as
células humanas e causam doencas possibilitando o desenvolvimento de
terapéuticas e tratamentos mais eficazes para o combate dessas doencas
(ACHTERMAN; WHITE, 2012).
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1.4 RNA-Seq: uma nova ferramenta para andlises de transcriptomas e

expresséo génica

Varias tecnologias vém sendo desenvolvidas para a analises
transcriptémicas, como técnicas de hibridagdo com bibliotecas de cDNA utilizando
sondas marcadas com corantes fluorescentes na técnica de microarrays. Entretanto,
estas técnicas encontram limitacdes: necessidade de conhecimento prévio da
sequéncia especifica do genoma, dificuldade em andlises de diferentes niveis de
expressdo e elevados niveis de ruidos por hibridagéo inespecifica (ZHONG et al.,
2009; QIAN et al., 2014).

As analises de transcriptomas tém se tornado uma poderosa ferramenta para
a identificacdo de padrdes de expressdo génica de genes hipotéticos assim como
também para a andlise de perfis de expressdao de ESTs, fato que levou a
necessidade de técnicas mais aprimoradas denominados de sequenciamentos da
nova geracdo que permite maior leitura de sequencias de um genoma ou
transcriptoma em um tempo menor (XU et al.,, 2015). Estas novas técnicas de
sequenciamento encontram aplicagcbes ndo sO para a analise de transcritos, mas
também sédo utilizadas para analises de variagbes genéticas, sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo e niveis de metilacdo de DNA (MARIONI et al., 2008).

Como exemplo de sequenciamento de nova geracdo, o0 RNA-seq
recentemente desenvolvido, permite mapear e quantificar transcriptomas ao mesmo
tempo. Esta nova técnica apresenta varias vantagens em relacdo aos métodos de
sequenciamento j4 existentes (ZHONG et.al, 2009) sendo que a principal é a
capacidade de monitorar a expressdo de genes em dois organismos a0 mesmo
tempo com um elevado nivel de precisdo (WESTERMANN, 2012). Atualmente, esta
técnica ja foi aplicada para analises em Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Arabidopsis thaliana, ratos e células humanas.
(ZHONG et.al, 2009) e para o estudo de interacdo patdgeno- hospedeiro como o
realizado por Kawahara et al. (2012) que avaliou a interacao existente entre o fungo
Magnapothe oryzae e seu hospedeiro e o realizado por Westermann et al. (2016)
gue avaliou os mecanismos de infecgdo da Salmonella utilizando como hospedeiro

células humanas.
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Além disso, o RNA-Seq permite avaliar a expressdo de genes tanto do
hospedeiro quanto do patégeno em diferentes intervalos de tempo ao longo do
processo de infeccdo, isto €, deste o contato inicial da célula com o patégeno, a
invasdo até o momento da infeccéo e instalacdo patdogeno-hospedeiro, obtendo-se
assim uma melhor analise das altera¢cdes celulares em ambos os organismos.
(WESTERMANN, 2012)

Apesar de ser uma técnica recente, o RNA-seq apresenta véarias vantagens
em relacdo a técnica de microarray: ndo se restringe apenas a analises de genomas
de organismos ja estudados; mesmo com sequéncias curtas de ~30 bp € possivel
obter informacBes de apenas dois éxons conectados; fornece resultados mais
precisos ja que niveis de ruido interferem menos para erros de mapeamento; é
também mais eficaz da deteccdo de genes pouco ou muito expressos; apresenta
uma medicdo mais precisa dos niveis de transcritos e suas isoformas; tem se
demonstrado altamente precisa para quantificar niveis de expressdao em
comparacado ao PCR quantitativo; exige pequenas quantidades de RNA para uma
andlise precisa (ZHONG et.al, 2009; CHU et al., 2015) e além disso permite a

identificacdo de novos transcritos (HOU et al., 2015).

II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o perfil transcricional de genes humanos e fungicos envolvidos na

interacdo fungo- hospedeiro por RNA seq.

2.2. Objetivos Especificos
e Realizar o co-cultivo de T.rubrum em linhagem de queratinocitos humanos
HaCat ;

e Extracdo e andlise da integridade dos RNAs de T.rubrum co-cultivado em
linhagem de queratinocitos humanos HaCat para construgéo das bibliotecas

de cDNA para sequenciamento;

e Sequenciamento por RNA seq;
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e Andlise dos dados obtidos por ferramentas proprias de bioinformatica;

e Validacao dos dados obtidos por PCR quantitativo.

lll. MATERIAIS E METODOS

3.1. Linhagens utilizadas

Trichophyton rubrum

Foi utilizada a linhagem sequenciada pelo Broad Institute CBS 118892. O cultivo
da linhagem foi realizado em meio de cultura agar Sabouraud por 15 dias a 28°C,

segundo os métodos previamente descritos por Bitencourt et al. (2015).
Queratindcitos Humanos HaCat

Foi utilizada a linhagem imortalizada de queratindcitos humanos HaCat
gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Ana Paula de Souza Pardo (UNICAMP- Piracicaba)
e Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho (Divisdo de Farmacologia e Toxicologia, Centro
Multidisciplinar de Pesquisa Quimica, Biol6gica e Agricultural , CPQBA). O cultivo da
linhagem foi realizado em meio RPMI acrescido de 1,2 g de bicarbonato de sodio e 2,38
g de Hepes (Sigma) e suplementado com 10% de soro bovino fetal, mantida em estufa a
37°C com 5% de CO,,

3.2. Padronizacdo do Co-cultivo de T. rubrum em linhagem de

gueratinocitos humanos HaCat.

3.2.1. Preparacdo de queratinocitos HaCat

A linhagem celular de queratinécitos humanos foi cultivada em garrafas de cultivo
de 75 cm? em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal e mantidas em
estufa a 37°C com 5% de CO; até atingir 90% de confluéncia. Apos o segundo repique,
as células foram tripsinizadas, ajustadas para a concentracédo de 2,0 x 10° cél/mL em

camara de Neubauer e transferidas em garrafas de 25 cm?em meio RPMI suplementado
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com 5% de soro bovino fetal e na auséncia de antibidticos e antimicoticos em estufa a

37°C com 5% de CO; por 24 horas para permitir a aderéncia celular.

3.2.2. Preparacao da suspensdao de conidios de T. rubrum

Placas da linhagem CBS 118892 de T. rubrum foram cultivadas em meio agar
Sabouraud por 15 dias e mantidas a 28°C. Apods esse periodo, a superficie micelial das
placas foi raspada com o auxilio de uma espatula estéril para o preparo de suspenséo
de conidios em salina 0,9%. A solucao foi filtrada em |a de vidro e a concentracao
ajustada em camara de Neubauer para 1,0 x 10’ conidio/mL.

ApOs o ajuste da concentracdo, a suspenséao de conidios foi centrifugada a 1730g
para a retirada da salina e o sedimento foi ressuspendido em 5 mL de meio Sabouraud e
incubado em agitador orbital sob agitacdo de 150 RPM a 28°C por 7 horas para induzir o
inicio da germinacado dos conidios. Apos este periodo, foi realizada nova centrifugacéo e
o sedimento de conidios foi ressuspendido em meio RPMI suplementado com 5% de

soro bovino fetal para co-cultivo em linhagem de queratinécitos.

3.2.3. Co-cultivo da linhagem HaCat e T. rubrum

ApoOs o periodo de 24 horas de incubacédo para aderéncia das células HaCat ( 2,0
x 10° cél/mL), o meio de cultura foi retirado e inoculada a suspenséo de conidios (1,0 x
10" conidio/mL) preparada em meio RPMI com 5% de soro bovino fetal (conforme
descrito no item 3.2.2). Além do co-cultivo, foram realizados os seguintes controles em
triplicata: cultura de queratindcitos sem a presencga do patégeno e solugdo de conidios

de T. rubrum, ambos cultivados em meio RPMI com 5% de soro fetal bovino.

As garrafas foram re-incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO, durante o
periodo de 24 horas sendo este o tempo para melhor aderéncia do fungo a célula e
desenvolvimento de suas hifas, possibilitando uma melhor interacdo entre fungo e

hospedeiro de acordo com cada metodologia utilizada.
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3.2.4. Coletado co-cultivo de T. rubrum em células HaCat

O co-cultivo e o controle de cultura de queratindcitos, foram retirados da garrafa
de cultivo com o auxilio de um raspador celular, pois estes estavam aderidos a garrafa.
ApoOs isso, 0 co-cultivo, controle de queratindcitos e controle de T. rubrum foram
centrifugados a 1730 g por 10 min para a retirada do meio de cultivo. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em 1 mL de solucédo de lise (20 mg/mL de
enzimas de lise de Trichoderma harzianum da Sigma — Aldrich; 0.7 M KCl e 1 M MgSOQy,,
pH 6.8) para o rompimento da parede celular presente nos fungos e incubado sob em
agitador orbital sob agitacdo de 130 RPM a 28°C por 1 hora. Apos isso, foi realizada
nova centrifugagdo a 1.000 g por 10 min para a retirada da solucdo de enzimas de lise.
O sedimento foi diluido em 350 pL de RA 1 (substancia presente no kit de extracao
lllustra RNAspin Mini RNA isolation da GE Healthcare), seguidos de estocagem em

freezer -80°C até a realizacdo da extracao de RNA.

3.3. Extracao de RNA total

Para a extracdo do RNA total presente nas amostras em triplicata de co-
cultivo (fungo+ queratinocitos), cultura de queratinocitos e solucéo de conidios de T.
rubrum foi utilizado o kit de extracdo lllustra RNAspin Mini RNA Isolation da GE
Healthcare conforme instrugdes do fabricante. A quantificacdo de RNA presente nas
amostras e sua pureza, foi verificada através do Nanophotometer MidSci. A
integridade do RNA foi avaliada através de analise no Bioanalyzer 2100 Agilent
Technologies, cujo valor de RIN (RNA Integrity Number) deve estar acima de 7 para
gue o RNA possa ser utilizado para a construcéo das bibliotecas para o experimento
de RNA-Seq.

3.4. Construcdo de bibliotecas de cDNA para sequenciamento por
RNAseq

As bibliotecas de cDNA para sequenciamento por RNAseq foram construidas em

triplicata para cada condi¢cdo (queratindcitos, co-cultivo e suspensdo de conidios de T.
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rubrum) em parceria com o Hemocentro de Ribeirdo Preto. Para a construcdo das
bibliotecas, o RNA total foi quantificado em fluorimetro Quantus™ Fluorometer
(Promega) e sua concentracao ajustada para 300 ng de RNA total em 20 ul de agua.
Apos isso, foi utilizado o kit TrueSeq® RNA Sample Prep v2 da lllumina conforme
instrucdes descritas pelo fabricante, que resumidamente se baseia nas seguintes
etapas: primeiramente ocorre a separagao e purificacdo dos RNAm pela cauda de poliA
atraveés de esferas eletromagnéticas contendo oligo-dT acoplado. Apds a separacao dos
RNAmM, estes séo fragmentados seguido da sintese da 1° e 2° fita de cDNA. As fitas de
cDNA formadas tém suas extremidades reparadas de forma a ficarem coesas e a
extremidade 5’ das fitas recebe um grupo fosfato. Apos este processo, a extremidade 3’
das fitas recebe um nucleotideo A. A adicdo do grupo fosfato e adenilacdo permite a
ligacdo dos adaptadores especificos presentes no kit. Estes adaptadores sao
complementares aos dois tipos de oligonucleotideos presentes na flowcell. Apds a
insercdo dos adaptadores nas extremidades das fitas de cDNA, ocorre a amplificacao

das bibliotecas através de PCR finalizando o processo de construcao das mesmas.

A validagcédo das bibliotecas geradas foi realizada de acordo com as instrucdes
descritas no protocolo TrueSeq® RNA Sample Preparation v2 guide da lllumina. Para a
validacdo, as bibliotecas foram submetidas a analise pelo equipamento Bioanalyzer
2100 Agilent Technologies, sendo consideradas de boa qualidade as que apresentam
em torno de 260 - 300 pb. Foi realizada também nova quantificacdo das bibliotecas em
fluorimetro Quantus™ Fluorometer (Promega) e qPCR. A reacdo de gPCR seguiu os
procedimentos de preparo de amostra e ciclagem descritos no protocolo Sequencing
Library gPCR Quantification Guide fornecido pela Illlumina, e para a reacao foi utilizado o
kit KAPA SYBR FAST Master Mix Universal 2x gPCR Master Mix (Kapa Biosystems). A
sequéncia dos primers também foi fornecido pelo protocolo citado: gPCR primer 1.1
(5" AATGATACGGCGACCACCGAGAT 3" e gPCR primer 21
(5' CAAGCAGAAGACGGCATACGA 3’). Alem de quantificar as bibliotecas geradas,
neste caso o uso do qPCR também foi util para avaliar se os adaptadores estavam
inseridos corretamente nas duas extremidades das bibliotecas , jA que estes sao de
fundamental importadncia para que ocorra o processo de clusterizacdo. Os primers
utilizados na reacdo de gPCR sdo complementares e especificos a sequéncia dos
adaptadores que estdo inseridos nas amostras. Sendo assim, sO0 é quantificada a
amostra que contém os dois tipos de adaptadores corretamente inseridos (lllumina,
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2011). ). Os valores de Cts (cycle threshold) obtidos durante a reacdo de gPCR sé&o
utilizados para calcular de maneira precisa a concentracdo exata de DNA em cada
biblioteca através da conversdo das médias dos valores de Cts para nM que é feita
automaticamente com ferramentas de calculos fornecidas pela lllumina. Apds a
quantificacdo, as bibliotecas foram normalizadas conforme recomendagdes do protocolo
TrueSegq® RNA Sample Preparation v2 guide da lllumina e apds, foi feito um pool de
bibliotecas na concentracdo de 11pM que foi aplicado em 8 microtubos de 0.2 mL
dispostos em tiras, seguido da aplicacdo destes pools nas 8 linhas disponiveis na

flowcell através do equipamento cBot da Illumina.

A clusterizacdo das bibliotecas foi realizada no equipamento cBot com o uso do
kit TrueSeq® SRCluster v2- cBot- GA da lllumina conforme instrugbes descritas pelo
fabricante.

3.5. Sequenciamento por RNAseq

O sequenciamento das amostras foi realizado em parceria com o
Hemocentro de Ribeirdo Preto no sequenciador Genome Analyzer lIx com 0 uso do
kit TrueSeq® SBS v5- GA, ambos da lllumina, em single read conforme

recomendacdes do fabricante.

Os sequenciadores da plataforma Illumina utilizam como método de
sequenciamento o sistema Sequencing by Synthesis (SBS technology). Nesta
metodologia, todos os dNTPs que formardo a fita complementar do DNA molde que
sera sequenciado sdao marcados por fluorescéncia e possuem terminadores
reversiveis, de modo que o dNTP é adicionado, detectado por fluorescéncia e o
terminador é clivado para possibilitar a adicdo do dNTP seguinte, impedindo que

mais de um dNTP seja incorporado e detectado ao mesmo tempo.

3.6 Andlises dos dados obtidos pelo sequenciamento por RNAseq

A partir dos dados gerados pelo sequenciamento, a qualidade das reads foi

avaliada com 0 uso do software FastQC
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(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/index.html) sendo consideradas reads de
boa qualidade as que apresentaram um Phred Score >20 e descartadas as que néao

se enquadraram neste parametro.

ApGs a triagem, as reads que obtiveram um Phred Score >20 foram alinhadas
com o genoma de referéncia de T. rubrum, disponivel no banco de dados do Broad
Institute
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/dermatophyte_comparative/Multi

Downloads.html) e com o genoma de referéncia para Homo Sapiens- HG19

disponivel em http://hgdownload.soe.ucsc.edu/downloads.html#human, através do

algoritmo Bowtie2 (Langmead e Salzberg, 2012).

Ao término do alinhamento, foi obtido o nimero de reads count, ou seja, 0
calculo do numero de reads que alinharam com cada transcrito de cada um dos
genomas obtendo-se o0s niveis de expressao dos transcritos entre as amostras. Para
avaliar estatisticamente o valor de expressao génica entre as amostras foi aplicado o
teste estatistico FDR (False Discovery Rate) com o uso do pacote DEseq (ANDERS;

HUBER, 2010) através do programa estatistico R/Bioconductor.

A categorizacao funcional dos genes diferencialmente expressos de T. rubrum
no co-cultivo foi realizada de acordo com o Gene Ontology (BLAKE; HARRIS, 2008)
utilizando o algoritmo Blast2GO (GOTZ et al., 2008) e para o enriquecimento
funcional das categorias super-representadas foi utilizado o algoritmo BayGo
(VENCIO et al., 2006).

Em relacdo a categorizacao funcional dos genes diferencialmente expressos
de queratindcitos humanos HaCat, esta também foi realizada de acordo com o Gene

Ontology (BLAKE; HARRIS, 2008) através do site http://www.geneontology.org/ e o

enriguecimento funcional das categorias super-representadas foi realizado através
do software virtual Enrichr (CHEN et al., 2013;KULESHOV et al., 2016 ) disponivel

em http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/ .

3.7 Sintese de cDNA para validagao por gPCR
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Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems). Para a reacdo, 1 pug de RNA total de cada
condicado (controle de células HaCat, co- cultivo e controle fungico) foram tratados
com o Kit DNase 1 Amplification Grade® (Sigma Aldrich®) e para a transcricdo
reversa foram utilizados 2 pL de tampao [10X], 0.8 uL dNTP mix [2.5X], 2 pL random
primer [10X] e 1 pL de Multiscribe Reverse Transcriptase e o volume final ajustado
com g.s.p 10 puL de adgua DEPC. As condi¢ces de ciclagem foram 10 min a 25°C,
seguida de 2 horas a 37°C e por fim, 5 min a 85°C. Ao final da transcricdo, os
cDNAs foram armazenados em freezer -80°C até a utilizacdo dos mesmos para a
validagéo por PCR quantitativo.

3.8 Validacdo dos genes humanos e fungicos diferencialmente

expressos por PCR quantitativo.

Para a validacdo de alguns genes fungicos e humanos foi necessario a
sintese de oligonucleotideos iniciadores especificos que foram desenhados através

do site http://www.idtdna.com. Todos os oligonucleotideos iniciadores utilizados no

Real Time PCR estdo expostos na tabela 1.

Os oligonucleotideos foram submetidos a analise de eficiéncia e
concentracdo. Para isso, os cDNAs convertidos a partir de amostras de RNA da
linhagem HaCat e CBS de T.rubrum foram diluidos em quatro concentracdes de
forma seriada e cada par de oligonucleotideo foi diluido nas concentracdes de 40nM,
50nM, 70nM, 80nM e 100nM afim de avaliar qual a concentracéo ideal e melhor
eficiéncia de cada par que seriam utilizadas nas reacdes de gPCR para a validacao
dos dados obtidos no sequenciamento. Foram consideradas ideais as
concentracdes cuja eficiéncia dos oligonucleotideos ficou em torno de 90% a 110%.
As concentracdes utilizadas para cada par de oligonucleotideo estdo expostas na
tabela 1.

Para a validacao por PCR quantitativo dos dados obtidos por RNA seq foram
selecionados genes diferencialmente expressos humanos e fingicos em resposta a
infeccdo. Os RNAs das condigbes controle (HaCat e T. rubrum) e do co-cultivo

utilizados no sequenciamento foram convertidos em cDNA e o experimento foi
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realizado em triplicata com o Kit SYBR Green JumpStart Taqg Ready Mix® (Sigma
Aldrich) no equipamento Mx3300 QPCR system (Stratagene). As condi¢cdes de
ciclagem foram: denaturacéo inicial a 94°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos a
94°C por 2 minutos, a 60°C por 60 segundos e por fim 72°C por 1 minuto. Ao final de
cada ciclo foi avaliada a curva de dissociagéo de cada produto génico amplificado. O
nivel de expressdo génica foi calculado através do método comparativo 2-24C;
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001) utilizando-se os genes 18S e [-tubulina como
normalizadores fungicos e GAPDH e (-actina como normalizadores humanos. Os

resultados foram descritos com a média = do desvio padrédo de trés experimentos.

Para determinar a correlacdo existente entre ambos os métodos de analise de
expressao génica, foi utilizado o método estatistico de correlacdo de Pearson (r).
Através desta analise obtém-se o grau de colinearidade entre duas variaveis (RNA
seq e qPCR) com a finalidade de avaliar a reprodutibilidade e semelhanca dos
valores de expressdo em ambas as técnicas. O coeficiente r apresenta valores entre
-1 e 1 sendo que o sinal indica direcao positiva ou negativa da relacédo e o valor
sugere a forca desta relacdo entre as variaveis. Assim, é desejavel que o valor de r
seja 0 mais proximo possivel de -1 ou 1 sendo considerada uma forte correlacédo
guando r apresenta valores entre 0.7 e 1 (FIGUEIREDO FILHO; JUNIOR, 2009).
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Tabelal. Oligonucleotideos utilizados para a validacao dos genes fungicos e humanos por PCR quantitativo.

ID Descrigdo do produto génico Sequéncia Amplicon Concentragao Ref.
TERG_12606 Dipeptidylpeptidase V (DPPV) F:5-CGGTTTCGATAAGAACAAGGTC-3’ 126 pb F: 70nM Este trabalho
R:5’-ACAACGTATCCCTGGTCAG-3’ R: 70nM
TERG_ 03102 Sterol 24-C-methyltransferase | F:5’-CTCTGGCAAGACACGAACAC-3’ 126 pb F: 100nM Bitencourt et al.,
(ERGS6) R:5’-CCTTGCAGCCGGTGAAGG-3’ R: 100nM 2013
TERG_01281 Malato Sintase F:5’-CCTAACCAACTCTTTGTCCGAC-3’ 142 pb F: 100nM Dados ndo
R:5-GAAGCCATCCCTCCATGTAAG-3’ R: 100nM publicados
TERG_08405 Leucine Aminopeptidase 2 F:5’-GCTGCACAAGGTCAAGTTG-3’ 158 pb F: 70nM Este trabalho
R:5’-ACTTCTCGAACAGGTACTCG-3’ R: 50nM
TERG_00916 Carboxylic acid transporter F:5’-CGCATTGGGTATCATGATCAC-3’ 109 pb F: 50nM Este trabalho
R:5’-GCTCTTGTTCACCGTCATG-3’ R: 50nM
TERG_11638 Isocitrato Liase F:5’- ACAACCTCTCGCCTTCATTC-3’ 144 pb F: 100nM Komoto et al,
R:5’-GGTCAGATATCAGGGCAGTTG-3’ R: 100nM 2015
TERG_07904 Tubulin Beta Chain (B- tubulin) | F:5-AACATGATGGCTGCCACTGA-3’ 253 pb F: 100nM Jacob et al., 2012
(Constitutivo) R:5’-AAGATGGCAGAGCAGGTAAGGT-3’ R: 100nM
- 18S F: 5’CGCTGGCTTCTTAGAGGGACTAT-3’ 51 pb F: 100nM Bitencourt et al.,
(Constitutivo) R: 5’-TGCCTCAAACTTCCATCGACTT-3’ R: 70nM 2013
CASP14 Caspase 14 F:5’- CATCAAAGACAGCCCACAAAC-3’ 150 pb F: 50nM Este trabalho
R:5- TGTCCTTTCCTCTTCGTGAAC-3’ R: 50nM
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CSF2 Colony Stimulating Factor 2 F:5'- TCTGCTTGTCATCCCCTTTG-3’ 122 pb F: 50nM Kim et al., 2016
R:5-ATGACCATCCTGAGTTTCTAGC-3’ R: 50nM
RNAse?7 Ribonuclease A Family Member | F:5'- GGAGTCACAGCACGAAGACCA-3’ 235 pb F: 50nM Koten et al., 2009
7 R:5’- CATGGCTGAGTTGCATGCTTGA-3’ R: 50nM
SLC11A1 Natural resistance-associated | F:5- CATCTCCGTCTCCCAAAGTG-3’ 144 pb F: 70nM Este trabalho
macrophage R:5’- TGGATGCTTTAGAGACTTCGTG-3’ R: 70nM
protein 1
MMP9 Matrix Metallopeptidase 9 F:5’- CAGTTTCCATTCATCTTCCAAGG-3’ 150 pb F: 70nM Markiewicz et al.,
R:5’- CATCACCGTCGAGTCAGC-3’ R: 70nM 2006
HAS2 Hyaluronan Synthase 2 F:5’- TCCGAGAATGGCTGTACAATG-3’ 118 pb F: 70nM Este trabalho
R:5’- AAGAGCTGGATTACTGTGGC-3’ R: 70nM
KRT1 Keratin 1 F:5’- CCTTACAGCACTCTACCAAGC-3’ 149 pb F: 50nM Este trabalho
R:5’-TCTGGGCTATATCCTCGTACTG-3’ R: 50nM
FLG Filaggrin F:5’- AGCAATCGGTAAATAGGTCTGG-3’ 126 pb F: 50nM Este trabalho
R:5’- CCTCATTTCGTGTTTGTCTGC-3’ R: 50nM
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate F: 5’-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3’ 118 pb F: 100nM Ma et al., 2015
(Constitutivo) dehydrogenase R: 5'-GAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3’ R: 70nM
ACTB Beta-actin F: 5’-GTTGCGTTACACCCTTTCTTG-3’ 154 pb F: 70nM Dai et al., 2012
(Constitutivo) R: 5’-TGCTGTCACCTTCACCGTTC-3’ R: 70nM

(*) TERG: Nimero de acesso do gene no genoma de T. rubrum disponivel no site do Broad Institute

dermatophyte_comparative/Multi Downloads.html).

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extragdo, analise da pureza e integridade do RNA total

Apébs o periodo de 24 h de incubacdo das condigBes experimentais controle de
células, co-cultivo e controle fungico, o RNA total as amostras foram extraidos,
guantificados e a pureza do RNA foi avaliada através da razdo A260/280 e a auséncia
de solventes e outros contaminantes através da razdo A260/230 cujos limites aceitaveis
para ambas as razbes devem estar entre 1.8- 2.0 ou superior (Tabela 2). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 2- Andlise de pureza dos RNAs

Amostra A260/280 A260/230
Co- cultivo 1 2.0 2.2
Co- cultivo 2 2.0 2.1
Co- cultivo 3 2.0 1.9
Controle HaCat 1 2.0 2.1
Controle HaCat 2 1.9 2.3
Controle HaCat 3 2.0 2.2
Controle T. rubrum 1 2.1 1.8
Controle T. rubrum 2 2.0 1.9
Controle T. rubrum 3 2.1 1.8

As amostras de RNAs em triplicatas apresentaram a pureza dentro dos limites
aceitaveis e foram submetidos a analise por Bioanalyzer (Fig.5) para verificar a
integridade das amostras, cujo RIN deve acima de 7 para que estas possam ser

utilizadas para a construcéo das bibliotecas para sequenciamento.
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Figura 5: Gréaficos obtidos por analise por Bioanalyzer para avaliar a integridade do RNA

das amostras
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Conforme demonstram os graficos, as amostras controles de célula e fungo
apresentaram a integridade necessaria para prosseguir com a construcdo das
bibliotecas. Devido ao fato de ndo conseguirmos separar o RNA fungico do RNA da
célula durante a extracdo do co-cultivo, ndo foi possivel obter um valor de RIN confiavel
durante a andlise, pois estes estavam misturados na mesma amostra e o software utiliza
algoritmos diferentes para a analise do RNA proveniente de células (Eukaryote Total
RNA Nano) e RNA proveniente do fungo (Plant RNA Nano). Sendo assim, o valor de RIN
foi desconsiderado e a analise foi baseada na integridade das bandas do RNA geradas

em gel virtual pelo software (Fig 6).
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Figura 6: Gel virtual com as bandas pertencentes ao RNA fungico e da célula no co-

cultivo sendo CBS para controle T. rubrum, CO para co- cultivo e H para controle HaCat.

CBS Ca H

Conforme observado na figura acima, o gel virtual do co-cultivo apresenta trés
bandas correspondentes ao RNA do fungo e célula presentes na mesma amostra de

forma integra e, portanto viaveis para a construcao das bibliotecas de cDNA.

4.2 Validacdo das bibliotecas de cDNA para sequenciamento por
RNAseq

Apbs a construcdo das bibliotecas de cDNA foi necessario valida-las por
Bioanalyzer para verificar o tamanho e a qualidade das bibliotecas obtidas. De
acordo com o protocolo TrueSeq® Sample RNA Preparation v2 Guide fornecido pela
lllumina, as bibliotecas de boa qualidade devem apresentar um tamanho

aproximadamente de 260 bp para bibliotecas single read.

Todas as bibliotecas validadas apresentaram banda com tamanho de 260-
300 bp (Fig.7), sendo entdo consideradas com o tamanho apropriado para a

clusterizacéo e sequenciamento.
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Figura 7. Gréficos com os tamanhos das bibliotecas de cDNA geradas por

bioanalyzer
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4.3 Analise da qualidade do sequenciamento e mapeamento das reads

As bibliotecas de controle de células, controle fungico e co-cultivo foram
sequenciadas em triplicata, totalizando nove bibliotecas sequenciadas. Entretanto, ao
analisar a correlacdo existente entre cada réplica, observou-se que uma das réplicas do

co-cultivo ndo apresentou correlagdo com as demais e, portanto, as analises posteriores

foram realizadas em duplicata.

Como resultado do sequenciamento obteve-se em média 32 milhdes de reads
brutas para o controle fingico, 26 milhdes para o co-cultivo e 40 milhdes para o controle
de células. A partir dos dados brutos gerados, foram removidas as reads que
apresentaram baixa qualidade através do software FastQC (PATEL; JAIN, 2012). Na

tabela 3 estd exposta a quantidade de reads que resultaram desta triagem para

prosseguir com o alinhamento aos genomas.

As reads resultantes foram alinhadas, através do algoritmo Bowtie2 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012), com os genomas de referéncia para T. rubrum e com o genoma de
referéncia para Homo sapiens HG19. As reads geradas a partir do sequenciamento das
bibliotecas do co-cultivo foram alinhadas com os dois genomas de referéncia a fim de
identificar quais reads eram pertencentes a célula humana e quais pertenciam ao fungo.

A tabela 3 mostra os percentuais de alinhamento obtidos para cada biblioteca.
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Tabela 3. Quantidade de reads alinhadas com os genomas de referéncia para Homo
Sapiens (HG19) e T. rubrum (CBS).

Genoma Referéncia
T. rubrum (CBS)

Genoma Referéncia
Homo sapiens (HG19)

Amostra Reads Reads de Reads Percentual Reads Percentual
Brutas gualidade alinhadas alinhamento alinhadas Alinhamento
T.rubrum | 37.501.479 36.676.227 31.692.446 86,4% - -
T.rubrum Il 27.677.792 27.063.599 24.635.560 91,0% - -
Co-cultivol 27.926.550 27.331.638 2.571.234 9,4% 22.298.067 81,5%
Co-cultivo Il  25.574.109 25.063.089 1.388.085 5,5% 21.400.355 85,3%
HaCat | 35.308.490 34.530.495 - - 30.625.029 88,6%
HaCat I 45.385.154 42.869.051 - - 35.967.133 83,9%

Apesar das bibliotecas co-cultivo | e co-cultivo Il apresentarem um elevado
namero de reads de qualidade, quando estas foram alinhadas com o genoma de T.
rubrum obteve-se um baixo percentual de alinhamento (9,4% e 5,5% respectivamente),
indicando que a maioria das reads geradas por estas bibliotecas eram pertencentes ao
genoma humano. Este resultado jA era esperado, pois estas bibliotecas foram
construidas a partir do RNA humano e fungico misturados em uma mesma amostra
sendo 0 genoma humano muito maior em tamanho (2989.43 Mb) quando comparado ao
genoma de T. rubrum (23 Mb) o que pode justificar a predominéancia de reads humanas
nestas bibliotecas. Além disso, a baixa qualidade do genoma de referéncia disponivel
para T. rubrum (CBS) também pode ter influenciado para o baixo alinhamento.
Kawahara et. al. (2012) também obteve um baixo percentual de alinhamento de reads
(0,1-0,2%) quando as bibliotecas do co-cultivo de Magnaporthe oryzae com Oryza Sativa
foram confrontadas com o genoma de referéncia do fungo M.oryzae. Apesar do baixo
alinhamento das reads fungicas, isto ndo impossibilitou as andlises posteriores e
identificacdo de genes fungicos diferencialmente expressos quando co-cultivados com

queratinécitos humanos HaCat.

4.4 Analise do perfil transcricional dos genes humanos e fangicos

diferencialmente expressos

Apoés o alinhamento e triagem das reads de boa qualidade, foram calculados os

valores de reads count (ANDERS; HUBER, 2010) e posteriormente, aplicado o teste
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logs fold change

estatistico FDR (False Discovery Rate) sendo considerados como genes
diferencialmente expressos 0s que apresentaram significAncia estatistica menor que
0.05. Com base no valor de expressdo de cada gene foi aplicado um valor de corte
sendo considerados genes diferencialmente expressos somente 0s que apresentaram
valores inferiores ou superiores a log,fold change 1 ou -1, conforme representado na
figura 8. Este corte tem o intuito de minimizar a ocorréncia de falso positivo devido a
genes que apresentam baixos valores de modulagéo. Ao total, 369 genes de HaCat e 70
genes de T. rubrum foram diferencialmente expressos em 24 horas de co-cultivo. A lista
completa dos genes modulados em ambos 0s organismos com seus respectivos valores

de modulacéo podem ser observados nos anexos A e B.

Figura 8. Distribuicdo dos genes de queratindcitos humanos HaCat e T. rubrum
modulados em 24 horas de co-cultivo. Os pontos em vermelho representam o0s genes

diferencialmente expressos
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Devido ao fato de a maioria dos genes diferencialmente expressos de T. rubrum
serem considerados como hipotéticos, foi realizada uma reanotacgéo utilizando o genoma
de outros dermatofitos como referéncia disponivel no site do Broad Institute. A escolha
dos genomas utilizados na reanotacdo foi baseada no alto grau de similaridade que o
genoma de T. rubrum apresenta em relacdo aos dermatofitos escolhidos e de acordo
com o grau de identidade de cada produto génico. A busca por genes ortélogos aos que
sdo classificados como hipotéticos para T. rubrum auxilia na andlise dos dados
contribuindo para a escolha e estudo dos principais genes a serem validados. Os
dermatofitos que foram utilizados na reanotagdo encontram-se identificados na lista de

genes diferencialmente expressos de T. rubrum na tabela anexo A.

4.5 CATEGORIZACAO FUNCIONAL DOS GENES DE T. rubrum
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM RESPOSTA AO CO-CULTIVO COM
QUERATINOCITOS HACAT

A fim de avaliar quais os aspectos moleculares e biolégicos estavao envolvidos na
resposta do dermatofito T. rubrum quando co-cultivado com queratindcitos humanos, foi
feita a categorizacdo dos genes diferencialmente expressos de acordo com a
funcionalidade de cada gene utilizando-se os algoritmos Blast2GO (GOTZ et al., 2008) e
BayGo (VENCIO et al., 2006). As categorias que obtiveram o maior nimero de genes

(p<0,05), sendo assim as mais representadas, estdo expostas na figura 9.
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Figura 9. Categorizacdo funcional dos genes de T. rubrum diferencialmente
expressos em resposta ao co-cultivo com queratindcitos humanos por 24 horas. No eixo
vertical estdo representadas as categorias e no eixo horizontal o0 nimero de genes

pertencentes a cada categoria.
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De acordo com a categorizacao funcional, € possivel observar a modulagédo de
genes pertencentes a varias fungbes celulares, entretanto para uma melhor
compreensao da interacdo entre fungo-hospedeiro foram escolhidas as categorias
relacionadas a processos metabdlicos, ao transporte via membrana, a patogenicidade e
ao ciclo do glioxilato por serem relevantes nesta interacdo e que serédo discutidas a

sequir.

4.5.1 Genes relacionados com a patogenicidade

Durante o processo infeccioso, dermatofitos como T. rubrum secretam endo e
exoproteases capazes de degradar a queratina presente no tecido hospedeiro em
oligopeptideos ou aminoacidos (BALDO et al.,, 2011) que podem ser utilizados como
fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre para a nutricdo do fungo (PERES et al.,
2010).

As endoproteases secretadas tém a funcdo de clivar as ligacGes peptidicas
internamente, e ja as exoproteases clivam estas ligacdes somente nas regidées N ou C
terminal da cadeia polipeptidica. Em conjunto, as endo e exoproteases permitem a
degradacdo dos componentes proteicos necessarios para a nutricdo do fungo de forma
eficiente (MONOD et al., 2002). A capacidade de secrecdo destas enzimas pelos
dermatofitos é considerada um dos fatores de viruléncia mais bem caracterizados
(PERES et al., 2010; MONOD et al., 2005) sendo um elemento muito importante para a
invasao, utilizacdo e disseminacdo do fungo através do estrato cérneo do hospedeiro

(LENG et al., 2009).

Quando dermatofitos séo expostos a meio de cultivos contendo queratina ou outra
proteina como unica fonte de nitrogénio, estes secretam endoproteases da familia das
subtilisinas (Sub3, Sub4) e fungalisinas (Mep3, Mep4) além de varias exoproteases
incluindo as leucinas aminopeptidases (Laps) e Dipeptidil peptidases (Dpps) (BALDO et
al., 2011). Durante o co-cultivo de T. rubrum com queratinécitos humanos neste
trabalho, foram induzidos genes que codificam duas dessas exoproteases secretadas: a
leucina aminopeptidase 2 e a dipeptidil peptidase V (DPPV) conforme exposto na tabela

4 com seus respectivos valores de modulagao.

47



Tabela 4. Genes relacionados com a patogenicidade

ID Descricao do produto génico Log, Fold Change
TERG_ 12606 Dipeptidil peptidase V 2.2
TERG_ 08405 Leucina Aminopeptidase 2 1.3

As leucinas aminopeptidases sao exoproteases pertencentes a familia M28
enquanto as dipeptidil peptidases sdo pertencentes a familia S9 sendo que ambas
atuam sinergicamente com as subtilisinas e fungalisinas (endoproteases). Enquanto
estas Ultimas quebram as proteinas em polipeptideos, as Laps em conjunto com a
DpplV digerem as cadeias polipeptidicas em aminoacidos e peptideos menores. Durante
este processo, as Laps degradam a cadeia polipeptidica na regido N terminal até uma
sequéncia X-Pro, que atua como uma barreira para que nao haja a quebra inespecifica
pela aminopeptidase. Complementarmente, a sequéncia X-Pro € removida pela DpplV,

permitindo o acesso das Laps aos residuos seguintes ( BALDO et al., 2011).

De modo semelhante através da analise de expressdo génica por microarray,
Bitencourt et al. (2016) descreveram a inducdo das leucinas aminopeptidases Lapl e
Lap2 quando conidios de T. rubrum foram cultivados em meio contendo queratina. Além
disso, Monod et al. (2005) também relataram a secrecdo das leucinas aminopeptidases
(Lapl e Lap2) e duas dipeptidil peptidases (DppVI e DppV) pelo dermatofito T. rubrum.

Sendo assim, com base nos resultados obtidos durante o co-cultivo de T. rubrum
com queratindcitos humanos HaCat, a secrecdo das exoproteases DppV e Lap2 pelo
fungo possivelmente ocorre para degradar a queratina presente nos queratindcitos para
a sua nutricdo e penetracdo na célula hospedeira, evidenciando que a secrecao destas

proteases é um importante fator de viruléncia durante o processo infeccioso.

4.5.2 Genes relacionados com o transporte via membrana

Outra categoria relevante para o estudo da interagdo entre fungo-hospedeiro é a
gue apresentou genes relacionados ao transporte via membrana destacando-se os

genes que codificam os transportadores MFS e ABC conforme exposto na tabela 5.
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Tabela 5. Genes relacionados com o transporte via membrana.

ID Descricao do produto génico Log, Fold Change
TERG_04399 Phthalate transporter (MFS transporter) 1.6
TERG_ 00348 Galactose-proton symporter (MFS transporter) 1.4
TERG_ 00916 Carboxylic acid transporter (MFS transporter) 1.3
TERG_04952 ABC transporter 1.2
TERG_04356 Amino acid permease 1.1
TERG_07783 Oligopeptide transporter 1.1
TERG_02186 ABC transporter 1.1
TERG 03174 Siderochrome-iron transporter Sitl (MFS -2.0
transporter)
TERG_05575 MFS multidrug transporter -1.1

Os fungos apresentam em sua membrana familias de proteinas transportadoras
de efluxo cuja funcéo é a de realizar o transporte de compostos entre as membranas
celulares, sendo as mais importantes neste processo a familia dos transportadores do
tipo ABC (ATP-binding cassete) e as do tipo MFS (major facilitator superfamily)
(CANNON et al., 2009; SORBO; SCHOONBEEK; WAARD, 2000).

Os transportadores do tipo ABC utilizam a energia gerada da hidrolise de ATP
para o transporte de solutos através das membranas. Desta forma, esta familia de
transportadores € considerada o principal sistema ativo de transporte (SORBO,;
SCHOONBEEK; WAARD, 2000) além de possuir um amplo espectro de afinidade por
substratos (CANNON et al., 2009). Ja os transportadores da familia MFS, abrangem
mais de 350 categorias de transportadores incluindo os de aguUcares, peptideos, drogas
e ions organicos e inorganicos (SORBO; SCHOONBEEK; WAARD, 2000), entretanto,
apresentam afinidade limitada por substratos (CANNON et al., 2009), sendo utilizados
como um sistema de transporte ativo secundario (SORBO; SCHOONBEEK; WAARD,
2000).

Aléem de estes transportadores executarem importante funcdo biolégica nas
células, eles estdo relacionados com a resisténcia a drogas que alguns fungos
apresentam (SORBO; SCHOONBEEK; WAARD, 2000; CANNNON et al., 2009) atuando
no efluxo de drogas e outros compostos toxicos para fora da célula (SORBO;
SCHOONBEEK; WAARD, 2000).
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No presente trabalho observou-se a inducdo majoritaria de genes que codificam
transportadores do tipo MFS, destacando-se entre estes o0 gene que codifica o
transportador MFS de acido carboxilico, pois este pode estar envolvido em uma
adaptacdo nutricional do fungo para obter nutrientes de outras fontes de carbono

durante o processo infeccioso, conforme sera descrito a seguir.

O conhecimento de quais vias metabdlicas os fungos patogénicos utilizam para
obtencdo de nutrientes durante o processo infeccioso ainda é escasso, pois a forma
como cada fungo ir4 regular essas vias varia entre as espécies. Com isso, o estudo
sobre quais vias metabodlicas estdo envolvidas durante a interacdo entre fungo-
hospedeiro torna-se um alvo atraente para o surgimento de novas drogas que possam
atuar especificamente nessas vias (FLECK; SCHOBEL; BROCK, 2011) pois como o
acionamento de algumas vias € uma habilidade exclusiva de fungos patogénicos, os
antifingicos se tornam mais seletivos causando menos efeitos adversos aos humanos
(CHEAH et al., 2014).

Os fungos utilizam preferencialmente a glicose para a obtencdo de energia,
entretanto quando esta se torna escassa, eles sdo capazes de ativar vias metabdlicas
alternativas que utilizam outras fontes de carbono como etanol, glicerol, aminoacidos ou
acidos carboxilicos oriundos do ciclo de Krebs para suprir suas necessidades
nutricionais (CASAL et al., 2008).

Para a assimilacdo de acidos carboxilicos como fontes alternativas de carbono, é
necessario que estes sejam transportados através da membrana. Em situacfes em que
0 pH encontra-se acima de 5 os acidos carboxilicos estdo predominantemente em forma
anibnica e com isso para que sejam assimilados € necessario que a absorcao ocorra

através de transportadores (VIEIRA et al.,2010).

Vieira et al. (2010) avaliaram a expressdo de dois transportadores de acidos
carboxilicos de cadeia curta (JEN1 e JEN2) no patdogeno C. Albicans sugerindo que
ambos o0s transportadores sao expressos quando o fungo encontra pouca
disponibilidade de glicose dentro do hospedeiro indicando a importancia destes
transportadores nos estagios iniciais do processo infeccioso. Além disso, ressaltam que
a flexibilidade metabdlica que este fungo apresenta em obter nutrientes durante o

processo infeccioso, contribui para sua viruléncia.
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Neste trabalho foi observada a inducdo da expressdo do gene que codifica o
transportador de acido carboxilico em T. rubrum quando este é co-cultivado com
gueratinécitos humanos, o que pode sugerir que o fungo utilize este transportador como

forma alternativa para a obtencéo de nutrientes durante o processo infeccioso.

4.5.3 Genes relacionados com o ciclo do glioxilato

Conforme descrito anteriormente, a flexibilidade metabdlica que alguns fungos
patogénicos apresentam € de extrema importancia durante o processo infeccioso
(MAYER; WILSON; HUBE, 2013), pois permite que o patdgeno obtenha nutrientes
através da assimilacdo de fontes alternativas de carbono quando este infecta o
hospedeiro (CHEAH et al.,2014).

A via do ciclo do glioxilato € um exemplo de via metabdlica alternativa presente
em fungos e ausente em mamiferos (LORENZ; FINK et al., 2001) que tém sido muito
estudada como novo alvo para a acdo de antifingos. Estudos demonstram que a
ativacdo da via do ciclo do glioxilato possibilita que o patégeno C. Albicans sobreviva e
se desenvolva quando é fagocitado por neutrofilos e macrofagos (CHEAH et al., 2014)
sendo um fator de viruléncia importante durante o processo infeccioso (MAYER;
WILSON; HUBE, 2013).

Nos resultados aqui obtidos observa-se a indugdo das duas enzimas principais
pertencentes a esta via: Malato sintase e isocitrato liase (Tabela 6) indicando que esta
via também possa ser um fator de viruléncia importante nas infeccées causadas por T.

rubrum.

Tabela 6. Genes relacionados com o ciclo do glioxilato

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change
TERG_01281 Malate synthase, glyoxysomal 1.7
TERG_11638 Isocitrate lyase 1.3
TERG_11639 Isocitrate lyase 1.1

O ciclo do glioxilato € uma modificagcdo do ciclo do &cido tricarboxilico j& que

desconsidera os passos geradores de CO, para que o0s carbonos possam ser
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conservados como substratos para a gluconeogénese, durante 0s quais S&o
incorporados em novas moléculas de glicose. Em um ambiente com disponibilidade de
glicose reduzida, a conservacdo dos carbonos torna-se importante para a sobrevivéncia
celular (CHEAH et al., 2014). Com a ativacdo deste ciclo, micro-organismos e plantas
sdo capazes de metabolizar substratos contendo apenas duas moléculas de carbono
como etanol e acetato, para a producéo de glicose quando estas séo as Unicas fontes de
carbono disponiveis (LORENZ; FINK, 2002).

Dentre as enzimas que participam do ciclo do glioxilato destacam-se a isocitrato
liase e a malato sintase sendo estas as Unicas que apresentam atividade especifica e
limitada a este ciclo (LORENZ; FINK, 2001) tornando-se alvos atrativos para a atuacao
de novos antifungicos, pois até o momento ndo foram identificados genes ort6logos

destas enzimas em humanos (CHEAH et al., 2014).

Resumidamente, o ciclo do glioxilato apresenta duas etapas principais.
Primeiramente, o isocitrato (contendo seis carbonos) é hidrolisado em succinato (quatro
carbonos) e glioxilato (dois carbonos) através da enzima isocitrato liase. Na segunda
etapa, o acetil-CoA (dois carbonos) é condensado com o glioxilato para a producao de
malato (quatro carbonos) através da enzima malato sintase. O malato, que €
intermediario do ciclo do acido tricarboxilico, € convertido em oxaloacetato, em citrato
(através da adicao de outra molécula de Acetil-CoA) e depois em isocitrato novamente.
Desta forma, compostos que apresentam duas moléculas de carbono reabastecem os
intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico, através do ciclo do glioxilato (LORENZ;

FINK, 2002). O resumo esquematico destes ciclos pode ser observado na figura 10.
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Figura 10. Representacdo esquemética da via do ciclo do glioxilato e do acido

tricarboxilico em fungos
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O gene que codifica a enzima isocitrato liase também foi induzido quando T.
rubrum foi co-cultivado com queratindcitos humanos HaCat nos resultados obtidos por
Komoto et al. (2015) através de analise de expressao génica por PCR quantitativo. A
inducdo deste mesmo gene e do gene que codifica a enzima malato sintase também foi
observada por Zaugg et al. (2009) quando o dermatdfito T. rubrum foi cultivado em meio
de cultura contendo queratina. Em adicdo, Staib et al.(2009) observaram a inducéo
destes mesmos genes pelo dermatdfito Arthroderma benhamiae através de um modelo
de infeccdo in vivo, sendo que nestes ultimos trabalhos citados a expresséo génica foi

avaliada por Microarray.

Portanto, os dados obtidos acima corroboram com os dados observados neste
trabalho, evidenciando a importancia desses genes na ativacdo da via do ciclo do
glioxilato como via alternativa para a adaptacédo nutricional do dermatoéfito T. rubrum,

guando em contato com seu hospedeiro.
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4.5.4 Genes relacionados com processos metabolicos

A categoria que representou 0s genes envolvidos em processos metabdlicos

apresentou varios genes modulados conforme pode ser observado na tabela 7.

Tabela 7. Genes relacionados com processos metabolicos

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change
TERG_ 03102 Sterol 24-C-methyltransferase (ERG6) 2.1
TERG_08104 Sodium transport atpase 2.0
TERG_02811 Hypothetical protein (Arthroderma benhamiae 1.4
CBS 112371 acetyl xylan esterase)
TERG_08333 Delta 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 1.3
TERG_07691 Nonspecific lipid-transfer protein 1.1
TERG_07222 Carbonic anhydrase 1.1
TERG_01270 AMP dependent ligase 1.1

Dentre os genes modulados que estdo envolvidos em processos metabdlicos
durante o co-cultivo de T. rubrum com queratindcitos humanos, foi selecionado o gene
qgue codifica a enzima esterol 24-C-metiltransferase devido ao fato de esta estar

envolvida na via de biossintese do ergosterol, conforme seré discutido a seguir.

O ergosterol € o maior esterol presente em fungos e assim como o colesterol em
mamiferos, ele é responsavel pela fluidez e permeabilidade da membrana plasmatica
(IWAKI et al., 2008) além de ser importante para a funcdo adequada de muitas enzimas
ligadas a membrana como, a quitina sintetase, que € importante para o crescimento e
divisao celular (WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).

Deste modo, a auséncia deste esterol em mamiferos faz com que o estudo da via
biossintética do ergosterol seja um alvo atrativo para o desenvolvimento de drogas
antifingicas que causem menos efeitos adversos ao hospedeiro (NES et al., 2008) e que
possam solucionar a probleméatica de resisténcia que alguns fungos apresentam as
drogas comercialmente disponiveis que ja atuam no ergosterol e em enzimas de sua
biossintese, como a anfotericina B, antifingicos azolicos e alilaminas como a terbinafina
(WHITE; MARR; BOWDEN, 1998; GHANNOUM; RICE, 1999)
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Dentre os genes que codificam as enzimas participantes desta via, 0 ERG6 vem
se mostrando importante alvo nesta nova estratégia terapéutica (NES et al., 2008). Um
estudo de gendbmica comparativa entre fungos que causam doencas em humanos
realizado por Abadio et al. (2011), revelou que o gene ERG6 estava presente em todos
os fungos patogénicos avaliados e destacaram este gene como alvo promissor para a
pesquisa e desenvolvimento de novas drogas. Este gene é responsavel por codificar a
enzima esterol 24-C-metiltransferase, pertencente a familia das transferases. A 24 SMT
apresenta a propriedade de transferir grupos metil além de desempenhar um papel
principal na producdo de esterdides, especialmente para a biossintese de ergosterol
(AZAM et al., 2014)

Conforme observado na tabela 7, o gene ERG6 foi induzido quando T. rubrum foi
co-cultivado com queratindcitos humanos em 24 horas o que pode sugerir que este seja
um alvo importante durante o processo infeccioso. A inducédo deste gene durante o co-
cultivo corrobora com os resultados obtidos por Komoto et al. (2015), que utilizou a
técnica de PCR quantitativo para verificar que o gene ERG6 também foi induzido
quando T. rubrum foi co-cultivado nas mesmas condi¢cdes utilizadas no presente

trabalho.

Apesar de este gene ndo ser considerado como o principal para a biossintese de
ergosterol, ja que em cepas mutantes de Saccharomyces cereviseae com delecdo do
gene ERG6 ndo se observou alteracdes na esporulacdo, pode-se considerar que
alteracdes nesse gene levam as alteracBes na permeabilidade e fluidez da membrana
fangica (GABER et al.,, 1989) dificultando o transporte de nutrientes para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de T. rubrum no hospedeiro, o que faz deste gene um

alvo atrativo para antifungicos no tratamento de dermatofitoses.

4.6 CATEGORIZAQAO FUNCIONAL DOS GENES DE QUERATINOCITOS
HUMANOS HACAT DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM RESPOSTA AO CO-
CULTIVO COM T. rubrum

Para avaliar quais as fungBes moleculares e processos biolégicos que os genes
humanos modulados no co-cultivo com T. rubrum estavam inseridos, foi realizada a

categorizacdo funcional dos genes diferencialmente expressos através do software
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virtual Enrichr (CHEN et al., 2013;KULESHOV et al., 2016 ). As categorias que obtiveram

0 maior numero de genes induzidos e reprimidos estédo representadas na figura 11.

Figura 11. Categorizacao funcional dos genes de queratindcitos humanos HaCat

diferencialmente expressos em resposta ao co-cultivo com T. rubrum por 24 horas.

establishment of skin barrier
collagen metabolic process

toll-like receptor signaling pathway
epidermis development

regulation of epithelial cell migration

extracellular structure organization

regulation of cytokine production
calcium ion binding
response to wounding

positive regulation of cell development ———

requlation of cell adhesion
ATP binding

regulation of cell growth

Ereprimidos

, Binduzidos
response to extracellular stimulus

protein serine/threonine kinase activity
defense response to other organism
regulation of apoptotic signaling pathway
regulation of cell cycle process

protein homodimerization activity
response to inorganic substance

rRNA processing

response to hypoxia

zinc ion binding
RNA catabolic process

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

56



Apébs o enriquecimento funcional, foi possivel avaliar quais fungdes moleculares e
biolégicas eram relevantes para o estudo da resposta dos queratindcitos humanos co-
cultivados com o dermatéfito T. rubrum. Para isso, foram escolhidas as categorias
referentes ao estabelecimento da barreira epidermal, resposta de defesa a outros
organismos, regulacdo na producdo de citocinas, regulagdo da migracdo epitelial e
resposta a lesdes para uma melhor compreensao de quais genes estdo envolvidos na

resposta do hospedeiro frente as infec¢bes causadas por este fungo.

4.6.1 Genes relacionados com a resposta de defesa humana a micro-

organismos

Uma das categorias mais importantes para o estudo da interacdo entre fungo-
hospedeiro € a que envolve 0s genes que participam da resposta de defesa da célula
humana quando esta é colonizada pelo micro-organismo invasor. A tabela 8 apresenta
0s genes de defesa celular dos queratindcitos humanos modulados em resposta ao co

cultivo com T. rubrum.

Tabela 8. Genes relacionados com a resposta de defesa do hospedeiro a outros

organismos

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change

SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 3.5

BNIP3 BCL2 interacting protein 3 like 3.0

SLC11A1 Natural resistance-associated macrophage 2.2
protein 1

DDIT4 DNA damage inducible transcript 4 2.2

RNASE7 Ribonuclease 7 2.2

APOBEC3G Apolipoprotein B mRNA editing enzyme 2.1
catalytic subunit 3G

CYP1Al Cytochrome P450 1A1 1.7

RPL39 60S ribosomal protein L39 1.6

IER3 immediate early response 3 15

Como um dos mecanismos de defesa celular inato, os queratinécitos produzem
peptideos com atividade antimicrobiana (AMPs) como: catelecidinas, defensinas e

ribonucleases (BECKNELL; SPENCER, 2016) visando a eliminacdo do patdégeno através
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da lise de suas membranas ou recrutando leucécitos para o local infectado (HARDER,;
SCHRODER, 2002; RADEMACHER et al., 2016).

Neste trabalho, observou-se a inducdo de uma dessas ribonucleases, a RNase7
(tabela 8), conhecida por apresentar atividade antimicrobiana contra diversos patégenos

e gque sera discutida em maiores detalhes a seguir.

A RNase 7, pertencente a familia RNase A, foi primeiramente isolada do estrato
corneo de pessoas saudaveis e foi caracterizada por apresentar potencial atividade
antimicrobiana in vitro contra C. albicans, Pichia pastoris, T. rubrum e bactérias Gram
positivas e Gram negativas (HARDER; SCHRODER, 2002; MEHRA et al., 2012;
BECKNELL; SPENCER, 2016; RADEMACHER et al., 2016). Outras ribonucleases
pertencentes a esta mesma familia também apresentam potencial antimicrobiano como
as RNase2 e RNase3 com atividade antiviral e, assim como a RNase7, a RNase5 e
RNase8 desempenham importante funcdo na defesa do hospedeiro contra micro-
organismos patogénicos. (RADEMACHER et al., 2016).

O gene RNASE7 é expresso em varios tecidos epiteliais, principalmente nos
gueratindcitos, e sua expressao € aumentada em pacientes que apresentam psoriase,
dermatites atopicas, dermatofitoses e infec6es do trato urinario (BECKNELL; SPENCER,
2016; RADEMACHER et al.,, 2016). O aumento da expressdo deste gene em
queratinécitos é induzido por citocinas proé-inflamatérias (interferon-y, interleucina-1,
interleucina- 17A e 17C) assim como também pelo proprio estimulo microbiano quando o

micro-organismo entra em contato com a célula.

Os mecanismos que conferem a ribonuclease 7 propriedades antimicrobianas
ainda sdo poucos conhecidos, entretanto, estudos funcionais recentes sugerem que a
atividade antimicrobiana esteja no dominio N-terminal do peptideo, que é comum entre
todos os membros da familia RNase A com atividade antimicrobiana (TORRENT et al.,
2013).

Em relagcdo ao mecanismo de acdo, este ja foi caracterizado em bactérias.
Estudos de binding realizados por Huang et al. (2007) demonstraram que a RNase 7 se
liga na regido de carga negativa da membrana bacteriana causando sua disrupcéo por
interacOes eletrostaticas. Aléem disso, Torrent et al. (2010) concluiram que o produto do

gene RNase7 € capaz de despolarizar a membrana citoplasmatica das bactérias E.coli e
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S.aureus e se ligar aos lipopolissacarideos e peptidioglicano presentes na parede celular

das bactérias Gram- negativas e Gram-positivas, respectivamente.

O resultado da inducéo do gene que codifica a RNase 7 observado neste trabalho
corrobora com o resultado obtido por Firat et al. (2014) que também relataram o
aumento da expressdo de RNase7 quando células de queratindcitos foram expostas aos
conidios de T. rubrum. Com base nesses dados, pode-se sugerir que a producao deste
peptideo antimicrobiano pelos queratinécitos durante o co-cultivo seja um recurso de

defesa importante quando estes séo infectados pelo dermatéfito T. rubrum.

Outro gene modulado neste trabalho que também merece destaque devido sua
importancia na resposta de defesa do hospedeiro é o gene SLC11A1 também conhecido
como Nrampl, que codifica uma proteina integral de membrana expressa em
fagolisossomos de macrofagos e em compartimentos intracelulares de neutrofilos e
células dendriticas (NAIRZ et al., 2009).

Esta proteina atua diretamente no transporte de ions divalentes, como ferro e
manganés, ativando macrofagos e exercendo também varios efeitos pleiotrépicos no
sistema imunoldgico inato (STOBER et al., 2007).Dentre estes efeitos destacam-se:
regulacdo da producdo de quimiocinas e citocinas como a proteina inflamatéria de
macréfagos 1-a (MIP-1a), fatores de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina (IL) 1-B,
formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e no processamento e
apresentacdo de antigenos (BLACKWELL et al., 2000; BLACKWELL et al.,, 2001,
STOBER et al., 2007; NAIRZ et al., 2009).

Além de contribuir com o sistema imunoldgico inato, a proteina SLC11A1 também
€ caracterizada por apresentar potencial atividade antimicrobiana, conferindo protecéo
ao hospedeiro contra ataque de patdégenos intracelulares como Salmonella,
Micobactérias e Leishmania, possivelmente pela capacidade que esta proteina
apresenta de regular a homeostasia de ferro em macréfagos conforme sera descrito a
seguir (BLACKWELL et al., 2000; BLACKWELL et al., 2001; NAIRZ et al., 2009).

A disponibilidade de ferro intracelular influéncia fortemente a eficacia das fungdes
imunologicas que os macrofagos apresentam. A sobrecarga de ferro em macréfagos
reduz a expressao de fatores de necrose tumoral a (TNF-a), da enzima 6xido nitrico

sintase induzivel (INOS) e de moléculas pertencentes ao complexo de
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histocompatibilidade de classe 1l (MHC II), prejudicando a producdo de citocinas e
apresentacdo de antigenos via moléculas de MHC. Sendo assim, os macrofagos
controlam rigidamente o equilibrio entre o armazenamento intracelular e o efluxo de ferro
para o citoplasma (NAIRZ et al.,, 2009). Em contrapartida, o ferro € essencial para
promover o crescimento e proliferagdo de micro-organismos, principalmente os
patdbgenos humanos, sendo entéo a privacao de disponibilidade de ferro intracelular uma

estratégia de defesa importante para o hospedeiro (NAIRZ et al., 2009).

Estudos realizados por Nairz et al. (2009) evidenciaram que o gene SLC11A1
exerce multiplas fungbes quando macrofagos foram infectados in vitro por Salmonella,
influenciando tanto a expressdo de resposta imune antibacteriana como o acesso da
bactéria pelo ferro intracelular, cujo nivel foi reduzido em macrofagos infectados. Além
disso, a reducao de ferro intracelular promoveu a o aumento da producdo de fator de

necrose tumoral a, interleucina 6, assim como o0 aumento da expresséao de iNOS.

Desta forma, SLC11A1 é capaz de reduzir a concentracao de ferro intracelular de
macrofagos infectados, privando o micro-organismo invasor do ferro essencial para sua
multiplicacdo e concomitantemente promove o aumento da producdo de moléculas

efetoras antimicrobianas (NAIRZ et al., 2009).

Apesar de 0 aumento da expressdo deste gene como mecanismo de defesa do
hospedeiro ser mais elucidado para macréfagos, estudos realizados por Noronha et al.
(2014) relataram o aumento da expressdao do gene SLC11A1 em células de
queratinécitos de pacientes que sofreram queimaduras severas sugerindo também que

este gene participe da resposta imune inata quando ha uma lesao tecidual.

Em um processo infeccioso por dematdéfitos também ocorre a lesdo tecidual, ja
que conforme dito anteriormente, o fungo secreta proteases para a degradacao da
queratina presente nos tecidos para sua nutricdo como a DPPV e LAP2 descritas neste
trabalho. O aumento da expressdo do gene SLC11A1 pelos queratindcitos quando em
co-cultivo com T. rubrum pode sugerir um mecanismo de defesa importante por parte do
hospedeiro, ja que este gene estd relacionado com a ativacdo de macréfagos e
regulacdo de citocinas e quimiocinas do sistema imune inato. Além disso, apesar dos
gueratinécitos ndo serem células fagocitarias, experimentos de microscopia eletrbnica

demonstraram que no co-cultivo aqui realizado ha a penetracéo da hifa de T. rubrum no
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interior da célula de queratindcitos (dados ndo mostrados) o que pode sugerir também
que a expressdao do gene SLC11Al1 possa ser uma tentativa de diminuir a
disponibilidade de ferro para o desenvolvimento de T. rubrum quando este infecta o
tecido, sendo que um transportador MFS de ferro de T. rubrum (TERG_03174) encontra-

se reprimido (Anexo A- tabela 2) durante o co-cultivo.

4.6.2 Genes relacionados com a producdao e regulacéo de citocinas

Outra categoria importante para a compreensdo dos mecanismos de defesa
imune do hospedeiro foi a que relacionou os genes envolvidos na producéo e regulacao
de citocinas, onde se enquadrou novamente o gene SLC11Al, porém agora com

destaque para o gene CSF2.

Tabela 9. Genes relacionados com a producao e regulacao de citocinas

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change

SERPINE1 Plasminogen activator inhibitor 1 3.5

CSF2 Colony stimulating factor 2 2.8

SLC11A1 Natural resistance-associated macrophage 2.2
protein 1

HMOX1 Heme oxygenase 1 1.6

UBB Ubiquitin B 1.2

A proteina codificada pelo gene CSF2 ou GM-CSF (granulocyte-macrophage
colony- stimulating factor) € uma citocina responsavel pela proliferacédo, diferenciacéo e
aumento das funcdes imunoldgicas de granuldcitos, macréfagos, mondcitos e células
dendriticas favorecendo a defesa do hospedeiro contra um amplo espectro de
organismos invasores (HAMILTON, 2002).

A citocina GM-CSF é produzida por varios tipos celulares incluindo macréfagos,
mastocitos, células T, fibroblastos, células endoteliais e algumas células epiteliais como
0s queratinocitos (SHI et al.,, 2006; TANI et al., 2007) e sua atividade biologica é
exercida através da sua ligacao a receptores de superficie celular (GM-CSFR) expressos
nestas células (SHI et al., 2006).
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Em condi¢cdes normais, a GM-CSF encontra-se em concentragdes muito baixas
sendo até mesmo indetectavel, entretanto, h4 um aumento considerdvel em sua
guantidade quando ha o estimulo de resposta imonulégica, como na presenca de
lipopolissacarideos bacterianos. Além de aumentar a resposta imune na presenca de

antigenos, esta citocina também é capaz de alterar o balanco da diferenciacdo de
linfécitos Thl e Th2 (SHI et al., 2006).

Durante o co-cultivo de queratinécitos com T. rubrum por 24 horas, observou-se a
inducdo do gene CSF2 (tabela 9) sugerindo que esta citocina seja expressa pelos
queratindcitos para o recrutamento e ativacdo de células do sistema imune como
macrofagos e células dendriticas para o local da infec¢do, favorecendo a resposta de
defesa do hospedeiro. Resultados similares foram obtidos por Shiraki et al. (2006) que
identificou 0 aumento da expressdo de GM-CSF quando células de queratindcitos foram
infectadas pelo dermatofito Arthroderma benhamiae.

Devido seu importante papel para o sistema imune, estudos apontam para 0 uUso
clinico da citocina GM-CSF como um adjuvante imunoldgico para o tratamento de
diversas doencas, sendo ja empregada no tratamento de pacientes com neutropenia
submetidos a quimioterapia, em portadores do virus da AIDS e para recém-
transplantados de medula 6ssea (HUBEL; DALE; LILES, 2002; SHI et al., 2006).

Estudos também apontam para o uso de GM-CSF como adjuvante para o
tratamento de infecgBes fungicas (HUBEL; DALE; LILES, 2002). Em um estudo
experimental em ratos com candidemia, o tratamento com GM-CSF aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos animais e eliminacdo de C. albicans do figado e baco (LIEHL, et al.,
1994). J&4 em estudos realizados por Bodey et al. (1994) avaliaram o efeito do uso
concomitante de anfotericina B e GM-CSF em pacientes neutropénicos com infec¢des
fungicas causadas pelas espécies do género Aspergillus e Candida, sendo que dos 8
pacientes avaliados ao total, 6 responderam positivamente ao tratamento e destes 4 se
curaram completamente da infeccdo. Ja Natarajan et al. (1998) avaliaram o efeito
sinérgico de fluconazol com GM-CSF cujos resultados demonstraram aumento do efeito

deste antifungico para o combate de C. albicans.

Apesar dos resultados relatados serem promissores como uma nova estratégia

para o tratamento de infeccbes fungicas principalmente em pacientes
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imunocomprometidos cujas infec¢gées apresentam maior gravidade, o uso de GM-CSF
pode induzir uma resposta hiper inflamatéria devido ao aumento excessivo do niumero
de neutroéfilos sendo necessarios estudos clinicos maiores para que esta citocina possa

ser clinicamente usada no tratamento de infec¢bes fungicas (POSCH et al., 2017).

4.6.3 Genes relacionados com o estabelecimento da barreira epidérmica

Apesar de esta categoria ndo estar entre as mais representativas em numeros de
genes modulados, ela foi escolhida devido a modulagéo do gene CASP14, FLG e KRT1
cujos estudos demonstram grande participacdo destes para a formacdo e manutencéo

da barreira da epiderme e que serao discutidos a seguir.

Tabela 10. Genes relacionados com o estabelecimento da barreira da epiderme

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change
CASP14 Caspase 14 3.7
KRT1 Keratin 1 -4.0
FLG Fillagrin -1.8

Uma das principais funcfes da pele humana é a formagédo de uma barreira para a
protecdo contra o ataque de patdgenos, danos fisicos e quimicos além de reduzir a
perda de agua transepidérmica evitando a desidratacdo (HOFFJAN; STEMMLER, 2007;
MCGRATH, 2008; HVID et al., 2011).

Sua formacdo ocorre através da diferenciacdo terminal dos queratindcitos em
corneocitos, cujo processo denominado de cornificacédo é similar a apoptose, porém sem
que haja a fragmentacdo da célula em corpos apoptoéticos e subsequente fagocitose
(ECKHART et al., 2000; LIPPENS et al., 2005). Durante o processo de cornificacao, as
células de queratinocitos perdem o nucleo, e a constituicdo celular passa a ser
predominantemente de queratina e filagrina, que juntas passam a constituir
aproximadamente 80-90% da massa da epiderme (LIPPENS et al., 2005;MCGRATH,
2008; ADDOR; AOKI, 2010).

A filagrina € inicialmente sintetizada como pro-filagrina e somente apdés

modificacdes pos-traducionais, os fragmentos polipeptidicos da filagrina sdo quebrados
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e liberados. Durante a cornificagdo, a filagrina agrega a queratina 1, queratina 10 e
outros filamentos intermediarios dentro do citoesqueleto dos queratindcitos permitindo
que estes adquiram a conformacdo achatada e compactada formando a barreira da
epiderme (BROWN; IRVINE, 2008; MCGRATH, 2008). Além de participar da constituicdo
da barreira epitelial, a queratina 1 também € responsavel pela manutencdo de sua
integridade (BROWN; IRVINE, 2008; ROTH et al., 2012; DONG et al., 2017).

Apés a compactacdo dos queratindcitos, a filagrina é quebrada para a liberagéo
de amino&cidos higroscopicos que irdo aumentar a flexibilidade da camada cornificada,
além de contribuir para a retencdo de agua na barreira epitelial mantendo a hidratacéo
natural da pele (BROWN; IRVINE, 2008; MCGRATH, 2008)

Durante a formacao da barreira da epiderme e da quebra da filagrina, ocorre o
aumento da expressdo da caspase 14, sendo esta a Unica caspase que nao esti
envolvida na via apoptotica (HVID et al.,2011; GKEGKES et al., 2013). A expressao da
caspase 14 é restrita a algumas camadas epiteliais e sua expressao esta associada ao
processo de diferenciacdo dos queratindcitos. Além disso, € classificada também como
uma caspase inflamatéria, porém estudos ainda devem ser elucidados para afirmar se

esta pode atuar como ativadora de citocinas (LIPPENS et al., 2005).

Sendo assim, pode-se sugerir que as proteinas caspase 14, filagrina e queratina 1
atuam em conjunto e sao essenciais para a manutencao da integridade da estrutura
cornificada da pele. Denecker et al. (2007) demonstraram que ratos deficientes em
caspase 14 mostraram baixo acumulo de fragmentos de filagrina no estrato corneo e
aumento da perda de agua transepidérmica. Ademais, Jensen et al. (2007) também
demonstraram o aumento de desidratagdo e diminuicdo da expressao da filagrina em
casos de tinea corporis causadas pelo dermatodfito T. rubrum. Ja Roth et al. (2012)
relataram que ratos com delecédo do gene KRTL1 tiveram alteragGes na integridade da

barreira epidérmica.

Em relacdo aos resultados obtidos durante o co-cultivo de queratinécitos com T.
rubrum, observou-se a indugéo da caspase 14 e repressdo dos genes que codificam a
filagrina e a queratina 1 (tabela 10) indicando alteracbes que poderiam levar a
diminuicdo da integridade da barreira epidérmica favorecendo a instalagéo e invasédo do

fungo ao tecido. Sabe-se que dermatéfitos como T. rubrum se ligam a queratina para
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utilizd-la como nutriente em um processo infeccioso além de causarem profundas
mudancgas na fungéo e estrutura da barreira epitelial (LEE et al., 2011). Sendo assim, a
repressdo dos genes FLG e KRT1 observada neste trabalho pode sugerir como ocorre
molecularmente a diminuicdo da funcdo da barreira epidérmica nas dermatofitoses
causadas por esse fungo, sendo a filagrina e queratina 1 essenciais para a formacao da

camada cornificada, conforme descrito em paragrafos anteriores.

Distarbios na funcdo da barreira epitelial sdo acompanhados também por
mudancas na proliferacéo e diferenciacéo da epiderme (JENSEN et al., 2007), fato este
gue poderia justificar o aumento da expressao do gene CASP14 possivelmente como
recurso para aumentar a diferenciacdo de queratindcitos para cornedécitos na tentativa
de reforcar a estrutura da barreira ou para reparar os danos ocasionados pela represséo
de genes FLG e KRT1 como resposta de defesa do hospedeiro quando queratinécitos

sao infectados por T. rubrum.

4.6.4 Genes relacionados com a migracao de células epiteliais

A imunidade inata do hospedeiro deve fornecer mecanismos de defesa contra
micro-organismos invasores além de contribuir para o reparo dos tecidos afetados e
regular a atividade e influxo das células envolvidas na imunidade adquirida (PARKS;
WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004).

Quando ocorre uma lesdo da barreira do epitélio criando um ponto de entrada
para micro-organismos e toxinas, as células epiteliais respondem rapidamente visando a
cicatrizacdo do ferimento através do aumento da proliferacdo celular, remodelacdo do
tecido afetado além de facilitar a migracdo de células epiteliais e células inflamatorias
como linfocitos, mastocitos e mondcitos para que estas possam chegar rapidamente aos
locais afetados (PARKS:; WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004; PURWAR et al., 2008).

Sendo assim, a categoria que relacionou os genes envolvidos na migragao de
células epiteliais também foi escolhida para analise, principalmente devido a modulacao
do gene que codifica a metaloproteinase de matriz 9 (MMP-9) conforme demonstrado

abaixo na tabela 11.
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Tabela 11. Genes relacionados com a migragéo de células epiteliais

ID Descricao do produto génico Log, Fold Change
STC1 Stanniocalcin 1 3.1
RGCC Regulator of cell cycle 2.8
EFNA1 Ephrin Al 25
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 2.0
HBEGF Heparin binding EGF like growth factor 1.8

As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo conhecidas por influenciar na
remodelacdo de tecidos lesionados através da degradacdo da matriz extracelular
(PURWAR, 2008). No entanto, esta ndo é nem a Unica e nem a principal funcéo dessas
enzimas ja que estudos apontam que as MMPs sao capazes de atuar principalmente em
proteinas nao pertencentes a matriz extracelular, como citocinas, quimiocinas,
receptores e peptideos antimicrobianos, muitas vezes potencializando o efeito dos
mesmos. Ademais, as MMPs ndo sdo expressas em tecidos saudaveis, sendo sua
expressdo detectada somente em processos de reparo de tecidos infectados ou
inflamados (PARKS, WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004).

Dentre as metaloproteinases de matriz existentes em humanos, a MMP9 também
conhecida como gelatinase B, é uma das mais importantes endopeptidases envolvidas
na patofisiologia de diversas doencas de pele, sendo responsavel pela clivagem de
fibronectina, elastina e colageno IV da membrana basal. Na pele, a MMP-9 é expressa
por eosinofilos, mastdcitos, células de Langerhans e queratindcitos (PURWAR et al.,
2008).

Assim como todas MMPs, a MMP-9 é secretada na forma de pré-enzima, sendo
biologicamente inativa até que ocorra a clivagem da cisteina que bloqueia a atividade de
seu sitio catalitico (VISSE; NAGASE, 2003; PARKS, WILSON; LOPEZ-BOADO, 2004).
Estudos recentes demonstraram que a MMP-9 auxilia na migracdo de células
inflamatorias para a epiderme (RATZINGER et al.,, 2002), demonstrando que as
metaloproteinases desempenham importante papel na regulacdo do fluxo de células
imunocompetentes para dentro e para fora do compartimento epidérmico (PURWAR et
al., 2008) .
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Todavia, a atividade enzimatica das MMPs deve ser extremamente regulada ja
que sua acgdo descontrolada pode causar danos ao tecido. Caso haja um desequilibrio
entre a atividade das MMPs e seus inibidores que bloqueiam suas atividades cataliticas
(TIMPs- Tissue Inhibitor of Metalloproteinase), pode ocorrer a degradacdo excessiva da

matriz extracelular com consequente destruicdo do tecido (MURPHY; NAGASE, 2008).

As alteracdes nos padrbes de expressao de MMP-9 estdo associadas com
algumas doencas. Como a MMP-9 degrada o colageno tipo IV, principal componente da
membrana basal, a ativacdo excessiva desta metaloprotease pode causar danos ao
tecido facilitando a disseminacdo do patégeno além de promover o aumento da
inflamac&o devido ao fato de facilitar a migracéo de células inflamatoérias ao local afetado
(MURPHY; NAGASE, 2008).

Lee et al. (2002) avaliaram o efeito da expressao de MMP-9 em infecgOes
oculares causadas pelo virus da Herpes. Os resultados obtidos indicaram aumento da
expressdo de MMP-9 contribuindo para a angiogénese inflamatoria, efeito este que
promove 0 agravamento da ceratite provocada por este virus. Ja Campos et al. (2014)
relataram que o aumento descontrolado da expressdo de MMP-9 leva a degradacéo
excessiva da membrana basal da pele e aumento da migracdo de células inflamatérias
que contribuem para o desenvolvimento de Ulceras em pacientes com Leishmaniose
cutanea. Apesar de estes resultados indicarem que o aumento da expressdo de MMP-9
pode estar associado ao agravamento de algumas doencas, pouco se sabe sobre a
expressdo de MPPs e seus efeitos durante o processo infeccioso causado por
dermatdfitos (KITISIN; LUPLERTLOP, 2015).

Somente com os dados de expressao génica da inducédo do gene MMP9 durante
0 co-cultivo, ndo é possivel identificar se esta enzima € ativada durante um processo
infeccioso causado por T. rubrum. Possivelmente, esta enzima seja expressa pelos
queratindcitos para promover o reparo a barreira epitelial ja que esta é lesionada devido

a degradacéao dos tecidos queratinizados provocada pela penetracdo do fungo ao tecido.

Além disso, as infec¢bes causadas por T. rubrum tem como caracteristica
apresentar carater ndo inflamatoério (PERES et al., 2010; CRIADO et al., 2011), o que
nos sugere que a participagcdo desta enzima nas dermatofitoses causadas por este

fungo ndo acarrete no aumento da inflamacéo, conforme relatado em outras condicdes
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patolégicas. No entanto, vale ressaltar que em pacientes imunocomprometidos as
dermatofitoses apresentam maior gravidade com possivel disseminagdo do fungo para
camadas mais profundas da pele (PERES et al., 2010; ACHTERMAN; WHITE, 2012) ja
gue o sistema imunoldgico do paciente encontra-se debilitado. Considerando que esta
enzima em sua forma ativa atua na quebra da matriz extracelular, se tornam validos
estudos futuros que possam verificar se esta enzima pode ou nao facilitar também a

disseminacao do fungo e agravamento da doenca nesses tipos de pacientes.

4.6.5 Genes relacionados com resposta as lesdes teciduais

Conforme dito anteriormente, o reparo do tecido epitelial quando afetado por uma
injaria € um aspecto importante para a correta funcdo da barreira epidérmica e eficiéncia
da resposta imune inata. Sendo assim, a categoria de genes relacionados com resposta
as lesdes também foi escolhida para andlise, com destaque para o gene HAS2 que

codifica o tipo 2 da enzima hialurano sintase, que sera discutida a seguir.

Tabela 12. Genes relacionados com resposta as lesdes

ID Descricao do produto génico Log;, Fold Change
SLC11A1 Natural resistance-associated macrophage 2.2
protein 1
JUN Jun proto-oncogene, AP-1 1.8
CYP1A1 Cytochrome P450 family 1 subfamily A membel 1.7
ADM Adrenomedullin 1.7
HMOX1 Heme oxygenase 1 1.6
LGALS1 Galectin 1 15
HAS2 Hyaluronan synthase 2 1.4

O hialurano, também conhecido como acido hialurénico (HA) é considerado um
dos maiores componentes da matriz extracelular, além de desempenhar importante
funcédo na regulagéo do reparo de tecidos lesionados auxiliando na ativagédo de células
inflamatorias e na estimulacdo de quimiocinas e citocinas através de sua interagdo com
receptores TLRs (JIANG; LIANG; NOBLE, 2007; JIANG; LIANG; NOBLE, 2011
MALAISSE et al., 2014). Acredita-se que o HA também possa estar envolvido na

regulacdo, proliferacdo e migracéo de células de queratindcitos, entretanto ainda ndo ha
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um consenso entre a real participacao deste nesses processos (MALAISSE et al., 2014;
MALAISSE et al., 2015).

Em humanos, o HA existe em todos os tecidos, entretanto, & mais abundante no
vitreo ocular, corddo umbilical, valvulas cardiacas, pele e tecidos esqueléticos (JIANG;
LIANG; NOBLE, 2007; JIANG; LIANG; NOBLE, 2011). Sua sintese € realizada pela
enzima hialurano sintase, que é dividia em trés tipos: HAS 1, HAS 2 e HAS 3
(MALAISSE et al., 2015). A distribuicéo, expressao nos tecidos e suas fungdes diferem
umas das outras, ja que fatores como tamanho do polimero de HA gerado e receptores
no qual as enzimas irdo se ligar sdo determinantes para a funcdo que irdo desempenhar
(JIANG; LIANG; NOBLE, 2007; JIANG; LIANG; NOBLE, 2011; MALAISSE et al., 2015;
JOKELA et al., 2017).

O metabolismo de HA é aumentado em situa¢des de injurias teciduais, como em
infeccdes, exposicdes a agentes quimicos, radiacdo ultravioleta e em inflamacdes,
sendo gque nestes casos sao observados aumento de mMRNA de HAS2 e HAS3 (JOKELA
et al., 2017). Jokela et al. (2017) sugerem que a inducdo dos genes HAS esteja
associada com a liberacdo de nucleotideos para o espaco extracelular que ocorre nestas
situacdes de injarias. A liberacdo destes nucleotideos (UTP,UDP,ATP e ADP) age como
uma espécie de alarme para a sinalizacao e ativacdo dos mecanismos de defesa celular,
e conforme observado em seus resultados, a quebra do nucleotideo UTP pode elevar a

expressdo do gene HAS2 em células HaCat.

O aumento da expressdo dos genes HAS1l, HAS2 e HAS3 também esta
associado a algumas doencas como: fibrose pulmonar, asma (predominantemente
HAS2), pneumonia, hepatite viral, aterosclerose, diabetes, entre outas (JIANG, LIANG e
NOBLE, 2011), entretanto ainda é escasso o conhecimento da participacdo destes nas

dermatofitoses.

No presente trabalho observa-se a inducdo do gene HAS2 em células de
queratinécitos (tabela 12) quando co-cultivadas na presenca de T. rubrum, indicando
uma possivel participacdo desse gene nas dermatofitoses causadas por este fungo
como mais um mecanismo de defesa do hospedeiro para promover o reparo a barreira
epitelial que € desestruturada pela secrecdo de proteases queratinoliticas secretadas

pelo fungo durante um processo infeccioso.
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Ademais, estudos realizados por Sakai et al. (2007) demonstraram um potencial
efeito antifangico de HA ao inibir o crescimento de C.albicans in vitro demonstrando a
participacdo de HA como mecanismo de defesa do hospedeiro frente a infeccbes

causadas por este fungo.

4.7 VALIDACAO DE ALGUNS GENES DO TRANSCRIPTOMA HUMANO E
FUNGICO POR PCR QUANTITATIVO

Alguns genes humanos e fungicos modulados no RNA seq e discutidos neste
trabalho foram selecionados para a validagdo por PCR quantitativo a fim de verificar a

correlacéo do perfil de expressao génica entre as duas técnicas.

Na tabela 13 estdo expostos os valores de expressdao em Log,Fold Change
resultantes de ambas as técnicas dos genes selecionados para a validacdo e que foram
utilizados para o calculo da correlagdo de Pearson. Na figura 12 estd representado o
comparativo dos valores de Log2Fold Change obtidos por RNA seq e qPCR com o

correspondente valor de correlacéo entre as variaveis.

Tabela 13. Valores de expressao génica por RNA seq e gPCR dos 14 genes

selecionados para validacao

ID Produto génico gPCR RNAseq
TERG_ 01281 Malate synthase 3.5 1.7
TERG 11638 Isocitrate lyase 2.2 1.3
TERG_03102 Sterol 24-C-methyltransferase (ERG6) 1.6 2.1
TERG_12606 Dipeptidil peptidase V (DPPV) 29 2.2
TERG_08405 Leucine Aminopeptidase 2 (LAP 2) 3.3 1.3
TERG_00916 Carboxilic acid transporter 1.7 1.3
RNASE7 Ribonuclease A family member 7 2.6 2.3
CSF2 Colony Stimulating Factor 2 3.7 2.8
MMP9 Matrix metallopeptidase 9 1.9 2.6
HAS2 Hyaluronan synthase 2 1.4 1.4
SLC11A1 Natural resistance-associated macrophage 1.1 2.2
protein 1
CASP14 Caspase 14 1.7 3.7
KRT1 Keratin 1 -2.0 -4.0
FLG Fillagrin -2.0 -1.8

(*) TERG: NUumero de acesso do gene no genoma de T. rubrum
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Figura 12. Comparativo entre as modulacbes dos genes humanos e flngicos pelas

técnicas de RNA seq e gPCR e o coeficiente de correlacao (r)
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Coeficiente de correlagédo (r) = 0,8

Conforme é possivel observar na figura 11, os resultados de expressao génica

obtidos por RNAseq apresentaram forte correlacdo (r= 0,8 com p< 0.001) com os valores

obtidos por gPCR sugerindo que o sequenciamento realizado apresentou resultados

confiaveis, ressaltando também a reprodutibilidade e acuracia da técnica.

V. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados conclui-se que:

O método de co- cultivo entre T. rubrum e queratinécitos humanos HaCat por 24 h
se mostrou eficaz para analise concomitante dos dois tipos celulares, contribuindo
para uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
interagc&o fungo- hospedeiro.

Foram modulados 70 genes de T. rubrum e 369 genes de queratindcitos HaCat
em 24h de co-cultivo;

Em relacdo aos genes modulados de T. rubrum, as categorias relacionadas a
processos metabdlicos, patogenicidade, transporte via membrana e via do
glioxilato foram escolhidas para o estudo do processo de infeccdo do fungo
durante o co-cultivo com queratinocitos.

Dentre os genes avaliados nas categorias citadas acima, sugere-se que em 24h

de co-cultivo o fungo ativa os genes DPPV e LAP2 para a degradacdo da
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queratina presente nas células a fim de penetrar no tecido hospedeiro.
Possivelmente a partir do momento que este penetra o tecido, o fungo induz os
genes que codificam a malato sintase, isocitrato liase e o transportador de acido
carboxilico como forma de adaptacdo nutricional para que este possa obter
nutrientes de fontes alternativas de carbono. Além disso, o fungo ativa o gene
ERG6 da via biossintética do ergosterol sendo este um alvo atrativo para o
desenvolvimento de novos antifingicos.

Em relacdo aos genes modulados nos queratindcitos humanos HaCat na
presenca de T.rubrum, foram escolhidas as categorias de estabelecimento da
barreira epidérmica, resposta de defesa a outros organismos, regulacdo na
producdo de citocinas, regulacdo da migracdo epitelial e resposta a lesdes
teciduais.

Sugere-se que 0s queratindcitos ativem genes especificos para manter a barreira
da epiderme e regular a migracdo de células epiteliais e inflamatérias
possivelmente na tentativa de impedir que o fungo penetre ao tecido hospedeiro e
favorecer a eliminacdo do patdgeno. Vale ressaltar que dois genes essenciais
para a manutencdo da barreira como KRT1 e FLG encontram-se reprimidos, 0
gue pode facilitar a invaséao do fungo ao hospedeiro.

Os queratindcitos induzem genes que codificam peptideos antimicrobianos como
RNASE?7 e genes que regulam a producédo e regulacdo de citocinas importantes
para a imunidade inata do hospedeiro.

Os resultados de expressao génica obtidos através da técnica de RNAseq
apresentaram forte correlagcédo(r= 0,8) quando comparados aos valores obtidos
por gPCR demonstrando a reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados

assim como a eficacia do sequenciamento realizado neste trabalho.
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ANEXO A- Genes de T. rubrum diferencialmente expressos em 24 horas de co-cultivo

ANEXOS

ID Descricdo do produto génico Log,Fold
Change

TERG_12606 Dipeptidylpeptidase V (DPPV) 2.2
TERG_01280 Hypothetical protein (Arthroderma benhamiae CBS 112371 igE-binding protein) 2.1
TERG_03102 Sterol 24-C-methyltransferase- ERG6 2.1
TERG_08104 Potassium/sodium efflux P-type atpase 2.0
TERG_01281 Malate synthase 1.7
TERG_04399 Phthalate transporter 1.6
TERG_00348 Galactose-proton symporter 1.4
TERG_02811 Hypothetical protein (Arthroderma benhamiae CBS 112371 acetyl xylan esterase (Axel) 1.4
TERG_12645 Hypothetical protein 13
TERG_07017 Oxidoreductase 1.3
TERG_08333 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 1.3
TERG_02671 Hypothetical protein 1.3
TERG_02023 Extracellular matrix protein 1.3
TERG_08405 Leucine aminopeptidase 2 1.3
TERG_00916 Carboxylic acid transporter 1.3
TERG_11638 Isocitrate lyase 1.3
TERG_04952 ABC transporter 1.2
TERG_08286 Hypothetical protein (Trichophyton verrucosum HKI 0517 GPI anchored CFEM domain protein) 1.2
TERG_03712 Hypothetical protein (Trichophyton equinum CBS 127.97 hydantoinase) 1.1
TERG_11639 Isocitrate lyase 1.1
TERG_01270 AMP dependent ligase 11
TERG_07691 Nonspec