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RESUMO

Trichophyton rubrum representa o agente etiologico mais comum das micoses humanas, sendo
responsavel por mais de 69,5% de todas as dermatofitoses. Apesar da alta prevaléncia de
dermatofitoses em todo o mundo, ainda é escasso o conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvendo a interagdo fungo-hospedeiro. Os modelos de infec¢do para estudo de interacéo
dermatéfito-hospedeiro ainda séo limitados, mas a ferramenta de meio de cultura adicionado
de substratos proteicos, vem se destacando pelo fato dos dermatéfitos utilizarem a queratina
como fonte de nutriente. O uso do meio de cultura contendo queratina pode simular a infeccéo
superficial e a analise protedmica torna possivel a identificacdo global de proteinas relacionadas
com a patogenicidade de dermatofitos. Este trabalho realizou a analise protebmica a partir do
crescimento de T. rubrum em diferentes meios de cultivo contendo queratina e exposto a
presenca dos compostos antifingicos: trans-chalcona e um andlogo de curcumina. A
cromatografia liquida com espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) identificou 895
proteinas expressas em Meio Minimo (MM), 348 expressas em Meio Minimo contendo
Queratina (MQ), 238 em Meio Minimo contendo queratina + trans-chalcona (MQTC) e 276 em
Meio Minimo contendo queratina + curcuminoide (MQCur). Dentre as proteinas mais
abundantes encontradas em todos 0s meios, destaca-se a classe de proteinas de choque térmico
(HSPs) que estdo envolvidas na interacdo patdégeno- hospedeiro e desempenham um papel
importante durante a infeccdo fungica de tecidos queratinizados. Além disso, a tioredoxina foi
abundante principalmente na presenca de queratina, sendo descrita como um possivel novo alvo
antifangico. A protease Vacuolar A foi exclusiva na presenca dos dois compostos antifingicos
e a proteina contendo dominio hidro SGNH, foi abundante apenas em meio contendo o
curcuminoide. A modulacdo diferencial de proteinas sugere que o fungo apresente capacidade
de remodelamento de acordo com as necessidades nutricionais encontradas e pelo estresse
causado pelos compostos antifingicos. Além dessas proteinas ja conhecidas, foram
identificadas diversas proteinas ainda ndo caracterizadas funcionalmente, como as proteinas
F2SL44 TRIRC e F2SUJ4_TRIRC. E as proteinas F2SMI7_TRIRC e F2SSX3_TRIRC, cujos
genes que ja haviam sido evidenciados anteriormente em nosso grupo de pesquisa, agregando

dados funcionais sobre elas.
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1 INTRODUCAO

1.1 InfecgBes causadas por dermatofitos

Os dermatdéfitos sdo um grupo de fungos intimamente relacionados que podem invadir
tecido queratinizado (pele, cabelo e unhas) causando infec¢cdes denominadas dermatofitoses,
comumente referidas como micoses ou tineas e afetam aproximadamente 25% da populacdo
mundial. Esses fungos sdo patégenos cosmopolitas encontrados em muitos nichos ecoldgicos,
como o solo, humanos e animais. As espécies geofilicas encontradas no solo sdo saprofiticas e
raramente causam infecces em humanos e animais. JA os dermatdfitos zoofilicos s&o
encontrados principalmente como patégenos em animais e, ocasionalmente, em humanos. Essas
espécies podem ser carregadas por animais em sua pele e podem causar infecgdes agudas e
altamente inflamatdrias assintomaticas ou sintométicas em animais e humanos. As espécies
antropofilicas sdo altamente adaptadas aos hospedeiros humanos e desencadeiam uma resposta
inflamataria leve e infeccdo cronica (DE HOOG et al., 2017)

As dermatofitoses afetam individuos em todo o mundo, mas sua incidéncia & maior
em paises tropicais devido as altas temperaturas e umidade (TAPLIN, 2001). Os fatores que
influenciam o desenvolvimento das dermatofitoses incluem idade, sexo, estacdo do ano,
condicdes socioecondmicas e culturais e localizacdo geogréafica (IORIO et al., 2007). Estima-
se que cerca de 10 a 15% dos individuos estdo contaminados com dermatofitos em algum
momento de sua vida (PIRES et al., 2014). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), as dermatofitoses afetam cerca de 25% da populacdo mundial (SAI et al., 2019) e 30 a
70% dos adultos sdo portadores assintomaticos dessas doencas (GUPTA; VERSTEEG,;
SHEAR, 2017).

O aumento da frequéncia de dermatofitoses se deve a diversos fatores, como uso de
calgcados oclusivos, higiene inadequada, nivel socioeconémico, ocupacdo, mudancas climaticas,
fatores predisponentes (como imunossupressao / deficiéncia e diabetes) e melhorias nos exames
diagnosticos e atendimento médico (BEGUM et al., 2020; GNAT et al., 2019; MUSHTAQ et
al., 2020)

A dermatofitose tem um impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes por
afetar os aspectos psicolégicos, econdémicos e sociais, e esta associada a ansiedade, depressdo

e baixa autoestima, principalmente devido ao desconforto relacionado ao prurido e questdes



estéticas (MUSHTAQ et al., 2020; NARANG et al., 2019) . As manifestacdes clinicas incluem
lesGes circulares, eritematosas e escamosas na pele, enquanto as infec¢des ungueais (tinea
unguium ou onicomicose) levam a descoloracéo, espessamento, descamacdo e separa¢cdo do
leito ungueal (KOVITWANICHKANONT, 2019). Algumas manifestacBes atipicas e
semelhantes a outras doencas cutaneas podem levar ao diagnostico erroneo, sendo confundidos
com eczema, psoriase, impetigo, dermatite seborreica, eritema multiforme, l0pus eritematoso,
dermatite herpetiforme, erupcdo polimorfica a luz e rosacea (ATZORI et al., 2012; DOGRA,;
NARANG, 2017). A falta de um diagnéstico precoce e tratamento adequado pode levar a
dermatofitose cuténea a infecgdes invasivas e profundas. Uma revisao sistematica de casos de
dermatofitose profunda em todo o mundo, de 2000 a 2020, mostrou que metade dos pacientes
que apresenta lesdes invasivas, apresentou antes, infecgdes cutaneas cronicas no mesmo local
(WANG et al., 2021).

Esses casos de infeccBes invasivas estdo relacionados principalmente em pacientes
imunocomprometidos e predispostos, e pode se apresentar como lesdes nodulares ulcerativas e
abscessos (DOGRA; NARANG, 2017). As condi¢des subjacentes associadas a dermatofitose
profunda incluem transplante de 6rgdos solidos, infeccdo por HIV, uso de drogas
imunossupressoras, como corticosteroides sistémicos e imunodeficiéncias (ROUZAUD et al.,
2016). Além disso, casos de tinea faciei (ou tinea de mascara) foram relatados na india,
associados ao aumento do uso de mascaras faciais para evitar contaminacdo durante a recente
pandemia de COVID-19 causada por SARS-CoV-2 (AGARWAL et al., 2021).

Dentre os tipos existentes de dermatofitoses, a onicomicose, uma infeccéo fangica que
afeta as unhas, € considerada a onicopatia mais prevalente no mundo (BASWAN et al., 2017).
Nos paises ocidentais, os dermatéfitos ainda sdo responsaveis por até 80% dos casos de
onicomicose (GUPTA et al., 2019). O maior indice de relatos de onicomicoses sdo em idosos,
provavelmente devido a presenca de diabetes, ma circulacdo periférica, exposicdo mais longa a
fungos patogénicos, trauma ungueal repetido e funcdo imunoldgica menos efetora (GUPTA et
al., 2016), e a alta taxa de recorréncia é observada principalmente nestes pacientes (RICH,
1996).

Pacientes imunocomprometidos, com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1),
positivo e pacientes transplantados sdo mais suscetiveis a onicomicose, devido ao seu sistema
imunolégico enfraquecido pois seu sistema imunoldgico ndo consegue combater a infeccdo

adequadamente quando comparado a individuos saudaveis ou com auséncia de
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imunossupressio (MORENO-COUTINO; ARENAS; REYES-TERAN, 2013; TACHIKAWA,;
YASUOKA,; OKA, 1999).

A onicomicose esta associada a altas taxas de recorréncia, e ocorre em cerca de 6,5%
a 53% dos pacientes. Mesmo ap0s a erradicacdo da infec¢do, uma recaida pode ocorrer dentro
de um ano ou mais, com uma alta probabilidade de afetar mais da metade dos pacientes que foi
tratado com sucesso (TOSTI; ELEWSKI, 2016).

Varios fatores podem influenciar uma recaida, como histérico familiar, estilo de vida,
diabetes, escolha de terapia, caracteristicas fungicas infecciosas e lesGes nas unhas (TOSTI;
ELEWSKI, 2016). A cura completa de um paciente com onicomicose é um desafio devido a
caracteristica impenetravel da unha, que dificulta a penetragdo dos medicamentos, associada a
auséncia de funcdo imune intrinseca (HALTEH; SCHER; LIPNER, 2016).

A disseminacdo de dermatdfitos em humanos ocorre principalmente por contato
indireto através das escamas no ambiente / roupas e contato direto entre humanos,
desencadeando uma resposta inflamatoria leve e infec¢do cronica (DE HOOG et al., 2017).
Quando a pele humana € infectada por dermatofitos, trés passos podem ser reconhecidos. O
primeiro, pode acontecer na primeira hora de infeccdo, onde o artroconidio adere a epiderme
hospedeira por meio de proteinas especializadas presentes na superficie fungica (ESQUENAZI
et al., 2003, 2004) e proteases liberadas por fungos, como a Subtilisina 3 (BAGUT et al., 2012;
BALDO et al., 2008, 2010). Em um segundo passo, chamado de germinacdo, o artroconidio
detecta condicdes favoraveis e inicia a reativacao da atividade metabdlica e seu crescimento em
hifas (LIU et al., 2007). O terceiro passo, é denominado de invasdo e ocorre ap0s quatro horas
de infeccdo, em que o artroconideo inicia a formacéo dos tubos germinativos que crescem para
formar hifas segmentadas detectadas na superficie epidérmica a partir da sexta hora de infeccéao
(ALJABRE et al., 1992; FAWAY etal., 2017; LIANG et al., 2016). As hifas invadem a camada
cornificada epidérmica, enquanto digerem queratina em pequenos peptideos e aminoacidos
(GRUMBT et al., 2013). Apo0s 24 horas, e durante os 3 dias seguintes a infeccdo, as hifas
invadem a camada cornificada progredindo através de espacos intercelulares e dentro de
cornedcitos, provavelmente como resultado da degradacdo dos corneodesmossomos, matriz
lipidica extracelular e queratina intracelular (ALJABRE et al., 1992; DUEK et al., 2004;
FAWAY etal., 2017; LIANG et al., 2016). No quarto dia de infeccdo, as hifas atingem a camada
granular. Nesta fase, a integridade da barreira epidérmica é perdida (FAWAY et al., 2017). A

resposta do hospedeiro frente a uma infeccdo é extremamente relevante para as infeccoes
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invasivas fangicas, recorrendo tanto a resposta imune inata ou a resposta adaptativa (ROMANI,
2011; SAFDAR, 2007). Esta resposta é inicialmente uma resposta inflamatdria e imunoldgica,
com o objetivo da eliminacdo do agente patogénico. Por outro lado, o agente patogénico tem a
capacidade de adaptar a célula hospedeira para sua propria conveniéncia, para assim promover
a sua sobrevivéncia e gerar um ambiente adequado para a colonizacdo do organismo
hospedeiro. Ap6s o inicio da infeccdo, vias de sinalizacdo sdo ativadas, sendo ligadas a
remodelacdo especifica do estado da transcri¢do da célula hospedeira em resposta a presenca
do organismo patogénico (BAXT; GARZA-MAYERS; GOLDBERG, 2013). Células
infectadas por fungos tipicamente desencadeiam uma resposta inflamatdria aguda mediada por
citocinas, incluindo as interleucinas e quimiocinas (ENGUITA et al., 2016). As etapas da
infeccdo cutanea por dermatofitos, bem como os impactos no tecido epidérmico, séo ilustradas
na Figura 1.

Figura 1 - Etapas da infeccdo cutanea por dermatofitos
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Fonte: Faway,2018.
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1.2 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum é o agente etiologico mais comum de casos clinicos de
dermatofitoses humanos (ACHTERMAN; WHITE, 20123, 2012b; ANTUORI et al., 2019;
MARTINEZ et al., 2012) sendo responsavel por 50%-90% das dermatofitoses em humanos
(LEE et al., 2015). A infecgdo geralmente envolve a pele e € restrita as camadas cornificadas,
como unhas, estrato cérneo e cabelo, porém em hospedeiros imunocomprometidos, T.
rubrum pode alcancar uma invasdo dérmica profunda (RODWELL et al., 2008; SECKIN;
ARIKAN; HABERAL, 2004). Ainda que ndo seja geralmente fatal, as infec¢des causadas
pelo T. rubrum sdo muitas vezes dificeis de eliminar completamente e comprometem a
qualidade de vida dos pacientes (ACHTERMAN; WHITE, 2012a; LENG et al., 2009;
NENOFF et al., 2014). Embora as infec¢bes por dermatofitos sejam trataveis, ha uma alta taxa
de reinfeccdo; resta saber se isso se deve a recaida (o fungo ndo foi completamente erradicado
durante o tratamento) ou a uma nova infeccdo (GUPTA; COOPER, 2008). Apesar da alta
incidéncia e importancia dos dermatéfitos na micologia clinica, o diagnostico desse tipo de
infeccdo nem sempre € preciso e mesmo que tenha sido feitos grandes avangos ao longo dos
anos na identificacao e diagndstico de dermatofitos, ainda ha uma dificuldade na identificacao
desses organismos, devido principalmente a falta de um banco de dados completo para
identificacdo de fungos patogénicos, (PETRUCELLLI et al.,2020).

Devido a grande variedade de T. rubrum e sua variabilidade na resisténcia aos
medicamentos, ele € um bom modelo para um estudo genético de fungos superficiais
patogénicos antes do surgimento de resisténcia a multiplas drogas (ZHENG et al., 2019). Nos
ultimos anos, as tecnologias genémicas e protedmicas forneceram novos recursos para entender
os fungos em profundidade. Metodologias de analise de genes de alto desempenho tém sido
usadas para obter informacbes sobre muitos genes de dermatéfitos e sobre seus perfis de
expressdo em diferentes condi¢bes experimentais (BURMESTER et al., 2011; DIDEHDAR et
al., 2016; PERSINOTI et al., 2018). Projetos de sequenciamento de genoma completo foram
concluidos para varios dermatofitos importantes. Esses estudos fornecem grandes quantidades
de informacGes valiosas para elucidar a base molecular da invasdo do hospedeiro por
dermatofitos, sua viruléncia e seus mecanismos de resisténcia antifangica (PAOLETTI et al.,
2005).
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Portanto, é Gtil investigar as propriedades fisiologicas e bioldgicas do T. rubrum em
diferentes condicfes, 0 que aumentard nossa compreensdo sobre esses fungos medicamente

importantes e facilitard o desenvolvimento de terapias aprimoradas direcionadas a eles.

1.3 Tratamento de dermatofitoses

Vérias abordagens terapéuticas sdo aplicadas no tratamento dessas infec¢des, como
administracdo oral de terbinafina, itraconazol, fluconazol e cetoconazol (GUPTA,
STUDHOLME, 2016; KREIJKAMP-KASPERS et al., 2017). Entretanto, o uso prolongado
desses antifingicos, associado a altas doses terapéuticas, necessérias para atingir uma
concentracdo efetiva no local da infeccdo, resulta em efeitos colaterais sistémicos, como
toxicidade hepatica, interacbes medicamentosas e problemas de biodisponibilidade (ARRESE;
PIERARD, 2003; BAROT et al., 2014).

Na maioria dos paises, se houver menos de 50% de envolvimento da placa ungueal
doente e menos de trés unhas envolvidas, a terapia topica é uma consideracdo apropriada
(GUPTA et al., 2019). O tratamento tépico tem um perfil de seguranca favoravel, pois eles
exibem toxicidade sistémica minima; no entanto, as taxas de cura séo consideravelmente mais
baixas, uma vez que a placa ungueal atua como uma barreira contra a penetracdo do
medicamento (GUPTA; DAIGLE; FOLEY, 2014).

Outra alternativa para o tratamento de onicomisoses é o tratamento utilizando Lasers,
que podem provocar um efeito fungicida devido ao aquecimento fototérmica do micélio fungico
por meio de fototermdlise seletiva (ALTSHULER et al., 2001; ANDERSON; PARRISH,
1983). O direcionamento dos croméforos fungicos (por exemplo, quitina, xanthomegnina e
melanina) é um método adicional que pode ser usado pelos lasers para obter efeitos fungicida
(VURAL et al., 2008). Em janeiro de 2012, a Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos EUA (FDA) aprovou quatro sistemas a laser para o “aumento temporario da unha clara na
onicomicose”. Os estudos publicados forneceram evidéncias de que os lasers podem melhorar
temporariamente a aparéncia estética das unhas onicomicéticas; no entanto, as taxas de cura
clinica relatadas (unhas 100% transparentes) sdo estimadas em 13% (GUPTA; VERSTEEG,
2017). Dessa forma os lasers ndo fornecem taxas de eficicia para parametros médicos que

equivalem ou excedem os encontrados com tratamentos orais e topicos.
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Esse cenério de dificil do tratamento da onicomicose tem estimulado centros de
pesquisa especializados em prospec¢do e desenvolvimento de novas composicfes mais
eficientes e seguras (I0ZUMI et al., 2019; RICH et al., 2019). No entanto, a dificuldade de
testar modelos pré-clinicos para onicopatias devido as diferencgas inerentes a morfologia e
habitos das espécies tipicamente usadas nesse processo, faz dos modelos ex vivo uma alternativa
importante (MERCER et al., 2019).

O caminho da sintese de ergosterol é considerado como um alvo particularmente
interessante para tratamentos antifingicos, pois ele substitui o colesterol, que é o esterol
especifico das células animais, para modular a fluidez da bicamada fosfolipideda e servir como
precursor de outros componentes celulares (BARASCH; GRIFFIN, 2008; GHANNOUM,;
RICE, 1999; TATSUMI et al., 2013). As células fungicas sdo ainda cercadas por uma parede
celular responsavel pela resisténcia mecanica, forma celular e rigidez (LATGE, 2007a; PEREZ;
RIBAS, 2013). A parede celular desempenha um papel na adeséo entre os proprios fungos, e
entre fungos e outras células vivas. E composto de polissacarideos como B-glucanos e quitina,
e glicoproteinas (ERIN CHEN; FISCHBACH; BELKAID, 2018). As cadeias de quitina sao
interconectadas por ligac6es de hidrogénio para formar varias camadas e sdo covalentemente
ligadas a B-glucanos e glicoproteinas em rede em seu lado externo (KLIS; RAM; DE GROOT,
2007; ROSS, 2001).

Ha interesse atual em identificar novos alvos moleculares para o desenvolvimento de
antifangicos, uma vez que a maioria dos compostos disponiveis comercialmente tem como alvo
a via biossintética ergosterol e/ou membrana celular (MARTINEZ-ROSSI; PERES; ROSSI,
2008). A este respeito, as chalconas tem sido evidenciadas por apresentarem multiplos alvos
fungicos, como enzimas envolvidas na sintese de parede celular concomitante com a inibicao
da sintese de acidos graxos e reduc¢édo do teor de ergosterol (BITENCOURT et al., 2013). Um
ensaio de co-cultivo de conidios de T. rubrum com queratindcitos expostos a trans-chalcona
demonstrou a repressao de fatores de viruléncia conhecidos além de genes da via ergosterol
(KOMOTO et al., 2015). Por essas razdes, as chalconas sdo moléculas atraentes com multiplos
alvos fungicos. A compreensdo do modo de acéo das chalconas pode ajudar a identificar novas
estratégias de terapia antifungica e esses compostos. Além disso elas poderiam ser usadas como
uma sonda farmacoldgica para investigar alvos fungicos promissores (BITENCOURT et al.,
2019).
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Outro alvo molecular para o desenvolvimento de antiflngicos é a parede celular, que
é uma estrutura dindmica essencial para manter a forma celular e proteger contra ameacas
ambientais. Nesse sentido, a parede celular é remodelada de acordo com o estagio de
desenvolvimento ou apds a exposicao da droga. Os rearranjos na composicdo da parede celular
garantem a integridade estrutural durante condi¢cdes que comprometem a integridade da parede
celular e/ou da membrana (LEVIN, 2005).

Durante o estresse, a parede celular passa por remodelagédo através de um reforco por
aumento de quantidades de quitina e incorporacao de certas proteinas da parede celular. Esse
rearranjo ocorre através da conversa cruzada entre diferentes vias de sinalizagdo (LAGORCE
et al., 2003; MEYER et al., 2007). Além disso, quaisquer alteracdes no crescimento polarizado
de fungos filamentosos estéo relacionadas ao comprometimento da formacéo da parede celular,
bem como a condigdes que afetam indiretamente a biossintese da parede celular. Assim, para
melhorar as capacidades de sinalizacdo da via CWI, a fim de lidar com diversas condic6es de
estresse, este caminho cruza conversas com outras vias de sinalizacdo ou proteinas (FUCHS;
MYLONAKIS, 2009).

Diante disto, os dados obtidos por Bitencourt et al., (2019) em um estudo de
microarray mostraram que a exposicdo de T. rubrum em meio de cultura com queratina e
trans-chalcona promoveu mudancas em trés vias de sinalizagcdo distintas, sugerindo
consideravel interacdo entre as vias Tor, CDK kinase e MAPK. Além disso, revelou a ativacao
da MAPK apds exposicdo a trans-chalcona por 1h. Estes resultados sugerem que o modo de
acdo da trans-chalcona esta relacionada com alteracdes acentuadas no metabolismo fungico,
incluindo um desequilibrio entre a sintese dos acidos graxos e degradacéo que interfere com a
integridade da membrana celular e da parede celular. Também, a trans-chalcona atua em alvos
relacionados a fisiologia do dermatofito e ao processo de infeccdo. Além disso, a trans-
chalcona atua em fatores de viruléncia, como proteases, bem como modula proteinas de choque
térmico (BITENCOURT et al., 2019), e também possui uma caracteristica termogénica que
pode estar relacionada a reducdo do teor de ergosterol e consequente dano na parede celular
ocasionando a morte celular fungica (BITENCOURT et al., 2013).

Outro composto promissor para o tratamento de dermatofitoses, é o uso de derivados
da curcumina como agente antifiungico. Curcumina é um componente ativo da conhecida
clrcuma, um ingrediente principal do curry em p6, que é amplamente utilizado na comida
asiatica (ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Seu uso é indicado em doses de
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até 12 g ao dia (GOEL; KUNNUMAKKARA; AGGARWAL,2008) e muitos efeitos benéficos
a salde tém sido atribuidos a curcumina, incluindo os antimicrobianos e anti-inflamatérios que
podem ser utilizados para tratamentos sistémicos e topicos (NGUYEN; FRIEDMAN, 2013;
PRASAD et al.,, 2014; ZOROFCHIAN MOGHADAMTOUSI et al., 2014). Em modelos
animais, a curcumina tem efeitos positivos sobre uma variedade de doencas inflamatérias da
pele, pode melhorar a reparacdo de feridas, e provou ser um agente anti-inflamatério e
antibacteriano eficaz em compostos para terapia topica (AGRAWAL et al., 2014; HARSONO
et al., 2013; KRAUSZ et al., 2015). A maioria das infec¢des por dermatéfitos sdo infeccdes
superficiais de pele confinadas ao estrato corneo. Nesta localizacdo, os fungos séo acessiveis
para curcumina tépicamente aplicada e para luz de comprimento de onda adequado (BRASCH
etal., 2017).

Estudos comprovaram consistentemente que uma inibicdo fotoquimica acentuada de
fungos pode ser alcangada com a curcumina (AL-ASMARI; MEREDDY; SULTANBAWA,
2017; BALTAZAR et al., 2015a, 2015b; BRASCH et al., 2017), e seu potencial efeito
antifingico (BRASCH et al., 2017; BRASCH; BECK-JENDROSCHEK; MAHN, 2018; LEE;
LEE, 2014; MARTINS et al., 2009; WUTHI-UDOMLERT et al., 2000). Em outro estudo, na
busca por uma curcumina combinada com maior solubilidade em &gua, foi utilizado o
Cavacurmin® que € uma formulacdo de curcuminoides (composta principalmente de
curcumina), foi observada a inibicdo de forma eficaz e permanente o crescimento de T. rubrum
(BRASCH et al., 2020).

Compostos que possuem efeitos anti-inflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes e
anticancerigenos tém presente em sua estrutura quimica diversos polifendis, caracterizados pela
presenca de anéis aromaticos (BRGLEZ MOJZER et al., 2016). Dessa forma, ha descricdo de
trabalhos que realizaram modificacdes na estrutura quimica da curcumina, gerando novos
compostos que apresentaram melhor atividade antioxidante quando comparada com a
curcumina original (SAHU, 2016). Além disso, a modificacdo dos anéis aromaticos terminais
da curcumina revelou que o0s grupos doadores de elétrons podem aumentar a atividade anti-
inflamatdria desse composto (SARDJIMAN et al., 1997). A curcumina encapsulada mostrou
mais efetividade em desencadear apoptose em Candida albicans do que a curcumina livre
(SHARMA et al., 2010). Isso nos mostra a importancia de alterar as caracteristicas da
curcumina através de modificagcbes em sua molécula, para manter suas atividades benéficas e

garantir uma maior biodisponibilidade no sitio ativo desejado.
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1.4 Proteinas fangicas

Para melhor compreender o mecanismo de infecgédo fingica, tem aumentado o estudo
das proteinas fungicas. Em T. rubrum algumas proteinas tém sido amplamente estudadas, como
por exemplo: as proteases, que sdo os fatores de viruléncia mais estudados dos dermatofitos,
pois sdo necessarios para a absor¢do de nutrientes durante a colonizagdo do tecido hospedeiro
e a abundéncia dessas proteinas no genoma dermatéfitos destaca sua importancia no habito de
vida do dermatofito (GRUMBT; MONOD; STAIB, 2011; MARTINEZ et al., 2012). Bitencourt
et al., (2019) verificou que o dermatdfito T. rubrum quando crescido em meio contendo
substratos proteicos (queratina e elastina) demonstrou a inducéo de genes codificando proteases
e lipases respectivamente (BITENCOURT et al., 2019).

A secre¢do de enzimas proteoliticas por dermatéfitos tem sido considerada um fator-
chave na invasdo, utilizacao e posterior disseminacgéo dos fungos através do estrato corneo do
hospedeiro (APODACA; MCKERROW, 1990). Jousson et al., (2004) cultivou o T. rubrum em
meio contendo proteina de soja como Unica fonte de nitrogénio e realizou o sequenciamento e
a caracterizacao de genes que codificam duas familias de enzimas proteoliticas secretadasem T.
rubrum resultando em uma familia genética de sete membros subtilisina (SUB) (JOUSSON et
al., 2004a) e uma familia genética metaloprotease (MEP) de cinco membros (JOUSSON et al.,
2004b). Algumas dessas proteases foram identificadas a partir da cultura sobrenadante de T.
rubrum cultivada em meio contendo proteinas de soja como fonte Unica de nitrogénio e
carbono, onde as atividades de varias enzimas em formas naturais ou recombinantes foram
mensuradas (JOUSSON et al., 2004a, 2004b).

As queratinases sdo importantes fatores de viruléncia para os dermatofitos, pois séo
responsaveis pela degradacdo da queratina na pele, unhas ou cabelos em que esses organismos
invadem (VERMOUT et al., 2008). Nos dermatofitos, as proteases extracelulares tém papéis
importantes na aquisicdo de nutrientes, invasdo (VERMOUT et al., 2008) e, para algumas
proteases especificas, adesdo celular (BAGUT et al., 2012).

A classe da familia das proteinas de choque térmico (HSP’s), também conhecida como

resposta ao estresse celular, vem sendo cada dia mais aprofundada nos estudos patégeno-



17

hospedeiro, pois essas proteinas estdo presentes em todos 0s reinos vivos, exceto para archaea
(CHEN; ZHONG; MONTEIRO, 2006)e representam cerca de 1-2% do total de proteinas
celulares de mamiferos sob condicBes de ndo estresse (L; SL, 2005) Verificou-se que a
superexpressdo de HSPs promove a sobrevivéncia celular e protege as proteinas celulares do
risco de dano ou agregacéo. Além do choque térmico, véarios fatores aumentam a expressdo de
HSPs, incluindo fatores ambientais e quimicos, causas fisioldgicas sem estresse e condigdes de
doenca (PIRKKALA; SISTONEN, 2006).

As HSPs sdo classificadas de acordo com sua massa molecular, onde HSP70, por
exemplo, significa subconjunto de HSPs com peso molecular de 70 kDa (HOTER; EL-
SABBAN; NAIM, 2018). Os membros pertencentes a familia de proteinas HSP90 sdo
moléculas ubiquas altamente conservadas com um peso molecular aproximado de 90 kDa. Elas
sdo chaperonas moleculares que promovem o dobramento de proteinas sintetizadas de novo ou
incorretamente dobradas, neutralizando assim sua agregagédo. As proteinas HSP90 participam
de processos celulares essenciais e vias regulatorias, como apoptose, controle do ciclo celular,
viabilidade celular, dobramento e degradacao de proteinas e eventos de sinalizacdo. Além disso,
eles induzem a imunidade adaptativa pela ativacdo de células apresentadoras de antigenos e
células dendriticas. Seu papel proeminente na proteostase, diferenciacdo celular e
desenvolvimento é bem reconhecido. E importante ressaltar que a superexpressio de HSP90
tem sido associada a muitas condicdes patoldgicas, como varios tipos de cancer, infeccéo viral,
inflamacdo e doencas neurodegenerativas, sugerindo um papel potencial na patogénese de
muitas doencas (CHEN; ZHONG; MONTEIRO, 2006; R; S; J, 2012). Em fungos ela contribui
para a integridade da parede celular, germinacao, pigmentacédo de conidios, resisténcia a drogas
e viruléncia (JACOB et al., 2015; MARTINS et al., 2016; MENDES et al., 2018).

Outras proteinas interessantes sdo as quitinases, atraves delas os fungos séo capazes
de degradar a quitina exdgena para fins nutricionais. Além disso, as quitinases sdo utilizadas
para remodelar e reciclar a quitina da sua propria parede celular, onde € um importante
componente estrutural, geralmente localizado nas camadas internas da parede celular do fungo,
proximo da membrana plasmatica (RUIZ-HERRERRA 1991). Enquanto as paredes celulares
da levedura tém um baixo teor de quitina de 0,5-5% e a localizacdo da quitina é restrita a septos,
anéis de constricdo e cicatrizes de brotamento (BULIK et al., 2003; CHAFFIN et al., 1998), as
paredes celulares dos fungos filamentosos consistem em até 20% ou mais de quitina e pode ser
encontrada em toda a parede celular das hifas (RUIZ-HERRERA 1991). Na parede celular do
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fungo, a quitina ¢é reticulada com p-1,3-glucano e este complexo glucano-quitina é
covalentemente ligado a outros polissacarideos (LATGE, 2007b; MUZZARELLI et al., 2012).
Andlises conformacionais detalhadas da quitina fingica sdo tecnicamente muito desafiadoras
e, infelizmente, ndo disponivel na literatura. As fungdes estendidas das quitinases fungicas
incluem defesas contra outros fungos e ataque agressivo ao parasitar outros organismos, por
exemplo, micoparasitismo (fungos que parasitam outros fungos), entomopatdgenos (fungos que
atacam insetos) e fungos que capturam nematodides (SEIDL, 2008). O sequenciamento do
genoma de T. rubrum revelou que os dominios de ligacdo LysM (que codificam quitinases) séo
abundantes em dermatéfitos e provavelmente mascaram os componentes da parede celular do
patdégeno, sendo utilizados para confundir a resposta imune do hospedeiro facilitando o
processo de infeccdo (KAR; PATEL; FREE, 2019).

Durante a interacdo hospedeira-patogeno, a expressdo genética do patdgeno é
geralmente modulada por sinais do hospedeiro. Por isso torna-se necessario entender padrdes e
dindmicas de expressdo genética de patdgenos, a fim de se obter uma visdo dos mecanismos

patogenéticos e sua importancia no processo de infec¢do do hospedeiro (DOBON et al., 2016).

1.5 Anélise protedmica

O termo proteémica foi introduzido em 1995 para descrever todas as proteinas que sao
expressas em um genoma (ANDERSON; ANDERSON, 1996). A analise protebmica € uma
ferramenta poderosa para a separacdo de um complexo de proteinas e sua identificacéo,
tornando-se uma parte importante da estratégia da genémica funcional subsequente (ZHEN et
al., 2007). Enquanto o termo genoma refere-se a sequéncia completa do DNA de um organismo,
0 proteoma diz respeito ao conjunto de proteinas expressas pelo genoma ou, no caso de
organismos multicelulares, como o complemento proteico expresso por um tecido ou por
células diferenciadas (WASINGER, V.C.et al., 1995). Comparado com o transcriptoma, o
proteoma esta mais diretamente relacionado a funcéo e fenétipo (BHADAURIA et al., 2007).
Diferentemente do genoma, o proteoma varia entre os componentes (células, tecidos, fluidos)
de um mesmo organismo multicelular e, considerando-se um unico tipo celular, o proteoma
pode variar de acordo com as condicdes as quais o sistema esta submetido, refletindo alteracfes
nos niveis de sintese e degradacao de proteinas, e a regulacdo das modifica¢des pos-traducionais

das mesmas. O recente aumento de trabalhos publicados na area protebmica ocorreu, em grande
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parte, gracas aos avan¢os metodologicos relacionados a separacao de proteinas por eletroforese
bidimensional em geéis de poliacrilamida (2D-PAGE) e, principalmente, a identificacdo de
proteinas utilizando espectrometria de massa (DI FALCO, 2018). O conjunto de técnicas e
estratégias protedmicas continua expandindo-se constantemente, o que tem permitido um
aumento na velocidade da identificacdo de proteinas, do estudo de modificacbes pos-
traducionais, e da determinacéo de interagdes moleculares que ocorrem nos sistemas biolégicos.
Assim, existe uma crescente aplicacdo da protedmica em problemas biolégicos que envolvem
sinalizagdo celular e transducdo de sinais moleculares como, por exemplo, a expressao de
proteinas em plantas ap6s condicdes de salinidade, seca, e contato com patdgenos
(SALEKDEH; KOMATSU, 2007; SUN et al., 2004; YAN et al., 2005), indicando que a
abordagem protedmica € Util para a analise de proteinas em funcdo das alteracbes a que o
organismo € submetido.

A cromatografia € uma técnica fisico-quimica de separacdo e esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacdes, entre duas fases imisciveis: fase movel e a fase estacionaria (BERTON, D.C 2010).
A cromatografia liquida pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccdo como UV-
Visivel, Fluorescéncia, Indice de refracdo, eletroquimicos e o Espectrdometro de Massas
(STOKVIS; ROSING; BEIIJNEN, 2005). A técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa figuram entre os instrumentos analiticos mais poderosos e Gteis para a
quantificacdo de componentes organicos em misturas complexas em estudos ambientais
(KLOEPFER; QUINTANA; REEMTSMA, 2005), pesquisa de qualidade e composicdo de
alimentos (KRUVE et al., 2008) e campos bioanaliticos e farmacéuticos (DAMS et al., 2003).

A espectrometria de massas é uma técnica utilizada no estudo das massas de &tomos,
moléculas ou fragmentos de moléculas. De uma forma geral, a espectrometria de massas baseia-
se em propriedades fisicas do analito de forma a determinar a relacdo entre a massa e a carga
(m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. A protedmica baseada em espectrometria de massa
é considerada uma tecnologia indispensavel para interpretar a informacdo codificada no
genoma (AEBERSOLD; MANN, 2003).

As técnicas de espectrometria de massas em tandem MS/ MS envolvem dois estagios
de MS. De forma que, no primeiro estagio, os ions de interesse sdo isolados dos outros ions
gerados na fonte de ions. Este ion isolado — nomeado ion precursor — pode sofrer entdo

subsequentes dissociagdes gerando assim fragmentos — denominados ions produto que sdo



20

entdo separados com base na sua massa/carga (GLISH; VACHET, 2003; HAN; ASLANIAN;
YATES, 2008). Devido a sua sensibilidade e especificidade, especialmente MS/MS, séo as
técnicas de escolha na maioria dos laboratérios de controle de qualidade privados e
governamentais (KAZA et al., 2019), que aplicam métodos analiticos validados.

O analisador de massas Orbitrap é composto por um eletrodo central fusiforme e um
eletrodo externo em forma de barril. Os ions s&o injetados no volume entre o0s dois eletrodos.
Com uma voltagem aplicada entre o eletrodo central e o eletrodo mais externo, um campo
elétrico radial distorce a trajetéria dos ions em direcdo ao eletrodo central, enquanto a
velocidade tangencial cria uma forca centripeta (HU et al., 2005; PERRY; COOKS; NOLL,
2008). Ajustando os parametros do equipamento, os ions ficardo em um espiral quase circular
dentro da armadilha. O campo elétrico axial causado pela forma conica dos eletrodos forcam
0s ions para a parte mais larga da armadilha iniciando assim as oscilagdes harmonicas axiais.
Eletrodos externos séo entdo utilizados para detectar a corrente destas oscilagbes axiais. A
corrente obtida no dominio do tempo, € transformadora, através da transformada de Fourier,
para 0 dominio da frequéncia e entdo convertida no espectro de massas (ZUBAREYV;
MAKAROV, 2013).

A finalizacdo do processo consiste na interpretacdo dos espectros gerados pelos
espectrometros de massas que é realizado por consultas a bancos de dados (XU et al., 2006).
Em alguns softwares de identificacdo das proteinas e peptideos, a proteina ao ser identificada,
recebe uma pontuacéo (score), além de informagbes como 0 numero de acesso no banco de
dados (NCBI), massa molecular, ponto isoelétrico e cobertura de sequéncia dos espectros de
massas.

Alguns estudos tém sido feitos para analisar as proteinas em T. rubrum, sabe-se que
em um meio contendo proteinas como Unica fonte de nitrogénio e carbono, os dermatéfitos
secretam um grande nimero de proteinas, especialmente proteases capazes de degradar o
substrato em compostos que podem ser assimilados pelo fungo (JOUSSON et al., 2004b;
MONOD et al.,, 2005). LENG et al, (2008) analisou o proteoma de conidios de T.
rubrum, crescidos me meio de cultura Sabouraud, combinando-se protedmica shotgun com pré-
fracionamento de amostras e digestdo enzimatica multipla. No total, 1026 proteinas foram
identificadas. A classificacdo funcional revelou que as proteinas identificadas cobriram quase
todos os principais processos bioldgicos. Algumas proteinas foram esporos especificos e

relacionados a sobrevivéncia e dispersdo de conidios de T. rubrum , e muitas proteinas foram
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importantes para a germinacdo de conidios e resposta as condi¢fes ambientais, 0 que sugeriu
que o proteoma dos conidios de T. rubrum é consideravelmente complexo, e que a manutencdo
da dorméncia dos conidios é um processo intricado e elaborado (LENG et al., 2008)

Também Xu et al., (2019) realizou uma anélise de propionilacéo de todo o proteoma
nos estagios conidiais e miceliais de T. rubrum crescidos em Sabouraud, onde um total de 157
locais propionilados em 115 proteinas foram identificados, e a alta confianca da identificacéo
de propionilagdo foi validada por ensaio de monitoramento de reagéo paralela (PRM). Os
resultados mostram que as proteinas propioniladas estavam principalmente envolvidas em
varias vias metabdlicas. Uma comparacdo dos estagios conidiais e miceliais revelou que a
maioria das proteinas e sitios propionilados eram especificos do estagio de crescimento e
independentes da abundancia de proteinas. Com base nas classificagdes de funcéo, as proteinas
propioniladas tiveram distribuicdo semelhante nos dois estagios. Além da acetilacéo,
succinilacdo e propionilacdo identificadas em T. rubrum, 26 outros sitios também foram
encontrados neste fungo (XU et al., 2019).

Outro estudo procurou identificar sistematicamente os sitios succinilados e proteinas
emT. rubrum cultivado em meio Sabouraud onde em um total de 569 sitios de lisina succinilada
foram identificados em 284 proteinas. Essas proteinas succiniladas estdo envolvidas em varios
processos celulares, como metabolismo, tradugdo e regulacdo epigenética. Alem disso, 24
proteinas relacionadas a patogenicidade foram encontradas como succiniladas. A comparacao
do succiniloma nos estagios de conidios e micélios revelou que a maioria das proteinas
succiniladas e locais eram especificos do estagio de crescimento. Foram identificadas 24
proteinas succiniladas relacionadas a patogenicidade em T. rubrum ou proteinas homologas
envolvidas na viruléncia em outros fungos, como por exemplo a Hsp70, Superoxido desmutase,
adesinas entre outras. Oito proteases secretadas foram identificadas como succiniladas,
incluindo aminopeptidase, endopeptidase aspartica Pep2, leucina aminopeptidase 1, leucina
aminopeptidase 2, protease semelhante a subtilisina, proteina da familia Peptidase S41,
tripeptidil-peptidase SED2 e carboxipeptidase S1. Além das proteases secretadas, foram
identificados transportador de maltiplas drogas, a malato sintase, duas GTPases do tipo Rh e as
proteinas de choque térmico (Hsps) Hsp3l, Hsp60, Hsp70 e Hsp90, foram fortemente
succinilados (XU et al., 2017).

E Xu et al.,(2018) realizou a comparacao entre os estagios conidial e micelial de T

rubrum, com base em seus proteomas de células inteiras e acetilomas de lisina. No total, 4.343
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proteinas foram identificadas em ambos os estagios, e 1.879 proteinas foram identificadas como
diferencialmente expressas entre os dois estagios. As proteases secretoras foram mais
abundantes nos conidios, enquanto o metabolismo aer6bio e a sintese proteica foram
significativamente ativados na fase micelial. Além disso, 386
sitios acetilados em 285 proteinas e 5.414 sitios acetilados em 2.335 proteinas foram
identificados em conidios e micélios, respectivamente (XU et al., 2018).

A maioria dos trabalhos publicados é realizado com 0 meio Sabouraud, um meio de
cultura rico em nutrientes, por isso a torna-se necessario a padroniza¢do de um meio de cultura
adequado para estudar as proteinas envolvidas na infeccdo, juntamente com os avangos na
tecnologia protebmica e a disponibilidade de dados de sequéncias genémicas homélogas de
outras espécies fungicas relacionadas tornam possivel a identificagdo global de proteinas
secretadas em dermatofitos e a melhor compreensdo do efeito dessas proteinas na

patogenicidade destes fungos.

1.6 Modelos de estudo

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

A fim de estudar o processo de infeccdo da pele, varios modelos de infeccdo foram
desenvolvidos. Isso inclui o uso de cornedcitos isolados (ALJABRE et al., 1993; ZURITA,;
HAY, 1987), pele humana explantada (BALDO et al., 2012; DUEK et al., 2004; KAUFMAN
et al., 2007; SMIJS et al., 2007), culturas de células usando células de ovéario de hamster chinés
(CHO) (ESQUENAZI et al., 2003), modelos animais in vivo, incluem o uso de cobaias,
camundongos e invertebrados (como larvas de Galleria mellonella), que também tém sido Uteis
para avaliar a atividade de drogas antifungicas (BALTAZAR et al., 2014, FAWAY,;
LAMBERT DE ROUVROIT; POUMAY, 2018; ISHII et al., 2017; STAIB et al,
2010), queratinocitos humanos imortais (células HaCaT) (BITENCOURT et al., 2016a;
CANTELLI etal., 2017; KOMOTO et al., 2015; PETRUCELLI et al., 2018) epiderme humana
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reconstituida (EHE) (FAWAY et al., 2017) e crescimento do fungo em meios de cultura
contendo substratos proteicos (BITENCOURT et al., 2016a; DE ABREU et al., 2020).

Este Gltimo modelo tem sido usado em diversos trabalhos que auxiliaram na compreensao
do modo de agéo do T. rubrum. Como por exemplo, a partir do crescimento do fungo em meios
de cultura contendo queratina ou elastina a analise do transcriptoma mostrou uma inducdo de
um grande numero de proteases quando T. rubrum foi cultivado na presenca de queratina,
também promoveu a regulacdo positiva de um gene que codifica uma proteina semelhante a
adesina MAD1 de Magnaporthe grisea com uma sequéncia de repeticdo adjacente. A expressao
desse gene semelhante a adesina também foi induzida durante a co-cultura de T. rubrum com
uma linha celular de queratindcito humano, confirmando seu papel nas interagbes fungo-
hospedeiro (BITENCOURT et al., 2016a).

Também utilizando meio de cultura contendo queratina foi possivel estudar genes que
codificam proteinas da parede celular com repeticdes adjacentes revelando a regulacéo positiva
de candidatas adesinas, como a adesina madl (TERG_08771), msh2 (TERG_05644), scwll
(TERG_05576) e mpsl (TERG_08369) na presenca de queratina e também na presenca de
antifangicos como o fluconazol, indicando essas sequéncias como novos alvos potenciais para

o desenvolvimento de agentes antifungicos (DE ABREU et al., 2020).
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2 JUSTIFICATIVA

O Trichophyton rubrum é o agente etiol6gico responsavel por mais de 69,5% das
infeccbes causadas por fungos. As infecches provocadas por esse fungo ocorrem
principalmente nas camadas queratinizadas como pele, pelos e unhas, pois ele utiliza a queratina
como fonte de nutriente. Apesar da alta prevaléncia de dermatofitoses em todo o0 mundo, ainda
é escasso 0 conhecimento dos mecanismos moleculares envolvendo a interacdo fungo-
hospedeiro. A analise funcional das proteinas envolvidas na degradacdo de estruturas
queratinizadas do hospedeiro pode evidenciar atributos proteicos envolvidos na viruléncia e nos
processos de infeccdo. Além disso, 0 uso de antifungicos utilizando a ferramenta de meio de
cultura com queratina pode evidenciar proteinas que podem ser alvos celulares putativos no
desenvolvimento de novos agentes antifingicos. A analise protebmica ¢ uma ferramenta
poderosa para a separacdo de um complexo de proteinas e sua identificacdo, tornando-se uma
parte importante da estratégia da gendmica funcional subsequente. Além disso, a analise
comparativa dos trabalhos de transcriptoma dos trabalhos ja publicados pelo grupo de pesquisa
e o perfil proteomico de T. rubrum cultivado em meio de cultura contendo queratina e na
presenca de antifingicos podera ampliar a compreensao dos processos de patogenicidade deste

fungo como a resposta a antifungicos.

3 HIPOTESE
As proteinas de T. rubrum sdo moduladas por moléculas antifungicas e também por

estimulos que mimetizam a resposta do hospedeiro.

4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a modulacdo das proteinas de T. rubrum envolvidas na resposta fungo-
hospedeiro e na resposta de moléculas antiflngicas de origem natural como a trans-chalcona e
um curcuminoide utilizando meio de cultura contendo substratos proteicos, como modelo de

infeccdo superficial.

4.1 Obijetivos especificos

1. Padronizar uma ferramenta in vitro para estudo de infeccdo superficial utilizando meio

de cultura contendo substrato proteico (queratina).
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Avaliar as proteinas de T.rubrum moduladas na resposta fungo-hospedeiro, utilizando a
ferramenta que simula a infecgao superficial.

Avaliar as proteinas de T.rubrum moduladas em resposta a presenca de agentes
antifungicas de origem natural (trans-chalcona e curcuminoide), utilizando a ferramenta
de infeccéo superficial

Extrair, quantificar e sequenciar proteinas por espectrometria de massas em cada
condigéo.

Andlise comparativa dos resultados com bancos de dados de proteinas fungicas

disponiveis
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Linhagens utilizadas
Foi utilizada a linhagem sequenciada pelo Broad Institute CBS 118892 (figura 2). O cultivo

da linhagem foi realizado em meio de cultura Sabouraud por 15 dias a 28° C, segundo 0s métodos

previamente descritos por Bitencourt et al (2016).

Figura 2 - Aspectos da linhagem de T. rubrum utilizada

A: Verso da placa de Petri, B: frente da placa de Petri, C : suspensdo de conidios observados ao microscépio

Optico com o aumento de 40x.

5.2 Preparacédo de Suspensdo de conidios de T. rubrum

Suspensbes de conidios foram preparadas a partir das culturas de T. rubrum CBS
118892 crescidas por 15 dias. A suspensdo de conidios foi preparada em solucéo salina 0,9%,
agitado para a liberacdo dos conidios, em seguida a suspensdo foi filtrada em 1a de vidro e o
filtrado resultante foi transferido para um tubo estéril e sua concentracdo ajustada para as
condicdes de uso: i) sua densidade Optica determinada entre 0,125 — 0,155 de absorbancia, o
que corresponde a 70-72% de transmitancia, em um comprimento de onda de 530 nm, essa
suspensdo foi diluida 1:50 em meio RPMI para o teste de Concentracdo Inibitoria Minima, ii)
a concentracio de conidios foi verificada em um hematimetro e ajustada para 1x10°

conidios/ml para o cultivo em diferentes meios de cultura.
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5.3 Compostos utilizados
Para os ensaios bioldgicos foram utilizados a trans-chalcona que foi adquirida da
Sigma Aldrich® e o curcuminoide 2088 foi gentilmente cedido pelo prof® Jonathan Dimmock

da University of Saskatchewan do Canada, quimico medicinal o qual tem colabora¢do com o

grupo de pesquisa (figura 3).

Figura 3 - Estrutura molecular dos compostos utilizados

Trans-chalcona Curcuminoide 2088
0
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Fonte: elaborador pelo autor.

5.4 Determinacdo da Concentracao inibitéria minima (CIM) e Concentragéo fungicida

minimo (CFM) dos compostos contra T. rubrum.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos compostos, foi realizada
uma micro diluicdo seriada, de acordo com o método de referéncia de sensibilidade a
antifungicos M-38-A32 (CLSI, 2008), a qual utilizou placas de 96 pogos fundo em “U” em
meio RPMI, partindo de uma concentragdo de 500ug/mL. Apds a micro dilui¢do, adicionou-se
a suspensao de conidios preparada anteriormente (item 5.2). Incubou-se as placas por 7 dias a
28°C, quando foi observado a minima concentracdo do composto em que ndo apresentava um
crescimento macroscopico do fungo.

A Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi determinada a partir dos resultados dos
testes de CIM. Foram utilizados 100uL do meio de cultura respectivo a cada po¢o da placa de
96 onde foi determinada a CIM dos compostos, assim como, 0s controles positivos. O meio de

cultura foi plaqueado em triplicata na superficie das placas contendo Agar Sabouraud dextrose
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e foram incubados por 7 dias a 28°C. A CFM foi definida como a menor concentragdo do
composto testado que inibiu o crescimento dos fungos. Os ensaios de CIM e o CFM foram
realizados em trés experimentos independentes em triplicata (Bitencourt et al.,2016).

5.5 Cultivo de T. rubrum em diferentes meios de cultura

Inicialmente foi realizado um pré-cultivo, onde suspensdes de conidios, na
concentragdo de 1x10° conidios/ml, foram adicionadas em triplicata em Meio Sabouraud (SAB)
(APENDICE) e mantidos por 3 dias com agitagdo de 130rpm a 28°C, logo apds os micélios
foram filtrados e adicionados nas condicdes de estudo: i) MM: Meio Minimo de Cove (COVE,
1966) (APENDICE) suplementado com 70 mM de nitrato (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) e 50 mM de glucose (Sigma Aldrich); ii) Meio Minimo com Queratina (MQ): meio
minimo de Cove suplementado com queratina bovina a 0,5%, iii) Meio Minimo com Queratina
adicionado de Trans-chalcona (MQTC): meio minimo de Cove suplementado com queratina
bovina a 0,5% + 3,25uM de trans-chalcona (70% do valor de CIM , i) Meio Minimo com
Queratina adicionado do curcuminoide 2088 (MQCur): meio minimo de Cove suplementado
com queratina bovina a 0,5% + 4,13uM do curcuminoide 2088 (70% do valor de CIM). O pH
do meio foi ajustado para 5,0 em todas as condicdes num volume de 150 mL para todas as
condicdes e todos os ensaios foram incubados por 7 dias com agitacdo de 150 rpm a 28°C. Em
seguida, os micelios foram filtrados em funil de Blichner, em condigdes estéreis, sendo esses
micélios, posteriormente, congelados com nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C

para as etapas seguintes de acordo com Bitencourt et al., (2016).

5.6 Preparacdo de amostra

A preparacao das amostras, quantificacdo e sequenciamento das proteinas foi realizada
pela empresa VERITAS BIOTECNOLOGIA LTDA através de servico terceirizado. Cerca de
150 mg das amostras de micélio foram pesados, ressuspendidos em 1mL de solucdo de SDS
1% contendo 1mg de DTT (ditiotreitol), sendo em seguida fervidos por 15 minutos a 100° C.
Apo6s as amostras voltarem a temperatura ambiente, foram adicionados 1mL de tampéo
contendo uréia 8M, 5mg de iodoacetamida e Tris-HCI 0,15M pH 8.8 e incubacdo por 20

minutos no escuro. Em seguida foi realizada a sonicagdo de cada amostra, em 3 ciclos de 1
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minuto cada, com amplitude de 30 e descanso de 2 segundos, mantendo a amostra em gelo.
Apos a centrifugagdo a 5.000xg por 30 min a 4°C, o sobrenadante foi coletado. 500uL foram
aliquotados e a precipitacdo das proteinas foi realizada pela adicdo de acetona 50%, etanol
49.9% e 4cido formico 0.1%. O pellet obtido foi ressuspendido em 100 pL de tampdo contendo
uréia 8M, Tris-HCI 0,15M pH 8.8 e 0 extrato proteico foi entdo obtido.

5.7 Quantificacdo de proteinas

Para a quantificacdo de proteinas foi utilizado o método de Bradford com o reagente
Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, cdd. 500-0006, Lote L9700067 Rev J). A
curva padrdo foi realizada com diferentes diluicGes de BSA, preparada a partir de estoque
adquirido comercialmente (Protein Standard 200mg/mL, Sigma, Cod. # P5369-10 mL Lote
110M6005). As amostras foram distribuidas nas microplacas em duplicatas de 1uL cada. A
absorbancia em 595 nm foi lida em espectrofotébmetro (Molecular Devices, SpectraMax Plus
384). Através dos dados obtidos na quantificacdo, foi estimada a massa total de proteinas

presentes nas amostras recebidas.

5.8 Preparacdo das amostras para analise protedmica

Foram utilizados 25 pg de proteina para cada amostra ensaiada. O volume das
amostras foi diluido 8 vezes em solugdo de 0,1 M de bicarbonato de amonio pH >8,0 obtendo-
se um volume final de 400uL. As amostras foram entdo incubadas com 1 pg de tripsina
(Promega, V511A) a 37°C durante 12h. Previamente a aplicacdo das amostras no espectrometro
de massas foi realizado o “clean-up”/ desalting” das amostras, utilizando-se a coluna OASIS
HLB Cartridge 1lcc (cat. number: 186000383, Waters), conforme descricdo do fabricante.
Brevemente, a coluna foi equilibrada com solucgéo acetonitrila 2% contendo acido férmico 0,1%
e a eluicdo do material de interesse foi realizada com acetonitrila 50%. As amostras foram em
seguida secas em speed vac em tubos de baixa absorcéo de proteinas (eppendorf) e aplicadas

em espectrdmetro de massas, conforme descrito a seguir.
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5.9 Anélise por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas LC MS/MS

A anélise por Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas LC
MS/MS foi realiza na empresa VERITAS BIOTECNOLOGIA LTDA através de servico
terceirizado, onde as amostras digeridas conforme descrito acima, foram analisadas por
espectrometro de massas Orbitrap Eclipse (ThermoFisher) acoplado a um sistema de
cromatografia nanoflow Nano LC-MS/MS (Dionex Ultimate 3000 RLSCnano System,
Thermofisher). Cerca de 2 ug de cada amostra foram injetados para analise. Os peptideos foram
separados em coluna Nanoease MZ peptide BEH C18 (130A, 1.7um, 75umx250mm, Waters)
300 nL/min utilizando um gradiente de 4-50% de acetonitrile em 90 minutos. Os dados foram
adquiridos no MS1 na faixa de M/Z 375-1500 (120.000 de resolucdo, AGC target 1 E6 com
tempo méximo de injecdo de 100 ms). Os ions mais abundantes foram submetidos a MS/MS
com energia de colisdo de 30%, janela de isolamento do precursdo de 1.2 m/z, AGC target 1E5
e resolucdo de 15.000. Os dados brutos (arquivos.raw) foram convertidos a mzXML e
processados utilizando o algoritmo Comet (v. 2018). Foi utilizado o banco de dados de fungos,
de proteinas revisadas (UNIPROT Junho 2021). Os peptideos identificados que atingiram o
critério maximo de 5% de erro pelo Peptide Prophet foram utilizados para a extracdo da
intensidade para quantificacdo pelo algoritmo Xpress. Os peptideos e suas intensidades foram

agrupados para gerar a intensidade da proteina utilizando um script na linguagem R.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos

compostos contra T.rubrum.

Apobs os sete dias de crescimento foi possivel identificar a menor concentracdo dos
compostos que inibiram o crescimento fungico, onde os dois compostos antiflngicos testados

apresentaram resultados semelhantes frente ao T. rubrum, conforme descrito na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Concentracdo inibitéria minima (CIM), concentracdo dos compostos utilizados na
proteomica, e concentragdo fungicida minima (CFM) em uM dos compostos antifingicos

[0)
Valor de CIM 70% do Valor Valor de CFM
Composto de CIM
Trans-chalcona 4.65 3,25 4,65
Curcuminoide 2088 5,9 4,13 59
Fluconazol 15.62 10,93 N.E

N.E = Valor ndo encontrado

Diante dos valores de CIM de cada composto antifingico ensaiado, observamos que o
valor é menor do que o antifungico comercial fluconazol, mostrando que os compostos
antifangicos testados foram mais eficientes do que o antifungico utilizado atualmente no
tratamento das dermatofitoses. Para 0s experimentos de protebmica o fungo foi cultivado na
presenca de 70% do valor de CIM dos antifingicos (Tabela 1), valor que ndo impediu o
crescimento fungico e foi possivel obter massa micelial para avaliacdo das proteinas na

presenca desses compostos antifungicos de origem natural.

6.2 Quantificacdo das proteinas

Apos avaliacdo da concentracdo de proteina presente em cada uma das amostras, pelo
método de Bradford, estimamos a quantidade de proteina em mg/mL, conforme mostrado na

tabela 2 abaixo:
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Tabela 2 - Quantificacdo de proteinas

Amostra Concentracao de Proteinas
(mg/mL)
MM 0,27
MQ 1,0
MQTC 1,6
MQCur 1,2

6.3 Analise por espectrometria de massas

As amostras foram analisadas individualmente através de espectrometria de massas
avancada e o numero de peptideos identificados foi utilizado como indicativo aproximado de
abundancia.

Foram identificadas 895 proteinas em MM, 348 em MQ, 238 em MQTC e 276 em
MQCur. Todas as proteinas identificadas foram comparadas as do banco de dados de proteinas
ndo redundantes do NCBI, ao banco de dados de grupos ortélogos eucariéticos, ao banco de
dados de proteinas (UNIPROT) e ao banco de dados de ontologia de genes para obter
informacGes de anotacdo funcional. Sdo mostrados nas tabelas 3 e 4 as 30 proteinas mais

abundantes em MM e em MQ, respectivamente.

Tabela 3 - 30 proteinas mais abundantes em MM.

MM
Gene
Gene Ontology | Gene ontology
NUmero de Nome da TERG Ontology )
peptideos proteina (processo (componente (funcao
biol6gico) celular) molecular)
cellular amino lutamate
Glutamate acid metabolic gehy drogenase
526 dehydrogenase TERG_04580 process (NADP+) activity
[GO:0006520] [GO:0004354];

nucleotide
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binding
[GO:0000166]

119

Hsp90- like TERG_06963

protein

protein folding
[GO:0006457]

ATPase activity
[GO:0016887];
ATP binding
[GO:0005524];
unfolded protein
binding
[GO:0051082]

116

Elongation

N TERG_04928

mitochondrion
[GO:0005739]

GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
[GO:0005525];
translation
elongation factor
activity
[GO:0003746]

114

Woronin body

i : TERG_04281
major protein B

positive
regulation of
translational
elongation
[GO:0045901]

ribosome binding
[GO:0043022];
translation
elongation factor
activity
[GO:0003746]

91

Glyceraldehyde
-3-phosphate
dehydrogenase

TERG_04402
(EC1.2.1.12)

glucose
metabolic
process
[GO:0006006];
glycolytic
process
[GO:0006096]

glyceraldehyde-
3-phosphate
dehydrogenase
(NAD+)
(phosphorylating)
activity
[GO:0004365];
NAD binding
[GO:0051287];
NADP binding
[GO:0050661]

82

Elongation

factor 1-alpha TERG 00548

GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
[GO:0005525];
translation
elongation factor
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activity
[GO:0003746]
ATPase activity
Hsp70-like [GO:0016887];
82 protein TERG_06505 ATP binding
[GO:0005524]
integral ATP binding
component of  [GO:0005524];
Plasma proton export
ATPase (EC - membrane '[plaéma ] ter);ac;;r)g;?er
7.1.2.1) [GO:0120029] .
membrane activity
[GO:0005886] [GO:0008553]
oxidoreductase
activity, acting on
the aldehyde or
77 Aldehyde TERG_01404 oxo group of
dehydrogenase donors, NAD or
NADRP as
acceptor
[G0O:0016620]
beta-glucosidase
cellulose activity
Beta- catabolic [GO:0008422];
72 glucosidase (EC TERG_00481 scopolin beta-
3.2.1.21) Process glucosidase
[GO:0030245] .
activity
[G0O:0102483]
anchored
component of
membrane
CFEM domain-  TERG 01507 [GO:0031225]
70 containing a : cell wall
protein [GO:0005618]
; plasma
membrane
[GO:0005886]
Alpha-1,4 carbohydrate glycogen
69 glucan TERG 03875 metabolic phosphorylase
phosphorylase - process activity
(EC2.4.1.1) [GO:0005975] [GO:0008184];
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linear malto-
oligosaccharide
phosphorylase
activity
[GO:0102250];
pyridoxal
phosphate
binding
[GO:0030170];
SHG alpha-
glucan
phosphorylase
activity
[GO:0102499]

Uncharacterized

response to

heme binding
[GO:0020037];
iron ion binding
[GO:0005506];
oxidoreductase
activity, acting on
paired donors,

68 rotein TERG_02735 oxidative stress with
P [GO:0006979] incorporation or
reduction of
molecular oxygen
[GO:0016705];
peroxidase
activity
[GO:0004601]
beta-N-
acetylhexosamini
Beta- carbohydrate dase activity
N TERG_04775  mgtanolic [GO:0004563];
67 hexosaminidase
(EC 3.2.1.52) process N-acetyl-beta-D-
T [GO:0005975] galactosaminidas
e activity
[GO:0102148]
65 Unchfaracterlzed TERG_ 05138
protein
Glutamine- carbohydrate
63 fructose-6- TERG_01677 derivative carbohydrate
) derivative
phosphate metabolic
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transaminase process binding
(Isomerizing) [GO:1901135] [GO:0097367]
Phosphoacetylgl
ucosamine carbohydrate
mutase (PAGM) metabolic magnesium ion
(EC5.4.2.3) process binding
(Acetylglucosa  TERG 00250 [GO:0005975]; [GO:0000287];
62 mine B UDP-N- phosphoacetylglu
phosphomutase) acetylglucosami cosamine mutase
(N- ne biosynthetic activity
acetylglucosami process [GO:0004610]
ne-phosphate [GO:0006048]
mutase)
ATP-dependent
6- 6-
phosphofructoki fructose 6- phosph_ofructokin
e AT e S o 8
PFK) . cytoplasm : 72];
60 (Phosphofructo | ERC-09437 - metabolic [GO:0005737] ATP binding
kinase) (EC péogfegg%ooz [GO:0005524]:
2.7.1.11) [GO: ] metal ion binding
(Phosphohexoki [GO:0046872]
nase)
ATP binding
[GO:0005524];
gluconeogenesis biotin binding
Pyruvate F2SGS7_TRIR [GO:0006094]; [GOZ0.0093.74].;
59 carboxylase (EC C pyruvat(? metal ion binding
metabolic [GO:0046872];
6.4.1.1)
process pyruvate
[GO:0006090] carboxylase
activity
[GO:0004736]
59 Unchfaracterlzed TERG. 03624
protein
55 Unchfaracterlzed TERG_ 07641
protein
) 'de novo' ATPase activity
54 Hsp75-like TERG 01883  Cotranslational ~ Polysome [G0:0016887];
protein - protein folding ~ [G0:0005844]  ATP pinding

[GO:0051083];

[GO:0005524];
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cellular unfolded protein
response to binding
glucose [G0O:0051082]
starvation
[GO:0042149];
cytoplasmic
translation
[GO:0002181];
regulation of
translational
fidelity
[GO:0006450];
ribosomal
subunit export
from nucleus
[GO:0000054];
rRNA
processing
[GO:0006364];
translational
frameshifting
[GO:0006452]
' protein ATPase activity
53 Hsp60-like TERG_04141 refolding [GO:0016887];
protein [GO:0042026] ATP binding
[GO:0005524]
Peptidyl-prolyl peptidyl-prolyl
Cis-trans protein folding Cis-trans
53 Isomerase TERG_06858 [GO:0006457] iIsomerase
(PPlase) (EC ' activity
5.2.1.8) [GO:0003755]
ATP binding
[GO:0005524];
proton- proton-
transporting  transporting -
ATP synthase ATP synthase ~ ATPase activity,
51 subunit beta TERG_04145 complex, rotational
(EC7.1.2.2) catalytic core ~ Mechanism
F(1) [GO:0046961];
[GO:0045261] Proton-

transporting ATP
synthase activity,
rotational
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ATP synthase

mechanism
[GO:0046933]
roton- ATP binding
P . [GO:0005524];
transporting
proton-

ATP synthase

transporting ATP

50 subunit alpha, TERG 02032 complex, svnthase activit
mitochondrial catalytic core rgtational Y.
F(L) mechanism
[GO:0045261]5.0:0046933]
Uncharacterized metal ion binding
50 protein TERG_04121 [GO:0046872]
mitochondrial intearal
ADP g
component of
transmembrane membrane
ADP/ATP ransport 150:0016021] ATP:ADP
translocase [GO:0140021]; . : .
47 (ADP,ATP TERG_08655 mitochondrial ; antiporter activity
! . mitochondrial  [GO:0005471]
carrier protein) ATP .
inner
transmembrane
transport membrane
[GO:1990544] [GO:0005743]
46 Unchgracterlzed TERG 06144
protein -
45 Unchgracterlzed TERG 00911
protein -
Tabela 4 - 30 proteinas mais abundantes em MQ
MQ
Gene
Ndmero Ontology Gene Ontology Gene Ontology
de Nome da proteina TERG (componente 3
peptideos (processo celular) (funcéo molecular)
biologico)
carbohydrate beta-N-
Beta- metabolic acetylhexosaminidas
132 hexosaminidase TERG_04775 e activit
process y
(EC 3.2.1.52) [GO:0004563]; N-

[GO:0005975]

acetyl-beta-D-
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galactosaminidase

activity
[GO:0102148]
ATPase activity
63 Hsp70-like protein TERG_06505 [9020016887]’ ATP
binding
[GO:0005524]
ascospore wall
assembly
[GO:0030476]
; cellular actin cortical
response to patch
oxidative [GO:0030479];
stress actin filament
[GO:0034599] [GO0:0005884]; ATP binding
; DNA repair  actin filament [GO:0005524];
[GO:0006281] bundle histone
; endocytosis [GO:0032432];  acetyltransferase
) [GO:0006897] cellular bud activity
58 Actin TERG. 06637 . establishm(?nt n_eck contractile _[GO:QOO4402]_;
of cell polarity  ring identical protein
[GO:0030010] [GO:0000142]; binding
; mitotic Ino80 complex  [G0:0042802];
actomyosin [GO:0031011];  structural constituent
contractile ring  NuA4 histone of cytoskeleton
contraction acetyltransferas  [G0:0005200]
[GO:1902404] e complex
; protein [GO:0035267];
secretion Swrl complex
[GO:0009306] [GO:0000812]
; vacuole
inheritance
[GO:0000011]
Uncharacterized TERG_05518 OXI.d c_Jreductase
49 protein activity
[GO:0016491]
i ATP binding
Plasma membrane TERG 04130 proton export |Cr(1)tr:gral t of [GO:0005524]; P-
— across plasma ponent o :
32 ATPase (EC membrane membrane type proton-ex_pc_)rtlng
7.1.2.1) [GO:0120029] [GO:0016021]; transporter activity

plasma

[GO:0008553]
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membrane
[GO:0005886]

30

Superoxide
dismutase [Cu-Zn]
(EC 1.15.1.1)

TERG_04335

metal ion binding
[GO:0046872];
superoxide dismutase
activity
[GO:0004784]

28

Elongation factor
1-alpha

TERG_00548

GTPase activity
[GO:0003924]; GTP
binding
[GO:0005525];
translation elongation
factor activity
[GO:0003746]

27

Glutamate
dehydrogenase

TERG_04580

cellular amino
acid metabolic
process

[GO:0006520]

glutamate
dehydrogenase
(NADP+) activity
[GO:0004354];
nucleotide binding
[GO:0000166]

27

Aldehyde
dehydrogenase

TERG_01404

oxidoreductase
activity, acting on the
aldehyde or oxo
group of donors,
NAD or NADP as
acceptor
[G0O:0016620]

26

Hsp90-like protein

TERG_06963

protein folding
[GO:0006457]

ATPase activity
[GO:0016887]; ATP
binding
[GO:0005524];
unfolded protein
binding
[GO:0051082]

25

Woronin body
major protein

TERG_04281

positive
regulation of
translational
elongation
[GO:0045901]

ribosome binding
[GO:0043022];
translation elongation
factor activity
[GO:0003746]

25

Tubulin beta chain

TERG_07904

cytoplasmic
microtubule

cytoplasmic
microtubule

GTPase activity
[GO:0003924]; GTP
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organization
[GO:0031122]
; establishment
or maintenance
of cell polarity
regulating cell
shape
[GO:0071963]
; intracellular
distribution of
mitochondria
[GO:0048312]
: mitotic
spindle
assembly
[GO:0090307]
; mitotic
spindle
elongation
[GO:0000022]
; mitotic
spindle pole
body
duplication
[GO:1903087]
; nuclear
migration by
microtubule
mediated
pushing forces
[GO:0098863]
; positive
regulation of
intracellular
protein
transport
[GO:0090316]

[GO:0005881];
spindle
microtubule
[GO:0005876];

tubulin complex

[GO:0045298]

binding
[GO:0005525];
structural constituent
of cytoskeleton
[GO:0005200]

24

Chitinase (EC
3.2.1.14)

TERG_00216

chitin catabolic
process
[GO:0006032]
polysaccharide
catabolic

chitinase activity
[GO:0004568]; chitin
binding
[GO:0008061]
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process
[GO:0000272]

Ribos L4 asso C

structural constituent

22 domain-containing TERG_04506 t[ggsgt)lgg 12] [ggsfgg)e58 40] of ribosome

protein ’ ' [GO:0003735]
formate
dehydrogenase
(NAD+) activity

Formate cytoplasm [GO:0008863]; NAD

dehydrogenase formate [GO:0005737];  binding

(FDH) (EC catabolic formate [GO:0051287];

22 1.17.1.9) (NAD- TERG_06614 process dehydrogenase  oxidoreductase
dependent formate [GO:0042183] complex activity, acting on the
dehydrogenase) [GO:0009326]  CH-OH group of

donors, NAD or
NADP as acceptor
[GO:0016616]
GTPase activity
[GO:0003924]; GTP
mitochondrion binding

21 Elongation factor 2 TERG_04928 ) [GO:0005525];

[GO:0005739] : .
translation elongation
factor activity
[GO:0003746]

21 Unchfiracterlzed TERG 07641
protein -

Alpha- let)m;yannosmase
v c0t0iso)
21 o TERG_12680 — carbohydrate binding
[GO:0006013] [G0:0030246]; metal
ion binding
[GO:0046872]

21 Unchfaracterlzed TERG 00060
protein -

21 Uncharacterized TERG_05151

protein
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Neutral ceramidase activity
ceramidase (EC ceramide [GO:0102121]; N-
20 3.5.1.23) TERG_00899  catapolic acylsphingosine
process amidohydrolase
[GO:0046514] activity
[GO:0017040]
integral
20 Uncharacterized TERG_06927 component of
protein membrane
[GO:0016021]
19 But2 domain-  epe 6740
containing protein
beta-glucosidase
cellulose activity
Beta-glucosidase catabolic [GO:0008422];
18 (EC3.2.1.21) TERG_00481 process scopolin beta-
[GO:0030245] glucosidase activity
[GO:0102483]
anchored
component of
membrane
- [GO:0031225];
18 ganf:{'n?nomig‘tein TERG_01507 cell wall
gp [GO:0005618]:
plasma
membrane
[GO:0005886]
metal ion binding
18 Transketolase TERG_01359 [GO:0046872];
transferase activity
[GO:0016740]
Thioredoxin peroxidase activity
17 doma_ln-contalnlng TERG_08848 [GO:0004601]
protein
Thioredoxin id -
domain-containing pggx(;ogzzg(itlvny
17 orotein TERG_00124 [GO: ]
17 Mitochondrial TERG 04311 Mitochondrial integral inorganic phosphate

thiamine

phosphate ion

component of

transmembrane
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pyrophosphate transmembran  membrane transporter activity

carrier 1 e transport [GO:0016021]; [GO:0005315]
[GO:1990547] mitochondrial
inner membrane
[GO:0005743]

17

integral
component of
membrane
TERG_04400 [GO:0016021];
plasma
membrane
[GO:0005886]

MFS domain-
containing protein

Dentre as proteinas mais abundantes encontradas nos meios: MM (tabela 3) e MQ
(tabela 4), a classe de proteinas de choque termico (HSPs) nos chamou atengéo, pois estdo
envolvidas nas interacfes patdgeno-hospedeiro e desempenham um papel importante durante a
infeccdo fungica de tecidos queratinizados (DA C. GODINHO et al., 2014; NEVES-DA-
ROCHA et al., 2019). A Hsp90 tem sido estudada como alvo antifungico em T. rubrum
(GAZIANO et al., 2018), e sua inibicdo diminuiu a capacidade de T. rubrum de crescer em
fragmentos de unha (M. MARTINEZ-ROSSI et al., 2015). Além disso, durante o crescimento
de T. rubrum em um meio de cultura adicionado de uma fonte de queratina, ocorreu a inducao
de algumas proteinas de choque térmico como a hsp70-like (Terg_06505) e a hsp90-like
(Terg_06963) (BITENCOURT et al.,, 2019). Durante a interacdo com as moléculas do
hospedeiro (co-cultura com queratindcitos), alguns genes que codificam HSPs foram regulados
positivamente em T. rubrum, como hsp30, hsp104 e a hsp75 like (NEVES-DA-ROCHA et al.,
2019) e a superexpressao de genes hsp60, hsp70 e hsp78 foram promovidos através da interacdo
com fragmentos de unha humana (JACOB et al., 2015; M. MARTINEZ-ROSSI et al., 2015).
Também a inibicdo de uma HSP (Hsp90) causou um comprometimento grave no processo de
infeccdo das unhas por T. rubrum e prejudicou a atividade queratinolitica a 37 ° C (JACOB et
al., 2015; NEVES-DA-ROCHA et al., 2019). Esses dados confirmam a importancia das HSPs
na interacdo patdégeno hospedeiro.

Algumas proteinas que sdo comuns para MM e MQ, sdo conhecidas em outros fungos
como por exemplo a proteina Woronin body que é conhecida por ser importante para a
resisténcia ao estresse e a viruléncia em Aspergillus fumigatus (BECK; ECHTENACHER,;
EBEL, 2013; LEONHARDT; BECK; EBEL, 2016). Também, a proteina CFEM domain-
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containing protein encontrada em Magnaporthe oryzae é considerado um fator de viruléncia
fungico pois mutantes nocautes dessa proteina se tornaram incapazes de penetrar nas folhas de
arroz (N; S, 2017). Mostrando assim que as proteinas Woronin body e CFEM domain-
containing protein encontradas nesse trabalho estdo ligados ao estresse e viruléncia fungica.

Outra proteina interessante encontrada em maior abundéncia em MQ, foi a
Tioredoxina (tabela 4), a qual vem sendo estudada como um possivel alvo antifungico. Quando
o T. rubrum foi co-cultivado com células de queratindcitos humanos, o gene (TERG_08480)
que codifica uma Tioredoxina foi regulado positivamente quando exposto a terbinafina
(PETRUCELLI et al., 2019). Também em Trichophyton mentagrophytes a tioredoxina foi
induzida por elementos cuténeos superficiais (queratina) e profundos (elastina), sugerindo que
0 produto desse gene poderia ser importante na dermatofitose superficial e profunda
(KAUFMAN et al., 2005). Essas informacdes, juntamente com nosso trabalho, onde outras duas
tioredoxinas (TERG_08848 e TERG_00124) foram abundantes na presenca de queratina,
sugerem que essa proteina esta ligada ao processo infeccioso de Trichophyton.

As 30 proteinas mais abundantes quando o fungo foi crescido na presenca dos

compostos (trans-chalcona e curcuminoide) sdo apresentadas nas tabelas 5 e 6 respectivamente.

Tabela 5 - 30 proteinas mais abundantes em MQTC

MQTC
Gene
Gene Ontology Gene Ontology
Numero de Nome da TERG Ontology )
peptideos proteina (processo (componente (funcdo
biologico) celular) molecular)
beta-N-
acetylhexosamini
Beta- dase activity
_ carbohydrate ) )
94 hexosaminia TERG_04775  metabolic process [GO:0004563]; N
se (EC [GO:0005975] acetyl-beta-D-
3.2.1.52) ' galactosaminidase
activity
[GO:0102148]
46 Unchara_cterlz TERG 04037
ed protein -
36 Actin TERG_06637  ascospore wall actin cortical ~ ATP binding

assembly patch [GO:0005524];
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[GO:0030476]; [GO:0030479] histone
cellular response  ; actin filament acetyltransferase
to oxidative stress [GO:0005884] activity
[GO:0034599]; ; actin filament  [G0O:0004402];
DNA repair bundle identical protein
[GO:0006281]; [GO:0032432] binding
endocytosis ;cellular bud  [GO:0042802];
[GO:0006897]; neck structural
establishment of  contractile ring constituent of
cell polarity [GO:0000142] cytoskeleton
[GO:0030010]; ; In080 [GO:0005200]
mitotic complex
actomyosin [GO:0031011]
contractile ring ; NuA4
contraction histone
[GO:1902404]; acetyltransfera
protein secretion  se complex
[GO:0009306]; [GO:0035267]
vacuole ; Swrl
inheritance complex
[GO:0000011] [GO:0000812]
ATPase activity
Hsp70-like [GO:0016887];
26 protein TERG_06505 ATP binding
[GO:0005524]
GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
20 Elongation TERG 00548 [G0.00_()5525],
factor 1-alpha - translation
elongation factor
activity
[GO:0003746]
GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
Elongation mitochondrion [GO:0005525];
20 factor 2 TERG_04928 [GO:0005739] translation
elongation factor
activity

[GO:0003746]
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glutamate
Glutamate cellular amino dehydrogenase
19 dehvdrogenas TERG_04580  4cid metabolic (NADP+) activity
o yarog process [GO:0004354];
[GO:0006520] nucleotide binding
[GO:0000166]
ATPase activity
[GO:0016887];
. . . ATP binding
19 Hsp90-like  rppG ogoss  Protein folding [GO:0005524];
protein [GO:0006457] ;
unfolded protein
binding
[GO:0051082]
16 Uncharacteriz - eps 05151
ed protein
But2 domain-
16 containing TERG_06780
protein
Uncharacteriz oxidoreductase
15 ed protein TERG_05518 activity
P [GO:0016491]
ositive ribosome binding
. POSILIVE [GO:0043022];
Woronin regulation of translation
15 body major TERG_04281 translational .
. . elongation factor
protein elongation activity
[GO:0045901] [GO:0003746]
ATP binding
component of  [G0:0005524]; P-
Plasma proton export
membrane across plasma membrane type pr_oton-
14 ATPase (EC TERG_04130 membrane [GO:0016021] fr);%zrt:)??er
7.1.2.1) [GO:0120029] 1P
membrane activity
[GO:0005886] [GO:0008553]
beta-glucosidase
Beta- cellulose activity
13 glucosidase TERG_00481  catabolic process [GO:0008422];
(EC 3.2.1.21) [GO:0030245] scopolin beta-

glucosidase
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activity
[GO:0102483]
integral
component of transmembrane
MFS domain- membrane transoorter
1 containin B : .
3 ining  TERG_08244 G0O:0016021 acnvf;y
rotein ; plasma
P Aol [GO:0022857]
[GO:0005886]
Thioredoxin
domain- TERG_08848
12 .
containing
protein
integral
component of inorganic
Mitochondria mitochondrial membrane hog hate
| thiamine phosphate ion [GO:0016021] franspr)nembrane
12 roohosphat TERG 04311 transmembrane ; transporter
E)c/:arrr)ier 1p transport mitochondrial activiriy
G0:1990547 inner
[ ] membrane [GO:0005315]
[GO:0005743]
integral
component of transmembrane
MFS domain- membrane transoorter
12 containing TERG_04400 [GO:0016021] activiriy
rotein ; plasma
P m‘;mbrane [GO:0022857]
[GO:0005886]
oligopeptide integral transmembrane
12 Unchara_cterlz TERG 07783  transport component of trar_15_porter
ed protein [GO:0006857] membrane activity
' [GO:0016021] [G0O:0022857]
oxidoreductase
activity, acting on
Aldehyde the aldehyde or
11 dehydrogenas TERG_01404 oxo group of
e donors, NAD or

NADP as acceptor
[GO:0016620]
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14 3 3
11 domain- TERG_06816
containing
protein
aspartic-type
11 Vacuolar TERG_06704 eno!o_peptidase
protease A activity
[GO:0004190]
. metal ion binding
i:fs'[r’s:;’;:ge [GO:0046872];
10 TERG_04335 superoxide
[Cu-Zn] (EC : .
1.15.1.1) dismutase activity
[GO:0004784]
formate
dehydrogenase
Formate (NAD+) activity
dehydrogenas [GO:0008863];
e (FDH) (EC ng?g%fg?g? NAD binding
1.17.1.9) formate catabolic [ forhate ] [GO:0051287];
10 (NAD- TERG_06614  process Ljehy drogenase oxidoreductase
dependent [GO:0042183] activity, acting on
complex
formate [GO:0009326] the CH-OH group
dehydrogenas ' of donors, NAD
e) or NADP as
acceptor
[GO:0016616]
ceramidase
activity
Neutral ceramide [GO:0102121]; N-
10 ceramidase TERG_00899 catabolic process acylsphingosine
(EC 3.5.1.23) [GO:0046514] amidohydrolase
activity
[GO:0017040]
anchored
CFEM component of
domain- membrane
10 containing TERG_01507 [GO:0031225]
protein ; cell wall
[GO:0005618]

; plasma
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membrane
[GO:0005886]
Thioredoxin ]
domain- per_o>_<|dase
10 Containing TERG_00124 act|v|ty
protein [GO:0004601]
cell division
[GO:0051301];
establishment of
endoplasmic
reticulum
localization
involved in
endoplasmic
reticulum
polarization at
cell division site chromatin
[6.0'906.1166]’ [GO:0000785]
mitotic sister : .
chromatid ; cytoplasm ATPase activity
L : [GO:0005737] [GO:0016887];
Cell division separation ; mitotic ATP binding
10 control TERG_05378 [G0:0051306]; " _ _
protein 48 mitotic spindle sp.mdle [GO'OOOSSZAT]’.
disassembly midzone hydrolase activity
[GO:0051228]: [GO:1990023] [G0:0016787]
protein ’ ; nucleus
. [GO:0005634]
localization to
Golgi apparatus
[GO:0034067];
sterol regulatory
element binding
protein cleavage
[GO:0035103];
ubiquitin-
dependent protein
catabolic process
[GO:0006511]
Phosphoenolp ATP binding
yruvate ) [GO:0005524];
10 carboxykinas TERG_11506 g(I;u é?ggggggzsw kinase activity
e (ATP) (EC [GO: ] [GO:0016301];
4.1.1.49) phosphoenolpyruv

ate carboxykinase




51

(ATP) activity
[GO:0004612]

chitin catabolic

process chitinase activity
Chitinase (EC [GO:0006032]; [GO:0004568];
o 3.2.1.14) TERG_00216 polysaccharide chitin binding
catabolic process [GO:0008061]
[GO:0000272]
Tabela 6 - 30 proteinas mais abundantes em MQCur
MQCur
Gene Ontology Gene Gene Ontology
NGmero de Nome da TERG Ontology )
peptideos proteina (processo (componente  (1UN€ao
bioldgico) molecular)
celular)
beta-N-
acetylhexosamini
Beta- dase activity
. carbohydrate ) )
105 hexosaminida TERG_04775 metabolic process [GO:0004563];
se (EC [GO:0005975] N-acetyl-beta-D-
3.2.1.52) ' galactosaminidas
e activity
[G0O:0102148]
79 Unchara_cterlz TERG 04037
ed protein -
ositive ribosome binding
. POSILIVE [GO:0043022];
Woronin regulation of translation
35 body major TERG_04281 translational .
. . elongation factor
protein elongation activity
[GO:0045901] [GO:0003746]
ascospore wall actin cortical ATP binding
assembly patch [GO:0005524];
34 Actin TERG 06637 [GO:0030476]; [GO:0030479] histone
- cellular response  ; actin filament acetyltransferase
to oxidative stress [GO:0005884] activity
[GO:0034599]; ; actin filament  [G0:0004402];
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DNA repair bundle identical protein
[GO:0006281]; [GO:0032432] binding
endocytosis ; cellular bud [GO:0042802];
[GO:0006897]; neck structural
establishment of  contractile ring constituent of
cell polarity [GO:0000142] cytoskeleton
[GO:0030010]; ; In080 [G0O:0005200]
mitotic complex
actomyosin [GO:0031011]
contractile ring ; NuA4
contraction histone
[GO:1902404]; acetyltransfera
protein secretion  se complex
[GO:0009306]; [GO:0035267]
vacuole ; Swrl
inheritance complex
[GO:0000011] [GO:0000812]
ATPase activity
Hsp70-like [GO:0016887];
28 protein TERG_06505 ATP binding
[GO:0005524]
28 uncharacteriz - repg 03624
ed protein -
beta-glucosidase
activity
Beta- cellulose [GO:0008422];
27 glucosidase TERG_00481 catabolic process scopolin beta-
(EC 3.2.1.21) [GO:0030245] glucosidase
activity
[GO:0102483]
ceramidase
activity
Neutral ceramide LIG_O'0102121]’
27 ceramidase TERG_00899 catabolic process acylsphingosine
(EC 3.5.1.23) [GO:0046514] :
amidohydrolase
activity
[GO:0017040]
57 Vacuolar TERG 06704 aspartic-type
protease A B endopeptidase
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activity
[GO:0004190]
integral
component of transmembrane
MFS domain- membrane transnorter
25 containing ~ TERG_08244 [GO:0016021] activ';y
protein ; plasma [GO:0022857]
membrane
[GO:0005886]
GTPase activity
[GO:0003924];
microtubule- GTP binding
25 -Cr#abiﬂlm alpha TERG 02189 based process Fggoggg;; 4] £ﬁ8:t% 22?525];
[GO:0007017] ' :
constituent of
cytoskeleton
[GO:0005200]
integral ATP binding
component of  [GO:0005524];
Plasma proton export
membrane across plasma membrane P-type proton-
23 ATPase (EC TERG_04130 membrane -[Gg:r)r(]):GOZl] ?é%(;rt(l;?er
7.1.2.1) [GO:0120029] P 5P
membrane activity
[GO:0005886] [GO:0008553]
1,3-beta-
carbohydrate glucano_syltransfe
metabolic process rase activity
Uncharacteriz [GO:0005075);  rungaktype  [GO:0042124];
23 ed protein TERG_07959 fun .al-t ecel’l cell wall glucan endo-1,3-
P gal-type el 160:0000277]  beta-D-
wall organization lucosidase
[GO:0031505] giuco
activity
[GO:0042973]
GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
Elongation mitochondrion [GO:0005525];
22 factor 2 TERG_04928 [GO:0005739] translation
elongation factor
activity

[GO:0003746]
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chitin catabolic

process chitinase activity
Chitinase (EC [GO:0006032]; [GO:0004568];
22 3.2.1.14) TERG_00216 polysaccharide chitin binding
catabolic process [GO:0008061]
[GO:0000272]
lysophospholipas
e activity
Lysophosphol phospholipid [GO:0004622];
21 ipase (EC TERG_05522 catabolic process phosphatidy!l
3.1.1.5) [GO:0009395] phospholipase B
activity
[GO:0102545]
GTPase activity
[GO:0003924];
GTP binding
20 Elongation TERG_00548 [GO:OO_()5525];
factor 1-alpha translation
elongation factor
activity
[GO:0003746]
o eReTIE protan s
19 i OMmerase TERG_04662 lumen isomerase activity
(EC5.3.4.1) [GO:0005788] [GO:0003756]
oxidoreductase
activity, acting on
the aldehyde or
Aldehyde TERG_01404 oX0 group of
18 dehydrogenas
o donors, NAD or
NADRP as
acceptor
[GO:0016620]
. metal ion binding
igﬁ;‘::;ge [GO:0046872];
18 TERG_04335 superoxide
[Cu-Zn] (EC . .
1.15.1.1) dismutase activity
T [GO:0004784]
17 Vacuolar TERG_06704 aspartic-type
protease A endopeptidase
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activity
[GO:0004190]
ATPase activity
[GO:0016887];
. . . ATP binding
16 Hsp90-like  rrpi ggggg  Protein folding [GO:0005524];
protein [GO:0006457] ;
unfolded protein
binding
[GO:0051082]
integral
component of transmembrane
MFS domain- membrane transoorter
16 containing  TERG_04400 [GO:0016021] activ';y
protein ; plasma [GO:0022857]
membrane
[GO:0005886]
anchored
component of
membrane
g:;gln_ [GO:0031225]
16 containin TERG_01507 ; cell wall
ning [GO:0005618]
protein :
; plasma
membrane
[GO:0005886]
16 uncharacteriz - repg 01731
ed protein -
Ribos_L4 ass structural
0_C domain- translation ribosome constituent of
15 containing TERG_04506 [GO:0006412] [GO:0005840] ribosome
protein [GO:0003735]
alpha-
mannosidase
activity
Alpha- mannose [GO:0004559];
15 mannosidase TERG_12680 metabolic process carbohydrate
(EC 3.2.1.24) [GO:0006013] binding
[GO:0030246];

metal ion binding
[GO:0046872]
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15

Uncharacteriz

. TERG_01869
ed protein

15

glutathione
TERG_04960 metabolic process
[GO:0006749]

Uncharacteriz
ed protein

15

SGNH_hydro
domain-
containing
protein

TERG_03459

As proteinas mais abundantes em meio de cultura adicionado de trans-chalcona (tabela
5) e o curcuminoide (tabela 6) foram semelhantes entre elas, com destaque para a presenca de
proteinas como as HSPs 70 e 90 e a Woronin body major protein que foram comuns nas duas
condicdes e também na presenca apenas de queratina, mostrando que sdo proteinas importantes
para a sobrevivéncia e processo de infecgédo fungica em situagdes diversas como a presenca de
queratina e de antifungicos. Na presenca dos compostos antifingicos também observamos a
existéncia da proteina Vacuolar protease A que foi abundante exclusivamente na presencga dos
compostos antifngicos. Dessa forma, como esta proteina esta relacionada a resposta fungica
perante a presenca de agentes estressores (trans-chalcona e curcuminoide), podemos sugeri-la

como um possivel alvo para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos.

6.4 Classificacdo das proteinas por Gene Ontology (GO)

Quando analisadas todas as proteinas encontradas nesse estudo, observamos que as
proteinas apresentaram distribuicdo semelhante em todas as condi¢des de cultivo com base na
classificagdo GO, sendo mais abundante a Funcdo molecular, Processo bioldgico e Componente
celular, respectivamente, mostrando assim que o perfil de proteina nos quatro meios é

semelhante em relacdo a funcdo molecular e bioldgica de acordo com mostrado na figura 4.



Figura 4 - Classificacdo das proteinas de acordo com o Gene Ontology

Gene ontology - MM
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Gene Ontology - MQTC
Desconhecido
10%

Processo Biologico

26%
Fungio Molecular
8%
Componente Celular
26%

Gene Ontology - MQCur
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6.5 ANALISE COMPARATIVA DAS PROTEINAS ENCONTRADAS NOS DIFERENTES
MEIOS DE CULTURA

6.5.1 MEIO MINIMO (MM) COMPARADO AO MEIO MINIMO CONTENDO
QUERATINA (MQ)

Figura 5 - Resumo gréfico dos resultados da comparagdo MM x MQ

l, = Proteinas Comuns:
! HSP70, HSP90, Woronin body major protein e

tioredoxina
o ) = Diferencas de abundéancia:
Meio Minimo (MM) * 11 mais abundantes em MQ
| Melo Minimo cor}teﬂr}do Queratina (MQ) + 2 mais abundantes em MM
ias
A4 Destaques:

Superoxide dismutase [Cu-Zn]

Quitinases
@ = -+ Proteinas nédo caracterizadas:

— 8 = « 7 em MM

T \j + 5em MQ
e Destaques:
F25L44_TRIRC - TERG_03624
F25UJ4_TRIRC - TERG_06144

L ﬂ | F2SSR5_TRIRC- TERG_05518
B bl Lilid A ad Ldl F2SDM7_TRIRC- TERG_00060

— 30 Proteinas exclusivas do Meio contendo
Queratina

Fonte: elaborado pelo autor.

Dentre as 30 proteinas mais abundantes em MM e MQ, todas as identificadas foram
comuns entre as condicdes ensaiadas (item 6.3), porém 11 foram mais abundantes em MQ
quando comparado ao MM, conforme apresentado na tabela 7 e duas foram mais abundantes

em MM quando comparado ao MQ conforme apresentado na tabela 8.



Tabela 7 - Proteinas mais abundantes em MQ comparado ao MM

NUumerode Ordemde NuUmero de Ordem de
Nome da proteina peptideos abundancia peptideos abundancia
em MQ em MQ em MM em MM
Superoxide dismutase [Cu-
30 6° 22 112°
Zn] (EC 1.15.1.1)
Tubulin beta chain 25 12° 16 165°
Chitinase (EC 3.2.1.14) 24 13° 25 95°
Ribos L4 asso C domain-
- _ 22 14 ° 15 175°
containing protein
Formate dehydrogenase
(FDH) (EC 1.17.1.9) (NAD-
22 15° 12 232°
dependent formate
dehydrogenase)
Alpha-mannosidase (EC
21 18° 33 59°
3.2.1.24)
Neutral ceramidase (EC
20 21° 30 65 °
3.5.1.23)
But2 domain-containing
] 19 23° 25 940
protein
Transketolase 18 26 ° 30 64 °
Mitochondrial thiamine
) 17 29° 27 76°
pyrophosphate carrier
MFS domain-containing
17 30° 25 38°

protein
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Tabela 8 - Proteinas mais abundantes em MM comparadas ao MQ

Ordem Numero
NUmero de ) Ordem de
. ) abundancia de o
Nome da proteina peptideos em ] abundancia
em peptideos
MM em MQ
MM em MQ
ATP-dependent 6-
phosphofructokinase
(ATP-PFK)
i 60 18° 2 246°
(Phosphofructokinase)
(EC 2.7.1.11)

(Phosphohexokinase)

Peptidyl-prolyl cis-
trans isomerase 53 240 2 9540
(PPlase) (EC 5.2.1.8)

Dentre as proteinas mais abundantes e diferentemente moduladas nas duas condi¢des
(MM e MQ) algumas ja foram descritas em T. rubrum como a Superoxide dismutase [Cu-Zn]
e quitinases. A Superoxide dismutase [Cu-Zn] (TERG_08969) e também quitinases foram
induzidas quando o micélio de T. rubrum foi exposto ao acido undecanoico por 3h e 12h
(MENDES et al., 2018);

A anélise comparativa do genoma de T. rubrum, revelou que os genomas desses fungos
sdo fortemente enriquecidos para familias de genes contendo proteinas LysM as quais 0s tipos
predominantes sdo os de quitinases do subgrupo C e proteinas efetoras LysM (MARTINEZ et
al., 2012). As quitinases desempenham um papel vital na adaptacédo de T. rubrum ao substrato,
e 0 gene que codifica uma quitinase de classe V participa da degradacédo da queratina (LOPES
et al., 2020). Esse mesmo dado estd acontecendo no presente estudo pois as quitinases foram
mais predominantes em MQ (tabela 7), apresentando um papel importante na adaptacdo do
fungo ao meio que simula a infeccéo.

Diante da diferenca de abundancia das proteinas nas duas condi¢Ges podemos sugerir
que o fungo remodela suas proteinas de acordo com as necessidades nutricionais encontradas
no meio de cultura. No MM, as proteinas podem estar relacionadas a sobrevivéncia fngica em

ambientes de estresse, como a disponibilidade limitada de nutrientes. Ja no MQ, que simulou o
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processo de infeccdo, o fungo remodelou suas proteinas para serem capazes de degradar a

queratina e utiliza-la como fonte de nutrientes, garantindo assim sua sobrevivéncia.

6.5.1.1 Proteinas ndo caracterizadas funcionalmente em MM e MQ

Quando analisamos as 30 proteinas mais abundantes em cada meio (MM e MQ),

observamos a presenca de 7 proteinas ndo caracterizadas em MM e 5 em MQ conforme

apresentado na tabela 9.

Tabela 9 - Proteinas ndo caracterizadas funcionalmente em MM e MQ

Entrada TERG Descricao
MM
F2SKG4 TRIRC -
TERG_02735 N.E
F2SRCO_TRIRC -
TERG_05138 N.E
Regulado negativamente
F2SL44_TRIRC - TERG 03624 quando exposto ao acido
- undecandico (MARTINS et
al., 2019)
F2SYI17_TRIRC - TERG_07641 N.E
F2SPX2_TRIRC -
TERG_04121 N.E
Regulado negativamente
F2SUJ4_TRIRC - TERG 06144 guando exposto ao acido
- undecandico (MARTINS et
al., 2019)
F2SDV6_TRIRC -
TERG_00911 N.E
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MQ

Modulado exclusivamente
F2SSR5_TRIRC - em substratos de queratina
TERG_05518 )
(negativamente). T. A.
Bitencourt et al., 2016)

F2SYI17_TRIRC -
TERG_07641 N.E
Modulado em substratos
F2SDM7_TRIRC - de queratina e elastina

TERG_00060 (negativamente).
(BITENCOURT et al., 2016)

F2SRD2_TRIRC -
TERG_05151 N.E

F2SWK7_TRIRC -
TERG_06927 N.E

Para a maior parte dessas proteinas ainda ndo temos informacdo sobre suas funcdes,
porém para algumas delas seus genes ja foram descritos. Por exemplo Bitencourt et al.,(2016)
realizou uma analise de transcriptoma, com conidios de T. rubrum crescidos em meio minimo
adicionados de substratos proteicos (queratina e elastina) por 24, 36 e 72 h e mostrou que 0s
genes TERG_05518 e TERG_00060 foram modulados negativamente em meio contendo
queratina. No trabalho de Bitencourt et al., (2016) foi utilizado um inoculo inicial de conidios
e o tempo maximo de cultivo de 72h. No presente trabalho, o inoculo foi realizado com conidios
pré-germinados em meio Sabouraud liquido (meio rico) por 3 dias, foi filtrado e os micélios
foram cultivados em meio com queratina por 7 dias no intuito de obter maior quantidade de
micélio para os experimentos de protebmica. O MQ é pobre em nutrientes, e o fungo precisa
degradar a queratina para sobreviver. Foi observado que muitos conidios ndo se desenvolviam
quando colocados diretamente no meio contendo queratina e assim ndo conseguiamos massa
suficiente para a analise protebmica. Desta forma, optamos em fazer um pré cultivo em meio

Sabouraud liquido por 72h e depois transferir o micélio para as condigdes de estudo. Podemos
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sugerir que essas proteinas codificadas pelas TERG_05518 e TERG_00060 podem estar
envolvidas no processo de utilizagcdo da queratina, pois elas estavam reprimidas no processo
inicial de infeccdo (72 h) e depois passaram a ser induzidas num tempo maior de infecgéo
(7dias).

De forma semelhante, Martins et al., (2019) realizou o pré cultivo de conidios de T.
rubrum em meio Sabouraud e depois o micélio foi transferido para diferentes condices (meio
minimo, meio minimo contendo queratina e meio RPMI contendo &cido undecandico). Foi
observado que na presenca do acido undecanoico por 3 e 12h as proteinas codificadas pelos
genes TERG_03624, TERG_06144 foram reguladas negativamente (MARTINS et al., 2019),
mostrando assim que essas proteinas podem estar envolvidas no processo de infeccao flngica.
Dessa forma acreditamos que essas outras proteinas, as quais ainda nao foram caracterizadas

funcionalmente também sejam importantes para o processo de infec¢cdo por T. rubrum.

6.5.1.2 Proteinas Exclusivas em MQ comparando ao MM

Quando comparamos as situagcdes MM e MQ, observamos que algumas proteinas

foram exclusivas em MQ, como apresentado na tabela 10.

Tabela 10 - Proteinas exclusivas em MQ

Amidase (EC 3.5.1.4)
40S ribosomal protein SO

NMO domain-containing protein

FAD _binding_3 domain-containing protein

ATP synthase subunit gamma

Rab-GAP TBC domain-containing protein

Pyruvate decarboxylase (EC 4.1.1.1)

GLTP domain-containing protein
Hydroxymethylglutaryl-CoA lyase (EC 4.1.3.4)
WD_REPEATS_REGION domain-containing protein

Cytochrome b561 domain-containing protein

Sulfate adenylyltransferase (EC 2.7.7.4) (ATP-sulfurylase) (Sulfate adenylate
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transferase) (SAT)

HIT domain-containing protein

60S acidic ribosomal protein P1

Extracellular metalloproteinase (EC 3.4.24.-) (Fungalysin)

APH domain-containing protein

Serine/threonine-protein phosphatase (EC 3.1.3.16)

DUF2415 domain-containing protein
Glutathione-disulfide reductase (EC 1.8.1.7)

DUF4139 domain-containing protein

ATP pyrophosphate-lyase (EC 4.6.1.1) (Adenylate cyclase) (Adenylyl cyclase)
MFS-type efflux pump MFS1

GTP-binding protein ypt2

Beta_elim_lyase domain-containing protein
ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase (EC 4.2.1.93) (ATP-dependent
NAD(P)HX dehydratase)
Copper-containing nitrite reductase (EC 1.7.2.1)

U3 small nucleolar ribonucleoprotein protein MPP10
Autophagy-related protein 1 (EC 2.7.11.1)

Glucosamine-6-phosphate isomerase (EC 3.5.99.6) (Glucosamine-6-phosphate

deaminase)

ERCC4 domain-containing protein

Devido ao fato dessas proteinas serem diferencialmente expressas em MQ quando
comparado com o MM, podemos relaciona-las com o processo de infeccdo causado pela

interacdo do T. rubrum com a queratina, a qual simula uma infeccao.
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6.52 MEIO MINIMO CONTENDO QUERATINA (MQ) COMPARADO AO MEIO
MINIMO CONTENDO QUERATINA NA PRESENCA DE TRANS-CHALCONA (MQTC)
E CURCUMINOIDE (MQCur)

Figura 6 - Resumo gréfico dos resultados da comparagdo MQ x MQ adicionado de
compostos antifingicos

- Proteinas Comuns:
HSP70, HSPS0, Woronin body major protein e CFEM
domain-containing protein

S "..jnﬁ (MQTC)
Curcumindide (MQCur)

| — Proteinas presentes nas condigdes com droga:
*Vacuolar protease A
*SGNH_hydro domain-containing protein.

- Proteinas ndo caracterizadas:

aly 2

*4em MQTC
T = * 6 em MQCur
\l Destaques:
v v F2SSR5_TRIRC TERG_05518

F2SL44_TRIRC TERG_03624
F2SQU7_TRIRC TERG_04960

W b Lolid A ad Ludl

6.5.2.1 Proteinas mais abundantes na presenca de compostos antifungicos

A maioria das proteinas encontradas foram comuns nas situacées MQTC e MQCur,
como por exemplo a Hsp90, Hsp70, Woronin body major protein e CFEM domain-containing
protein (item 6.3), porém duas em especial nos chamaram a atencdo pela abundéancia na
presenca dos compostos antiflngicos e a caréncia ou até mesmo auséncia nas outras condigdes.
Sé&o elas a Vacuolar protease A e a SGNH_hydro domain-containing protein.

A Vacuolar protease A, foi uma das 30 proteinas mais abundantes em MQTC e em
MQCur, jaem MQ e MM ela ocupou a posi¢cdo de nimero 97 e 124 respectivamente, Dado que
demonstra que essa proteina pode estar estritamente ligada a presenca de compostos
antifangicos, estando envolvida com a resposta fungica ao estresse causado pelos compostos
antifingicos. Esses dados vdo de encontro com o trabalho de Bakula et al., (2021) que
observaram que essa proteina esta envolvida com a capacidade de viruléncia de T. rubrum
(BAKULA et al., 2021).
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A SGNH_hydro domain-containing protein foi uma das 30 proteinas mais abundantes
em MQCur, em MQ ocupa a posi¢do de nimero 272, e ndo aparece nas condicdes MM e
MQTC. Devido a essa maior abundancia em MQCur acreditamos que ela possa estar
diretamente ligada a0 modo de acdo do curcuminoide. Em outro trabalho, o gene que codifica
essa proteina foi modulado positivamente na presenca de elastina (Bitencourt et al.,2019),
estando relacionado também com a infeccdo profunda.

Devido ao fato dessas duas proteinas estarem presentes principalmente durante a
exposicdo aos compostos antifingicos, ndés podemos sugerir que o fungo as utiliza como forma
de sobrevivéncia e adaptacdo ao estresse causado pelos compostos antifingicos. Sendo assim
essas proteinas podem ser alvos antiflngicos interessantes para desenvolvimentos de novos

agentes antifingicos.

6.5.2.2 Proteinas ndo caracterizadas funcionalmente e abundantes na presenca de compostos

antifngicos

Quando analisamos as 30 proteinas mais abundantes em cada meio (MQTC e MQCaur),
observamos a presenca de 4 proteinas ndo caracterizadas funcionalmente em MQTC e 6 em

MQCur, conforme apresentado na tabela 11.

Tabela 11 - Proteinas ndo caracterizadas funcionalmente e mais abundantes nos meios de
cultura contendo compostos antifangicos

Entrada TERG Descricéo
MQTC
F2SPN9_TRIRC TERG_04037 N.E
F2SRD2_TRIRC TERG_05151 N.E

Modulado negativamente
F2SSR5 TRIRC TERG_05518 na presenca de queratina
(Bitencourt et al., 2016).

F25714_TRIRC TERG_07783 N.E
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MQCur
F2SPN9 TRIRC TERG_04037 N.E
Regulado negativamente
na presenca de UDA.
F2SL44_TRIRC TERG_03624 (Martins et al., 2019)
Gene associado a parede
celular
F2SZ19 TRIRC TERG_07959 N.E
F2SHQ4 TRIRC TERG_01731 N.E
F2SIKO_TRIRC TERG_01869 N.E

Regulada positiva apos 3h
F2SQU7_TRIRC TERG_04960 de exposicdo a UDA.
(MARTINS et al., 2019)

N.E = Nao encontrado

As informac6es sobre as proteinas ndo caracterizadas funcionalmente na comparagéo
MM e MQ sdo escassas, na comparacdo com 0s meios de cultura contendo 0os compostos
antifangicos esse fato também ocorreu.

O gene TERG_05518 que codifica uma proteina abundante na presenca de queratina
foi abundante novamente na presenca de MQTC. Bitencourt et al., (2016) mostrou que a
TERG_05518 foi modulada negativamente quando o T. rubrum foi crescido em meio contendo
queratina em tempo de 24h, 36h e 72h (BITENCOURT et al.,2016). Acreditamos que esse gene
foi reprimido nesse trabalho, devido ao menor tempo de cultivo. Ja no presente trabalho, a
proteina codificada pela TERG_05518 foi abundante no sétimo dia de cultivo na presenca de
trans-chalcona. Sugerimos que o maior tempo de exposicdo aos compostos antifungicos
induziu a expressdo dessa proteina, que pode ser necessaria para a sobrevivéncia fangica em

situacOes de estresse, como o causado pela presenca da trans-chalcona.

No presente trabalho, a proteina codificada pelo gene TERG_04960 foi induzida em
meio contendo o curcuminoide. Martins et al., (2019) observou que o gene TERG_ 04960
também foi modulado positivamente, quando conidios de T. rubrum cresceram na presenca de
acido undecandico. Podemos sugerir que a proteina codificada pelo gene TERG_04960 tenha
papel importante na resposta a compostos antiflngicos na situacdo de infecgdo de T. rubrum
(MARTINS et al., 2019).
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Figura 7 - Resumo gréfico das proteinas putativas envolvidas com adesao ja descritas pelo nosso grupo

de pesquisa.
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Bitencourt et al., (2016a) analisou a modulacdo génica de conidios de T. rubrum

durante o crescimento em MQ através da técnica de microarray. Os resultados mostraram

modulacdo de genes que codificam proteinas envolvidas com transducdo de sinal, status de

dorméncia dos conidios de T. rubrum e os estagios iniciais da germinagdo dos esporos. Além

disso, 0 mesmo trabalho destacou a indugdo de um gene codificador de uma adesina putativa
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(TERG_08771) de T. rubrum durante o crescimento dos conidios em queratina
(BITENCOURT et al., 2016a).

As analises in silico dessa adesina (TERG_08771) expressa em conidios de T. rubrum
durante o crescimento em meio com queratina, evidenciaram dominios semelhantes com o gene
mad1, que codifica uma adesina em Metarhizium anisopliae que é expressa principalmente na
fase de germinacédo dos conidios e importante para a viruléncia fungica. Devido a esses dados,
nosso grupo de pesquisa analisou sequéncias codificadoras e regides upstream para a busca de
repeticGes adjacentes (caracteristicas de adesinas) em bancos de dados disponiveis do Broad
Institute (http://www.broad.mit.edu/). A partir dessa analise, foram identificadas novas TERGs

que posteriormente foram anotadas e categorizadas. Os genes encontrados nessa analise foram
submetidos a analise de predicdo de funcdo como adesinas putativas atraves da ferramenta
Faapred (http://bioinfo.icgeb.res.in/faap.), que identificou 3 TERGS potencialmente envolvidas
com adesdo celular em T. rubrum TERG_05644, TERG_05576 e TERG_08369 (DE ABREU
et al., 2020) .

Quando o T. rubrum foi crescido utilizando meio de cultura suplementado com
queratina e co-cultivado em celulas de queratindcitos humanos HaCaT (BITENCOURT et al.,
2016a; DE ABREU et al., 2020) o mesmo perfil de expressdo foi obtido para esses genes
(modulados positivamente), o que indica que os dois modelos sdo adequados para estudo de
expressdo de adesinas durante a interacdo fungo-hospedeiro. Também foram modulados
positivamente quando o fungo foi exposto a drogas que atuam na membrana e na parede celular
fungica (Fluconazol, Anfotericina B e Vermelho do congo), indicando que a adesina
(TERG_08771) e as proteinas de parede celular de T. rubrum podem ser moduladas de acordo
com a susceptibilidade a antifungicos (DE ABREU et al., 2020).

Ao analisarmos as proteinas ndo caracterizadas funcionalmente do presente trabalho
(todas as proteinas, ndo somente as 30 mais abundantes), observamos a presenca de 2 proteinas
ja estudadas em nosso grupo de pesquisa, descritas por DE ABREU et al., (2020) conforme
apresentado na tabela 12 onde mostramos a abundancia dessas proteinas em cada condi¢édo

estudada.


http://www.broad.mit.edu/
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Tabela 12 - Proteinas observadas nos diferentes meios de culturas e que os respectivos genes
j& foram evidenciados por DE ABREU et al., (2020)

Ordemde Ordemde Ordemde  ordemde

Proteina TERG abundancia abundancia abundancia ahyndancia
MM MQ MOTC  MQCur
F2SMI7_TRIRC TERG_08771 781° N.E N.E N.E
F2SSX3_TRIRC TERG_05576 69° 105° 72° 47°

N.E N&o encontrado

O gene TERG_08771 que codifica a proteina F2SMI7_TRIRC, foi modulado
positivamente quando o T. rubrum foi crescido em meio contendo queratina e na presenca de
queratindcitos humanos (HaCat) (DE ABREU et al., 2020).

Porém, no presente trabalho essa proteina ndo foi detectada nos meios onde a queratina
estava presente. Dessa forma, podemos sugerir que esse gene pode ter sofrido uma flutuagéo
temporal em sua expressao de acordo com o processo do ciclo celular, pois ele foi mais expresso
em cultura de queratinocitos nos momentos iniciais da infeccdo (7h), depois ocorreu uma
diminuicdo (14h) e novamente um aumento da expressdo (24h) conforme o passar do tempo
(BITENCOURT et al., 2016a).

Acredita-se que esse fato continuou acontecendo de acordo com tempo maior de
cultivo. Devido a essa caracteristica, acreditamos que no presente trabalho, no momento em
que coletamos o micélio fangico para a analise protedmica, o fungo estava passando por essa
remodelagem de proteinas de parede celular, o que pode explicar o fato da proteina codificada
pelo gene TERG_08771 ter aparecido apenas na condicdo de MM e nédo ter aparecido em
nenhuma condi¢do em que a queratina estava presente.

Apesar da proteina F2SMI7_TRIRC (TERG_08771) néo estar entre as proteinas mais
abundantes nas condi¢cdes contendo queratina, é importante ressaltar a importancia dela para a
sobrevivéncia fungica, uma vez gque seu gene ja foi expresso em situacdes de crescimento em
diferentes meios de cultura (meio contendo queratina e presenca de queratindcitos) e também
na presenca de drogas. Além disso, essa proteina foi observada quando o fungo foi cultivado
em meio de cultura pobre em nutrientes (MM), mostrando que ela pode ser importante para a

adaptacdo e desenvolvimento fungico em diferentes situacdes de estresse.
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J& a proteina F2SSX3_TRIRC que é codificada pelo gene TERG_05576 foi presente
em todas as condicGes de estudo, sendo a 692 em MM, 1052 em MQ, 722 em MQTC e 472 em
MQCur. Essa proteina é ortologa a proteina SCW11 de S. cerevisiae, proteina da parede celular
semelhante as glucanases, cuja principal funcdo é a degradacdo da parede celular durante a
divisdo celular (CAPPELLARO; MRSA; TANNER, 1998; ZEITLINGER et al., 2003) e
também esté associada ao metabolismo da parede celular (DOOLIN et al., 2001). Além disso,
ha evidéncia de sua participacdo em condicGes de estresse osmético (GAO et al., 2014). Sendo
assim, nossos resultados atuais corroboram com 0s nossos resultados anteriores, devido ao fato
dela estar presente em todas as condic¢des que o fungo foi exposto (diversos meios de cultura e
co-cultivo com queratindcitos humanos), podemos assegurar que ela € essencial para a
sobrevivéncia fungica. Também sendo presente quando o fungo é submetido a situacdes de
estresse causado por diversas agentes antifungicos (Fluconazol, Vermelho do Congo, Trans-
chalcona e curcuminoide) mostrando dessa forma que ela é essencial para a sobrevivéncia
fungica mesmo nas situacdes mais adversas. Diante da sua importancia, podemos sugerir que
essa proteina para ser explorado como potencial alvo para o desenvolvimento de novos agentes

antifangicos.

7 CONCLUSAO

Diante desse estudo, podemos concluir que:

o A utilizacdo de meio minimo adicionado de queratina foi adequada para simular uma
infeccdo superficial, estudar a interacdo fungo-hospedeiro e, além disso, foi eficiente para
avaliar o mecanismo de acdo de novos compostos antifungicos como a trans-chalcona e
o0 analogo da curcumina. A ferramenta foi adequada para proporcionar o crescimento
fangico, obter massa micelial suficiente e produzir proteina para a analise protedmica.

o A anélise protedmica foi realizada com éxito, foi possivel identificar o perfil protebmico
das quatro condicdes estudadas onde observamos que algumas proteinas sao
especificamente moduladas na presenca e na auséncia da gqueratina. Além de proteinas

ja conhecidas e relacionadas com a viruléncia fangica, como as HSPs que estdo
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envolvidas na interagdo patdgeno-hospedeiro e desempenham um papel importante
durante a infecgdo fungica de tecidos queratinizados.

Também foi possivel identificar proteinas que apresentaram diferencas de abundéancia,
com por exemplo a Superoxide dismutase e a Chitinase que foram mais abundantes em
MMQ do que em MM. Podemos sugerir que essas proteinas estdo relacionadas ao
processo de sobrevivéncia do fungo ao hospedeiro (a queratina) e assim relacionados ao
processo infeccioso.

Foram identificadas proteinas que podem ser consideradas possiveis alvos antifingicos,
como: a Vacuolar protease A, que é existente apenas na presenca dos antifungicos
estando envolvida com a resposta flngica ao estresse causado pelos antifungicos e a
proteina SGNH_hydro domain-containing protein, que é exclusiva na presenca do
curcuminoide, a qual acreditamos que estar diretamente ligada ao modo de acdo do
curcuminoide.

Alem das proteinas ja conhecidas, foram identificadas diversas proteinas que ainda nio
foram caracterizadas funcionalmente, algumas mais abundantes na presenca da
queratina, as quais acreditamos que estejam relacionadas com o processo de infeccao
fungica, devido ao fato de o fungo utilizar a queratina como fonte de nutriente. Outras
ainda foram mais abundantes na presenca dos antifungicos, as quais acreditamos
estarem relacionadas com o estresse causado pelos antifungicos, sendo assim
necessarias para a sobrevivéncia e adaptacédo fungica.

Algumas proteinas abundantes no presente trabalho mas ndo caracterizadas
funcionalmente, ja tiveram seus genes (adesinas) correspondentes estudados em
trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa (TERG_08771 e TERG_05576), Esses
dados sdo complementares, porque mostram a importancia dessas sequéncias génicas
evidenciadas pelos experimentos de transcriptoma quanto pela analise proteomica, as
quais podem ser exploradas como potenciais alvos para o desenvolvimento de novos

agentes antifingicos.
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ANEXO

PREPARO DE MEIOS DE CULTURA
Meio Minimo (MM)

Solucéo de sais: 20mL

Glicose: 10,099

Nitrato de sédio: 0,058g

Caseina: 2,0g

Agua destilada (q.s.p): 1000 mL

pH: 5,0

Esterilizado por autoclavagem, 15 min a latm

Meio Minimo Queratina (MQ)

Solucéo de sais: 20ml

Queratina bovina: 5¢

Agua destilada (g.s.p): 1000 mL

pH: 5,0

Esterilizado por autoclavagem, 15 min a latm

PREPARO DE SOLUCOES

Solugéo Salina 0,9%

Cloreto de s6dio: 9 g

Agua destilada (q.s.p): 1000 mL

Esterilizado por autoclavagem, 15 min a latm

Solucao de Sais (Cove, 1966)

Fosfato de potassio monofasico: 769

Cloreto de Potéassio: 269

Sulfato de Magnésio heptahidratado: 269
Soluc¢do de Elementos traco: 50 mL

Agua destilada (q.s.p): 1000 mL

Esterilizado por autoclavagem, 15 min a latm

Solucé&o de Elementos Traco ( Cove, 1966)
Borato de sédio decahidratado: 40mg

Sulfato de cobre pentahidratado: 400 mg
Sulfato de ferro heptahidratado: 532 mg
Sulfato de manganés monohidratado: 292 mg
Molibdato de sodio bihidratado: 800 mg
Sulfato de zinco heptahidratado: 8 mg

Agua destilada (q.s.p): 1000 mL
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