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RESUMO

Victor Pereira Rochetti

Caracterizacao quimica e papel bioldgico de glucosilceramidas do fungo Scedosporium
aurantiacum

Orientador: Eliana Barreto Bergter

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtengédo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no
RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

O género Scedosporium é composto por espécies de fungos filamentosos hialinos isolados de
fontes ambientais, como Scedosporium angustum e Scedosporium ellipsoideum, e de fontes
clinicas, como Scedosporium boydii, Scedosporium apiospermum e Scedosporium
aurantiacum. As infeccdes causadas por espécies desse género variam desde micoses
superficiais, conhecidas como micetomas, até infec¢bes invasivas com colonizagdo dos
pulmdes e disseminacdo para outros sitios do hospedeiro, geralmente associadas a algum tipo
de imunocomprometimento. Nesse contexto, S. aurantiacum tem se destacado como uma das
espécies mais virulentas do género e, além disso, estudos recentes tém demonstrado que cepas
de S. aurantiacum diferem quanto ao crescimento, aquisi¢do de nutrientes e viruléncia. A
glucosilceramida (GlcCer) é uma molécula da classe dos esfingolipideos, encontrada na
superficie celular fungica e esta envolvida em diversos processos como crescimento,
diferenciacdo e patogénese de diferentes espécies de fungos. Com isso, o presente trabalho
tem como objetivo a caracterizacdo quimica de GlcCer e avaliagdo de sua importancia nos
processos de crescimento em dois isolados, um clinico e um ambiental, de S. aurantiacum.
Através de métodos de extracdo e purificacdo de lipideos, as glucosilceramidas dos dois
isolados foram obtidas e a caracterizacdo das estruturas quimicas foi realizada por
espectrometria de massas. Com as técnicas de ELISA e de imunofluorescéncia, foi avaliada a
exposicdo de GlcCer em conidios, conidios germinados e conidios tratados com NaOH (para
remocdo da melanina da superficie celular), além de micélio, e foi observado que a
germinacéo e a auséncia de melanina permitem uma maior exposi¢do de GlcCer. A presenga
do anticorpo anti-GlcCer durante a germinacdo foi capaz de reduzir a diferenciacdo dos
isolados cultivados na presenca de triciclazol (inibidor da sintese de melanina que nédo afeta
viabilidade celular) e de reduzir o tamanho dos tubos germinativos de conidios cultivados
com inibidor ou ndo. Também foi constatado que o anticorpo anti-GlcCer ndo foi capaz de
alterar a susceptibilidade dos isolados a estressores de superficie celular, mas foi capaz de
alterar a organizacdo de microdominios de membrana, avaliado através do uso da filipina
(marcador fluorescente que se liga a regides ricas em ergosterol). Apds 24 h de crescimento,
S. aurantiacum foi capaz de formar biofilme em diversas superficies e, na presencga de anti-
GlcCer, foi visto que ha uma reducdo da biomassa e da viabilidade dos biofilmes formados
em placas de poliestireno. Foi possivel observar had diferenca na densidade otica de
crescimento dos isolados depois da retirada de células ndo aderentes assim como héa diferenca
na contagem de células aderidas na presenca de anti-GlcCer, demonstrando que o anticorpo
afeta a aderéncia das células a superficie, etapa essencial para a formacéo de um biofilme. Os
resultados mostraram que a GlcCer possui um papel relevante na biologia do fungo S.
aurantiacum.

Palavras-chave: Scedosporium, Glucosilceramidas, Crescimento fangico, Biofilme
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ABSTRACT

Victor Pereira Rochetti

Caracterizacdo quimica e papel bioldgico de glucosilceramidas do fungo Scedosporium
aurantiacum

Orientador: Eliana Barreto Bergter

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtengédo
do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacdo no
RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Scedosporium genus is composed by hialine filamentous fungi isolated from environmental
sources, such as Scedosporium angustum and Scedosporium ellipsoideum, and clinical
sources, such as Scedosporium boydii, Scedosporium apiospermum and Scedosporium
aurantiacum. Infections caused by these species have a wide range of clinical manifestations,
from superficial infections, known as mycetoma, to invasive infections with lung colonization
and dissemination to other host sites, especially in immunocompromised patients. In this
context, S. aurantiacum has been revealed as one of the most virulent species in the
Scedosporium genus and recent studies demonstrated that S. aurantiacum strains differ in
growth, nutrient acquisition and virulence. Glucosylceramides (GlcCer) are
glycosphingolipids found in fungal cell surface and are important to growth, differentiation
and pathogenicity processes in different fungal species. The present study aimed to evaluate
the chemical structure of GlcCer and its role in growth processes of two S. aurantiacum
isolates, one clinical and one environmental. Through lipid extraction and purification
methods, purified GlcCer from both isolates were obtained and its chemical structure was
identified by mass spectrometry. Using ELISA and immunofluorescence techniques, GlcCer
surface exposition in conidia, germinated conidia and conidia treated with NaOH, as well as
in mycelial forms, was evaluated and it was observed that germination and melanin removal
favor GlcCer exposure. Monoclonal antibody anti-GlcCer reduced the morphological
transition of the isolates cultivated with tricyclazole (melanin synthesis inhibitor that does not
affect cell viability) and reduced germ tube length of conidia cultivated in the presence or
absence of tricyclazole. It was also demonstrated that the antibody anti-GlcCer did not affect
susceptibility to cell surface damaging agents, but the antibody altered lipid rafts
organization, evaluated using filipin (fluorescent stain that binds to ergosterol-rich regions). S.
aurantiacum is able to form biofilm in different surfaces after 24 h growth and, in the
presence of the antibody anti-GlcCer, total biomass and viability were reduced in biofilms
formed in polystyrene plates. Differences in the optical density measurement was observed
when comparing before and after the removal of nonadherent cells as well a significant
difference was observed in adhered cell counting in the presence of anti-GlcCer, revealing
that the monoclonal antibody interfere with cell adherence, essential step to biofilm
formation. These results highlight the relevance of GlcCer in growth processes of the fungi S.
aurantiacum.

Keywords: Scedosporium, Glucosylceramides, Fungal growth, Biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fungos: de microrganismos ambientais a patdgenos

Fungos sdo organismos eucariotos heterotroficos que possuem a capacidade de
ocupar os mais diversos ambientes. Eles podem ser uni ou multicelulares e também
apresentam, baseados em sua divisdo celular e crescimento, duas morfologias
principais: leveduriforme e filamentosa. Fungos leveduriformes sdo menores,
unicelulares, possuem, em geral, forma arredondada e se multiplicam por fissdo ou
brotamento. Fungos filamentosos crescem a partir de extensdes apicais de suas
células, formando filamentos chamados de hifas e o conjunto de hifas, resultado do
continuo crescimento fungico, forma uma rede complexa chamada de micélio
(Powers-Fletcher et al., 2016).

Ao longo da evolugéo, os fungos desenvolveram diferentes maneiras de se
relacionar com outros seres vivos, que incluem simbiose (fungos adquirem nutrientes
ao mesmo tempo em que oferecem vantagens ao hospedeiro), biotrofia (nutrientes sao
adquiridos do tecido do hospedeiro podendo ser necessario a evasdo das defesas do
hospedeiro), necrotrofia (os tecidos do hospedeiro sdo mortos para que haja a
aquisicdo de nutrientes) e saprotrofia (nutrientes sdo adquiridos de matéria organica ja

morta) (Paszkowski, 2006; Mandyam e Jumpponen, 2015).

Existem cerca de 1,5 a 5 milhdes de espécies de fungos, sendo apenas algumas
centenas destas capazes de causar doenca em humanos (Heath et al., 2005). Somente
esta seleta minoria de espécies consegue atender 0s quatro critérios para o
estabelecimento de uma infeccdo: crescer a 37°C ou mais; ultrapassar as barreiras
naturais do hospedeiro e penetrar nos tecidos; absorver nutrientes a partir dos tecidos;
e evadir/suportar o sistema imune do hospedeiro. Alguns destes fungos
desenvolveram mecanismos que sdo capazes de confrontar a imunidade de humanos
saudaveis, sendo eles considerados patogenos primarios como Histoplasma
capsulatum e Paracoccidioides brasiliensis. No entanto, outros fungos como os dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Scedosporium tém os seres humanos como
hospedeiros  incidentais, causando infeccdo em um contexto de
imunocomprometimento e sendo considerados patogenos oportunistas (Kohler et al.,
2017).
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Nas ultimas décadas, a quantidade de pessoas com algum tipo de
imunocomprometimento vem aumentando constantemente. Isso € devido tanto a
avancos da medicina que afetam o normal funcionamento do sistema imune
(quimioterapia, transplante de 6rgdos e uso de imunomoduladores, por exemplo),
quanto a doencas que ganharam grande relevancia clinica e que também afetam a
imunidade, como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), doencas
hematologicas e diversas imunodeficiéncias. Com este fenbmeno, 0 nimero de casos
de infecgBes fangicas vem crescendo, chegando a alcancar taxas de mortalidade

maiores que 50% em pacientes suscetiveis (Pappas, 2010; Brown et al., 2012).

1.2. Taxonomia, morfologia e ecologia de Scedosporium spp.

O género Scedosporium pertence ao dominio Eukarya, filo Ascomycota, classe
Euascomycetes, ordem Microascales e familia Microascaceae. S&o reconhecidas 10
espécies distintas: Scedosporium aurantiacum, S. apiospermum, S. boydii, S. dehoogii
S. minutisporum, S. ellipsoideum, S. angustum, S. fusoideum e S. desertorum.
Atualmente o género esta classificado no complexo Scedosporium/Lomentospora, em
que € incluida a espécie Lomentospora prolificans, antes chamada Scedosporium
prolificans (Cortez et al., 2008; Rougeron et al., 2017; Ramirez-Garcia et al., 2017).

O género Scedosporium agrupa fungos filamentosos que possuem estagios
sexuado e assexuado. O estdgio sexuado é marcado pela presenca de cleistotécio,
corpos de frutificacdo esféricos fechados que englobam ascos (células sexuais em
forma de “saco” onde os ascOsporos sdo formados) em seu interior (Figura 1A).
Quando o cleistotécio é rompido, os ascdsporos (esporos sexuais haploides) sdo
liberados. Ja o estagio assexuado, 0 mais comum de ser encontrado na natureza e nas
amostras clinicas, é caracterizado pela presenca de hifas cilindricas, septadas e
hialinas de onde emergem os conidios (esporos mit6ticos) unicelulares geralmente
ovais, podendo ser mais ou menos alongados (Figura 1B). No ambito macroscopico,
espécies de Scedosporium formam colénias densas e algodonosas com coloragfes que

variam de brancas a acinzentadas (Figura 2) (Cortez et al., 2008; Lupertlop, 2018).
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Figura 1: Cleistotécio de Scedosporium boydii (A). Hifa hialina septada (cabega de seta) com
ramificagdo em angulo agudo e conidios (seta) ovais nas extremidades (B) (Cortez et al., 2008).

WM 06.482 WM 09.24 WM 08.202 WM 10.136
Clinico Ambiental Clinico Ambiental
Australia Australia Espanha Austria

Figura 2: Morfologia de coldnias de diferentes cepas de Scedosporium aurantiacum provenientes da
colecdo Wieland Meyer (WM) (adaptado de Kaur et al., 2015).

Espécies do género Scedosporium sdo considerados, como a maioria dos
fungos, saprofitas do solo e j& foram isoladas dos mais variados ambientes como solos
de plantacdes agricolas, de parques urbanos e de areas de recreacao infantil (De Hoog
et al., 1994; Kaltseis et al., 2009). Também ja foram encontradas espécies de
Scedosporium em estrume de gado, em solos contaminados com petréleo e em aguas
poluidas (April et al., 1998; Buzina et al., 2006). Estudos que descrevem a ecologia
do género Scedosporium sugerem que sua presenca na agua e no solo esta relacionada
ao impacto causado por seres humanos, sendo isto devido a capacidade desses fungos
crescerem em altas concentracfes de nitrogénio, alta pressdo de oxigénio, alta
salinidade e alta pressdo osmotica (Cortez et al., 2008). Na Austria, Holanda e Franca,
foram isoladas espécies de Scedosporium a partir de solo de areas agricolas e urbanas,
mas ndo de areas naturais e de florestas. Padrbes de distribuicdo de espécies de
Scedosporium no ambiente demonstram diferencas regionais significativas. S.
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apiospermum é a espécie de Scedosporium mais isolada em solos da Austria, Holanda
e Tailandia. S. dehoogii estd mais presente nas amostras de solo da Franca e S.
aurantiacum é predominante na Australia (Kaltseis et al., 2009; Harun et al., 2010;
Rougeron et al., 2015; Wongsuk et al., 2017).

1.3. Manifestacdes clinicas e epidemiologia das infec¢es por Scedosporium spp.
Espécies do género Scedosporium vém se destacando como patdgenos
oportunistas emergentes, devido ao significativo aumento nos tltimos anos do nimero
de casos de infecgdes relacionados a essas espécies. A scedosporiose possui uma
variedade de manifestacdes clinicas, podendo ser transmitida através de inoculacdo
traumatica de conidios e fragmentos de micélio, que permite a infeccdo em
imunocompetentes, ou inalacdo de conidios, causando infecgcdo principalmente em

imunocomprometidos (Figura 3) (Guarro et al., 2006; Cortez et al., 2008).
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Figura 3: Representagdo esquematica dos ciclos de infec¢bes por Scedosporium spp., podendo ser via
inalacdo de conidios (A), que acomete principalmente individuos imunocomprometidos, ou via
inoculagdo traumatica (B), que pode acometer tanto individuos imunocompetentes quanto

imunocomprometidos (adaptado de Santos et al., 2019).

Como os fungos podem adentrar o hospedeiro de diversas formas, as barreiras
epiteliais, o sistema mucociliar e as células do sistema imune possuem papel essencial
na resposta contra a invasao desses patdgenos. Os componentes da parede celular

fangica séo reconhecidos por receptores na superficie de células do sistema imune,
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como macrdfagos, neutrdfilos e células dendriticas, sendo esse reconhecimento
essencial para a ativacdo das células tanto do sistema imune inato quanto do
adaptativo. J& foi descrito que receptores do tipo Toll e dectina-1 sdo determinantes
para 0 reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos, como
peptidoramnomananas, ramnomananas e glucanas, levando a producdo de citocinas
como interferon-y e GM-CSF que aumentam a atividade de fagdcitos contra espécies
de Scedosporium (Gil-Lamaignere et al., 2005; Bittencourt et al., 2006; Lamaris et
al., 2008; Brakhage et al., 2010). Além disso, respostas de células T helper (TH) 1,
TH 2 e TH 17 possuem atividades importantes em resposta as infecgbes fungicas
(Wathrich et al., 2012).

Apbs a inoculacdo traumatica, manifestaces na pele podem evoluir para um
eumicetoma, infeccdo cutanea ou subcutanea cronica causada por fungos verdadeiros.
Esta infeccdo pode causar profunda incapacidade e deformacdo dos membros
afetados, geralmente os inferiores. O eumicetoma costuma ser mais comum em
homens do que em mulheres devido a maior exposi¢cdo em atividades de campo e,
consequentemente, a acidentes nessas atividades. Casos de eumicetoma relacionados
com scedosporiose ja foram reportados na Europa, nos Estados Unidos e no Brasil,
tendo como agentes etioldgicos S. apiospermum ou S. boydii (Cortez et al., 2008;
Oliveira et al., 2013). Outras infeccOes localizadas relacionadas a Scedosporium
incluem artrite, osteomielite e ceratite que geralmente ocorrem ap06s inoculacédo
traumatica ou procedimentos cirdrgicos. Estas manifestacbes podem ser apresentadas
em imunocompetentes ou como complicagdes apOs imunocomprometimento
(Kaliamurthy e Thomas, 2013; Bernhardt et al., 2015).

Infec¢cbes disseminadas geralmente ocorrem em pacientes com algum tipo de
imunocomprometimento, como aqueles com a AIDS, cancer, doencas hematologicas,
transplantados ou que estdo submetidos a tratamentos com imunossupressores (Marr e
Panackal, 2004; Musk et al., 2006; Cortez et al., 2008). Isto ocorre devido a
capacidade dos fungos desse género invadirem a corrente sanguinea e se
reproduzirem nos tecidos, aliado a incapacidade do sistema imune desses pacientes de
controlar a infeccdo. ManifestacGes clinicas incluem febre, dispneia, infiltrado
pulmonar e sintomas de meningoencefalite, podendo evoluir para o envolvimento de
multiplos 6rgdos (Castiglioni et al., 2002; Husain et al., 2005). A manifestacdo mais

grave de infeccdo disseminada causada por Scedosporium € a infec¢do do sistema



18

nervoso central (SNC), que inclui sintomas de meningite e 0 aparecimento de
abcessos cerebrais. Geralmente, a infeccdo do SNC € decorrente de uma complicacao
de infeccdo disseminada em imunocomprometidos, mas j& foi associada a episodios
de aspiragdo de agua contaminada em imunocompetentes, o que envolve a inalagdo de
conidios de Scedosporium e a conseguinte disseminacdo a partir dos pulmdes
(Berenguer et al., 1989; Katragkou et al., 2007).

Espécies de Scedosporium sdo capazes de colonizar as vias aéreas de pacientes
com fibrose cistica, iniciando na adolescéncia, podendo se tornar uma colonizacao
cronica. A fibrose cistica é causada pela mutacdo no gene para a proteina reguladora
da condutancia transmembrana na fibrose cistica (CFTR), que resulta na retencdo de
muco e deixa os pulmdes vulneraveis para o estabelecimento de infeccdes. Pacientes
com a doenca geralmente sdo acometidos primeiramente por infeccdes bacterianas e,
apos antibioticoterapia, € observado um aumento do crescimento de fungos nas vias
aereas. A colonizacdo por Scedosporium contribui para uma reacdo inflamatéria que
pode levar progressivamente para a deterioracdo das funcgdes pulmonares.
Manifestacdes incluem bronquite e micose broncopulmonar alérgica observadas em
pacientes com fibrose cistica colonizados por Scedosporium (Cimon et al., 1995;
Engel et al., 2018). A prevaléncia de isolamento de Scedosporium a partir de
pacientes com fibrose cistica depende da localizacdo geogréfica e condicGes
predisponentes do hospedeiro, variando entre 3,1% e 25% dos isolamentos, podendo
ser considerado o segundo ou terceiro género de fungos filamentosos mais isolados de
pacientes com esta condicdo. S. apiospermum, S. boydii e S. aurantiacum destacam-se
por serem as espécies de Scedosporium mais isoladas na Alemanha, Franca e
Australia, respectivamente (Cimon et al., 2000; Blyth et al., 2010; Lackner et al.,
2011; Sedlacek et al., 2015; Engel et al., 2018; Schwarz et al., 2018).

Em estudos realizados nos Estados Unidos, foi constatado que espécies de
Scedosporium s&o os agentes etioldgicos de pelo menos 25% das infecgdes por fungos
filamentosos que ndo sdo do género Aspergillus em pacientes que receberam algum
tipo de transplante (6rgaos ou medula dssea) (Husain et al., 2005). Em uma reviséo de
22 casos de scedosporiose em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) realizada por Tammer e colaboradores, em 2011, observou-se a
ocorréncia de infeccbes invasivas por Scedosporium em 54,5% dos pacientes e a taxa

de mortalidade foi de 75%. Foi descrito por Katragkou e colaboradores, em 2007,
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casos (entre 1950 e 2006) de infeccdo por S. apiospermum em individuos que
aspiraram agua contaminada e foi constatado que a disseminacédo para 0 SNC ocorreu
em 91% dos casos com a taxa de mortalidade de 70%. Apds a reidentificacdo de
espécies de Scedosporium isoladas ap0s casos de aspiragdo de agua contaminada,
além de S. apiospermum foram identificadas S. boydii e S. aurantiacum, sendo esta
ltima uma espécie reportada em um sobrevivente de um tsunami no Japdo em 2011
(Katragkou et al., 2007; Tintelnot et al., 2008; Tammer et al., 2011; Nakamura et al.,
2013).

Oliveira e colaboradores revisaram 15 casos de scedosporiose reportados no
Brasil de 1982 a 2013. A manifestacdo clinica mais relatada foi a presenca de massa
fangica na cavidade pulmonar (bola fungica), especialmente em pacientes ja tiveram
tuberculose, seguido de infeccGes invasivas em pacientes imunocomprometidos. Dos
10 casos de scedosporiose em que foram relatadas doencas associadas, 5 resultaram
na morte dos pacientes (Oliveira et al., 2013). Em 2004, foi relatado no Brasil pela
primeira vez uma morte por scedosporiose com o acometimento do SNC apds
aspiracdo de dgua poluida (Kowacs et al., 2004). Em outro trabalho que revisou 21
casos de micetoma na cidade do Rio de Janeiro de 1991 a 2014, S. apiospermum foi
isolado em 3 dos 8 casos de eumicetoma (causado por fungos verdadeiros) que
obtiveram cultura inicial positiva, no resto dos casos isolou-se Madurella
mycetomatis, Acremonium spp. e outros fungos filamentosos que ndo foram

identificados (Sampaio et al., 2017).

1.4. Diagnéstico e tratamento de infecgdes por Scedosporium spp.

O diagnostico da scedosporiose é constituido na deteccdo do patdgeno atraves
do uso de diversas abordagens, como exame microscopico direto, cultivo, analise
histoldgica de biopsias e métodos moleculares. O diagnostico preciso desses fungos é
complexo devido a semelhanga de manifestacdes clinicas e aspectos histopatologicos
com aspergilose, fusariose e outras hialohifomicoses (Walts, 2001). Os elementos que
podem auxiliar no diagndstico histopatologico da scedosporiose sdo a observacao de
padrdes irregulares de ramificacfes de hifas, formacdo de conidios nos vasos
sanguineos e nos tecidos (Kimura et al., 2010). Novas formas de deteccdo de
Scedosporium foram desenvolvidas como o meio Scedo-Select Il que permite o

crescimento de espécies como S. apiospermum, S. boydii, S. aurantiacum, S.
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minutispora e S. dehoogii e tem em sua composicéo 4-hidroxibenzoato como fonte de
carbono, sulfato de amoénio como fonte de nitrogénio, dicloran e benomyl (fungicidas
aos quais fungos como Aspergillus, Fusarium, Cladosporium e Penicillium s&o
sensiveis) (Pham et al., 2015). Além disso, Harun e colaboradores desenvolveram um
ensaio multiplex PCR para detectar espécies de Scedosporium em amostras clinicas

de pacientes com fibrose cistica (Harun et al., 2011).

O tratamento da scedosporiose € uma tarefa dificil, pois os fungos do género
Scedosporium possuem uma alta taxa de resisténcia a antifungicos de diversas classes.
Dentre as drogas disponiveis na clinica, voriconazol é a mais eficiente contra espécies
de Scedosporium, sendo a primeira droga de escolha para o tratamento de
scedosporiose. Apesar de ser bem tolerado pelos pacientes e alcancar o SNC em
quantidades razoaveis, voriconazol interage negativamente com imunossupressores e

quimioterapicos (Gilgado et al., 2006; Tortorano et al., 2014).

Devido a todas essas dificuldades, novas estratégias de tratamento estdo em
estudo. Ja& foi visto que a combinacdo de antifingicos utilizados na clinica possui
potencial para o tratamento da scedosporiose, como por exemplo: agentes azolicos e
equinocandinas possuem efeito sinérgico em S. apiospermum assim como a
combinacdo de micafungina e posaconazol possui efeito em S. apiospermum e S.
boydii. Novas drogas antifungicas desenvolvidas também estdo sendo estudadas e
possuem efeito in vitro em isolados clinicos de Scedosporium, como o F901318, que
inibe a enzima diidroorotato desidrogenase (participante da biossintese de pirimidina)
e E1210, que inibe a acilacdo de glicofosfatidilinositol fungico (glicolipideo presente

na membrana plasmatica) (Cuenca-Estrella et al., 2008).

1.5. Scedosporium aurantiacum

A emergéncia de infec¢Bes causadas por Scedosporium aurantiacum foi
reconhecida primeiramente por Heath e colaboradores, em 2009, onde foram descritos
casos de scedosporiose relacionados com S. aurantiacum em pacientes
imunocomprometidos ou com algum outro fator predisponente na Australia. Com
isso, despertou-se 0 interesse quanto a potencial viruléncia dessa espécie e
consequentemente, diversos estudos tém sido feitos para caracterizar esse patdogeno
emergente (Heath et al., 2009).
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Em um estudo que utilizou modelo murino, foi observada taxa de mortalidade
de 100% em camundongos imunocomprometidos infectados por S. boydii, S.
apiospermum, S. dehoogii e S. aurantiacum, mas a ultima foi a Unica espécie a ter
taxa de mortalidade de 80% em camundongos imunocompetentes (Gilgado et al.,
2009). Cepas de S. aurantiacum foram consideradas tdo virulentas quanto as de
Lomentospora prolificans (anteriormente conhecido como Scedosporium prolificans),
outra espécie relacionada com infec¢bes em humanos (Ortoneda et al., 2002; Harun et
al., 2010). Foi observado tanto em modelo murino quanto em modelo em Galleria
mellonella que a viruléncia de S. aurantiacum é cepa-especifica e independe da
origem de isolamento, cepas ambientais podem ser altamente virulentas e cepas

clinicas podem ter menor viruléncia (Harun et al., 2010; Kaur et al., 2015).

A capacidade de conidios germinarem em condicdes de estresse oxidativo é
determinante para o progresso da infeccao e envolve a resisténcia a resposta imune do
hospedeiro. Em um estudo que avaliou a capacidade germinativa de conidios de
Scedosporium em estresse oxidativo, observou-se que os isolados ambientais das
espécies de Scedosporium sdo mais capazes de germinar nessas condi¢es do que
isolados clinicos. Dentre esses isolados ambientais, o isolado de S. aurantiacum

demonstrou ser 0 mais tolerante (Staerck et al., 2018).

A formacdo de biofilmes, comunidades complexas de células microbianas
aderidas a superficies bidticas ou abidticas e envoltas por uma matriz extracelular, é
um fendbmeno que chama a atencdo pois confere aos agentes infecciosos diversos
aspectos que permitem o estabelecimento de infeccdes graves, como a protecdo contra
0 sistema imune, resisténcia a drogas antimicrobianas, aumento de viruléncia e
cooperacdo metabdlica (Davies, 2003; Cos et al., 2010). Em biofilmes formados por
fungos filamentosos, é necessario a combinacdo de mecanismos fisicos e bioldgicos
que incluem a adesdo de conidios a superficies diversas, a germinacdo desses
conidios, formacdo de hifas e producdo de matriz extracelular pelas células fungicas
(Ramage et al., 2009; Loussert et al., 2010). Ja foi demonstrado que fungos do género
Scedosporium sdo capazes de formar biofilmes em diferentes superficies
(poliestireno, cateter venoso central e em cultura de células epiteliais pulmonares) e
gue 0 processo 0s torna menos suscetiveis ao tratamento com drogas antiflngicas.
Nesses estudos, foi mostrado que S. aurantiacum é capaz de formar um biofilme

robusto rapidamente e que isto possivelmente esta relacionado a sua alta viruléncia
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quando comparada com as outras espécies de Scedosporium (Mello et al., 2016;
Rollin-Pinheiro et al., 2017).

Em analises metabdlicas, foi demonstrado que cepas de S. aurantiacum
utilizam substratos de maneiras distintas. Diferente de cepas com baixa viruléncia,
cepas com alta viruléncia ndo eram capazes de assimilar sacarose, mas estas eram as
Unicas capazes de assimilar D-turanose. Essas diferencas metabolicas servem como
indicio para uma provavel diversidade genémica significativa entre cepas e, com isso,

a deteccdo daquelas com alta viruléncia pode ser possivel (Kaur et al., 2015).

Han e colaboradores, em 2017, compararam proteases secretadas da cepa
clinica altamente virulenta WM 06.482 com as da cepa ambiental WM 10.136 e
observaram a atividade de proteases semelhantes a elastase apenas na cepa altamente
virulenta. Ja foi demonstrado que, no contexto da aspergilose, a atividade de elastase
esta relacionada a aspectos importantes na patogenicidade fungica, como penetracdo
em tecidos pulmonares e deterioracdo de fungdes respiratdrias (Robinson et al., 1990;
Kolattukudy et al., 1993). Existem diversas evidéncias que apoiam a hipétese de
proteases secretadas serem fatores de viruléncia, como ja foi bem estabelecido em
Aspergillus fumigatus, e isso inclui a identificacdo dessas enzimas em outras espécies
de Aspergillus e em espécies de Scedosporium associadas a infec¢cbes em pacientes
com fibrose cistica (da Silva et al., 2006; Pereira et al., 2009; Ramirez-Garcia et al.,
2017; Han et al., 2017).

1.6. Parede celular fangica

A parede celular é uma estrutura dindmica essencial para viabilidade,
morfogénese e patogénese dos fungos. A parede € considerada uma estrutura de
grande diversidade fenotipica e alta plasticidade, esta em constante contato com
ambiente e, consequentemente, sua composicado é altamente regulada em resposta as
condi¢cdes ambientais. Em patogenos, as moléculas da parede sdo fundamentais para
induzir e também para evitar a resposta imune do hospedeiro. Nesse sentido, a parede
celular (estrutura que ndo esta presente nas células de mamiferos) é de extrema
importancia pois é fonte de antigenos para diagnostico e alvos para terapia antifungica
(Coronado et al., 2007; Erwig e Gow, 2016; Gow et al., 2017).
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Em geral, a parede celular fungica é composta majoritariamente por
polissacarideos e possui camadas distintas, onde a mais interna contém componentes
relativamente mais conservados e a mais externa tem uma composi¢cdo mais
heterogénea e espécie-especifica. A maioria dos fungos possui uma camada comum
mais interna de B-(1,3)-glucana, -(1,6)-glucana ramificadas e quitina, formando um
exoesqueleto que resiste as pressdes hidrostaticas internas da célula. As grandes
diferencas residem nos componentes que sdo ligados a essas moléculas, presentes nas
camadas mais externas. A superficie de Candida albicans, por exemplo, possui um
alto teor de proteinas manosiladas ligadas a glicofosfatidilinositol, que por sua vez
estd conectado a camada de glucanas e quitina. Ja Histoplasma capsulatum possui
uma camada externa composta de a-(1,3)-glucana ligada as camadas internas (Latgé,
2007; Rappleye et al., 2007; Wheeler et al., 2008).

A parede celular também é descrita como fundamental para determinar as
formas complexas das células fungicas, ou seja, sua morfogénese e diferenciacdo
celular (Gow et al., 2017). Neste contexto, Aspergillus fumigatus se tornou um
modelo para o estudo da funcdo da parede celular no crescimento de fungos
filamentosos. Modificacdes importantes acontecem na estrutura e composicdo da
parede durante a transicdo morfolégica de conidio para hifa. Por exemplo, no inicio
da transicdo, ocorre um aumento de tamanho do conidio resultado da entrada de agua
e acumulo de glicerol, a partir dai, ocorre o inicio do crescimento polarizado para a
formacdo de um tubo germinativo. Neste processo, ha a perda de camadas compostas
de hidrofobinas e melanina aliada a consequente maior exposicdo de moléculas como
a-(1,3)-glucana e glicosaminoglicanas (GAG) que transformam um conidio
hidrofébico em um conidio hidrofilico com mais propriedades aderentes (Fontaine et
al., 2010; Gravelat et al., 2013; Latgé e Beauvais, 2014; Latgé et al., 2017).

Alguns componentes importantes da parede celular de Scedosporium ja foram
identificados,  purificados e caracterizados  bioguimicamente, incluindo
peptidoramnomananas (PRMs), a-glucanas, melanina e glucosilceramidas (ou

monohexosilceramidas) (Figura 4).
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Figura 4: Esquema representativo da parede celular de Scedosporium contendo componentes
caracterizados em espécies de Scedosporium e baseado em modelos de outros fungos filamentosos

como Aspergillus. (Mello et al., 2019).

As peptidoramnomananas sdo glicoconjugados complexos constituidos por
uma cadeia peptidica com glicanas O e N-ligadas. Os estudos relacionados a essa
molécula demonstram sua importancia em processos de interagdo com hospedeiro e
viruléncia de fungos do complexo Scedosporium/Lomentospora (Pinto et al., 2001). A
pré-incubacdo de células HEp2 com a PRM purificada ou com anticorpos policlonais
anti-PRM reduz a adesdo e endocitose de S. boydii, sugerindo uma competi¢do por
receptores na superficie das células HEp2 (Pinto et al., 2004). Ja foi descrito que
ramnomananas de P. boydii sdo reconhecidas por TLR4, induzindo a producdo de
citocinas pro-inflamatorias (Figueiredo et al., 2012). Nesse contexto, a O-glicosilacéo
é essencial para a adesdo do fungo a célula hospedeira, assim como € para a indugdo
de resposta imune. Oligossacarideos O-ligados inibem a adeséo de S. boydii a células
HEp2 e PRMs de-O-glicosiladas ndo afetam a fagocitose de L. prolificans por
macrofagos (Pinto et al., 2005; Gorin et al., 2010). Também foi demonstrado que
anticorpos monoclonais anti-PRM aumentam a germinagéo, reduzem a fagocitose por

macrofagos J774.16 e aumentam a viruléncia de S. apiospermum em modelo murino,
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revelando o envolvimento da PRM no processo de patogénese fungica (Lopes et al.,
2010).

As a-glucanas da parede celular de S. boydii ja foram caracterizadas e também
se demonstrou que esta € uma molécula relevante no estimulo da resposta imune do
hospedeiro. O pré-tratamento de macrofagos peritoneais com a-glucanas purificadas
diminui a taxa de fagocitose, além de induzir a liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a ¢ IL-6) e a sinalizacdo mediada por TLR2, CD14 e MyD88
(Bittencourt et al., 2006; Figueiredo et al., 2012; Lackner e Guarro, 2013) .

A melanina é um pigmento que esti associado ao aumento da tolerancia ao
“burst” oxidativo em espécies do género Aspergillus, Cryptococcus neoformans,
Fonsecaea pedrosoi e Sporothrix shenckii (Wang e Casadevall, 1994; Nosanchuk e
Casadevall, 2003; Cunha et al., 2010). Em um estudo que utilizou L. prolificans com
genes de enzimas da biossintese de DHN-melanina silenciados, foi visto que conidios
sem melanina se tornaram mais suscetiveis a raios ultravioletas e H.O2 em ensaios de
sobrevivéncia de conidios (Al-Laaeiby et al., 2016). Em um outro estudo que
observou as modificacfes da parede celular durante a maturacdo de conidios de S.
boydii, foi visto que na auséncia de melanina h4& um aumento na marcagdo de
glicoconjugados contendo manose (moléculas envolvidas no reconhecimento imune).
Neste trabalho, sugeriu-se que, durante a maturacdo de conidios, esses
glicoconjugados sdo mascarados progressivamente com polimerizacdo de melanina,
um composto comumente relacionado a processos de evasdo do sistema imune
(Nosanchuk e Casadevall, 2003; Ghamrawi et al., 2014).

O estudo da composicdo da parede celular pode revelar, como ja mencionado,
antigenos para diagnostico e alvos para terapia antifingica. Além disso, pode auxiliar
no melhor entendimento da patogénese dos fungos e da interacdo parasita-hospedeiro.
As glucosilceramidas, também presentes na parede celular de Scedosporium spp.,

serdo discutidas na sessao a seguir.
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1.7. Glucosilceramidas

Os esfingolipideos estdo presentes em células eucarioticas, como em plantas,
mamiferos e fungos. Existem dois grupos principais descritos em células fungicas:
inositolfosforilceramidas (IPCs) e hexosilceramidas, como glucosilceramidas
(GlcCer) e galactosilceramidas (GalCer) (Rollin-Pinheiro et al., 2016).

A glucosilceramida (GlcCer) é considerada o principal glicoesfingolipideo
neutro sintetizada pela maioria dos fungos patogénicos. E constituida de uma cadeia
principal de esfingosina (9-metil-4,8-esfingodienina), ligada por uma ligacdo amidica
a um &cido graxo (&cido 2-hidroxi octadecanodico ou 2-hidroxi hexadecandico) e a
uma glucose (Barreto-Bergter et al., 2004). Apesar de estar presente em fungos e
mamiferos, a estrutura molecular de GlcCer € distinta entre esses organismos. Além
disso, em celulas de mamiferos, GlcCer e GalCer sdo utilizadas para a sintese de
outros esfingolipideos complexos, enquanto que em fungos essas moléculas sdo
consideradas a etapa final da sintese, sendo encontradas na membrana e na parede
celular fungica (Fernandes et al., 2018). Analises da estrutura de GlcCer em fungos
revelaram um carater conservado dessas moléculas, em especial na cadeia principal
de esfingosina, mas algumas diferencas sdo encontradas no tamanho e grau de

insaturacdo da cadeia de acido graxo (Barreto-Bergter et al., 2004, 2011).

Além de constituintes da superficie celular de fungos, os esfingolipideos
podem se agrupar com esterdis em microdominios de membrana também chamados
de “lipid rafts”. Esta estrutura organizada possui um papel importante no
estabelecimento do crescimento polarizado observado em fungos filamentosos. Este
tipo de crescimento envolve a extensdo apical das células fangicas, onde acumulam-
se vesiculas contendo precursores para a sintese de parede celular na ponta da hifa em
crescimento. Em Aspergillus nidulans, os microdominios sdo observados nas pontas
das hifas e a inibicdo da sintese de esfingolipideos prejudica o estabelecimento da
polaridade da célula e impede a ramificagdo das hifas durante a germinagdo (Cheng et
al., 2001; Pearson et al., 2004; Alvarez et al., 2007).

Analises por imunofluorescéncia demonstram que GlcCer é detectada na
superficie de conidios e hifas de S. boydii. (Pinto et al., 2002; Calixto et al., 2015).
Em Fonsecaea pedrosoi, a melanina presente em corpos escleroticos € um fator que

parece dificultar o reconhecimento de GlcCer por anticorpos anti-GlcCer (Nimrichter
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et al., 2004). Em outro estudo em L. prolificans, a GlcCer é detectada em hifas, em
conidios apos 6 horas de incubacdo a 37°C (nos estagios iniciais da germinacéo) e em
conidios tratados com NaOH 1M (que retira moléculas soliveis em meio alcalino,
como a melanina) (Xisto et al., 2019). Estas observagdes sugerem uma exposi¢ao
diferenciada de GlcCer de acordo com a fase morfoldgica do fungo e também o
envolvimento de componentes mais externos da parede celular, como a melanina, no

mascaramento dessa molécula na superficie de conidios.

A GlcCer também tem sido descrita como uma molécula importante na
patogénese fungica. Mutantes de Cryptococcus neoformas com o gene da GlcCer
sintase deletado, s&o avirulentos em modelo murino de infecgdo. A delecao deste gene
também resultou em uma significativa reducao do crescimento de C. neoformans em
condi¢des importantes para o estabelecimento de infeccdo em um hospedeiro (pH
neutro ou alcalino, 5% CO2 e 37°C) (Rittershaus et al., 2006). Em Candida albicans, a
delecdo de genes da sintese de GlcCer resultou numa reducdo da transicdo
morfoldgica de leveduras para hifa e também provocou desestabilidade na membrana
celular, demonstrada por uma maior susceptibilidade a agentes como SDS e
fluconazol (Oura et al., 2008, 2010). Em um trabalho com Aspergillus nidulans,
diversos tipos de mutantes ja foram desenvolvidos para o estudo de GlcCer, como
cepas incapazes de sintetizar GlcCer, de adicionar o0 grupamento acucar, 0
grupamento metil e a insaturacdo no carbono 8. Estes apresentaram deficiéncia de
crescimento, desorganizacdo de microdominios de membrana e reducdo de viruléncia
em modelo de infecgdo utilizando Galleria mellonella (Fernandes et al., 2016). A
adicdo do grupamento metil e a instauracdo no carbono 8 também se demonstrou
essencial para a viruléncia de C. neoformans em modelo murino de infec¢do, assim
como resultou numa maior susceptibilidade a estressores de membrana e a acdo de
macrofagos (Raj et al., 2017). Estes dados sugerem que estruturas especificas
encontradas na molécula de GlcCer sdo importantes para a patogénese e diferenciacao

celular de diversos fungos (Rollin-Pinheiro et al., 2016).

Recentemente, demonstrou-se que GlcCer ¢ um potentes indutor de resposta
imune. GlcCer purificada de conidios e de micélio de L. prolificans foi capaz de
induzir a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias por esplendcitos de camundongos.
Essas moléculas foram capazes de recrutar células polimorfonucleadas, células

mononucleadas, eosindfilos e macrdéfagos peritoneais. Alem disso, a ativagdo por
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GlcCer induziu o “burst” oxidativo de macrofagos peritoneais, resultando também no
aumento da destruicdo de conidios de L. prolificans (Xisto et al., 2019). A
administracdo de GlcCer purificada do fungo nédo patogénico Candida utilis foi
proposta como uma estratégia de vacinacdo para C. neoformans. GlcCer administrada
via intraperitoneal em camundongos preveniu a disseminacdo de C. neoformans dos
pulmdes para o cérebro, resultando na sobrevivéncia de 60% de camundongos, na

producdo de anticorpos anti-GlcCer e na auséncia de dano hepético (Mor et al., 2016).

O uso de anticorpos monoclonais é outra ferramenta utilizada no estudo das
funcbes de GlcCer. A imunizagéo passiva com anticorpos monoclonais gera protecao
contra C. neoformans em modelo murino de infecgdo (Rodrigues et al., 2007). Em F.
pedrosoi, anticorpos anti-GlcCer inibem a diferenciacdo celular assim como séo
capazes de opsonizar conidios, aumentando a fagocitose e sua destruicdo por
macrofagos (Nimrichter et al., 2004). Os anticorpos anti-GlcCer também sdo capazes
de reduzir a germinacao de S. apiospermum, de aumentar a internalizacéo e destrui¢ao
desse fungo por macrofagos peritoneais e também possui efeito sinérgico com

itraconazol in vitro (Rollin-Pinheiro et al., 2014).

Como ja mencionado, a estrutura de GlcCer em fungos é distinta da
encontrada em células de mamiferos, onde a instauracdo no carbono 8 e a metilacao
no carbono 9 sdo caracteristicas exclusivas de fungos (Figura 5). Por esse motivo, e
aliado a todos os dados da literatura que apresentam a importancia da GlcCer para
processos bioldgicos e patogénese de diversos fungos, essa molécula é considerada

um potencial novo alvo para estudos de novas terapias antifingicas.

(&) Mamiferos Fungos
H, OH
H DH H o b
s OH
\/\/\/\/\/\/\/\WNH H HO V\AAM
(o]
GlcCer{d18:1/16:0) GlcCer(d19:2/18:0 h)

Figura 5: Estrutura de glucosilceramidas encontradas em (A) mamiferos e em (B) fungos. Em (B), o
retdngulo destaca a principal diferenca estrutural das glucosilceramidas flngicas em comparagdo com
as de mamiferos, a metilagdo no carbono 9 e a instauracdo do carbono 8 da cadeia principal de
esfingosina. (adaptado de Rollin-Pinheiro et al., 2016).
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Este trabalho tem como foco elucidar a estrutura quimica de GlcCer
encontradas em S. aurantiacum, evidenciar a presenca dessa molécula na superficie e
sua importancia nos processos de crescimento deste fungo filamentoso, desde a
transicdo morfoldgica de conidios para hifas até a formacéo de biofilme, utilizando

como ferramenta os anticorpos monoclonais anti-GlcCer.
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2. JUSTIFICATIVA

Como ja mencionado, espécies do género Scedosporium destacam-se como
patdgenos emergentes. A maior ocorréncia de infeccbes por esses fungos nos Gltimos
anos é principalmente devido ao aumento da quantidade de pessoas com algum tipo
de imunocomprometimento, como pacientes com cancer, doencas hematoldgicas,
AIDS, transplantados e tratados com imunossupressores. Esses fungos sdo capazes de
causar diversas manifestacdes clinicas, desde infeccBes superficiais a infecgdes
sistémicas, apresentando uma alta taxa de mortalidade (Cortez et al., 2008; Tammer et
al., 2011). Alem disso, a scedosporiose possui um diagndstico dificil, podendo ser
facilmente confundida com outras hialohifomicoses, e estratégias de tratamento
limitadas, pois espécies de Scedosporium sdo multirresistentes a drogas antifingicas
(Walts, 2001). Neste contexto, S. aurantiacum destaca-se coOmo uma especie
altamente virulenta, que germina precocemente e € capaz de formar um biofilme
robusto de maneira rapida em diversos materiais de superficie, inclusive em cateteres
(Mello et al., 2016; Rollin-Pinheiro et al., 2017).

Desse modo, torna-se relevante a busca por novos dados que auxiliem no
entendimento da biologia e, consequentemente, da viruléncia desse patdgeno
emergente. Os glicoconjugados da parede celular possuem grande importancia para o
crescimento e patogénese de Scedosporium (Pinto et al., 2008). O estudo dessas
moléculas e de suas funces pode ajudar a elucidar como o processo infeccioso e a
interacdo com o hospedeiro se estabelece. Nesse sentido, a glucosilceramida é uma
molécula de superficie que possui uma estrutura especifica em fungos e que tem um
papel de destaque na morfogénese, interagdo com hospedeiro e viruléncia em outras
espécies de fungos (Barreto-Bergter et al., 2004; Rollin-Pinheiro et al., 2016). Por ser
considerada um potencial novo alvo para terapias antifingicas, o estudo especifico da
estrutura e 0 maior entendimento das funcgdes da glucosilceramida sdo importantes

quando se trata de um patégeno multirresistente como S. aurantiacum.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Caracterizar a estrutura quimica de glucosilceramidas de isolados de
Scedosporium aurantiacum (um ambiental e um clinico), avaliar sua exposi¢do na

superficie celular e a relevancia da molécula em processos de crescimento fangico.

3.2. Objetivos especificos
- Caracterizar a estrutura quimica de glucosilceramidas obtidas de isolados de S.

aurantiacum;

- Observar a exposicdo de glucosilceramidas na superficie de isolados S. aurantiacum

em diferentes estagios de crescimento;

- Avaliar possiveis efeitos do anticorpo monoclonal anti-GlcCer nos processos de

germinacéo e formacdo de biofilme de isolados de S. aurantiacum;

- Avaliar se o anticorpo monoclonal anti-GlcCer afeta a estabilidade da superficie
celular e a organizacdo de microdominios de membrana dos isolados de S.

aurantiacum;

- Avaliar se o anticorpo monoclonal anti-GlcCer afeta a adesdo de conidios e de

biofilme dos isolados de S. aurantiacum.
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4. METODOLOGIA
4.1. Microrganismos e condic¢es de cultivo

4.1.1. Microrganismos

Neste trabalho foram utilizados dois isolados de Scedosporium aurantiacum:
Scedosporium aurantiacum WM 09.12, isolado de solo na Australia e Scedosporium
aurantiacum WM 06.385, isolado de uma amostra clinica de ouvido na Austrélia. Os
isolados foram gentilmente cedidos pelo professor Wieland Meyer do Sydney
Institute for Emerging Infectious Diseases and Biosecurity, The University of Sydney,

e pesquisador do Molecular Mycology Research Laboratory, Sydney, Austrélia.

4.1.2. Obtencdo de conidios

Os conidios dos dois isolados foram obtidos a partir do crescimento em placas
de Petri contendo agar Sabouraud Modificado, que contém 0,5% de extrato de
levedura além da composicdo tipica de agar Sabouraud (1% de peptona, 2% de
glicose e 2% de 4&gar), incubadas por sete dias a temperatura ambiente. Para a
obtencdo de conidios vidveis sem melanina, foi adicionado triciclazol (inibidor da
sintese de DHN-melanina, que ndo afeta a viabilidade celular) as placas de Sabouraud
Modificado na concentracdo de 16 pg/ml (Cunha et al., 2005). A superficie do meio
foi lavada com PBS estéril e os conidios, removidos com auxilio de uma espatula,
foram coletados ap0s filtracdo em rede com poros de 40 um (Falcon, Estados Unidos)

e centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos (Rollin-Pinheiro et al., 2014).

4.2. Extracdo e analise quimica e estrutural de glucosilceramidas

4.2.1. Obtencao de massa celular

Células (micélio) dos dois isolados foram obtidas a partir do crescimento em
meio Sabouraud Modificado liquido e mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente.
Apds sete dias de crescimento, as células foram filtradas, lavadas com agua destilada
e estocadas a -20°C até serem processadas. O processo foi repetido até a obtengdo de

2009 de massa celular de cada isolado de S. aurantiacum.
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4.2.2. Extracdo e purificacdo de glicoesfingolipideos

A massa total (200g) de células dos dois isolados obtida durante o periodo de
crescimento foi tratada com cloroférmio/metanol (600 ml) na propor¢édo 2:1 (v:v) por
duas horas sob agitacdo a temperatura ambiente. ApOs esse tempo, a massa foi
filtrada, resultando num filtrado 1. O residuo celular foi tratado com
cloroférmio/metanol (600 ml), dessa vez na propor¢do 1:2 (viv) sob agitacdo a
temperatura ambiente durante a noite. Apos esse periodo, houve uma nova filtracéo,
gerando um filtrado 11. A massa resultante foi estocada a -20 °C.

Os dois filtrados resultantes (I e I1) desse processo foram concentrados juntos
em rota-evaporador, resultando no extrato lipidico bruto (lipideos totais). Esse extrato
foi fracionado de acordo com Folch, obtendo-se a fase inferior contendo os lipideos
neutros (Folch et al., 1957).

A glucosilceramida, presente na fase inferior de Folch, foi purificada por
métodos cromatograficos, utilizando coluna de silica-gel 60. Os glicolipideos foram
fracionados nessa coluna através de eluicdo com cloroférmio, acetona e metanol.
Essas trés fracGes foram analisadas por cromatografia de camada fina e a fragdo onde
encontrou-se glucosilceramida foi submetida(s) a uma nova coluna de silica-gel 60,
eluida dessa vez com cloroférmio/metanol em proporgdes crescentes (100:0, 90:10,
80:20, 50:50 e 0:100). As fracOes resultantes foram analisadas por cromatografia de
camada fina, onde a fracdo contendo a glucosilceramida mais purificada foi analisada
por espectrometria de massas (Rollin-Pinheiro et al., 2014).

A cromatografia em camada fina foi feita utilizando placas de silica-gel 60 e
solvente de corrida cloroférmio / metanol / NH4OH 2M (40:10:1 v/v), revelando-se as

placas com vapor de iodo e “spray” de orcinol / &cido sulfirico (da Silva et al., 2004).

4.2.2 Andlise da composicdo monossacaridica

As glucosilceramidas dos dois isolados fungicos foram hidrolisadas com acido
trifluoroacético (TFA) 3M a 100°C por 3 h. Para andlise da composicdo de
monossacarideos, amostras foram aplicadas em placas de cromatografia em camada
fina de silica-gel 60. A placa serd desenvolvida cinco vezes com o sistema de
solventes n-butanol:acetona:dgua (4:5:1 v/v/v). Uma solucdo contendo 1 % de

manose, galactose, glucose e ramnose foi utilizada como padrdo de acucar.
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O sistema revelador foi o orcinol 0,05% (p/v) em H2SOsa 10% (v/v), com o
desenvolvimento da cor feito por aquecimento da placa em forno a 100°C por cerca
de 10 minutos (da Silva et al., 2004).

4.2.3 Espectrometria de massas (ESI-MS) de glucosilceramidas

A andlise estrutural das glucosilceramidas purificadas foi feita por
espectrometria de massas, utilizando a técnica de ionizagéo do tipo electrospray (ESI-
MS) em modo positivo utilizando um espectrometro ESI-ION TRAP (modelo
Amazon SL, Bruker, Alemanha). As amostras (100 pg/ml) isoladas foram analisadas
por injecdo direta apds solubilizacdo em cloroférmio/metanol/agua 5:4:1 (v/v) e 1mM
de cloreto de litio. O fluxo foi mantido constante em 3,0 ul/min e a energia do cone e

do capilar serdo mantidas em 60 V e 2.8 kV respectivamente (de Souza et al., 2008).

Células fldngicas

CHCl/CHOH (2:1 & 1:2 wjw)

3

Extrato bruto

Particao de Folch

ey

Fase superior Fase inferior

J’ I CH,COCH,
Cromatografia Silica Gel
Descarte CH,OH

CHCly/ CH,0H 95:5

Cromatografia Silica Gel

CHCl,/CH,0H 9:1
GleCer
ESI-MS &———= & CHCl,/CH,0H &2
purificada

CHCI3/CH,0H 7:3
CHCI,/CH,0H 1:1
CH;OH

Figura 6: Esquema geral da extracdo e purificacdo glucosilceramidas encontradas em fungos. CHCls,
cloroférmio; CH3OH, acetona; CH3COCHSs;, metanol (adaptado de Calixto et al., 2015).
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4.3. Reatividade do anticorpo anti-GlcCer com as células de S. aurantiacum

4.3.1. Testes imunoenzimaticos

Os testes imunoenzimaticos foram realizados como descritos por Haido et al.,
1998; Leitdo et al., 2003 e Pinto et al., 2005, utilizando células dos dois isolados de S.
aurantiacum como antigenos, com o objetivo de avaliar a reatividade delas com o
anticorpo monoclonal anti-GlcCer em diferentes tempos de germinacao.

O teste de ELISA foi realizado em placas de microtitulacdo sensibilizadas com
50 ul contendo 10° conidios/ml de ambos isolados e incubados por 3, 6 e 18 h a 37 °C
para a obtengcdo de diferentes estagios de germinacdo. Também foram utilizados
conidios tratados e ndo tratados com NaOH 1M overnight a temperatura ambiente
(para uma retirada de melanina e outros componentes soltveis em meio alcalino da
superficie celular) e incubados por 1 h a 37°C apenas como etapa de adesdo. Foram
feitas 3 lavagens com 150 pul de PBS e os sitios inespecificos foram entdo bloqueados
por incubacdo com PBS-leite 3% durante a noite em camara Umida a 4 °C. O
anticorpo monoclonal anti-GlcCer foi adicionado aos po¢os contendo o0s antigenos em
diluicdo seriada a partir da concentracdo de 100 pg/ml (volume de 100 pl). Apds
incubagdo por 1 h & 37 °C, as placas foram lavadas trés vezes com 150 ul de PBS e
100 pl de anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase diluido 1:3000
em PBS foram acrescentados aos pocos da placa, procedendo-se a incubagdo como na
etapa anterior. A placa foi lavada como anteriormente descrito e 100 pl do substrato
enzimatico, constituido de 4 mg de ortofenilenodiamina (OPD) em 10 ml de tampé&o
fosfato-citrato pH 5,0 e 4 pl de H202 (30 vol.) foram adicionados. A reacdo foi
desenvolvida no escuro, a temperatura ambiente ap6s 20 minutos e paralisada apés 20
minutos pela adicdo de 50 pl de H2SO4 3 M em cada pogo. A absorbancia foi lida a
490 nm em espectrofotdmetro (Bio-Rad, Estados Unidos).

Como controles, foram utilizados os fungos em PBS (sem a adi¢do de nenhum
anticorpo) e um controle do anticorpo secundario (sem a adicdo do anticorpo

primario).

4.3.2. Microscopia de Imunofluorescéncia
A microscopia de imunofluorescéncia foi realizada como descrito por Xisto et
al., 2019, utilizando os isolados de S. aurantiacum em diferentes tempos de

germinacdo (0, 3, 6 e 18h) e em conidios tratados ou ndo com NaOH 1M. As ceélulas
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foram cultivadas em placas de 24 pocos contendo meio RPMI 1640 e com laminulas
de vidro cobertas com poli-L-lisina adicionadas ao fundo dos poc¢os. Posteriormente,
as células foram fixadas com paraformaldeido 4% em tampé&o cacodilato. Em seguida,
foram feitas trés lavagens com PBS para a retirada do fixador e foi feito o blogueio
com 500 ul de PBS-BSA 3% por pogo durante a noite a 4°C. Foram realizadas trés
lavagens com PBS filtrado e o anticorpo monoclonal anti-GlcCer foi adicionado (100
ug/ml) diretamente as laminulas e estas foram incubadas por 1 h a 37 °C em cémara
Umida. Posteriormente, foram realizadas mais trés lavagens, adicionado o anticorpo
conjugado Alexafluor na diluicdo 1:200 e a incubacdo também foi por 1 h a 37 °C.
Apbs este tempo, foram feitas mais trés lavagens. Apds esses procedimentos,
realizou-se a montagem das laminas, onde as laminulas foram cobertas na ldamina com
2,5 ul de n-propil-galato. As laminas foram seladas e a leitura do resultado foi feita
em microscopio de fluorescéncia Axio Imager 2 (Carl Zeiss, Alemanha).

Laminas contendo apenas o fungo em PBS e o fungo com anticorpo conjugado

Alexafluor serviram como controles.

4.4. Ensaio de germinacdo na presenca do anticorpo anti-GlcCer

Células (10° conidios/ml) dos isolados de S. aurantiacum foram incubados
por 3 e 6 h em placa de 24 pocgos contendo meio RPMI 1640, na presenca do
anticorpo anti-GlcCer (100 pg/ml) e sistema controle contendo IgG irrelevante. Em
diferentes intervalos de tempos, as células foram contadas e seus tubos germinativos
foram medidos em microscopio invertido até um minimo de 100 conidios.
Determinou-se o percentual de germina¢do como o quociente do total de conidios
germinados sob o numero total de células contadas X 100 (Manavathu et al., 1999;
Da Silva et al, 2004).

4.5. Susceptibilidade a estressores de membrana na presenca do anticorpo anti-
GlcCer

Células (10° conidios/ml) dos isolados de S. aurantiacum foram incubados
com 100 pg/ml do anticorpo anti-GlcCer por 3 h a 37°C em meio RPMI 1640. Em
seguida, solugdes com cloreto de sédio (NaCl, 3%) ou branco de calcofluor (10

pg/ml) diluidos meio RPMI 1640 foram adicionados. Ap6s 24 h de incubagdo a
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atividade metabdlica dos isolados foi avaliada através do ensaio de reducdo por XTT,
onde foi adicionado aos po¢os 54 ul da solu¢dao de XTT (0,5 mg/ml em PBS) com
menadiona (0,17 mg/ml em acetona) e incubado por 2 h a 37°C protegido da luz.
(Fernandes et al., 2016; Rollin-Pinheiro, et al., 2019).

4.6. Marcacao das células com filipina para evidenciacdo de microdominios de
membrana na presenca do anticorpo anti-GlcCer

Células (10° conidios/ml) dos isolados de S. aurantiacum foram marcadas
com filipina de acordo com Liu et al., 2014. As células foram pré-tratadas com 100
pg/ml do anticorpo anti-GlcCer e incubadas por 3 h em RPMI 1640 a 37°C. Células
controle foram incubadas com IgG irrelevante. Os conidios germinados ap6s 3 h
(fixados com paraformaldeido 4%) foram marcados com 50 pg/ml de filipina (Sigma,
F9765) em PBS por 2 h a temperatura ambiente e protegidos da luz. Ap6s duas
lavagens com PBS, as células foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia

Axio Imager 2 (Carl Zeiss, Alemanha).

4.7. Ensaio de formacao de biofilme na presenca do anticorpo anti-GlcCer

O ensaio de formacdo de biofilme foi realizado como descrito por Rollin-
Pinheiro et al (2017). Biofilmes foram crescidos em placas de 96 pogos, a partir de
uma suspensdo de 107 conidios/ml por poco em meio RPMI 1640 suplementado com
glucose 2% e soro fetal bovino 20%. A placa foi incubada a 37°C com 5% CO; por 24
h na presenca ou auséncia do anticorpo anti-GlcCer (100 pg/ml). Apos a incubacdo,
foram realizadas trés lavagens com PBS para a remocdo de células ndo aderidas. A
avaliacdo da formacao de biofilme foi feita conforme descrito a seguir.

Para a quantificacdo de biomassa flngica total, o biofilme aderido foi fixado
com metanol por 15 minutos e corados com cristal violeta 0,02% por 20 minutos.
Ap0s esse tempo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS estéril e o cristal
violeta impregnado foi dissolvido pela adi¢do de &cido acético 33% por 5 minutos.
Ap0s esse tempo, transferiu-se a solugdo para uma nova placa e a leitura foi realizada
em espectrofotdmetro (Bio-Rad, Estados Unidos) no comprimento de onda de 590

nm.
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Para a avaliacdo da atividade metabdlica dos biofilmes, foi utilizada a técnica
de reducdo do XTT. Aos poc¢os com biofilme adicionou-se 54 ul da solugdo de XTT
(0,5 mg/ml em PBS) com menadiona (0,17 mg/ml diluido em acetona). Apds a
incubacdo por 2 h a 37°C protegido da luz, o sobrenadante foi transferido para uma
nova placa e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda
490 nm (Pierce et al., 2008).

4.8. Ensaios de adesdo de biofilme e conidios germinados na presenca do
anticorpo anti-GlcCer

Para avaliar a influéncia do anticorpo anti-GlcCer na adesdo do biofilme de S.
aurantiacum, os isolados foram crescidos em placas de 96 pogos, a partir de uma
suspensdo de 107 conidios/ml por pogo em meio RPMI 1640 suplementado com
glucose 2% e soro fetal bovino 20%. A placa foi incubada a 37°C com 5% CO; por 24
h na presenca ou auséncia do anticorpo anti-GlcCer (100 pg/ml). Apds a incubacao
foi avaliado, através da densidade Optica (660 nm), o crescimento fingico nos pogos
antes e depois de serem lavados trés vezes com PBS estéril para a retirada de células

ndo aderentes (Xisto et al., 2018).

Com o objetivo de investigar a influéncia do anticorpo anti-GlcCer na adeséo
de S. aurantiacum em estagios inicias do crescimento, os isolados foram crescidos em
placas de 96 pocos, a partir de uma suspensdo de 10° conidios/ml por pogo em meio
RPMI 1640 e incubados a 37°C com 5% CO2 por 6 h na presenca ou auséncia de anti-
GlcCer (100 pg/ml). Os pocos foram lavados trés vezes com PBS estéril para a
retirada de células ndo aderidas e as células aderidas foram contadas em microscépio
invertido. Cinco campos foram contados por poco para obter o numero total de

células aderidas a placa de poliestireno (Mello et al., 2016).



39

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacao estrutural de glucosilceramidas de S. aurantiacum
Glucosilceramidas (GlcCer) purificadas do micélio de S. aurantiacum WM
09.12 e S. aurantiacum WM 06.385 foram analisadas por espectrometria de massas
(ESI-MS). Ambos os isolados apresentaram como ion molecular majoritario m/z 750
e em menor intensidade foram detectados os ions moleculares m/z 734 e m/z 766
(Figura 7A). O ion molecular m/z 750 das amostras de ambos os isolados de S.
aurantiacum foram submetidos a fragmentacdo em espectrometro de massas
(MS/MS) gerando ions como m/z 588, correspondente a perda de uma hexose, e m/z
496, correspondente a perda de uma cadeia de &cido graxo hidroxilada com 16
carbonos (Figura 7B). Com essas analises, foi possivel determinar para m/z 750 a
estrutura de N-2-hidroxihexadecanoil-1-D-glucopiranosil-9-metil-4,8-esfingadienina
que corresponde a uma GlcCer com uma cadeia de acido graxo com 16 carbonos e
uma esfingosina com metilacdo no carbono 9, insatura¢bes nos carbonos 4 e 8 e
presenca de dois grupos hidroxilas (Figura 7B). A hidrdlise acida foi feita para a
confirmagcdo do monossacarideo componente dessa molécula e, atraves da
visualizagdo por cromatografia em camada fina, foi encontrada glucose nas amostras

dos dois isolados testados (Figura 7C).
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Figura 7: Caracterizacdo quimica de glucosilceramidas de S. aurantiacum. (A) Espectro de massas
ESI-MS1. (B) ESI-MS2 do ion molecular m/z 750 observado em (A) e estrutura quimica proposta para
este jon molecular majoritério de S. aurantiacum WM 09.12 e WM 06.385. (C) Cromatografia em
camada fina dos monossacarideos das glucosilceramidas de S. aurantiacum ap6s hidrdlise acida com
TFA 3M. 1. PadrBes de ramnose, manose, glucose e galactose (1 mg/ml); 2. Amostra de
glucosilceramida hidrolisada de S. aurantiacum WM 09.12; 3. Amostra de glucosilceramida
hidrolisada de S. aurantiacum WM 06.385.
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5.2. Reatividade do anticorpo anti-GlcCer com células de S. aurantiacum ao
longo do processo germinativo

A exposicdo da GlcCer na superficie dos isolados de S. aurantiacum foi
avaliada atraves da reatividade do anticorpo monoclonal anti-GlcCer com as células
fangicas em diferentes estagios de germinacdo. Utilizando a técnica de ELISA, foi
possivel constatar que a reatividade do anticorpo anti-GlcCer aumenta
progressivamente ao longo do processo germinativo (Figura 8A), de 0 h onde estdo
presentes apenas conidios até 18 h de incubagdo onde ja ha a formacdo de micélio.
Para avaliar a possivel interferéncia de melanina na exposicao de GlcCer, comparou-
se a reatividade do anticorpo anti-GlcCer em conidios tratados ou ndo com NaOH 1M
(Figura 8B). Observou-se que a reatividade do anticorpo é aproximadamente 4 vezes
maior em conidios tratados, ou seja, em conidios cuja melanina foi removida através

do tratamento com NaOH.

A Anti-GlcCer (100pg/ml) B Anti-GlcCer (100ug/mi)

Reatividade relativa
i =
T

Reatividade relativa

o

2 > Py R >
S. aurantiacum S. aurantiacum i
WM 09.12 WM 06.385 S. aurantiacum S. aurantiacum
WM 09.12 WM 06.385

Figura 8: Reatividade do anticorpo monoclonal anti-GlcCer com células de S. aurantiacum WM 09.12
(ambiental) e S. aurantiacum WM 06.385 (clinico) em diferentes tempos de germinacdo (A) ou apds
tratamento de conidios com NaOH 1M para a retirada de melanina e outros componentes da camada
mais externa da superficie celular (B). Os resultados estdo apresentados como reatividade relativa em

relacdo ao tempo de O h (A) e ao controle sem tratamento com NaOH (B).

A microscopia de imunofluorescéncia foi realizada para a visualizacdo da
exposicdo de GlcCer nos mesmos tempos de incubagéo e condicOes testadas com a
técnica de ELISA (Figura 9). Foi possivel observar a reatividade do anticorpo anti-
GlcCer as hifas de S. aurantiacum assim como a diferenca de reatividade em conidios

tratados ou ndo com NaOH 1M.
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Figura 9: Analise por microscopia de imunofluorescéncia da reatividade do anticorpo anti-GlcCer com
conidios e micélio de S aurantiacum WM 06.385. (A, C, E, G, I) Microscopia de contraste de
interferéncia diferencial. (B, D, F, H, J) Microscopia de fluorescéncia utilizando anti-GlcCer (100
pg/ml) conjugado a Alexafluor 546. A e B:_conidios 0 h. C e D: conidios tratados com NaOH 1M. E e
F: conidios germinados por 3 h. G e H: conidios germinados por 6 h. | e J: micélio ap6s 18 horas de

crescimento._Barra de escala: 5 um.
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Esses resultados demonstram que ha um aumento na exposicdo de GlcCer
durante o processo germinativo e que a presenca de melanina nos conidios
possivelmente interfere na exposicdo dessas moléculas neste estdgio inicial de

crescimento.

5.3. Influéncia do anticorpo anti-GlcCer no processo germinativo de S.
aurantiacum

Para observar o efeito do anticorpo anti-GlcCer na germinacdo de S.
aurantiacum, os isolados foram incubados por 3 e 6 horas na presenca do anticorpo.
Apds 3 horas de incubacado, observou-se que a presenca do anticorpo ndo afetou a taxa
de germinacdo (razéo entre conidios que germinaram e conidios totais) dos isolados.
No entanto, em conidios obtidos através do crescimento em meio contendo triciclazol,
um inibidor da via de sintese de melanina, a taxa de germinacdo foi reduzida em
44,1% e 51,5% para os isolados WM 09.12 e WM 06.385, respectivamente (Figura
10A e B). Ap6s 6 horas de incubacdo, a presenca do anticorpo reduziu a taxa de
germinacao dos conidios crescidos na presenca de triciclazol em 24,7% e 34,3% para
WM 09.12 e WM 06.385, respectivamente (Figura 10C e D).
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Figura 10: Taxa de germinacdo de conidios de S. aurantiacum WM 09.12 (ambiental) (A e C) e S.
aurantiacum WM 06.385 (clinico) (B e D), previamente cultivados ou ndo com triciclazol (16 pg/ml),
na presenca do anticorpo monoclonal anti-GlcCer (100 pg/ml) durante 3 horas (A e B) e 6 horas (C e
D) de germinacdo.

Para investigar melhor o desenvolvimento do crescimento fungico, foram
medidos os tubos germinativos dos conidios que foram capazes de germinar na
presenca do anticorpo, ap6s 3 e 6 horas de incubacdo. Com 3 horas de crescimento,
ndo houve diferenca entre os tamanhos médios dos tubos germinativos em nenhuma
condicdo testada. J& com 6 horas, foi possivel observar que tanto os conidios ndo
melanizados quanto os melanizados, na presenca do anticorpo anti-GlcCer, possuiam

tubos germinativos menores em comparagdo com os controles (Figura 11).
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Figura 11: Medida dos tubos germinativos (em um) de S. aurantiacum WM 09.12 (ambiental) (A) e S.
aurantiacum WM 06.385 (B), previamente cultivados ou ndo com triciclazol (15 pg/ml), na presenca

do anticorpo monoclonal anti-GlcCer (100 pg/ml) durante 6 horas.

Estes resultados indicam que o anticorpo pode afetar o0 processo germinativo
de S. aurantiacum, sendo que os conidios tratados com inibidor de melanina sdo mais
afetados, provavelmente devido a exposicao inicial maior de GlcCer resultante do

crescimento fangico na presenca de triciclazol.

5.4. Susceptibilidade das celulas de S. aurantiacum a estressores de superficie na
presenca do anticorpo anti-GlcCer

Para avaliar se o tratamento com anticorpo anti-GlcCer afeta a estabilidade da
superficie celular dos isolados de S. aurantiacum, estes foram incubados na presenca
do anticorpo por 3 horas e, em seguida, incubados por 24 horas na presenca de NaCl
3% (Figura 12A e B) e branco de calcoflior 10 pg/ml (Figura 12C e D). A
susceptibilidade aos estressores de superficie ndo foi alterada apo6s tratamento com
anticorpo anti-GlcCer, visto que a viabilidade celular dos isolados tratados com
anticorpo se mantém semelhante ao controle. Esses resultados indicam que a ligacdo
do anticorpo ndo altera a estabilidade da superficie celular dos isolados de S.

aurantiacum.
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Figura 12: Susceptibilidade de S. aurantiacum WM 09.12 (ambiental) (A e C) e WM 06.385 (clinco)
(B e D), previamente cultivados ou ndo com triciclazol, aos estressores de superficie NaCl 3% (A, B) e

branco de calcofluor (10 pg/ml) (C, D) na presenga do anticorpo monoclonal anti-GlcCer (100 pg/ml).

5.5. Organizagdo de microdominios de membrana de S. aurantiacum na presenca
do anticorpo anti-GlcCer

Com o objetivo de visualizar se a organizacdo dos microdominios de
membrana é afetada na presenca do anticorpo anti-GlcCer, conidios de S.
aurantiacum cultivados ou ndo com triciclazol foram incubados por 3 horas (tempo
onde h& a maior reducdo da taxa de germinagdo) na presenca do anticorpo. Em
seguida, foi adicionado o marcador fluorescente filipina para a observacao de regides
ricas em ergosterol. Nos conidios que ndo foram incubados com anticorpo anti-
GlcCer (melanizados e ndo melanizados) observou-se um acumulo de marcacdo nas
pontas das hifas em formacéo (Figura 13B e F). J& nos conidios que foram incubados
com anticorpo anti-GlcCer ndo foi possivel observar o acimulo nas pontas das hifas
tanto dos conidios melanizados quanto dos ndo melanizados (Figura 13D e H). Essas
observagOes demonstram que a presenca do anticorpo anti-GlcCer pode afetar a
organizacdo de microdominios de membrana, especialmente na regido apical dos
tubos germinativos, cuja formacdo é importante para o desenvolvimento de hifas de
fungos filamentosos.
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Figura 13: Organizacéo de microdominios de membrana de S. aurantiacum WM 06.385 ap6s 3 horas
de germinacdo. Foram utilizados conidios cultivados sem triciclazol (B e D) ou com triciclazol (F e H),
sem a adicdo do anticorpo anti-GlcCer (B e F) e com anti-GlcCer (D e H). A, C, E e G: Microscopia de
contraste de interferéncia diferencial. B, D, F e H: Microscopia de fluorescéncia usando o marcador

fluorescente filipina (50 pg/ml). Barra de escala: 5 um.
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5.6. Influéncia do anticorpo anti-GlcCer no processo de formacéao de biofilme de
S. aurantiacum

Para avaliar se o anticorpo anti-GlcCer possui algum efeito na formacéo de
biofilme por isolados de S. aurantiacum, estes foram incubados na presenca do
anticorpo por 24 horas e em seguida, utilizando cristal violeta e XTT, foi avaliada a
biomassa total e a viabilidade dos biofilmes formados em placas de poliestireno. Foi
observado que tanto a biomassa total como a viabilidade dos biofilmes de ambos 0s

isolados foram reduzidas ap0s tratamento com anti-GlcCer (Figura 14).
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Figura 14: Formacdo de biofilme de S. aurantiacum WM 09.12 (A e C) e WM 06.385 (B e D) na
presenca do anticorpo anti-GlcCer, avaliado por cristal violeta para quantificagdo da biomassa total (A
e B) e pela reducdo de XTT para a quantificacdo da viabilidade celular (C e D). Os conidios utilizados

nos experimentos foram crescidos em meio na auséncia ou presenca de triciclazol.

5.7. Influéncia do anticorpo anti-GlcCer na adesdo das células de S. aurantiacum
a superficie de poliestireno

Foi observado durante a realizacdo dos ensaios de formacédo de biofilme que
apos 24 h de crescimento 0s pogos-controle aparentavam ter crescimento semelhantes

aos pocgos que continham anti-GlcCer. Com isso, levantou-se a hipdtese de que a
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reducdo da biomassa e da viabilidade celular dos biofilmes era devido a um efeito na
adesdo das células ao fundo da placa de 96 pocos. Para avaliar a aderéncia apds 24 h
de crescimento, a densidade Otica de crescimento foi quantificada antes e depois da
retirada de células ndo aderentes através de lavagens com PBS estéril. Foi observado
que ha uma reducdo significativa da densidade Otica de crescimento dos pocos com
anti-GlcCer e esta reducdo ocorre de maneira semelhante em conidios previamente

cultivados com ou sem triciclazol (Figura 15).
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Figura 15: Densidade Otica do crescimento (660 nm) antes e depois da retirada de células ndo
aderentes de S. aurantiacum WM 09.12 (A) e WM 06.385 (B) ap6s 24 h de incubacdo na presenca de

anti-GlcCer (100 pg/ml). Conidios foram cultivados na presenga ou auséncia de triciclazol (15 ug/ml).

Para investigar o efeito do anticorpo no processo de adesdo em estagios
iniciais do crescimento, conidios (cultivados na presenca ou auséncia de triciclazol)
dos dois isolados de S. aurantiacum foram incubados por 6 h na presenca de anti-
GlcCer e os pocos foram lavados com PBS estéril, em seguida, as células aderidas
foram contadas em microscépio invertido. Observou-se que em pogos que continham
anti-GlcCer haviam menos células aderidas quando comparados aos po¢os controles,
esta reducdo é observada da mesma forma em conidios previamente cultivados com
ou sem triciclazol (Figura 16). Esses resultados demonstram que anti-GlcCer afeta a
adesdo das células fungicas tanto em estagios iniciais de germinacdo quanto de

micélio apds 24 h de crescimento.
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Figura 16: Adesdo de conidios de S. aurantiacum ap6s 6 h de crescimento na presenca de anti-GlcCer
(100 ug/ml). Total de células de S. aurantiacum WM 09.12 (A) e WM 06.385 (B) apo6s a retirada de
células ndo aderentes, contadas em microscépio invertido. Imagens representativas (C) dos conidios

aderidos a superficie de poliestireno apés 6 h de germinacédo na presenca de anti-GlcCer.
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6. DISCUSSAO

Os fungos do género Scedosporium vem emergindo nas Ultimas décadas como
patdgenos capazes de causar infecgdes tanto superficiais quanto invasivas. InfeccGes
por Scedosporium acometem principalmente imunocomprometidos, com taxas de
mortalidade que podem chegar a mais de 70% nesses individuos e também estdo entre
os principais fungos capazes de colonizar o trato respiratorio de pacientes com fibrose
cistica (Cortez et al., 2008; Blyth et al., 2010; Tammer et al., 2011). Algumas
caracteristicas da espécie Scedosporium aurantiacum demonstram sua importancia
como patdgeno dentro do género: alta viruléncia em modelos experimentais, rapida
transicdo morfolégica e rapida formacdo de biofilme robusto em diversos tipos de
superficie (Gilgado et al., 2009; Mello et al., 2016; Rollin-Pinheiro et al., 2017). Por
isso, existe uma necessidade de um melhor entendimento dos processos de
crescimento e interacdo com o hospedeiro deste fungo, com o objetivo de esclarecer o

potencial patogénico dessa espécie.

Componentes celulares podem auxiliar na elucidacdo dos processos biologicos
das células fangicas, sendo a parede celular uma estrutura de destaque devido a sua
importancia no desenvolvimento do fungo e na interacdo deste com o ambiente (Gow
et al., 2017). Nesse sentido, as glucosilceramidas (GlcCers) sdo consideradas 0s
principais glicoesfingolipideos neutros de fungos e tambeém estdo presentes na
superficie celular de plantas e animais. No entanto, as GlcCers fangicas possuem
diferencas estruturais exclusivas em sua ceramida, sendo elas a metilacdo no carbono
9 e a insaturacao no carbono 8. Presente na superficie de diversos fungos patogénicos,
as GlcCers geralmente podem diferir na sua unidade de agUcar, e no tamanho e no
grau de insaturacdo da cadeia de acido graxo (Barreto-Bergter et al., 2004, 2011). As
andlises das estruturas dos isolados testados demonstram um caréter conservado da
molécula entre diferentes fungos, porém algumas diferencas podem ser encontradas
entre espécies e isolados distintos. Por exemplo, nos dois isolados de S. aurantiacum
testados foi encontrado m/z 750 como ion molecular majoritario, semelhante ao
encontrado em L. prolificans, Rhizopus stolonifer, R. microspores e em corpos
escleroticos de F. pedrosoi (Nimrichter et al., 2005; Vieira et al., 2018; Xisto et al.,
2019). Foi encontrado em menor intensidade o ion molecular m/z 734, ion majoritario
em outras espécies de Scedosporium, outros isolados de S. aurantiacum e nas formas

de micélio e conidio de F. pedrosoi (Nimrichter et al., 2005; Rollin-Pinheiro et al.,
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2014; Calixto et al., 2015; Caneppa et al., 2019). O outro ion molecular encontrado
em menor intensidade foi m/z 766, também encontrado em menor intensidade em S.
apiospermum, R. stolonifer e R. microspores (Rollin-Pinheiro et al., 2014; Xisto et
al., 2019). Os trés ions moleculares encontrados correspondem a GlcCer com
metilacdo no carbono 9 e insaturacdo no carbono 8 da esfingosina e cadeia de &cido
graxo com 16 carbonos. No entanto, nos ions m/z 750 e m/z 766 existe uma hidroxila
a mais na esfingosina do que o encontrado no ion m/z 734. Além disso, a esfingosina
encontrada na GlcCer que apresentou o ion m/z 766 possui 20 carbonos ao invés de
18 como nos ions m/z 750 e 734 (Rollin-Pinheiro et al., 2014; Xisto et al., 2019).
Isso demonstra que, apesar de possuir um carater conservado, GlcCers encontradas

em diferentes espécies e cepas podem possuir pequenas diferencas estruturais.

Ja foi demonstrado em outros trabalhos que o anticorpo monoclonal anti-
GlcCer é capaz de reconhecer a superficie de conidios de S. boydii, S. apiospermum,
S. minutisporum e S. aurantiacum (Rollin-Pinheiro et al., 2014; Calixto et al., 2015;
Caneppa et al., 2019). Nos isolados de S. aurantiacum testados observou-se que a
exposicdo de GlcCer aumenta progressivamente com o processo de germinacao e que
conidios tratados com NaOH possuem maior reatividade com o anticorpo anti-GlcCer
do que conidios ndo tratados. Essas observacGes assemelham-se com o que ja foi
descrito em L. prolificans e em F. pedrosoi, onde conidios e corpos escleréticos
tratados com NaOH eram mais reconhecidos por anti-GlcCer do que os controles ndo
tratados (Nimrichter et al., 2005; Xisto et al., 2019). Estes dados sugerem uma

possivel interferéncia da melanina na exposicéo de GlcCer na superficie celular.

As GlcCers possuem um papel importante na diferenciacdo e patogenicidade
de diversos fungos. Em uma cepa mutante de Penicillium digitatum com o gene
glucosilceramida sintase deletado, foi visto que essas cepas tinham a germinacao
atrasada e produziam lesdes menores em modelo de infecgdo em frutas citricas (Zhu
et al., 2014). Em C. neoformans com o mesmo gene deletado foi observado que a
cepa mutante ndo era capaz de crescer em ambientes com pH neutro ou alcalino assim
como eram avirulentas em modelo de infeccdo animal (Rittershaus et al., 2006). O
uso de mutantes da via de sintese de GlcCer auxiliaram no entendimento da funcao
dessa molécula em diversos fungos, no entanto, at¢é o momento ndo foram
desenvolvidas cepas de Scedorporium mutantes para esta via biossintética. Outra

ferramenta que pode demonstrar a importancia da GlcCer e suas fungbes no
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crescimento fangico € o anticorpo monoclonal anti-GlcCer. Ja foi visto que, na
presenca do anticorpo, o crescimento de C. neoformans e F. pedrosoi assim como a
germinacdo de Colletotrichum gloeosporioides, S. apiospermum e S. minutisporum
sdo reduzidos (da Silva et al., 2004; Nimrichter et al., 2004; Rollin-Pinheiro et al.,
2014; Raj et al., 2017; Caneppa et al., 2019). Por outro lado, Caneppa e colaboradores
(2019) demonstraram que a taxa de germinacdo de S. aurantiacum ndo é afetada na
presenca do anticorpo, semelhante ao que foi observado nos isolados testados neste
trabalho. No entanto, quando os conidios foram cultivados na presenca de inibidor da
sintese de melanina e incubados na presenca do anticorpo no nosso trabalho, houve
reducdo da taxa de germinacdo. Com o objetivo de verificar o desenvolvimento das
hifas, foi observado que a medida média dos tubos germinativos incubados por 6
horas com anticorpo é menor do que a dos controles tanto em conidios que foram
cultivados com inibidor ou ndo. Os resultados indicam que o anticorpo € capaz de
retardar o processo de germinacao dos isolados de S. aurantiacum, principalmente em
conidios com a sintese de melanina inibida, provavelmente devido a maior exposi¢do
inicial de GlcCer nesta condicdo. Esses dados indicam que possiveis diferencas na
exposicdo de GlcCer na superficie dos fungos podem interferir na reatividade de

anticorpos anti-GlcCer e, consequentemente, no seu efeito no processo germinativo.

Como principais glicoesfingolipideos neutros de células fungicas, as GlcCers,
além de estarem presentes na parede celular, sdo componentes importantes da
membrana plasméatica. Em S. boydii, o uso de um inibidor da sintese de
glicoesfingolipidios aumenta a susceptibilidade a estressores de membrana, além
disso, por analise de microscopia eletronica de transmissao, foi observado que regides
com perda de integridade de membrana eram acompanhadas por um espessamento da
parede celular (Rollin-Pinheiro et al., 2019). Em C. neoformans, as mudangas na
estrutura de GlcCer levaram a um aumento na permeabilidade de membrana e essas
alteragOes também resultaram na incapacidade de C. neoformans crescer no interior
de macrdfagos (Raj et al., 2017). Em A. nidulans a alteracdo na estrutura e a falta de
GlcCer resultou em defeitos no desenvolvimento de hifas e conidiéforos, no entanto
observou-se que as cepas mutantes possuiam resisténcia a estressores de superficie
celular (Fernandes et al., 2016). Nos isolados de S. aurantiacum testados, a presenca
de anti-GlcCer ndo alterou a susceptibilidade a estressores de superficie

demonstrando que a ligacao direta do anticorpo monoclonal possivelmente ndo afeta a
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estabilidade da parede e da membrana celular. Apesar do uso de diferentes
ferramentas que afetam glicoesfingolipidios, supde-se que a ndo alteracdo ou a
resisténcia a estressantes de superficie observada em A. nidulans pode ocorrer devido
a um mecanismo compensatério do fungo apos a perda da integridade de membrana
como foi observado em S. boydii (Fernandes et al., 2016; Rollin-Pinheiro et al.,
2019).

Se por um lado vérios trabalhos ja relataram o efeito da ligacdo direta de
anticorpos monoclonais a GlcCer na superficie de fungos, ainda é desconhecido o
mecanismo atraves do qual esses anticorpos agem no processo germinativo. Fungos
filamentosos crescem a partir da extensdo apical de suas hifas, este tipo de
crescimento envolve uma estrutura especializada conhecida como “spitzenkorper”,
que compreende as vesiculas contendo enzimas para sintese de parede celular e
membrana plasmatica recrutadas para ponta da hifa e também uma membrana
organizada em dominios ricos em ergosterol e esfingolipideos (Harris e Momany,
2004; Alvarez et al., 2007). Para investigar como a ligacdo do anticorpo anti-GlcCer
consegue retardar o processo germinativo de S. aurantiacum, foi observada a
organizacdo dos microdominios de membrana. J& foi demonstrado que a sintese de
ceramidas é importante para a estabilidade do crescimento polarizado de hifas de A.
nidulans (Li et al., 2006). Também em A. nidulans, foi observado que mutantes da
via de sintese de GlcCer ndo possuem microdominios de membrana organizados na
zona apical das hifas e que isto pode contribuir para os defeitos de crescimento visto
nas cepas mutantes (Fernandes et al., 2016). Neste trabalho, os isolados incubados
com anticorpo anti-GlcCer ndo apresentaram o0 acumulo de microdominios de
membrana nas extremidades das hifas, como foi visto nos controles sem anticorpo.
Estes resultados indicam que a presenca do anticorpo anti-GlcCer pode alterar a
organizacdo de microdominios de membrana de S. aurantiacum e, devido a
importancia do crescimento polarizado em fungos filamentosos, isto pode estar ligado

ao efeito do anticorpo monoclonal na germinacdo dos isolados testados.

Além dos anticorpos monoclonais, as defensinas (peptideos antimicrobianos
conservados em plantas, invertebrados e vertebrados) também sdo moléculas capazes
de se ligar diretamente a glucosilceramidas de fungos. Ja foi demonstrado que a
defensina vegetal RSAFP2 interage com GlcCer purificada e induz a permeabilizagdo

de membrana da levedura Pichia pastoris (Thevissen et al., 2004). Em Candida
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albicans, RsAFP2 demonstrou ter acdo antifungica e observou-se que os isolados
mais suscetiveis possuiam glucosilceramida em maior quantidade do que em isolados
menos suscetiveis (Tavares et al., 2008). Outra defensina vegetal, Psdl, é capaz de
reduzir o crescimento de diferentes espécies como Fusarium solani, Aspergillus niger
e Neurospora crassa (Almeida et al., 2000). A sintese de GlcCer e a estrutura
especifica da esfingosina demonstram-se essenciais para o reconhecimento de Psdl, ja
que mutantes de A. nidulans com genes da via de sintese de GlcCer deletados foram
mais resistentes a acdo das defensinas (Fernandes et al, 2016).

Diversos fungos oportunistas como Candida spp., Trichosporon spp. e
Aspergillus spp. sdo capazes de formar biofilme em superficies bidticas ou abidticas,
0 que os confere diversas vantagens como a protecdo contra a resposta imune do
hospedeiro e a resisténcia a agentes antimicrobianos (Ramage et al., 2009; Loussert et
al., 2010). Quando se trata de fungos filamentosos, primeiramente é necessario que 0s
conidios e conidios germinados sejam capazes de se aderir as superficies para que
haja diferenciagdo em hifas e producdo de matriz extracelular, assim formando a
complexa estrutura tridimensional de um biofilme (Ramage et al., 2009; Priegnitz et
al. 2012). Espécies do género Scedosporium sdo capazes de formar biofilme em
diferentes superficies e com este processo de crescimento adquirem resisténcia a
drogas antiflngicas. Ja foi observado que S. aurantiacum € capaz de formar biofilme
robusto em cateter apds 24 horas de crescimento, enquanto que S. boydii s6 chega a
niveis semelhantes de crescimento apos 48 horas (Rollin-Pinheiro et al., 2017). O uso
da miriocina, um inibidor da sintese de esfingolipideos, reduziu a formacdo de
biofilme de A. fumigatus demonstrando a relevancia dessa classe de moléculas para
este tipo de crescimento fungico (Perdoni et al., 2015). No presente trabalho,
observou-se que o uso do anticorpo anti-GlcCer afetou a adesdo de conidios
germinados e de micélio dos isolados de S. aurantiacum resultando em uma reducédo
significativa da biomassa e da viabilidade celular dos biofilmes. Estes resultados
demonstram que GlcCer possui papel importante na adesdo das células em

crescimento e, consequentemente, no estabelecimento de um biofilme fungico.
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Utilizando anticorpos monoclonais anti-GlcCer como principal ferramenta foi
possivel concluir que as GlcCers caracterizadas neste trabalho possuem papel
importante na transicdo morfoldgica, organizacdo de microdominios de membrana,
adesdo de células e estabelecimento de biofilme de isolados de S. aurantiacum. Os
dados apresentados auxiliam no entendimento das funcdes que esta molécula de
superficie celular exerce na biologia de S. aurantiacum e futuros trabalhos séo
necessarios para aprofundar a compreensdo do papel biologico de GlcCer na interagdo

de S. aurantiacum com o hospedeiro.
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7. CONCLUSOES
A caracterizacdo de GlcCer de S. aurantiacum WM 09.12 e WM 06.385
revelou estruturas semelhantes entre os isolados e entre estes e outros fungos,

evidenciando um carater conservado desta molécula.

A reatividade de anticorpos monoclonais anti-GlcCer aumenta gradativamente
com o processo de germinacdo, assim como conidios tratados com NaOH 1M sdo
mais reativos do que conidios sem tratamento. Isto demonstra uma possivel
interferéncia da melanina, ausente nas hifas de espécies de Scedosporium e nos
conidios tratados com NaOH 1M, na exposicdo de GlcCer na superficie de S.
aurantiacum WM 09.12 e WM 06.385.

A presenca de anticorpos monoclonais anti-GlcCer reduziu a taxa de
germinagdo de conidios cultivados com inibidor de melanina (triciclazol), assim como
reduziu a medida média de tubos germinativos de conidios cultivados ou ndo com este
mesmo inibidor. Com isso, € possivel concluir que a GlcCer € uma molécula
importante para o processo de transicdo morfoldgica dos isolados de S. aurantiacum e
que o anticorpo anti-GlcCer € capaz de retardar este processo principalmente em

conidios com a sintese de melanina inibida.

GlcCer estd presente na parede celular fangica e também é um importante
constituinte de microdominios de membrana plasméatica. O uso de anticorpo anti-
GlcCer ndo alterou a estabilidade da superficie celular dos isolados, no entanto alterou
a organizacdo de microdominios de membrana presentes na zona apical de hifas de S.

aurantiacum em formacao.

Apbs 24 horas de crescimento na presenca de anticorpo anti-GlcCer houve
uma reducdo na biomassa total e na viabilidade dos biofilmes de S. aurantiacum. A
reducdo da formacdo de biofilme é provavelmente devido ao efeito do anticorpo na
aderéncia de S. aurantiacum visto em conidios germinados por 6 horas e em massa de

células crescidas por 24 horas.

Os resultados apresentados demonstram a importancia das glucosilceramidas

em diferentes formas de crescimento do fungo Scedosporium aurantiacum.
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8. PERSPECTIVAS

- Avaliar a citotoxicidade do anticorpo monoclonal anti-GlcCer em células humanas;

- Investigar o papel de GlcCer de S. aurantiacum na adesdo em células epiteliais de

pulmao e na interagdo com macroéfagos utilizando o anticorpo monoclonal anti-GlcCer;

- Investigar a importancia de GlcCer na viruléncia de S. aurantiacum em modelo de

Galleria mellonella utilizando o anticorpo monoclonal anti-GlcCer;

- Avaliar se o anticorpo monoclonal anti-GlcCer possui efeito sinérgico com drogas
antifungicas como o voriconazol (droga de escolha para o tratamento de

scedosporiose), em S. aurantiacum;
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ANEXO |

Outras atividades realizadas durante o periodo de graduag&o:

1) Apresentacdo de poster sobre os resultados preliminares obtidos com as cepas de
Scedosporium aurantiacum utilizadas nesta monografia, sob titulo de “Comparative
study of Scedosporium aurantiacum clinical and environmental isolates”, na 47°
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular em maio
de 2018.

2) Coautoria de artigo sobre a importancia da via de sintese de esfingolipideos no
crescimento de Scedosporium boydii, sob titulo de “Sphingolipid biosynthetic
pathway is crucial for growth, biofilm formation and membrane integrity of
Scedosporium boydii”, publicado na revista Future Medicinal Chemistry em 2019.
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Aim: Glycosphingolipids are conserved lipids displaying a variety of functions in fungal cells, such as deter-
mination of cell polarity and virulence. They have been considered as potent targets for new antifungal
drugs. The present work aimed to test two inhibitors, myriocin and DL-threo-1-Phenyl-2-palmitoylamino-
3-morpholino-1-propanol, in Scedosporium boydii, a pathogenic fungus which causes a wide range of
disease. Materials & methods: Mass spectrometry, microscopy and cell biology approaches showed that
treatment with both inhibitors led to defects in fungal growth and membrane integrity, and caused an
increased susceptibility to the current antifungal agents. Conclusion: These data demonstrate the anti-
fungal potential of drugs inhibiting sphingolipid biosynthesis, as well as the usefulness of sphingolipids
as promising targets for the development of new therapeutic options.

First draft submitted: 17 June 2019; Accepted for publication: 23 September 2019; Published online:
12 November 2019

Keywords: antifungal drugs « antifungal therapy e biosynthetic pathway » glycosphingolipids » new targets » Sce-
dosporium

Sceddosporium species are filamentous fungi widely found in nature, especially in human-impacted areas 1,21,
Sceclosporium boyeii is one of the species associated with fungal infections in immunocompromised and immuno-
competent patients. Scedosporiosis is cosmopolitan and has been reported in North and South America, Furope,
Asia and Oceania [3). It causes wide-spectrum diseases, ranging from cutaneous and subcutaneous tissue infections
and traumatic inoculation to invasive and disseminated cases as result of conidia inhalation f4.
Glyeosphingolipids, a class of lipid molecules present on cell surfaces and in membranes, play crucial roles in
fungal prowth and virulence. They are composed of a sphingoid backbone linked to a farty acid chain through an
amide bond and the presence of a sugar unit [5]. Disruption of genes, such as ges! (glucosylceramide synthase),
mitz] (C9-methyltransferase) and +/d (AB desaturase), has provided knowledge that highlights the importance of
glycosphingolipid synthesis for fungal cells. Mutants of Cryprococcus neoformans, Aspergillus nidulans, Fusarium
graminearum, Penicillium digitatum and Candida albicans displayed decreased virulence in animal and plant in-
fection models, deficient fungal growth and hyphal elongation, defects in alkali tolerance, higher suscepribility to
membrane stressors and reduced extravesical secretion 6-101. Molecules that directly bind to glycosphingolipids on
fungal surfaces, such as defensins produced by plants (MsDefl and RsAFP2) and monoclonal antibodies against
glucosylceramides, are known to alter cell shape, conidia germination and yeast-to-hyphae transition, as observed for newlands
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