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RESUMO

O género Sporothrix € composto por fungos dimorficos e é responsavel por causar a
esporotricose. Esta micose subcutanea de implantacdo traumatica tem prevaléncia
mundial e é frequentemente negligenciada. A esporotricose pode ser causada pelas
seguintes espécies patogénicas: S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana,
S. chilensis, S. luriei e S. pallida. A epidemia de esporotricose observada no Brasil
(principalmente no estado do Rio de Janeiro) é a maior j4 observada e é causada
principalmente por S. brasiliensis. A urease é uma enzima que catalisa a hidrolise da
ureia em amobnia e carbonato. As cepas de S. brasiliensis consideradas mais
virulentas produzem mais urease em meio de cultura do que aquelas consideradas
menos virulentas. No entanto, ainda néo foi observado seu papel funcional em nivel
molecular (expressédo génica). Este trabalho teve como objetivo geral padronizar
reacdo de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para a verificagcdo da expressao
génica de urease em cepas de S. brasiliensis. Como objetivos especificos, buscou-se
() avaliar a producéo fenotipica de urease em cepas de S. brasiliensis; (ii) padronizar
areacdo de gPCR para avaliar a expressédo do gene codificador para urease em cepas
de S. brasiliensis e (iii) verificar a cinética de expressao de transcritos de urease em
funcdo do tempo. Os resultados obtidos demonstraram que as cepas IPEC-34910 e
IPEC-16490 foram consideradas produtoras de urease em caldo de ureia de
Christensen, enquanto que a cepa IPEC-654-H foi considerada ndo produtora. Além
disso, foi possivel determinar que a concentragdo de 10 yM dos primers foi a mais
adequada para a realizacao dos testes de cinética de expressao génica. A expressao
génica da urease foi calculada em funcéo do gene constitutivo através da formula 2-
AACt A cepa IPEC-34910 exibiu cinética crescente de producéo de urease através do
tempo. Apesar de uma diminuigdo apés 6h de cultivo, a producéo voltou a aumentar
apos 9h. As cepas IPEC-16490 e IPEC-654-H apresentaram cinética decrescente de
producao de urease até 6h de crescimento. Entretanto, foi observado grande aumento
da producéo de urease apos 9h em ambas as amostras. Com base nos resultados
encontrados, é possivel presumir que 0 gene ure seja um gene constitutivo em S.
brasiliensis, uma vez que sua expressao foi detectada em meio de cultivo sem ureia
como fonte de nitrogénio. Contudo, para confirmar tais hipoteses, € necessario
analisar uma maior quantidade de cepas em diferentes condi¢des de cultivo.

Palavras-chave: Sporothrix. Urease. Expresséo génica.
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ABSTRACT

The genus Sporothrix is composed of dimorphic fungi and is responsible for causing
sporotrichosis. This traumatic implantation subcutaneous mycosis has worldwide
prevalence and is often neglected. Sporotrichosis can be caused by the following
pathogenic species: S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosea, S. mexican, S. chilensis,
S. luriei and S. pallida. The epidemic of sporotrichosis observed in Brazil (mainly in the
state of Rio de Janeiro) is the largest ever observed and is primarily caused by S.
brasiliensis. Urease is an enzyme that catalyzes the hydrolysis of urea into ammonia
and carbonate. The strains of S. brasiliensis considered more virulent produce more
urease in culture medium than those considered less virulent. However, its functional
role at the molecular level (gene expression) has not yet been observed. The general
objective of this work was to standardize a real-time quantitative PCR (QPCR) reaction
to verify the urease gene expression in S. brasiliensis strains. As specific objectives,
we sought (i) to evaluate the phenotypic production of urease in S. brasiliensis strains;
(ii) to standardize a real-time gquantitative PCR (qPCR) reaction to verify the urease
gene expression in S. brasiliensis strains and (iii) to verify the expression kinetics of
urease transcripts as a function of time. The results showed that the IPEC-34910 and
IPEC-16490 S. brasiliensis strains were considered to be urease producers in
Christensen urea broth, while the IPEC-654-H strain was considered non-producing.
In addition, it was possible to determine that the primer concentration of 10 yM was
the most appropriate for performing gene expression kinetic assays. The urease gene
expression was calculated as a function of the constitutive gene using the formula 2-
AACt The IPEC-34910 strain exhibited increasing kinetics of urease production
overtime. Despite a reduction after 6h of cultivation, production enhanced again after
9h. The IPEC-16490 and IPEC-654-H strains showed decreasing kinetics of urease
production up to 6h of growth. However, a large increase in urease production was
observed after 9h in both samples. Based on the results, it is possible to assume that
the ure gene is a constitutive gene in S. brasiliensis, since its expression was detected
in culture medium without urea as a nitrogen source. Nevertheless, to confirm such
hypotheses, it is necessary to analyze a greater number of strains under different
cultivation conditions.

Keywords: Sporothrix. Urease. Gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. GENERO Sporothrix: BREVE HISTORICO

A esporotricose humana teve seu primeiro caso descrito em 1898, em
Baltimore, Estados Unidos da América, em um paciente no Hospital Johns Hopkins
gue apresentou abscesso em dedo com linfagite nodular em antebraco (SCHENCK,
B., 1898 apud OROFINO-COSTA et al., 2017). No segundo caso descrito, em 1900,
por Hektoen e Perkins (1900), o fungo foi isolado e denominado como Sporothrix
schenckii. Ja no Brasil, as primeiras descric6es foram feitas em 1907 e 1908 por Lutz
e Splendore (2004) que isolaram este fungo na mucosa bucal de ratos. Até a segunda
década do século foram descritos muitos casos de formas generalizada. Na década
de 1940, na Africa do Sul, foram registrados mais de 3.000 casos da doenga em 2
anos, caracterizando a primeira grande epidemia de esporotricose em humanos
(QUINTAL, 2000 apud REIS, 2016).

Singer e Muncie (1952) descreveram o primeiro caso de esporotricose humana
com historico de manuseio de gato infectado e apds esse dado foi constatado que
poderia haver casos de transmissao zoonética (BARROS et al., 2013).

Por muito tempo, o agente causador da esporotricose pertenceu ao género
Sporotrichum até o ano de 1962, entretanto, estudos de sua morfologia e fisiologia
constataram algumas diferencas entre este fungo e outros pertencentes a este
género, sendo que a maioria dos exemplares deste género nao apresentam
patogenicidade ao homem e nem a outros animais (CARMICHAEL, 1962).

ApoOs este e outros estudos, o agente causador da esporotricose recebeu o
nome de S. schenckii, que, na época foi considerada a Unica espécie causadora da
doenca (LACAZ et al., 2002). Em 2006, Marimon e colaboradores verificaram, apés
andlises filogenéticas, diferencas entre diversas cepas de diferentes regides
geograficas, assim no ano seguinte, 2007, estes mesmos pesquisadores propuseram
a divisdo de S. schenckii em um complexo com outras trés espécies causadoras de
esporotricose, além de S. schenckii, sendo elas: Sporothrix mexicana, Sporothrix
globosa e Sporothrix brasiliensis (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007).
Atualmente, as espécies Sporothrix pallida (MORRISON et al.,, 2013), Sporothrix
chilensis (RODRIGUES et al., 2016) e Sporothrix luriei (PADHYE et al., 1992) também

sao consideradas causadoras desta doenca.
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1.2. MORFOLOGIA

O género Sporothrix € composto por fungos dimorficos, ou seja, se apresenta
na forma filamentosa no solo ou em meios de cultura apropriados, como 0s meios
Mycosel e Sabouraud, na temperatura de 25°C a 30°C, onde se comportam
macroscopicamente como coldnias Umidas, glabras com superficie enrugada e
dobrada. J& microscopicamente, como hifas septadas, finas e hialinas, de 1-2 ym de
largura, em que seus conidios sao ovoides ou alongados, medindo 3-6 x 2-3 ym, com
paredes lisas e aparecendo a partir de hifas indiferenciadas com arranjo semelhante
a margarida (Figural). A pigmentacdo pode variar de branco a creme e até negro
(ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011).

Em parasitismo ou em meios de cultura apropriados, como meio infusdo
cérebro-coracao (BHI — Brain Heart Infusion), com crescimento em temperatura de
35°C a 37°C, o fungo assume a forma de levedura e se divide por brotamento. Esta
forma apresenta como caracteristicas macroscépicas, col6nias de colora¢céo branca a
creme e glabras. E microscopicamente, as leveduras sao unicelulares e essas células
se apresentam esféricas ou ovais, globosas ou em “forma de charuto”, como
representado na Figura 1 (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 1 - Morfologia de Sporothrix brasiliensis.

A — Representacao da forma filamentosa. B — Representacao da forma de levedura.
Fonte: OLIVEIRA, 2020.

1.3. ESPOROTRICOSE
A esporotricose € uma micose subcutdnea de implantacdo traumatica com
prevaléncia mundial, sendo negligenciada com frequéncia (QUEIROZ-TELLES et al.,

2017), uma vez que a maioria dos casos nao sao notificados e divulgados, assim, a
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populacdo desconhece a gravidade da infecgcdo e nao possui informacao sobre o

ndmero de casos na regido em que reside mantendo o ciclo de contaminagéo. Além

disso, a auséncia de informacéo contribui para automedicacéo e execucao de animais.

Esta micose pode ser causada pelas seguintes espécies patogénicas:

a)

b)

d)

S. schenckii: Considerado o principal agente etiologico no mundo (BARROS,;
ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011), e por muitos anos considerado o Unico
fungo causador da esporotricose até a separacdo em espécies patogénicas do
género por Marimon e colaboradores (2006). Apresenta L-ramnose que, junto
com glicopeptideos, ramnomananas, colaboram para patogenicidade do fungo,
assim como a presenca de adesinas para fibronectinas na superficie do fungo
em murinos (KAUFFMAN et al., 2007).

S. brasiliensis: é a espécie considerada mais virulenta do género
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009) e principal causadora da hiperendemia
de esporotricose observada no estado do Rio de Janeiro (ALMEIDA-PAES et
al., 2014). Esta espécie parecia estar restrita ao Brasil (CHAKRABARTI et al.,
2015). Entretanto, em 2018 foram publicados casos na Argentina de
esporotricose em humanos e em animais causada por S. brasiliensis
(CORDOBA et al., 2018). E a principal espécie associada a transmissao
zoondtica em sua maioria por felinos (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO,
2016).

S. luriei: € uma espécie de ocorréncia mais rara, isolada pela primeira vez em
um caso na Africa do Sul (AJELLO; KAPLAN, 1969). A diferenciacdo para os
outros fungos patogénicos do género é feita através de andlises fenotipicas e
testes moleculares. Sua baixa prevaléncia pode estar ligada com a baixa
viruléncia observada nesta espécie (CRUZ et al., 2018).

S. globosa: espécie pouco virulenta e encontrada em varias partes do mundo
(MADRID et al., 2009), contudo é mais observada na Asia (KANO et al., 2013;
LIU; ZHANG; ZHOU, 2014) e Venezuela (CAMACHO et al., 2015).

S. mexicana: espécie responsavel por alguns casos na Europa e no Brasil, e
também por amostras ambientais no México (DIAS et al., 2011; RODRIGUES;
DE HOOG; CAMARGO, 2013).
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f) S. chilensis: espécie incluida recentemente no género com caracteristicas
morfolégicas atipicas, e € considerada pouco virulenta em murinos.
(RODRIGUES et al., 2016).

g) S. pallida: espécie anteriormente chamada de S. albicans, conhecida por ser
ambiental, ndo-virulenta e se mostrou ndo patogénica em ensaios com murinos
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009).

1.4. EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

A esporotricose tem distribuicdo universal, principalmente em regides tropicais
e temperadas, sendo classicamente considerada uma doenc¢a ocupacional. Por isso,
ja foi conhecida como “doenca dos jardineiros”, pois sua transmissdo se da pela
inoculacdo traumatica a partir de espinhos de plantas ou farpas de madeira,
prejudicando trabalhadores agricolas e de cultivo de rosas. Profissionais de
laboratorio sdo raramente infectados de forma acidental pela manipulacao de culturas
de Sporothrix (KWON-CHUNG; BENNET, 1992; RODRIGUES; DE HOOG,;
CAMARGO, 20186).

Atividades ocupacionais ou de lazer, como floricultura, horticultura, jardinagem,
pesca, cacga, agropecuaria, mineracao e exploracdo de madeira, podem representar
exposicao ao fungo e, consequentemente, podem estar também relacionadas a
transmissao do mesmo (RIPPON, 1988; KAUFFMAN et al., 2007).

A epidemia de esporotricose observada no Brasil desde 1998, principalmente
no estado do Rio de Janeiro, é a maior ja descrita e é causada majoritariamente por
S. brasiliensis, chegando a 7.897 casos notificados em humanos de 1992 até 2015
(FALCAO, 2018). Além dos casos de esporotricose em humanos, foram diagnosticados
5.113 casos de esporotricose felina de 1998 a 2018 e 244 casos de esporotricose
canina até o ano de 2014 no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI-
Fiocruz, Rio de Janeiro) (GREMIAO et al., 2017; 2020).

De fato, a epidemia no estado do Rio de Janeiro difere de outros lugares do
mundo, uma vez que o gato doméstico atua como principal fonte de infeccdo (SILVA
et al., 2012; PEREIRA et al., 2014: GREMIAO et al., 2017, 2020; RODRIGUES et al.,
2020). No entanto, nos ultimos anos, houve aumento do numero de casos no estado
do Rio Grande do Sul, sendo descritos mais de 100 casos em cinco anos (BRANDOLT
et al., 2018). Tal fato pode ser justificado pelo meio de transmissdo mais comum

observado no Brasil: a mordedura ou a arranhadura por gatos infectados, que sdo
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muito susceptiveis a doenca (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009). Sendo assim,
veterinarios, tratadores e donos dos animais domésticos sédo considerados grupos de
risco para esta micose (DUNSTAN; REIMANN; LANGHAM, 1986; LARSSON et al.,
1989).

Em novembro de 2020, o evento online intitulado “Esporotricose humana e
animal: tirando duvidas e trocando ideias” abordou o aumento de casos desta micose
em todo o pais. Este evento foi organizado pelo INI-Fiocruz e contou com a
participacdo de profissionais e pesquisadores que atuam na assisténcia, vigilancia
e controle desta doenca nas esferas municipal, estadual e federal (Ministério da
Saude). A zona oeste do Rio de Janeiro foi apontada como foco da infeccdo no
municipio: a representante de um hospital da regido informou o tratamento de
aproximadamente 400 animais e o registro de 150 novos casos por més durante a
atual pandemia. Além disso, a necessidade da notificacdo compulsoria foi
reforgcada, uma vez que a maioria dos casos é subnotificada. Por fim, diferentes
representantes expuseram projetos para a criacdo de protocolos de atendimento e
tratamento desta infeccdo (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2020).

1.5. QUADRO CLINICO

A patogenia € iniciada com a inoculacéo do fungo na pele ou mucosas de forma
traumatica por plantas ou animais (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2016).
ApoOs a inoculacgéo, alguns fatores como viruléncia da cepa infectante, profundidade
e tamanho do in6culo fungico e status imunologico do paciente contribuem para um
amplo espectro clinico que pode ser observado nessa infeccdo (CARLOS et al.,
20009).

As manifestacdes clinicas podem ser agrupadas em cutanea fixa, linfocutanea,
cutanea disseminada e extracutanea (OROFINO-COSTA et al., 2017). Suas
caracteristicas sao:

a) Linfocuténea: é considerada a forma mais predominante e também de
mais facil diagnéstico. Apos a inoculacdo, ha uma leséo inicial no sitio do
in6culo e a partir desta surgem lesdes secundarias ao longo do caminho
dos vasos linfaticos que se estendem ao linfonodo adjacente a lesdo. Os
locais mais afetados sao as extremidades superiores. As lesdes podem ser

Ulceras de base infiltrada, nodular, papulosa, por exemplo (FREITAS, 2014).
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b) Cutéanea fixa: é considerada a segunda forma mais frequente, geralmente,
acomete criangcas e adultos saudaveis. ApGs a inoculacdo, a lesdo se
mantém restrita ao local do inéculo, sendo a face, pescoco e tronco os locais
mais afetados. As lesbes podem ser reconhecidas como ulceras, placas
verrucosas, acneiformes ou placas infiltradas (FREITAS, 2014).

c) Cutanea disseminada: é considerada a terceira forma mais observada na
clinica médica e acomete individuos imunocomprometidos. Apos a
inoculacao, através da via hematogénica, ha a disseminacdo na pele. As
lesbes sao subcutaneas e amolecidas em sua forma inicial e podem ulcerar
apos determinado tempo (FREITAS, 2014).

d) Extracutanea: é considerada a forma mais rara e também de mais dificil
diagndstico. O individuo pode adquirir esta forma através da disseminacao
hematogénica, inalagdo de conidios, convivio com leséo cutanea e, por fim,
inoculacdo direta. Pode acometer qualquer 6rgdo ou tecido e os sintomas
apresentados estdo relacionados a estes. Além disso, geralmente, o0s

individuos também apresentam lesdo cutanea (FREITAS, 2014).

1.6. DIAGNOSTICO

O método de referéncia para o diagnostico é a cultura e visualizacdo do agente,
pois observa-se as estruturas flngicas. Primeiramente, ap6s a coleta do material
clinico proveniente da lesdo (raspagem, swab, aspirado de leséo ou biépsia) o fungo
€ inoculado em meio Sabouraud dextrose e Mycosel, para crescimento em sua forma
filamentosa (25-30°C), e entéo este fungo € inoculado em meio BHI a 35°C - 37°C
para conversao na forma de levedura e somente ap0s a comprovacao do dimorfismo
€ confirmado o diagnostico. Outro método utilizado em evidéncias cutaneas € o
exame histopatoldgico, neste as células na forma de levedura podem ser observadas
com a coloragdo hematoxilina e eosina, prata de Gomori ou acido periédico-Schiff,
em biopsias de pele para identificacdo das estruturas fungicas (QUINTELLA et al.,
2011). Procedimentos invasivos sdo realizados nas formas extracutaneas ou
disseminadas sem evidéncia cutanea (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; BARROS
et al., 2013).

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA) proporciona um diagndstico
sorolégico presuntivo com a pesquisa de anticorpos anti-Sporothrix, este método

disponibiliza resultados em menor tempo, enquanto o tempo do diagndstico em
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cultura € longo. Entdo, principalmente, para portadores de HIV que sdo considerados
imunocomprometidos, utilizar o método de ELISA proporciona um diagnéstico mais
rapido e, consequentemente, o inicio do tratamento imediato (ZANCOPE-OLIVEIRA
et al., 2011; BERNARDES-ENGEMANN et al., 2015). Entretanto, este método ainda
nao é utilizado rotineiramente em laboratdrios clinicos.

Para identificacdo molecular das espécies € recomendado o0 sequenciamento
de DNA usando principalmente as regifes ITS, D1/D2, B-tubulina e calmodulina
(MARIMON et al., 2007), que diferencia os fungos do género a nivel de espécie. Outro
meétodo é a reacao da polimerase em cadeia (PCR) com primers especificos que pode
detectar e identificar as diferentes espécies de Sporothrix sp. em amostras de culturas
e clinicas, além disso, este método € considerado como preciso e sensivel
(RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015).

1.7. VIRULENCIA DE Sporothrix

As manifestacdes clinicas da esporotricose podem ser influenciadas pela
expressdo de multiplos genes em diferentes estagios da infeccéo, associada a sua
permanéncia, que pode resultar na viruléncia. A capacidade e velocidade de
dimorfismo apresentado por espécies de Sporothrix é considerado um dos principais
fatores de viruléncia (FERNANDES, 2013; OLIVEIRA, 2016).

Alguns fatores de viruléncia bem descritos nas mais variadas espécies de
fungos, como melanina, peréxido de ergosterol, producdo de proteinas ou
glicoproteinas e termotolerancia, estdo associadas a infeccédo por Sporothrix. Sabe-
se que sua termotolerancia é fundamental para o parasitismo, por exemplo
(BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; ALMEIDA-PAES et al., 2012).

O género Sporothrix produz trés tipos de melanina, sendo uma delas a
piomelanina, que € um composto soltvel que recobre as células fungicas e protege
da luz ultravioleta (UV), antifangicos, como anfotericina B, reativos de nitrogénio e
oxigénio (ALMEIDA-PAES et al., 2012).

O peroxido de ergosterol € formado, na fase leveduriforme, para evitar
espécies reativas de oxigénio durante a fagocitose exercida pelo organismo do
hospedeiro, assim protege o fungo (CARLOS et al., 2009). Ha também as adesinas,
que apo6s a inoculacdo do fungo na pele, realizam a adeséo nas células endoteliais e
epiteliais (LIMA et al., 1999).
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Segundo Almeida-Paes et al. (2015), S. brasiliensis expressa urease e
proteases, que sdo fatores que podem colaborar para as manifestacfes clinicas,
entretanto, sdo necessarios mais ensaios que confirmem suas contribuicbes para

viruléncia de S. brasiliensis, assim como as ac¢fes observadas em outros fungos.

1.8. FATOR DE VIRULENCIA: UREASE

A urease € uma enzima que catalisa a hidréolise de ureia em amobnia e
carbonato, este Ultimo transforma-se, espontaneamente, em bicarbonato, esse
processo € rapido e eficiente (KARPLUS; PEARSON; HAUSINGER, 1997). Tal
atividade permite que a urease tenha importancia na patogénese de diversas
espécies bacterianas e fungicas, uma vez que pode contribuir para colonizacdo em
tecidos e causar danos mais graves a estes, por exemplo.

Esta enzima apresenta trés dominios estruturais, que serdo alterados
dependendo do micro-organismo produtor, diferenciando as acdes da enzima, e um
catalitico, em que se liga ao ion niquel (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995;
SIMONI; HILL; VAUGHAN, 2002). O movimento intramolecular desta enzima
fortalece sua ligacdo com a ureia, e quando a conformacgéo é alterada de fechada
para aberta ha a liberacdo de amonia (BENINI et al., 1999). E importante destacar
gque a urease tem seu mecanismo de catalise semelhante em todas suas
apresentacdes (KOSIKOWSKA; BERLICKI, 2011). Na Figura 2 ha a representacéo

do modelo tridimensional desta enzima.

Figura 2 - Modelo tridimensional da enzima urease.
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Neste modelo ha a representacdo da fenda catalitica, a qual é formada pelas estruturas a-hélice (cor
roxa), B-pregueada (cor amarela) e de alga (cor cinza). A cor vermelha representa o centro ativo da
enzima. Fonte: OLIVEIRA, 2016.



22

E possivel afirmar que ha producéo de urease em mudiltiplas plantas, fungos,
bactérias e invertebrados (MCCARTY; BREMNER, 1991). Além disso, a enzima
urease possui papel fisiologico diverso, uma vez que permite a utilizacdo de ureia
como fonte de nitrogénio e também apresenta intensas atividades indiretas, alheias
a captacao de nitrogénio, como atividade toxica em insetos e protetora em algumas
plantas, atividade de agregacdo plaquetéria em alguns mamiferos, ou seja, exerce
diferentes papéis na natureza (FOLLMER, 2008; CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016).

A atividade da urease pode ser descrita como fator causal de diversas
condic@es clinicas associadas ao trato gastrico e urinario, em infec¢des por Proteus
mirabilis, Ureplasma urealyticum, Helicobacter pylori e Klebsiella aerogenes
(KOSIKOWSKA; BERLICKI, 2011).

Além disso, a amoénia derivada da hidrdlise da ureia pode ser usada como fonte
de nitrogénio pelos patégenos. A urease € um fator de viruléncia bem descrito na
infeccdo microbiana por Helicobacter pylori, uma vez que a hidrolise da ureia no
estbmago humano fornece NHs que permite a elevacdo do pH é&cido. Esta elevagéo
€ benéfica para a colonizacdo da bactéria no epitélio gastrico, uma vez que em pH
acido a bactéria sobrevive por poucos minutos, limitando sua colonizagdo. E
importante ressaltar que devido ao pH mais elevado, a bactéria consegue alcancar e
se manter no epitélio gastrico. E também, a acdo da urease modula o pH
fagossémico, aumentando-o e impedindo que o fagossoma amadureca, favorecendo
a sobrevivéncia da bactéria em macrofagos (GOBERT et al., 2002; SCHWARTZ;
ALLEN, 2006; SALAMA; HARTUNG; MULLER, 2013; RUTHERFORD, 2014).

O gene codificador da urease (ure) foi clonado pela primeira vez em fungos da
espécie Coccidioides immitis (YU et al., 1997), apds essa clonagem e as descobertas
sobre urease de C. immitis foi possivel considerar a hidrdlise da ureia como um fator
de viruléncia de alguns agentes fungicos, podendo assim, ter uma vantagem no
processo de infec¢do, neste modelo, em que sua expressao pode ser demonstrada
in vivo, e sugere que tal gene participe da patogénese e esporulacdo do fungo
(FEDER et al., 2015).

A acdo da urease em Cryptococcus neoformans aumenta a invasdo deste
fungo no sistema nervoso central ao viabilizar a entrada de leveduras nos capilares
da barreira hematoencefalica. Em Coccidioides posadasii, a amonia liberada atraves
da hidrolise de ureia, durante a fase de endoesporulagéo, cria um ambiente alcalino

que contribui para danos graves ao tecido pulmonar. E possivel que este ambiente
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alcalino interfira na acédo de defesa do organismo, permitindo tais danos. Assim, a
acdo desta enzima é fundamental para a patogénese destes fungos. Além disso, a
urease promove a polarizacdo das respostas imunes para uma resposta anti-
inflamatoria, a qual ndo confere prote¢cdo (COLE, 1997; MIRBOD-DONOVA et al.,
2006; FU et al., 2018).

Em 2015, foi descrito que as cepas que sao consideradas mais virulentas de
S. brasiliensis produzem mais urease do que as consideradas menos virulentas em
meio de cultura, porém ainda n&o foi observado seu papel funcional a nivel molecular,
expressao génica, e nem a nivel bioquimico (ALMEIDA-PAES et al., 2015).

No ano seguinte, um estudo demonstrou que o sitio catalitico da enzima urease
em S. brasiliensis é formado por aminoacidos iguais aos presentes em bactérias e
plantas, logo € possivel presumir que o metabolismo da ureia neste fungo é
semelhante ao de outros microrganismos, como 0s mencionados anteriormente.
Além disso, quando feita a comparacdo entre S. brasiliensis e S. schenckii, foi
observado que as sequéncias de aminoacidos de urease sdo similares, entdo a
diferenca que apresentam no metabolismo da ureia pode estar relacionado as
proteinas acessorias da enzima (OLIVEIRA, 2016).

O estudo de Oliveira (2016) indica que o isolado IPEC-654-H ndo produz
urease em meio de ureia de Christensen, considerado apropriado para identificacao
desta enzima, ao apresentar uma curva de crescimento diferente dos isolados
considerados produtores, apesar disso, a presenca do gene codificador para URE foi
detectada neste isolado, isto pode sugerir que este possua uma modificacao proteica
(OLIVEIRA, 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Padronizar reacdo de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) para a

verificacdo da expressao génica de urease em cepas de Sporothrix brasiliensis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Avaliar a producgéo fenotipica de urease em cepas de S. brasiliensis;
o Avaliar parametros fundamentais para o estabelecimento da reacéo de
gPCR através da determinacao do gene constitutivo, concentracdo de primers
e eficiéncia da reacao;
o Verificar a cinética de expresséao de transcritos de urease em funcao do

tempo.
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3. METODOLOGIA

3.1. CEPAS DE S. brasiliensis

A cepa de S. brasiliensis IPEC-34910 (considerada forte produtora de urease
em meio de cultivo), foi selecionada para as padroniza¢cdes dos testes. Além desta,
as cepas IPEC-654-H (considerada nao produtora de urease em meio de cultivo) e
IPEC-16490 (cepa de referéncia e considerada média produtora de urease em meio
de cultivo) foram utilizadas nos ensaios de avaliacdo da expressdo génica. Tais
amostras sao provenientes de quadros clinicos em humanos e compdem a cole¢éo
de fungos do Laboratorio de Micologia do INI - Fiocruz.

Para os experimentos realizados no trabalho, as cepas foram recuperadas do
freezer -80°C, onde estavam armazenadas em glicerol seguindo protocolo descrito
por Oliveira (2020), para crescimento por 7 dias a 37°C sob agitagéo de 150 rota¢des

por minuto (RPM) nos em BHI liquido.

3.2. ANALISE FENOTIPICA

A amostra selecionada para padronizacéo da reacéo de gPCR foi submetida a
analise fenotipica para verificar a producéo de urease, assim como todas as amostras
selecionadas para o estudo de expressao génica por qPCR. Para tal, as amostras
foram semeadas em caldo de ureia de Christensen, meio de cultura que identifica a
producédo de urease através da hidrélise de ureia, componente presente no meio, que
causa o aumento de pH e, consequentemente, a mudancga de cor do caldo de ureia
de vermelho para roxo (KANE; FISHER, 1971; CHRISTENSEN, 1946). Esta mudanca
€ causada pela presenca do indicador de pH vermelho de fenol (fenolsulfoftaleina),
que identifica 0 aumento do pH e proporciona a alteragéo da cor em pH basico.

As células leveduriformes foram cultivadas em meio BHI por 7 dias. ApGs este
periodo, as células foram suspensas em salina estéril equivalente a escala 2.0 de
McFarland (6x10%8 UFC/mL), e em seguida foram adicionadas no caldo de ureia de
Christensen. ApOs esse processo, 0s tubos contendo leveduras e meio de cultivo
foram incubados a 37°C. Ao final de quatro e 7 dias de cultivos, foi verificada, além
da mudanca de coloracdo do meio de cultivo, a densidade 6tica (DO) a 559 nm e para
tanto, 100uL do sobrenadante, apds centrifugagéo, em triplicata, foram transferidos

para uma placa de poliestireno de 96 pocos com fundo chato (Corning, Tewksbury,
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EUA). Isolados de Candida albicans ATCC 18804 e Cryptococcus neoformans ATCC
32045 foram utilizados como controles negativo e positivo, respectivamente. Esta

analise foi realizada conforme a descricéo de Oliveira (2016).

3.3.  CULTIVO DAS CEPAS SELECIONADAS

Inicialmente, as cepas foram recuperadas do freezer -80°C e cultivadas em
meio BHI por 7 dias. Em seguida, as células foram inoculadas em meio Yeast Carbon
Base (YCB) com sulfato de aménio como unica fonte de nitrogénio por 7 dias a 37°C
sob agitacdo de 150 RPM. Apés esta etapa, foi feito um novo repique para o YCB
também com sulfato de aménio como Unica fonte de nitrogénio por outros 7 dias a
37°C em shaker com 150 RPM. Por fim, foi realizado mais um repique para YCB
também com sulfato de amdnio por 1 dia a 37°C em shaker com 150 RPM.

Apés o ultimo dia, foi coletada uma parte das células para extracdo de acido
ribonucleico (RNA) como tempo 0. Outra parte das células foi repicada para um novo
meio YCB, sendo que desta vez com ureia como Unica fonte de nitrogénio. Entdo, as
células foram coletadas apds 3h, 6h e 9h de crescimento a 37°C em shaker com 150
RPM, conforme resumido no fluxograma exposto na Figura 3. Apos cada periodo de
incubacédo, as células foram guardadas em TRIZOL e armazenadas em freezer (-

20°C). Este protocolo de crescimento fungico foi criado neste trabalho.

Figura 3 - Fluxograma do crescimento fingico com o objetivo de esgotar a producéo
de ureia da cepa IPEC-34910 de S. brasiliensis.
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3.4. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE RNA

A extracao e purificagdo de RNA total foram realizadas utilizando o método do
TRIZOL (Invitrogen), reagente que consiste em uma solu¢cdo monofasica de fenol e
guanidina-isotiocianato. O TRIZOL mantém a integridade do RNA, ajuda a romper as
células e dissolve os componentes celulares. Este método deriva da melhoria do
procedimento descrito por Chomczynski e Sacchi (1987) de extracdo do RNA.

As células com TRIZOL foram rompidas com auxilio da acdo das pérolas de
zirconia por agitacdo em bead beater por trés ciclos de 30 segundos com agitacéo
méaxima e descanso de um minuto no gelo, e em seguida a fase aquosa foi retirada
apos centrifugacdo. Para ocorrer a separacao de fases foi adicionado, para cada
0,75mL de TRIZOL, 0,2mL de cloroférmio (Invitrogen) seguido de centrifugacao.

Na separacdo de fases, a solucdo foi separada em fase organica e aquosa,
permanecendo o RNA exclusivamente na fase aquosa, ap0s a transferéncia desta
ultima, o RNA foi precipitado adicionando 0,375mL de isopropanol para cada 0,75mL
de TRIZOL, que ira retirar sais e fenol remanescentes, seguido de centrifugacao.
Feito isso, a fase aquosa foi descartada mantendo apenas o precipitado no tubo. O
RNA obtido foi purificado com 1mL de etanol 70% para cada 0,75mL de TRIZOL
recuperado, para retirada de possiveis matérias organicas e restos celulares ainda
contidos na solucdo. Entdo, apGs nova centrifugacédo, o etanol foi descartado e seco
por evaporacao antes da dissolu¢cdo do RNA em agua.

Todo o processo de extracdo de RNA foi realizado a frio, portanto as amostras
foram mantidas em banho de gelo durante todo o procedimento e a centrifugagéo foi
refrigerada. Além disso, todas as diluicbes e lavagens foram realizadas com agua
tratada com o reagente dietil pirocarbonato (DEPC), livre de DNAse e RNAse. Os
RNA obtidos foram tratados com inibidor de RNAse (Invitrogen), para inibir
degradacéo de RNA.

A concentracdo de RNA extraido foi quantificada por espectrofotometria no
equipamento Nanovue. O grau de pureza estabelecido, neste estudo, para as
amostras de RNA extraido foi 2.2 em 260/280 e 1.8-2.3 em 260/280. Apds este
processo, 0 RNA foi tratado com DNAse (Invitrogen), para degradar o resto de DNA
que possa ter permanecido ao fim da extracdo, ambos tratamentos seguirdo as

recomendacdes dos kits.
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3.5. TRANSCRI(;AO REVERSA DO RNA EM DNA COMPLEMENTAR (cDNA)

Para esta metodologia, 2 ug de RNA total foram submetidos a uma reagao da
polimerase em cadeia com a enzima transcriptase reversa (RT-PCR) para obtencéo
de cDNA utilizando o kit comercial High Capacity RNA-to-DNA (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2018). Para a preparacdo do mix foram utilizados 2uL de tampéo,
0,8uL de nucleotideo, 2L de primers hexameros randémicos, 1uL da enzima e 4,2
uL de agua tratada com DEPC. Apos isso, o mix foi homogeneizado. Em seguida,
10pL do RNA foram adicionados ao mix. Por fim, os 20uL totais foram
homogeneizados.

A transcricdo reversa do RNA em cDNA foi realizada em quatro etapas,
conforme recomendacéo do kit. A primeira etapa foi realizada a temperatura de 25°C
por 10 minutos, a segunda por 120 minutos a 37°C, a terceira por 5 minutos a 85°C
e por fim, a quarta etapa reduziu a temperatura para 4°C. Assim, houve a conversao

do RNA. Este protocolo foi realizado seguindo as recomendacdes do fabricante.

3.6. REAQAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

(QPCR)

Posteriormente a extracado e transcricdo reversa do RNA, foi realizada a reacao
de gPCR onde foram utilizados 12,5uL do kit Type-it HRM PCR Kit (QIAGEN, 2009),
2L do cDNA na concentracdo de 100ng/uL, e 2uL de cada primer na concentracao
determinada em testes de reacao de gPCR. A reacéo foi completa com a quantidade
suficiente de agua ultrapura para 25pL.

A amplificacéo foi realizada em dois passos, conforme recomendacéo do kit e
do termociclador, que consiste em 45 ciclos de desnaturacao a temperatura de 95°C
por 5 segundos e anelamento e extensao a temperatura de 60°C por 30 segundos.
Ao final destes 45 ciclos, foi realizada a curva de melting de temperatura de 60°C a
95 °C, crescendo de grau em grau.

Para avaliar o gene constitutivo que foi utilizado, foram investigados os primers
que amplificam para proteina ribossomal L34 (L34), proteina ribossomal L6 (L6),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e fator de elongacdo 1A (EF1A),
conforme descrito na Tabela 1, nos tempos de crescimento do estudo (Oh, 3h, 6h e
9h).

Os primers L6, GAPDH e EF1A foram escolhidos para o estudo ap6s uma

pesquisa bibliogréafica, na qual foi verificada a utilizacdo destes em um estudo de



Tabela 1 - Tabela representativa do conjunto de primers utilizados nas reac¢des de gPCR.
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Alvo (Nimero de Acesso)

Sequéncias dos primers

Funcéo bioldgica

Tamanho do

Amplicon (pb)

Urease (ERS95967.1)

L6 (XP_016584434)

GAPDH (XP_016586602)

EF1A (XM_016731693)

L34 (XM_016732368.1)

5- CAACGACAGCGATCCCAAG -3
5- ACGGTGAGACAGGCGTCAAT -3’
5- ATTGCGACATCAGAGAAGG -3
5- TCGACCTTCTTGATGTTGG-3’
5- ATCAAGGCCGCTATTAAGG-3
5- CTATCGACCTTGGCTACG-3
5-AAGACTCACATCAACGTCG-3
5-ACTTCCACAGAGCAATATCG’-3
5-CCTGGTATCCCCGCACTG-3'
5- CGCATCTTGAGCCACCGTA-3

Degradacao da ureia

RNA estrutural de ribossomo

Participa da gliconeogénese e
glicogénese
Fatores de elongacao de tamanho

celular

RNA estrutural de Ribossomo

114

224

236

226

91
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Trujillo-Esquivel e colaboradores (2017). L34 foi, gentilmente, cedido por Dr. Marcus
Teixeira.

ApGs a escolha do primer referente ao gene constitutivo, este foi analisado nas
concentracbes de 5uM, 10uM e 20uM. Também foram testados os primers que
amplificam para urease, desenhados para este trabalho, nessas mesmas
concentragoes.

A eficiéncia das reac¢des, quando considerada ser 100%, indica que a cada
ciclo de amplificacdo a intensidade de fluorescéncia estd dobrando e,
consequentemente, apresenta o dobro da quantidade de produto amplificado. Para
estabelecer esta eficiéncia, foram utilizadas diferentes concentragdes de cDNA (100,
50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 ng/pL) com a concentracdo do primer determinada
anteriormente.

ApOs essas etapas, foi feita a analise das amostras de cDNA em diferentes
tempos, utilizando o primer mais indicado para avaliar a expressao de urease na cepa
nas condicfes estabelecidas, com o intuito de estabelecer a cinética de expressao de

urease. Todas as reacdes descritas foram realizadas em duplicata.

3.7. METODQ 2-4aCt

Para quantificar as alteracBes na expressdo génica através das reacfes de
gPCR, é necessario 0 uso de uma equacdo para analisar os dados obtidos, como o
método de 2-24Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Este método ¢é realizado da seguinte
forma:

I.  Devem ser obtidos os Cts das amostras amplificadas com EF1A e das
amostras com URE referentes aos tempos do estudo, Oh, 3h, 6h e 9h.

[I. Para calcular ACt, o valor de Ct do gene constitutivo (EF1A) deve ser
subtraido do valor de Ct do gene de interesse (ure). Esta etapa deve ser
realizada para cada tempo de analise;

lll.  Para calcular AACt, o resultado obtido no tempo Oh deve ser subtraido em
todos os tempos de analise, incluindo Oh, pois como foi o0 primeiro tempo
coletado, este foi utilizado como referéncia;

IV.  Por fim, o calculo 224t deve ser realizado com os valores encontrados no
tépico lll. O resultado deste calculo permite analisar a expressao génica em
cada tempo do estudo e sua variagéo ao longo do tempo.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISE FENOTIPICA

As cepas IPEC-34910 e IPEC-16490 foram consideradas produtoras de urease
por apresentarem mudanca de cor, vermelho para rosa/roxo, em caldo de ureia de
Christensen ao final dos primeiros quatro dias de cultivo, enquanto a cepa IPEC-654-
H foi considerada como n&o produtora de urease por ndo apresentar a mudanca de
cor esperada, como representado na Figura 4.

Para estabelecer tais afirmacdes foi realizada a comparacdo das amostras
citadas acima, com os controles positivo (C. neoformans ATCC 32045) e negativo (C.
albicans ATCC 18804), representados na Figura 5. Além disso, para estabelecer estes
resultados foi realizada a comparacao da variagdo na DO a 559nm apés 4 dias e 7

dias de cultivo das cepas analisadas e seus controles (Figura 6).

Figura 4 - Producéo de urease pelas cepas de S. brasiliensis em caldo de ureia de
Christensen.

C

Legenda: A: IPEC-34910; B: IPEC-16490; C: IPEC-654-H.



32

Figura 5 - Producao de urease das cepas ATCC 18804 de C. albicans e ATCC
32045 de C. neoformans em caldo de ureia de Christensen.

ATCC 18804 Caldo de Christensen ATCC 32045

Figura 6 - Densidade 6ptica da analise fenotipica das cepas de S. brasiliensis IPEC-
34910, IPEC-16490, IPEC-654-H, C. neoformans ATCC 32045 e C. albicans ATCC
18804 apds 4 e 7 dias de cultivo.

Producao de Urease

IPEC-34910 IPEC-16490 IPEC-654-H ATCC 32045 ATCC 18804
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4.2. PADRONIZACAO DA REACAO DE gPCR

4.2.1. Definicdo do primer constitutivo

Apbs a realizagdo das reagfes de qPCR com os primers L34, L6, GAPDH e
EF1A, foram obtidos dados referentes ao cycle threshold (Ct), ciclo em que as reacoes
sdo consideradas positivas, onde todos os primers apresentaram variagcao entre os
Cts (Tabela 2). Aléem destes, as curvas de melting, que indicam a temperatura em que
metade das fitas de cDNA estéo dissociadas, também foram analisadas (Figuras 7, 8,
9 e 10).

Tabela 2 - Dados de Ct das reacdes de gPCR dos primers L34, L6, GAPDH e EF1A
com cDNA da cepa de S. brasiliensis IPEC-34910.

PRIMER | CtOh | Ct3h | Ct6h | Ct9h
L6 26,19 | 20,26 | 22,55 | 24,57
L34 24,16 20,1 21,35 | 22,37
GAPH 24,12 | 20,39 | 22,38 | 19,82
EF1A 25,27 | 30,47 | 30,46 | 19,86

Figura 7 - Curva de melting do primer L6 com cDNA da cepa de S. brasiliensis IPEC-
34910.
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A curva de melting do primer L6 com cDNA da cepa IPEC-34910 apresentou amplificacao
inespecifica nas linhas representativas dos tempos 0h e 9h, e também na amostra sem cDNA como
indicado pelas setas. Os tempos 3h e 6h representados pelas outras linhas ndo apresentaram
amplificagcéo inespecifica.
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Figura 8 - Curva de melting do primer L34 com cDNA da cepa de S. brasiliensis

IPEC-34910.
Es
5, L34
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A curva de melting do primer L34 com cDNA da cepa IPEC-34910 apresentou amplificagéo
inespecifica na linha representativa da amostra sem cDNA como indicado pela seta. Os tempos Oh,
3h, 6h e 9h representados pelas outras linhas ndo apresentaram amplificacdo inespecifica.

Figura 9 - Curva de melting do primer GAPDH com cDNA da cepa de S. brasiliensis
IPEC-34910.

. GAPDH

A curva de melting do primer GAPH com cDNA da cepa IPEC-34910 também apresentou
amplificacéo inespecifica na linha representativa da amostra sem cDNA como indicado pela seta. Os
tempos 0Oh, 3h, 6h e 9h representados pelas outras linhas ndo apresentaram amplificacéo
inespecifica.



35

Figura 10 - Curva de melting do primer EF1A com cDNA da cepa de S. brasiliensis
IPEC-34910.

&| 70 75 50 8s 9}'} 9&

A curva de melting do primer EF1A com cDNA da cepa IPEC-34910 apresentou dimeros, que podem
ser derivados da concentracéo de 20uM utilizada no teste, nas linhas representativas dos tempos Oh,
3h, 6h e 9h como indicado pela seta. A amostra sem cDNA representada por outra linha néao
apresentou amplificacéo inespecifica.

Com base na andlise das curvas de melting, € possivel observar que houve
amplificacBes inespecificas durante as reagfes, como sinalizado por setas nas
figuras, com o uso dos primers L6, L34 e GAPH. A alteracéo indicada por seta na
curva de EF1A aponta a presenca de dimeros que podem ser derivados da
concentracéo do primer utilizada na reacdo (20uM). Sendo assim, por ndo apresentar
amplificacéo inespecifica na curva de melting, o primer EF1A foi selecionado para o

restante do estudo.

4.2.2. Definicdo da concentracdo do primer constitutivo

ApoOs a selecéo do primer EF1A, foram realizadas reagdes de qPCR para definir
a melhor concentracdo do primer para testes futuros, nestas foram testadas as
concentracdes 5uM, 10uM e 20uM. Por apresentar Ct mais tardio, a concentracao de
5uM foi descartada. As concentracfes 10uM e 20uM apresentaram Cts semelhantes,
apesar disso, 10uM foi escolhida para continuagéo do estudo por ser menor, logo
diminui as chances da formac¢é&o de dimeros na reagéo e permite a realizacdo de mais

reacoes devido a diluicdo (100uM € a concentracao inicial do material). Na Tabela 3,
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ha a representacao dos dados utilizados para tal escolha. A curva de melting (Figura

11) permitiu definir a temperatura de melting de 87,25°C nas trés concentracdes.

Tabela 3 - Representacdo dos Cts para definicdo da concentracéo do primer EF1A

para estudos futuros.

Concentragao Ct
5puM 21,16
10 uM 17,69
20 uM 16,20

Figura 11 - Curva de melting do primer EF1A nas concentracdes 5uM, 10uM e
20uM.

0,0
)9 70 75 80 85 20 95

A curva de melting do primer EF1A representa as E:oncentra(;(“)es testadas no estudo, sendo elas
20uM na cor preta, 10uM na cor violeta e 5uM na cor verde. A primeira concentracéo apresentou Ct
mais tardio quando comparada as outras duas concentracdes.

4.2.3. Eficiéncia dareacao

Com os primers EF1A e URE na concentracdo de 10uM foram realizadas
reacoes de gPCR para estabelecer a eficiéncia de amplificacdo destes com o intuito
de verificar se a amplificacdo é exponencial. Nas figuras abaixo € possivel observar
os ciclos de amplificacdo e curva de melting de EF1A (Figuras 12 e 13) e de URE

(Figuras 14 e 15) apos reac6es com cDNA da cepa IPEC-34910 em tempo Oh.
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Figura 12 - Curva de amplificagdo de EF1A a 10uM com cDNA da cepa de S.
brasiliensis IPEC-34910 nas concentragdes 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL.
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Curva de amplificagéo do primer EF1A. As linhas representam as concentragdes utilizadas no
estudo, sendo elas 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL. O teste foi feito em duplicata, logo para cada
concentracdo ha duas linhas representativas.

Figura 13 - Curva de melting de EF1A a 10uM com cDNA da cepa de S. brasiliensis
IPEC-34910 nas concentracdes 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL. Temperatura:

.
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87,25°C.

Curva de melting do primer EF1A. As linhas representam as concentra¢des utilizadas no estudo,
sendo elas 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/pL. O teste foi feito em duplicata, logo para cada
concentracdo ha duas linhas representativas. Nesta curva foi possivel determinar que as amostras
apresentaram temperatura de melting de 87,25°C.
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Figura 14 - Curva de amplificacdo de URE a 10puM com cDNA da cepa de S.
brasiliensis IPEC-34910 nas concentragdes 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL.
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Curva de amplificagéo do primer URE. As linhas representam as concentrac¢des utilizadas no estudo,
sendo elas 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL. O teste foi feito em duplicata, logo para cada
concentracdo ha duas linhas representativas.
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Figura 15 - Curva de melting de URE a 10uM com cDNA da cepa de S. brasiliensis
IPEC-34910 nas concentracdes 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/yL. Temperatura:
91,55°C.
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Curva de melting do primer URE. As linhas representam as concentragdes utilizadas no estudo,
sendo elas 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125ng/uL. O teste foi feito em duplicata, logo para cada
concentracao ha duas linhas representativas. Nesta curva foi possivel determinar que as amostras
apresentaram temperatura de melting de 91,55°C.



39

A partir destas reag0des, o software do equipamento Rotor Gene gerou uma reta
gue demonstrou a eficiéncia de amplificacdo de 115% do primer EF1A (Figura 16) e
106% do primer URE (Figura 17). Os percentuais encontrados foram considerados
satisfatorios para realizacdo das reacbes de gPCR para analise da cinética de
expressdo de urease, uma vez que indicam que a cada ciclo de amplificacdo a
quantidade de produto amplificado €, aproximadamente, dobrada.

Figura 16 - Representacédo da reta obtida para obtencdo de 115% de eficiéncia de
EF1A.
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Figura 17 - Representacado da reta obtida para obtencdo de 106% de eficiéncia de
URE.
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4.3. CINETICA DE EXPRESSAO GENICA

Realizada a padronizacdo da reagcédo de qPCR, as rea¢cdes com amostras de
cDNA dos tempos 0Oh, 3h, 6h e 9h de crescimento em YCB + Ureia das cepas IPEC-
34910, IPEC-16490 e IPEC-654-H foram realizadas. Os dados obtidos nas reacfes
de cada cepa foram resumidos nas Tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4 - Dados das reacdes de gPCR referentes aos tempos 0h, 3h, 6h e 9h de
crescimento da cepa de S. brasiliensis IPEC-34910.

Cepa 34910
TEMPERATURA DE TEMPERATURA DE
TEMPO Ct URE Ct EF1A
MELTING URE MELTING EF1A
Oh 91,55 27,89 87,75 18,58
3h 91,55 26,2 87,75 18,03
6h 91,55 26,91 87,75 18,40
9h 91,55 28,75 87,75 21,77

Tabela 5 - Dados das reacdes de gPCR referentes aos tempos 0h, 3h, 6h e 9h de
crescimento da cepa de S. brasiliensis IPEC-16490.

Cepa 16490
TEMPERATURA DE TEMPERATURA DE
TEMPO Ct URE Ct EF1A
MELTING URE MELTING EF1A
Oh 90,85 41,01 87,12 33,53
3h 90,75 36,58 87,00 28,77
6h 90,75 38,21 87,00 30,26
9h 90,75 38,84 87,10 35,65
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Tabela 6 - Dados das reacdes de gPCR referentes aos tempos 0h, 3h, 6h e 9h de
crescimento da cepa de S. brasiliensis IPEC-654-H.

Cepa 654-H
TEMPERATURA DE TEMPERATURA DE
TEMPO Ct URE Ct EF1A
MELTING URE MELTING EF1A
Oh 91,12 28,7 87,45 24,69
3h 91,15 30,01 87,45 25,27
6h 91,10 25,61 87,35 20,01
9h 91,25 32,41 87,60 31,36

ApOs a obtencao destes dados, foi calculada a expresséo génica de urease em

funcdo do gene constitutivo através da formula 222t e, em seguida, foi elaborado o
grafico do resultado do célculo referente as cepas IPEC-34910, IPEC-16490 e IPEC-

654-H. A cepa IPEC-34910 demonstrou cinética crescente de producdo de urease

através do tempo, apesar de uma diminuicdo apds 6h de crescimento, a producéo
volta a aumentar apos 9h (Figura 18). As cepas IPEC-16490 e IPEC-654-H

demonstraram cinética decrescente de producdo de urease até 6h de crescimento,

entretanto, apos 9h de crescimento foi observado grande aumento da producéo de

urease em ambas, como representado nas Figuras 19 e 20, respectivamente.

Figura 18 - 2-24Ct de urease em fungdo de EF1A, demonstrando a cinética de
expressao génica nos tempos de producéo de cDNA (0Oh, 3h, 6h e 9h) referente a
cepa de S. brasiliensis IPEC-34910.

Expressao Génica: 34910
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Figura 19 - 2-22Ctde urease em fungdo de EF1A, demonstrando a cinética de
expressdo génica nos tempos de producao de cDNA (Oh, 3h, 6h e 9h) referente a
cepa de S. brasiliensis IPEC-16490.
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Figura 20 - 2-24Ct de urease em funcdo de EF1A, demonstrando a cinética de
expressao génica nos tempos de producédo de cDNA (0h, 3h, 6h e 9h) referente a
cepa de S. brasiliensis IPEC-654-H.

Expressao Génica: 654-H
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5. DISCUSSAO

O género Sporothrix € composto por fungos dimérficos que podem causar
infeccdo de pele, conhecida por esporotricose. O primeiro caso desta infecgcdo em
humanos foi descrito por Schenck no fim do século XIX (SCHENCK, B., 1898 apud
OROFINO-COSTA et al.,, 2017). A esporotricose é uma infeccdo comumente
transmitida entre gatos e humanos por arranhdes e/ou mordidas, por exemplo.
Rodrigues e colaboradores (2016) observaram que houve alteracbes nas divisdes
das espécies patogénicas e, por isso, dados epidemioldgicos, viruléncia e
susceptibilidade adquiriram novas compreensoes.

A esporotricose apresenta casos em diferentes regides do mundo, entretanto,
Brasil, China e Africa do Sul s&o paises considerados como areas hiperendémicas.
Nas regifes Sul e Sudeste do Brasil ha epidemias de esporotricose felina causadas
por S. brasiliensis que resultaram na emergéncia em saude publica (RODRIGUES;
DE HOOG; CAMARGO, 2016). A hiperendemia de esporotricose causada
predominantemente por S. brasiliensis € a maior ja observada, principalmente no
estado do Rio de Janeiro, onde foram diagnosticados milhares de casos de
esporotricose humana e felina no INI-Fiocruz (ALMEIDA-PAES et al., 2014;
CHAKRABARTI et al., 2015).

Além disso, a viruléncia da cepa infectante € um dos fatores que colabora para
o desenvolvimento do amplo espectro clinico desta infeccdo, principalmente de casos
mais graves (CARLOS et al., 2009). A viruléncia de S. brasiliensis & associada a
transmissdo zoonotica e infecgdes de animais, enquanto que as plantas ndo sao
consideradas como fontes de infecgdo por esta espécie. E importante ressaltar que
guando comparada a outras espécies do género Sporothrix, S. brasiliensis € a mais
virulenta (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2016).

Sabe-se que a ureia pode ser utilizada como fonte de nitrogénio para uso do
fungo e sua liberagéo se da pela sua hidrdlise. A acdo da enzima urease é descrita
como fator de viruléncia em diversas infec¢cées microbianas, como as causadas por
H. pylori e C. immitis (KARPLUS; PEARSON; HAUSINGER, 1997; FOLLMER, 2008;
SALAMA; HARTUNG; MULLER, 2013; CARLINI; LIGABUE-BRAUN, 2016). Como
mencionado anteriormente, as cepas mais virulentas de S. brasiliensis, ou seja, as
que causam formas mais graves da infeccéo, também sdo consideradas as que mais

produzem a enzima urease em meio de cultura. Apesar disso, a expressao génica
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desta enzima ainda néo foi observada. Dessa forma, € relevante que ensaios sejam
realizados para avaliar a presenca do gene da urease, por meio das reacdes de
gPCR, a fim de verificar a expressao deste em diferentes estagios da infeccao ou do
crescimento fangico (ALMEIDA-PAES et al., 2015; FERNANDES, 2009).

Durante a realizacao deste trabalho, a expresséo fenotipica de urease em meio
de cultivo foi analisada para verificar se as cepas selecionadas eram ou néo
produtoras da enzima. Apos a confirmacao da expresséao fenotipica, a padronizacao
da reacdo de gPCR foi realizada de acordo com a espécie e condicdes do estudo. O
método de gPCR é considerado muito sensivel e especifico para o diagnostico. Além
disso, é rapido e apresenta boa repetitividade, sendo importante para a identificacao.
Sendo assim, este é utilizado para o diagndstico molecular de diferentes infeccoes,
como as causadas por Coronavirus, Mycobacterium leprae, Chlamydia pneumoniae
e HIV (LIN; YE; XIA, 2015; YAMAZAKI et al., 2016; AZEVEDO et al., 2017; OPOTA
et al., 2017). A realizacéo de reacdes de gPCR permite que os niveis de expressao
de diferentes genes sejam analisados e comparados, ap0s determina¢ao pelo método
AACT (HU; HE; ZHOU, 2015; SAIDI et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

A analise fenotipica realizada em caldo ureia de Christensen demonstrou que
as cepas de S. brasiliensis IPEC-34910 e IPEC-16490 eram produtoras da enzima
urease, enquanto que a cepa IPEC-654-H foi considerada nao produtora. Este
método é semelhante ao realizado por Almeida-Paes e colaboradores (2015), que
indicou que S. brasiliensis produzia mais esta enzima que S. schenckii, atestando que
0 método é valido e adequado para tal afirmagcdo em meio de cultivo.

Apesar deste resultado fenotipico, ou seja, nem todas as cepas analisadas
serem consideradas produtoras da enzima em meio de cultivo, foi observada a
expressao génica da urease em todas as cepas avaliadas neste estudo, incluindo a
considerada nao produtora no meio de cultivo.

Oliveira (2016), apos reagdo de PCR convencional com cDNA de diferentes
isolados de S. brasiliensis com sequéncia parcial do gene codificador de urease,
observou que houve a expressdo de urease no teste fenotipico em todas as cepas
analisadas em seu estudo. Sendo assim, o isolado IPEC-654-H (considerado n&o
produtor de urease em meio de cultivo) também expressou tal sequéncia.

Em 2020, Oliveira realizou analise por ressonancia plasmonica de superficie
em uma cepa de S. brasiliensis considerada ndo produtora de urease em meio de

cultivo (IPEC-45308) e verificou a presenca desta enzima no extrato bruto. Logo, a
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cepa considerada como ndo produtora apresentou a enzima nesta andlise. Além
disso, foi verificado que os valores de unidades de ressonancia foram maiores na
cepa considerada produtora em meio de cultivo (IPEC-34910) que na cepa
considerada nédo produtora (IPEC-45308). Dessa forma, é possivel detectar a
expressao desta enzima por meio de métodos moleculares.

Previamente a cinética de expressdo génica, a padronizacdo da reacdo de
gPCR foi iniciada com uma pesquisa bibliografica sobre quais primers poderiam ser
analisados junto ao primer L34, que ja era utilizado no projeto anteriormente. Entéo,
foram selecionados os primers L6, GAPDH e EF1A. Os resultados indicaram que
todos os primers testados apresentavam variacdo nos Cts. Entretanto, L6, L34 e
GAPDH também apresentaram amplificacfes inespecificas na curva de melting,
enquanto EF1A apresentou apenas dimeros que poderiam ser justificados pela
concentracdo do primer.

Segundo Trujillo-Esquivel et al. (2017), os genes L6, GAPDH e EF1A
apresentaram expressdo semelhante nas condi¢cdes analisadas, mas apenas L6
demonstrou ter uma expressao estavel e constitutiva nos meios de cultura avaliados,
enquanto GAPDH e EF1A nédo apresentaram diferencas significativas nos niveis de
expressao e também, demonstraram aumento nos valores de Ct.

Cabe destacar que as condi¢des do trabalho desenvolvido por Trujillo-Esquivel
et al. (2017) foram diferentes das utilizadas neste estudo. Por exemplo, o cultivo das
células nas formas leveduriforme e filamentosa foi realizado em meio de cultivo YPD
por 3 a 4 dias seguido de repique para outros meios utilizados nos testes por 48 h,
enquanto que neste estudo as células na forma leveduriforme foram cultivadas em
meio YCB + sulfato de amdnio por 15 dias, incluindo as trocas por novo meio de
cultivo, seguidos de até 9h de cultivo em meio YCB + ureia. Além disso, as condicfes
das reacOes de gPCR foram distintas das empregadas neste estudo, visto que tais
pesquisadores utilizaram kit de reacgéo diferente (SYBR Green PCR Master Mix — Life
Technologies). Logo, a amplificagcao foi realizada com ciclos e tempos distintos.

Nesse sentido, foi possivel observar que os resultados observados no presente
estudo foram diferentes dos encontrados por Trujillo-Esquivel et al. (2017), uma vez
que L6 apresentou amplificacdes inespecificas, ndo sendo considerado como o
melhor gene constitutivo avaliado. Isto pode indicar também que as condi¢des

utilizadas neste trabalho favoreceram EF1A, pois o mesmo ndo demonstrou
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amplificacbes inespecificas e pbde ser utilizado para a etapa seguinte da
padronizacao.

A fim de determinar a melhor concentracdo de EF1A para a realizacdo do
estudo, o primer foi avaliado nas concentracdes de 5uM, 10uM e 20uM. A diminuicao
no valor do Ct e a auséncia da formacéo de dimeros foram consideradas como fatores
importantes para a decisdo. Logo, a concentracdo de 5uM foi a primeira a ser
descartada, por apresentar um valor de Ct maior, apesar de apresentar a mesma
temperatura de melting das outras concentracfes analisadas. As concentragdes de
10pM e 20puM demonstraram resultados semelhantes. Com isso, 10uM foi escolhida
para a continuacao deste estudo, pois € esperado que uma concentracdo menor de
primer proporcione menor chance de formacédo de dimeros, além de permitir maior
aproveitamento do material.

A Ultima etapa da padronizacao foi constituida por testes que avaliaram a
eficiéncia da reacdo com os primers EF1A, representante do gene constitutivo, e
URE, representante do gene avaliado no estudo. Sabe-se que para considerar a
eficiéncia como adequada, esta deve apresentar valores em um intervalo de 90 a
110%. Além disso, o coeficiente de correlacdo (R?) deve ser maior ou igual a 0,98
(KENNEDY; OSWALD, 2011; TAYLOR et al., 2010 apud BARS-CORTINA, 2019).

No presente estudo, a eficiéncia encontrada para EF1A foi de 115%, apesar
de o valor estar um pouco além do limite estabelecido pelo intervalo, seu valor de R2
foi de 0,98903, enquanto que a eficiéncia encontrada para URE foi de 106%, ou seja,
dentro do intervalo estabelecido. Contudo, o valor de R2 encontrado para URE foi de
0,94460.

Trujillo-Esquivel et al. (2017) também analisaram o primer EF1A e encontraram
eficiéncia de 94,3% com R2 de 0,9863, indicando que este primer pode ser
considerado adequado para a reagédo. Liu et al. (2016) avaliaram o primer EF1A e
observaram eficiéncia de 106,8% com R2 de 0,999, indicando que o primer pode ser
considerado adequado para a reacdo, uma vez que estad dentro do intervalo de
eficiéncia e com R? satisfatorio.

Apesar destas divergéncias, as eficiéncias foram consideradas satisfatorias
para a continuacdo do estudo, por apresentarem valores dentro do aceitavel e por
haver pouco material bibliografico sobre aspectos relacionados a rea¢do de gPCR

com isolados de S. brasiliensis.
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Outros estudos também abordaram a eficiéncia de reacdo de qPCR, como o
realizado por Nunes et al. (2019), onde foi avaliada a eficiéncia da reacao singleplex
e multiplex de hantavirus visando ao diagndstico da sindrome pulmonar. Neste
estudo, a eficiéncia da reacdo singleplex foi de 97,6%, logo esta dentro do limite
preconizado, assim como o observado como o primer de URE no presente estudo.
Em 2017, Walker et al. pesquisaram a eficiéncia da reacdo gPCR para a deteccéo de
Escherichia coli em 4guas ambientais, visando a reducdo do tempo de diagnostico.
Os autores encontraram o valor de 94%, sendo este também considerado adequado
e satisfatorio.

A expressdo génica de URE foi avaliada através do tempo formando uma
cinética de expressao. Nesse sentido, os tempos de 0h, 3h, 6h e 9h foram escolhidos
para o estudo, uma vez que representam o inicio do cultivo no meio de cultura YCB
+ Ureia e 0 tempo necessario para que a expressao do gene tendesse ao aumento
até alcancar a fase estacionaria.

Landolfo et al. (2018) avaliaram a cinética de crescimento e producdo de
carotendides de Rhodotorula mucilaginosa apés o cultivo em meio YEPGLY. Os
autores observaram que a fase estacionéaria de crescimento foi alcangada apds 40h
de crescimento. Contudo, o pico da taxa de producéo foi alcangcado em 48h, ou seja,
ja na fase estacionaria. Os pesquisadores decidiram, entdo, avaliar os genes que
participam da biossintese de carotenoides e da resposta a antioxidantes em
diferentes periodos de tempo (fase exponencial, inicio da fase estacionaria e inicio
da fase estacionaria tardia). Dessa forma, estes autores também demonstraram a
cinética de expressao através do tempo e a decisédo pelas etapas que podem ser
consideradas como de maior interesse.

Nossos resultados indicaram que as cepas de S. brasiliensis IPEC-16490 e
IPEC-654-H, expressaram URE no tempo Oh, ou seja, antes de qualquer contato com
o0 meio de cultura YCB + Ureia. Entretanto, esta expressao diminuiu nos tempos de
3h e 6h, o que pode ser justificado pela adaptagao do fungo ao novo meio de cultura
em poucas horas de crescimento. Ja no tempo de 9h, a expressao de URE aumentou
consideravelmente quando comparada aos tempos anteriores.

A cepa de S. brasiliensis IPEC-34910, considerada forte produtora de urease,
também expressou URE no tempo Oh. Entretanto, esta expresséo foi considerada
ainda maior no tempo de 3h. Apesar disso, a expressao apresentou diminuigdo no

tempo de 6h, assim como nas outras cepas do estudo, sendo também justificada pela
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adaptacao ao meio de cultura. Por fim, no tempo de 9h, esta cepa também aumentou
sua expressao de urease.

Tais resultados podem indicar que em apenas 9h de cultivo no meio de cultura
YCB + Ureia, as trés cepas de S. brasiliensis apresentaram aumento na expressao
de urease. E importante ressaltar que, no tempo Oh de cultivo, as trés apresentaram
a expressédo do gene de interesse. Desse modo, € possivel sugerir que mesmo na
auséncia de ureia no meio de cultivo, o fungo expressa o gene codificador de urease
durante seu crescimento. Portanto, uma cepa considerada ndo produtora de urease
em meio de cultivo (IPEC-654-H) pode expressar o gene ure quando realizada a
analise biomolecular, enquanto as cepas consideradas produtoras de urease em meio
de cultivo (IPEC-34910 e IPEC-16490) demonstraram a mesma caracteristica apos a

analise biomolecular, corroborando sua caracteristica de producédo da enzima.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel observar que cepas de S. brasiliensis podem ser consideradas nao
produtoras de urease em meio de cultivo, porém, a expressao do gene ure pode ser
detectada em nivel molecular (cepa IPEC-654-H). Durante a cinética de producao de
urease através do tempo houve uma reducao da producédo da enzima, entretanto, as
amostras de 9h dos trés isolados apresentaram aumento expressivo de producgéo,
sugerindo que é necesséaria uma adaptacdo ao meio de cultivo.

Através dos resultados obtidos durante a padronizacdo da reacdo de gPCR, o
primer referente ao gene constitutivo EF1A foi considerado o mais adequado para
realizacdo do trabalho por n&do apresentar amplificagdes inespecificas. A
concentracdo de 10uM dos primers foi considerada como apropriada por apresentar
menor probabilidade de formacdo de dimeros e maior aproveitamento de material,
além disso, proporcionou resultados satisfatorios durante a realizacdo dos testes de
cinética de expressdo génica com os genes avaliados. As eficiéncias encontradas
para EF1A (115%) e URE (106%) foram consideradas como satisfatérias para
continuacgéo dos testes realizados neste estudo.

Com base nos resultados encontrados durante a analise da expressao génica,
€ possivel presumir que 0 gene ure seja um gene constitutivo em S. brasiliensis, uma
vez que foi detectada sua expressdao em meio de cultivo sem ureia como fonte de
nitrogénio. Além disso, € possivel sugerir que o gene ure atue como possivel fator de
viruléncia, pois o mesmo foi detectado tanto nas cepas consideradas produtoras como
nas nao produtoras desta enzima. Contudo, para confirmar tais hipoteses, é
necessario analisar mais cepas tanto em diferentes condi¢cdes de cultivo, quanto em
tempos de crescimento. Por fim, espera-se que este trabalho seja importante como
ponto de partida para o desenvolvimento de novos estudos sobre S. brasiliensis, bem
como sobre a sua patogénese e viruléncia uma vez que esta € a espécie predominante

no Rio de Janeiro.
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ANEXO A — Producao Académica

. Apresentacao Oral: “Expresséo génica da enzima urease em diferentes cepas de
Sporothrix brasiliensis”. Evento: 272 Reunido Anual de Iniciagdo Cientifica, INI-
Fiocruz, 2018.

. Apresentacao Oral: Expressao génica da enzima urease em diferentes cepas de
Sporothrix brasiliensis. Evento: 282 Reunido Anual de Iniciagdo Cientifica, INI-
Fiocruz, 2019.

. Palestra: PCR quantitativo em tempo real e apresentacdo da padronizacéo de
reacdo do projeto de Iniciagdo Cientifica. Disciplina de Microbiologia e Imunologia
Clinica, Bacharelado em Farmacia, IFRJ — Campus Realengo, 2019.

. Apresentacao Oral (virtual): Expressdo génica da enzima urease em diferentes
cepas de Sporothrix brasiliensis. Evento: 292 Reunido Anual de Iniciacédo
Cientifica, INI-Fiocruz, 2020.

. Palestra (virtual): Esporotricose. Disciplina de Microbiologia e Imunologia,

Bacharelado em Farmacia, IFRJ — Campus Realengo.
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