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RESUMO

LOPES, M.E.R. Mecanismo molecular envolvido na regulacdo de um gene codificador de
bomba de efluxo de farmacos no dermatdéfito Trichophyton rubrum. 2021. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto , Universidade de S&o Paulo,
Ribeiréo Preto — SP.

Dermatdfitos sdo fungos que causam uma variedade de micoses de pele, cabelos, pelos e unhas
em animais e humanos. Eles acometem tecidos queratinizados provocando dermatofitoses,
como a causada pelo patégeno humano Trichophyton rubrum. O tratamento da infeccéo fungica
é desafiador, pois o fungo pode apresentar resisténcia aos antifungicos. As bombas de efluxo,
presentes na membrana celular, fazem o efluxo de diferentes antifungicos, sendo um
mecanismo frequentemente associado a resisténcia a multiplas drogas (MDR - multidrug
resistance). Além disso, os fungos podem realizar ajustes finos via splicing alternativo (SA)
como estratégia adaptativa frente a diferentes estimulos. A retencédo de intron (RI) € um tipo de
SA, e parece ser 0 mais frequente em Ascomycetos. Dessa forma, 0 objetivo desse projeto foi
investigar a ocorréncia de SA em genes que codificam para proteinas transportadoras MDRS
em T. rubrum apos exposi¢do a drogas antifingicas. Dados de RNA-Seq de T. rubrum em
resposta aos antifungicos acido undecanoico e acriflavina foram utilizados para a triagem destes
genes. O gene identificado como TERG_04309 que codifica um transportador ABC se destacou
por apresentar um numero expressivo de RI 3 e 4. Subsequentemente, foram realizados cultivos
de T. rubrum na presenca dos antiftingicos Acido Undecandico (UDA), Caspofungina (CASP),
Itraconazol (ITR) e Terbinafina (TRB) e a modulacdo das isoformas da TERG_04309 foi
avaliada por RT-PCR e RT-gPCR, com o objetivo de verificar se este fendmeno se aplicariaa
outros farmacos de diferentes mecanismos de acdo. Resultados de RT-gPCR demonstraram a
inducdo da isoforma com o intron-3 retido apds 12 h de exposi¢cdo ao ITR e a indugdo da
isoforma com intron-4 retido, apds 1h e 12 h de exposicdo a CASP. Foi observado tambem a
inducdo proeminente da isoforma convencional apos exposicdo do fungo a TRB e ITR.
Paralelamente, genes que putativamente interagem com TERG_04309 tiveram suas
modulacges avaliadas. Um deles, a TERG_04224, que também codifica uma bomba de efluxo
teve sua expressao induzida nas condi¢bes de 1h CASP e 12h ITR. Isto indica a co-expressdo
de TERG_04309 e TERG_04224. Em muitos casos, a Rl desencadeia proteinas truncadas e
com perdas de dominios, assim seria concebivel que as isoformas provenientes de SA fossem
ndo funcionais. Entretanto, o alinhamento das isoformas alternativas com proteinas ortélogas
mostra semelhancas entre elas, o que sugere que as isoformas oriundas da Rl do gene
TERG_04309 podem manter suas funcées, com provaveis alteracdes na afinidade e efetividade
na extrusdo. Adicionalmente, a modulacdo das isoformas de TERG_04309 foi avaliada em
biofilmes maduros de T. rubrum apos exposicédo as drogas CASP e TRB por 1h. Foi evidenciada
a inducdo de ambas as isoformas alternativas apds a exposicdo a CASP, sugerindo que elas tém
funcdo no efluxo de drogas. Portanto, os presentes resultados indicam que o T. rubrum tem
respostas tempo e composto-especificos, que envolve além dos mecanismos regulatorios
convencionais, um mecanismo alternativo proveniente de SA, que ocorre tanto nas fases de
crescimento planctdénico como na forma de biofilmes.

Palavras-chave: Dermatdfitos; MDRs; Transportadores; Retencdo de intron; Biofilme.



ABSTRACT

LOPES, M.E.R. Molecular mechanism involved in the regulation of a gene encoding a drug
efflux pump in the dermatophyte Trichophyton rubrum. 2021. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto , Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto
— SP.

Dermatophytes are fungi that cause various mycoses of skin, hair, and nails in animals and
humans. They affect keratinized tissues causing dermatophytoses, such as that caused by the
human pathogen Trichophyton rubrum. The treatment of fungal infection is challenging, as the
fungus can show resistance to antifungals. Efflux pumps, present in the cell membrane, extrude
different antifungals from the cells, being a mechanism often associated with multidrug
resistance (MDR). In addition, fungi can make fine adjustments via alternative splicing (SA) as
an adaptive strategy in the face of different stimuli. Intron retention (IR) is one of the types of
AS and appears to be the most frequent in Ascomycetes. Thus, this project's objective was to
investigate the occurrence of AS in genes that code for multidrug transporter proteins in T.
rubrum after exposure to antifungal drugs. We used T. rubrum RNA-Seq data in response to
undecanoic acid and acriflavine antifungals to screen for these genes. The gene identified by
TERG_04309, which encodes a multidrug transporter protein, stood out for having an
expressive number of introns 3 and 4 retentions. Subsequently, cultures of T. rubrum were
performed in the presence of the antifungals Undecanoic Acid (UDA), Caspofungin (CASP),
Itraconazole (ITR), and Terbinafine (TRB), and the modulation of the TERG_04309 isoforms
was evaluated by RT-PCR and RT-qPCR. The objective was to assess whether this
phenomenon would apply to other drugs with different mechanisms of action. Results from RT-
gPCR demonstrated that the induction of the isoform with retained intron 3 was detected after
1 h of exposure to ITR and induction of the isoform with retained intron-4 after 1 h and 12 h of
exposure to CASP. It was also observed a prominent induction of the conventional isoform after
exposure of the fungus to TRB and ITR. In parallel, genes that putatively interact with
TERG 04309 had their modulations evaluated. One of them, TERG 04224, which also
encodes an efflux pump, had its expression induced under CASP conditions at 1h and ITR
conditions at 12h. This result indicates co-expression of TERG_04309 and TERG_04224. It’s
well known in many cases that IR triggers truncated proteins with a loss of domains, so it is
conceivable that alternative isoforms would be non-functional. However, the alignment of
alternative isoforms with orthologues displayed similarities between them, which suggested
that isoforms obtained from IR of gene identified by TERG_04309 might keep their functions,
with possible changes regarding affinity or effectivity in extrusion. In addition, the modulation
of the TERG_04309 isoforms was evaluated in mature T. rubrum biofilms after exposure to
CASP and TRB drugs for 1 h. The induction of both alternative isoforms was evidenced after
exposure to CASP, suggesting that they have a role in the efflux of drugs. Therefore, the present
results indicate that T. rubrum has time-and compound-specific responses, which involves, in
addition to conventional regulatory mechanisms, an alternative mechanism originating from
AS, which occurs both in planktonic growth phases and in the form of biofilms.

Keywords: Dermatophytes. MDRs. Conveyors. Intron retention. Biofilm.
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1 Introducéo:
1.1 Dermatofitos:

Dermatdfitos sdo fungos que causam uma variedade de micoses de pele, cabelos, pelos
e unhas em animais e humanos. A doenca pode acometer diversos lugares do corpo, como o
pé (clinicamente denominado tinea pedis), a virilha (tinea cruris), a pele (tinea corporis) ou 0
cabelo (tinea capitis) (Martinez et al., 2012), em decorréncia da colonizagdo das camadas
queratinizadas do corpo (Laksmipathy and Kannabiran, 2010). Estdo classificados em 7
géneros: Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, Arthroderma, Lophophyton, Nannizzia
e Paraphyton (De Hoog et al., 2017).

As espécies de dermatdfitos podem ainda ser classificadas em 3 grupos de acordo com
seu nicho de associacdao primario sendo os antropofilicos encontrados preferencialmente em
seres humanos, zoofilicos encontrados em animais e podem ser ocasionalmente transmitidos
para humanos, e os geofilicos encontrados no solo e apenas raramente em infec¢cbes humanas
(White et al., 2008). As espécies zoofilicas sdo responsaveis por cerca de 30% das dermatofitoses
humanas, enquanto as espécies antropofilicas sdo responsaveis por cerca de 70%, causando
doencas cronicas, com progressao lenta, sugerindo uma adaptacdo evolutiva aos hospedeiros
humanos (White et al., 2008; Peres et al., 2010). A transmisséo das dermatofitoses pode ocorrer
através do contato direto com animais e humanos infectados, ou indireto por fomites
contaminadas (Peres et al., 2010). A natureza contagiosa da infeccdo por dermatofitos torna a
propagacao facil, acometendo pessoas saudaveis, e também a propagacdo de um animal para
um humano, bem como a infeccao ser transferida de um sitio anatdbmico para outro no mesmo
individuo (Al-Khikani, 2020).

Das 51 espécies de dermatofitos descritas atualmente, pelo menos 40 sdo conhecidas
por serem patdgenos humanos (White et al., 2008; De Hoog et al., 2017; Al-Khikani, 2020).
Trichophyton rubrum é uma espécie de dermatofito considerada cosmopolita, e é o agente
etioldgico mais comum em casos clinicos de micose superficial em todo o mundo, tendo sua
maior incidéncia na Europa (Nenoff et al., 2014; Mendes et al., 2018). Da mesma forma,
estudos demonstram a prevaléncia de T. rubrum entre os casos de dermatofitoses em diferentes
regides do Brasil (Godoy-Martinez et al., 2009; Heidrich et al., 2015; Silva-Rocha et al., 2017).
Essa espécie possui hifas multisseptadas de crescimento lento, de coloracdo branca, com
aspecto cotonoso, sendo que no reverso a colénia apresenta uma coloracdo vermelho escura
devido a producdo de pigmentos que se difundem no meio de cultura, quando cultivado em

meio Sabouraud (Figura 1) (Kern e Blevenis, 2004).
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No corpo humano, o fungo T. rubrum possui como estruturas-alvo o estrato corneo da
epiderme e a queratina da unha, raramente afetando o cabelo ou a raiz do cabelo (Nenoff et al.,
2014). Essas infeccOes apresentam caracteristicas gerais como o aparecimento gradual de lesdes
eritomatosas anulares, bem como descamacdes, pustulas, coceira, perda de unhas (Bouchara et
al., 2017; Al-Khikani, 2020). Algumas condicdes favorecem a propagacao e o estabelecimento
da dermatofitose, como por exemplo a umidade e clima quente. Dessa forma, essas infeccoes
sd0 mais comuns em paises tropicais (Havlickova et al., 2008). Além disso, outros fatores
podem contribuir para uma alta disseminacéo da doenca, tais como a falta de higiene adequada,
comunidades com baixo status socioeconémico e lugares onde ha convivio de muitas pessoas,
0 que favorece o contato interpessoal (Havlickova et al., 2008).

Em decorréncia do aumento do nudmero de pessoas imunodeficientes, as infeccBes

fangicas sistémicas graves aumentaram significativamente (Martinez-Rossi et al., 2018b).

Figura 1. Aspecto morfoldgico de T. rubrum. A) Aspecto macroscépico. As colbnias sdo de
coloracdo branca, com aspecto algodonoso ou cotonoso, e o reverso da placa apresenta cor
vermelho escuro. B) Aspecto microscopico. Apresentam grande quantidade de microconidios
em forma de clava e hifas septadas hialinas. Fonte: University of Adelaide, Mycology online.

Além de ser caro e prolongado, o tratamento clinico da infeccdo fungica é desafiador,
pois o fungo pode apresentar resisténcia aos antifungicas. Um outro agravante é o arsenal
antifangico limitado a poucos alvos celulares (Persinoti et al., 2014; Martinez-Rossi et al.,
2018a). Essa e outras questdes, como os efeitos adversos dos agentes antiflngicos, recorréncia
da infeccdo, diagndstico incorreto, poucos estudos in vivo para testar novos medicamentos e
nenhuma vacina humana disponivel tornam a gestdo do tratamento de dermatofitoses
desafiadora (Al-Khikani and Ayit, 2021).
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1.2 Agentes Antifuingicos:

O numero de agentes antifingicos de uso clinico ainda é limitado quando comparado
com os antibidticos disponiveis atualmente. Eles interferem em processos fundamentais
inerentes & biologia do fungo. Alguns destes farmacos atuam como inibidores da via da
biossintese do ergosterol, como os az0is, triazdis e alilaminas, e inibidores da sintese da parede
celular fangica, como as equinocandinas (Campoy and Adrio, 2017; Martinez-Rossi et al.,
2018a). Além disso, sdo conhecidos também antifingicos que agem inibindo a sintese de acido
nucleicos, da sintese proteica e da sintese de microtdbulos (Campoy and Adrio, 2017). Um
pressuposto para novos antifungicos é que esse composto deveria compilar entre suas
caracteristicas uma pronunciada atividade fungicida, possuir um bom efeito farmacocinético
que contribua para acdo farmacodindmica do composto, ter reduzida toxicidade para o
hospedeiro, possuir pouca capacidade de interacdo droga-droga, ser inovador, seletivo e possuir
mecanismo de acdo diferente dos demais antifungicos, contribuindo assim para o combate a
diferentes fungos e diminuindo as chances do surgimento de linhagens resistentes (Campoy and
Adrio, 2017).

Nesse sentido, um artigo de revisdo destacou novos alvos terapéuticos para tratar
infecgdes fungicas invasivas resistentes a medicamentos (Mccarthy et al., 2017). Dentre estes
alvos, estdo incluidas moléculas que participam de importantes vias metabdlicas fungicas, como
as enzimas envolvidas no ciclo do glioxilato, as enzimas do citocromo p450, e também a
coenzyma Acetil-CoA, que atua no metabolismo energético e em diferentes vias biossintéticas.
Além disto, foi enfatizado a relevancia da via da proteina quinase ativada por mitogeno
(MAPK), fatores de transcricdo como Upc2 e também processos epigenéticos, como 0s
mediados por histona desacetilase, para a patofisiologia das infec¢des fungicas e, portanto,
como alvos promissores para desenvolvimento de novas terapias antifingicas. Trabalhos
publicados pelo nosso grupo de pesquisa também sugerem outros potenciais alvos antifungicos,
como a proteina HSP90 (Jacob et al., 2015), que estd relacionada com diversas funcdes
celulares, como metabolismo e resposta a diferentes tipos de estresse, o fator de transcricdo
HacA (Bitencourt et al., 2020), que também se relaciona com viruléncia e resposta adaptativa
a diferentes tipos de estresse, e o fator de transcricdo, o StuA (Lang et al., 2020), que regula
diferentes processos metabolicos e de viruléncia em T. rubrum.

A genética reversa vem sendo utilizada como ferramenta importante para indicar
potenciais pontos de vulnerabilidade a serem explorados em terapias antifingicas. Além disso,

a compreensdo dos mecanismos moleculares de adaptacdo ao estresse provocado por
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antifungicos pode conduzir a importantes descobertas acerca de novas abordagens terapéuticas.
Nesse sentido, no presente trabalho, foi realizada uma investigacao acerca da regulagéo via SA
de um gene que codifica uma proteina de efluxo de farmacos apds a exposi¢cdo de T. rubrum a
antifungicos que possuem diferentes modos de acdo, como o &cido undecanodico (UDA),
caspofungina (CASP), terbinafina (TRB) e o itraconazol (ITR). ATRB e 0 ITR sdo antifingicos
de uso sistémico e tdpico no tratamento de infeccdo por dermatdfitos (Panday et al.; Cazedey
et al., 2007; Durdu et al., 2017; Al-Khikani, 2020; Panday et al., 2020). A caspofungina é um
antifungico que demonstra atividade contra a maioria das espécies de Candida, Aspergillus
(Song and Stevens, 2016) e para algumas espécies de dermatdfitos (Bao et al., 2013), e seu
modo de uso é endovenoso (Martinez, 2006). Ja o UDA foi utilizado em pomadas de uso topicos

e vem sendo revisto para a utilizacdo associado a outros farmacos (Rossi et al., 2021).

1.2.1 Terbinafina e Itraconazol:

A TRB é um antifungico do grupo das alilaminas (Figura 2) que age inibindo a
atividade da esqualeno epoxidase, uma enzima que participa da via da biossintese do ergosterol.
O ergosterol, € um componente essencial da membrana celular fungica. A TRB afeta a producéo
do ergosterol, ocasionando a morte celular do fungo devido a desintegracdo da membrana
plasmatica e o acumulo de lanosterol, que é toxico para a célula. (Meinerz et al., 2007;
Martinez-Rossi et al., 2018a; Panday et al., 2020). Além de ser recomendada para o tratamento
de dermatofitoses, onicomicoses e micoses sistémicas, a TRB também & usada para tratamento
de outras doencas fangicas, como no tratamento da pitriase versiculor, causada principalmente

por Malassezia furfur, para a candidiase cutanea, dentre outras doengas (Panday et al., 2020).

Figura 2: Estrutura quimica da TRB. Fonte: Disponivel em: <https://www.biomol.com/pr
oducts/chemicals/biochemicals/terbinafine-hydrochloride-Ikt-t1672.1>

O ITR é um antifangico disponivel ha cerca de 30 anos no mercado mundial e se

apresenta em diferentes formulagdes, como oral (capsulas e solugdes) e intravenosa (De


https://www.biomol.com/pr%20oducts/chemicals/biochemicals/terbinafine-hydrochloride-lkt-t1672.1
https://www.biomol.com/pr%20oducts/chemicals/biochemicals/terbinafine-hydrochloride-lkt-t1672.1
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Doncker et al., 2017). Assim como outros antifangicos do grupo dos azdis, o ITR age inibindo
a enzima sterol 14 a-demethylase, o0 que também promove a inibic¢do da sintese do ergosterol
(Lupetti et al., 2002; Martinez-Rossi et al., 2018b). E um agente antifingico triaz6lico de
primeira geracdo, cuja férmula quimica encontra-se representada na Figura 3. Ele possui
atividade antifungica de amplo espectro de acdo, sendo utilizado comumente na pratica clinica
para tratamento de diferentes infeccbes, como as micoses sistémicas (blastomicose,
cromomicose, esporotricose, histoplasmose, paracoccidioidomicose), as dermatofitoses,
incluindo as onicomicoses, e também as infec¢des causadas por Candida spp, Cryptococcus
neoformans e Aspergillus spp (De Doncker et al., 1997; Slain et al., 2001; Cazedey et al., 2007).

Portanto, ITR e TRB atuam em diferentes enzimas da via de sintese do ergosterol, o

principal esterol da membrana celular fingica.

O O-Or-dohe

Figura 3. Estrutura quimica de ITR. Fonte: (Cazedey et al., 2007)
1.2.2 Caspofungina:

Os antifungicas do grupo das equinocandinas, como a CASP, agem inibindo a enzima
B-1-3-D-glucano sintase, que é responsavel pela biossintese de B-1,3-glucano, o principal
componente estrutural da parede celular dos fungos (Healey and Perlin, 2018). As
equinocandinas sdo um grupo de lipopeptideos que apresenta atividade antifingica com grande
especificidade, baixa toxicidade e sdo eficazes contra linhagens fungicas resistentes a outros
farmacos (Bao et al., 2013). A CASP foi o primeiro composto do grupo das equinocandinas a
se tornar licenciado para o uso nos Estados Unidos, e demonstra atividade fungicida contra a
maioria das espécies de Candida e atividade fungistatica contra as espécies de Aspergillus
(Song and Stevens, 2016). Sua estrutura quimica encontra-se na Figura 4.

Um estudo avaliou a eficécia in vitro da CASP e micafungina, um outro antifingico
do grupo das equinocandidas, contra diferentes espécies de dermatofitos e demonstrou que
esses farmacos exibem atividade antifungica, induzindo mudancas morfolégicas, mas ndo

inibiram completamente o crescimento flngico (Bao et al., 2013). Da mesma forma, um outro
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estudo avaliou a eficacia in vitro de 12 diferentes antifungicos contra isolados clinicos de
Trichophyton schoenleinii, o dermatéfito que causa a tinea favosa. Foi observado um baixo
indice de MIC (concentracéo inibitdria minima da droga que inibe o crescimento fingico) para
a anidulafungina, uma outra equinocandina, comparada com outros farmacos testados,
sugerindo uma efetiva atividade antifangica (Deng et al., 2017).

A auséncia de estudos in vivo da eficicia das equinocandinas acaba limitando seu uso
para o tratamento das dermatofitoses, o que de certa forma pode explicar a auséncia de
linhagens de dermatdfitos resistentes a estes farmacos (Martinez-Rossi et al., 2018a)

HO

Figura 4: Estrutura quimica da CASP. Fonte: Adaptada de (Vandeputte et al., 2012)
1.2.3 Acido Undecanoico:

Alguns &cidos graxos de cadeia longa exibem atividade fungistatica ou fungicida e sdo
frequentemente utilizados no tratamento de infecgdes fungicas (Das and Banerjee, 1983). O
UDA é um dos mais conhecidos sendo um &cido graxo de cadeia média da série (C7 a C11), que
atua inibindo o crescimento vegetativo do fungo, germinacéo de conidios, respiracdo celular e
metabolismo de carboidratos. Também se insere naturalmente na bicamada lipidica das
membranas fungicas, consequentemente resultando no aumento da fluidez, fazendo com que
ocorram alteracGes conformacionais nas proteinas da membrana, resultando na liberacdo de
componentes intracelulares, desordem citoplasmatica e, eventualmente, a desintegracéo celular
(Das and Banerjee, 1983; Pohl et al., 2011).

UDA também conduz para o status de estresse oxidativo, diminui a viruléncia, e
apresenta efeitos sobre diversos processos celulares aparentemente ndo relacionados, sugerindo
interacdes ndo especificas com proteinas e enzimas de células fungicas, reduzindo a chance de
resisténcia pelo micro-organismo, e fortalecendo sua utilidade clinica (Mendes et al., 2018). A

estrutura quimica de UDA esta apresentada na Figura 5.
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HaC OH

Figura 5: Estrutura quimica do UDA. Fonte: Disponivel em: https://www.merckmillipore
.com/BR/pt/product/Undecanoic-acid, MDA_CHEM-818568

1.3 Mecanismos de resisténcia a antifingicos através de bombas de efluxo: proteinas
transportadoras.

A resisténcia antifungica clinica é definida como a persisténcia da infeccdo ou dos
sintomas, apesar da utilizacdo de antifingicos apropriados e a consequente falha no tratamento
(Al-Khikani and Ayit, 2021). O uso generalizado e prolongado de diferentes antifingicos pode
resultar na selegéo de linhagens resistentes (Prasad and Rawal, 2014). Ja vem sendo discutido
ha algum tempo a existéncia de diferentes mecanismos de resisténcia e adaptativos apresentados
pelos fungos patogénicos a diferentes antifingicos (Martinez-Rossi et al., 2008a; Martinez-
Rossi et al., 2018b)

Mutacdes pontuais que ocorrem nos genes FKS, que codificam para a enzima p-1-3-D-
glucano sintase, em regifes denominadas hot-spots, conferem resisténcia as equinocandinas.
Estas mutacdes resultam em enzimas com sensibilidade diminuida aos farmacos, bem como
induzem a producdo compensatoria de outros componentes da parede celular, como a quitina,
em funcao da inibicdo da sintese de glucano (Sanguinetti et al., 2015; Vieira and Nascimento,
2017). Em azdis, alguns mecanismos associados a resisténcia foram descritos para Candida spp
e outros fungos como a super expressao do gene ERG11, que codifica a enzima alvo lanosterol
alfa-14 demetilase, e também mutacGes pontuais nesse mesmo gene, que alteram
qualitativamente a enzima alvo, evitando a ligacdo da droga a enzima (Sanguinetti et al., 2015;
Vieira and Nascimento, 2017).

A resisténcia a TRB foi descrita em varios fungos como consequéncia de mutagdes no
gene que codifica a enzima alvo esqualeno epoxidase (Rocha et al., 2006; Martinez-Rossi et
al., 2018a). A possivel acdo enzimatica da enzima salicilato 1-monoxigenasse na molécula de
TRB também acarreta resisténcia a TRB em A. nidulans e T. rubrum (Graminha et al., 2004;
Santos et al., 2018). MutacGes em genes especificos também estdo relacionadas a resisténcia ao

UDA. Verificou-se que a substituicdo de um aminoacido préximo ao sitio catalitico de uma
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lipase levaria a alteracdo de suas propriedades cataliticas, resultando em resisténcia ao UDA
em A. nidulans (Brito-Madurro et al., 2008).

A resisténcia pelos patdgenos a diferentes compostos ndo relacionados quimicamente
é promovida por bombas de efluxo que promovem a extrusdo do farmaco, diminuindo a sua
concentracdo no interior da célula fungica. Este fendmeno € usado por Candida spp para resistir
aos azois (Sanguinetti et al., 2015; Vieira and Nascimento, 2017). Semelhantemente, em T.
rubrum, verificou-se um aumento dos niveis de expressdo do gene mdrl que codifica para uma
bomba de efluxo, quando o fungo foi exposto a diferentes antifungicos, como fluconazol,
cetoconazol, ITR e griseofulvina, sugerindo sua participacdo no efluxo de farmacos nesse
dermatdfito (Cervelatti et al., 2006).

Proteinas transportadoras envolvidas no efluxo de farmacos do tipo ABC (ATP-
Binding Cassete) estdo presentes na membrana celular de todos os organismos vivos e usam a
energia proveniente da hidrolise do ATP para transportar diversos substratos como lipidios,
feromonios e xenobidticos, além de farmacos através das membranas. Portanto, estas proteinas
promovem resisténcia aos farmacos sendo responsaveis pela falha de tratamentos
antimicrobianos (Borges-Walmsley et al., 2003; Martinez-Rossi et al., 2008b; Baral, 2017).

De formal geral, os transportadores ABC compartilham uma estrutura semelhante de
organizacdo de dominios e possuem pelo menos um dominio de ligacdo ao ATP (NBD —
Nucleotide Binding Domain), acompanhado por varias hélices transmembranares, que
constituem os dominios transmembrana (Transmembrane domain - TMD) (Gadzalski et al.,
2016). Atualmente, os transportadores ABC em fungos sdo categorizados nas seguintes
subfamilias (Figura 6): ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF, ABCG e proteinas
similares a transportadores ABC procarioticos, ABCI, de acordo com a sua organizacdo de
dominios, segundo a organizacdo de dominios e nomenclaturas adotada pela organizacdo do
genoma humano (HUGO) (Viglas, Jan and Olejnikov4, Petra, 2021).
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Figura 6. Topologia de diferentes subfamilias de transportadores ABC em fungos.
Fonte: (Viglas, J. and Olejnikova, P., 2021)

Diversos trabalhos relatam a atuacdo desses transportadores em diferentes fungos
expostos a estressores quimicos e diferentes classes de farmacos. Foi mostrado por Martins et
al., (2016) a inducdo da expressao diferencial dos genes pdrl, mdr2 e mdr4, que codificam para
transportadores do tipo ABC, apds a exposi¢ao aos farmacos anfotericina B, griseofulvina, ITR
e TRB nos dermatéfitos T. interdigitale, T. equinum, T. rubrum e T. tonsurans. Além disto,
através da comparacdo dos perfis de expressdo entre a linhagem selvagem e a linhagem mutante
para este gene, verificou-se que, em funcdo do background amdr2, houve acimulo do nivel

transcricional de mdr4 apds exposicdo a griseofulvina, sugerindo que o gene mdr4 esta
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compensando a inativagdo de mdr2. Este resultado revela a complexidade na modulagéo dessas
proteinas exercida por antifungicos em dermatofitos (Martins et al., 2016). Nesse mesmo
contexto, um trabalho avaliou a expressdo de 20 genes que codificam para diferentes
transportadores ABC em Candida auris e foi observada a expressao diferencial desses genes
quando o fungo foi exposto aos farmacos anfotericina B, TRB e fluconazol (Wasi et al., 2019).
Esses e outros dados corroboram a ideia da participacdo dessas proteinas no processo de
resisténcia aos antifangicos e do perfil particular de resposta que cada transportador exibe para
os diferentes antiflngicos.

Além disso, uma outra superfamilia de transportadores conhecida é a MSF (Major
facilitator superfamily), que se caracteriza por possuir 12 hélices transmembranas (TMs),
agrupadas em 2 dominios TMD similares, o dominio N-TM e o dominio C-TM. Estes
transportadores fazem a extrusdo de diferentes substratos como farmacos, metabolitos,
aminoacidos, carboidratos, lipidios, peptideos dentre outros (Pao et al., 1998; Yan, 2013), e séo
classificados de acordo com a organizacdo dos segmentos nos TMD (Law et al., 2008). Os
transportadores MFS incluem os facilitadores e os transportadores ativos secundarios, sendo
que essas proteinas ndo possuem o dominio de ligagdo ao ATP (ATP- binding domain). O
transporte nos facilitadores ocorre pela difusdo facilitada de um substrato de acordo com o
gradiente de concentracdo, enquanto nos transportadores ativos secundarios, essas proteinas
utilizam do potencial eletroquimico de ions ou solutos para realizar o transporte
energeticamente desfavoravel de um substrato contra seu gradiente de concentracdo (Yan,
2013). Alem disso, os transportadores ativos podem ser divididos em simportadores e
antiportadores, pois catalisam o movimento transmembrana dos solutos de um ou mais
substrato, na mesma direcdo ou em direcé@o oposta, respectivamente (Yan, 2013). Dessa forma,
enquanto os transportadores do tipo ABC possuem dominios TMD e dominios de ligacdo ao

ATP, os transportadores MSF sé possuem os dominios TMD (Figura 7).
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Figura 7. Topologia de transportadores ABC e MSF. Representacdo esquematica da
topologia de (A) transportador ABC e (B) transportador MFS de Candida spp. A topologia do
transportador ABC e do transportador MFS representado aqui tem os arranjos (NBD-TMS6) 2
e (TMS)12, respectivamente. Fonte: (Prasad et al., 2011).

Além disso, foi relatado que os genomas de diversos dermatéfitos, como T. rubrum,
T. equinum. T. tonsurans. T. verrucosum, Microsporum gypseum, Microsporum canis e
Arthroderma benhamiae sdo enriquecidos com genes que codificam para transportadores do
tipo ABC (Tabela 1) (Gadzalski et al., 2016), sugerindo assim o importante papel

desempenhado por essas proteinas nestes patogenos.

Tabela 1. A ocorréncia de diferentes transportadores do tipo ABC em diferentes
dermatofitos, Adaptado de (Gadzalski et al., 2016).

A M. M. T. T. T. T. by

Benhamiae canis  gypseum equinum rubrum tonsurans verrucosum
ABC-A 0 1 1 1 1 1 1 6
ABC-B 10 12 10 8 8 9 10 67
hABC-B 2 2 3 4 2 1 2 16
ABC-C 9 12 9 7 6 7 8 58
hABC-C 3 2 4 2 2 3 3 19
ABC-G 3 4 7 4 4 4 4 30
hABC-G 2 1 1 2 1 2 2 11
ABC-D 0 1 1 1 1 1 1 6
ABC-E 1 1 1 1 1 1 1 7
ABC-F 5 5 5 4 5 4 5 33
X 30 36 37 30 26 29 32 253
Genes 1.35 1.55 1.59 1.24 1.16 1.26 1.42

per Mpb
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Todos esses diferentes mecanismos de resisténcia e adaptacdo podem operar em
conjunto ou de forma individual, o que indica um complexo circuito regulatorio existente em
fungos patogénicos e o que clama para a necessidade de buscar novos alvos moleculares e
estratégias terapéuticas como as combinacdes de antiflngicas para obtencdo de atividade
sinérgica (Al-Khikani and Ayit, 2021), aliadas ao desenvolvimento de modernas formulagdes
para os antifungicos disponiveis. Atualmente, admite-se que antifungico ideal é aquele que
inibe fatores de viruléncia, afeta a fisiologia do fungo e seja especifico para as células fungicas
(Martinez-Rossi et al., 2018a).

1.4 Biofilmes:

Ainda nesse contexto de resisténcia antiflngica, os biofilmes fingicos representam
uma organizacao celular potencialmente envolvida com resisténcia/tolerancia a antifungicos.
Biofilmes consistem em uma estrutura complexa, produzida pelo proprio micro-organismo,
formada por populacfes celulares associadas a determinadas superficies, inseridas em uma
matriz extracelular (Martinez-Rossi et al., 2018a). A presenca da matriz de glucana que envolve
as populaces celulares ali presentes age como uma barreira fisica entre a droga e o microbio,
contribuindo assim para o fendtipo de resisténcia a diferentes farmacos (Robbins et al., 2017).

Similarmente, as bactérias também possuem a capacidade de formar biofilme e esse
mecanismo tem sido bem estudado em bacteérias clinicamente relevantes que formam um grupo
denominado ESKAPE, composto por Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa and Enterobacter spp (Rabin et al.,
2015). O contetdo do biofilme pode diferir entre uma espécie e outra em relacdo aos seus
componentes, estruturas e as propriedades dos exopolissacarideos que sé@o produzidos (Rabin
et al., 2015).

Um artigo de revisao reuniu dados referentes a composicédo e funcdo dos polimeros
extracelulares em biofilmes de alguns patégenos como Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae dentre outros (Karygianni et al., 2020).
Basicamente, o conteudo € divido entre polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos, lipideos e
lipopolissacarideos (LPS), como as a-mananas, glucanas, proteinas de ligagdo a glucana,
proteinas de ligacdo associada ao biofilme (BAP), lectinas, aglutininas, DNA extracelular (e-
DNA), dentre outros. Estes componentes estdo associados com diversas fun¢des, como adesao,

ligacdo célula-célula, protecdo contra antimicrobianos, protecdo contra antifungicos, formacéo
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do complexo manano-glucano, citotoxina, transferéncia génica, motilidade, mechanosensing,
entre outras.

Em fungos, o biofilme além de proteger contra agressbes externas, permite a
comunicagdo microbiana, condiciona o fungo para uma maior viruléncia e utilizacdo de
nutriente, consequentemente influindo na sucessdo microbiana e no seu desenvolvimento
(Percival et al., 2012). Ja foi demonstrado a capacidade de diferentes fungos patogénicos em
formar biofilme, como Cryptococcus (Ajesh and Sreejith, 2012) , Aspergillus (Muszkieta et al.,
2013), Histoplasma (Pitangui et al., 2012), e tambeém dermato6fitos, como T. rubrum e
Trichophyton mentagrophytes (Costa-Orlandi et al., 2014), dentre outros.

Em C. albicans, a formacdo de biofilme ja € bem caracterizada e sua formacéao
basicamente consiste em quatro etapas diferentes: aderéncia, iniciagdo, maturacao e disperséo,
como mostrado na Figura 8. O biofilme comeca a se formar a partir da aderéncia das células a
uma superficie solida, como em catéteres intravasculares ou em placas ou discos de silicone,
no caso dos ensaios in vitro, o que vai resultar na formacdo de uma camada basal de células
aderidas (Figura 8.A). O proximo estagio no desenvolvimento do biofilme consiste na
proliferacdo celular e a filamentacéo inicial das células aderentes (Figura 8. B). Esta etapa sera
sucedida pela maturacéo do biofilme, resultando em uma rede complexa de varias camadas de
células polimorficas, como hifais (cadeia de células cilindricas) e pseudohifas (células
elipsoidais), envolvidas por uma matriz polimeérica extracelular, dando ao biofilme uma
aparéncia espessa e bem estruturada, fornecendo assim protecdo ao fungo contra lesdes
quimicas e fisicas (Figura 8. C). Nessa espécie, 0 biofilme maduro normalmente se forma em
24 horas e pode ser visualizado a olho nu como uma estrutura turva aderida na superficie solida.
Finalmente, a etapa final da formacéo do biofilme é denominada dispersao, na qual algumas
células da levedura se desprendem do biofilme para semear em outros locais e, assim, dando
continuidade ao ciclo (Figura 8. D) (Gulati and Nobile, 2016).
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Figura 8: Etapas da formacéo de biofilme em C. albicans. Fonte: (Gulati and Nobile, 2016).
1.5 Splicing convencional e Splicing Alternativo:

A regulacéo da expressdo génica é um processo fundamental para o desenvolvimento
correto, homeostase, e adaptacao de todas as células ao ambiente. Em eucariotos, cada etapa do
processo de regulacdo da expressdo génica estd sujeita a uma regulacdo dindmica, como
mudancas estruturais na cromatina, transcricdo, processamento do mRNA e traducdo (Gomez
et al., 2010). A maioria dos genes eucariotos sdo expressos como uma molécula precursora, 0
pré-mRNA, que é posteriormente convertido em mRNA maduro pelo processo de splicing, que
fara a retirada dos introns (sequéncias ndo codificantes) e a unido dos éxons (sequéncia
codificante). O processo bioldgico de splicing é catalisado pelo spliceossomo, um complexo
proteico formado por diferentes ribonucleoproteinas - small nucleolar ribonucleoproteins (U1,
U2, U4, U5 e U6), que juntamente com os fatores de splicing realizardo reac6es sequenciais de
transesterificacdo para a retirada dos introns das moléculas de mRNAs (Will and Lihrmann,
2011). Para que o splicing ocorra, é necessario que a spliceossomo reconheca um conjunto
bésico de sitios de splicing no gene: o sitio de splicing 5°, a sequéncia branched point e o sitio
de splicing 3’, permitindo aos complexos spliceosomais que executem reacfes sequenciais que

vao resultar na excisdo dos intros e na ligagdo dos éxons dos transcritos (Wang et al., 2015).
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No final de todo o processo, 0s MRNAs serdo formados pelas sequéncias exdnicas que poderao
ser traduzidas em proteinas.

O splicing alternativo nos organismos eucariotos é um processo regulatério que
também acontece a nivel pés-transcricional, conduzindo a formacédo de diferentes mRNAS a
partir de um dnico gene, consequentemente gerando uma diversidade proteica e, esse
processamento pode variar entre as espécies (Kempken, 2013). Estudos envolvendo analises de
transcriptomas demonstraram a ocorréncia de splicing alternativo nos diversos organismos
eucariotos, como em plantas (Klepikova et al., 2016), humanos (Liu et al., 2017), protozoéarios
(Gomez et al.,, 2010; Yeoh et al., 2019), microalgas (Panahi and Hejazi, 2020), fungos
patogénicos humanos (Persinoti et al., 2014; Mendes et al., 2018; Sieber et al., 2018), dentre

outros.

Ha diferentes tipos de splicing alternativos em fungos (Figura 9), como a retencéo de
intron (RI), éxon skipping (ES), sitios alternativos de splicing do terminal 3’ (SAS3), sitios
alternativos de splicing do terminal 5° (SAS5) e eventos mutualmente excludentes (EME)
(Kempken, 2013; Jin et al., 2017; Sieber et al., 2018). A RI &, aparentemente, o splicing

alternativo mais frequente em Ascomycetos (Kempken, 2013).
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Figura 9. Tipos de splicing alternativo. A. Sitio de ligagdo alternativo 5’; B. Sitio de ligacéo
alternativo 3’; C. Exon Skipping; D. Retencdo de intron; E. Eventos mutuamente excludentes.
Fonte: (Kempken, 2013)

Utilizando a metodologia de RNA-seq, é possivel observar a ocorréncia de eventos de

splicing alternativo em genes que participam de diferentes processos biolégicos em fungos
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patogénicos humanos, como por exemplo em genes que codificam para superdxido desmutases,
enzimas relacionadas com o processo de infeccdo em C. albicans (Sieber et al., 2018), bem
como em genes codificadores de proteinas envolvidas na resisténcia a mualtiplas drogas em T.
rubrum (Persinoti et al., 2014; Mendes et al., 2018). Nesse sentido, o patégeno tem a habilidade
de alterar a resposta a terapias antifingicas por splicing alternativo, aumentando a diversidade
de isoformas proteicas atraves de eventos de pos transcrigdo (Persinoti et al., 2014; Mendes et
al., 2018). Esses achados em associacao a dados prévios (Gritzmann et al., 2014) demonstram
a importancia desses mecanismos de splicing alternativo em genes relacionados com diferentes
processos bioldgicos em fungos patogénicos. Revelou-se uma maior ocorréncia de splicing
alternativo em genes de patdgenos (7,6%) comparado com fungos ndo patogénicos (5.1%).
Esses dados sdo ainda mais expressivos quando consideramos a porcentagem de genes que
sofrem splicing alternativo em fungos patogénicos humanos (10.7%) (Grutzmann et al., 2014).



Justificativa e hipétese
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2 Justificativa:

Para sobreviver, os fungos monitoram o ambiente e respondem a mudangas, como por
exemplo aquelas causadas pela exposicdo aos antifingicos. Mecanismos moleculares
envolvidos na resposta ao estresse, tolerancia ou resisténcia a drogas ja foram descritos em
alguns fungos, mas sdo pouco compreendidos no grupo dos dermatéfitos (Martinez-Rossi et
al., 2018b). Um dos principais mecanismos moleculares que contribui para a o fenotipo de
resisténcia aos antifingicos em eucariotos € o aumento do efluxo celular, através da expressdo
de genes que codificam bombas de efluxo, como os transportadores do tipo ABC (Peres et al.,
2010).

Para se ter um controle efetivo das dermatofitoses é necessario desenvolver uma nova
geracdo de antifungicos de amplo espectro com acdo seletiva contra novos alvos celulares. Para
a busca destes novos alvos, é essencial que se tenha um entendimento amplo sobre a biologia
de fungos patogénicos (Martinez-Rossi et al., 2008b). Este projeto visa elucidar mecanismos
regulatorios envolvidos na resisténcia antifangica e contribuir para entender o funcionamento
das bombas de efluxo, pois o entendimento dos eventos moleculares que conferem resisténcia
é fundamental para o desenvolvimento de novos antifangicos e para modificacdes estruturais

nos antifungicos atualmente utilizados.

3 Hipotese

Eventos de splicing alternativo podem atuar como mecanismos regulatorios na modulacéo de

genes potencialmente envolvidos com resisténcia antifungica.



Objetivo e estratégias
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4 Objetivos:

> Auvaliar a ocorréncia de splicing alternativo em genes de T. rubrum que codificam para proteinas
de resisténcia a multiplas drogas (MDR) e analisar a amplitude desse mecanismo regulatério

em resposta a alguns farmacos de uso clinico e em biofilmes.

5 Estratégias:

> Analisar in silico dados de RNA-seq realizado em T. rubrum apo6s exposicdo ao UDA e
acriflavina na busca de genes que codificam transportadores, e que apresentaram retencdo de
introns.

> Validar a retencdo de introns por meio de RT-PCR e RT-gPCR em resposta a exposi¢do ao
UDA.

> Verificar a retencgdo de introns ensaiando outros antifungicas de uso clinico e em biofilmes.



Material e métodos
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6 Material e métodos:
6.1 Linhagem:

Foi utilizada a espécie T. rubrum (CBS118892), doada pelo Centraalbureau voor
Schimmelcultures (CBS - HOLANDA) em todos os ensaios biologicos, aqui apresentados.

6.2 Meios de cultura:
6.2.1 Meio Extrato de Malte — MEA (Malt Extract Agar) (Atlas, 1993)

Tabela 2. Constituintes do Meio Extrato de Malte — MEA (Malt Extract Agar)

Extrato de malte 209
Glicose 209
Peptona 1g

Agua destilada (gsq) | 1000 ml
Agar 259

O pH do meio foi ajustado para 5.7 e autoclavado a 1 atm de pressdo a 120 °C.
6.2.2 Meio RPMI:

Foram dissolvidos 10,4 g do meio RPMI-1640 (Gibco) em 900 mL de agua destilada.
A seguir, foi adicionado MOPS [acido 3-(N-morfolina) propanosulfénico para uma
concentracdo final de 0,165 M, agitando-se até a completa dissolucdo do meio. O pH foi
ajustado para 7,0 utilizando hidréxido de sédio 1 M e, o volume completado para 1 litro com
agua destilada. O meio foi esterilizado atraves de um sistema de filtragdo com membrana de
nailon de 22 um e estocado a 4 °C. Na tabela 3 estd apresentada a composicdo deste meio de

cultura.



Tabela 3. Constituintes do meio RPM1-1640.

Constituinte g/L Constituinte o/L
L-arginina 0,200 Biotina 0,0002
L-asparagina (anidro) 0,050 D-pantoténico 0,00025
Acido L-aspartico 0,020 Cloreto de colina 0,003
L-cisteina 2HCI 0,0652 Acido flico 0,001
Acido L-glutamico 0,020 Mio-inositol 0,035
L-glutamina 0,0300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 Acido p-aminibenzdico 0,001
L-histidina 0,015 Piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitmamina B12 0,000005
L-lisina 0,040 Nitrato de calcio. H,O 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio 0,04884
(anidro)
L-prolina 0,020 Cloreto de sédio 6,000
L-serina 0,030 L-serina 0,030
L-treonina 2,000 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa 0,001
L-tirosina. 2Na 0,020 Vermelho de fenol 0,0053
L-valina 0,020

6.3 Condicdes de cultivos:

6.3.1 Cultivo de T. rubrum em meio + antifangicos
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Primeiramente, o fungo foi cultivado em meio MEA por 21 dias. Posteriormente, foi

feita a suspensao e contagem de conidios, que foram inoculados na concentragio de 1 x 10" em

50 mL de meio RPMI por 96 horas. Os micélios foram transferidos para frascos contendo 100

ml de meio RPMI e concentracfes sub-inibitérias de quatro farmacos: UDA, CASP, ITR e

TRB. Os micélios foram coletados em 2 tempos distintos: 1h e 12h de cultivo na presenca

(tratado) ou auséncia (controle pareado). Os cultivos foram filtrados ap6s cada tempo de

crescimento e os micélios foram utilizados para extracdo de RNA. Os experimentos foram

realizados em triplicata bioldgica.
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6.3.2 Ensaio de formacéao de biofilme:

O ensaio de formacdo de biofilme foi realizado como previamente descrito (Costa-
Orlandi et al., 2014), com algumas modificagdes. O fungo T. rubrum foi cultivado em meio
MEA a 28°C por 10 dias. Provenientes desse cultivo, foram preparadas suspensdes e contagens
de conidios, que no final foram ajustadas para a concentracéo final de 1x10%conidios/mL que
adicionados em placas de 24 pocos e mantidos por 4 h a 37°C para a pré-adesdo. Posteriormente,
0 sobrenadante foi gentilmente removido dos pogos, seguido da adigdo de 1 ml de meio RPMI
(contendo 2% de glicose, tamponado com MOPS) e as placas foram mantidas a 37°C por 96
horas. Apos esse tempo, 0 sobrenadante foi gentilmente removido, sem perturbar o biofilme
formado e aderido ao fundo da placa. Entéo, foi adicionado meio RPMI fresco e os antiflingicos,
no volume final para 1 mL, nas seguintes condic¢des: controle (meio RPMI); 70% e 100% da
CIM da TRB (meio RPMI + 0.14 pg/mL de TRB e meio RPMI + 0.20 pg/mL de TRB,
respectivamente); e 70% e 100% da CIM da CASP (meio RPMI + 56 pg/mL de CASP e meio
RPMI + 80 pug/mL de CASP, respectivamente). Todos foram mantidos a 37°C por 1 hora. Esses

experimentos foram realizados em triplicata bioldgica.

Os biofilmes de cada condicdo foram utilizados para extracdo de RNA. Com o intuito
de preparar essas amostras para a extracao de RNA, o biofilme formado foi lavado, gotejando
1 mL de solucéo salina e removendo sutilmente o sobrenadante. Depois de lavado, o biofilme
formado nos diferentes pogos para cada condicdo foi ressuspendido em 500 pL de solugéo
salina, transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e, posteriormente, submetido a
centrifugacdo a 4.000 rpm por 10 min. O sobrenadante obtido foi descartado e o pellet foi
ressuspendido com 500 pL de solucdo litica (20 mg de lysing enzymes — Sigma, 3M KCl, pH
6,8), sequido de incubacéo por 1 h a 28°C sob agitacdo 120 rpm, para a quebra enzimatica da

parede celular.

6.4 Extracdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada com materiais livres de RNAses, utilizando o
Illustra Spin RNA Isolation kit (GE Healthcare), conforme instruc@es do fabricante. As amostras
de RNAs foram tratadas com DNAse | da empresa SIGMA-ALDRICH. As concentracfes das
amostras de RNA extraidas foram analisadas por meio do NanoDrop ND-1000

spectrophotometer. As amostras foram mantidas em -80°C até a conversdao em cDNA.
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6.5 Sintese de cDNA

Para os experimentos de PCR em tempo real (RT-gPCR) e RT-PCR, os RNAs foram
convertidos em cDNA utilizando o High capacity cDNA synthesis kit (Applied Biosystems),
segundo recomendacdes do fabricante. Para fazer a reacdo de conversdo em cDNA, utilizamos
1000 ng/pL de RNA tratado com DNAse de cada amostra, 2 pL de tampéo [10X], 0,8 ul de
DNTP mix [2,5X], 2,0 pL de random primers [10X] e 1 puL da enzima transcriptase reverse. O
volume final de 10 pL por reacédo foi ajustado com &gua ultra pura e a incubacdo utilizada para
as reagdes no termociclador foram 10 min a 25°C, seguida de 2 horas a 37°C e 5 min a 85°C.
Com o intuito de validar a conversdo em cDNA dessas amostras de RNAs, foi feita uma PCR
utilizando oligonucleotideos que amplificariam uma regido de um gene constitutivo que

codifica para a B-tubulina.
6.6 Desenho de Oligonucleotideos para RT-PCR e RT-gPCR

Para a construcdo e analise da qualidade dos oligonucleotideos inciadores utilizados
em ensaios de RT-PCR e RT-gPCR, foi utilizada a ferramenta Oligoanalyzer

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Adicionalmente, 0S alinhamentos dos

oligonucleotideos com as sequéncias alvos foram realizados atraves do pacote de ferramentas
Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias dos genes de estudo foram

obtidas no banco de dados do Ensembl Fungi (https://fungi.ensembl.org/index.html). Os

oligonucleotideos utilizados na validacdo da retencdo de introns (RT-PCR) foram
confeccionados de modo que o forward e reverse de cada par de oligonucleotideos ficassem
anelados a diferentes éxons que flanqueassem o intron analisado. E os oligonucleotideos
utilizados na validacdo quantificacdo das isoformas (RT-gPCR) que contém os introns retidos
foram confeccionados de modo que o forward e reverse de cada par de oligonocleotideos
ficassem anelados dentro do intron analisado. Os oligonucleotideos desenhados para RT-PCR

e RT-gPCR estdo apresentados na tabela 4 e 5, respectivamente

Tabela 4: Primers usados nos ensaios de RT-PCR.

Gene (NUumero de acesso) Sequéncia (5°-3°) Amplicom (pb)
Beta-tubulina F: CCGTATGATGGCCACTTTCT 527 pb com retencédo
(TERG_07904) R: AAGATGGCAGAGCAGGTAAGGT 468 pb sem retencdo
Transportador ABC F: TACGATCCTGTTGGTGGATC 409 pb com retencédo
Intron-3 R: TACGTTGTTTCTGACCTCCTGA 217 pb sem retencédo
(TERG_04309)
Transportador ABC F: CTTCTCTCAGGAGGTCAGAAAC 440 pb com retencédo
intron-4 R: CTGAGGTTCTTCTCCCTCATC 249 pb sem retencdo
(TERG_04309)



https://www.idtdna.com/calc/analyzer
https://fungi.ensembl.org/index.html

Tabela 5: Primers usados nos ensaios de RT-gPCR
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Gene

gapdh
TERG_04402

rpb2
TERG_05742

Transportador ABC
Exon
TERG_04309

Transportador ABC
Intron-3
TERG_04309

Transportador ABC
Intron-4
TERG_04309

Transportador ABC
Exon
TERG_04224

Steldp
O-methyltransferase
Exon
TERG_03468

Ste2 Receptor de
Feroménio
TERG_00588

Primers
F:GCGTGACCCAGCGATGTAGT
R: CGGTGGACTCGACGATGTAGT

F: TGCAGGAGGTTTGATGAAGA
R: GCTGGGAGGTACTGTTTGATCAA

F: GGGTATCGTGTTGAAGCTAAGA
R: CATCCAGAAAGACAGGCCATAA

F: ACACGGATTAATCGGAACACC
R: AGCACAGGTATACTCACGTTTG

F: ACTCGATTAAAGAGCGAAGGA
R: CCGCATTCTTGATAGGAGAGA

F: CTCTTCACGGACAAATGTGG
R: TCGACGACAAGACGGTAA

F: CAACTGCTCTCCGTTCTT
R: CTTCCGTCGATAGAGAATCG

F: TCGAGCTATCCCTACTCATC
R: AATTGGAACCGCTGCTAC

Amplicom

62 pb

59 pb

207 pb

101 pb

106 pb

125 pb

100 pb

107 pb

Concentracao
200 nm
300 nm

100 nm

100 nm

300 nm

100 nm

400 nm

100 nm

6.7 Concentracao inibitéria minima utilizada:

Os valores das CIMs (Concentracdo inibitoria Minima) dos farmacos utilizados ja
foram anteriormente estabelecidos para CASP, (Silva, 2014), TRB, ITR (Coelho et al., 2008)
e - UDA (Mendes et al., 2018) (Tabela 6).

Tabela 6. Concentracao inibitéria minima dos farmacos utilizados.

Droga MIC (pg/ml) 70% do MIC
UDA 25.0 17.5 pg/mL
CASP 80 56 pg/mL
ITR 0.80 0.56 pg/mL
TRB 0.20 0.14 pg/mL
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6.8 Técnicas de validacdo (RT-PCR, RT-gPCR)

Para validacdo e quantificacdo de isoformas geradas através de Splicing alternativo
(retencdo de intron), foram utilizadas as metodologias de RT-PCR e RT-gPCR, com as
plataformas Thermal Cicler 96-well (Applied Biosystems) e StepOnePlus (Life Tecnologies)
respectivamente. Os experimentos de RT-gPCR foram realizados utilizando o kit SYBER green
PCR mastermix (Life Technologies). O algoritmo de quantificagdo relativa AACt foi utilizado

para as analises de expressdo génica e os graficos foram gerados utilizando o GraphPad Prism.5.

6.9 Analise in silico das consequéncias das isoformas utilizando ferramentas de
bioinforméatica

Para andlise in silico das proteinas resultantes das diferentes isoformas dos genes
validados, os seguintes parametros foram analisados: predicdo de dominios, de quadros de
leitura, representacOes gréaficas, tridimensionais, sendo utilizados os softwares Interpro
database (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Expasy translate tool
(https://web.expasy.org/translate/), IBS 1.0 (Liu et al, 2015), e I-Tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/).

6.10 Analise in silico da formacao de rede de interacao
Para andlise in silico de genes que possivelmente estabelecem relacdo com o gene de interesse,

seu ID foi utilizado como input na plataforma STRING (https://string-db.org/)



https://string-db.org/

Resultados e discussao
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7 Resultados e discussao
7.1 Analises de Bioinformatica:

7.1.1 Andlise in silico dos genes que codificam para transportadores de farmacos e
caracterizacao de suas diferentes isoformas proteicas

Dados de RNA-seq de T. rubrum exposto aos antifungicos UDA e acriflavina
revelaram o acimulo de reads alinhadas em regides de introns do mRNA de diversos genes que
codificam proteinas de transportadores de farmacos, o que sugere a ocorréncia de splicing
alternativo do tipo retencdo de intron como mecanismo adaptativo para a resposta antifingica
(Persinoti et al., 2014; Mendes et al., 2018). Dentre esses genes, se destaca a TERG_04309,
que codifica para uma proteina transportadora de droga do tipo ABC, que tem como
caracteristica a presenga de dominio TMD e dominio NBD. Este gene possui 7 éxons e 6 introns
(Figura 10).

= === =]

Figura 10. Representacdo esquematica do gene TERG_04309. Em azul encontram-se
representados os éxons e em linhas finas encontram-se os introns.

Para 0 gene TERG_04309, foram observadas reads alinhadas no intron-3 somente em
12 horas de exposicdo ao UDA. No entanto, para o intron-4, sdo observados alinhamentos de
reads tanto em 3 quanto em 12 horas (Mendes et al., 2018). A ocorréncia de splicing alternativo
no gene TERG_ 04309, sugere a producdo dessas isoformas na presenca desse composto
antifangico, em diferentes tempos de exposicéo.

Os resultados obtidos in silico indicaram que a isoforma do gene TERG_04309 que
possui o intron-3 retido, bem como a isoforma que possui o intron-4 retido, originam proteinas
putativas menores contendo 426 e 451 aminoacidos, respectivamente, por causa do stop cddon
existente na regido dos introns. Essas proteinas tém como consequéncia a perda de um dominio
transmembrana, assim como parte do dominio de ligacdo ao ATP. Por outro lado, a proteina
resultante da isoforma convencional possui 726 aminoacidos e apresenta dois dominios TMD
e um dominio NBD (Figuras 11 e 12)
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A) Processamento convencional

A.1) Transcrito processado

A.2) Proteina

I -,

dominio transmembrana dominio transmembrana
A

i

N ] 726 aa

dominio de ligagdo ao atp

A.3) Sequéncia de aminoacidos

MALYRYATRNDKIVLVLASVAAITAGALMPMMTVLFGGLAGTFRSFLLGDISDSKFNDELATFSLYFVYLAT
GEFAMVYIATVGEFVYSGEHIIAKIREQFLAATILRONIAFFDELGAGEITTRIIADTNLVQEGISEKVGLTLT
AITTFVAALVISFIRYWKLALILCSSIVAIVVTFGLVGTFVAKLNKKYLGHSAEGGTVVEEVISSTRNPVAF
NTQEKLARRYDGYRVEAKKSGFKLKSATSSMIGFLFLYIYPNYGLSFWMGSRFLVDGSVGLAQILTIQMATM
MGAFALGNITSNVQAITTAVATANKIYATIDRVSPLDPLSNDADKSTALVGASGSGKSTIVGLIERFYDPVG
GSLYIDGHNIKGLKLRWLRQQISLYTYKRGSGFLVFRAHDFISSLPERYETNIGERGILLSGGQKQRIAIAR
AIGTHDELPQKKATYCNLVEAQQIATKQESTTQDNDHISPETEYDLPQAEYNNEKRDSLSQLDEGEEPQDLL
IHFVAGLNKQEWKYMVFGISLGIVCGGGSPTQTVFFSKCITALSLPLSESSEIRRQVNFWSLMYLMLAFVQL
LALIAQGITFSYCAERLTYRVRYQAFRHILROQDIAYFDKRSGGTLTFFLSPETSQLAGLSGITPMAILLMVA
TLLAASAIGLAVGWKATLAIRTVASLTREGDICSHYHAQLLSQGRSLVWSVLTSPILYAASQSLQFLCMALG
FWYGVT

B) Splicing alternativo (Retencao do intron-3)

B.1) Transcrito processado
279 — 1281 pb = UAG stop cédon

B.2) Proteina

daminio transmembrana .
A UAG - stop cédon

o)

B 426 aa

dominio de ligagdo ao atp

B.3) Sequéncia de aminoacidos

C) Splicing alternativo (Retencéo do intron-4)

C.1) Transcrito processado

1353 - 1356 pb = UAA stop cédon
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C.2) Proteina

dominio transmembrana JAA - stop codon
A

[

[ B 451 aa

dao mfnim'igT)i;ﬁc- ao atp

C.3) Sequéncia de aminoéacidos

Figura 11. Isoformas proteicas do gene TERG_04309 de T. rubrum. A) Transcrito
processado, proteina e sequéncia de aminoéacidos resultantes da isoforma convencional do gene
TERG_04309. B) Transcrito processado, proteina e sequéncia de aminoacidos resultantes da
isoforma com o intron-3 retido. C) Transcrito processado, proteina e sequéncia de aminoacidos
resultantes da isoforma com intron-4 retido. O intron retido nos transcritos das isoformas esta
representado por linhas mais finas.

2°TMD

Figura 12. Representacdo tridimensional das proteinas putativas codificadas pelo gene
TERG_04309. A) Proteina codificada pela isoforma convencional. B) Proteina codificada pela
isoforma com intron-3 retido. C) Proteina codificada pela isoforma com intron-4 retido. Nas
isoformas alternativas geradas a partir da retencéo do intron-3 e intron-4, o segundo dominio
TMD e parte do dominio de ligacdo ao ATP foram perdidos. Todas as isoformas se referem a
proteinas predominantemente de conformacéo alfa-helice. As setas apontam para os diferentes
dominios das isoformas. As setas de cores laranja, verde e amarela apontam para o primeiro,
segundo dominio TMD e dominio de ligacdo ao ATP, respectivamente.

Os dados in silico mostram que a proteina oriunda do processamento convencional da
TERG_04309 possui 726 aminoacidos de extensdo, totalizando 3 dominios: um dominio de
ligacdo ao ATP (NBD) e dois dominios TMD. Curiosamente, a configuracdo de dominios

apresentada para essa proteina, se difere da topologia relacionada com as diferentes subfamilias
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mais comuns de transportadores ABC, onde a configuracdo de dominios se da pela presenca de
dois TMD e dois NBD (Figura 7). Fazendo um BLAST-P utilizando a sequéncia de
aminoacidos dessa proteina contra algumas espécies de fungos dermatofitos e ndo dermatéfitos
foi observado que as proteinas ortélogas a TERG_04309 de T. rubrum, apresentam importantes
diferencas nas organizac@es estruturais, tanto para a extensdo da proteina como para a presenca
de dominios funcionais (Figura 13). Curiosamente, essa proteina também se apresenta de
diferente tamanho bem como diferente organizacdo de dominios em Neurospora crassa str. 73,
Saccharomyces cerevisiae (GCA_001634645), C. albicans 12C e C. auris str. 6684. Diante do
fato de algumas proteinas ort6logas apresentarem diferencas consideraveis na organizacao de
dominios e na extensdo da proteina e que poderiam se assemelhar de alguma forma com as
isoformas alternativas oriundas da retencéo de introns na TERG_04309, nés alinhamos essas
isoformas com as demais proteinas (Figura 13). Esta Figura mostra a presenca de pelo menos

um NBD e um TMD em cada proteina das diferentes espécies.
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Figura 13. Proteina oriunda do gene TERG_04309 de T. rubrum e seus ortélogos em
diferentes fungos. A) T. rubrum (TERG_04309). A.1) T. rubrum (Isoforma proteica oriunda
do gene TERG_04309 com a retencédo do intron-3). A.2 T. rubrum (Isoforma proteica oriunda
do gene TERG_04309 com a retencao do intron-4 B) T. interdigitale MR816 18 (H109_06718).
C) T. mentagrophytes TIMM 2789 (TMEN_7207). D) Trichophyton soudanense CBS 452.61
(H105_04551). E) Nannizzia gypsea CBS 118893 (MGYG_04329). F) Microsporum canis
CBS 113480 (MCYG_07490) G) N. crassa str. 73. (GE21DRAFT _4932) H) S. cerevisiae
(GCA_001634645) (WN66_06259). 1) C. albicans 12C (MEK_04790). J) C. auris str. 6684
(QG37_04886). Em azul estdo representados os dominios transmembranas (TMD) e em verde
os dominios de ligacdo ao ATP (NBD).
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Essa comparacao (Figura 13) reitera que as proteinas provenientes dessas isoformas
alternativas realmente apresentam um perfil particular, sendo as menores proteinas desse
alinhamento. No entanto, mesmo sendo menores, sdo observadas semelhancas em relagéo a
quantidade de dominios com as proteinas de T. soudanense (Figura 13.D), S. cerevisiae
(Figura 13.H), C. albicans (Figura 13.1) e C. auris (Figura 13.J). Dessa forma, € possivel que
as isoformas alternativas ainda exercam fungdes na extrusdo de compostos, porém supde-se que
haja diferencas na afinidade e/ou efetividade desse mecanismo.

De fato, os esquemas demonstram a heterogeneidade dessa proteina entre diferentes
fungos (Figura 13), bem como entre diferentes linhagens de T. rubrum (Figura 14) e revelam
um perfil particular na organizagdo estrutural na linhagem CBS118296. Diferencas estruturais
dessa proteina em diferentes linhagens de T. rubrum levanta a possibilidade de estarem
exercendo outra fungéo ainda desconhecida.

A [ — I 72644
B) [ l = 1573 2a

c) :[_I | 421 aa

0) =] [ 421 3a

E) [ [ 337 2a

Figura 14. Proteina codificada pelo gene TERG_04309 na linhagem CBS118296 de T. rubrum
e em outras diferentes linhagens da mesma espécie. A) T. rubrum CBS118296 (TERG_04309). B)
T. rubrum str. CMCC(F)T1i) (A7C99_2094). C) T. rubrum CBS 735.88 (H106_04355). D) T. rubrum
CBS 288.86 (H103_04538) E) T. rubrum CBS 202.88 (H107_04663). Em azul estdo representados
0s dominios transmembranas (TMD) e em verde os dominios de ligacdo ao ATP (NBD).
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Figura 15. Analise filogenética da proteina codificada pelo gene TERG_04309 em diferentes
linhagens de T. rubrum e em fungos de diferentes espécies.

Os dados obtidos da filogenia da proteina TERG_04309 de T rubrum e de seus
ortdlogos em outros fungos (Figura 15) demonstram a formacéo de um agrupamento entre as
linhagens de T. rubrum como em T. rubrum CBS 202.88, T. rubrum 288.86, T. rubrum
CMCC(F)T1i, e T. rubrum CBS 118893, reforcando o perfil particular dessa proteina nas

linhagens dessa espécie.
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Dados provenientes de BLASTp demonstram que o ortdélogo dessa proteina em M.
canis é codificado pelo gene MCYG_07490 (mdrl-like) possuindo 1310 aminoacidos, com 0s
4 dominios que sdo comumente encontrados nos transportadores do tipo ABC, dois dominios
TMD e dois dominios de ligacdo ao ATP (Gadzalski et al., 2016; Viglas, J. and Olejnikova, P.,
2021) , da mesma forma que proteina ortéloga em A. fumigatus, que € codificada pelo gene
CDV58 01665 e possui 1349 aminoécidos e também apresenta os dominios caracteristicos de
transportadores ABC (Gadzalski et al., 2016; Viglas, J. and Olejnikova, P., 2021). Dessa forma,
ambas proteinas diferem das proteinas encontradas nas linhagens de T. rubrum.

Dados demonstram que a super expressao desse gene MDR1 e de outros, como PDR1,
MDR2 e MDR3 em uma linhagem de M. canis esta associada a resisténcia a TRB (Kano et al.,
2018). Da mesma forma, esse gene em N. gypsea é denominado pmdl e codifica um
transportador ABC de 1336 aminoacidos. Na levedura Schizosaccharomyces pombe esse gene
também é denominado pmdl e esta relacionado com a resisténcia a mdltiplas drogas
(Kovalchuk et al., 2013). No dermatdfito T. equinum, essa proteina € codificada pelo gene
TEQG_03450, que € super expresso quando o fungo é exposto a diferentes drogas antifungicas,
principalmente na presenca do ITR, reiterando o seu envolvimento nessas condic¢des de estresse
(Martins et al., 2016).

Realmente, a literatura relata uma diversidade na topologia entre as diferentes
subfamilias de transportadores ABC, 0s quais podem divergir em tamanho de proteinas,
organizacdo de dominios e nas funcdes exercidas (Gadzalski et al., 2016; Viglas, J. and
Olejnikova, P., 2021). Aqui, nossos resultados mostraram uma heterogeneidade de tamanho e

organizacdo de dominios proteicos de proteinas ortdlogas nos diferentes fungos.

7.1.2 Andlise de rede de interagdes génicas:

Analise in silico utilizando do software STRING (https://string-db.org/) mostrou uma

rede de interacdo do gene identificado pela TERG_04309 com pelo menos outros 10 genes. Os
genes TERG_00588 (Proteina GPCR -ste2) e TERG 03468 (S-isoprenilcisteina O-
metiltransferase) tem maior probabilidade de interagir com o gene de interesse (TERG_04309)
em funcdo de possuirem os maiores valores (score), sendo 0,636 e 0,319, respectivamente
(Figura 16). Curiosamente, também é mostrado que um outro transportador ABC, codificado
pelo gene TERG_04224, com possibilidade de interagir com o transportador ABC codificado
pelo gene TERG_04309, apresentando um score de 0,280 nessa analise. Realmente, ja foi

relatado a atuacdo conjunta de transportadores de farmacos quando diferentes fungos sédo
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expostos aos antifungicos (Martins et al., 2016; Kano et al., 2018), o que poderia corroborar

com os resultados obtidos in silico (Figura 16).
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Figura 16. Rede de interacdo do gene TERG_04309 (Transportador ABC) de T. rubrum
com outros genes. Nas linhas de interacdo sdo informados os scores obtidos entre dois genes.
As cores das linhas de interagdo se referem as diferentes formas putativas dessa interacéo,
indicadas na legenda.

Os fungos sensoriam o ambiente e com isso regulam diferentes respostas aos mais
diversificados estimulos, como disponibilidade de nutrientes, presenca de estressores,
transicdes morfoldgicas, dentre outros (Brown et al., 2018). A percepc¢do dos estimulos é, em
grande parte, mediada pelas vias de sinalizacdo GPCR (Receptores acoplados a proteina G)
que sdo a maior classe de receptores em fungos, e sdo constituidos por proteinas receptoras
caracterizadas pela presenca de dominios TMD e sua associacdo com proteinas G intracelulares
(Brown et al., 2018). A ste2 é uma dessas proteinas receptoras e, em fungos com reproducao
sexuada pode atuar no sensoriamento de feromdnio, como descrito para S. cerevisiae (Versele

et al., 2001).
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Outros trabalhos também relatam o envolvimento desse receptor com o sensoriamento
envolvido em outras funcBGes biolégicas, como o quimiotropismo que é o crescimento
direcionado do fungo em dire¢do a algum estimulo quimico, como no fungo Fusarium
graminearum. Nesse trabalho, foi mostrado que a delecdo do gene ste2 faz com que o fungo
perca o quimiotropismo relacionado ao composto quimico-estimulante testado, proveniente do
trigo (Triticum aestivum). Também diminui significantemente a infecgdo desse fungo em
coledtipo de trigo em germinacdo, revelando a relacdo entre ste2, quimiotropismo e infecgéo
em F. graminearum (Sridhar et al., 2020). De forma similar, foi demonstrado que uma linhagem
mutante de Fusarium oxysporum para 0 gene ste2 teve seu quimiotropismo prejudicado,
diminuindo a viruléncia desse fungo em plantas de tomate (Turra et al., 2015).

Realmente, os fungos possuem sofisticadas cascatas de sinalizagdo para sensoriar e
responder também a diferentes tipos de estresses, como 0 osmotico, de temperatura, sais,
irradiacdo UV, oxidativo, e também exposi¢do a antifungicos (Bahn et al., 2007). Dessa forma,
os dados in silico obtidos da rede de interacdo formada (Figura 16) sugerem uma interacdo da
proteina GPCR — ste2 codificada pelo gene TERG_00588 com o transportador ABC codificado
pelo gene TERG_04309. Uma possibilidade de interacdo entre estes genes seria ao nivel de
membrana celular, onde haveria o sensoriamento do antifungico pelo receptor, desencadeando
0 processo de aumento da expressdo do gene que codifica a bomba de efluxo de farmacos.

Uma outra proteina que se destacou na rede de interacdo foi a codificada pelo gene
TERG_03468, cuja anotacdo putativa é S-isoprenilcisteina O-metiltransferase e que também
interage com o receptor de membrana— ste2 codificado pelo gene TERG_00588 (Figura 16).
Em S. cerevisae, essa proteina é codificada pelo gene stel4p, que codifica a enzima ste14 metil-
transferase. A atividade desta enzima € necessaria para a producao e secrecdo do feromonio de
acasalamento fator-a (Romano and Michaelis, 2001), uma vez que os fatores de feromonios sao
sintetizados como precursores cuja a maturacao e secre¢do requerem diferentes processamentos
pos-traducdo (Boyartchuk and Rine, 1998), como as realizadas pela ste14p. Embora ambos 0s
produtos dos genes TERG_00588 (proteina G, receptor de membrana— ste2) e TERG_03468
(S-isoprenilcisteina O-metiltransferase) estejam envolvidos no processo de acasalamento em
fungos, como no sensoriamento de feroménios e no processamento de moléculas precursoras
de feroménio, respectivamente, as suas fungdes em T. rubrum poderiam estar relacionadas com
sensoriamento quimico de compostos antifingicos. No entanto, maiores esforcos sdo
requeridos para a compreensao dos mecanismos bioldgicos de associacdo dessas proteinas em

fungos dermatofitos.
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Em relacdo aos genes mostrados na rede de interagdo, uma busca nos dados de
transcriptomas de T. rubrum exposto aos antifungicos UDA (Mendes et al., 2018) e acriflavina
(Persinaoti et al., 2014) foi realizada e nenhum dos genes indicados na interacdo mostraram-se
modulados, exceto o gene TERG_08065, que codifica para um transportador de membrana, que
aparece induzido em 3 horas de exposicdo a acriflavina. Vale ressaltar que o proprio gene
TERG_04309 ndo é modulado quando o fungo é exposto ao UDA ou a acriflavina, fato que
pode ser decorrente dos tempos de cultivo empregados nesses estudos e das condigdes de
andlise e cutoff utilizados.

Apesar das limitagdes do software STRING, principalmente por ndo informar com
maior precisdo as condi¢cdes em que essas redes de interagdes sdo estabelecidas, utilizamos os
dados obtidos nessa analise para nortear alguns pontos também investigados nesse estudo.
Através de abordagens como RT-gPCR, maiores informacgdes podem ser obtidas quanto a co-
regulacdo desses genes e sua possivel interacdo com os transportadores de drogas, inclusive

com as isoformas obtidas.

7.2 Técnicas de validacao de splicing alternativo:
7.2.1 Validacéao de splicing alternativo por RT-PCR dos genes estudados em resposta aos
antifngicos.

Os testes de RT-PCR para conferir a efetividade da conversdo do RNA em cDNA, a
qualidade dessas amostras e a auséncia de DNA gendmico, evidenciaram amplicons em todas
as condicOes testadas, tanto do fungo na forma planctdnica, quanto na forma de biofilme,
demonstrando a formacdo de cDNAs de qualidade. Estes resultados estdo apresentados na
Figuras 17 e 18. Os resultados desse teste nos asseguraram que as amostras submetidas as
analises de retencdo de introns ndo apresentaram resquicios de DNA gendmico que poderiam

comprometer os resultados.
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Figura 17. Amplificagdo do fragmento de 468 pb do gene B-tubulina nas amostras de cDNA
do fungo cultivado na presenca de antifungicos ou de 527pb no DNA gendmico utilizado como
controle positivo. A) Amplificacdes das amostras de T. rubrum ap6s 1h e B) amplificacGes das
amostras de T. rubrum apds 12h. MM: Marcador de 50 pb (Invitrogen).
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500 pb

Figura 18. Amplifica¢do do fragmento de 253 pb ou de 315pb do gene B-tubulina nas amostras
de cDNA ou DNA gendmico, respectivamente. O DNA gendmico foi utilizado como controle
positivo. Amplificacdes nas amostras de biofilme apds 1h de exposi¢do a diferentes compostos
antifungicos. Marcador de peso molecular MidRange 100pb (Cellco).

Apos analisar as amostras obtidas quanto a qualidade e auséncia de DNA gen6mico,
reacOes de RT-PCR foram feitas para detectar os introns retidos. A partir das amplificaces e
visualizacdo através da eletroforese em gel de agarose, foram evidenciados os amplicons de
409 pb referente a retencdo do intron-3 do gene TERG_04309 nos tempos de 1 e 12 horas, em
todas as condi¢cbes. Também foram detectados, de forma sutil, os amplicons de 217 pb,
referentes a isoforma processada no tempo de 1 h. No tempo de 12 h, amplicons referentes a
isoforma processada foram visualizados nas condicdes CONT, CASP e ITR. Esses resultados

estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19: RT-PCR feito utilizando primers flanqueadores do intron-3 do gene
TERG_04309. As imagens A e B sdo referentes aos tempos de 1 e 12 h, respectivamente.
Bandas de 409 pb referentes retencédo do intron-3 sdo mostradas em todas as condi¢des. Bandas
de baixa intensidade com 217 pb referentes a isoforma convencional sdo mostradas nas
condic¢des: 1h CONT, 1h UDA 1h CASP, 1h ITR, 1h TRB, 12h CONT e 12h ITR. C+: controle
positivo constituido pelo DNA gendmico, C- controle negativo. MM: Marcador de peso
molecular MidRange 100pb (Cellco).

Para a retencdo do intron-4, os resultados de RT-PCR evidenciaram amplicons de 440
pb em todas as condic¢des, nos tempos de 1 e 12 h. Ndo foram detectados amplicons referentes

a isoforma processada. Esses resultados estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20. RT-PCR feito utilizando primers flanqueadores do intron-4 do gene
TERG_04309. As imagens A e B sdo referentes aos tempos de 1 e 12 h, respectivamente.
Bandas de 440 pb referentes a retencdo do intron-4 sdo mostradas em todas as condi¢des. C+:
controle positivo referente ao DNA gendmico, C- controle negativo. Marcador de peso
molecular MidRange 100pb (Cellco).

Esses dados sugerem que nas condicdes utilizadas as diferentes isoformas provenientes
do gene TERG 04309, tanto a com o intron-3 retido quanto a com o intron-4 retido sdo
predominantes em T. rubrum e a isoforma resultante do processamento convencional se
apresenta em niveis basais. Por outro lado, outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa
mostram uma maior abundancia da isoforma convencional pela metodologia de RT-PCR, para
diferente genes, como para os genes impdh (Mendes et al., 2018), chaperona hsp7 (Neves-Da-
Rocha et al., 2019) e a quinase pakA/Ste20 (Gomes et al., 2018). Dessa forma, a regulacao
génica mediada por AS é dependente das funcdes bioldgicas exercidas pelos produtos génicos

e das condicdes a que o fungo for submetido.

7.2.2 Modulacéo das diferentes isoformas produzidas pelos genes analisados por RT-
gPCR em resposta aos antifingicos.

Os resultados de RT-gPCR demonstram a inducéo da isoforma com o intron-3 retido do gene
TERG_04309 quando o fungo é exposto ao ITR no tempo de 12 h (Figura 21. A).
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Figura 21. Analise de RT-gPCR dos niveis de retencdo de intron-3 do gene codificado
pela TERG_04309 em T. rubrum. A) Dados de modulagdo génica ap6s 1 h de exposi¢do aos
antifungicos. B) Dados de modulacéo génica ap6s 12 h de exposi¢do aos antifingicos. Analise
estatistica foi realizada pelo método t-test. Os asteriscos se referem a * P < 0,05, ** P < 0,01,
*** P <0,001. Como referéncia de modulagéo foi utilizado a condigdo de controles pareados
de 1h e 12h.

Simultaneamente, é possivel observar um aumento dos niveis de transcritos para a
isoforma com intron-4 retido, ap6s exposi¢do a CASP por 1 ou 12 h (Figura 22.A e 22.B). A
proteina putativa de 451 amino cidos, formada a partir da retencdo do intron 4, poderia ter um
papel no efluxo destes farmacos, principalmente se considerarmos as diferentes topologias
apresentadas pelos ortélogos do gene TERG_04309 (Fig. 11 e 13).
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Figura 22. Analise de RT-gPCR dos niveis de retencéo de intron-4 do gene TERG_04309
de T. rubrum. A) Dados de modulacao génica ap6s 1 h de exposicao aos antifungicos. B) Dados
de modulacéo génica pds 12 h de exposicdo aos antifingicos. Analise estatistica foi realizada
pelo método t-test. Os asteriscos se referem a * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. Como
referéncia de modulacao foi utilizado a condigéo de controles pareados de 1h e 12h.

Express.
Express:

Em relacdo aos dados de expressao génica para a isoforma convencional, foi observado
um aumento proeminente nos niveis de transcritos apos exposicdo a TRB por 1 h (Figura 23.

A) e, em 12 h, esse aumento é mais evidenciado apos a exposicdo a ITR e TRB (Figura 23. B).
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Figura 23. Anélise de RT-gPCR dos niveis de expressado total do gene TERG_04309 do T.
rubrum. A) Dados de modulagdo génica ap6s 1 h de exposicdo a antifingicos. B) Dados de
modulacédo génica apds 12 h de exposicao aos antifingicos. Analise estatistica foi realizada pelo
método t-test. Os asteriscos se referem a * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. Como
referéncia de modulacao foi utilizado a condigéo de controles pareados de 1h e 12h.

A producdo diferente dessas isoformas sugere que a regulacdo do transportador
TERG_04309 é mediada por mecanismo de splicing alternativo e modulado de maneira tempo
e droga-dependentes. Apesar destas isoformas alternativas apresentarem a possibilidade de
manterem a sua funcdo de transporte ou funcGes adicionais, conforme discutido acima, nédo
podemos descartar a possibilidade de serem versées ndo funcionais, codificando proteinas
truncadas quando o fungo é exposto a antifungicos que ndo sdo substrato para esse
transportador. Esse fendmeno ja foi sugerido para outros genes do mesmo fungo, como na hsp7
(Neves-Da-Rochaet al., 2019) e impdh (Mendes et al., 2018). A retencdo de introns em mRNAS
desses genes conduzem para uma mudan¢a no quadro de leitura da proteina, tendo como
consequéncia a adicdo de stop cddons prematuros na traducdo, resultando na formacédo de
proteinas truncadas e possivelmente ndo funcionais.

Além disso, foi observada a inducdo da expressdo da isoforma convencional apds
exposicdo do fungo a ITR e TRB, o que pode sugerir afinidade dessa isoforma com esse
composto, uma vez que os MDRs possuem afinidade a determinadas classes de antifingicos
(Prasad and Rawal, 2014).

Até o presente momento, a regulacdo de um transportador de drogas via SA ndo havia
sido validada em dermatofitos. Contudo, um estudo prévio demonstrou a ocorréncia da
modulacdo compensatdria em transportadores de drogas. Nesse estudo, observou-se que a
linhagem mutante de T. interdigitale Amdr2 apresentava um alto nivel transcricional de mdr4,

quando foi cultivado em meio contendo griseofulvina, comparado a linhagem selvagem,
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sugerindo que o gene mdr4 estaria compensando a inativagcdo de mdr2 (Martins et al., 2016).
Em conjunto, esses achados demonstram a complexidade da regulacéo de transportadores de
drogas em dermatofitos.

Adicionalmente, avaliando a expresséo dos genes que possivelmente interagem com o
gene TERG_04309 (Figura 16), observou-se que um outro transportador ABC (TERG_04224)
é induzido nas condi¢cfes de CASP 1he ITR 12h (Figura 24). Da mesma forma, o mesmo gene
em T. equinum, que € codificado pelo gene TEQG_03450 foi super expresso quando o fungo
foi exposto ao ITR, sugerindo assim, o envolvimento desse transportador com o efluxo desse
composto (Martins et al., 2016). Curiosamente, a expressdao do transportador ABC
TERG_04224 (Figura 24) é induzida apds exposi¢cdo a CASP por 1 h, mesma condi¢do em que
a isoforma com o intron-4 retido do transportador ABC TERG_04309 é induzida (Figura 22),
corroborando com os resultados in silico que indicaram a co-expressao dos genes Transportador
ABC (TERG_04309) e Transportador ABC (TERG_04224) (Figura 16). Em conjunto, 0s
dados obtidos acerca da modulacdo do transportador codificado pela TERG_04224 e da
isoforma alternativa oriunda do gene TERG_04309 sugerem que a expressao do transportador
TERG_04224 poderia compensar uma perda ou desvio de funcdo da isoforma com intron-4
retido, durante a exposicao a CASP, ou mesmo auxiliar sinergicamente no efluxo deste farmaco.

Os compostos que sdo substratos para esses transportadores podem apresentar maior
ou menor seletividade, como anteriormente demonstrado (Monod et al., 2019). Esse estudo
evidenciou a modulacéo da expressao de diferentes transportadores de farmacos (TruMDR1,
TruMDR2, TruMDR3 e TruMDR5 e TruMFS2) em uma linhagem de T. rubrum (T1M20092)
isolada de paciente com tinea pedis resistente ao tratamento com azdis. Foi observado que a
expressdo do gene TruMDR3 ocorreu de modo droga-dependente, uma vez que esse gene foi
super-expresso quando o fungo foi exposto aos antifungicos ITR e voriconazol. Além disto, a
delecdo desse gene anula e diminui a resisténcia dessa linhagem a voriconazol e ITR,
respectivamente, demonstrando a participacdo de TruMDR3 na resisténcia a estes farmacos

através do efluxo celular.
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Figura 24. Anélise de RT-gPCR dos niveis de expressado total do gene TERG_04224 do T.
rubrum. A) Dados de modulagdo génica ap6s 1 h de exposicdo a antifingicos. B) Dados de
modulacdo génica apds 12 h de exposicao aos antifingicos. Analise estatistica foi realizada pelo
método t-test. Os asteriscos se referem a * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001. Como
referéncia de modulacao foi utilizado a condigédo de controles pareados de 1h e 12h.

Avaliamos também a expressdo de outros dois genes cujas proteinas poderiam
interagir com o Transportador ABC (TERG_04309), segundo a rede de interagcdo obtida pelo
STRING (Figura 16). A expressao do gene TERG_03468 (isoprenilcisteina O-metiltransferase
— stel4p) ndo apresentou significativa modulacédo para as condicdes analisadas. (Figura 25).
Realmente, os dados da literatura ndo relatam relacdo entre bombas de efluxo de farmacos com
a enzima isoprenilcisteina O-metiltransferase, que parece estar relacionada com producdo e
secrecdo do feroménio de acasalamento fator-a (Romano and Michaelis, 2001), realizando
modificacbes de pos-traducdo, como a metilacdo, nos peptideos que atuam como feroménio
em fungos (Boyartchuk and Rine, 1998). Portanto, os dados de expressdo génica aqui obtidos
ndo mostram co-expressao entre os genes TERG_04309 e TERG_03468, diferindo dos dados
de interacdo in silico obtidos (Figura 16).

Um outro gene cuja proteina poderia interagir com o Transportador ABC
(TERG_04309) ¢ o TERG_00588 (Proteina GPCR — ste2). A avaliacdo desse gene mostrou a
sua expressiva indu¢do em 12 h quando o fungo foi exposto a CASP (Figura 26), o que sugere
o0 envolvimento do produto desse gene na sinalizacdo para o efluxo deste farmaco. Esse dado

reitera a co-expressao dessa proteina G com o gene TERG_04309.
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Figura 25. Anélise de RT-gPCR dos niveis de expressao total do gene TERG_03468 de T.
rubrum. A) Dados de modulagdo génica ap6s 1 h de exposicdo a antifingicos. B) Dados de
modulacdo génica apds 12 h de exposicao aos antifingicos. Analise estatistica foi realizada pelo
método t-test. Os asteriscos se referema* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001. Como referéncia
de modulacéo foi utilizado a condigéo de controles pareados de 1h e 12h.
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Figura 26. Analise de RT-gPCR dos niveis de expressao total do gene TERG_00588 de T.
rubrum. A) Dados de modulacéo génica ap6s 1 h de exposi¢do a antifungicos. B) Dados de
modulacédo génica apds 12 h de exposicao aos antifungicos. Analise estatistica foi realizada pelo
método t-test. Os asteriscos se referema* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P <0,001. Como referéncia
de modulacéo foi utilizado a condi¢do de controles pareados de 1h e 12h.

Adicionalmente, as andlises de RT-gPCR também foram conduzidas para avaliar a
modulacdo das diferentes isoformas do gene TERG_04309 no biofilme maduro de T. rubrum
apos a exposicao aos compostos antifingicos CASP e TRB em concentragdes correspondentes
a CIM7o e CIMzoo (Figura 27). A utilizagdo do CIM1oo ocorreu em funcdo das caracteristicas

inerentes ao biofilme de apresentar menor susceptibilidade a compostos antifiingicos.
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Figura 27. Analise de RT-gPCR dos niveis expressao das diferentes isoformas do gene
TERG_04309 de T. rubrum apo6s 1 h de exposicao do biofilme aos antifangicos. A) Niveis
de expressao da retencdo do intron-3 do gene TERG_04309. B) Niveis de expressdo da retencédo
intron-4 do gene TERG_04309. C) Niveis de expressao total do gene TERG_04309. Analise
estatistica foi realizada pelo método t-test. Os asteriscos se referem a * P < 0,05, ** P < 0,01,
*** P < 0,001. Como referéncia de modulacéo foi utilizado a condicao de controles pareados
de 1he 12h.

Curiosamente, os resultados de RT-gPCR demonstram a inducdo tanto da isoforma
com o intron-3 retido (Figura 27. A), quanto a isoforma com o intron-4 retido do gene
TERG_04309 (Figura 27. B), quando o biofilme foi exposto a CASP. Esses dados corroboram
parcialmente com avaliacdo feita anteriormente em micélio (crescimento plancténico), na qual
a isoforma com o intron-4 retido apresentou aumento dos niveis de transcritos apds a exposi¢do
a CASP (Figura 22. B). Analise dos biofilmes de T. rubrum também mostrou a indu¢do da
expressao do total do gene TERG_04309 (Figura 27. C), pressupondo-se a possivel modulagéo

das trés isoformas em presenga de CASP. Dessa forma, empregando esse segundo modelo de
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estudo, mostramos que a regulacao da expresséo de genes envolvidos com efluxo de farmacos
é complexa e influenciada pela condicéao de cultivo e por eventos de SA. Os dados de modulagéo
apresentados na condicédo de biofilme sugerem a participacdo de pelo menos duas isoformas do
transportador codificado pela TERG_04309 na resposta a exposicdo a CASP, o que pode

contribuir para o trago de maior resisténcia dessa estrutura.

Diferengas no perfil de modulagéo das isoformas entre as condi¢des de crescimento
estudadas, planctonico e biofilme, podem ser explicadas pelas particularidades que essas
diferentes condicOes estdo sujeitas, em termos de comunicagéo, e de regulacdo de expressdo
génica. De fato, o ambiente do biofilme altera a modulacdo génica dos fungos interferindo na
quantidade e qualidade das proteinas e enzimas disponiveis, como as relacionadas com a
ancoragem da parede celular, adesinas, fatores de transcricdo (De Barros et al., 2017; Kean et
al., 2018), bem como as bombas de efluxo.

A partir dos dados obtidos neste estudo, concluimos que o dermatéfito T. rubrum, em
ambiente de biofilme, responde a presenca de CASP de um modo peculiar. Além do gene
TERG_04309 ser superexpresso, ocorre uma maior expressdo de ambas isoformas alternativas,
produto da retencéo dos introns 3 e 4, sugerindo que neste ambiente e em resposta ao farmaco
atuem pelo menos 2 isoformas proteicas. Este resultado é original e pode ajudar a explicar a

maior resisténcia dos fungos aos farmacos em ambiente de biofilme.

O biofilme fangico € composto por uma estrutura complexa formada por populagdes
celulares associadas a determinadas superficies e inseridas em uma matriz celular e apresenta
como caracteristica importante a resisténcia aos antifingicos (Martinez-Rossi et al., 2018a).
Nesse sentido, outros estudos destacaram o aumento das CIMs de diferentes farmacos em
biofilmes comparado com a condicdo plancténica em dermatofitos como M. canis e T.
mentagrophytes (Castelo-Branco et al., 2020) e também em C. auris (Kean et al., 2018). Entre
0S possiveis mecanismos associados a resisténcia estdo a barreira fisica aos antifangicos, que €
conferida pela matriz de glucana que envolve as populacdes celulares e a sinalizacdo celular

que potencializa os mecanismos regulatorios nessa populacao (Robbins et al., 2017).

A ocorréncia desse novo mecanismo regulatério em biofilme fungico sugere a atuacao
conjunta do arsenal fangico genético-regulatorio e fisioldgico contra moléculas citotoxicas e
nos permite expandir mais o entendimento acerca dos mecanismos adaptativos que sao

acionados pelos fungos para contrapor a toxicidade dos antifungicos.
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8 Conclusdo

Em funcdo dos dados aqui apresentados, conclui-se que:

Transportadores do tipo ABC apresentam uma diversidade de topologias e essa
organizacao estrutural também pode ser influenciada por eventos de AS.

O transportador ABC codificado pela TERG_04309 apresenta 3 isoformas (retencéo
intron-3, retencdo intron-4 e isoforma convencional), que foram validadas e se mostraram
diferencialmente moduladas em funcdo da classe de composto antifungico e da condi¢do de
cultivo, culturas plancténicas e biofilmes.

No crescimento planctdnico, ocorre a inducdo da isoforma convencional e da isoforma
com intron-3 retido, ambas codificadas pela TERG_04309, em resposta a exposicao a ITR,
sugerindo que um efeito sinérgico destas isoformas para resisténcia a este farmaco. Dado que é
reiterado com a co-expressdo do gene que codifica outra bomba de efluxo (TERG_04224), que
também ¢é induzido apos exposi¢do a ITR.

Efeito sinérgico é também sugerido entre 0 gene (TERG_04224) e a isoforma com
intron-4 retido, codificada pela TERG_04309, em resposta a CASP. Além disso, ha a super
expressdo da isoforma convencional do gene TERG_04309 quando o fungo ¢é exposto a TRB.

A consequéncia da retencdo de introns do gene codificado pela TERG_04309 é a
geracdo de proteinas menores com perda parcial de alguns dominios. A semelhanca dessas
isoformas com algumas proteinas ortdlogas sugere a possibilidade da funcdo ter sido
preservada, com provaveis alteracdes quanto a afinidade e efetividade na extruséo.

Enquanto no ambiente plancténico o gene TERG_04309 tem sua expressdo aumentada
em resposta a CASP (isoforma alternativa intron-4), ITR (isoforma convencional e isoforma
alternativa intron-3) e TRB (isoforma convencional), no ambiente de biofilme, ocorre a indugéo
pronunciada de ambas as isoformas alternativas deste gene e possivelmente da isoforma
convencional, em resposta a CASP. Dado que reitera a especificidade das bombas de efluxo
pelos farmacos e também ao ambiente no qual o fungo estéa inserido.

Em suma, os dados produzidos nesse trabalho sugerem que a retencédo de introns atua
como um mecanismo regulatorio em transportadores de drogas. A producdo concomitante de
isoformas em resposta a exposicdo aos farmacos produz um efeito sinérgico e potencializador
nas respostas adaptativas ao estresse causado por antifungicos. Esses mecanismos podem
assegurar respostas rapidas e efetivas a diferentes condicGes de estresse mediante a producgédo
de um vasto repertorio de isoformas. Esse repertorio de isoformas pode estar associado a maior
resisténcia dos fungos a antifingicos em biofilmes. Maiores investigacbes devem ser
conduzidas para que se possa desvendar o complexo circuito regulatério e adaptativo ativado
pelos fungos para se contrapor aos efeitos citotoxicos dos antifingicos, afim de que novas
estratégias terapéuticas possam ser utilizadas com sucesso.
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