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RESUMO

A mucormicose é uma infeccdo fungica invasiva rara e grave causada por fungos
ubiquos e oportunistas que pertencem ao subfilo Mucoromycotina e ordem
Mucorales. Esses fungos sdo comumente encontrados em matéria organica em
decomposicédo e no solo. Em pacientes com doenca disseminada, que se caracteriza
por neutropenia persistente ou invasao cerebral apresenta alta taxa de mortalidade.
O objetivo do presente estudo foi realizar uma revisdo da literatura para preencher
as lacunas sobre o0s mecanismos moleculares dos agentes flngicos da
mucormicose. Esses mecanismos irdo facilitar o entendimento das infeccbes
causadas por esses fungos oportunistas, possibilitando a descoberta de novas
estratégias de tratamento e/ou terapias. Concluimos que 0s mecanismos
moleculares séo possiveis alvos para tratamentos, sendo o CotH o mais promissor,
possibilitando assim a recuperacdo de pacientes acometidos pela infeccdo por

fungos causadores da mucormicose.

Palavras-chave: Mucormicose; Mucorales; Mecanismos Moleculares; CotH, Ferro,

Epimutacao.



ABSTRACT

Mucormycosis is a rare and severe invasive fungal infection caused by ubiquitous
and opportunistic fungi that belong to subphylum Mucoromycotina and order
Mucorales. These fungi are commonly found in soil and decomposing organic matter.
In patientes with the disseminated disease, which is caracterized by persistent
neutropenia, or brain invasion, has a high mortality rate. The present study aimed to
carry out a literature review to fill the gaps on the molecular mechanisms of the
fungal agents of mucormycosis. These mechanisms will facilitate the understanding
of infections caused by these opportunistic fungi, enabling new strategies and/or
treatment therapy to be discovered. We conclude that molecular mechanisms are
possible targets for treatments, with CotH being the most promising, thus enabling

the recovery of patients affected by mucormycosis infection.

Keywords: Mucormycosis; Mucorals; Molecular Mechanisms; CotH, Iron,

Epimutation.
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1 INTRODUCAO

A mucormicose é uma infeccdo fangica invasiva rara e grave causada por
fungos ubiquos e oportunistas que pertencem ao subfilo Mucoromycotina e ordem
Mucorales. E um grupo composto predominantemente por espécies dos géneros
Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, Cunninghamella, Lichtheimia e Apophysomyces
(BALDIN; IBRAHIM, 2017; JOSE et al.,, 2021). Sado fungos filamentosos néo
septados, apresentam colonias de cor branco-algodonosa ou preto acinzentado que
comumente sdo encontrados no solo, matéria organica em decomposicao, ar e até
mesmo no muco de pessoas saudaveis (MAHALAXMI et al., 2021; PASRIJA,
NAIME, 2022). O primeiro registro de mucormicose ocorreu em 1855, sendo esse
considerado o0 primeiro caso humano auténtico dessa infeccdo fungica
(KUCHENMEISTER, 1855; MAHALAXMI et al., 2021; PASRIJA; NAIME, 2022).

A india € o pais com o maior nimero de ocorréncia de infeccdes por espécies
causadoras de mucormicose na ultima década (CHAKRABARTI; SINGH, 2014,
JOSE et al., 2021; SKIADA; PAVLEAS; DROGARI-APIRANTHITOU, 2020). Isso se
deve ao elevado numero de pacientes com diabetes ndo controlada, o que resulta
em baixo pH sérico e diminuicdo do efeito fagocitario dos macréfagos e neutrofilos
sendo um dos fatores de risco para o acometimento da doenca (CHAKRABARTI,
SINGH, 2014; KHANNA et al.,, 2021; PETRIKKOS et al.,, 2012; STEINBRINK;
MICELI, 2021).

Outros fatores de risco sdo as neoplasias hematol6gicas, neutropenia, terapia
com corticosteroides e deferoxamina, transplante de 6érgdos ou medula 06ssea,
trauma, queimaduras, doenca renal, doenca hepatica, prematuridade ou desnutricao
(BALDIN; IBRAHIM, 2017; IBRAHIM et al.,, 2012; PETRIKKOS et al., 2012). No
contexto da pandemia de COVID-19, houve um crescimento no uso de
corticosteroides, resultando um aumento de relatos de casos de mucormicose
(SINGH et al., 2021). Na revisédo de Singh et al., (2021), os autores verificaram que
em 101 dos casos de mucormicose em pacientes com COVID-19, 80% dos casos
tinham diabetes mellitus (DM) e 76,3% receberam tratamento com corticosteroides.
John et al., (2021), também verificaram que 93% dos pacientes tinham DM e 88%
receberam tratamento com corticosteroides.

O desbridamento cirargico de regides infectadas e terapia antifangica sdo os
tratamentos disponiveis para a mucormicose (BALDIN; IBRAHIM, 2017; IBRAHIM et
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al., 2012). A taxa de mortalidade geralmente é maior que 40% e pode aproximar de
100% em pacientes com a doenca disseminada, neutropenia persistente ou invasao
cerebral (GEBREMARIAM et al., 2014; IBRAHIM et al., 2012).

O surgimento da pandemia de COVID-19 com altas taxas de mortalidade por
infecgbes fangicas oportunistas associadas a doencas de base, como diabetes,

sugere a necessidade de mais estudos sobre fungos causadores da mucormicose.
1.1 JUSTIFICATIVA

Apesar do numero pequeno de espécies de fungos patogénicos e
oportunistas, a incidéncia de doencas causadas por estes organismos tem
aumentado ao longo das Ultimas décadas. Nesse contexto, este trabalho vem
atender a necessidade de estudos de correlacdo com doencas de base e de COVID-
19. Entretanto, estudos recentes tém demonstrado ndo somente um aumento no
namero de casos, mas também o aparecimento de formas clinicas mais graves e
atipicas da doenca, principalmente com COVID-19 e/ou diabetes mellitus
associados.

Assim, sdo necessarios estudos que correlacionem o0s mecanismos

moleculares que estdo envolvidos na patogénese e viruléncia da mucormicose.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Realizar uma revisdo de literatura sobre mecanismos moleculares que
facilitem o entendimento da infeccdo na mucormicose, no intuito de auxiliar na busca

de novas estratégias e/ou terapia de tratamento.
1.2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma revisao da literatura nos ultimos 10 anos (2012 — 2022) sobre
mecanismos moleculares envolvidos na infeccdo da mucormicose.
e Analisar e identificar os mecanismos moleculares que facilitem a infeccdo da

mucormicose, como sua patogénese e viruléncia.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 MUCORMICOSE

Os fungos da ordem Mucorales sao encontrados como saprobios comuns em
matéria organica em decomposicéo e no solo. Os géneros envolvidos na maioria das
infeccdes humanas sdo Rhizopus, Mucor e Rhizomucor. Outros organismos
clinicamente relevantes dentro da ordem Mucorales incluem o0s géneros
Actinomucor, Apophysomyces, Cunninghamella, Lichtheimia (anteriormente
chamada Absidia), Saksenaea e Syncephalastrum (BALDIN; IBRAHIM, 2017,
STEINBRINK; MICELI, 2021). As espécies pertencentes a ordem Mucorales
produzem endogenamente esporos assexuados unicelulares (esporangidsporos).
Além disso, as hifas largas, em forma de fita e cenociticas (STEINBRINK; MICELI,
2021; WALTHER; WAGNER; KURZAI, 2019).

Os agentes da mucormicose geralmente sdo angioinvasivos e acometem
individuos imunocomprometidos. A forma clinica mais comum € a rino-0Orbito-
cerebral, que normalmente se origina nos seios paranasais pela inalacado de esporos
fungicos (STEINBRINK; MICELI, 2021). No estagio inicial da doenga os sintomas
consistem em sinusite aguda, febre, dor de cabeca, dor sinusal e congestdo nasal. A
progressdo da doenca, que geralmente é rdpida, resulta na invasédo da o6rbita e do
palato e maior extensdo para o cérebro. A invasédo tecidual pode levar a uma série
de anormalidades clinicas significativas, incluindo perda da visdo, paralisia dos
nervos cranianos e alteragdes no estado mental (BINDER; MAURER; LASS-FLORL,
2014; MATTINGLY; RAMAKRISHNAN, 2016; STEINBRINK; MICELI, 2021).

2.2 MUCORMICOSE E COVID-19

Desde o surgimento da pandemia da COVID-19, foi observado um aumento
abrupto no numero de infec¢des fungicas oportunistas por agentes da mucormicose
sendo que a maioria foi relatada na india (AL-TAWFIQ et al., 2021; MAHALAXMI et
al., 2021; SINGH et al., 2021). A prevaléncia alta em pacientes com COVID-19 é
multifatorial, como DM mal controlado, uso excessivo de corticosteroides e
possivelmente antibioticos e exposicdo ambiental (GANDRA; RAM; LEVITZ, 2021).
Os pacientes com DM e uso prolongado de corticosteroides ficam mais expostos a

infeccdo fungica, por apresentarem uma resposta imune inadequada
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(SEYEDALINAGHI et al., 2022; SHARMA et al., 2022). Além disso, o préprio COVID-
19 inicia uma cadeia de eventos que pode proporcionar aos pacientes infeccoes
fungicas secundarias. Por exemplo, a diminuicdo no numero total de células T,
incluindo os grupos CD4+ e CD8+ em casos graves de COVID-19, causando um
estado imunocomprometido e predisposicdo a mucormicose (SEYEDALINAGHI et
al., 2022).

2.3 TRATAMENTO

O sucesso do tratamento da mucormicose € baseado em uma abordagem
multimodal envolvendo reversdao ou descontinuacdo dos fatores predisponentes
subjacentes. Envolve a administracdo precoce de doses de antifungicos ativos,
remocao completa de todo o tecido infectado e uso de varios terapias adjuvantes
(SKIADA et al., 2018). A anfotericina B lipossomal (AmB-L) € um antifingico da
classe dos polienos utilizado como tratamento de primeira linha contra a
mucormicose. O uso da formulacéo lipidica de anfotericina B apresenta menor
toxicidade, a qual permite tratamento prolongado. Destaca-se que a mortalidade dos
pacientes com doencas fungicas esta associado a escolha do tratamento muitas
vezes tardia (BRUNET; RAMMAERT, 2020; STEINBRINK; MICELI, 2021).

Entre os antifiungicos azélicos, posaconazol e isavuconazol sdo o0s mais
eficazes contra a mucormicose e sdo usados para terapia de reducdo apls a
resposta positiva do tratamento com anfotericina B. Posaconazol e isavuconazol
também sdo recomendados quando ha necessidade de mudanca de esquema de
tratamento e/ou profilaxia. Os agentes da mucormicose sao intrinsecamente
resistentes a outros azois como fluconazol, itraconazol e voriconazol, e as
equinocandinas (BRUNET; RAMMAERT, 2020; RUIZ CAMPS; SALAVERT LLETI,
2018; SKIADA et al., 2018; STEINBRINK; MICELI, 2021).

O desbridamento cirdrgico com remocao do tecido necrético € fundamental no
tratamento da mucormicose e tem demonstrado melhora na sobrevida do paciente
(BRUNET; RAMMAERT, 2020; STEINBRINK; MICELI, 2021).
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2.4 MECANISMOS MOLECULARES
2.4.1 Proteinas de revestimento de esporos (CotH)

As proteinas de revestimento de esporos (CotH) estdo amplamente presentes
no género Mucorales e ausentes em outras espécies de fungos. O CotH atua como
ligante fungico para a proteina 78 regulada por glicose (GRP78) na superficie das
células endoteliais do hospedeiro (BALDIN; IBRAHIM, 2017; GEBREMARIAM et al.,
2014). O GRP78 € uma proteina de choque térmico que geralmente esta localizada
no reticulo endoplasmatico (RE). No entanto, condicbes estressantes induzem a
superexpressdo de GRP78 e sua liberacdo no RE para a superficie celular, onde
pode interagir com proteinas CotH2 e CotH3 (IBRAHIM; ABDELMALEK; ELFIKY,
2019; LIU et al., 2010), como esta demonstrado na Figura 1.

Pacientes com CAD

Cavidade Nasal

Esporos de . ° > 4%
Rhizopus < ‘(,—_"--"’
delemar i
3
Células 2l R
epiteliais Tole adaiedYa

nasais

Receptor de

O .o _células nasais

. .~ GRPT8

Esporos

Rhizopus delemar— % , |,
ligante CotH3 b 1.8

Invasao celular

l

Danos celulares

!

Infecgao rino-orbital-cerebral

Figura 1 - Mecanismo de proteinas de revestimento de esporos (CotH) em pacientes
com CAD (cetoacidose diabética). Fonte: Adaptado de ALQARIHI et al., (2020).

Em estudos de GRP78 foi observado que o bloqueio ou atenuacéo da funcéo
da proteina CotH usando anti-CotH reduziu a invasdo por R. delemar das células
endoteliais in vitro e reduziu a gravidade da doenga em camundongos (BALDIN;
IBRAHIM, 2017; GEBREMARIAM et al., 2014). Em pacientes com mucormicose as

espécies mais comuns identificadas sao Rhizopus spp., Mucor spp. e Lichtheimia
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spp. e contém 3-7 copias do gene CotH. Ja aqueles que causam doenga apenas
ocasionalmente como Apophysomyces spp., Cunninghamella spp., Saksenaea spp.,
e Syncephalastrum spp., contém apenas 1-2 copias do gene CotH (CHIBUCOS et
al., 2016). Esses dados sugerem uma interacdo Unica entre CotH e o receptor
GRP78 e a capacidade de CotH de mediar doengas invasivas. Além disso, parece
gue fungos do género Mucorales que apresentam mais copias de CotH podem

causar doencas mais frequentes (CHIBUCOS et al., 2016).
2.4.2 Captacéao de ferro

O ferro desempenha um papel crucial no ciclo de vida dos fungos
pertencentes ao género Mucorales, sendo que a captacao de ferro € um mecanismo
importante na patogénese da mucormicose. Larcher et al., (2013) demonstraram que
a ferrioxamina é absorvida por R. oryzae através do mecanismo de transporte de
sideroforos. E provavelmente o mecanismo primério de absor¢éo de ferro envolva a
liberacdo de ferro dos sideréforos antes do transporte intracelular (BALDIN;
IBRAHIM, 2017; LARCHER et al., 2013), como esta representado na Figura 2.
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Figura 2 - Mecanismo de captagao de ferro. Fonte: BALDIN; IBRAHIM, (2017).
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Os trabalhos de De Locht et al., (1994) e Liu et al., (2015) demonstram que o
mecanismo de captacdo de ferro pelo qual as espécies de Mucor obtém ferro da
ferrioxamina através do sistema de captacao de redutase/permeasse. Uma vez que
0 crescimento em meio suplementado com ferrioxamina esta associado a alta
atividade redutase, e o uso do quelante ferroso disulfonato de batofenantrolina anula
captacao de ferro e o crescimento em meio com ferrioxamina como Unica fonte de
ferro. Liu et al., (2015) observaram que mutantes de R. delemar com expresséo
atenuada de permeasse de ferro de alta afinidade (FTR1) impediram quase
inteiramente o crescimento do fungo em meio suplementado com ferrioxamina e
mostraram viruléncia reduzida em camundongos que receberam deferoxamina

(IBRAHIM et al., 2010; LIU et al., 2015).
2.4.3 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) regula processos-
chave na biologia celular, incluindo proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacao
durante o desenvolvimento, homeostase e tumorigénese (SCHNEIDER; WOLF,
2009). Além disso, muitos patégenos, incluindo virus, bactérias e fungos,
aparentemente desenvolveram a capacidade de utilizar a sinalizacdo de EGFR para
entrar nas células hospedeiras, e os mecanismos de ativacdo de EGFR variam entre
esses microrganismos patogénicos (HO et al., 2017; WATKINS et al., 2018).

Watkins et al. (2018) forneceram evidéncias de que a via de EGFR ¢é ativada
por R. delemar e outras espécies de Mucorales, o0 que induz a captacdo de fungos
pelas células epiteliais das vias aéreas. Também observaram que a utilizacdo de
gefitinibe, inibidor de EGFR, pode aumentar significativamente a sobrevida de
camundongos e reduzir a carga fungica tecidual dos oOrgaos-alvos, como esta

representado na Figura 3.
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Figura 3 - Mecanismo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).
Fonte: Adaptado de ALQARIHI et al., (2020).

2.4.4 Epimutagao

A epimutacdo em fungos patogénicos esta emergindo como um novo
fendbmeno que pode explicar o rapido desenvolvimento da resisténcia a drogas
antifingicas. Essas epimutacdes sdo causadas por mecanismos de interferéncia de
RNA (RNAIi) que silenciam temporariamente genes especificos para superar a
inibicAo do crescimento causada por compostos antifUngicos e gerar cepas
epimutantes que sejam resistentes a drogas (CALO et al., 2014; CHANG et al.,
2019). A espécie M. circinelloides exerce um controle em duas vias de RNAi sendo
uma candnica e a outra de degradagdo de RNAI, na qual interagem para produzir
epimutantes (PEREZ-ARQUES et al., 2020).

A via canlnica requer a participacdo de pelo menos uma proteina Dicer e
uma proteina Argonauta (Ago) para a producdo de pequenos RNAs nédo-
codificadores (SRNAs). Enquanto que a nova via € considerada uma via de RNAI
nao canodnica (NCRIP) porque depende de RNA polimerase dependente de RNA
(RdARP) e uma ribonuclease tipo Ill chamada R3B2 para degradar os transcritos
alvos (LAX et al., 2020; PEREZ-ARQUES et al., 2020), como esta representado na
Figura 4.
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3 METODOLOGIA

Foi realizada uma reviséo de literatura das bases de dados Scopus (SciVerse
Scopus), PubMed (Public Medicine), Lilacs (Literatura Latino-Americana e do Caribe
em Ciéncias da Saude) e Google Académico. As palavras-chaves utilizadas foram:
“mucormicose”, “mecanismos”, “CotH”, “GRP78”, “ferro”, “EGFR”, “epimutacdo” e
suas combinacdes.

Como critério de inclusédo dos artigos cientificos, foram incluidas bibliografias
os ultimos 10 anos (2012 — 2022), nos idiomas portugués, inglés e espanhol e
excluidas as referéncias que nédo tiveram relagdo direta com o tema proposto.

Apoés a realizacdo da busca, as referéncias bibliograficas foram resumidas e
organizadas de forma apresentarem: amostra utilizada, a intervencao realizada, a
comparacao e os resultados obtidos. Os dados encontrados foram analisados e

apresentados em figuras e tabelas.
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4 RESULTADOS

Na pesquisa inicial realizada nas bases de dados foram encontrados 528
artigos. Apos a leitura do titulo e resumo foram excluidos 471 artigos por ndo terem
relacdo com o tema do trabalho, permanecendo 57 artigos que foram selecionados
para serem lidos na integra. Apos a leitura dos remanescentes, 47 foram excluidos
por ndo analisarem 0s mecanismos moleculares e seus possiveis alvos de
tratamentos. Sendo assim, 14 artigos permaneceram e foram incluidos na revisao,

como mostra a Figura 5.
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Figura 5 - Diagrama de blocos com as etapas para a sele¢éao dos artigos.

Com base nos dados da Tabela 1, os resultados demonstram que 35,71%
das amostras dos estudos foram compostas por R. delemar como organismo do
estudo, 35,71% por R. oryzae, 21,43% por Mucor circinelloides e 7,15% por R.

arrhizus.



Tabela 1 - Resumo dos estudos utilizados na revisao
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Autores

Populacéo
estudada

Intervencao

Comparacéo
realizada

Desfecho do estudo

LARCHER et al., 2013

GEBREMARIAM et al., 2014

LIU et al., 2015

SHIRAZI; KONTOYIANNIS;
IBRAHIM, 2015

GEBREMARIAM et al., 2016

R. arrhizus

R. oryzae

R. oryzae

R. oryzae

R. oryzae em
modelo murino

Analisar a producéo de siderdéforos,
investigar a absorgéo deferoxamina
B por R. arrhizus e testar a
capacidade de internalizar o
ferrisider6foro usando um derivado
fluorescente de deferoxamina B

Identificar a proteina da superficie
celular fungica que se liga ao
GRP78 e seu papel na patogénese
da mucormicose

Identificar a proteina da superficie
celular fangica que se liga a
ferrioxamina e seu papel na
patogénese da mucormicose

Privacdo de ferro leva a apoptose
aumentada em R. oryzae com
capacidade reduzida de adquirir
ferro devido a inibicdo da
expressdo de FTR1

Investigar os efeitos da acidose
induzida por B-hidroxibutirato
(induzida por BHB) tanto no
hospedeiro quanto no fungo

R. arrhizus x
cepas
mucorales

R. oryzae x S.
cerevisiae

WT x mutante

WT X mutante

Controle x
tratados BHB

O quelante de ferro fluorescente pode ser
considerado um modelo adequado para
vetorizagdo de agentes radioativos, toxicos ou
antifangicos na célula fangica

CotH3 e CotH2 funcionam como invasinas que
interagem com a célula hospedeira GRP78 para
mediar interacdes patogénicas entre células
hospedeiras

Identificaram as proteinas Fobl e Fob2 como
receptores de ferrioxamina em R. oryzae,
facilitando assim a captacao de ferro flingico
deste xenosideréforo através da via
redutase/permease de ferro de alta afinidade

Letalidade da deplecéo de ferro em R. oryzae €,
pelo menos parcialmente, impulsionada por
apoptose dependente de metacaspase

Mostram que camundongos tratados com BHB
aumentaram a expressao de GRP78 em todos
os orgdos-alvo, incluindo seios da face, pulmdes
e cérebro

Continuacao.
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Autores Populagdo Intervencao Comp.aragao Desfecho do estudo
estudada realizada
Determinar se as estatinas tém Controle x A exposicdo de R. oryzae a estatinas em
BELLANGER et al., 2016 R. oryzae efeitos pleiotropicos em B - oryzae diferentes ¢ qn'cgr.]tragole; abaixo de suas co ”Ce'.‘”aSOQ.S
gue pode afetar a viruléncia da drogas inibitérias minimas (MIC) diminuiu a viruléncia
infeccéo 9 tanto in vitro quanto in vivo
R. delemar em Identificar um papel essencial dos RhiZooUS X Mostrou como anormalidades no metabolismo
ANDRIANAKI et al., 2018 um modelo macréfagos durante a interacao As erpillus do ferro levam ao desenvolvimento de
murino in vivo hospedeiro-Rhizopus Perg imunodeficiéncia
Investigar a viabilidade do uso de _ Genes CotH forqm biomarcadores adequados
CotH como alvos para diagnéstico Rhizopus x para o desenvolvimento de um teste d_e PCR. A
BALDIN et al., 2018 R delemar . cepas ampliacdo do DNA CotH da urina 1 dia apds a
precoce de mucormicose usando . < Py " >
mucorales infeccdo também é uma caracteristica desejavel

WATKINS et al., 2018

CHANG; HEITMAN, 2019

GEBREMARIAM et al., 2019

R. delemar em
um modelo
murino in vivo

M. circinelloides

em um modelo
murino

R. delemar em
modelo murino

dois modelos de camundongos

Evidéncias de que a via do receptor

do fator de crescimento epidérmico

(EGFR) é ativada por R. delemar e
outras infec¢Bes por Mucorales

Empregar um modelo murino
intravenoso sistémico de infeccéo
por Mucor para elucidar o impacto

potencial da epimutacgéo in vivo

Desenvolver anticorpos contra
regides peptidicas de CotH3 e
avaliar o potencial uso da
imunoterapia passiva contra
Mucorales em camundongos

R. delemar x
cepas
mucorales

WT x cepas
resistentes

Controle x
tratados com
anticorpos

do ensaio

Tratamento com gefitinibe aumentou
significativamente a sobrevida de camundongos
e reduziu a carga flngica tecidual dos 6rgaos-
alvo

Epimutacdes que afetam a resisténcia
antifingica podem ser induzidas e revertidas ao
longo da infeccéo in vivo de M. circinelloides,
com efeitos aumentados no cérebro

O mecanismo de acéo desses anticorpos incluiu
a prevencao da invasdo, aumento do
recrutamento de fagdcitos e aumentou a
depuracdo flngica via opsonofagocitose
aumentada

Continuagao.
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Autores

Populacéo
estudada

Intervencao

Comparacéo
realizada

Desfecho do estudo

VELLANKI et al., 2020

ALQARIHI et al., 2020

PEREZ-ARQUES et al.,
2020

M. circinelloides

R. delemar

M. circinelloides
em um modelo
murino

Isolar mutantes que ndo empregam
0S mecanismos conhecidos de
resisténcia aos inibidores da
calcineurina

Ligantes de Mucorales reconhecem
os receptores do hospedeiro Gnicos
para os tipos de células individuais
e que essa interacgao ligante-
receptor do hospedeiro é
aumentada por fatores do
hospedeiro

Andlise funcional detalhada da via
NCRIP, abordando os papéis
funcionais que ela pode
desempenhar na biologia e
patogénese dos fungos

WT X mutante

R. delemar x
cepas

WT X mutante

Identificado um novo mecanismo onde
mutacdes de perda de funcdo no gene bycA
conferem resisténcia contra inibidores de
calcineurina

Interacdo especifica entre a célula epitelial nasal
GRP78 e o fungo CotH3, resulta na captura de
esporos inalados na cavidade nasal. Em
contraste, a mucormicose pulmonar € iniciada
pela interacéo de esporos inalados expressando
CotH7 com o receptor de integrina o331, que
ativa o EGFR para induzir a invaséo fungica das
células hospedeiras

Revelou uma fun¢éo notavel do NCRIP na
regulacdo negativa da resposta genética
eliciada durante a fagocitose, sugerindo um
papel essencial para esta via nas interacdes
hospedeiro-patégeno
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Os artigos selecionados relataram mecanismos moleculares envolvidos na
viruléncia da mucormicose que poderiam ser possiveis alvos para tratamentos.
Também foi observado que na maioria dos trabalhos a comparacao foi entre uma
cepa selvagem e cepas mutantes.

De acordo com os achados da literatura, os resultados obtidos nos estudos
demonstram gue os mecanismos moleculares que estdo envolvidos na viruléncia da
mucormicose, como CotH, captacdo de ferro, receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e epimutacdo, podem ser possiveis alvos para futuras terapias

contra a mucormicose.



24

5 DISCUSSAO

Os artigos encontrados evidenciaram que mecanismos moleculares
envolvidos na viruléncia da ordem Mucorales podem ser possiveis alvos de futuras
terapias contra a mucormicose. Os resultados obtidos por Algarihi et al. (2020) véo
de encontro aos achados de Gebremariam et al. (2014), ambos demonstrando que
0os homologos da proteina de revestimento dos esporos (CotH) se apresentaram
como um dos mecanismos mais promissores para 0 desenvolvimento de estratégias
imunoterapéuticas e diagnostico contra a mucormicose. Os dados indicam que
CotH3 e CotH2 funcionam como invasinas interagindo com a proteina GRP78 e
medindo as interacdes patogénicas entre as células.

Baldin et al. (2018) realizaram a amplificacdo de CotH por PCR a partir de
amostras de urina de pacientes com mucormicose. Primers foram projetados para
varias regides altamente conservadas e foram testados para estabelecer sua
especificidade usando DNA gendmico (gDNA) extraido de diferentes culturas de
espécies da ordem Mucorales. Sendo, entdo, um alvo promissor para 0
desenvolvimento de um método confiavel, sensivel e simples de diagnostico precoce
de mucormicose. Uma vez que o diagndstico atual de mucormicose, depende da
cultura histopatolégica, do exame anatomopatoldgico e lavado broncoalveolar (LBA),
s6 podendo ser definidos em um estagio mais avancado da doenca, dificultando o
inicio do tratamento (BALDIN et al., 2018).

Em 2016, Gebremariam et al. idealizaram um modelo que visa explicar a
suscetibilidade dos casos de pacientes com cetoacidose diabética (CAD) para a
infecg@o por espécies causadoras da mucormicose. O ferro livre elevado, glicose e
B-hidroxibutirato (BHB) promoveram o crescimento fangico, atenuando o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e aumentando a expressdo de GRP78 e
CotH, o que resultou na disseminacdo da doenca. Observaram que camundongos
gue receberam BHB desenvolveram acidose clinica e tornaram-se altamente
suscetiveis as espécies causadoras de mucormicose, enquanto o bicarbonato de
soédio reverteu o pH éacido para a neutralidade, bloqueando a capacidade das
espécies causadoras da mucormicose de invadir as células endoteliais. No entanto,
o BHB também prejudicou indiretamente a capacidade da transferrina de quelar o
ferro, e a quelacdo do ferro combinado com o bicarbonato de sédio protege

completamente as células endoteliais da invasdo e dano por Rhizopus spp. Esses
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achados esclarecem a patogénese da mucormicose durante a cetoacidose e
ressaltam a importancia do controle do metabolismo da acidose para prevenir e
controlar essa infeccdo. Gebremariam et. al. (2019) sintetizaram anticorpos
policlonais e monoclonais contra regides peptidicas de CotH3. Os anticorpos
policlonais protegeram camundongos com cetoacidose diabética (CAD) e
neutropénicos infectados com fungos das espécies causadoras da mucormicose em
comparacao ao controle. Essa protecdo também foi observada nos camundongos
tratados com anticorpos monoclonais, atuando também sinergicamente com drogas
antifingicas na protecdo de camundongos com CAD infectados com R. delemar.
Esses achados identificaram os anticorpos anti-CotH3 como uma op¢éo promissora
de imunoterapia adjuvante contra a mucormicose.

Bellanger et. al. em 2016 verificaram que a exposicdo de R. oryzae a
estatinas em concentragdes abaixo de suas concentragdes inibitdrias minimas (MIC)
causou uma diminuicdo da viruléncia tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, induziu
a fragmentacdo do DNA e atenuou o dano de células endoteliais independentemente
da expressdo de GRP78 e CotH. Esses resultados demonstram o potencial do uso
de estatinas como uma terapia adjuvante para mucormicose, em combinacdo com
antifingicos convencionais. Porém, sdo necessarios estudos mais aprofundados.

Em 2013, Larcher et. al. utilizaram um derivado fluorescente da deferoxamina
B e demonstraram por microscopia de fluorescéncia a entrada de sider6foros em
células fangicas, indicando assim um mecanismo vaivém envolvendo a absor¢éo de
todo o complexo sideroforo-ion na célula. Desta forma, o quelante de ferro
fluorescente pode ser considerado um modelo adequado para vetorizacdo de
agentes radioativos, toxicos ou antifungicos na célula fangica. Liu et. al. (2015),
verificaram que as proteinas da superficie celular de ligacdo de ferrioxamina (Fob)
(nomeadamente Fobl e Fob2) sdo receptores fungicos de ferrioxamina. Esse
mecanismo facilita a captacdo de ferro fungico do sideréforo rico em ferro ao
receptor através da via redutase/permease de ferro de alta afinidade. Shirazi et. al.
(2015), investigaram a ativacdo e execucao da apoptose de R. oryzae sob condicao
de caréncia de ferro, como resultado obtiveram que a auséncia de ferro induz uma
via dependente de metacaspase que leva a apoptose. Além disso, identificaram o
ferro como um componente chave para prevenir a apoptose. Andrianaki et. al.
(2018), observaram que mecanismos moleculares persistem dentro de macrofagos

atraveés da interrupcdo de maturacdo do fagossomo induzida pela melanina, além de
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identificarem que a imunidade nutricional via restricdo de ferro inibe o crescimento
do fungo. Isso fornece uma ligacdo entre a homeostase do ferro dentro dos
macrofagos e as respostas imunes as espécies causadoras da mucormicose.

Chang e Heitman em 2019 estudaram a resisténcia a droga baseada em
epimutacdo utilizando tacrolimus, imunossupressor da classe de inibidores de
calcineurina. Os autores observaram que a epimutacao pode ser induzida e revertida
ao longo da infeccdo in vivo de M. circinelloides, com efeitos aumentados no
cérebro, sugerindo que a rapida mudanca de estados epigenéticos possam permitir
adaptacado aos diferentes ambientes em que as espécies de Mucor podem ser
encontradas. Vellanki et. al. (2020) identificaram um novo mecanismo, no qual as
mutacbes da perda do gene bycA conferem resisténcia aos inibidores de
calcineurina que é alcancada através da regulacdo da atividade da proteina quinase
A. Pérez-Arques et. al. (2020) estudaram uma via de RNAi ndo canonica (NCRIP)
que interage com RNAIi epimutacional. Os resultados demonstraram uma complexa
rede génica regulada pela via NCRIP que reprime alvos-chave durante o
crescimento fungico. Analises transcriptomicas revelaram ainda que o NCRIP regula
genes necessarios para enfrentar ambientes estressantes, como a fagocitose por
macrofagos, essencial para a viruléncia. Além disso, NCRIP interage com a via
candnica de RNAI protegendo a estabilidade do genoma, controlando a mobilizacéo
de transposons ou mediando a geracdo de epimutantes.

Em contrapartida, os resultados obtidos por Watkins et. al. (2018), quando
utilizaram como tratamento gefitinibe, um inibidor de EGFR, aumentou
significativamente de camundongos infectados com o fungo R. delemar. O inibidor
reduziu a carga fungica e inibiu a sinalizacdo do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), apresentando potencial como uma nova abordagem para o
tratamento contra a mucormicose através do reaproveitamento de farmaco ja

aprovado pela FDA.
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6 CONCLUSAO

Foi realizada uma revisdo da literatura sobre o tema “mecanismos
moleculares envolvidos nas infec¢gdes fungicas por agente da mucormicose e 0S
possiveis alvos de tratamento”. Por ser uma infeccdo rara, foram encontrados
poucos artigos que estudaram os mecanismos envolvidos nessa doenca. Apesar do
baixo numero de artigos, nossos resultados mostraram que a diminuicdo da
expressao de CotH, a auséncia de ferro que induz uma via de metacaspase levando
o fungo a apoptose, e a utilizacdo de um inibidor EGFR capaz de reduzir a carga
fungica, podem ser utilizados como base para o desenvolvimento de possiveis novas
estratégias e/ou terapias que possam utilizar esses mecanismos como metodologias
para futuras aplicacdes clinicas. Neste contexto, avaliamos que o mecanismo CotH é
0 que vem se apresentando como um forte candidato para uma nova estratégia no

tratamento de infeccao por fungos causadores de mucormicose.
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