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“Faca o que puder, com o que tiver, onde estiver”

Theodore Roosevelt

"A educacdo faz um povo facil de ser liderado, mas dificil de ser dirigido; facil de ser

governado, mas impossivel de ser escravizado."

Henry Peter

"Tudo tem seu tempo e até certas manifestacdes mais vigorosas e originais entram em voga

ou saem de moda. Mas a sabedoria tem uma vantagem: é eterna."”

Baltasar Gracian

"A educacdo é aquilo que permanece depois que tudo o que aprendemos foi esquecido."

Burrhus Frederic Skinner

"E melhor tentar e falhar, que preocupar-se e ver a vida passar; é melhor tentar, ainda que em
vao, que sentar-se fazendo nada até o final. Eu prefiro na chuva caminhar,
que em dias tristes em casa me esconder. Prefiro ser feliz, embora louco, que em

conformidade viver..."

Martin Luther King
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O Poeta

Ser poeta ndo é uma ambicéo minha.
E a minha maneira de estar sozinho.
O poeta € um fingidor.

Finge tdo completamente
Que chega a fingir que é dor
A dor que deveras sente.

E os que 1éem o que escreve,
Na dor lida sentem bem,
N&o as duas que ele teve,

Mas s0 a que eles ndo tém.

Quanto mais fundamente penso, mais
Profundamente me descompreendo.
O saber € a inconsciéncia de ignorar...

Temos, todos que vivemos,
Uma vida que é vivida
E outra vida que é pensada,
E a Unica vida que temos
E essa que é dividida
Entre a verdadeira e a errada.

O mais que isto
E Jesus Cristo,
Que ndo sabia nada de finangas
Nem consta que tivesse biblioteca...

Jesus Cristo... E eu sinto que em meu gesto existe o teu gesto e em minha voz a tua voz.

Deus quer, o homem sonha, a obra nasce.

(Adaptacbes — Fernando Pessoa)
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Dedico este trabalho as pessoas mais importantes da minha vida...
O Deus, pelo grandioso Dom da Vida, fonte inesgotavel de forca e sabedoria.

A minha mae,

Mulher batalhadora, que sempre lutou pela boa educacdo dos seus filhos. Além do seu
papel de mée, exerceu o de pai, sempre que precisdvamos. Nunca podia estar cansada e nem
triste, porque sempre depois da dura jornada de trabalho, tinha sua fun¢do mais importante
nessa vida, a educacdo dos seus dois filhos. Mae rigida e exigente, cobrando sempre o que
existia de melhor em mim, mas sempre com amor incondicional. Sempre foi o alicerce do lar,

com dignidade, ética, muita forca de vontade, competéncia, inteligéncia, fé e muito amor.

Mée, obrigado pelo amor, carinho, dedicacdo e confianca em mim depositados e por
colocar todos os meus planos acima dos seus, exemplo de vida, determinacdo e fé. Fonte

constante de alegria e parceria para eu continuar caminhando.

“O amor de mée é o combustivel que lhe permite a um ser humano fazer o impossivel”
(Marion C. Garretty)

Ao meu pai e a0 meu irmdo (menino com grande potencial), meus grandes e
verdadeiros amigos. Meu Pai, homem de grande inteligéncia, conhecedor das coisas da vida
que nao se aprende nos livros, cuja propria postura diante da vida € meu maior exemplo dos
verdadeiros valores que engradecem o homem, pois respeita as pessoas independentemente de
raca, cor ou religido. Obrigado por valorizar e reforgar todos os dias a importancia da
educacao na vida do ser humano, obrigado por todo apoio, mesmo compreendendo, porém,

ndo entendendo até hoje porque seu filho escolheu ser bidlogo.

Aos meus familiares, obrigado pelas palavras de incentivo. Em especial a minha tia
lolete Ribeiro, que sempre vibra e acha seu sobrinho 0 maximo, o que na verdade faz um bem
danado, nos momentos de desanimo. A minhas tias Domingas e Gloria, por todo apoio na area
da educagc&o. E claro nfo podia deixar de agradecer a pessoa que mais “pega no meu pé”, mas

que na verdade morre de orgulho do sobrinho, tia Elziene, obrigado.
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Dedicatoria Especial

A minha avd-méae (Dona Joana Pereira) in memoriam, que participou tio ativamente da
minha educagdo, com broncas e muitos conselhos. Digna e forte, a vocé grande mulher,
mulher de coragem sem fim, que lutou tanto nessa vida para que sua familia tivesse o melhor.
E Dona Joana, quantas saudades das suas historias contadas no seu sofa nos dias de domingo,
as vezes até repetitivas, mas eram sempre interessantes de escutar, saudades dos seus versos e

da sua fé.

Obrigado por sempre ter acreditado e apostado em mim e vibrar por cada conquista
minha, mesmo sem entender nada do que o seu neto fazia. Apoiava tudo sem esperar nada em

troca, simplesmente pelo amor ao seu neto.

V0 Joana, como ja diziam 0s versos, eu tenho tanto pra te falar, mas com palavras eu
ndo sei dizer como é grande 0 meu amor por vocé e nem tenho palavras para expressar

tamanha gratid&o.

“O Senhor € 0 meu pastor; nada me faltara. Deitar-me faz em pastos verdejantes; guia-
me mansamente a aguas tranquilas. Refrigera a minha alma; guia-me nas veredas da
justica por amor do seu nome. Ainda que eu ande pelo vale da sombra da morte, ndo
temerei mal algum, porque tu estds comigo; a tua vara e o teu cajado me consolam.
Preparas uma mesa perante mim na presenca dos meus inimigos; unges com 6leo a
minha cabeca, o meu calice transborda. Certamente que a bondade e a misericordia
me seguirdo todos os dias da minha vida, e habitarei na casa do Senhor por longos

dias” Salmo 23.

Descanse em paz mae querida, adoravel vd, grande amiga. Sei que a nossa separacao €
apenas temporaria. Agora mais do que nunca, pode estar certa, estaremos unidos de verdade.
Continue rezando por nés e abencoando a nossa vida. Eu lhe dedico mais esta minha

conquista.

vii
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integrar em seu grupo de pesquisa e prosseguir meus estudos. Ter sido seu aluno de iniciagcéo
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guando as condicdes oferecidas ndo sdo adequadas, pelo seu exemplo de competéncia e
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publicacdes, o suporte financeiro recebido. Vocé sempre terd minha admiracdo e 0 meu

respeito.

A Dra. Monica Santiago Barbosa e ao Dr. Alexandre Melo Baildo, ou simplesmente,
meus amigos Moc e Betdo. Vocés estdo entre as melhores pessoas que conheci nesses vinte e
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Resumo

O fungo Paracoccidioides brasiliensis € um patégeno humano com ampla distribuicdo na
América Latina. O fungo causa a paracoccidioidomicose quando propagulos da fase miceliana
atingem os pulmdes do hospedeiro. O sucesso da infeccdo depende da aquisicdo de
micronutrientes essenciais como o cobre, o qual é requerido como cofator por uma
diversidade de enzimas importantes em processos biolégicos essenciais, tais como:
respiracdo, crescimento e aquisicdo de ferro. Estudos prévios, do Laboratorio de Biologia
Molecular, demonstraram que um transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) é uma
molécula altamente expressa e provavelmente necessaria para o estabelecimento da infeccdo
por P. brasiliensis. No presente estudo foram isoladas e caracterizadas as sequéncias
gendmica e do cDNA que codificam para PbCTR3 de P. brasiliensis. O cDNA apresentou
582 pares de bases e codifica para uma proteina com 193 aminoacidos, massa molecular
predita de 21,5 kDa e pl de 8.6. A seqiiéncia gendmica apresenta quatro exons interrompidos
por trés introns. Andlises in silico foram realizadas no banco de dados do genoma estrutural
de P. brasiliensis (http:www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/
MultiHome.html), onde genes envolvidos na manutencdo da homeostase de cobre foram
identificados e as seqiiéncias utilizadas para a elaboracdo de um modelo de fatores envolvidos
na manutencdo da homeostase de cobre por P.brasiliensis. O comportamento transcricional do
gene Pbctr3 e de genes envolvidos na manuten¢do da homeostase de cobre foram analisados
durante a exposicao de células leveduriformes de P. brasiliensis em condicGes de deplecéo de
cobre e ferro por qRT-PCR em tempo real. Foi demonstrada uma alteracdo significativa no
nivel de transcri¢cdo dos genes na auséncia de cobre, assim como na auséncia combinada dos
dois metais. gRT-PCR em tempo real foi utilizado para analisar a expressao de Pbctr3 e de
Pbcrp (que codifica uma proteina responsiva ao cobre) em células leveduriformes de P.
brasiliensis derivadas de pulmao e baco infectados, em diferentes tempos. A expressdo de
Pbctr3 e Pbcrp foi super-regulada durante a infeccdo experimental. Tomados em conjunto,
esses dados sugerem a importancia de Pbctr3 e do sistema de absor¢éo cobre/ ferro durante o

processo infeccioso.

Palavras chave: cobre, Paracoccidioides brasiliensis, expresséo génica e infec¢do
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Abstract

The fungus Paracoccidioides brasiliensis is a human pathogen with a wide distribution in
Latin America. The fungus causes paracoccidioidomycosis when mycelia reachs the lungs.
The success of the infection depends on the acquisition of essential micronutrients such as
copper, which is required as cofactor for a variety of enzymes important in biological in
several processes, such as respiration, growth and acquisition of iron. Previous studies, of the
Laboratory of Molecular Biology showed that a high affinity copper transporter (PbCTR3) is
a molecule highly expressed and probably necessary for the infection establishment of by P.
brasiliensis. In the present study were isolated and characterized the genomic and cDNA
sequences encoding for PbCTR3 of P. brasiliensis. The cDNA presented 582 base pairs and
encodes for a protein with 193 amino acids, predicted molecular mass of 21.5 kDa and pl of
8.6. The genomic sequence has four exons interrupted by three introns. In silico analysis was
performed on the database of the structural genome of P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensisMultiHome.html)
, Where genes involved in maintaining the homeostasis of copper have been identified and
used to design of a model of copper homeostasis in P. brasiliensis. The transcriptional
behavior of Pbctr3 and genes involved in copper homeostasis were examined during exposure
of yeast cells of P. brasiliensis to copper and iron depletion conditions, by real time gRT-
PCR. It was demonstrated a significant change in transcription lovel those of genes in the
absence of copper, as well as in the combined absence of both metals. qRT-PCR was used to
analyze the expression of Pbctr3 and Pbcrp (which encodes a protein responsive to copper)
in yeast cells of P. brasiliensis derived from infected lungs and spleen at different time points
of infection. The expression of Pbctr3 and Pbcrp was super-regulated during experimental
infection. Taken together, these data suggest the importance of PbCtr3 and of absorbing

copper / iron during the infectious process.

Key words: copper, Paracoccidioides brasiliensis, gene expression and infection
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| — Introducéo

I. 1 - Biologia e aspectos gerais do fungo Paracoccidioides brasiliensis

Os fungos sdo caracterizados por serem agentes comuns em todo ecossistema, onde
sdo organismos de vida livre e saprobiotica, desempenhando um papel fundamental ao ser um
dos constituintes da base de cadeias e teias alimentares, fazendo a decomposicdo da matéria
organica. Estes microrganismos possuem um importante papel na saide dos animais,
causando desde micoses classificadas como cutianeas até micoses sistémicas (Murray et al.

2004; Schaechter et al. 2002).

Embora existam aproximadamente 100.000 espécies flingicas, apenas um pequeno
grupo causa micose sistémica humana (San-Blas & Nifio-Vega, 2004). Os fungos dimoérficos
sdo responsaveis pela maior parte das infecgdes fungicas sistémicas de humanos e outros
mamiferos. O processo da doenga ¢ marcado pela conversdo do fungo de uma forma
infecciosa ndo patogénica, presente no ambiente, para uma forma patogénica,
morfologicamente distinta, no tecido. Conidios ou fragmentos dispersos no solo ¢ a forma
infecciosa primaria desses agentes, atingindo o hospedeiro pela via respiratoria e apds a
inalagdo, rapidamente convertem-se a forma leveduriforme. A infec¢do pode resultar desde
uma micose pulmonar contida ou assintomatica at¢ doenga fatal (Rappleye & Goldman,

2006).

Os organismos causadores de micoses sistémicas humanas sdo inerentemente
virulentos, como ¢ o caso do fungo Paracoccidioides brasiliensis, patdbgeno humano agente
etiolégico da Paracoccidioidomicose (PCM) (Lutz, 1908). A forma infectiva, miceliana ¢

encontrada em condi¢des saprobidticas no ambiente, ou quando cultivada em temperaturas
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inferiores a 28°C (Brumer et al., 1993). A forma miceliana do fungo ¢ caracterizada por
micélios septados com conidios terminais ou intercalares. A forma leveduriforme parasitaria
se desenvolve nos tecidos infectados ou quando cultivada in vitro a 36°C, sendo caracterizada
por apresentar brotamentos multiplos originados por evaginacdes da célula-mae, onde uma
célula central grande ¢ circundada por células periféricas menores, apresentando um aspecto
de roda de leme de navio, o que caracteriza a presenca de P. brasiliensis em materiais

bioldgicos (Queiroz-Telles, 1994; Restrepo-Moreno, 2003).

P. brasiliensis ¢ um fungo caracterizado por apresentar dimorfismo térmico, aspecto
importante como mecanismo de viruléncia e de patogenicidade. A transicdo entre as
morfologias de micélio e levedura constitui-se em uma etapa essencial para o sucesso no
estabelecimento da infec¢do e para a fase inicial da interagdo do fungo com o hospedeiro
(San-Blas et al., 1987). Um dos estimulos ambientais mais notdrios no dimorfismo do P.
brasiliensis ¢ a temperatura. O fungo se apresenta como micélio a 22°C-25°C e como
levedura a 35°C-37°C ( Brumer et al., 1993). Além da temperatura, fatores nutricionais
também podem interferir no processo dimorfico do patégeno. A adicdo de soro fetal bovino
tanto a meio de cultura complexo quanto a meio quimicamente definido permitiu preservar a

expressdo fenotipica de leveduras, a 25° C (Villar et al., 1988).

Um dos aspectos da relagdo entre o parasita e o hospedeiro ¢ o efeito de hormonios no
dimorfismo do fungo. A alta incidéncia de PCM em adultos masculinos sugere que fatores
hormonais possam desempenhar papel na patogénese da doenga (Sano et al., 1999). Estudos
mostraram que o hormodnio 17-B-estradiol ¢ capaz de inibir a transi¢ado de micélio para
levedura de maneira dose-dependente, in vitro (Restrepo, 1985), e in vivo (Sano et al., 1999).

Aristizabal et al., (2002) observaram, in Vvivo, a participagdo do hormoénio feminino na
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resisténcia de fémeas de rato ao desenvolvimento inicial da PCM. Andlises transcricionais
(Felipe et al., 2005) descreveram um gene preferencialmente expresso na fase leveduriforme
de P. brasiliensis que potencialmente codifica uma proteina de ligagdo ao 17-B-estradiol,
previamente caracterizada (Loose et al., 1983). A EBP (“Estradiol Binding Protein’) possui
interacdo seletiva a estrogénios ligando-se ao estradiol no citoplasma (Clemons et al., 1989;
Loose et al., 1983). Acredita-se que a interagdo do horménio 17-B-estradiol com a EBP
citoplasmatica iniba a transi¢do de micélio para levedura, explicando a baixa incidéncia da

PCM em mulheres.

O perfil transcricional de P. brasiliensis durante a diferenciagdo morfologica de
micélio para levedura foi avaliado por Bastos et al. (2007). Varios transcritos potencialmente
relacionados com a sintese de membrana e parede celulares mostraram-se aumentados durante
a diferenciacdo celular de micélio para levedura, apds 22 horas de indugdo da transicdo,
sugerindo que P. brasiliensis priorize o remodelamento da membrana e de parede celulares
nos estagios iniciais da morfogénese. Neste estudo, genes envolvidos na via de assimilagdo do
enxofre como a sulfito redutase, mostraram-se super expressos durante a transi¢ao, sugerindo
o envolvimento do metabolismo do enxofre durante o processo de diferenciacdo em P.
brasiliensis. Durante a transi¢do dimorfica também foi verificada a presenga de enzimas que
participam do ciclo do glioxalato, como isocitrato liase, malato desidrogenase, citrato sintase
e aconitase. A presenca destes transcritos durante a diferenciagdo indica que esta via ¢
funcional durante esse processo. Também foram identificados genes envolvidos em vias de
transducdo de sinal tais como MAPK, serina/treonina quinase e histidina quinase, sugerindo
que a transi¢do morfologica em P. brasiliensis ¢ mediada por vias de transdug@o de sinal que

controlam a adaptacdo ao ambiente para a sobrevivéncia do fungo dentro do hospedeiro.
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Estudos filogenéticos moleculares em fungos vém sendo focados particularmente no RNA
ribossomal (rRNA) e no DNA ribossomal (rDNA), sendo importantes ferramentas na
distingdo de espécies (James et al., 1996). A comparagao filogenética de dermatéfitos e de
fungos dimorficos baseados na subunidade ribossomal 18S, classificou P. brasiliensis, mais
precisamente, como pertencente ao filo Ascomycota, a ordem Onygenales e a familia
Onygenaceae, juntamente com Blastomyces dermattidis ¢ Histoplasma capsulatum (Leclerc et
al., 1994; Bialek et al., 2000). Atualmente com base em estudos de filogenia molecular, P.
brasiliensis ¢ descrito como pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, subdivisdo
Euascomycotina, classe Plectomyceto, subclasse Euascomycetidae, ordem Onygenales,
familia Onygenaceae, subfamilia Onygenaceae Anamorficos, género Paracoccidioides,
espécie Paracoccidioides brasiliensis (San-Blas et al., 2002). Trés espécies filogenéticas de
P. brasiliensis S1, PS2 e PS3 foram identificados, através de dados de polimorfismo genético.
A espécie filogenética PS3 encontra-se restrita a Colombia, enquanto S1, que tem como
representante o Pb18, distribui-se no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru ¢ Venezuela. Isolados
da espécie PS2 foram também encontrados no Brasil e Venezuela. Todas a trés espécies foram
capazes de induzir a doenga em hospedeiros humanos e animais; entretanto uma menor

viruléncia tem sido verificada nas espécies PS2 (Matute et al., 2006).

Ainda com o objetivo de se estabelecer relagdes filogenéticas entre isolados de P.
brasiliensis, analises foram realizadas com base na comparagdo de seqiiéncias de regides
codantes, ndo codantes e seqiiéncias espagadoras internas - ITS (internally transcribed
sequence) de 21 isolados. Todos os isolados analisados se agruparam nos trés grupos
filogenéticos anteriormente descritos. O isolado Pb01, apresentou-se filogeneticamente

distinto dos outros isolados analisados, agrupando-se apenas com o isolado IFM 54648,
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obtido de um paciente do estado do Parand/Brasil. Os resultados obtidos sugerem a
possibilidade de ocorréncia de mais de trés espécies filogenéticas em P. brasiliensis. Os
isolados Pb01 e IFM 54648 apresentam-se gencticamente separados dos outros isolados por
um longo periodo de tempo, sugerindo que os mesmos possam constituir uma nova espécie do
género Paracoccidioides (Carrero et al., 2008).

O nicho ecoldgico do P. brasiliensis ainda nao estd completamente esclarecido.
Entretanto algumas hipoteses sdo descritas. Alguns estudos sugerem que o fungo viva
saprobioticamente na natureza, pois 0 mesmo ja foi isolado de solo, dgua e plantas (Restrepo
et al., 2001). Devido a presenga de poucos isolados de P. brasiliensis no solo, acredita-se que
este ambiente ndo seja o habitat permanente do patégeno, sugerindo que o fungo resida por
tempo variavel nestes locais (Conti-Diaz, 2007). Theodoro e colaboradores (2005) sugeriram
que alguns tipos de solos devem ser mais favoraveis a produ¢do de conidios, um aspecto
importante por aumentar a eficiéncia de sobrevivéncia do microrganismo no meio ambiente,
bem como a capacidade de infectar humanos. Corroborando essa hipotese, Franco e
colaboradores (2000) demonstraram que diferentes condi¢des do solo alteram a capacidade de
crescimento da forma miceliana e a produgao de conideos por P. brasiliensis. Experimentos
realizados por Tergarioli e colaboradores (2007) envolvendo o cultivo de varios isolados de P.
brasiliensis em diferentes tipos de solo demonstraram que este fungo apresenta a capacidade
de crescimento em solos arenosos e argilosos, com alta umidade, sendo que em alguns

isolados, pode-se observar a produgdo de conidios.

Presume-se que o fungo P. brasiliensis ocorra normalmente em ambientes imidos,
préximos a rios, onde possa ser protegido por representantes de espécies aquaticas

heterotérmicas como moluscos, anfibios, peixes e artropodes. Estes organismos estariam
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fornecendo ao parasita nutrientes, umidade, competicdo biologica limitada e temperatura
apropriada para a sobrevivéncia do micélio no meio ambiente (Conti-Diaz, 2007). A infecgao
natural do fungo em alguns animais silvestres como tatus (Dasypus novemcinctus, Dasypus
septemcinctus e Cabassous centralis) e animais domésticos, como cachorros (Canis
familiares), também tem sido observada; entretanto estes organismos devem ser considerados
hospedeiros acidentais e ndo reservas naturais do fungo, pois os mesmos podem ser

acometidos com a doenga (Conti-Diaz, 2007).

Estudos de deteccdo molecular de P. brasiliensis realizados por Richini-Pereira e
colaboradores (2007) em animais selvagens mortos encontrados em estradas e rodovias,
foram realizados, por meio da técnica de Nested-PCR (reacdo em cadeia da polimerase) com
oligonucleotideos ITS especificos para P. brasiliensis. Foi detectada a presenca do fungo em
tatu (Dasypus sp.), porco-da-india (Cavia aperea), porco espinho (Sphigurrus spinosus),
guaxinim (Procyon cancrivorus) e furdo (Gallictis vittata). Os dados revelam que a infecgdo
em animais silvestres de areas endémicas ¢ mais alta do que era proposto inicialmente e
demonstram a importdncia do uso de animais mortos em estradas no estudo eco-

epidemioldgico do fungo.

A organizagdo gendémica do P. brasiliensis tem sido investigada. Utilizando-se a
técnica de gel em eletroforese de pulso alternado (PFGE) foi possivel identificar-se 4 ou 5
cromossomos com 2-10 Mb tanto de fungos isolados do meio ambiente, quanto de isolados
clinicos. Desta maneira, estimou-se que P. brasiliensis apresentasse um genoma variando
entre 23-31 Mb (Feitosa et al., 2003). Estudos com 10 isolados de P. brasiliensis, por
citometria de fluxo, incluindo representantes das trés espécies filogenéticas recentemente

identificadas, demonstraram que o fungo apresentava um genoma variando de 26,3 a 35,5 Mb
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por célula de leveduras uninucleadas. O genoma dos conidios apresentou um tamanho de 30,2
a 30,9 Mb, nao havendo, portanto, nenhuma diferenga significativa com a forma de levedura
(Almeida et al., 2007). Os genomas estruturais de trés isolados de P. brasiliensis (Pb01, Pb03
e Pb18) foram completados através do projeto denominado ’Gendémica Comparativa de
Coccidioides e outros Fungos Dimorficos”
(http://www .broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html
), confirmando a presen¢a de 5 cromossomos em cada isolado. O genoma do isolado Pb01 ¢
composto de 32,94 Mb, com um total de 9.132 genes. Este isolado apresenta o genoma maior
tanto em numero de bases quanto em quantidade de genes comparado aos outros dois isolados
analisados, que apresentaram genomas do tamanho de 29,06 ¢ 29,95 Mb, com numero de
genes de 7.875 e 8.741 (dados dos isolados Pb03 e Pb18, respectivamente). Os resultados
obtidos além de auxiliar na compreensao das diferencas existentes entre os isolados
proporcionarao a caracterizagdo de genes e suas regides promotoras, € o desenvolvimento de
novas ferramentas biomoleculares e genéticas para a elucidacdo de aspectos da biologia de P.

brasiliensis, que até¢ entdo sdo desconhecidos.

I. 2 - A doenca Paracoccidioidomicose (PCM)

A Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose humana sistémica granulomatosa,
enfermidade de alta prevaléncia e morbidade que acomete parcelas da populagdo com menor
capacidade de acesso a servigos de satide, em areas limitadas somente a alguns paises da
América Latina. O fungo P. brasiliensis infecta hospedeiros humanos usualmente através das
vias respiratorias, por inalagdo de propagulos do micélio e artroconideos (Bagagli et al.,

2006). A primeira interacdo parasita-hospedeiro ocorre nos alvéolos pulmonares; a partir dos
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pulmdes, o fungo pode disseminar-se por vias hematogénica ou linfatica acometendo outros
orgados e sistemas como figado, bago, ossos e sistema nervoso central (Camargo & Franco,

2000; San-Blas, 1993; Valera et al., 2008).

A PCM apresenta duas formas clinicas principais: forma aguda ou subaguda (juvenil) e
forma cronica (adulta). A forma juvenil atinge criangas de ambos os sexos, tem evolucdo mais
rapida e ¢ mais severa levando a taxas de mortalidade significantes, afetando principalmente o
sistema reticulo endotelial. A forma adulta, por sua vez, ¢ altamente prevalente entre adultos
do sexo masculino, tem progressao lenta e compromete primeiramente os pulmdes, podendo a
partir dai disseminar-se para outros orgaos e tecidos formando lesdes secundarias (Franco,
1987). O progresso da patologia e a diversidade das formas clinicas dependem dos fatores
imunolégicos do hospedeiro (Franco, 1987) e dos diferentes niveis de viruléncia dos diversos
tipos de isolados do fungo (Panunto-Castelo et al., 2003; San-Blas & Nino-Vega, 2001)

A distribui¢do geografica da PCM apresenta-se restrita a paises da América Latina, onde
um grande nimero de habitantes ¢ acometido (Figura 1) (Brummer et al., 1993; Lacaz et al.,
1991). O Brasil ¢ considerado o maior centro endémico desta micose, pois 80% dos casos da
doenca descritos na literatura foram diagnosticados no pais. As regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste apresentam o maior numero de registros (Paniago et al., 2003). A moléstia ¢
responsavel por 200 mortes ao ano aproximadamente, representando um grande problema de
saude publica. De acordo com os registros do Ministério da Saude, de 1980 a 1995 ocorreram
no Brasil 3.181 casos de 6bito, o que totaliza uma taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos
por milhdo de habitantes. Esses dados apontam a PCM como a oitava causa de mortalidade

por doenca infecciosa. Desta forma, a doenga representa um importante problema de saude
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publica devido ao seu alto potencial incapacitante ¢ a quantidade de mortes prematuras que

provoca (Shikanai-Yasuda et al., 2006).
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Figura 1: Distribuicao geografica da Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006)

A real prevaléncia e incidéncia ndo podem ser calculadas, pois a PCM ndo ¢ uma doenga

notificdvel e o local e as condi¢des exatas em que o fungo ocorre na natureza ainda nio estao

bem determinados. Nos paises onde a doenca ¢ endémica, os casos ndo sdo distribuidos

homogeneamente ao longo do territorio, mas tendem a se concentrar em torno das florestas

umidas (Restrepo, 1985).
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Alguns casos autoctones ja foram diagnosticados na Europa, nos Estados Unidos da
América e na Asia (Ajello & Polonelli, 1985). Estes relatos possibilitaram a determinagdo de
um periodo assintomatico da PCM, o qual ¢ em média 15,3 anos, que ocorre apds o contato
do paciente com a area endémica até a manifestacdo da doenca (Brummer et al., 1993). O
longo periodo de laténcia, caracteristico da PCM, dificulta o processo de determinagao precisa

do sitio onde a infecg¢@o ocorreu (Borelli, 1972).

Nas areas endémicas da doenca a incidéncia estimada ¢ de, aproximadamente, 1 a 3 casos
clinicos para cada 100.000 habitantes por ano (Coutinho et al., 2002). A PCM atinge
preferencialmente trabalhadores rurais do sexo masculino, entre 30 a 50 anos de idade
(Svidzinski et al., 1999; Villa et al., 2000). O trabalho com solo e plantagdes em area rural é
fator ocupacional predisponente para a aquisicdo da PCM (Franco, 1987). A incidéncia da
doenca até a puberdade ¢ a mesma em ambos os sexos, porém na fase adulta, mais de 90%
dos pacientes sdo do sexo masculino (Martinez, 1997). Acredita-se que esse fato seja
explicado pela agdo protetora que os hormonios estrégenos conferem ao sexo feminino (Sano
et al., 1999), e pela auséncia ou menor contato das mulheres com as fontes de infecgdo

(Shikanai-Yasuda et al., 2006).

1.3 — Homeostase de Cobre - Aspectos Gerais

Os metais cobre, ferro e zinco sdo micronutrientes essenciais € fundamentais para
processos metabolicos. Os metais sdo cofatores para inimeras enzimas e exercem papel
estrutural em um grande numero de proteinas. Entretanto, todos estes metais podem ser

toxicos, se os niveis de captacdo e distribuicdo ndo forem regulados, uma vez que o excesso
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pode comprometer as fungdes celulares, gerando radicais livres, que sdo altamente destrutivos
para as células (Pefia et al., 2000; Theil et al., 2000; Eide et al., 2003). Portanto, os
organismos devem manter as concentragdes citoplasmaticas de cobre, ferro e zinco em niveis
ndo toxicos, para que esses metais sejam apenas suficientes para o crescimento celular e
participagdo em processos metabolicos vitais. Uma variedade de mecanismos homeostaticos
jé foram identificados e estudados e dentre eles, incluem-se o controle da transcrigdo de genes
envolvidos na aquisi¢do, distribui¢do e armazenamento desses metais (Rutherford & Bird,
2004).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada como organismo modelo
eucariotico para os estudos dos mecanismos de regulacdo do transporte dos micronutrientes
cobre, ferro e zinco. Estudos tém demonstrado que a captagdo de metais ¢ mediada por dois
sistemas de transportes especificos. Um sistema de alta afinidade é ativo em condigdes
limitantes dos respectivos metais, o qual ¢ regulado por fatores transcricionais metais-
responsivos, que aumentam a expressao dos genes de transportadores quando as quantidades
dos respectivos metais sdo limitadas. Um sistema de baixa afinidade ocorre e continua ativo,
desempenhando sua fun¢do para manutengdo da célula, mesmo quando a quantidade do metal
¢ mais abundante. Estudos em S. cerevisiae identificaram um grande nimero de familias de
genes que atuam no transporte de metais, os quais apresentam homologos que desempenham
fungdes relacionadas nestes processos em mamiferos e vegetais (Van Ho et al., 2002). A
disponibilidade de cobre, ferro e zinco em tecidos vivos ¢ mantida em niveis baixos o
suficiente para restringir o crescimento de agentes patogénicos. Por exemplo, o corpo humano
adulto contém aproximadamente 4,0g de ferro, de 3 a 5g de cobre e 2,3g de zinco

(Papanikolaou & Pantopoulos, 2005).
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Estudos vém demonstrando a importancia da autofagia em diversos processos
biologicos, entre os quais podemos citar: adaptacao, diferenciacao e desenvolvimento celular.
O envolvimento mais conhecido e bem descrito do processo de autofagia ¢ no que se refere ao
controle da homeostase de metais, visando a adaptacdo das células a nutrientes especificos
e/ou na sobrevivéncia do organismo em condicdes de estresse (Onodera & Ohsumi, 2005).
Todos os organismos tém mecanismos homeostaticos para assegurar que quantidades
minimas de metais essenciais estejam disponiveis para suas necessidades metabolicas e
estudos realizados com o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus indicaram que a autofagia
¢ um desses mecanismos. Foi demonstrado que esse microrganismo quando cultivado na
auséncia de metais, mimetizando as condi¢des do hospedeiro durante o processo infectivo,
apresentava deficiéncia no seu crescimento, condi¢gdo em que o fungo passava a realizar
processos autofagicos, reciclando proteinas associadas a metais pré-existentes. Dessa maneira
ocorre a liberacdo de ions metalicos, deixando-os livres para utilizagdo em processos
metabolicos necessarios para o crescimento do fungo e restabelecimento da homeostase. Vale
ressaltar que quando acrescentados os metais zinco, ferro, manganés, magnésio ¢ cobre aos
meios de cultura pobres em micronutrintes, o crescimento do microrganismo foi normalizado
(Richie et al., 2008).

O cobre é um metal de transi¢io capaz de atuar entre dois estados redox, Cu' oxidado
e Cu'' reduzido. A maioria dos organismos requer o cobre como um cofator importante para
uma variedade de enzimas que realizam processos bioldgicos essenciais tais como respiracao
e crescimento celular, aquisicdo de ferro, protecdo contra o estresse oxidativo, pigmentagao
(melanizagdo) e outros processos bioldgicos complexos (Puig & Thiele 2002). O cobre em

excesso no meio intracelular torna-se toxico, pois reage com oxigé€nio, formando o radical
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livre hidroxil, altamente destrutivo para a célula, causando danos aos lipidios, as proteinas e
ao DNA. Conseqiientemente, os organismos desenvolveram mecanismos para o transporte de
cobre na cé€lula, visando manter as concentragdes intracelulares em niveis nao toxicos (Marvin
et al., 2003). Em fungos, uma resposta comum das células as flutuagdes nos niveis de cobre ¢é
reprogramar a transcricdo de genes que sao importantes para a captura de cobre, de modo a
manter as concentragdes de cobre dentro dos limites homeostaticos, permitindo que a
quantidade do mesmo seja suficiente para servir como cofator e impedindo sua acumulagdo

em niveis citotoxicos (Beaudoin et al., 2006).

Estudos realizados com cepas mutantes de S. cerevisiae permitiram propor um modelo
do transporte de cobre de alta afinidade em células eucaridticas. Para o transporte, o cobre
encontrado no meio extracelular na forma Cu”" é reduzido a Cu™" pelas redutases férricas de
superficie celular, Frel e Fre2 (Georgatsou, et al., 1997; Beaudoin et al., 2007). A principal
via de transporte desses ions através da membrana ¢ realizada pelas proteinas transportadoras
de cobre de alta afinidade (CTR’s) (Dancis, et al., 1994; Beaudoin et al., 2007). E sugerido
que os transportadores da familia CTR possuem trés dominios transmembranicos, sendo a
regido amino-terminal extracelular, apresentando duas ou mais regides ricas em metioninas,
conhecidas como motivos "Mets". Estas regides sdo organizadas como MxxM ou MxM e
existem em numero variavel dentro da regido amino-terminal. A por¢do carboxi-terminal seria
intracelular, rica em aminoacidos carregados e apresentando uma regido conservada de
residuos de histidina e cisteina. Um motivo MxxM, existe na segunda regido transmembrana
dos transportadores de cobre CTR1 e CTR3 de leveduras e mamiferos, sugerindo que o

mesmo poderia coordenar a entrada de cobre durante transporte intramembranoso. Todas
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essas caracteristicas das duas regides descritas sdo proprias das proteinas CTR’s localizadas
na membrana de fungos, vegetais e mamiferos (Figura 2) (Kim et al., 2008).

As proteinas transportadoras de alta afinidade da familia CTRs como, por exemplo:
CTRI1, CTR2 e CTR3 sao funcionalmente redundantes, porém estruturalmente apresentam
pouca homologia em nivel de seqiiéncia de aminoacidos (Beaudoin et al., 2007). Sao
proteinas integrais de membrana atuando como permeases competentes na captagdo de cobre
na membrana plasmatica, visto também que os genes codificantes de CTR1 e CTR3 sao
similarmente regulados em nivel transcricional em resposta as concentracdes de cobre no

meio intracelular (Pefia et al., 2000; Beaudoin et al., 2006).

NH;

Espaco extracelular

Membrana :n

Plasmatica =
Citosol

COOH
metionina/ cis-his cobre
dominio

Figura 2: Modelo estrutural para os transportadores de cobre de alta afinidade. (A) - As proteinas CTR’s
apresentam geralmente aproximadamente 190 residuos de aminodcidos, possuem dois dominios ricos em
metionina (MxxM ou MxM, mostrados em verde) presentes na por¢do N-terminal extracelular, que tem a fungéo
de reforcar a absorgdo de fons cobre presentes no meio extracelular em condigdes de baixa concentragio de Cu''
na célula. Trés dominios transmembrana (mostrados em laranja), tem motivo MX,M, que possui funcdo

essencial durante o processo de importa¢do do cobre. Um motivo rico em cisteina-histidina (mostrado em roxo),
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tipico das proteinas da familia de transportadores de cobre, ¢ presente na regido C-terminal intracelular,
responsavel pela distribui¢do do cobre para o meio intracelular. (B) — Modelo do transportador de cobre CTR na
bicamada lipidica proposto com base em analises de microscopia eletronica e cristalografia, formando um
homotrimero. Cada mondmero ¢é representado por uma Unica cor, com a regido N-terminal projetada no exterior
da célula captando cobre (demonstrado em esferas azuis). Os fosfolipidios componentes da membrana

plasmatica foram modelados em azul e cinza. Adaptagdo: Kim et al., 2008.

Estudos tém demonstrado que pelo menos um membro da familia CTR em S.
cerevisiae ndo esta localizado na membrana plasmatica. Experimentos utilizando-se
imunoflorescéncia indicaram que as proteinas CTR2 de leveduras estdo localizadas em
vacuolos. Foi verificado que CTR2 ¢ necessaria para a manutengdo da homeostase de cobre,
uma vez que quando o mesmo encontra-se em excesso no meio intracelular, o transportador
CTR2 tem por fungdo armazena-lo em vacuolos, de modo a manter o equilibrio. Quando
acontece o inverso, CTR2 torna-se também necessario, uma vez que ¢ responsavel pelo
fornecimento de cobre para as cuproenzimas em condi¢cdes de escassez do metal. Um
homoélogo ao CTR2, denominado CTR6, foi identificado em Schizosaccharomyces pombe, onde
o mesmo foi funcionalmente caracterizado como transportador vacuolar de cobre (Bellemare
et al., 2002; Petris, 2004; Rees et al., 2004; Rees et al., 2007). As proteinas CTR1 ¢ CTR3
estdo localizadas na membrana plasmatica de S. cerevisiae, responsaveis pela captura
extracelular de cobre, enquanto CTR2 transporta ¢ armazena o mesmo em vacuolos, sendo
importante para os processos de detoxificagdo da célula e liberagdo do ion durante caréncia do

metal para as proteinas cobre-dependentes (Figura 3) (Petris, 2004).
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Figura 3: Modelo da localizagéo celular das proteinas transportadoras de cobre de alta afinidade (CTR’s)
proposto para S.cerevisiae. Os transportadores CTR1 ¢ CTR3 provavelmente estdo localizados na membrana
plasmatica e sdo envolvidos na captag¢do de ions cobre no meio extracelular, por alta afinidade. O transportador
CTR2 esta localizado no citosol e na membrana de vactolos, exercendo a fungdo de armazenar cobre em excesso
nos compartimentos vacuolares e fornecer o mesmo quando seus niveis encontram-se limitantes. CTR2 ¢

descrito como homoélogo do transportador vacuolar CTR6 de S. pombe. Adaptagao: Petris, 2004.

Em S. cerevisae e S. pombe foi demonstrado que o transporte de cobre esta
intimamente relacionado a proteina CTR3, visto que mutagdes realizadas em residuos de
cisteina distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica e mais concentrados na regido carboxi-
terminal, inativaram funcionalmente a proteina, ocasionando uma deficiéncia no nivel de
cobre no meio intracelular (Beaudoin et al., 2006; Beaudoin et al., 2007). A substitui¢do de

todos os motivos Mets localizados na por¢do amino-terminal, prejudicou gravemente a
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captacao de cobre através das proteinas CTRs 3, sugerindo que esta regido possa servir como
ligante do cobre extracelular (Puig et al., 2002; Petris, 2004).

Um fator de transcri¢do que responde ao cobre (cufl) e um transportador de cobre
(CTR4) foram descritos em Cryptococcus neoformans (Waterman et al., 2007). A delegao de
cufl resulta em redu¢do na atividade da lacase, deficiéncia no crescimento em meio com
baixo teor de cobre e expressdo atenuada de CTR4, sob limitagcdo de cobre. Também o
mutante cufl mostrou disseminag@o reduzida ao cérebro em modelo murino de criptococose
(Waterman et al., 2007). Experimentos com microarranjos de DNA também indicam que
genes para a homeostase de cobre podem ser controlados pela rede regulatoria de ferro em C.

neoformans (Jung et al., 2006).

Patogenos devem competir por niveis reduzidos de nutrientes quando atingem os
tecidos do hospedeiro, de modo a desempenhar com sucesso o processo infectivo. Apesar de o
ferro ter sido bem caracterizado como um fator determinante na viruléncia bacteriana e
fingica, estudos recentes indicam que o metal exerce um papel critico e fundamental como
determinante para a viruléncia de fungos como C. neoformans e Candida albicans, durante o
estabelecimento da infec¢do. Em camundongos infectados com cepas de C. neoformans
mutantes para o gene Cufl ndo foram capazes de estabelecer a meningite, porque a transcrigao
do transportador de cobre CTR4 foi suprimida e o cérebro ¢ um tecido onde os niveis do
metal sdo baixos (Waterman, 2007; Kim et al., 2008).

No fungo C. albicans tém-se descrito que o mecanismo para regulagdo da captagdo de
cobre tem se distinguido do ja anteriormente proposto para S. cerevisiae. Ambos os
organismos apresentam o fator de transcricdo Maclp, responsavel pela ativagdo da transcrigcao

do transportador de cobre de alta afinidade CTR1. Em C. albicans CaMaclp ¢ auto-regulado
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por niveis de cobre, ao contrario do gene Maclp de S. cerevisiae que ¢ constitutivamente
transcrito. Também foi descrito regides CURES (elementos de resposta ao cobre) presentes nas
sequéncias de Cactrl e CaMacl, regides essas responsaveis pela identificacao dos niveis do
metal presentes no meio intracelular. CaMaclp também foi descrito como fator envolvido na
regulagdo da transcrigdo ferro-responsiva (Marwin et al., 2003; Marwin et al., 2004,
Woodacre et al., 2008).

Os ions cobre ao atravessarem a membrana plasmatica sdo captados por pequenas
proteinas soliveis que promovem o trafego do cobre até o seu alvo, conforme modelo
proposto por Kim et al., 2008, para C. neoformans (Figura 4). Esse modelo da via de
captagdo, distribui¢do, armazenamento e utilizagdo de cobre, provavelmente ¢ 0 mesmo para
outros fungos, assim como para vegetais ¢ mamiferos. O cobre presente no meio extracelular
(Cu™) e reduzido pelas pelas redutases FRE para Cu™' e transportado pelas proteinas de alta
afinidade CTRs. No meio intracelular o cobre, podera ser captado pela metalochaperona
ATX1 que o transporta até a proteina CCC2 (Cut+ATPase), que em S. cerevisae entrega o
cobre a via secretdria e participa provavelmente nos processos de detoxificacdo da célula, se
dirigindo até o vacuolo onde ¢ acumulado o excesso de cobre. CCC2 também se localiza na
membrana do Aparato de Golgi, sendo assim responsavel pela distribui¢ao de ions cobre que
serdo incorporados a cobre-proteinas/cuproenzimas recém-sintetizadas. A multicobre
ferroxidase FET3 (Ferro-O,-oxidoredutase 3) atua conjuntamente com a proteina FET1; as
duas sdo responsaveis pelo transporte de ions ferro reduzidos através da membrana plasmatica
em S. cerevisiae. Por esse motivo, existe uma intrincada associa¢do entre 0 mecanismo de
captura de ferro e a disponibilidade de cobre. Outro processo importante esta relacionado com

a detoxificacdo de cobre na célula. Em S. cerevisiae o principal mecanismo ¢ mediado pelo
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produto do gene Cupl, que codifica uma metalotioneina que seqiiestra esse ion no interior da
célula e permite que essa resista a niveis mais altos de cobre (Hamer, et al., 1985). Outro
mecanismo descrito para suportar altos niveis de cobre no ambiente intracelular esta
relacionado com o armazenamento desse ion em organelas, conforme descrito em S. pombe

(Hamer, 1986).

CU"' I ‘vcuz’

Cird HRe

v

=l CuZn SO0
~E->- ' | >
p Fetd Ccc2 N\e\aﬂ ?)'
R -
Fass — \.“ - ®

Fas+ Mac1/Cutl l_).

Periplasma

Capsula

Figura 4: Modelo proposto para manuten¢do da homeostase de cobre no patégeno humano C. neoformans.
O cobre extracelular e reduzido pelas metaloredutases Fre de Cu'? para Cu'', sendo transportado posteriormente
pela proteina Ctr4. No meio intracelular o cobre é captado pela molécula Atx1 e entregue para o transportador

Ccc2, localizado na membrana de organelas secretoras, fornecendo cobre para cuproenzimas, incluindo a
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multicobre ferroxidase Fet3 que, juntamente com a permease Ftrl, medeia a absor¢do de alta afinidade do ferro.
fons de cobre sdo incorporados pela enzima lacase, que esta envolvida na sintese de melanina. O fator de
transcrigdo Cufl/Macl regula a expressdo de moléculas transportadoras de cobre CTRs durante a homeostase ou
deficiéncia do metal. fons livres no citosol sdo incorporados por enzimas cobre-dependentes, como por exemplo,

a superdxido dismutase. Adaptagdo: Kim et al., 2008.

Para garantir a homeostase celular e proteger contra danos oxidativos, os organismos
aerobicos apresentam alguns sistemas de defesa antioxidante enzimaticos (peroxidases,
superoxido dismutases e catalases) que reagem com as ROS (espécies reativas de oxigénio) e
impedem que estas promovam a oxidacdo dos componentes celulares (Scandalios, (2002);
Wong et al., 2006). Nos processos de fagocitose de microorganismos patogénicos as células
do sistema imunologico também produzem ROS e a capacidade do patégeno de se proteger
destas moléculas pela formagao de antioxidantes determina o curso da infecgdo (Giles et al.,
2006). Uma das alternativas encontradas por microrganismos ¢ a producdo de enzimas
cobre/zinco superdxido dismutases, enzimas cobre-dependentes que estdo presente na maioria
das células humanas, bem como em células fungicas, protegendo o patdégeno dos danos da
oxidagdo, causados pela defesa do hospedeiro. O cobre tem um papel antioxidante essencial
através da agdo da superdxido dismutase contra o estresse oxidante, ajudando a neutralizar os
radicais livres que poderiam causar danos celulares graves. Experimentos realizados com uma
cepa virulenta de Salmonella entérica identificaram que a mesma durante o processo de
infeccdo, produzia duas Cu/Zn-superoxido dismutase (SODCI e SODCII), para reforgar os

mecanismos de defesa contra as barreiras impostas pelo hospedeiro (Wood et al., 2008).
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As lacases sdao enzimas cobre-dependentes (multicobre oxidases), envolvidas na via de
biossintese de melanina em fungos, sendo dependentes de cobre para sua atividade. E descrito
que a sintese de melanina ¢ regulada por cobre, ferro, e baixas concentracdes de glicose
(Alspaugh et al., 1997; Walton et al., 2005). Walton e colaboradores (2005) analisaram a
mudanca de fenotipo de 19 mutantes de C. neoformans, com o objetivo de identificar genes
envolvidos na biossintese de melanina. Dentre os genes mutados, encontraram-se homologos
para os genes ccc2 (transportador de cobre) e para a metalochaperona atxl. Os mutantes
foram analisados apods a adicdo de CuSO4 exdgeno ou apos a remocao dos ions de cobre e
ferro do meio com um quelante especifico. Os resultados mostraram que na adi¢do de cobre,
todos os genes mutantes foram capazes de produzir melanina e durante a remogao de cobre
nenhum mutante foi capaz de sintetizar melanina, sugerindo que, assim como em humanos, a
homeostasia do cobre também ¢ requerida em fungos e que as lacases, o transportador CCC2

e a metalochaperona ATX1, poderiam atuar entregando ions cobre para ferro oxidases.

Outra importante enzima cobre-dependente, ¢ a cobre amino oxidase (CAO - Copper
amine oxidase - EC 1.4.3.6. ), grupo de enzimas que contém cobre e foram identificadas em
bactérias, leveduras, plantas e animais. Ainda pouco se sabe sobre as suas fungdes biologicas,
porém existem evidéncias do seu envolvimento no metabolismo ou desintoxicagdo de
xenobiodticos, na oxidagdo de diversos substratos aminas, fornecendo fontes de carbono e
nitrogénio para o crescimento celular, principalmente de fungos (Samuels & Klinman, 2005).
Foram demonstrados que CAOs apresentam um unico ion cobre por monomero (Laliberté et
al.,2005). Estudos realizados por Peter e¢ colaboradores (2008), demonstraram que uma
mutacdo sitio dirigida em trés residuos de histidina na regido amino terminal da CAO1 de

Schizosaccharomyces pombe, afetou a atividade da enzima e a transcrigdo dos genes ctr4, ctr5
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e cufl, todos envolvidos no metabolismo de cobre, sugerindo que CAO1 exige a presenga dos
mesmos funcionalmente ativos.

Para melhor entender a resposta de fungos a condigdes de estresse a cobre, estudos
tem sido conduzidos com o intuito de elucidar a importancia e os mecanismos utilizados pelos
fungos para suportar a auséncia ou excesso desses ions. Exemplo desse tipo de trabalho foi o
realizado por Rustici e colaboradores (2007) em S. pombe e em S. cerevisiae. Os resultados
obtidos indicam um padrdo de transcricao diferenciado durante o crescimento do fungo em
condi¢cdes de deplecdo de cobre. Dentre os genes diferencialmente transcritos nessas
circunstancias estdo aqueles envolvidos na captura de cobre e genes envolvidos no processo
de respiragdo celular, provavelmente pela dependéncia de cobre como cofator de enzimas

envolvidas nesse mecanismo.

1.4 — Transportador de cobre de alta afinidade (ctr3): um gene

diferencialmente expresso em P. brasiliensis.

Estudos de perfis de expressdo génica de patdogenos tém sido utilizados para a
elucidagdo de estratégias de adaptacdo, sobrevivéncia e viruléncia de microrganismos durante
o processo infeccioso. Com o propdsito de identificar genes possivelmente envolvidos na
adaptacdo e sobrevivéncia de P. brasiliensis no hospedeiro durante a infecgdo, Baildo et al.
(2006), utilizaram a técnica de Analise de Diferenga Representacional de cDNA (cDNA-
RDA) para identificar genes de P. brasiliensis induzidos durante o processo infectivo e em

condicdes que mimetizam a via hematogénica de disseminacdo fingica. Foi observada alta
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freqiiéncia do transcrito Ctr3, codificando um transportador de cobre de alta afinidade. O
transcrito ctr3 foi identificado como um dos cDNAs mais abundantes em células
leveduriformes derivadas de infeccao em figado de camundongos, o que reforca seu possivel

papel no processo infectivo (Costa et al., 2007).

Muitos organismos patogénicos desenvolveram estratégias complexas para a aquisi¢cao
de ferro e em muitos deles a disponibilidade desse elemento ¢ um sinal para a inducio de
expressao de fatores de viruléncia (Timm et al., 2003). Ferro é usualmente presente na forma
férrica, complexado com ligantes no ambiente (Askwith et al., 1996). Embora os mecanismos
de aquisigdo de ferro por P. brasiliensis ainda ndo sejam esclarecidos, dados transcricionais
sugerem provaveis estratégias para a captagdo de ferro pelo fungo. Dessa maneira, estudos
realizados em nosso laboratdrio por Baildo et al (2006), sugerem que o fungo nao seja capaz
de captar ferro na forma insoluvel, o qual deve ser inicialmente solubilizado por conversao
para a forma ferrosa pela redutase férrica codificada pelo gene fre2. Quando a disponibilidade
de ferro € baixa, como suposto ocorrer nos tecidos do hospedeiro, P. brasiliensis utilizaria um
sistema de captacdo de alta afinidade que compreende uma permease de membrana ZRT1
(high-affinity zinc/iron transporter) ¢ uma oxidase multi-cobre, ambas identificadas em
analises transcricionais. Dessa maneira, a captagdo redutiva de ferro requer também a
captacdo de cobre mediada por uma permease codificada pelo gene ctr3, a exemplo de outros

microrganismos (Baildo et al., 2006; Costa et al., 2007).
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Il — Justificativa

A disponibilidade de micronutrientes nos tecidos do hospedeiro € mantida a niveis
baixos de forma a restringir o crescimento de patdégenos. O fato de que a concentracdo
disponivel de micronutrientes, como cobre, para microrganismos patogénicos € mantida
abaixo da quantidade requerida para o seu desenvolvimento, determina que a habilidade em se
obter esses micronutrientes do hospedeiro defina, em grande parte, caracteristicas de

viruléncia.

Estudos prévios do laboratério demonstraram que o transportador de cobre de alta
afinidade (PbCTR3) € uma molécula altamente expressa em condi¢cGes que mimetizam o
processo infectivo. Em fungdo desse resultado inicial, tornou-se atraente a realizacdo de
estudos adicionais visando a caracterizacdo do transcrito ctr3, bem como a andlise da
expressao de genes envolvidos na captacdo de cobre em condi¢Bes que mimetizam a restrigdo

de cobre durante o processo infeccioso nos tecidos do hospedeiro.
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11 — Objetivos

Em funcdo do exposto, foi proposto no presente trabalho a caracterizacao do transportador
de cobre de alta afinidade (PbCTR3) e de genes relacionados a manutencdo da homeostase de

cobre em P.brasiliensis. As metas experimentais foram:

e Clonagem molecular e caracterizacdo do gene codificante para o transportador de cobre

de alta afinidade (PbCTR3) ;

e Rastreamento e identificagdo in silico de genes relacionados & manutencdo da
homeostase de cobre em P. brasiliensis, no banco de dados do genoma estrutural de

P.brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasili

ensis/MultiHome.html).

e Andlises por PCR em tempo real do perfil de expressdao dos genes envolvidos no

metabolismo de cobre em P.brasiliensis, em condigdes de restri¢cdo de cobre e ferro;

e Andlises por PCR em tempo real do perfil de expressdao dos genes envolvidos no
metabolismo de cobre, a partir de RNAs extraidos de células leveduriformes de

P.brasiliensis derivadas de 6rgdos de animais infectados.
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I'V— Materiais e Métodos
IV. 1 - Fluxograma.

O fluxograma dos experimentos realizados no trabalho ¢ apresentado na figura 5.

Identificagdo do transportador de cobre de alta afinidade
(CTR3) como superexpresso durante o processo
infeccioso.

Obtengio, clonagem, analise da regifio
promotora e anilises de bioinformitica
do gene codificante para CTR3

Analises in silico de genes envolvidos na homeostase
de cobre em P. brasili 7
annotation/genome/paracoccidioides_

Home.html),

Anilise da expressdo de genes envolvidos
na homeostase de cobre, através da
metodologia de qRT-PCR em tempo real

Anilise da expr
durante a privacio dos micronutrientes:
cobre e ferro

Ana da expressio génica
durante a infecg¢do experimental

BCS+BPS: Diferentes
quels ] ichos p
quelantes nie temp
quelante 31‘"“[1_""‘_9 Je: cobre o do hosped de inf .
de cobre € 1€rro e o pulmiio e bago 7 e 15 dias

BCS: BPS:

Condigio de Condigiio de Condicio de
privagio privagio privagido
de cobre de ferro de cobre e ferro

Figura 5: Fluxograma representativo das metas experimentais realizadas neste trabalho
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IV. 2 — Microrganismo e condicdes de crescimento.

Foi utilizado o isolado 01 (colegdo ATCCMYA-826) de P. brasiliensis, ja
caracterizado e padronizado em nosso laboratorio. O fungo foi cultivado € mantido em meio
de cultura Fava-Netto por 7 dias (Fava-Netto, 1955) na temperatura de 36°C para a forma

leveduriforme e 22°C para a forma miceliana, durante 14 dias.

IV. 3 — Obtencido do cDNA e gene codificantes para o transportador de
cobre de alta afinidade (PbCTR3).

Na andlise representacional diferencial (RDA) de genes de P. brasiliensis induzidos
durante o processo infectivo e em condicdes que mimetizam a via hematogénica de
disseminagdo fingica foi identificado o cDNA completo codificante para um transportador de
cobre de alta afinidade (PHCTR3) (Baildo et al., 2006). Recursos computacionais foram
utilizados para a andlise das seqiiéncias de nucleotideos e deduzida de aminoacidos. A
sequiéncia resultante foi depositada no banco de dados publico do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o niimero de acesso: DQ534496.

A partir da seqliéncia de nucleotideos do cDNA codificante para PbCTR3, obtido pela
estratégia de analise de diferenga representacional (cDNA-RDA), foram desenhados
oligonucleotideos (Tabela 1), com a finalidade de se amplificar o fragmento gendmico
codificante de PbCTR3, via reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se DNA total
de P.brasiliensis. O sistema de amplificagdo continha: 0,5uL dos oligonucleotideos (Tabela
1) na concentragcdo de 50 uM; 1,0uL de DNA total de P. brasiliensis na concentracdo de

100ng/uL; 2,0 uL de dNTPs na concentragdo de 2,5 mM cada; 0,25uL de Taq DNA
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Polimerase na concentracdo de 5U/uL; 2,5 uLL. de tampdo 10 X para Taqg DNA Polimerase;
0,75uL. de MgCl, a 25 mM e agua suficiente para um volume final de 25 pL. O DNA
molde foi desnaturado a 94°C por 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15
seg, anelamento a 58°C por 30 seg e extensdo por 40 seg a 72°C. Uma extensdo final a 72°C
foi realizada. Obteve-se desta forma um fragmento gendmico de 1655pb. As amplificagdes
foram realizadas no termociclador (Perkin Elmer/Gene Amp PCR System 2400) ¢ a analise
dos produtos da reagdo foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
lug/mL de brometo de etideo. A visualizacdo do gel foi feita em transluminador de luz
ultravioleta. Os fragmentos de DNA a serem eluidos foram separados por eletroforese em gel

de agarose.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para amplifica¢do do gene codificante para PbCTR3

Oligonucleotideos Seqiiéncia *TM °C

S-ctr3(sense) 5’- GAG CTC ATG GAT ATG CAT ATG GCG — 3’ 58°C

* TM: Temperatura de anelamento dos oligonucleotideos.

Os fragmentos de DNA foram cortados do gel e transferidos para microtubos tipo
“Eppendorf” para eluicdo, utilizando o sistema comercial GFX PCR DNA (GE, Healthcare®).
A amostra eluida foi quantificada em gel de agarose 0,8% e no aparelho Genequant (GE,

Healthcare™).
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O produto amplificado de 1.655pb, apds purificagdo, foi clonado no vetor TOPO TA
(Invitrogen™, Life Technologies, Carlsbard, CA) seguindo-se os métodos descritos no
protocolo do fabricante. A razdo molar da concentracdo de DNA do vetor e do inserto foi de
1:4. O sistema de ligagdo com volume final de 6uL foi composto de: 4,0uL do inserto; 1,0ul
de solucgdo de sal; 1,0uL de vetor TOPO TA. O sistema foi incubado a 22°C por 30 min e
mantido a 4°C. Ao final da reacdo de ligagdo foi realizada a transforma¢do do vetor em
células competentes de Escherichia coli, linhagem DH5a, conforme descrito por Sambrook e?
al., (1989). O sistema de transformacgdo foi constituido de 200uL de células competentes e
4uL do sistema de ligagdo. O material foi incubado em gelo por 45 min e seguiu-se um
choque térmico a temperatura de 42°C por 1 min e 15 seg. Imediatamente as células foram
retornadas ao gelo. Adicionou-se ao sistema 300uL de meio Luria-Bertani (LB) liquido
(triptona 10g, NaCl 10 g, extrato de levedura 5 g, agua destilada (q.s.p.) 1.000 mL , pH
7,0), incubando-se sob lenta agitacdo, a 37°C, por 1 h, com a finalidade de se recuperar as
células transformadas. Apds este periodo, o sistema foi semeado em placas de Petri contendo
meio LB Agar (Este meio foi preparado conforme o LB descrito anteriormente, adicionando-
se apenas 2% de agar). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16h. Para
confirmacdo da clonagem, coldnias selecionadas foram submetidas a reacdo de PCR e os

produtos analisados em gel de agarose 0,8% .

IV. 4 — Seqiienciamento de DNA.

Foram selecionados para o seqiienciamento no aparelho MEGABACE® (GE,

Healthcare™) quatro clones com o plasmideo TOPO TA contendo o gene Pbctr3. O
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seqiienciamento foi realizado segundo o método descrito por Sanger et al. (1977), utilizando-
se o sistema “DYEnamic ET, Dye Terminator Cycle Sequencing”. As reagdes de
seqlienciamento foram preparadas utilizando-se 4 pl do reagente DY Enamic ET terminator, 1
ul de oligonucleotideos (5um), oligonucleotideos iniciadores M13 Forward (5°-
GTAAAACGACGGCCAG-3’), M13 Reverse (5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3) , T7 (5°’-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3%), ctr3-sense (5°-
GAGCTCATGGATATGCATATGGCG - 3°) e ctr3-anti-sense  (5’- AAGCTT
CTAACCGCAACAGACAGT - 3’), 1uL de DNA do clone selecionado e dgua para volume
final de 10 pl. As reagdes foram realizadas, via PCR, em 35 ciclos nas condi¢des: 95°C por 2
seg; 95°C por 10 seg ; 50°C por 15 seg e 60°C por 1 min. As amostras contendo o DNA
amplificado foram precipitadas com acetato de amodnia, etanol 100%, lavadas com etanol 70%

e ressuspendidas em 10 pl de tampao contendo formamida.

IV. 5 — Analises de Bioinformatica.

As seqiiéncias de DNA obtidas foram processadas utilizando-se o programa PHRED
(Ewing e Graden, 1998; Ewing ef al., 1998) com finalidade de se retirar o vetor e formar
contigs, formando-se assim a seqiiéncia completa. Em seguida, as pesquisas de similaridade
das seqliéncias de proteinas e de nucleotideos foram feitas no banco de dados NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando-se o programa BLAST (Altschul ez al., 1990). O
alinhamento entre as seqiiéncias homologas foi feito através do programa CLUSTAL X

(Thompson et al., 1997), e os motivos na seqiiéncia deduzida de proteinas foram analisados
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pelo programa PROSITE (www.expasy.org./prosite) (Hofmann et al., 1999). A seqiiéncia
genomica completa de Pbhctr3 foi depositada no banco de dados publico do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o nimero de acesso: EU530695. A regido promotora do
gene Pbctr3 foi analisada utilizando-se o algoritmo Scan Promotor (http:/www-
bimas.cit.nih.gov/cgi-bin/molbio/proscan), com base na seqiiéncia depositada no Banco de
dados do genoma estrutural de P. brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation

/genome/paracoccidioides brasiliensis/MultiHome.html).

IV. 6 — Rastreamento e identificacio in silico de genes relacionados a

manutencio da homeostase de cobre em P. brasiliensis.

O rastreamento e a identificacdo dos genes envolvidos no metabolismo de cobre foram
realizados no banco de dados do Broad Institute of MIT and Harvard
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html
), onde esta depositado o genoma estrutural de trés isolados do fungo P. brasiliensis (01, 03 e
18). Inicialmente seqiiéncias de genes descritos como envolvidos na manutencdo da
homeostase de cobre em S. cerevisae, foram obtidas no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997), e comparadas com o banco do genoma
estrutural de P. brasiliensis, para a obtencdo de genes homologos nos trés isolados de P.
brasiliensis. As seqliéncias identificadas foram utilizadas para elabora¢do de um modelo

presumivelmente utilizado pelos isolados na manutengdo da homeostase de cobre.
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IV. 7 — Experimentos de deplecio de cobre e ferro em P.brasiliensis

Para os experimentos de deplegdo de cobre e ferro, 2x10° leveduras de P. brasiliensis
foram removidas de meio s6lido Fava-Neto (Fava Neto, 1955), e transferidas para meio
minimo liquido McVeigh & Morton (MMcM) — Modificado (Restrepo & Jiminez, 1980)
(Tabelas: 2, 3 e 4) adaptado para as condi¢gdes de restri¢do de cobre e ferro (Figura 6). A
condicdo controle continha células leveduriformes de P.brasiliensis cultivadas em meio
minimo MMcM sem a presenca de agentes quelantes de metais. A condi¢do de privagdo de
cobre continha células leveduriformes em meio minimo MMcM na presenca de um agente
quelante especifico de cobre (BCS: batocuproinadisulfonato sodico). A condi¢do de privacdo
de ferro continha células leveduriformes em meio minimo MMcM na presenga de um agente
quelante especifico de ferro (BPS: batofenantrolinadisulfonato sédico) e a condi¢do de
deplecdo de cobre e ferro continha células leveduriformes em meio minimo MMcM na
presenca dos dois agentes quelantes BCS e BPS. Os quelantes de cobre e ferro foram
adicionados na concentracdo final de 50uM. As células leveduriformes foram crescidas por

um periodo de 3h em uma agitagio de 200rpm a temperatura de 36°C.
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Figura 6: Condicdes de crescimento de P. brasiliensis durante privacio de cobre e ferro.

Tabela 2 — Meio Minimo Mc¢ Veigh & Morton (MMcM)*

Glicose 10g
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,POy,) 1,5¢g
Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado (MgSO, . 7H,0) 0,5¢g
Cloreto de Calcio (CaCl, . 2 H,0) 0,15¢
Sulfato de Amonia (NH4SO,) 20¢g
L-asparagina 20¢g
L-cistina 02¢g

10 mL

Solugdo de vitaminas *
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Solucdo de elementos tracos 1 mL
Agua bidestilada q.s.p. 1.000 mL

* O Meio ¢ apropriado para cultura de P.brasiliensis na fase leveduriforme, facilitando estudos das
caracteristicas antigénicas, fisiologicas e metabdlicas desse microrganismo (Restrepo & Jiminez, 1980). Todos
os componentes foram misturados, exceto a solu¢do de vitaminas. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH. O
meio foi autoclavado a 120°C por 20 min. Apds, o resfriamento do mesmo, foram adicionados a solugdo de
vitaminas e os antibioticos penicilina (120.000 U.I/mL) e cloranfenicol (100 mg/mL). A cistina foi dissolvida em
agua por aquecimento, onde gotas de NaOH 1M foram adicionadas até completa dissolugdo e logo apods

adicionada ao meio de cultura.

Tabela 3 - Soluciio de Vitaminas *

Tiamina 6,0 mg
Niacina 6,0 mg
Pantotenato de Ca 6,0 mg
Inositol 1,0 mg
Biotina 0,1 mg
Riboflavina 1,0 mg
Acido Félico 10 mg
Cloreto de colina 10 mg
Piridoxina 10 mg
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL
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Tabela 4 - Solu¢ao de Elementos Tracos #
Acido Bérico (H;BO») 5,7 mg
Sulfato de Cobre Penta-hidratado (CuSO4H,0) 15,7 mg
Sulfato Ferroso Amoniacal Hexa-hidratado (Fé(NH,4),(SO,), . 6H,0) 140,4 mg
Sulfato de Manganés MnSO, . 14H,0 8,1 mg
Molibdato de amoénio (NH4)sMO,0,4 . 4H,0) 3,6 mg
Sulfato de Zinco (ZnSO, . 7H,0) 79,2 mg
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

* Os componente sulfato de cobre foi adicionado somente nos meios que ndo contém BCS e o componente

sulfato ferroso foi adicionado somente nos meios que ndo contém BPS.

Apo6s incubagdo em meio com privagdo dos micronutrientes cobre e ferro, as células
foram coletadas por centrifugacdo. Os precipitados formados foram lavados com PBS 1X
estéril para extragdo de RNA. O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol,
seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante (Invitrogen'", Life Technologies,

Carlsbard, CA)

IV. 8 — Infeccdo Experimental

A infeccdo experimental em camundongos por P. brasiliensis foi realizada como
descrito previamente por Baildo et al. (2006) com algumas modificacdes. Doze fémeas de
camundongos Balb/c foram infectadas por via intranasal com 1 x 107 células leveduriformes,

destes animais foi realizado o isolamento do fungo de pulmio e doze fémeas de camun-
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dongos Balb/c foram infectadas por via intraperitoneal com 1 x 107 células leveduriformes,
destes animais foi isolado o fungo do baco, mimetizando assim a via de infeccdo em
humanos. Os camundongos foram sacrificados 7 e 15 dias apos a infec¢do. Trés animais
foram utilizados como controle e¢ foram inoculados com tampido fosfato estéril PBS
(Concentragdo [mM], concentragdo g/L: Na,HPO4 10 mM 1,189g; KH,PO,42 mM 0,2g; NaCl
137 mM 8,0g; KC12,7mM 0,2g; agua destilada q.s.p.1,0 L; pH 7,2 - 7,4). Os 6rgdos (pulmao
e bago) foram removidos, macerados e homogeneizados em 5 mL de PBS. Um volume de
100pul do macerado foi plaqueado em meio BHI dgar suplementado com 1% de glicose. As
placas foram incubadas a 36°C e apds 17 dias foram utilizadas para extragdo de RNA. O
RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol, seguindo os procedimentos indicados

pelo fabricante (Invitrogen'", Life Technologies, Carlsbarg, CA).

IV. 9 — Extracdo de RNA (Trizol ®)

Todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo de RNA foram realizados em
condicdes livres de RNAses. Por essa razdo, todos os materiais e solugdes utilizados
receberam tratamentos especiais. As vidrarias foram embaladas em papel aluminio,
autoclavadas e tratadas em estufa a 180 °C por um periodo de 4 h. Os materiais plasticos
utilizados eram novos e tratados com agua DEPC 0,01%, durante 2 h. As cubas de
eletroforese foram tratadas com peroxido de hidrogénio 3%, durante 30min. As solugdes

foram feitas com adgua previamente tratada com DEPC 0,01%.
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Para a extragio de RNA de P. brasiliensis foi utilizado o método Trizol (GIBCO™
Invitrogen Corporation), seguindo o protocolo do fabricante. Células leveduriformes de P.
brasiliensis obtidas dos experimentos de deplecdo de cobre e ferro, bem como as células
derivadas de 6rgdos de animais infectados, durante infeccdo experimental, foram lavadas em
PBS 1X estéril, pesadas e o trizol foi acrescido na propor¢do de 3,5 mL para 1,5 mL de
células. Foi entdo adicionado o mesmo volume de pérolas de vidro livres de RNAses. O
material foi agitado em vortex por 10 min, mantido em repouso por 10 min a temperatura
ambiente e centrifugado a 3.000xg por 10 min a 4°C. Com o auxilio de uma pipeta, a fase
superior foi transferida para um tubo novo. A essa fase foi adicionado cloroférmio (200 pL
para cada 0,75 mL de trizol). O material foi homogeneizado por 5 min. em voértex, incubado
durante 10 min a temperatura ambiente e centrifugado a 3.000xg por 15 min a 4°C. A fase
aquosa foi recolhida, sendo adicionado a mesma, uma mistura de cloroféormio: fenol: alcool
isoamilico (v/v). O material foi agitado, incubado durante 10 min & temperatura ambiente e
centrifugado a 3.000xg por 15 min. a 4°C. A fase aquosa foi recolhida e 0o RNA nela contido
foi precipitado pela adi¢do da solucdo de citrato de sodio 1,2M e cloreto de sédio 0,8M e de
isopropanol (0,25 ml para cada 0,75 mL de trizol). O material foi agitado, incubado a
temperatura ambiente por 10 min e centrifugado a 3.000xg por 30 min a 4°C. O sedimento
obtido foi lavado com etanol 75% (1 mL para cada 0,75 mL de trizol), e centrifugado a
3.000xg por 5 min a 4°C. O RNA resultante foi seco a temperatura ambiente por 10 min e
ressuspendido em 4gua tratada com DEPC 0,01%. O RNA foi quantificado por

espectrofotometria, aliquotado e estocado a -80°C.
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IV. 10 — Sintese de cDNA e analise da expressio génica por qRT-PCR em

Tempo Real

Os RNAs obtidos de células leveduriformes durante deple¢do de cobre e ferro e
durante a infec¢do experimental, foram tratados com DNAse 1U/uL (Fermentas) e utilizados
para sintese de cDNAs utilizando-se a transcriptase reversa SuperScript II (Invitrogen' ™, Life
Technologies, Carlsbard, CA) e oligonucleotideo oligo(dT);s, seguindo protocolo do
fabricante. Os cDNAs foram utilizados em reacdes de qRT-PCR que foram realizadas
utilizando-se a mistura SYBER green (Applied Biosystems, Foster City, CA) no sistema
StepOnePlus™ real time PCR (Applied Biosystems Inc.). As reagdes foram realizadas em
triplicatas. A especificidade de cada par de oligonucleotideos utilizados foi confirmada pela
visualiza¢do de um tnico produto de PCR em gel de agarose 1,2%. Os oligonucletideos ¢ as
seqiéncias utilizadas foram: Transportador de cobre de alta afinidade (ctr3 sense 5’-
CATGTCATCAATGCCTGCTTC — 3°, ctr3 anti-sense 5°’- TGCAGG CGGGTCGGGAGA —
3’), Proteina responsiva ao cobre ( crp sense 5’- CTTGTGGAGACCTAGTAGCA - 3°, crp
anti-sense 5’- GAATGAACATTGTGAGAAAAACG - 3’), Metalochaperona de cobre (atx!
sense 5’- CTCAAGAAACTCGACGGAGT - 3, atxl] anti-sense 5°-
TCAAACATCCTTCGGCTCGC - 3°), Transportador de cobre organelar (ccc2 sense 5°-
CTAATCCCTCCGGAGAAAATC — 3’, cec2 anti-sense 5’- GCA
TTCTCGACTGCGGAAGT - 3’), Superoxido dismutase ( Cu/Zn-sod sense 5’-
ACTGCGCAAGTTATGATGGAA - 3, Cu/Zn-sod anti-sense 5’-
CACGGGAAGGGTCCATTTTC - 3°), Cobre amino oxidase (cao sense 5’-

AGCCTTCAATCACCCTGGA-3’, cao anti-sense 5’- TCGTGTGTCCTT CGCGAAAC —

59

Dissertacio de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Biolégicas - Universidade Federal de Goias.



Anilise da expressdo de genes envolvidos na manutencdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

3”), Proteina ribossomal L34 (/34 sense 5’- TCAATCTCTCCCGCGAATCC — 3’, 134 anti-
sense 5°’- GGCGGAAGGGGGATGTGTT - 3°). A reagdo de PCR em tempo real foi
realizada em 40 ciclos de 95°C por 15seg. e 60°C por Imin. A mistura SYBER Green PCR
(Applied Biosystems) foi utilizada adicionada de 10 pmol de cada oligonucleotideo e 40 ng de
cDNA molde, em um volume final de 25ul. As curvas padrdes foram geradas para se
confirmar um unico produto de PCR e foi realizada utilizando-se uma aliquota de cDNA de
cada amostra, serialmente diluidas (1:5 da diluicdo original). Os dados foram normalizados
com o transcrito codificante para a proteina ribossomal .34 amplificado em cada conjunto de
experimentos de qRT-PCR. Os niveis de expressdo relativa dos genes de interesse foram
calculados utilizando-se o método de curva padrdo para quantificagdo relativa (Bookout et al.,
2006). Os resultados foram validados pelo teste ¢ de student, sendo consideradas diferencas

significativas as amostras que apresentaram p < 0,05.

60

Dissertacio de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Biolégicas - Universidade Federal de Goias.



RESULTADOS




Analise da expressdo de genes envolvidos na manutengdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

V- Resultados

V.1 - Clonagem e caracterizacdo do cDNA e gene codificantes para o

transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de P. brasiliensis.

A partir da técnica de andlise representacional diferencial (RDA) de genes de
P.brasiliensis diferencialmente expressos ¢ induzidos durante o processo infectivo, foi
identificado o cDNA completo codificante para um transportador de cobre de alta afinidade
(CTR3) (Bailao et al., 2006). A seqiiéncia de cDNA foi comparada com outras depositadas
em banco de dados. A seqiiéncia completa do cDNA (Figura 7) apresentou um total de 1389
pares de bases, com 421 nucleotideos ndo traduzidos na regido 5’ e 389 nucleotideos nao
traduzidos na regido 3’°. A seqiiéncia apresenta um unico quadro de leitura aberto (ORF) com
582pb, codificando uma proteina de 193 aminoacidos com massa molecular predita de 21,5
kDa e ponto isoelétrico predito de 8,6. A comparacdo em banco de dados mostrou identidade
com o gene codificante para CTR3. Em funcdo destes resultados o cDNA passou a ser
denominado de Pbctr3. A seqiiéncia foi depositada em banco de dados (GenBank) sob o

numero de acesso DQ534496 (ver anexo).
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-421 gcacgaggattacctttectgtattatcaacaagcttagagaatattctgctcaaatcaactcaccataggatattgcgacgtgocaagatccaatgage
-321 caggttctgecgaactcgatcoccttggggegatccatggytegatatygcaacaaactttgagotgeacatettecagegecgtggtgategettecegge
-221 aagtctaaaatatggcaggggaagtataaatgaggccgttgacteocctgetgetccaaaatttgtacaatttgeratgecacgaggatttagtccaatacac
-121 agcctcccaacctecttgacttttgocaaagcacataacttggattgtttetttgttacatcgegaacettgetgectgegtegeotetttttaagagage

1 M D M HM AMNUBHSS ANDNDUHSAMUEGM MUHE GG G
| =21 gcaacatttogcaccgaaaagATGGATATGCATATGGCEATGAACCACTCTTCGGCARACAATGATCACTCCGCCATGCATGGARTGCACGGCGGCGGTA

278 8§ ¢ v I 5 ML W HNM®RHVINA ATCTFTI S S
B0 GCTCCTGCGIGATTTCTATGCTTTGGAATTGGCATGTCATCAATGCCTGCTTCATTTCCTCAT

S WRITSURUGMT FV G S
CGTGGAGAATTACATCTAGAGGAATGITTGTAGGGTC

61 € v 6 v I LL v M TLET FUL RUBERYGS ETFDU RY L AGIE KU RTLSTULP
180 ATGTGTAGGUGTCATCCTCCTCGTCATGACTCTCGAGT ICCTCCGACGRETCGGCAGTGAATTCGACAGGTATCTCGC TGGGARACGCTIGAGTCTCCOG

% T R L. ¢ R A NV N P K 58 T TS S CESPTEHSBASUVULOUPUGGSOQQMHRZBR
280 ACCCGCCTGCAGCGGGCGAACGTGAACCCGAAGTCGACARCCAGTTCCTGTGARAGTCCRACTGAAGCATCTGTGCTACAGCCACAATCTCAGATGCGAL

127 T L L ¢ H T A R 5L L HM M OQFGV AY I I ML L &AM Y Y HNGIYI
380 CTACACTTCTICAGCACACTGCCCGCTCGCTGCTTCACATGATGCAATTCGGAGTTGCTTARCATTATCATGCTGCTGGCCATGTACTACAACGGGTACAT

161 1 I 5 I L I 6 § F L 6 F FV F 8 W R S8 GEEUI KD ®BTCIEKWVTWVCOCG
480 AATCATTTCGATCTTGATAGGATCTTTCCTAGGCTTTTITGTGTTTTCATGGAGATCAGGCGAAGAARAGGACGCCTGCAAAGTAACTGTCTGTTGCGGT

+2 @

580 TAGcaccaaacaaaaggtgctggeatttatatttgettactgcaattteogatatcgaaatagttggaaagatgagaaacatgagtgggaggggatcaatt
680 gttacatgtaatgtattctacatacatgtgoccttgtasataatgtataaatgcgtctetgatgeattectgagtcaactegatgtettecatttagacat
T80 tttecetecttacatgactetttttattaataatecagtcaaaagggcaaacagtggtgatgegatactactttecaaacattttetttattttttgatgatt
B80 ttaaacatctgagtagttagtaaaactctattctcatctatagattatgoccacaatacaaiaaaaaaasaaaaaaaaasaaaaaaaaaa

Figura 7: Sequéncia de nucleotideos do cDNA e seqliiéncia deduzida de aminodcidos de PbCTR3. A
seqiiéncia de nucleotideos esta na diregdo 5’=» 3°. A Seqiiéncia deduzida de aminoéacidos é mostrada em letras
maiutsculas. Os codons de iniciagdo e de parada estdo em vermelho, italico e sublinhados. As numerac¢des para
nucleotideos ¢ aminoacidos estdo a esquerda. As regides 5’¢ 3’ ndo traduzidas estdo indicadas por letras

minusculas.
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O DNA genomico total de P. brasiliensis foi amplificado, via PCR, com o objetivo de
se obter um fragmento genomico codificante para CTR3. Para isso, foram construidos
oligonucleotideos ctr3-sense ¢ ctr3 anti-sense (Tabela 1) baseados na seqiiéncia dos
nucleotideos do cDNA. O fragmento amplificado de 1.655pb, foi eluido do gel de agarose
0,8%, quantificado e em seguida o gene foi clonado no vetor TOPO TA e submetido a reagao

de seqiienciamento automatico utilizando-se o aparelho MEGABACE™ (GE Healthcare).

A seqiiéncia gendmica foi obtida e comparada com o cDNA utilizando-se o programa
BLAST (Altschul et al., 1997). As analises revelaram um total de 1.655pb; a seqiiéncia foi
depositada no banco de dados (GenBank) sob o nimero de acesso EU530695 (ver anexo). O
gene homologo do P.brasiliensis contém quatro exons interrompidos por trés introns, de 130,
82 e 85pb, respectivamente. Todas as seqiiéncias intervenientes sdo flanqueadas por 5 GT e
3" AG (Figura 8). Com base na seqiiéncia completa de nucleotideos de Pbctr3 depositada no
banco do genoma estrutural de P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html
), pode-se identificar a regido promotora TATA Box, utilizando-se o algoritmo Promotor Scan

(http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-bin/molbio/proscan).
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attatcattcaagtaattatagatggttattaagctgtaaagtgaagcaaatttacattaaagaaaaagtgaa
-821 aataattattaaatagagaattatatcca ttgatttacttatatgaataatataactcaataaagaaaatattcaaaatgtataaaataaaaagaat
-721 tgtgagaaaaagaaattatgaataataaattaaaataataataataataaaa acatgaaaataga

gttgctattaatccaacaggacaattccctg

-62]1 atgtttgcaatgagtggagatcatttataattg
-521 tgatggattogttttaccctaacaatce Jjoggaaggs cacaccattaaccgcaatgate
-42]1 attaaagtgtaagtgtaagcgatcact “ctaacccccattcagoggoggtttattacet ctgtattatcaacaagcttaga
=321 ¢ ttctgotcaaatcaactaccataggatattgeg aagateoc
-221 aaactttgagtgcacatc ggtgatcget

tgaaagtgagatgatgcgactaaatctgatcag
L'gf:‘ tccaaatat

acacaccgcaaggtetagec

agoccaggtteotgocogaactcgatoccocttgggge

== atccatggat
gcaagtctaaaatatggcaggggaagtataa

gccgttoa
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Figura 8: Seqiiéncia genémica de PDCTR3 e seqiiéncia deduzida de aminoécidos. A seqiiéncia de nucleotideos
esta na diregdo 5’ 3. A seqiiéncia deduzida de aminoacidos ¢ representada em letras maitsculas. Os introns
sdo representados por letras minusculas e marcados em cinza, nucleotideos em italico e negrito representam a
regido conservada 5°=» 3’ consenso dos introns. Os codons de iniciagdo e de parada estdo em negrito, italico e
sublinhados. A numera¢ao da seqiiéncia de aminoacidos inicia-se na metionina, codificando o cddon de iniciagdo
e termina no primeiro cédon de terminagdo. As numeracgdes para nucleotideos e aminoacidos estdo a esquerda.
As regides 5’e 3’ ndo traduzidas estdo indicadas por letras mintsculas. Os aminoacidos (8-10) no quadrado azul
representam um possivel sitio de N-glicosilagdo. A seqiiéncia POCTR3 apresenta a regido amino-terminal rica
em metioninas, representando os motivos “Mets” (MxM e MxxM), destacados em quadrados vermelhos e regido
carboxi-terminal apresentando motivos ricos em histidinas e cisteinas (quadrados verdes); esses motivos sdo
comuns em todas as proteinas transportadoras de cobre da familia CTR. Os motivos foram identificados através
da utilizagdo do programa PROSITE (http://www.expasy.org/prosite) (Hofmann et al., 1999). A regido
promotora foi analisada utilizando-se o algoritmo Promotor Scan (http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-

bin/molbio/proscan). A regido promotora TATA Box esta evidenciada em caixa preta.
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V.2 — Andlise comparativa da sequéncia deduzida de aminoéacidos de

PbCTR3 de P. brasiliensis

A seqiiéncia de aminoacidos que codificam para PDCTR3 foi comparada com outras
seqliéncias depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e no
banco de dados de proteinas do Expasy (http://www.expasy.org). As analises computacionais
revelaram identidade com CTR3 de Ajellomyces capsulatus (nimero de acesso no GenBank:
ABF22674) , Coccidioides immitis (namero de acesso no GenBank: XP001240196),
Aspergillus clavatus (nimero de acesso no GenBank: XP001272812) (Figura 9). Analises
baseadas no  alinhamento de  seqiiéncias  através do  algoritmo  Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) demonstraram que POCTR3 apresenta
63% de identidade ¢ 73% de similaridade com CTR3 de Ajellomyces capsulatus, 55% de
identidade e 66% de similaridade com CTR3 de Coccidioides immitis, 46% de identidade e

60% de similaridade com CTR3 de Aspergillus clavatus (Tabela 5).
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Figura 9: Alinhamento da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de POCTR3 com proteinas homologas, apds

analise comparativa no programa BLAST (Altschul et al., 1990). As seqiiéncias sdo: P. brasiliensis (numero de

acesso no GenBank: DQ534496); A. capsulatus (numero de acesso no GenBank: ABF22674); C. immitis

(nimero de acesso no GenBank: XP001240196); A. clavatus (GenBank accession number XP001272812).

Posicdes de identidade completa sdo indicadas com asterisco (*), dois pontos (:) indicam substituicdes

conservadas e um ponto (.) indica uma substituicdo semiconservada. As posi¢des mais conservadas sdo marcadas

com preenchimento em cinza.

Tabela 5 — Porcentagem de identidade e similaridade da seqiiéncia de aminoacidos de

PbCTR3 e CTR3 de diferentes organismos depositadas em banco de dados.

Microrganismo Identidade (%0)* Similaridade (%0)*
A. capsulatus 63% 73%
C. immitis 55% 66%0
A. clavatus 46% 60%
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*  Porcentagens calculadas com base em  alinhamento de duas seqiiéncias  (bl2seq)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). As seqiiéncias obtidas sdo: P. brasiliensis (nimero de
acesso no GenBank: DQ534496); A. capsulatus (nimero de acesso no GenBank: ABF22674); C. immitis

(ntimero de acesso no GenBank: XP001240196); A. clavatus (GenBank accession number XP001272812).

V.3 - Rastreamento e identificacdo in silico de genes relacionados a

manutencdo da homeostase de cobre em P. brasiliensis.

O rastreamento inicial foi focado em genes descritos como envolvidos na manutencao
da homeostase de cobre em Saccharomyces cerevisae. Inicialmente as seqiiéncias desses
genes foram obtidas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et
al., 1997) ¢ utilizadas para o rastreamento de seqiiéncias homdlogas depositadas no banco de
dados do genoma estrutural de P.brasiliensis
(http://www .broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html
). Foram rastreadas 13 seqliéncias codificantes para proteinas provavelmente envolvidas na
via metabolica de captacdo e distribuicdo de cobre em P. brasiliensis. As seqiiéncias
identificadas eram codificantes para as seguintes proteinas: Superdxido dismutase (SOD),
cobre amino oxidase (CAO), tirosinase, lacases I, III e IV, metalochaperona de cobre ATX1,
transportador de cobre CCC2 (localizado no aparato de Golgi), proteina de resposta ao cobre
CRP ¢ as enzimas mitocondriais citocromo ¢ oxidases 15, 16 e 19. Além disso foi identificado
também um fator de transcri¢do denominado cufl/macl. Todas as seqiiéncias identificadas
foram utilizadas para elaboracdo de um modelo (Figura 10) presumivelmente utilizado por

P.brasiliensis na manutenc¢do da homeostase de cobre.
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Figura 10: Modelo proposto para manutengdo da homeostase de cobre no patdgeno humano P. brasiliensis. O
cobre extracelular ¢ reduzido pelas metaloredutases Fre de Cu® para Cu'', sendo transportado posteriormente
pela proteina Ctr3. No meio intracelular o cobre é captado pela molécula Atx1 e entregue para o transportador
Ccc2, localizado na membrana de organelas secretoras, fornecendo cobre para cuproenzimas, incluindo a
multicobre ferroxidase Fet3 que, juntamente com a permease Ftrl, medeiam a absor¢do de alta afinidade do
ferro. fons de cobre sdo incorporados pelas enzimas lacases (Lac) e tirosinases (Tir), que estdo envolvidas na
sintese de melanina. A proteina responsiva ao cobre (CRP) ¢ um transportador vacuolar responsavel por
armazenar cobre em vacuolos, quando o mesmo encontra-se em excesso no meio intracelular. O fator de
transcricdo Cufl/Macl regula a expressao de moléculas transportadoras de cobre CTRs durante a homeostase ou
deficiéncia do metal. fons livres no citosol sio incorporados por enzimas cobre-dependentes, como por exemplo,
a superoxido dismutase (SOD), a cobre amino oxidase (CAO) e a enzimas mitocondriais citocromo ¢ oxidase

(COX).
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V.4 — Andlises do perfil de expressdo dos genes envolvidos no metabolismo
de cobre em P. brasiliensis durante condicdes de restricdo de cobre e/ou

ferro.

Com o objetivo de avaliar a expressdo dos genes codificantes para: o transportador de
cobre de alta afinidade POCTR3, do transportador de cobre PbCCC2, da metalochaperona de
cobre POATX1, do transportador vacuolar de cobre POCRP ¢ das enzimas cobre-dependentes:
superoxido dismutase (PbSOD) ¢ da cobre amino oxidase (PbCAO), durante deprivagdo de
cobre e ferro, células leveduriformes do fungo P. brasiliensis foram cultivadas na presenga de
quelantes especificos de cobre e ferro (BCS e BPS, respectivamente). Ressalta-se que o
crescimento do fungo na presenca dos quelantes, foi similar ao crescimento do controle
(dados nao mostrados). Os RNAs obtidos nas condi¢des de deple¢do de cobre, deplecao de
ferro e deplecdo de cobre e ferro foram utilizados para sintese de cDNAs e os niveis de
expressdo génica avaliados por qRT-PCR em tempo real em triplicatas biologicas. Os
resultados mostram que a expressdo de Pbctr3 (Figura 11, painel A) foi induzida durante a
privagdo de cobre ¢ ferro, quando comparado ao controle. Os transcritos Pbcrp (painel B),
Pbccc2 (painel C), Pbatx1 (painel D), Pbsod (painel E) e Pbcao (painel F), apresentaram uma

diminui¢ao no nivel de expressdo durante privacao de cobre e ferro.
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Figura 11: Andlise da expressdo de genes envolvidos na manutencdo da homeostase de cobre em P.
brasiliensis. A expressdo dos genes de P. brasiliensis foi avaliada através de qRT-PCR em tempo real em
diferentes condigdes experimentais (controle, auséncia de cobre, auséncia de ferro e auséncia de cobre e ferro).
Os valores da expressdo dos genes foram normalizados utilizando-se os valores de expressdao do gene
constitutivo codificante para a proteina ribossomal L-34. Analises estatisticas para avaliar o nivel de

significancia foram realizadas, utilizando o teste t student, adotando p < 0,05 (*).
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V.5 — Andlises do perfil de expressdo dos genes envolvidos no metabolismo
de cobre em células leveduriformes de P. brasiliensis derivadas de 0rgaos

de animais infectados.

Com a finalidade de avaliar os niveis de expressao dos genes Pbctr3 ¢ Pbcrp durante o
processo infeccioso, experimentos de infeccdo foram realizados, onde RNAs extraidos de
células leveduriformes de P. brasiliensis recuperadas de pulmao e¢ bago foram obtidos e
utilizados para a sintese de cDNA. Os niveis de expressdo dos genes Pbctr3 e Pbcrp foram
avaliados por qRT-PCR em tempo real em células leveduriformes de P. brasiliensis derivadas
de pulmado e bago de camundongos infectados em diferentes tempos de infecgdo (7 e 15 dias)
(Figura 12). Os genes Pbctr3 (painel A) e Pbcrp (painel B), apresentaram uma expressao

induzida em 7 dias pos-infecgao em pulmao e 15 dias pos-infecgao em bago.
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Figura 12: Andlise da expressdo dos genes Pbctr3 e Pbcrp durante o processo infectivo. A expressdo dos
genes foi avaliada através de QRT-PCRq em células leveduriformes derivadas de infeccdo em pulméo e bago. Os
valores da expressdo dos genes foram normalizados utilizando-se os valores de expressao do gene constitutivo
codificante para a proteina ribossomal L-34. Analises estatisticas para avaliar o nivel de significancia foram

realizadas, utilizando o teste t student, adotando p < 0,05 (*).
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V1 — Discussao

Com o proposito de identificar genes envolvidos na adaptacdo e sobrevivéncia de P.
brasiliensis no hospedeiro durante a infeccdo, Baildo et al. (2006), utilizaram a Andlise de
Diferenca Representacional de cDNA (cDNA-RDA) para identificar genes de P. brasiliensis
induzidos durante o processo infectivo e em condi¢gdes que mimetizam a via hematogénica de
disseminacdo fungica. Nos modelos de infecgdo experimental foi observada alta freqtiéncia do
transcrito Pbctr3, codificando um transportador de cobre de alta afinidade. O transcrito
Pbctr3 também foi identificado como um dos cDNAs mais abundantes na condicdo de
infeccdo no hospedeiro, na anélise do transcriptoma de P. brasiliensis derivado de figado de
camundongos B10A, o que reforca seu possivel papel no processo infectivo (Costa et al.,

2007).

A identificacdo de genes induzidos em P. brasiliensis durante a infeccdo em figado
de camundongos (Bail&o et al. 2006; Costa et al., 2007), permitiu a sugestdo de processos
bioldgicos envolvidos na sobrevivéncia do P. brasiliensis durante o processo infeccioso.
Sugere-se que para ocorrer uma colonizagdo bem sucedida do hospedeiro, 0s microrganismos
devem inicialmente obter nutrientes essenciais para o seu crescimento. O cobre é um desses
nutrientes importantes para o estabelecimento da infeccdo, visto que 0 mesmo € requerido
como cofator para uma diversidade de enzimas em processos bioldgicos essenciais para a
manutencdo celular. O fato de que a concentracdo disponivel de micronutrientes como cobre
para 0s microrganismos patogénicos é mantida abaixo da quantidade requerida para o
desenvolvimento desses organismos, determina que a habilidade em se obter esses

micronutrientes do hospedeiro defina, em grande parte, a viruléncia do patdgeno (Rees &
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Thiele, 2004). Em diversos microrganismos patogénicos a presenca de cobre promove uma
melhor interacdo do parasita com o hospedeiro e a progressdo da doenca, ocorrendo assim
uma colonizacdo bem sucedida, como descrito, por exemplo, em C. albicans (Eck et al.,
1999; Weissman et al., 2000). Devido a identificacdo de transcritos de Pbctr3 como altamente
expresos durante o processo infectivo iniciou-se a investigacdo da homeostase de cobre em

P.brasiliensis.

O cDNA apresentou um total de 1389 pares de bases, apresentando 421 e 389
nucleotideos ndo traduzidos nas regides 5’ e 3’, respectivamente. A seqliéncia apresenta um
unico quadro aberto de leitura (ORF) com 582pb, codificando uma proteina predita de 193
aminoacidos com massa molecular de 21,5 kDa e ponto isoelétrico de 8,6. Analises da
sequéncia de cDNA e de aminoéacidos utilizando o programa BLAST (Altschul et al., 1990),
demonstraram alta identidade e similaridade entre seqiiéncias de aminoacidos de CTR3 de
fungos. Ressalta-se que o transportador de cobre de alta afinidade € descrito e caracterizado,
demonstrando importante papel no crescimento e manutengdo de atividades metabdlicas
essenciais para a sobrevivéncia e colonizacdo dos hospedeiros por patégenos, assim como

descrito para C. neoformans (Waterman et al., 2007).

A seqliéncia gendmica foi obtida e caracterizada. O gene homdlogo do P.brasiliensis
contém quatro exons interrompidos por trés introns. Todas as seqliéncias intervenientes séo
flanqueadas por 5° GT e 3’ AG. A sequéncia apresenta dominios “Mets” ricos em metionina
na regido amino-terminal e histidinas e cisteinas distribuidas ao longo da regido carboxi-
terminal, 0 que caracteriza os transportadores de cobre da familia CTR. A proteina deduzida
PbCTR3 apresentou também um possivel sitio de N-glicosilacdo. Além disso, com base na
sequéncia completa de nucleotideos de Pbctr3 depositada no banco do genoma estrutural de

73

Dissertacdo de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Goias.



Analise da expressdo de genes envolvidos na manutengdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

P.brasiliensis  (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/
MultiHome. html), pode-se identificar a regido promotora TATA Box, utilizando-se o

algoritmo Promotor Scan (http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-bin/molbio/proscan).

Foram identificados ortélogos de genes envolvidos na manutencdo da homeostase de
cobre em P.brasiliensis, em analises no banco de dados do genoma estrutural de P.

brasiliensis (http: www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/Multi

Home.html). Dentre os genes identificados pode-se citar o transportador de cobre de alta
afinidade (Pbctr3), superéxido dismutase (Pbsod), cobre amino oxidase (Pbcao),
metalochaperona de cobre (Pbatx1), transportador de cobre (Pbccc2) localizado no aparato de
Golgi, proteina responsiva ao cobre (Pbcrp), tirosinase (Pbtir), lacases I, 11l e IV (Pblacl,
Pblaclll e Pblac 1V), e as enzimas mitocondriais citocromo ¢ oxidases 15, 16 e 19 (Pbcox15,
Pbcox 16 e Pbcox 19). Além disso, as andlises in silico revelaram um fator de transcricéo
denominado cufl/macl, descrito como regulador da expressdo do transportador de cobre
CTR4 em Schizosaccharomyces pombe. Durante a auséncia de cobre, cufl, ativa a transcricdo
do gene codificante para CTR4, aumentando assim a captacdo do metal, com o objetivo de
manter a homeostase no meio intracelular. Quando o inverso acontece e o nivel de cobre
encontra-se em excesso, cufl fica retido no citoplasma e ndo atua como fator de transcricdo de
CTR4, diminuindo sua expressdao e controlando a quantidade do ion metélico no meio

intracelular, mantendo assim a homeostase (Beaudoin et al., 2006).

Os genes rastreados no banco do genoma estrutural de P. brasiliensis, com fungdes
envolvidas na manutengdo da homeostase de cobre sdo codificantes para enzimas que atuam
em processos bioldgicos envolvidos diretamente com a viruléncia de patdgenos. Foram
identificados genes codificantes para tirosinase e lacases, que sdo enzimas que contém cobre e

74

Dissertacdo de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Goias.



Analise da expressdo de genes envolvidos na manutengdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

estdo envolvidas na biossintese de melanina, (Arredondo & Nunez, 2005). A melanina esta
implicada na patogénese de varias doencas humanas, incluindo algumas infecgdes
microbianas. Transcritos codificantes para tirosinase foram superexpressos em células
recuperadas de figado de camundongos B10A infectados por P. brasiliensis (Bailao et al.,
2006). Silva e colaboradores (2006) demonstraram que a melanizacéo de P. brasiliensis reduz

a fagocitose do fungo por macréfagos alveolares e peritoniais.

Foram identificados no banco do genoma estrutural de P. brasiliensis genes
codificantes para Pbatx1 e Pbccc2 que estdo diretamente envolvidos na captura e distribuicdo
do ion cobre no meio intracelular. A molécula ATX1 é responsdvel por captar o cobre
transportado por CTR3 através da membrana plasmatica, levando-o a proteina CCC2
localizada no aparato de Golgi, sendo responsavel pela entrega do metal as enzimas cobre-
dependentes. Os genes ccc2 e atx1, codificantes para homdlogos de transportador de cobre e
chaperona de cobre, respectivamente, coordenam e mantém a homeostase de cobre e estdo

relacionados com a melanizagéo de C. neoformans (Walton et al., 2005).

Outra classe de proteinas identificadas e possivelmente envolvidas no metabolismo de
cobre em P. brasiliensis, sdo as metaloenzimas mitocondriais citocromo ¢ oxidases (Pbcox15,
Pbcox16 e Pbcox19), que sdo enzimas que necessitam do ion cobre para desempenhar com
eficiéncia sua funcao no processo de respiracdo celular, catalisando a reacéo final da cadeia de
transporte de elétrons, passo essencial na respiracdo celular. Em mamiferos e leveduras, a
enzima tem uma estrutura bastante complexa, contendo 13 subunidades, dois grupos heme e
diversos outros cofatores metalicos (trés ions de cobre, um de magnésio e um de zinco). Para
a enzima captar os trés ions de cobre necessarios para desempenhar sua atividade 6tima, o

cobre contido no meio intracelular deve ser incorporado pela proteina COX17, rica em
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cisteina, importante no transporte de cobre citosolico para o interior da mitocondria. Apds
incorporar 0s atomos de cobre a proteina COX17 transfere-o para a proteina SCO1 que o
transfere para outras proteinas, COX2 ou COX11, fazendo com que 0 mesmo seja
disponibilizado para a citocromo ¢ oxidase. Especula-se que a mitocondria também funcione
como organela armazenadora de cobre, assim como os vacuolos, sendo portanto envolvida na
manutencdo da homeostase do metal (Abajian et al., 2004; Arnesano et al., 2005; Andreini et

al., 2008; Kim et al., 2008).

Genes codificantes para superdxido dismutase (PbSOD), cobre amino oxidase
(PbCAO) e para um proteina responsiva ao cobre em P. brasiliensis (PbCRP) foram
identificados. A enzima superdxido dismutase é descrita como necessaria para a viruléncia em
microrganismos patogénicos, pois 0s protege contra os danos da oxidacdo, causados pelo
sistema imunitario do hospedeiro. Em C. albicans foi descrito que a SOD1 protege a célula
contra radicais superoxido produzidos por macréfagos (Hwang et al., 2002). Cobre amino
oxidase, ainda ndo possui sua funcdo claramente elucidada. Estudos sugerem que a molécula
participe do processo de adesao celular (Yu et al., 2003). No fungo patogénico H. capsulatum,
foram identificados transcritos positivamente regulados em resposta a adicdo de sulfato de
cobre (CuSQO,4) a meios de cultura, utilizando a técnica de microarranjos de DNA. Nesse
estudo o gene crpl que codifica uma proteina responsiva ao cobre, foi diferencialmente
expresso. Sugere-se que a proteina CRP1 seja importante na manutencdo da homeostase de
cobre de H. capsulatum, visto que a mesma € requerida para o transporte e armazenamento de
cobre em compartimentos intracelulares, estabelecendo a homeostase desse metal em

condigdes de alta concentragdo do mesmo (Gebhart et al., 2006).
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A captacdo de ferro com alta afinidade requer um sistema eficiente de captacdo de
cobre, visto que o primeiro sistema é acompanhado por um membro da familia de cobre
oxidases (enzimas cobre-dependentes), responsavel pela oxidacdo de ferro a forma férrica
(Stearman et al., 1996). Em S. cerevisiae mutantes no gene que codifica para o transportador
de alta afinidade de cobre sdo deficientes nos mecanismos de captacdo de ferro e cobre
(Dancis et al., 1994). Interessantemente, a alta redundéncia de transcritos relacionados com a
captacdo de ambos os metais foram sinergicamente induzidos durante a infeccdo de P.
brasiliensis (Baildo et al. 2006). Devido a interdependéncia da captacdo de cobre e ferro, os
niveis dos transcritos Pbctr3, Pbccc2, Pbatx1, Pbcrp, Pbsod e Pbcao foram avaliados durante

privagao de cobre e ferro.

Pbctr3 foi induzido durante a privagdo de cobre e/ou ferro, quando comparado ao
controle. Os transcritos Pbcrp e Pbccc2 apresentaram um decréscimo na expressao durante a
deplecdo de cobre, ferro, bem como, durante a deplecdo combinada dos dois metais. O
transcrito Pbatx1, apresentou decréscimo tanto durante a auséncia de cobre quanto durante a
deplecdo de cobre e ferro. Os resultados das analises de expressao in vitro dos genes Pbctr3 e
Pbcrp revelaram que estes dois genes sdo regulados de forma antagonista em relacdo a
disponibilidade de ions cobre. Estudos de analises de expressdo de outros organismos

corroboram o observado (Gebhart et al., 2006; Marvin et al., 2003).

Os resultados de qPCR em tempo real demonstram a participacdo dos genes Pbatx1 e
Pbccc2 na manutencdo da homeostase de cobre. As relagdes entre a homeostase de ferro e
cobre sdo bem estabelecidas em fungos. Por exemplo, em C. neoformans cobre é requerido
para a atividade da enzima lacase e muta¢Ges nos ortélogos codificantes da cobre-chaperona

Atx1 e do transportador de cobre Ccc2 reduzem a producdo de melanina e dificultam o

77

Dissertacdo de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Goias.



Analise da expressdo de genes envolvidos na manutengdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

crescimento do fungo em condi¢des de baixo teor de ferro. Assim como descrito em S.
cerevisiae, essas proteinas poderiam funcionar entregando ions cobre para ferro oxidases
(Walton et al.,2005). Em S. cerevisae CCC2 é uma ATPase envolvida no exporte de ions
cobre para a luz de vesiculas pos-Golgi (Yuan et al., 1997). Originalmente essa ATPase pode
funcionar no transporte do excesso de cobre do citoplasma, fato que é observado em bactérias
(Phung et al., 1994). Em células eucaridticas a principal funcdo desse transportador é
aparentemente fornecer cobre para vesiculas da rede pds-Golgi, onde ocorre a montagem do
complexo que contém oxidoredutases cobre-dependentes e uma permease de ferro (Phung et
al., 1994).. Consequientemente mutagdes em ccc2 resultam na deficiéncia de ferro (Nelson,

1999; Weissman et al., 2002).

Os niveis de expressdo dos transcritos Pbsod e Pbcao apresentaram decréscimo
durante a deplecdo de cobre, contudo ndo houve alteracdo na expressdo desses transcritos
durante deplegéo de ferro. Em ensaios de deplecdo simultanea de ambos os metais, observou-
se repressdo dos niveis dos transcritos Pbsod e Pbcao, provavelmente ocasionada pela
auséncia de ions cobre. A enzima SOD descrita como fator de viruléncia e a proteina CAO
sdo classificadas como enzimas cobre-dependentes. O decréscimo na expressdo desses genes
na auséncia de cobre sugere que a producdo destas proteinas seja dependente de cobre.
Conseqlientemente a manutencdo da homeostase de cobre é essencial para a producdo de
fatores de viruléncia cobre-dependentes como por exemplo superdxido dismutase, tirosinases

e lacases. (Hwang et al., 2002; Bailao et al., 2006).

A expressdo dos genes Pbctr3 e Pbcrp foi analisada durante o processo infectivo em
nichos do hospedeiro. O gene Pbctr3 é induzido durante o processo infeccioso,

provavelmente devido a baixa concentracao de cobre nos tecidos do hospedeiro. A diminuicao

78

Dissertacdo de Mestrado em Biologia Celular e Molecular — Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal de Goias.



Analise da expressdo de genes envolvidos na manutengdo da homeostase de cobre no patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos

da disponibilidade de micronutrientes livres nos tecidos do hospedeiro é uma estratégia de
defesa deste contra o patdégeno (Marvin et al., 2003). Dessa maneira pode-se sugerir que
PbCTRS3 participa na captura de ions cobre durante a infecgdo, desempenhado, assim, papel
essencial na estratégia de sobrevivéncia do patdgeno nos tecidos do hospedeiro. Ressalte-se
que dados recentes de nosso grupo revelam que o transcrito Pbctr3 é superexpresso em P.

brasiliensis durante a infec¢do de macr6fagos murinos (Dantas et al, 2009, em revisao).

Os transcritos codificantes para PbCRP, foram aumentados durante a infeccdo de
camundongos. O antagonismo na expressdo do gene Pbcrp nas condigdes in vitro e durante
infeccdo pode ser explicado pelo fato de que in vitro o cobre do meio de cultura esta
imobilizado no quelante. Dessa maneira, independente do aumento da expressdo do Pbctr3, os
niveis de cobre intracelulares permanecerdo baixos resultando na baixa expressdo de Pbcrp.
De forma complementar, embora os niveis de cobre livre nos tecidos do hospedeiro estejam
baixos, o fungo ainda consegue mobilizar o ion cobre para captura, fato qual resulta no

aumento de expresséo de Pbcrp.

A diferenca de expressdo dos genes Pbctr3 e Pbcrp nos diferentes orgaos, pulméo e
baco sugere que P. brasiliensis apresenta uma resposta nicho especifica frente as diferentes
condigdes de disponibilidade do ion cobre em distintos tecidos. Padrdes de expressdo nicho
especificos tem sido observados em outros fungos dimorficos (Barelle et al., 2006) e em P.

brasiliensis (Dantas et al., 2009, em reviséo).

Muitos sdo os papéis desempenhados pelo ion cobre na biologia e mecanismos
envolvidos no processo de viruléncia em microrganismos patogénicos. O conhecimento da

regulacdo da homeostase de cobre permanece escasso e, portanto, apresenta-se COmo um
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assunto nascente. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que o fungo P.
brasiliensis possui uma rede de genes regulados por privacao de cobre e ferro, especialmente
0S genes ja descritos na literatura como relacionados com viruléncia e patogenicidade. Nessa
classe de genes incluem-se o transportador de cobre de alta afinidade, assim como todos 0s
outros genes que participam na manutencdo da homeostase de cobre no meio intracelular. P.
brasiliensis apresentou expressao diferencial dos genes envolvidos na homeostase de cobre
durante privagdo dos micronutrientes cobre e ferro, assim como durante infeccdo
experimental em pulmdo e bago, sugerindo que os micros ambientes do hospedeiro,
provavelmente apresentam caréncia de micronutrientes essenciais para a sobrevivéncia do
patégeno. Com a finalizacdo do trabalho, surgem novas perspectivas e abordagens, onde

estudos funcionais dos genes envolvidos no metabolismo de cobre devem ser realizados.
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VII — Conclusdes

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que:

¢ O gene codificante para o transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de P.

brasiliensis apresenta 1.655pb, contendo quatro exons interrompidos por trés introns.

e O gene codificante para o transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de P.
brasiliensis codifica uma proteina predita com 193 residuos de aminoacidos, massa

molecular predita de 21,5 kDa e ponto isoelétrico predito de 8,6.

e A sequéncia genémica de PbCTR3, apresenta os dominios “Mets” ricos em metionina
na regido amino-terminal e histidinas e cisteinas distribuidas ao longo da regido
carboxi-terminal, o que caracteriza os transportadores da familia CTRs. A proteina
deduzida apresenta um possivel sitio de N-glicosilacdo. A regido promotora TATA

box foi identificada na sequéncia genémica.

e A proteina PbCTR3 apresentou alta similaridade e identidade com proteinas CTR3 de

outros fungos.

e P. brasiliensis apresenta no seu genoma genes codificantes para proteinas descritas

como envolvidas na manutencdo da homeostase de cobre em outros organismos.

e Genes possivelmente envolvidos na manutencdo da homeostase de cobre em P.
brasiliensis foram diferencialmente expressos em privacdo de cobre e/ou ferro,
mimetizando as condi¢Ges in vivo no hospedeiro e foram induzidos durante o processo

infeccioso em nichos (pulméo e bago) do hospedeiro (7 e 15 dias). A partir dos dados
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pode-se sugerir que esses genes exercam um importante papel durante a manutencéo

da homeostase de cobre em P. brasiliensis, bem como, durante o processo infectivo.
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VIl - Perspectivas

A partir dos resultados obtidos, as perspectivas deste trabalho séo:

¢ Citolocalizacdo da proteina PbCTR3 em células de P. brasiliensis por microscopia

eletronica de transmissdo (em desenvolvimento).

e Construir bibliotecas subtraidas de cDNA a partir de RNAs obtidos a partir de leveduras

crescidas na presenga e auséncia de cobre (em desenvolvimento).

e Analise protedmica diferencial de extrato protéico de células leveduriformes crescidas

na presenca e auséncia de cobre.

e |dentificacdo da proteina PbCTR3 no proteoma de P. brasiliensis por espectrometria de

massas.
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X - Anexos

Anexo X. 1: Analise de interacgdes inter-moleculares do transportador de cobre de
alta afinidade (Pbctr3) de Paracoccidioides brasiliensis através da técnica de

duplo-hibrido.

Na fase pos genomica em que hoje se encontram muitas pesquisas, se torna cada vez
mais indispensavel a compreensdo dos muitos processos bioldgicos inerentes a qualquer
organismo, alguns como: regulagdo da transcri¢do, respostas as condi¢des ambientais,
transducdo de sinal, etc (Causier & Davies, 2002). A chave para a compreensao de muitos
desses processos bioldgicos reside no estudo da interacdo fisica entre proteinas.

O papel desempenhado pelo transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de P.
brasiliensis ainda nao ¢ elucidado. O sistema de duplo hibrido em levedura (S. cerevisiae) ¢
uma metodologia que foi desenvolvida para identificar genes que codificam proteinas (presas)
que interagem com uma proteina alvo (isca) in vivo, com a vantagem do estudo das interagdes
dessas proteinas em sua conformacdo original (Fields & Song, 1989; Fields & Sternglanz,
1994). A base para o sistema esta na estrutura de um fator de transcricdo que tem dois
dominios fisicamente separados: o dominio de ligacdo ao DNA (BD) e o dominio de ativagao
da transcri¢ao (AD). Os genes codificantes para estes dominios estdo presentes em plasmideos
diferentes onde sdo clonados genes de uma biblioteca de cDNA (presa) e o gene para o qual
se deseja rastrear a interagdo (isca). Caso as proteinas fagam interagdo in vivo o fator de
transcri¢ao atua sobre o promotor que se situa no inicio de um gene reporter, o qual determina
o crescimento das leveduras em meio seletivo, onde crescem apenas as leveduras que
apresentam proteinas que interagem. O principio da estratégia que caracteriza a metodologia

de duplo hibrido esta descrito na Figura 13.
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Promotor Gene reporter

Figura 13: Esquema da técnica do duplo hibrido em leveduras. BD — Dominio de ligagdo a regido
promotora do DNA, o qual ¢ fusionado ao PDCTR3 (isca). AD — Dominio de ativagdo da transcri¢do, o qual é
fusionado as proteinas (presas) de P. brasiliensis. A interacdo de proteinas fusionadas aos dominios (BD e AD)
compoe o fator de transcri¢do que ativa a expressdo do gene reporter permitindo o crescimento das leveduras em

meio seletivo.

O estudo de provaveis interagdes do CTR3 de P. brasiliensis com outras moléculas foi
realizado através da utilizagdo da técnica de duplo-hibrido em S. cerevisae, cepas AH109 ¢
Y187 (Matchmaker™ Library Construction & Screening - Clontech Laboratories, Inc.). O
cDNA codificante para CTR3 foi clonado no vetor de expressao pGBKT7, em fase de leitura
com o dominio GAL4 de ligagdo ao DNA. O vetor possui gene Trpl, permitindo a selegdo em
meio minimo sem triptofano, e o produto clonado foi transformado na cepa Y187, mutada
para Trpl. A biblioteca de cDNA foi construida a partir de RNAs de células leveduriformes
de P. brasiliensis. A cepa AH109, mutada para o gene Leu2, foi co-transformada com os

cDNAs e o vetor de expressio pGADT7-Rec, que contém o gene Leu2, permitindo sele¢dao
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em meio minimo sem leucina. Através de recombinagdo homologa in vivo os cDNAs foram
clonados em fase de leitura com o dominio GAL4 de ativagdo transcricional presente no
pGADT7-Rec. Posteriormente, as cepas transformadas Y187 e AH109 foram inoculadas em
um mesmo sistema para promover a diploidia (mating). O rastreamento das interagdes
positivas foi feito em meio minimo sem os aminoacidos triptofano, leucina, adenina e
histidina. Para a identificagdo dos genes que interagem com CTR3, os clones provenientes de
interagdo positiva foram seqiienciados e as seqiiéncias obtidas foram comparadas com bancos
de dados de proteinas, utilizando-se a ferramenta BLASTX (Basic Local Alignment Search

Tool) (Altschul et al., 1990).

Tabela 06 — Interacdes preditas de PbDCTR3 com outras moléculas: resultados obtidos

pelo sistema de duplo-hibrido em leveduras

Gene (Possiveis Organismo/Numero de Acesso Valor Redundancia
interages) de e- (nimero de
value clones obtidos)

Se-18 2
Transportador de Ajellomyces capsulatus
Zinco/Ferro HCAG 02989
Hidrolase metal- Aspergillus niger 8e-11 2
dependente
CBS 513.88
Transportador de Coccidioides immitis 4e-21 1
Ca*'/Na'
CIMG 07493
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Perspectivas

Co-imunoprecipitacdo in vitro

As interagdes positivas do transportador de cobre de alta afinidade de P. brasiliensis
com o Transportador de Zinco/Ferro, Hidrolase metal-dependente e Transportador de
Ca®"/Na" in vivo serfio confirmadas in vitro em sistema comercial de co-imunoprecipitagdo
Matchmaker CO-IP (Clontech Laboratories, Inc.). Os vetores de expressdo utilizados no
sistema de duplo hibrido, pGBKT7 e pGADT7-Rec, possuem promotores para T7 RNA
polimerase, e o epitopo c-Myc e Hemaglutinina (HA), respectivamente. Serdo utilizados para
a transcrigdo e tradugao in vitro de CTR3 ligada a c-Myc e das proteinas da biblioteca ligadas
a HA, em sistema contendo *>S-Metionina. Os produtos obtidos serdo incubados com o
anticorpo monoclonal anti-c-Myc. Posteriormente sera feita incubacdo com esferas de
proteina A e eluicdo das proteinas através de fervura. As amostras eluidas serdo submetidas a
eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). Apos tratamento, o gel de

poliacrilamida serd exposto a filme de raio X a temperatura ambiente.

A identificagdo de proteinas que tenham intera¢do in vivo com o transportador de
cobre de alta afinidade no sistema de S. cerevisiae podera auxiliar na compreensdo do papel

da proteina na biologia de P. brasiliensis.
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Anexo X. 2: Obtencéo de anticorpo policlonal anti-PbCTR3 e Western blot

Producdo de peptideo sintético e do anticorpo policlonal anti-PbCTR3

Analises de hidropatia da seqiiéncia de aminoacidos correspondente a proteina PbCTR3
foi realizada utilizando-se o algoritmo Prosite/Expasy (http://www.expasy.org/prosite)
(Hofmann et al., 1999), com objetivo de se identificar as regides hidrofilicas da molécula,
para sintese de um peptideo sintético (Figura 14). Com base nas analises, foi identificada
uma regido hidrofilica da molécula, que corresponde do aminoacido 90 até o 130. Essa regido
com 41 aminoacidos (Figura 15) foi selecionada para a sintese do peptideo que foi produzido

pela Invitrogen™, Life Technologies, seguindo o protocolo do fabricante.

FrotScale output for user seguence
4 T T T T T

T T T T
Hphok. » Kuyte & Doolittle

Score

-3 1 I I I 1 I I I 1
2a 48 1G] 2a 188 126 140 1@ R=1]

Position

Figura 14: Grafico correspondente a analise de hidropatia da molécula PbCTR3, gerado pelo algoritmo expasy

(http://www.expasy.org/prosite) (Hofmann et al., 1999), sendo considerado hidrofilicas as regides com score < 1.
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Figura 15: Seqiiéncia deduzida de aminoacidos de PbCTR3 com proteinas homologas, apos analise comparativa
no programa BLAST (Altschul et al., 1990). A regido marcada em cinza corresponde a selecionada para sintese
do peptideo. As proteinas homoélogas a provavel seqiiéncia de PbCTR3 sio: P. brasiliensis (numero de acesso no
GenBank: DQ534496); A. capsulatus (nimero de acesso no GenBank: ABF22674); C. immitis (nimero de
acesso no GenBank: XP001240196); A. clavatus (GenBank accession number XP001272812). Posigdes de
identidade completa sdo indicadas com asterisco (*), dois pontos (:) indicam substituigdes conservadas e um

ponto (.) indica uma substitui¢do semiconservada. As posi¢des mais conservadas estdo marcadas por retangulos.

O peptideo sintético foi utilizado para imunizagdo em camundongos, utilizando
adjuvante de Freund. Trés imunizag¢des foram realizadas com intervalo de 15 dias. Apds as
imunizagdes, o soro foi retirado, aliquotado e estocado a -20°C. O soro pré-imune foi obtido

antes da primeira imunizagao.
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Obtencédo de extratos protéicos de P. brasiliensis e Western blot

Extratos protéicos de células leveduriformes e micelianas de P. brasiliensis foram
obtidos como descrito por Fonseca et. al., (2001), por trituragdio mecanica das células
congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente homogeneizadas em tampao de extracao
(20 mM Tris-HCL, 2mM CaCl,, pH 8.8). Extratos protéicos de membrana de células
leveduriformes de P.brasiliensis também foram obtidos seguindo protocolos adaptados a
partir dos protocolos descritos por Bruneau et al., (2001) e Lopez-Villar et al., (2006). Células
leveduriformes de P. brasiliensis foram lavadas com PBS1X e apos centrifugagdo a 3.500xg,
foram ressuspendidas em tampao Tris-HCl 200 mM, pH 7,0. As células foram lisadas com
pérolas de vidro no vortex durante 30 min. Apos a lise, as células foram centrifugadas a
3.500xg por 15 min e o sobrenadante coletado. O sobrenadante foi centrifugado a 100.000xg
por 1 h. Os precipitados formados foram ressuspendidos em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,0,

com um coquetel de inibidores de proteases.

Experimentos de Western blot foram realizados apds fracionamento das proteinas (30
ng) em gel desnaturante de poliacrilamida e transferéncia para membrana de nitrocelulose por
3h a 4 °C. A membrana foi incubada com tampao de bloqueio (leite desnatado a 5% em PBS
1X) por 3h a 4 °C. Foram realizadas trés lavagens de 10 min com tampao PBS e Tween 20 a
0,05% (PBS-T) e a membrana foi incubada por duas horas na presenca do anticorpo primario
(anticorpo policlonal anti-PbCTR3 na concentragdo de 1:8.000 em PBS-T). Posteriormente
incubou-se a membrana com o anticorpo secundario comercial anti-camundongo marcado
com fosfatase alcalina (na concentragcdo de 1:2000 em PBS-T por 1 h). A reagdo foi revelada
com solug¢do de substrato cromogénio para fosfatase alcalina contendo BCIP (5-bromo-4-

cloro-3-indolil fosfato) e NBT (nitro azul de tetrazol) (Sigma Aldrich).
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Figura 16: Analise por Western blot do transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de
P.brasiliensis. As proteinas foram fracionadas por eletroforese em gel unidimensional, transferidas para
membrana de nitrocelulose e detectadas pelo anticorpo policlonal anti- PbCTR3 de P.brasiliensis na
concentragdo de 1:8000. Apos reagdo com anticorpo anti-camundongo secundario comercial marcado com
fosfatase alcalina na concentragdo de 1:2000 em PBS-T por uma hora; a reagdo foi revelada com solugdo de
substrato cromogénio para fosfatase alcalina contendo BCIP e NBT. Linha 1: Western blot utilizando extrato
total de P. brasiliensis fase leveduriforme reagido com soro pré-imune. Linha 2: extrato protéico de células
leveduriformes reagido com anticorpo anti-PbCTR3. Linha 3: extrato protéico de células micelianas reagido
com anticorpo anti-PbCTR3. Linha 4: extrato protéico de membrana de células leveduriformes reagido com

anticorpo anti-PDCTR3. Os niimeros a esquerda indicam marcadores de massa molecular.
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Em todos os extratos protéicos de P. brasiliensis testados o anticorpo policlonal anti-
PbCTR3 reconheceu uma proteina de aproximadamente 43 kDa. Nao houve reagdo com o
soro pré-imune. Através de analises da seqiiéncia deduzida PbCTR3, verificou-se que a
mesma apresenta uma massa molecular predita de 21kDa. A provavel explicagdo para a
detecgdo de uma proteina de massa molecular com 43 kDa, por analise em western blot, ¢ que
PbCTR3 seja glicosilada, pois a mesma apresenta um provavel sitio de N-glicosilagdo
(Figura 8). Ensaios de deglicosilagdo de extrato protéico de P. brasiliensis serdo realizados
com a enzima endoglicosidase H, com o objetivo de verificar se a proteina imunodetectada de

43kDa de P.brasiliensis ¢ uma forma glicosilada da proteina POCTR3 de 21 kDa.
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Anexo X.3 — DEPOSITO E PUBLICAGCAO DAS SEQUENCIAS OBTIDAS DE CDNA E
GENE CODIFICANTES PARA O TRANSPORTADOR DE COBRE DE ALTA AFINIDADE
(PbCTR3) NO BANCO DE DADOS DO NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY

INFORMATION (NCBI).
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis causes paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic
mycosis presenting clinical manifestations ranging from mild to severe forms. A P.
brasiliensis cDNA expression library was produced and screened with pooled sera from PCM
patients adsorbed against antigens derived from in vitro-grown P. brasiliensis yeast cells.
Sequencing DNA inserts from clones reactive with PCM patients sera indicated 35 open
reading frames presenting homology to genes involved in metabolic pathways, transport,
among other predicted functions. The complete cDNAs encoding aromatic L-amino acid
decarboxylase (Pbddc), lumazine synthase (Pbls) and a homologue of the high affinity copper
transporter (Pbctr3) were obtained. Recombinant proteins PhDDC and PhLS were obtained; a
peptide was synthesized for PhPCTR3. The proteins and the synthetic peptide were recognized
by sera of patients with confirmed PCM and not by sera of healthy patients. Using the vivo-
induced antigen technology (IVIAT) we identified immunogenic proteins expressed at high
levels during infection. Quantitative real - time RT-PCR demonstrated high transcript levels
of Pbddc, Pbls and Pbctr3 in yeast cells infecting macrophages. Transcripts in yeast cells
derived from spleen and liver of infected mice were also measured by qRT-PCR. Our results
suggest a putative role for the immunogenic proteins in the infectious process of P.
brasiliensis.
Keywords: PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS; IMMUNOGENIC PROTEINS;
INFECTIOUS PROCESS; DOPA DECARBOXYLASE; LUMAZINE SYNTHASE ; HIGH
AFFINTIY COPPER TRANSPORTER.
Abbreviations: BCIP, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; CTR3, high affinity copper
transporter ; DDC, aromatic - L- amino acid decarboxylase; IPTG, Isopropyl-B-D-

thiogalactopyranoside; IVIAT, in vivo-induced antigen technology LS, lumazine synthase;



42  NBT, nitroblue tetrazolium; Pb, Paracoccidioides brasiliensis; PCM,
43 Paracoccidioidomycosis; TPI, triosephosphate isomerase.
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1. Introduction

Paracoccidioides brasiliensis causes paracoccidioidomycosis (PCM), a human
systemic granulomatous disease, prevalent in South America [1]. The fungus is thermo
dimorphic and causes by inhalation of airborne propagules of the mycelia phase, which reach
the lungs and differentiates into the yeast phase [2].

Although the disease process is well characterized, the fungal expression of genes in
vivo is poorly explored. During disease, P. brasiliensis must adapt to a range of environments
and survival in any one niche should require the differential expression of genes. The in vivo
gene expression pattern of P. brasiliensis has been examined by our laboratory by
transcriptome analysis [3-5]. A wide array of genes involved in nutrient acquisition, melanin
synthesis, adhesion, stress response, general metabolism were induced and have been
identified.

With the purpose of identifying antigenic proteins potentially expressed during the
fungal infectious process, here we applied the in vivo-induced antigen technology (IVIAT).
IVIAT has been used to identify genes expressed during human infection by several
microorganisms [6-11]. A P. brasiliensis cDNA expression library was screened in order to
identify clones reactive with sera of PCM patients. Specifically, we hypothesized that by
using the IVIAT immunological screening, we could identify proteins that play a role during
fungal infection.

Screening of the cDNA library resulted in the identification of 35 genes, putatively
playing a role in the fungus-host interaction. The cDNAs, encoding aromatic - L- amino acid
decarboxylase (DDC, EC 4. 1. 1. 28), lumazine synthase (LS, EC 2. 5. 1. 9) and high affinity
copper tansporter (CTR3) orthologues of P. brasiliensis were selected for further analysis.

The recombinant proteins (PhPDDC and PHLS) and a synthetic peptide (PHCTR3) were
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obtained and showed strong reactivity with sera of PCM patients. The predictable expression
of those transcripts was evaluated by quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) in models of
infection. The results suggest a role in the pathogen-host interaction. Due to the relevance of
melanin in pathogenesis of microorganisms we investigated the involvement of PADDC in
this pathway; results demonstrated correlation between the increase of melanin and the

enzyme expression in fungal yeast cells.

2. Materials and methods

2.1. P. brasiliensis isolate growth conditions and differentiation assays

P. brasiliensis PbO1 isolate (ATCC-MYA-826) was cultivated in semi-solid Fava
Netto’s medium [1% (w/v) peptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 0.3% (w/v) proteose peptone,
0.5% (w/v) beef extract, 0.5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) agar, pH 7.2] at 36 °C in the yeast form

and at 22 °C, for its mycelia phase.

2.2. Adsorbing PCM patients sera to P. brasiliensis grown in vitro

Human sera were collected from eleven patients with well-documented PCM in
chronic disease phase and pooled. The serum samples were selected at the time of diagnosis
from patients with mycological confirmed disease. Human control sera obtained from eleven
healthy individuals were pooled.

A mixture of equal volumes of sera of PCM patients was diluted with Escherichia coli
cells lysate and the same volume of PBS 1X. The mixture was incubated at 37 °C for 1 h, and
centrifuged at 10,000 x g, 4 °C during 20 min. In the second stage, the supernatant was
incubated during 1 h at 37 °C, with the same volume of a mixture containing protein extract

of P. brasiliensis yeast cells (100 ng/mL) and whole yeast cells. This mixture was centrifuged
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at 10,000 x g, 4 °C for 20 min; the supernatant was collected. The efficiency of the incubation
was monitored by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and

Western blotting.

2.3. Infection of mice with P. brasiliensis and RNA extraction

Female BALB/c mice, 8 to 12 weeks old, were inoculated with 1 x 107 yeast cells of
P. brasiliensis. In brief, yeast cells suspension at the 7" day of in vitro growth were washed
in PBS 1X and inoculated intraperitoneally in mice. Matched groups of four animals were
injected with sterile PBS and used as uninfected controls. The animals were killed on the 15
day after infection. The livers and spleens were removed. Serial dilutions of the lysate were
plated in infusion brain and heart (BHI) medium supplemented with 4% (v/v) of fetal bovine
serum (FBS) and the plates were incubated at 36 °C for 7 days. The recovered cells were
submitted to total RNA extraction by using Trizol reagent (Invitrogen , Life Technologies),
according to the manufacturer’s instructions. Total RNA from P. brasiliensis yeast cells and

mycelium grown in vitro, in the same medium, was also obtained.

2.4. Construction of a cDNA expression library of P. brasiliensis

For the construction of a cDNA expression library the RNA of yeast cells recovered
from mice liver on the 15™ day after infection was purified by using the Poly (A) Quick ®
mRNA isolation kit (Stratagene, La Jola, CA). The cDNA library was constructed by using
the SUPERSCRIPT " plasmid system with GATEWAY ® technology for cDNA synthesis and

cloning.

2.5. Immunological screening of the cDNA library, identification of inserts and

prediction of function of the identified antigens
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The pooled sera were used in the screening of the cDNA library. An aliquot of the
cDNA library was diluted and spread onto LB medium plates containing ampicillin (100
ug/ml) to produce 300-600 colonies per plate. The bacterial colonies were grown at 37 °C
overnight. The colonies were held up by using nitrocellulose membranes, replica plated onto
LB containing ampicillin and 1mM of isopropyl-f-D-thiogalactopyranoside (IPTG), and
incubated overnight at 37 °C. The colonies grown onto membrane were exposed to
chloroform for 20 min. Following washing and blocking of membranes, they were incubated
with the adsorbed sera (1:1,000 diluted) in PBS 1X, 0.1% (v/v) Tween 20, at 4 °C for 18 h.
The induced proteins reacting with antibodies in the sera were detected by using peroxidase-
conjugated goat, anti-human IgG (1:2,000 diluted) and revealed with the ECL Advance™
Western blotting detection kit (GE Healthcare, Amersham Biosciences). Reactive cDNAs
were identified by their position on the master plate; each positive cDNA was isolated at least
by two additional plating and reaction to the pooled sera.

We recovered plasmid DNA from 35 positive clones and sequenced the inserts from
their 5" end by employing the standard fluorescence labeling DYEnamic  ET dye terminator
kit (GE Healthcare). An automated DNA sequence analysis was performed in a MegaBACE
1000 DNA sequencer (GE Healthcare). The proteins encoded in the cloned cDNAs were
compared against the GenBank non-redundant (nr) database from the National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the BLAST X algorithm
and against P. brasiliensis genome database
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis
/MultiHome.html).

2.6. Cloning of P. brasiliensis aromatic-L-amino-acid decarboxylase (Pbddc) and
lumazine synthase (Pbls) cDNAs, expression and purification of the recombinant

proteins
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Oligonucleotide primers were designed to amplify the 1.6 kb and 525 bp cDNAs
containing the complete coding regions of Pbddc and Pbls, respectively. The 1.6 kb and 525
bp amplicons were gel-excised and cloned into pGEX-4T-3 (GE Healthcare) to yield the
constructs pGEX-4T3-ddc and pGEX-4T-3-Is. The recombinant plasmids were used to
transform E. coli, according to standard procedures [12]. The cells were grown to an
absorbance of 0.6 at 600 nm and 0.5 mM IPTG was added to the growing cultures. After 16 h
incubation, at 15 °C, the bacterial cells were harvested, ressuspended in PBS 1X, lysed by
sonication and the recombinant fusion proteins were cleaved by thrombin addition (10 U/mg

fusion protein).

2.7. Production of polyclonal antibody anti-PhDDC
The recombinant PPDDC was used to generate specific rabbit polyclonal serum.
Rabbit pre immune serum was obtained. The purified protein (300 pg) was injected into

rabbit with Freund’s adjuvant three times at 2-week intervals.

2.8. Western blotting of the recombinant proteins with sera of PCM patients

The recombinant proteins were fractionated by SDS—-PAGE [13]. The gels were either
stained with Coomassie blue or blotted onto nitrocellulose membranes that were blocked with
5% nonfat skim milk and reacted with sera from PCM patients or from healthy individuals
(1:1,000 diluted). The secondary antibody was alkaline phosphatase coupled anti-human IgG.
The reactions were developed with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate and nitroblue

tetrazolium (BCIP/NBT).

2.9. Preparation and infection of mice macrophages by P. brasiliensis yeast cells
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Bone marrow-derived macrophages were obtained by flushing the femurs of 4-12
weeks old female C57BL/6 mice [14]. The prepared cells were cultured at 37 °C under 6%
CO; in RPMI 1640 medium (Biowhittaker, Walkersville, Md.) supplemented with 10% (v/v)
FBS, 1% (w/v) L-glutamine, 5 x 10~ M 2-mercaptoethanol, 100 ng/mL  granulocyte
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), and 10 pg/mL of gentamicin. After 8 days
the non adherent cells were discarded and the remaining cells were washed twice with 10 mL
of Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). The cells were treated with 10 pg/mL of dispase in
HBSS at 37 °C for 5 min. Further, macrophages were removed using a cell scraper and
washed in HBSS. Cells were centrifuged at 500 x g for 5 min, and resuspended in RPMI 1640
medium (supplemented as described above, minus GM-CSF) at a concentration of 1x10°
cells/mL. P. brasiliensis yeast cells (5x10°) were added to 2 mL of macrophage suspension
plated on 6 well plates. After 24 h of co-cultivation at 37 °C, the non-phagocyted yeast cells
were discarded and the bottom cells were washed twice. The RNA of infected mice

macrophages and control macrophages were extracted using Trizol.

2.10. Quantitative analysis of RNA transcripts encoding Pbddc , Pbls and Pbctr3 by
reverse transcription real-time PCR (qRT-PCR)

The RNA of yeast cells, mycelium, infected macrophages and yeast cells derived from
infection of mice liver and spleen after 15 days were used in this analysis. Total RNAs treated
with DNAse were reverse transcribed using Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen)
and oligo(dT);s primer. qRT-PCR was performed in triplicate, with samples from three
independent experiments in the StepOnePlus  real-time PCR system (Applied Biosystems,
Foster City, CA). The PCR thermal cycling was 40 cycles of 95°C for 15 sec; 60°C for 1 min.
The SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems) was used as reaction mixture, added

of 10 pmol of each primer and 40 ng of template cDNA, in a final volume of 25 pl. A melting
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curve analysis was performed to confirm a single PCR product. The data were normalized
with the ribosomal protein L34 amplified in each set of qRT-PCR experiments. A non
template control was included. A cDNA for a relative standard curve was generated by
pooling an aliquot of cDNA from each sample. The standard cDNA was serially diluted 1:5,
and a standard curve was generated using four samples from the pooled cDNA. Relative
expression levels of genes of interest were calculated using the standard curve method for

relative quantification [15].

2.11. Dot blot analysis

To analyze the melanin and DDC accumulation in yeast forms of P. brasiliensis, the
cells (1.5 g) were sub cultured in Mc Veigh-Morton liquid minimal medium (MMcMi) [16]
supplemented or not with 1.0 mM L-Dopa (Sigma) for 15 days at 36 °C. All cultures were
incubated in the dark to avoid photo polymerization of L-Dopa into melanin. The viability of
fungal suspensions was determined by staining with 0.01% (w/v) Trypan blue in PBS 1X. The
cells were collected by centrifugation at 5,000 x g for 5 min, frozen in liquid nitrogen and
disrupted by maceration. The cellular powder was centrifuged at 12,000 x g for 20 min. The
cellular extracts were vacuum spotted onto nitrocellulose membranes that were blocked and
reacted with the anti-melanin antibody of Sporothrix schenckii (1:1,000 diluted, kindly
provided by Dr Joshua D. Nosanchuck, Albert Einstein College of Medicine, New York) and
antibody anti-DDC (1:500 diluted). The anti-melanin secondary antibody was biotin anti-
mouse IgM (1:500 diluted) plus streptavidin-HRP (1:1,000 diluted) and the reactive bands
were developed with hydrogen peroxide and diaminebenzidine. The anti-DDC secondary
antibody was alkaline phosphatase coupled anti-rabbit IgG (1:2,000 diluted), and the reaction

was developed with BCIP/NBT. Dot blot analysis was also performed to assay the reactivity
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of a peptide synthesized on basis on the deduced sequence of PbCTR3 (Supplementary Fig.

3) to the serum of PCM patients. Reactions were performed as described above.

3. Results
3.1. Identification of P. brasiliensis antigens by IVIAT

We immuno-screened approximately 6,000 clones inducible in the P. brasiliensis
expression library. We identified 35 immuno-reactive clones representing 29 distinct P.
brasiliensis genes encoding proteins that were persistently reactive after at least three rounds
of screening. The predicted proteins encoded by the cDNAs are shown in Table 1. They are
implicated in cell metabolism, biogenesis of cellular components, transport, energy,

transcription, protein fate and signal transduction.

3.2. Nucleotide and deduced amino acid sequences of aromatic-L-amino-acid
decarboxylase (PbDDC) , lumazine synthase (PHLS) and high affinity copper
transporter (PhCTR3)

We selected the cDNAs encoding Pbddc , Pbls and Pbctr3 for further analysis. The
entire cDNA encoding Pbddc consisted of 2,371 bp and encoded a protein of 545 amino
acids, predicted molecular mass of 60 kDa and p/ of 6.5. The cDNA sequence encoding
PbhDDC had been deposited on GenBank under accession number ABH03461. The deduced
amino acid sequence displayed strong identity to DDCs of fungal origin. The alignment of
PbDDC with pathogenic fungi orthologues is presented in Supplementary Fig.1.

The analysis of Pbls showed a single open reading frame (ORF) with 174 amino acids
with a molecular mass prediction of 19 kDa and p/ of 6.6. The cDNA and genomic sequences

encoding Pbls had been deposited on GenBank under accession numbers DQO81183 and
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DQ186604, respectively. The sequence of amino acid encoding PHLS was compared with
orthologues of fungi (Supplementary Fig. 2).

The analysis of Pbctr3 demonstrated a single ORF with 193 amino acids, with a
predicted molecular mass of 21 kDa and p/ of 8.6 (Supplementary Fig. 3). The cDNA

encoding Pbctr3 had been deposited on GenBank under accession number DQ534496.

3.3. Reactivity of PbDDC , PbHLS and PHCTR3 to sera of PCM patients

The expression of the recombinant PADDC and PHLS was obtained. SDS-PAGE was
used to verify the composition of the cells lysates obtained from E. coli cells which had been
transformed with the plasmid constructs, as shown in Fig. 1A and 1B, lanes 1. After
induction with IPTG, 89-kDa and 48- kDa recombinant proteins were detected in the bacterial
lysates (Figs.l A and B, lanes 2), respectively for PADDC and PbHLS, which included the
vector-encoded fusion protein at its N-terminus. The fusion proteins were cleaved by the
addition of thrombin protease (Figs. 1 A and B, lanes 3). As observed, highly purified
proteins were obtained, that migrated on SDS-PAGE as a single species of 60-kDa and 19-
kDa, for PbDDC and PbHLS, respectively. A peptide was synthesized towards amino acids 90
to 130 of the deduced PHCTR3 (Supplementary Fig. 3).

Five sera samples from PCM patients and five control sera samples were reacted with
the recombinant proteins PbDDC and PHLS and with the synthetic peptide of PACTR3 in
immunoblot assays (Figs. 1 C, D and E, respectively). Strong reactivity was observed with
sera of PCM patients (Figs. 1 C, D and E, lanes 1-5) and no cross-reactivity was observed

with control sera (Figs. 1 C, D and E, lanes 6-10).

3.4. Assessment of the expression of Pbddc, Pbls and Pbctr3 by reverse transcription

real-time PCR in models of infection
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The expression of the genes in a macrophage model of infection is shown in Fig. 2A.
In our study, the genes are induced in yeast cells, when compared to mycelia. During
macrophage infection it was detected overexpression of Pbddc and Pbctr3, when compared
to the expression in the mycelium and yeast cells after in vitro growth. Although expressed
during macrophage infection, Pbls was not upregulated in vivo relative to the highest level of
expression in vitro (Fig. 2A).

The expression of the genes was also evaluated by qRT-PCR analysis in yeast cells of
P. brasiliensis derived from infected mice liver and spleen (Fig. 2B). We have shown that
Pbddc is upregulated in vivo, with the expression occurring at 15 days post inoculation in
spleen, but not in liver (Fig. 2B). We have also shown that Pbctr3 is upregulated in liver and
spleen (Fig. 2B). Of the genes characterized by qRT-PCR, Pbls was not overexpressed in vivo

relative to the highest level of expression in vitro (Fig.2B).

3.5. Melanin accumulation in yeast cells of P. brasiliensis

We directed our experiments toward the analysis of melanin accumulation in P.
brasiliensis. The fungus was grown on a chemically defined medium supplemented or not
with L-Dopa (Fig. 3). The viability was of 62.5% and 75.7% respectively for yeast cells
grown in media enriched or not with L-Dopa (data not shown). Light microscopy (400X
magnification) shows darkly pigmented yeast cells in the presence of L-Dopa (Fig. 3A panel
2). The accumulation of melanin and DDC were higher when the fungus was grown in
medium supplemented with L-Dopa (Fig. 3 B and C, respectively). Loading control was

performed with the antibody to the recombinant triosephosphate isomerase [17].

4. Discussion
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Our objective in the present work was uncovering antigenic proteins that could be
expressed during infection with P. brasiliensis. Sera from PCM patients were polled and
reacted with in vitro grown P. brasiliensis. Antibodies that remain in these sera should be
reactive with proteins expressed by the pathogen during the natural infection, as described in
other organisms [6-11].

Screening of the P. brasiliensis cDNA library with sera from individuals with active
PCM resulted in the identification of 35 clones encoding putative immunogenic proteins.
Sequence analysis of the reactive clones in the present study identified genes varying from
cell metabolism, transport, energy, transcription, protein fate, signal transduction and control
of cellular organization, as well as unknown functions. Among the identified transcripts some
encoded molecules presumably present at the fungal cell wall such as high affinity copper
transporter, siderophore receptor, carboxylate/amino acid/amine transporter and ABC
transporter. Interestingly, some of the identified cDNAs encoded proteins described as
immunogenic in organisms, such as DDC [18], acetyl-CoA acetyltransferase [19], LS [20],
alcohol dehydrogenase [21]. LS is an enzyme of the family 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine
synthase, which catalyzes the penultimate step of synthesis of vitamin B, (riboflavin). Plants,
bacteria and fungi are vulnerable to inhibitors of the synthesis of riboflavin. The lack of such
a homolog in humans suggests that PhLS may serve as antifungal drug target, as described
[22].

To further confirm the validity of the screening strategy in identifying P. brasiliensis
antigens potentially relevant to the fungal infection, we selected PbDDC, PHLS and PhCTR3
for further analysis. The recombinant proteins PbPDDC and PbLS, as well as the synthetic
peptide of PhCTR3 were recognized by sera of PCM patients, validating the IVIAT strategy
here employed. LS is an immunogenic molecule and an useful marker in the serological

diagnosis of brucellosis in human beings and animals [23].
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We selected Pbddc, Pbls and Pbctr3 to follow with experiments concerning to gene
expression in models of infection. The transcripts encoding Pbddc and Pbctr3 were
overexpressed in fungal yeast cells infecting macrophages and in cells derived from tissues of
infected mice. We detected overexpression of the transcript encoding Pbddc in yeast cells
derived from spleen and not in liver at 15 days postinoculation, which could reflect niche
regulation of genes in P. brasiliensis microenvironments, as described to fungi [24-25].
Noteworthy, Pbctr3 was overexpressed in all analyzed conditions corroborating previous
transcriptome analysis from our laboratory [3]. This may not be surprising considering the
obvious necessity for upregulating copper acquision during infection [26]. It has long been
established that invading pathogens must compete favorably for limited nutrients to both
establish and maintain a successful host infection. Studies indicate that copper modulates
critical virulence determinants. Genetic analysis in Cryptococcus neoformans has
demonstrated that a high affinity copper transporter and its corresponding transcriptional
regulator are required for infection of the brain [27]. Although expressed in liver and spleen at
15 days postinoculation, Pbls was not upregulated in vivo relative to the highest level of
expression in vitro. There are possible explanations for this result. The gene expression could
be induced earlier or later during the infectious process and we could have missed the time at
which the expression increased relative to the in vitro growth. Additionally, the amount of
RNA could not reflect the amount of protein if the gene regulation occurs at
posttranscriptional level. Further investigation will be required.

The fungus P. brasiliensis is known to make Dopa-melanin from L-Dopa [28-29]. The
production of melanin-like pigments by P.brasiliensis protects the fungus from phagocytosis
and increases its resistance to antifungal drugs [29]. We verified in this work a correlation

between increase in melanin accumulation and PbDDC in yeast cells incubated in the
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presence of L-Dopa, which resulted in the presence of dark pigment by yeast cells. The results
suggest that PbDDC could be involved in the melanin biosynthesis pathway.

In conclusion, the present study has shown the successful application of IVIAT in the
identification of P. brasiliensis genes expressed during fungal infection. The identified genes
ranged from those involved in metabolic pathways to those with unknown function. The study
of the identified genes could improve our understanding of the adaptative mechanisms used

by P. brasiliensis in the infectious process.
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Figure legends:

Figure 1 —Reactivity of the recombinant PADDC and PbHLS and of the synthetic peptide
of PhCTR3 with sera of PCM patients. The nucleotide sequences of the Pbddc
oligonucleotide primers were sense 5'-GGATCCATGGACCAGGAAGAATTCAG-3" and
antisense 5 -CTCGAGCTAGTTTTTCACAGCCCTGC-3’, which contained engineered
BamHI and Xhol restriction sites (underlined), respectively. The oligonucleotide primers for
Pbls were sense 5'- TGGTGAATTCCATGGCTACTCTCAAAGG-3’, and antisense 5'-
GGTGGTCTCGAGCTACGAAAACTTCCCCATTG-3’, which contained engineered EcoRI
and Xhol restriction sites (underlined), respectively. The PCR products were digested with
the cited restriction enzymes, electrophoresed on agarose gel cloned into pGEX-4T-3, and
used to transform E. coli cells. (A) SDS — PAGE analysis of P. brasiliensis recombinant
DDC. The E. coli cells harboring the pGEX-4T-3-ddc plasmid were grown to an Agg of 0.6
and harvested before (lanel), and after 16 h (lane 2) incubation with 0.5 mM IPTG at 15 °C;
the affinity-isolated recombinant PADDC after thrombin addition and protein purification by
affinity chromatography (lane 3). (B) Induced bacterial cells of E. coli harboring the pGEX-
4T-3-Is plasmid were grown at 15°C to an Agy of 0.6 and harvested before (lane 1) and after
16 h incubation with IPTG, at 15 °C (lane 2). The purified recombinant protein was obtained
after thrombin digestion and affinity chromatography (lane 3). (C and D) Immunoblot
analyses of the recombinant proteins. The recombinant PhDDC and PHLS (1.0 pg) were
reacted with sera of five PCM patients (1:1,000 diluted), (lanes 1-5) and to control sera
(1:1,000 diluted), (lanes 6-10). E- Reactivity of the synthetic peptide from PHCTR3 with the
same sera as in C and D. A peptide was synthesized from amino acids 90 to 130 in the
deduced PHCTR3 (Invitrogen, life technologies). One hundred ng of the synthetic peptide

was blotted onto nitrocellulose membrane and reacted with sera from PCM patients and with
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control sera. After reaction with anti-human IgG alkaline phosphatase coupled antibody
(1:2,000 diluted) the reaction was developed with BCIP/NBT. Molecular mass of the proteins

and standards (kDa) are indicated.

Figure 2 — Average of gene expression of Pbddc , Pbls and Pbctr3 as determined by
quantitative real time RT-PCR. (A) qRT-PCR plot of Pbddc, Pbls and Pbctr3 expression
levels in mycelium, yeast cells and in a macrophage model of infection. (B)- qRT-PCR plot
of Pbddc, Pbls and Pbctr3 expression in yeast cells derived from infected tissues of mice.
The primers were as following: Pbddc, sense 5'- GTACCTTCGTCCTCTTCTTC-3',
antisense 5'- GGGTAAGTCACACAAGAGGG-3'; Pbls, sense, 5'-
GCCTATTGCTATGGAGAGAATA-3’, antisense, 5'- GTTGACGGTGTTGAATGAGG-3";
Pbcetr3 sense, 5'- ATGTGAAGC AGCGAGCGG-3, antisense 5'-
CATGGAATGCACGGCGGC -3° Pbl34, sense, 5'- CGGCAACCTCAGATACCTTC-3',
antisense 5'- GGAGACCTGGGAGTATTCAC -3". The values of expression of the Pbddec,
Pbls and Pbctr3 were standardized using the values of expression of the constitutive gene
encoding to the ribosomal protein L34. The expression level was calculated by relative
standard curve method. The standard deviations are presented from three independent

experiments. *Significantly increased expression (P<0.05).

Figure 3 - Analysis of melanization of P. brasiliensis yeast cells. A — Light microscopy
(400 X magnification) of P. brasiliensis yeast cells grown in chemically defined liquid
medium (1) or the same medium supplemented with L-Dopa (2). B — Dot-blot analysis of
cellular extracts of P. brasiliensis grown in same conditions and reacted with antibody anti-
melanin of S. schenckii (B) or (C) anti-PhDDC. The antibody to the antigen triosephosphate
isomerase (PbTPI), was used as the loading control. The analysis of relative differences were

performed by using the Scion Image Beta 4,03 program. In the graphics, the black bars
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represent the reaction to the antibody anti-PhTPI and the gray bars represent the reaction with
the antibodies anti-melanin or anti-PbDDC. The standard deviations are presented from three

independent experiments.

Supplementary 1 - Alignment of sequences of PADDC from several fungi. Amino acid
sequences alignment of PADDC with homologous proteins of pathogenic fungi. The asterisks
indicate conserved amino acid residues. Double and single dots denote a decreasing order of
matching similarity between each corresponding amino acid par. The putative pyridoxal
dependent decarboxylase conserved domain is black box. Amino acids in gray box represent
the putative tyrosine kinase phosphorylation site. Sequence alignment was performed with
CLUSTAL X. The aligned sequences were as following: Paracoccidioides brasiliensis
(GeneBank accession number ABHO03461), Ajellomyces capsulatus (GeneBank accession
number XP _001537267), Coccidioides immitis (GeneBank accession number
XP_001241290), Aspergillus fumigatus (GeneBank accession number XP 748547) and

Cryptococcus neoformans (GeneBank accession number XP_775806).

Supplementary 2 - Alignment of sequences of PHLS from several fungi. Amino acid
sequence alignment of PHLS with homologues. Amino acid residues putatively involved in
formation of the active site are shown in black box. The putative residues involved in the
catalytic activity are shown by arrows. Sequence alignment was performed with CLUSTAL
X. The aligned sequences were as following: Paracoccidioides brasiliensis (GeneBank
accession number DQO81183), Cryptococcus neoformans (GeneBank accession number
XP _571357), Coccidioides immitis (GeneBank accession number XP_001243363),

Aspergillus fumigatus (GeneBank accession number XP_750526), Chaetomium globosum
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(GeneBank accession number XP 001229248), Candida albicans (GeneBank accession

number 2JFBA), Candida glabrata (GeneBank accession number XP 445031).

Supplementary 3 - Alignment of sequences of PACTR3 from several fungi. Amino acid
sequence alignment of PhCTR3 with homologues. The rectangle indicates the amino acid
sequence for which the peptide was synthesized. The aligned sequences were as following:
Paracoccidioides brasiliensis (GeneBank accession number DQ534496), Ajellomyces
capsulatus (GeneBank accession number ABF22674), Coccidioides immitis (GeneBank
accession number XP001240196) and Aspergillus clavatus (GeneBank accession number

XP001272812).
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The high affinity copper transporter of
Paracoccidiodes brasiliensis is induced
during infection process

Santos, RS!; Bailao, AM*; Deepe Jr., GS?; Soares, CMA!

!Laboratdrio de Biologia Molecular, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal de Goids, Goiania - Brasil
2Divisao de Doengas Infecciosas, Faculdade de Medicina, Universidade de Cincinnati, Ohio - EUA
rdssantos@gmail.com

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, copper, infection, expression analysis and protein interaction

Paracoccidioides brasiliensis is causative agent of paracoccidioidomycosis (PCM), a dimorphic fungus alternating between
the mycelia from found at room temperature and the yeast phase detected in infection tissues or in cultures at 37°C.
The fungus undergoes a complex differentiation iz vivo. Conidia produced by mycelium phase infect the mammalian
host through inhalation into the lungs, where they differentiate into the pathogenic yeast phase. The disease is the
result of an intimate relationship between host and pathogen. The success of host tissues colonization is intimately
associated to pathogen capacity on uptake essential nutrients from the host milieu. Copper is one of those nutrients

and the ability in acquiring this metal is considered a virulence factor. Copper is an important cofactor for a wide range
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of enzymes involved in many biological processes such as respiration, cell growth, iron uptake and oxidative stress.

Transcriptional studies have shown that ¢#73 (high affinity copper transporter) of P brasiliensis is induced in yeast cells

recovered from liver of infected mice. In the present study we isolated and characterized the cDNA and gene sequences
coding to CTR3 of P, brasiliensis. The cDNA showed a 582 bp open reading frame (ORF) encoding a predicted protein

with 193 amino acids, predicted molecular mass of 21.5 kDa and of pI 8.6. The genomic sequence presented four

exons interrupted by three introns. The transcriptional behavior of the ¢#.3 gene was analyzed during exposure of P

brasiliensis yeast cells to conditions of depletion of iron, copper and zinc by semi-quantitative RT-PCR. It was shown

a significant increase in the transcription level of the c#73 gene in the combined absence of the three metals, in absence

of copper as well as in absence of iron. Real time RT-PCR was used to analyze the expression of ctr3 in the two fungal

morphological forms of P brasiliensis and in yeast cells infecting macrophages. The c#.3 expression was upregulated
in the yeast phase and in yeast cells residing into macrophage phagosomes. Taken all together those data suggest the

importance of ¢#73 and of the copper/iron uptake system during the infectious process. In order to better understand
the biological function of this molecule, proteic interactions of CTR3 has been done using a Saccharomyces cerevisiae
two hybrid system. Proteins related with zinc/iron transporter, metal-dependent hydrolase and proteins of a family
of sodium/calcium exchanger integral membrane proteins were found to interact with CTR3. The confirmations of

those interactions are under progress.
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