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governado, mas impossível de ser escravizado."  

Henry Peter 
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O Poeta 

Ser poeta não é uma ambição minha. 
É a minha maneira de estar sozinho.  

O poeta é um fingidor. 
Finge tão completamente 

Que chega a fingir que é dor 
A dor que deveras sente. 

E os que lêem o que escreve, 
Na dor lida sentem bem, 
Não as duas que ele teve, 

Mas só a que eles não têm. 

Quanto mais fundamente penso, mais 
Profundamente me descompreendo. 

O saber é a inconsciência de ignorar... 

Temos, todos que vivemos, 
Uma vida que é vivida 

E outra vida que é pensada, 
E a única vida que temos 

É essa que é dividida 
Entre a verdadeira e a errada. 

O mais que isto 
É Jesus Cristo, 

Que não sabia nada de finanças 
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.  
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Resumo 

O fungo Paracoccidioides brasiliensis é um patógeno humano com ampla distribuição na 

América Latina. O fungo causa a paracoccidioidomicose quando propágulos da fase miceliana 

atingem os pulmões do hospedeiro. O sucesso da infecção depende da aquisição de 

micronutrientes essenciais como o cobre, o qual é requerido como cofator por uma 

diversidade de enzimas importantes em processos biológicos essenciais, tais como: 

respiração, crescimento e aquisição de ferro. Estudos prévios, do Laboratório de Biologia 

Molecular, demonstraram que um transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) é uma 

molécula altamente expressa e provavelmente necessária para o estabelecimento da infecção 

por P. brasiliensis. No presente estudo foram isoladas e caracterizadas as seqüências 

genômica e do cDNA que codificam para PbCTR3 de P. brasiliensis. O cDNA apresentou  

582 pares de bases e codifica para uma proteína com 193 aminoácidos, massa molecular 

predita de 21,5 kDa e pI de 8.6. A seqüência genômica apresenta quatro exons interrompidos 

por três introns. Análises 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 manutenção da homeostase de cobre foram 

identificados e as seqüências utilizadas para a elaboração de um modelo de fatores envolvidos 

na manutenção da homeostase de cobre por P.brasiliensis. O comportamento transcricional do 

gene Pbctr3 e de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre foram analisados 

durante a exposição de células leveduriformes de P. brasiliensis em condições de depleção de 

cobre e ferro por qRT-PCR em tempo real. Foi demonstrada uma alteração significativa no 

nível de transcrição dos genes na ausência de cobre, assim como na ausência combinada dos 

dois metais.  qRT-PCR em tempo real foi utilizado para analisar a expressão de Pbctr3 e de 

Pbcrp (que codifica uma proteína responsiva ao cobre) em células leveduriformes de P. 

brasiliensis derivadas de pulmão e baço infectados, em diferentes tempos. A expressão de 

Pbctr3 e Pbcrp foi super-regulada durante a infecção experimental. Tomados em conjunto, 

esses dados sugerem a importância de Pbctr3 e do sistema de absorção cobre/ ferro durante o 

processo infeccioso.  

 

Palavras chave: cobre, Paracoccidioides brasiliensis, expressão gênica e infecção 
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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 pI 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 qRT-

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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I – Introdução 

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

Os fungos são caracterizados por serem agentes comuns em todo ecossistema, onde 

são organismos de vida livre e saprobiótica, desempenhando um papel fundamental ao ser um 

dos constituintes da base de cadeias e teias alimentares, fazendo a decomposição da matéria 

orgânica. Estes microrganismos possuem um importante papel na saúde dos animais, 

causando desde micoses classificadas como cutâneas até micoses sistêmicas (Murray et al. 

2004; Schaechter et al. 2002).  

Embora existam aproximadamente 100.000 espécies fúngicas, apenas um pequeno 

grupo causa micose sistêmica humana (San-Blas & Niño-Vega, 2004). Os fungos dimórficos 

são responsáveis pela maior parte das infecções fúngicas sistêmicas de humanos e outros 

mamíferos. O processo da doença é marcado pela conversão do fungo de uma forma 

infecciosa não patogênica, presente no ambiente, para uma forma patogênica, 

morfologicamente distinta, no tecido. Conídios ou fragmentos dispersos no solo é a forma 

infecciosa primária desses agentes, atingindo o hospedeiro pela via respiratória e após a 

inalação, rapidamente convertem-se à forma leveduriforme. A infecção pode resultar desde 

uma micose pulmonar contida ou assintomática até doença fatal (Rappleye & Goldman, 

2006). 

Os organismos causadores de micoses sistêmicas humanas são inerentemente 

virulentos, como é o caso do fungo Paracoccidioides brasiliensis, patógeno humano agente 

etiológico da Paracoccidioidomicose (PCM) (Lutz, 1908). A forma infectiva, miceliana é 

encontrada em condições saprobióticas no ambiente, ou quando cultivada em temperaturas 
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inferiores a 28°C (Brumer et al., 1993). A forma miceliana do fungo é caracterizada por 

micélios septados com conídios terminais ou intercalares. A forma leveduriforme parasitária 

se desenvolve nos tecidos infectados ou quando cultivada in vitro a 36°C, sendo caracterizada 

por apresentar brotamentos múltiplos originados por evaginações da célula-mãe, onde uma 

célula central grande é circundada por células periféricas menores, apresentando um aspecto 

de roda de leme de navio, o que caracteriza a presença de P. brasiliensis em materiais 

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

P. brasiliensis é um fungo caracterizado por apresentar dimorfismo térmico, aspecto 

importante como mecanismo de virulência e de patogenicidade. A transição entre as 

morfologias de micélio e levedura constitui-se em uma etapa essencial para o sucesso no 

estabelecimento da infecção e para a fase inicial da interação do fungo com o hospedeiro 

(San-Blas et al., 1987). Um dos estímulos ambientais mais notórios no dimorfismo do P. 

brasiliensis é 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 dimórfico do patógeno. A adição de soro fetal bovino 

tanto à meio de cultura complexo quanto à meio quimicamente definido permitiu preservar a 

expressão fenotípica de leveduras, a 25° C (Villar et al., 1988). 

Um dos aspectos da relação entre o parasita e o hospedeiro é o efeito de hormônios no 

dimorfismo do fungo. A alta incidência de PCM em adultos masculinos sugere que fatores 

hormonais possam desempenhar papel na patogênese da doença (Sano et al., 1999). Estudos 

mostraram que o hormônio 17-β-estradiol é capaz de inibir a transição 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 vivo, a participação do hormônio feminino na 
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resistência de fêmeas de rato ao desenvolvimento inicial da PCM. Análises transcricionais 

(Felipe et al., 2005) descreveram um gene preferencialmente expresso na fase leveduriforme 

de P. brasiliensis que potencialmente codifica uma proteína de ligação ao 17-β-estradiol, 

previamente caracterizada (Loose et al., 1983). A EBP (“Estradiol Binding Protein”) possui 

interação seletiva a estrogênios ligando-se ao estradiol no citoplasma (Clemons et al., 1989; 

Loose et al., 1983). Acredita-se que a interação do hormônio 17-β-estradiol com a EBP 

citoplasmática iniba a transição de micélio para levedura, explicando a baixa incidência da 

PCM em mulheres.  

O perfil transcricional de P. brasiliensis durante a diferenciação morfológica de 

micélio para levedura foi avaliado por Bastos et al. (2007). Vários transcritos potencialmente 

relacionados com a síntese de membrana e parede celulares mostraram-se aumentados durante 

a diferenciação celular de micélio para levedura, após 22 horas de indução da transição, 

sugerindo que P. brasiliensis priorize o remodelamento da membrana e de parede celulares 

nos estágios iniciais da morfogênese. Neste estudo, genes envolvidos na via de assimilação do 

enxofre como a sulfito redutase, mostraram-se super expressos durante a transição, sugerindo 

o envolvimento do metabolismo do enxofre durante o processo de diferenciação em P. 

brasiliensis. Durante a transição dimórfica também foi verificada a presença de enzimas que 

participam do ciclo do glioxalato, como isocitrato liase, malato desidrogenase, citrato sintase 

e aconitase. A presença destes transcritos durante a diferenciação indica que esta via é 

funcional durante esse processo. Também foram identificados genes envolvidos em vias de 

transdução de sinal tais como MAPK, serina/treonina quinase e histidina quinase, sugerindo 

que a transição morfológica em P. brasiliensis é mediada por vias de transdução de sinal que 

controlam a adaptação ao ambiente para a sobrevivência do fungo dentro do hospedeiro.  
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  Estudos filogenéticos moleculares em fungos vêm sendo focados particularmente no RNA 

ribossomal (rRNA) e no DNA ribossomal (rDNA), sendo importantes ferramentas na 

distinção de espécies (James et al., 1996). A comparação filogenética de dermatófitos e de 

fungos dimórficos baseados na subunidade ribossomal 18S, classificou P. brasiliensis, mais 

precisamente, como pertencente ao filo Ascomycota, à ordem Onygenales e à família 

Onygenaceae, juntamente com Blastomyces dermattidis e Histoplasma capsulatum (Leclerc et 

al., 1994; Bialek et al., 2000). Atualmente com base em estudos de filogenia molecular, P. 

brasiliensis é descrito como pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, subdivisão 

Euascomycotina, classe Plectomyceto, subclasse Euascomycetidae, ordem Onygenales, 

família Onygenaceae, subfamília Onygenaceae Anamórficos, gênero Paracoccidioides, 

espécie Paracoccidioides brasiliensis (San-Blas et al., 2002). Três espécies filogenéticas de 

P. brasiliensis S1, PS2 e PS3 foram identificados, através de dados de polimorfismo genético. 

A espécie filogenética PS3 encontra-se restrita à Colômbia, enquanto S1, que tem como 

representante o Pb18, distribui-se no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela. Isolados 

da espécie PS2 foram também encontrados no Brasil e Venezuela. Todas a três espécies foram 

capazes de induzir a doença em hospedeiros humanos e animais; entretanto uma menor 

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

Ainda com o objetivo de se estabelecer relações filogenéticas entre isolados de P. 

brasiliensis, análises foram realizadas com base na comparação de seqüências de regiões 

codantes, não codantes e seqüências espaçadoras internas - ITS (internally transcribed 

sequence) de 21 isolados. Todos os isolados analisados se agruparam nos três 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 Paraná/Brasil. Os resultados obtidos sugerem a 

possibilidade de ocorrência de mais de três espécies filogenéticas em P. brasiliensis. Os 

isolados Pb01 e IFM 54648 apresentam-se geneticamente separados dos outros isolados por 

um longo período de tempo, sugerindo que os mesmos possam constituir uma nova espécie do 

gênero Paracoccidioides (Carrero et al., 2008). 

O nicho ecológico do P. brasiliensis ainda não está completamente esclarecido.  

Entretanto algumas hipóteses são descritas. Alguns estudos sugerem que o fungo viva 

saprobioticamente na natureza, pois o mesmo já foi isolado de solo, água e plantas (Restrepo 

et al., 2001). Devido à presença de poucos isolados de P. brasiliensis no solo, acredita-se que 

este ambiente não seja o habitat permanente do patógeno, sugerindo que o fungo resida por 

tempo variável nestes locais (Conti-Diaz, 2007). Theodoro e colaboradores (2005) sugeriram 

que alguns tipos de solos devem ser mais favoráveis à produção de conídios, um aspecto 

importante por aumentar a eficiência de sobrevivência do microrganismo no meio ambiente, 

bem como a capacidade de infectar humanos. Corroborando essa hipótese, Franco e 

colaboradores (2000) demonstraram que diferentes condições do solo alteram a capacidade de 

crescimento da forma miceliana e a produção de conídeos por P. brasiliensis. Experimentos 

realizados por Terçarioli e colaboradores (2007) envolvendo o cultivo de vários 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 produção de conídios.  

Presume-se que o fungo P. brasiliensis ocorra normalmente em ambientes úmidos, 

próximos a rios, onde possa ser protegido por representantes de espécies aquáticas 

heterotérmicas como moluscos, anfíbios, peixes e artrópodes. Estes organismos estariam 
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fornecendo ao parasita nutrientes, umidade, competição biológica limitada e temperatura 

apropriada para a sobrevivência do micélio no meio ambiente (Conti-Diaz, 2007). A infecção 

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 não reservas naturais do fungo, pois os mesmos podem ser 

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

Estudos de detecção 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 (reação em cadeia da polimerase) com 

oligonucleotídeos  ITS específicos para P. brasiliensis. Foi detectada a presença do fungo em 

tatu (Dasypus sp.), porco-da-índia (Cavia aperea), porco espinho (Sphigurrus spinosus), 

guaxinim (Procyon cancrivorus) e furão (Gallictis vittata). Os dados revelam que a infecção 

em animais silvestres de áreas endêmicas é mais alta do que era proposto inicialmente e 

demonstram a importância do uso de animais mortos em estradas no estudo eco-

epidemiológico do fungo. 

A organização genômica do P. brasiliensis tem sido investigada. Utilizando-se a 

técnica de gel em eletroforese de pulso alternado (PFGE) foi possível identificar-se 4 ou 5 

cromossomos com 2-10 Mb tanto de fungos isolados do meio ambiente, quanto de isolados 

clínicos. 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 três 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 conídios apresentou um tamanho de 30,2 

a 30,9 Mb, não havendo, portanto,  nenhuma diferença significativa com a forma de levedura 

(Almeida et al., 2007). Os genomas estruturais de três isolados de P. brasiliensis (Pb01, Pb03 

e Pb18) foram completados através do projeto denominado ”Genômica Comparativa de 

Coccidioides e outros Fungos Dimórficos” 

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html

), confirmando a presença de 5 cromossomos em cada isolado. O genoma do isolado Pb01 é 

composto de 32,94 Mb, com um total de 9.132 genes. Este isolado apresenta o genoma maior 

tanto em número de bases quanto em quantidade de genes comparado aos outros dois isolados 

analisados, que apresentaram genomas do tamanho de 29,06 e 29,95 Mb, com número de 

genes de 7.875 e 8.741 (dados dos isolados Pb03 e Pb18, respectivamente). Os resultados 

obtidos além de auxiliar na compreensão das diferenças existentes entre os isolados 

proporcionarão a caracterização de genes e suas regiões promotoras, e o desenvolvimento de 

novas ferramentas biomoleculares e genéticas para a elucidação de aspectos da biologia de P. 

brasiliensis, que até então são desconhecidos.  

 

I. 2 – A doença Paracoccidioidomicose (PCM) 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose humana sistêmica granulomatosa, 

enfermidade de alta prevalência e morbidade que acomete parcelas da população com menor 

capacidade de acesso a serviços de saúde, em áreas limitadas somente a alguns países da 

América Latina. O fungo P. brasiliensis infecta hospedeiros humanos usualmente através das 

vias respiratórias, por inalação de propágulos do micélio e artroconídeos (Bagagli et al., 

2006). A primeira interação parasita-hospedeiro ocorre nos alvéolos pulmonares; a partir dos 
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pulmões, o fungo pode disseminar-se por vias hematogênica ou linfática acometendo outros 

órgãos e sistemas como fígado, baço, ossos e sistema nervoso central (Camargo & Franco, 

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

A PCM apresenta duas formas clínicas principais: forma aguda ou subaguda (juvenil) e 

forma crônica (adulta). A forma juvenil atinge crianças de ambos os sexos, tem evolução mais 

rápida e é mais severa levando a taxas de mortalidade significantes, afetando principalmente o 

sistema retículo endotelial. A forma adulta, por sua vez, é altamente prevalente entre adultos 

do sexo masculino, tem progressão lenta e compromete primeiramente os pulmões, podendo a 

partir daí disseminar-se para outros órgãos e tecidos formando lesões secundárias (Franco, 

1987). O progresso da patologia e a diversidade das formas clínicas dependem dos fatores 

imunológicos do hospedeiro (Franco, 1987) e dos diferentes níveis de virulência dos diversos 

tipos de isolados do fungo (Panunto-Castelo et al., 2003; San-Blas & Nino-Vega, 2001) 

A distribuição geográfica da PCM apresenta-se restrita à países da América Latina, onde 

um grande número de habitantes é acometido (Figura 1) (Brummer et al., 1993; Lacaz et al., 

1991). O Brasil é considerado o maior centro endêmico desta micose, pois 80% dos casos da 

doença descritos na literatura foram diagnosticados no país. As regiões Sul, Sudeste e Centro-

Oeste apresentam o maior número de registros (Paniago et al., 2003). A moléstia é 

responsável por 200 mortes ao ano aproximadamente, representando um grande problema de 

saúde pública. De acordo com os registros do Ministério da Saúde, de 1980 a 1995 ocorreram 

no Brasil 3.181 casos de óbito, o que totaliza uma taxa de mortalidade por PCM de 1,45 casos 

por milhão de habitantes. Esses dados apontam a PCM como a oitava causa de mortalidade 

por doença infecciosa. Desta forma, a doença representa um importante problema de saúde 



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis. 

Rodrigo da Silva Santos 

 

30 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

pública devido ao seu alto potencial incapacitante e à quantidade de mortes prematuras que 

provoca (Shikanai-Yasuda et al., 2006). 

 

 

Figura 1: Distribuição geográfica da Paracoccidioidomicose (Shikanai-Yasuda et al., 2006) 

 

A real prevalência e incidência não podem ser calculadas, pois a PCM não é uma doença 

notificável e o local e as condições exatas em que o fungo ocorre na natureza ainda não estão 

bem determinados.  Nos países onde a doença é endêmica, os casos não são distribuídos 

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

úmidas (Restrepo, 1985).  
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Alguns casos autóctones já foram diagnosticados na Europa, nos Estados Unidos da 

América e na Ásia (Ajello & Polonelli, 1985). Estes relatos possibilitaram a determinação de 

um período assintomático da PCM, o qual é em média 15,3 anos, que ocorre após o contato 

do paciente com a área endêmica até a manifestação da doença (Brummer et al., 1993). O 

longo período de latência, característico da PCM, dificulta o processo de determinação precisa 

do sítio onde a infecção ocorreu (Borelli, 1972). 

Nas áreas endêmicas da doença a incidência estimada é de, aproximadamente, 1 a 3 casos 

clínicos 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 plantações em área rural é 

fator ocupacional predisponente para a aquisição da PCM (Franco, 1987). A incidência da 

doença até à puberdade é a mesma em ambos os sexos, porém na fase adulta, mais de 90% 

dos pacientes são do sexo masculino (Martinez, 1997). Acredita-se que esse fato seja 

explicado pela ação protetora que os hormônios estrógenos conferem ao sexo feminino (Sano 

et al., 1999), e pela ausência ou menor contato das mulheres com as fontes de infecção 

(Shikanai-Yasuda et al., 2006). 

 

I.3 – Homeostase de Cobre - Aspectos Gerais 

Os metais cobre, ferro e zinco são micronutrientes essenciais e fundamentais para 

processos metabólicos. Os metais são cofatores para inúmeras enzimas e exercem papel 

estrutural em um grande número de proteínas. Entretanto, todos estes metais podem ser 

tóxicos, se os níveis de captação e distribuição não forem regulados, uma vez que o excesso 



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis. 

Rodrigo da Silva Santos 

 

32 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

pode comprometer as funções celulares, gerando radicais livres, que são altamente destrutivos 

para as células (Peña et al., 2000; Theil et al., 2000; Eide et al., 2003). Portanto, os 

organismos devem manter as concentrações citoplasmáticas de cobre, ferro e zinco em níveis  

não tóxicos, para que esses metais sejam apenas suficientes para o crescimento celular e 

participação em processos metabólicos vitais. Uma variedade de mecanismos homeostáticos 

já foram identificados e estudados e dentre eles, incluem-se o controle da transcrição de genes 

envolvidos na aquisição, distribuição e armazenamento desses metais (Rutherford & Bird, 

2004).  

               A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada como organismo modelo 

eucariótico para os estudos dos mecanismos de regulação do transporte dos micronutrientes 

cobre, ferro e zinco. Estudos têm demonstrado que a captação de metais é mediada por dois 

sistemas de transportes específicos. Um sistema de alta afinidade é ativo em condições 

limitantes dos respectivos metais, o qual é regulado por fatores transcricionais metais-

responsivos, que aumentam a expressão dos genes de transportadores quando as quantidades 

dos respectivos metais são limitadas. Um sistema de baixa afinidade ocorre e continua ativo, 

desempenhando sua função para manutenção da célula, mesmo quando a quantidade do metal 

é mais abundante. Estudos em S. cerevisiae identificaram um grande número de famílias de 

genes que atuam no transporte de metais, os quais apresentam homólogos que  desempenham 

funções relacionadas nestes processos em mamíferos e vegetais (Van Ho et al., 2002). A 

disponibilidade de cobre, ferro e zinco em tecidos vivos é mantida em níveis baixos o 

suficiente para restringir o crescimento de agentes patogênicos. 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 vêm demonstrando a importância da autofagia em diversos processos 

biológicos, entre os quais podemos citar: adaptação, diferenciação e desenvolvimento celular. 

O envolvimento mais conhecido e bem descrito do processo de autofagia é no que se refere ao 

controle da homeostase de metais, visando à adaptação das células a nutrientes específicos 

e/ou na sobrevivência do organismo em condições de estresse (Onodera & Ohsumi, 2005). 

Todos os organismos têm mecanismos homeostáticos para assegurar que quantidades 

mínimas de metais essenciais estejam disponíveis para suas necessidades metabólicas e 

estudos realizados com o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus indicaram que a autofagia 

é um desses mecanismos. Foi demonstrado que esse microrganismo quando cultivado na 

ausência de metais, mimetizando as condições do hospedeiro durante o processo infectivo, 

apresentava deficiência no seu crescimento, condição em que o fungo passava a realizar 

processos autofágicos, reciclando proteínas associadas a metais pré-existentes. Dessa maneira 

ocorre a liberação de íons metálicos, deixando-os livres para utilização em processos 

metabólicos necessários para o crescimento do fungo e restabelecimento da homeostase. Vale 

ressaltar que quando acrescentados os metais zinco, ferro, manganês, magnésio e cobre aos 

meios de cultura pobres em micronutrintes, o crescimento do microrganismo foi normalizado 

(Richie et al., 2008).  

O cobre é um metal de transição capaz de atuar entre dois estados redox, Cu+2 oxidado 

e Cu+1 reduzido. A maioria dos organismos requer o cobre como um cofator importante para 

uma variedade de enzimas que realizam processos biológicos essenciais tais como respiração 

e crescimento celular, aquisição de ferro, proteção contra o estresse oxidativo, pigmentação 

(melanização) e outros processos biológicos complexos (Puig & Thiele 2002).  O cobre em 

excesso no  meio  intracelular  torna-se  tóxico, pois  reage  com oxigênio, formando o radical 
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livre hidroxil, altamente destrutivo para a célula, causando danos aos lipídios, às proteínas e 

ao DNA. Conseqüentemente, os organismos desenvolveram mecanismos para o transporte de 

cobre na célula, visando manter as concentrações intracelulares em níveis não tóxicos (Marvin 

et al., 2003). Em fungos, uma resposta comum das células às flutuações nos níveis de cobre é 

reprogramar a transcrição de genes que são importantes para a captura de cobre, de modo a 

manter as concentrações de cobre dentro dos limites homeostáticos, permitindo que a 

quantidade do mesmo seja suficiente para servir como cofator e impedindo sua acumulação 

em níveis citotóxicos (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 eucarióticas. Para o transporte, o cobre 

encontrado no meio extracelular na forma Cu2+ é reduzido a Cu+1 pelas redutases férricas de 

superfície celular, Fre1 e Fre2 (Georgatsou, et al., 1997; Beaudoin et al., 2007). A principal 

via de transporte desses íons através da membrana é realizada pelas proteínas transportadoras 

de cobre de alta afinidade (CTR’s) (Dancis, et al., 1994; Beaudoin et al., 2007). É sugerido 

que os transportadores da família CTR possuem três domínios transmembrânicos, sendo a 

região amino-terminal extracelular, apresentando duas ou mais regiões ricas em metioninas, 

conhecidas como motivos "Mets". Estas regiões são organizadas como MxxM ou MxM e 

existem em número variável dentro da região amino-terminal. A porção carboxi-terminal seria 

intracelular, rica em aminoácidos carregados e apresentando uma região conservada de 

resíduos de histidina e cisteína. Um motivo MxxM, existe na segunda região transmembrana 

dos transportadores de cobre CTR1 e CTR3 de leveduras e mamíferos, sugerindo que o 

mesmo poderia coordenar a entrada de cobre durante transporte intramembranoso. Todas 
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essas características das duas regiões descritas são próprias das proteínas CTR’s localizadas 

na membrana de fungos, vegetais e mamíferos (Figura 2) (Kim et al., 2008). 

As proteínas transportadoras de alta afinidade da família CTRs como, por exemplo: 

CTR1, CTR2 e CTR3 são funcionalmente redundantes, porém estruturalmente apresentam 

pouca homologia em nível de seqüência de aminoácidos (Beaudoin et al., 2007). São 

proteínas integrais de membrana atuando como permeases competentes na captação de cobre 

na membrana plasmática, visto também que os genes codificantes de CTR1 e CTR3 são 

similarmente regulados em nível transcricional em resposta as concentrações de cobre no 

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

 

Figura 2: Modelo estrutural para os transportadores de cobre de alta afinidade. (A) - As proteínas CTR’s 

apresentam geralmente aproximadamente 190 resíduos de aminoácidos, possuem dois domínios ricos em 

metionina (MxxM ou MxM, mostrados em verde) presentes na porção N-terminal extracelular, que tem a função 

de reforçar a absorção de íons cobre presentes no meio extracelular em condições de baixa concentração de Cu+1 

na célula. Três domínios transmembrana (mostrados em laranja), tem motivo MX2M, que possui função 

essencial durante o processo de importação do cobre. Um motivo rico em cisteína-histidina (mostrado em roxo), 
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típico das proteínas da família de transportadores de cobre, é presente na região C-terminal intracelular, 

responsável pela distribuição do cobre para o meio intracelular. (B) – Modelo do transportador de cobre CTR na 

bicamada lipídica proposto com base em análises de microscopia eletrônica e cristalografia, formando um 

homotrímero. Cada monômero é representado por uma única cor, com a região N-terminal projetada no exterior 

da célula captando cobre (demonstrado em esferas azuis). Os fosfolipídios componentes da membrana 

plasmática foram modelados em azul e cinza. Adaptação: Kim et al., 2008.      

 

Estudos têm demonstrado que pelo menos um membro da família CTR em S. 

cerevisiae não está localizado na membrana plasmática. Experimentos utilizando-se 

imunoflorescência indicaram que as proteínas CTR2 de leveduras estão localizadas em 

vacúolos. Foi verificado que CTR2 é necessária para a manutenção da homeostase de cobre, 

uma vez que quando o mesmo encontra-se em excesso no meio intracelular, o transportador 

CTR2 tem por função armazená-lo em vacúolos, de modo a manter o equilíbrio. Quando 

acontece o inverso, CTR2 torna-se também necessário, uma vez que é responsável pelo 

fornecimento de cobre para as cuproenzimas em condições de escassez do metal. Um 

homólogo 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 proteínas CTR1 e CTR3 

estão localizadas na membrana plasmática de S. cerevisiae, responsáveis pela captura 

extracelular de cobre, enquanto CTR2 transporta e armazena o mesmo em vacúolos, sendo 

importante para os processos de detoxificação da célula e liberação do íon durante carência do 

metal para as proteínas cobre-dependentes (Figura 3) (Petris, 2004). 
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Figura 3: Modelo da localização celular das proteínas transportadoras de cobre de alta afinidade (CTR’s) 

proposto para S.cerevisiae. Os transportadores CTR1 e CTR3 provavelmente estão localizados na membrana 

plasmática e são envolvidos na captação de íons cobre no meio extracelular, por alta afinidade. O transportador 

CTR2 está localizado no citosol e na membrana de vacúolos, exercendo a função de armazenar cobre em excesso 

nos compartimentos vacuolares e fornecer o mesmo quando seus níveis encontram-se limitantes. CTR2 é 

descrito como homólogo do transportador vacuolar CTR6 de S. pombe. Adaptação: Petris, 2004.      

 

Em S. cerevisae e S. pombe foi demonstrado que o transporte de cobre está 

intimamente relacionado à proteína CTR3, visto que mutações realizadas em resíduos de 

cisteína distribuídos ao longo da cadeia polipeptídica e mais concentrados na região carboxi-

terminal, inativaram funcionalmente a proteína, ocasionando uma deficiência no nível de 

cobre no meio intracelular (Beaudoin et al., 2006; Beaudoin et al., 2007). A substituição de 

todos os motivos Mets localizados na porção amino-terminal, prejudicou gravemente a 
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captação de cobre através das proteínas CTRs 3, sugerindo que esta região possa servir como 

ligante do cobre extracelular (Puig et al., 2002; Petris, 2004). 

Um fator de transcrição que responde ao cobre (cuf1) e um transportador de cobre 

(CTR4) foram descritos em Cryptococcus neoformans (Waterman et al., 2007). A deleção de 

cuf1 resulta em redução na atividade da lacase, deficiência no crescimento em meio com 

baixo teor de cobre e expressão atenuada de CTR4, sob limitação de cobre. Também o 

mutante cuf1 mostrou disseminação 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 regulatória de ferro em C. 

neoformans (Jung et al., 2006).  

Patógenos devem competir por níveis 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 virulência bacteriana e 

fúngica, estudos recentes indicam que o metal exerce um papel crítico e fundamental como 

determinante para a virulência de fungos como C. neoformans e Candida albicans, durante o 

estabelecimento da infecção. Em camundongos infectados com cepas de C. neoformans 

mutantes para o gene cuf1 não foram capazes de estabelecer a meningite, porque a transcrição 

do transportador de cobre CTR4 foi suprimida e o cérebro é um tecido onde os níveis do 

metal são baixos (Waterman, 2007; Kim et al., 2008).  

No fungo C. albicans têm-se descrito que o mecanismo para regulação da captação de 

cobre tem se distinguido do já anteriormente proposto para S. cerevisiae. Ambos os 

organismos apresentam o fator de transcrição Mac1p, responsável pela ativação da transcrição 

do transportador de cobre de alta afinidade CTR1. Em C. albicans CaMac1p é auto-regulado 
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por níveis de cobre, ao contrário do gene Mac1p de S. cerevisiae que é constitutivamente 

transcrito. Também foi descrito regiões CuREs (elementos de resposta ao cobre) presentes nas 

sequências de Cactr1 e CaMac1, regiões essas responsáveis pela identificação dos níveis do 

metal presentes no meio intracelular. CaMac1p também foi descrito como fator envolvido na 

regulação da transcrição ferro-responsiva (Marwin et al., 2003; Marwin et al., 2004; 

Woodacre et al., 2008). 

Os íons cobre ao atravessarem a membrana plasmática são captados por pequenas 

proteínas solúveis que promovem o tráfego do cobre até o seu alvo, conforme modelo 

proposto por Kim et al., 2008, para C. neoformans (Figura 4). Esse modelo da via de 

captação, distribuição, armazenamento e utilização de cobre, provavelmente é o mesmo para 

outros fungos, assim como para vegetais e mamíferos. O cobre presente no meio extracelular 

(Cu+2) e reduzido pelas pelas redutases FRE para Cu+1 e transportado pelas proteínas de alta 

afinidade CTRs. No meio intracelular o cobre, poderá ser captado pela metalochaperona 

ATX1 que o transporta até a proteína CCC2 (Cu+ATPase), que em S. cerevisae entrega o 

cobre à via secretória e participa provavelmente nos processos de detoxificação da célula, se 

dirigindo até o vacúolo onde é acumulado o excesso de cobre. CCC2 também se localiza na 

membrana do Aparato de Golgi, sendo assim responsável pela distribuição de íons cobre que 

serão incorporados à cobre-proteínas/cuproenzimas recém-sintetizadas. A multicobre 

ferroxidase FET3 (Ferro-O2-oxidoredutase 3) atua conjuntamente com a proteína FET1; as 

duas são responsáveis pelo transporte de íons ferro reduzidos através da membrana plasmática 

em S. cerevisiae. Por esse motivo, existe uma intrincada associação entre o mecanismo de 

captura de ferro e a disponibilidade de cobre. Outro processo importante está relacionado com 

a  detoxificação  de  cobre  na  célula. Em S. cerevisiae o principal mecanismo é mediado pelo     
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produto do gene Cup1, que codifica uma metalotioneína que seqüestra esse íon no interior da 

célula e permite que essa resista a níveis mais altos de cobre (Hamer, et al., 1985). Outro 

mecanismo descrito para suportar altos níveis de cobre no ambiente intracelular está 

relacionado com o armazenamento desse íon em organelas, conforme descrito em S. pombe 

(Hamer, 1986). 

 

 

Figura 4: Modelo proposto para manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano C. neoformans. 

O cobre extracelular e reduzido pelas metaloredutases Fre de Cu+2 para Cu+1, sendo transportado posteriormente 

pela proteína 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 Ftr1, medeia à absorção de alta afinidade do ferro. 

Íons de cobre são incorporados pela enzima lacase, que está envolvida na síntese de melanina. O fator de 

transcrição Cuf1/Mac1 regula a expressão de moléculas transportadoras de cobre CTRs durante a homeostase ou 

deficiência do metal. Íons livres no citosol são incorporados por enzimas cobre-dependentes, como por exemplo, 

a superóxido dismutase. Adaptação: Kim et al., 2008.      

 

Para garantir a homeostase celular e proteger contra danos oxidativos, os organismos 

aeróbicos apresentam alguns sistemas de defesa antioxidante enzimáticos (peroxidases, 

superóxido dismutases e catalases) que reagem com as ROS (espécies reativas de oxigênio) e 

impedem que estas promovam a oxidação dos componentes celulares (Scandalios, (2002); 

Wong et al., 2006). Nos processos de fagocitose de microorganismos patogênicos as células 

do sistema imunológico também produzem ROS e a capacidade do patógeno de se proteger 

destas moléculas pela formação de antioxidantes determina o curso da infecção (Giles et al., 

2006). Uma das alternativas encontradas por microrganismos é a produção de enzimas 

cobre/zinco superóxido dismutases, enzimas cobre-dependentes que estão presente na maioria 

das células humanas, bem como em células fúngicas, protegendo o patógeno dos danos da 

oxidação, causados pela defesa do hospedeiro. O cobre tem um papel antioxidante essencial 

através da ação da superóxido 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 

infecção, produzia duas Cu/Zn-superóxido dismutase (SODCI e SODCII), para reforçar os 

mecanismos de defesa contra as barreiras impostas pelo hospedeiro (Wood et al., 2008). 
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As lacases são enzimas cobre-dependentes (multicobre oxidases), envolvidas na via de 

biossíntese de melanina em fungos, sendo dependentes de cobre para sua atividade. É descrito 

que a síntese de melanina é regulada por cobre, ferro, e baixas concentrações de glicose 

(Alspaugh et al., 1997; Walton et al., 2005). Walton e colaboradores (2005) analisaram a 

mudança de fenótipo de 19 mutantes de C. neoformans, com o objetivo de identificar genes 

envolvidos na biossíntese de melanina. Dentre os genes mutados, encontraram-se homólogos 

para os genes ccc2 (transportador de cobre) e para a metalochaperona atx1. Os mutantes 

foram analisados após a adição de CuSO4 exógeno ou após a remoção dos íons de cobre e 

ferro do meio com um quelante específico. Os resultados mostraram que na adição de cobre, 

todos os genes mutantes foram capazes de produzir melanina e durante a remoção de cobre 

nenhum mutante foi capaz de sintetizar melanina, sugerindo que, assim como em humanos, a 

homeostasia do cobre também é requerida em fungos e que as lacases, o transportador CCC2 

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

Outra importante enzima cobre-dependente, é a cobre amino oxidase (CAO - Copper 

amine oxidase - EC 1.4.3.6. ), grupo de enzimas que contêm cobre e foram identificadas em 

bactérias, leveduras, plantas e animais. Ainda pouco se sabe sobre as suas funções biológicas, 

porém existem evidências do seu envolvimento no metabolismo ou desintoxicação de 

xenobióticos, na oxidação de diversos substratos aminas, fornecendo fontes de carbono e 

nitrogênio para o crescimento celular, principalmente de fungos (Samuels & Klinman, 2005). 

Foram demonstrados que CAOs apresentam um único íon cobre por monômero (Laliberté et 

al.,2005). Estudos realizados por Peter e colaboradores (2008), demonstraram que uma 

mutação sítio dirigida em três resíduos de histidina na região amino terminal da CAO1 de 

Schizosaccharomyces pombe, afetou a atividade da enzima e a transcrição dos genes ctr4, ctr5 
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e cuf1, todos envolvidos no metabolismo de cobre, sugerindo que CAO1 exige a presença dos 

mesmos funcionalmente ativos.  

Para melhor entender a resposta de fungos a condições de estresse à cobre, estudos 

tem sido conduzidos com o intuito de elucidar a importância e os mecanismos utilizados pelos 

fungos para suportar a ausência ou excesso desses íons. 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 padrão de transcrição diferenciado durante o crescimento do fungo em 

condições de depleção de cobre. Dentre os genes diferencialmente transcritos nessas 

circunstâncias estão àqueles envolvidos na captura de cobre e genes envolvidos no processo 

de respiração celular, provavelmente pela dependência de cobre como cofator de enzimas 

envolvidas nesse mecanismo.  

 

I.4 – Transportador de cobre de alta afinidade (ctr3): um gene        

diferencialmente expresso em P. brasiliensis. 

Estudos de perfis de expressão gênica de patógenos têm sido utilizados para a 

elucidação de estratégias de adaptação, sobrevivência e virulência de microrganismos durante 

o processo infeccioso. Com o propósito de identificar genes possivelmente envolvidos na 

adaptação e sobrevivência de P. brasiliensis no hospedeiro durante a infecção, Bailão et al. 

(2006), utilizaram a técnica de Análise de Diferença Representacional de cDNA (cDNA-

RDA) para identificar genes de P. brasiliensis induzidos durante o processo infectivo e em 

condições  que  mimetizam  a  via  hematogênica de disseminação fúngica. Foi observada alta  
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freqüência 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 infecção em fígado de camundongos, o que reforça seu possível 

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

Muitos organismos patogênicos desenvolveram estratégias complexas para a aquisição 

de ferro e em muitos deles a disponibilidade desse elemento é um sinal para a indução de 

expressão de fatores de virulência (Timm et al., 2003). Ferro é usualmente presente na forma 

férrica, complexado com ligantes no ambiente (Askwith et al., 1996). Embora os mecanismos 

de aquisição de ferro por P. brasiliensis ainda não sejam esclarecidos, dados transcricionais 

sugerem prováveis estratégias para a captação de ferro pelo fungo. Dessa maneira, estudos 

realizados em nosso laboratório por Bailão et al (2006), sugerem que o fungo não seja capaz 

de captar ferro na forma insolúvel, o qual deve ser inicialmente solubilizado por conversão 

para a forma ferrosa pela redutase férrica codificada pelo gene fre2. Quando a disponibilidade 

de ferro é baixa, como suposto ocorrer nos tecidos do hospedeiro, P. brasiliensis utilizaria um 

sistema de captação de alta afinidade que compreende uma permease de membrana ZRT1 

(high-affinity zinc/iron transporter) e uma oxidase multi-cobre, ambas identificadas em 

análises transcricionais. Dessa maneira, a captação redutiva de ferro requer também a 

captação de cobre mediada por uma permease codificada pelo gene ctr3, a exemplo de outros 

microrganismos (Bailão et al., 2006; Costa et al., 2007). 
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II – Justificativa 

 

A disponibilidade de micronutrientes nos tecidos do hospedeiro é mantida a níveis 

baixos de forma a restringir o crescimento de patógenos. O fato de que a concentração 

disponível de micronutrientes, como cobre, para microrganismos patogênicos é mantida 

abaixo da quantidade requerida para o seu desenvolvimento, determina que a habilidade em se 

obter esses micronutrientes do hospedeiro defina, em grande parte, características de 

virulência.  

Estudos prévios do laboratório demonstraram que o transportador de cobre de alta 

afinidade (PbCTR3) é uma molécula altamente expressa em condições que mimetizam o 

processo infectivo. Em função desse resultado inicial, tornou-se atraente a realização de 

estudos adicionais visando à caracterização do transcrito ctr3, bem como a análise da 

expressão de genes envolvidos na captação de cobre em condições que mimetizam a restrição 

de cobre durante o processo infeccioso nos tecidos do hospedeiro. 
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III – Objetivos 

 

Em função do exposto, foi proposto no presente trabalho a caracterização do transportador 

de cobre de alta afinidade (PbCTR3) e de genes relacionados à manutenção da homeostase de 

cobre em P.brasiliensis. As metas experimentais foram: 

 

•  Clonagem molecular e caracterização do gene codificante para o transportador de cobre 

de alta afinidade (PbCTR3) ; 

 

•   Rastreamento e identificação in silico de genes relacionados à manutenção 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). 

 

•   Análises por PCR em tempo real do perfil de expressão dos genes envolvidos no 

metabolismo de cobre em P.brasiliensis, em condições de restrição de cobre e ferro; 

 

•   Análises por PCR em tempo real do perfil de expressão dos genes envolvidos no 

metabolismo de cobre, a partir de RNAs extraídos de células leveduriformes de 

P.brasiliensis derivadas de órgãos de animais infectados. 
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IV– Materiais e Métodos 

IV. 1 – Fluxograma. 

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

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

             Foi utilizado o isolado 01 (coleção ATCCMYA-826) de P. brasiliensis, já 

caracterizado e padronizado em nosso laboratório. O fungo foi cultivado e 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 – Obtenção do cDNA e gene codificantes  para o transportador de 

cobre de alta afinidade (PbCTR3).

Na análise representacional diferencial (RDA) de genes de P. brasiliensis induzidos 

durante o processo infectivo e em condições que mimetizam a via hematogênica de 

disseminação fúngica foi identificado o cDNA completo codificante para um transportador de 

cobre de alta afinidade (PbCTR3) (Bailão et al., 2006). Recursos computacionais foram 

utilizados para a análise das seqüências de nucleotídeos e deduzida de aminoácidos. A 

seqüência resultante foi depositada no banco de dados público do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o número de acesso: DQ534496.  

A partir da seqüência de nucleotídeos do cDNA codificante para PbCTR3, obtido pela 

estratégia de análise de diferença representacional (cDNA-RDA), foram desenhados 

oligonucleotídeos (Tabela 1), com a finalidade de se amplificar o fragmento genômico 

codificante de PbCTR3, via reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-se DNA total 

de P.brasiliensis. O sistema de amplificação continha: 0,5 L dos oligonucleotídeos (Tabela

1) na concentração de 50 μM; 1,0 L de DNA total de P. brasiliensis na concentração de 

100 g/ L;  2,0 L  de  dNTPs   na  concentração  de  2,5 mM  cada;   0,25 L  de   Taq DNA 
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Polimerase na concentração de 5U/ L; 2,5 L de  tampão 10 X para Taq DNA Polimerase;  

0,75 L  de MgCl2  a  25 mM  e água suficiente para um volume final de 25 L. O DNA 

molde foi desnaturado a 94ºC por 2 min, seguido por 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 15 

seg, anelamento a 58ºC por 30 seg e extensão por 40 seg a 72ºC. Uma extensão final a 72ºC 

foi realizada. Obteve-se desta forma um fragmento genômico de 1655pb. As amplificações 

foram realizadas no termociclador (Perkin Elmer/Gene Amp PCR System 2400) e a análise 

dos produtos da reação foi feita através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com 

1μg/mL de brometo de etídeo. A visualização do gel foi feita em transluminador de luz 

ultravioleta. Os fragmentos de DNA a serem eluídos foram separados por eletroforese em gel 

de agarose. 

Tabela 1 - Oligonucleotídeos utilizados para amplificação do gene codificante para PbCTR3 

Oligonucleotídeos Seqüência *TM °C 

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

AT-ctr3 (anti-sense) 5’- AAG CTT  CTA ACC GCA ACA GAC AGT – 3’ 58°C

      * TM: Temperatura de anelamento dos oligonucleotídeos. 

Os fragmentos de DNA foram cortados do gel e transferidos para microtubos tipo 

“Eppendorf” para eluição, utilizando o sistema comercial GFX PCR DNA (GE, Healthcare®). 

A amostra eluída foi quantificada em gel de agarose 0,8% e no aparelho Genequant (GE, 

Healthcare®).



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos 

50 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

O produto amplificado de 1.655pb, após purificação, foi clonado no vetor TOPO TA 

(InvitrogenTM, Life Technologies, Carlsbard, CA) seguindo-se os métodos descritos no 

protocolo do fabricante. A razão molar da concentração de DNA do vetor e do inserto foi de 

1:4. O sistema de ligação com volume final de 6μL foi composto de: 4,0μL do inserto; 1,0 L

de solução de sal; 1,0μL de vetor TOPO TA. O sistema foi incubado a 22°C por 30 min e 

mantido a 4°C. Ao final da reação de ligação foi realizada a transformação do vetor em 

células competentes de Escherichia coli, linhagem DH5 , conforme descrito por Sambrook et

al., (1989). O sistema de transformação foi constituído de 200μL de células competentes e 

4μL do sistema de ligação. O material foi incubado em gelo por 45 min e seguiu-se um 

choque térmico à temperatura de 42°C por 1 min e 15 seg. Imediatamente as células foram 

retornadas ao gelo. Adicionou-se ao sistema 300μL de meio Lúria-Bertani (LB) líquido 

(triptona 10g, NaCl 10 g , extrato de levedura  5 g , àgua destilada (q.s.p.)  1.000 mL , pH 

7,0), incubando-se sob lenta agitação, a 37°C, por 1 h, com a finalidade de se recuperar as 

células transformadas. Após este período, o sistema foi semeado em placas de Petri contendo 

meio LB Ágar (Este meio foi preparado conforme o LB descrito anteriormente, adicionando-

se apenas 2% de ágar). As placas foram incubadas em estufa a 37ºC por 16h. Para 

confirmação da clonagem, colônias selecionadas foram submetidas à reação de PCR e os 

produtos analisados em gel de agarose 0,8% . 

IV. 4 – Seqüenciamento de DNA. 

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

Healthcare®)  quatro  clones  com  o  plasmídeo  TOPO  TA  contendo  o  gene Pbctr3.  O
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seqüenciamento foi realizado segundo o método descrito por Sanger et al. (1977), utilizando-

se o sistema “DYEnamic ET, Dye Terminator Cycle Sequencing”.  As reações de 

seqüenciamento foram preparadas utilizando-se 4 μl do reagente DYEnamic ET terminator, 1 

μl de oligonucleotídeos (5μm), oligonucleotídeos 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’), 1μL de DNA do clone selecionado e água para volume 

final de 10 μl. As reações foram realizadas, via PCR, em 35 ciclos nas condições: 95ºC por 2 

seg; 95ºC por 10 seg ; 50ºC por 15 seg e 60ºC por 1 min. As amostras contendo o DNA 

amplificado foram precipitadas com acetato de amônia, etanol 100%, lavadas com etanol 70% 

e ressuspendidas em 10 μl de tampão contendo formamida. 

IV. 5 – Análises de Bioinformática. 

As seqüências de DNA obtidas foram processadas utilizando-se o programa PHRED 

(Ewing e Graden, 1998; Ewing et al., 1998) com finalidade de se retirar o vetor e formar 

contigs, formando-se assim a seqüência completa. Em seguida, as pesquisas de similaridade 

das seqüências de proteínas e de nucleotídeos foram feitas no banco de dados NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) usando-se o programa BLAST (Altschul et al., 1990). O 

alinhamento entre as seqüências homólogas foi feito através do programa CLUSTAL X 

(Thompson et al., 1997), e  os  motivos  na  seqüência deduzida de proteínas foram analisados 
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 pelo programa PROSITE (www.expasy.org./prosite) (Hofmann et al., 1999). A seqüência 

genômica completa de Pbctr3 foi depositada no banco de dados público do GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o número de acesso: EU530695. A região 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 seqüência 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 identificação in silico de genes relacionados à 

manutenção da homeostase de cobre em P. brasiliensis.

O rastreamento e a identificação 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 está depositado o genoma estrutural de três isolados do fungo P. brasiliensis (01, 03 e 

18). Inicialmente seqüências de genes descritos como envolvidos na manutenção 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 obtenção de genes homólogos nos três isolados de P.

brasiliensis. As seqüências identificadas foram utilizadas para elaboração de um modelo 

presumivelmente utilizado pelos isolados na manutenção da homeostase de cobre.     
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IV. 7 – Experimentos de depleção de cobre e ferro em P.brasiliensis

Para os experimentos de depleção de cobre e ferro, 2x108 leveduras de P. brasiliensis

foram removidas de meio sólido Fava-Neto (Fava Neto, 1955), e transferidas para meio 

mínimo líquido McVeigh & Morton (MMcM) – Modificado (Restrepo & Jiminez, 1980) 

(Tabelas: 2, 3 e 4) adaptado para as condições de restrição de cobre e ferro (Figura 6). A 

condição controle continha células leveduriformes de P.brasiliensis cultivadas em meio 

mínimo MMcM sem a presença de agentes quelantes de metais. A condição de privação de 

cobre continha células leveduriformes em meio mínimo MMcM na presença de um agente 

quelante específico de cobre (BCS: batocuproinadisulfonato sódico). A condição de privação 

de ferro continha células leveduriformes em meio mínimo MMcM na presença de um agente 

quelante específico de ferro (BPS: batofenantrolinadisulfonato sódico) e a condição de 

depleção de cobre e ferro continha células leveduriformes em meio mínimo MMcM na 

presença dos dois agentes quelantes BCS e BPS. Os quelantes de cobre e ferro foram 

adicionados na concentração final de 50μM. As células leveduriformes foram crescidas por 

um período de 3h em uma agitação de 200rpm a temperatura de 36oC.



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis.

Rodrigo da Silva Santos 

54 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

Figura 6:  Condições de crescimento de P. brasiliensis durante privação de cobre e ferro. 

Tabela 2 – Meio Mínimo Mc Veigh & Morton (MMcM)* 

Glicose                                                                                                                                   10g 

Fosfato de Potássio Monobásico (KH2PO4)                                                                         1,5 g 

Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado (MgSO4 . 7H2O)                                                      0,5 g 

Cloreto de Cálcio (CaCl2 . 2 H2O)                                                                                     0,15 g 

Sulfato de Amônia (NH4SO4)                                                                                              2,0 g 

L-asparagina                                                                                                                        2,0 g 

L-cistina                                                                                                                              0,2 g 

Solução de vitaminas #                                                                                                      10 mL 

Depleção de Cobre e Ferro

MMcM

Sem adição de FeSO4 e CuSO4

Adição de 50 M BCS e BPS 

Controle

MMcM

Depleção Cobre

MMcM

Sem adição de CuSO4

Adição de 50 M BCS 

Depleção Ferro

MMcM

Sem adição de FeSO4

Adição de 50 M BPS 
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Solução de elementos traços #                                                                                         1 mL 

Água bidestilada  q.s.p.                                                                                                 1.000 mL 

* O Meio é apropriado para cultura de P.brasiliensis na fase leveduriforme, facilitando estudos das 

características antigênicas, fisiológicas e metabólicas desse microrganismo (Restrepo & Jiminez, 1980). Todos 

os componentes foram misturados, exceto a solução de vitaminas. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH. O 

meio foi autoclavado a 120oC por 20 min. Após, o resfriamento do mesmo, foram adicionados a solução de 

vitaminas e os antibióticos penicilina (120.000 U.I/mL) e cloranfenicol (100 mg/mL). A cistina foi dissolvida em 

água por aquecimento, onde gotas de NaOH 1M foram adicionadas até completa dissolução e logo após 

adicionada ao meio de cultura.  

Tabela 3 - Solução 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 

Ácido Fólico                                                                                                                           10 mg 

Cloreto de colina                                                                                                                      10 mg 

Piridoxina                                                                                                                                 10 mg 

Água bidestilada q.s.p.                                                                                                           100 mL 
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Tabela 4 - Solução de Elementos Traços #

Ácido Bórico (H3BO3)                                                                                                5,7 mg 

Sulfato de Cobre Penta-hidratado (CuSO4H2O)                                                        15,7 mg 

Sulfato Ferroso Amoniacal Hexa-hidratado (Fé(NH4)2(SO4)2 . 6H2O)                     140,4 mg 

Sulfato de Manganês MnSO4 . 14H2O                                                                        8,1 mg 

Molibdato de amônio (NH4)6MO7O24 . 4H2O)                                                            3,6 mg 

Sulfato de Zinco (ZnSO4 . 7H2O)                                                                              79,2 mg 

Água bidestilada q.s.p.                                                                                               100 mL 

* Os componente sulfato de cobre foi adicionado somente nos meios que não contêm BCS e o componente 

sulfato ferroso foi adicionado somente nos meios que não contêm BPS.  

Após incubação em meio com privação dos micronutrientes cobre e ferro, as células 

foram coletadas por centrifugação. Os precipitados formados foram lavados com PBS 1X 

estéril para extração de RNA.  O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente Trizol, 

seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante (InvitrogenTM, Life Technologies, 

Carlsbard, CA)

IV. 8 – Infecção Experimental 

A infecção experimental em camundongos por P. brasiliensis foi realizada como 

descrito previamente por Bailão et al. (2006) com algumas modificações. Doze fêmeas de 

camundongos Balb/c foram infectadas por via intranasal com 1 x 107 células leveduriformes, 

destes  animais  foi  realizado  o isolamento do fungo de  pulmão  e   doze  fêmeas  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 baço, mimetizando assim a via de infecção em 

humanos. Os camundongos foram sacrificados 7 e 15 dias após a infecção. Três animais 

foram utilizados como controle e foram inoculados com tampão fosfato estéril PBS 

(Concentração [mM], concentração g/L: Na2HPO4 10 mM 1,189g; KH2PO4 2 mM 0,2g; NaCl 

137 mM 8,0g; KCl 2,7 mM  0,2g; água destilada q.s.p.1,0 L; pH 7,2 - 7,4). Os órgãos (pulmão 

e baço) foram removidos, macerados e homogeneizados em 5 mL de PBS. Um volume de 

100μl do macerado foi plaqueado em meio BHI ágar suplementado com 1% de glicose. As 

placas foram incubadas a 36°C  e após 17 dias foram utilizadas para extração de RNA. O 

RNA total foi extraído utilizando-se o reagente Trizol, seguindo os procedimentos indicados 

pelo fabricante (InvitrogenTM, Life Technologies, Carlsbarg, CA).

IV. 9 – Extração de RNA (Trizol )

Todos os procedimentos envolvendo a manipulação de RNA foram realizados em 

condições livres de RNAses. Por essa razão, todos os materiais e soluções utilizados 

receberam tratamentos especiais. As vidrarias foram embaladas em papel alumínio, 

autoclavadas e tratadas em estufa a 180 oC por um período de 4 h. Os materiais plásticos 

utilizados eram novos e tratados com água DEPC 0,01%, durante 2 h. As cubas de 

eletroforese foram tratadas com peróxido de hidrogênio 3%, durante 30min. As soluções 

foram feitas com água previamente tratada com DEPC 0,01%. 
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Para a extração de RNA de P. brasiliensis foi utilizado o método Trizol (GIBCOTM

Invitrogen Corporation), seguindo o protocolo do fabricante. Células leveduriformes de P.

brasiliensis obtidas dos experimentos de depleção de cobre e ferro, bem como as células 

derivadas de órgãos de animais infectados, durante infecção experimental, foram lavadas em 

PBS 1X estéril, pesadas e o trizol foi acrescido na proporção de 3,5 mL para 1,5 mL de 

células. Foi então adicionado o mesmo volume de pérolas de vidro livres de RNAses. O 

material foi agitado em vórtex por 10 min, mantido em repouso por 10 min à temperatura 

ambiente e centrifugado a 3.000xg por 10 min a 4ºC. Com o auxílio de uma pipeta, a fase 

superior foi transferida para um tubo novo. A essa fase foi adicionado clorofórmio (200 μL 

para cada 0,75 mL de trizol). O material foi homogeneizado por 5 min. em vórtex, incubado 

durante 10 min à temperatura ambiente e centrifugado a 3.000xg por 15 min a 4°C. A fase 

aquosa foi recolhida, sendo adicionado à mesma, uma mistura de clorofórmio: fenol: álcool 

isoamílico (v/v). O material foi agitado, incubado durante 10 min á temperatura ambiente e 

centrifugado a 3.000xg por 15 min. a 4oC. A fase aquosa foi recolhida e o RNA  nela contido 

foi precipitado pela adição da solução de citrato de sódio 1,2M e cloreto de sódio 0,8M e de 

isopropanol (0,25 ml para cada 0,75 mL de trizol). O material foi agitado, incubado à 

temperatura ambiente por 10 min e centrifugado a 3.000xg por 30 min a 4ºC. 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 à temperatura ambiente por 10 min e 

ressuspendido em água tratada com DEPC 0,01%. O RNA foi quantificado por 

espectrofotometria, aliquotado e estocado a -80°C. 
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IV. 10 – Síntese de cDNA e análise da expressão gênica por qRT-PCR em 

Tempo Real 

Os RNAs obtidos de células leveduriformes durante depleção de cobre e ferro e 

durante a infecção experimental, foram tratados com DNAse 1U/μL (Fermentas)  e  utilizados 

para síntese de cDNAs utilizando-se a transcriptase reversa SuperScript II (InvitrogenTM, Life 

Technologies, Carlsbard, CA) e oligonucleotídeo oligo(dT)15, seguindo protocolo do 

fabricante. Os cDNAs foram utilizados em reações de qRT-PCR que foram realizadas 

utilizando-se a mistura SYBER green (Applied Biosystems, Foster City, CA) no sistema 

StepOnePlusTM real time PCR (Applied Biosystems Inc.).  As reações foram realizadas em 

triplicatas. A especificidade de cada par de oligonucleotídeos utilizados foi confirmada pela 

visualização de um único produto de PCR em gel de agarose 1,2%. Os oligonucletideos e as 

seqüências utilizadas foram: Transportador de cobre de alta afinidade (ctr3 sense 5’-

CATGTCATCAATGCCTGCTTC – 3’, ctr3 anti-sense 5’- TGCAGG CGGGTCGGGAGA – 

3’), Proteína responsiva ao cobre ( crp sense 5’- CTTGTGGAGACCTAGTAGCA – 3’, crp

anti-sense 5’- GAATGAACATTGTGAGAAAAACG – 3’), Metalochaperona de cobre (atx1

sense 5’- CTCAAGAAACTCGACGGAGT – 3’, atx1 anti-sense 5’-

TCAAACATCCTTCGGCTCGC – 3’), Transportador de cobre organelar (ccc2 sense 5’-

CTAATCCCTCCGGAGAAAATC – 3’, ccc2 anti-sense 5’- GCA 

TTCTCGACTGCGGAAGT – 3’), Superóxido 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 –  
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3’), Proteína ribossomal L34 (l34 sense 5’- TCAATCTCTCCCGCGAATCC – 3’, l34 anti-

sense 5’- GGCGGAAGGGGGATGTGTT – 3’). A reação de PCR em tempo real foi 

realizada em 40 ciclos de 95°C por 15seg. e 60°C por 1min. A mistura SYBER Green PCR 

(Applied Biosystems) foi utilizada adicionada de 10 pmol de cada oligonucleotídeo e 40 ng de 

cDNA molde, em um volume  final de 25μl. As curvas padrões foram geradas para se 

confirmar um único produto de PCR e foi realizada utilizando-se uma alíquota de cDNA de 

cada amostra, serialmente diluídas (1:5 da diluição original). Os dados foram normalizados 

com o transcrito codificante para a  proteína ribossomal L34 amplificado em cada conjunto de 

experimentos de qRT-PCR. Os níveis de expressão relativa dos genes de interesse foram 

calculados utilizando-se o método de curva padrão para quantificação relativa (Bookout et al.,

2006). Os resultados foram validados pelo teste t de student, sendo consideradas diferenças 

significativas as amostras que apresentaram p  0,05. 
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V– Resultados 

 

V.1 – Clonagem e caracterização do cDNA e gene codificantes para o 

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

 

A partir da técnica de análise representacional diferencial (RDA) de genes de 

P.brasiliensis diferencialmente expressos e induzidos durante o processo infectivo, foi 

identificado o cDNA completo codificante para um transportador de cobre de alta afinidade 

(CTR3) (Bailão et al., 2006). A seqüência de cDNA foi comparada com outras depositadas 

em banco de dados. A seqüência completa do cDNA (Figura 7) apresentou um total de 1389 

pares de bases, com 421 nucleotídeos não traduzidos na região 5’ e 389 nucleotídeos não 

traduzidos na região 3’. A seqüência apresenta um único quadro de leitura aberto (ORF) com 

582pb, codificando uma proteína de 193 aminoácidos com massa molecular  predita de 21,5 

kDa e ponto isoelétrico predito de 8,6. A comparação em banco de dados mostrou identidade 

com o gene codificante para CTR3. Em função destes resultados o cDNA passou a ser 

denominado de Pbctr3. A seqüência foi depositada em banco de dados (GenBank) sob o 

número de acesso DQ534496 (ver anexo). 
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Figura 7: Seqüência de nucleotídeos do cDNA e seqüência deduzida de aminoácidos de PbCTR3. A 

seqüência de nucleotídeos está na direção 5’  3’. A Seqüência deduzida de aminoácidos é mostrada em letras 

maiúsculas. Os códons de iniciação e de parada estão em vermelho, itálico e sublinhados. As numerações para 

nucleotídeos e aminoácidos estão à esquerda. As regiões 5’e 3’ não traduzidas estão indicadas por letras 

minúsculas.  

 

 

 

 

 



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis. 

Rodrigo da Silva Santos 

 

63 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

O DNA genômico total de P. brasiliensis foi amplificado, via PCR, com o objetivo de 

se obter um fragmento genômico codificante para CTR3. Para isso, foram construídos 

oligonucleotídeos ctr3-sense e ctr3 anti-sense (Tabela 1) baseados na seqüência dos 

nucleotídeos do cDNA. O fragmento amplificado de 1.655pb, foi eluído do gel de agarose 

0,8%, quantificado e em seguida o gene foi clonado no vetor TOPO TA e submetido à reação 

de seqüenciamento automático utilizando-se o aparelho MEGABACETM (GE Healthcare).  

A seqüência genômica foi obtida e comparada com o cDNA utilizando-se o programa 

BLAST (Altschul et al., 1997). As análises revelaram um total de 1.655pb; a seqüência foi 

depositada no banco de dados (GenBank) sob o número de acesso EU530695 (ver anexo). O 

gene homólogo do P.brasiliensis contém quatro exons interrompidos por três íntrons, de 130, 

82 e 85pb, respectivamente. Todas as seqüências intervenientes são flanqueadas por 5’ GT e 

3’ AG (Figura 8). Com base na seqüência completa de nucleotídeos 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 região promotora TATA Box, utilizando-se o algoritmo Promotor Scan 

(http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-bin/molbio/proscan). 
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Figura 8: Seqüência genômica de PbCTR3 e seqüência deduzida de aminoácidos. A seqüência de nucleotídeos 

está na direção 5’  3’. A seqüência deduzida de aminoácidos é representada em letras maiúsculas. Os íntrons 

são representados por letras minúsculas e marcados em cinza, nucleotídeos em itálico e negrito representam a 

região conservada 5’  3’ consenso dos introns. Os códons de iniciação e de parada estão em negrito, itálico e 

sublinhados. A numeração da seqüência de aminoácidos inicia-se na metionina, codificando o códon de iniciação 

e termina no primeiro códon de terminação. As numerações para nucleotídeos e aminoácidos estão à esquerda. 

As regiões 5’e 3’ não traduzidas estão indicadas por letras minúsculas. Os aminoácidos (8-10) no quadrado azul 

representam um possível sítio de N-glicosilação. A seqüência PbCTR3 apresenta a região amino-terminal rica 

em metioninas, representando os motivos “Mets” (MxM e MxxM), destacados em quadrados vermelhos e região 

carboxi-terminal apresentando motivos ricos em histidinas e cisteínas (quadrados verdes); esses motivos são 

comuns em todas as proteínas transportadoras de cobre da família CTR. Os motivos foram identificados através 

da utilização do programa PROSITE (http://www.expasy.org/prosite) (Hofmann et al., 1999). A região 

promotora foi analisada utilizando-se o algoritmo Promotor Scan (http://www-bimas.cit.nih.gov/cgi-

bin/molbio/proscan). A  região promotora TATA Box está evidenciada em caixa preta. 
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V.2 – Análise comparativa da seqüência deduzida de aminoácidos de 

PbCTR3 de P. brasiliensis 

 

A seqüência de aminoácidos que codificam para PbCTR3 foi comparada com outras 

seqüências depositadas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e no 

banco de dados de proteínas do Expasy (http://www.expasy.org). As análises computacionais 

revelaram identidade com CTR3 de Ajellomyces capsulatus (número de acesso no GenBank: 

ABF22674) , Coccidioides immitis (número de acesso no GenBank: XP001240196), 

Aspergillus clavatus (número de acesso no GenBank: XP001272812) (Figura 9). Análises 

baseadas no alinhamento de seqüências através do algoritmo Blast 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) demonstraram que PbCTR3 apresenta 

63% de identidade e 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 seqüência deduzida de aminoácidos de PbCTR3 com proteínas homólogas, após 

análise comparativa no programa BLAST (Altschul et al., 1990). As seqüências  são: P. brasiliensis (número de 

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

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

Posições de identidade completa são indicadas com asterisco (*), dois pontos (:) indicam substituições 

conservadas e um ponto (.) indica uma substituição semiconservada. As posições mais conservadas são marcadas 

com preenchimento em cinza.  

 

Tabela 5 – Porcentagem de identidade e similaridade da seqüência de aminoácidos de 

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

Microrganismo Identidade (%)* Similaridade (%)* 
A. capsulatus 63% 73% 
C. immitis 55% 66% 
A. clavatus 46% 60% 

 



Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano Paracoccidioides brasiliensis. 

Rodrigo da Silva Santos 

 

67 

Dissertação de Mestrado em Biologia Celular e Molecular – Instituto de Ciências Biológicas - Universidade Federal de Goiás. 

* Porcentagens calculadas com base em alinhamento de duas seqüências (bl2seq) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). As seqüências obtidas são: P. brasiliensis (número de 

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

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

 

V.3 – Rastreamento e identificação in silico de genes relacionados à 

manutenção da homeostase de cobre em P. brasiliensis.  

O rastreamento inicial foi focado em genes descritos como envolvidos na manutenção 

da homeostase de cobre em Saccharomyces cerevisae. Inicialmente as seqüências desses 

genes foram obtidas no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et 

al., 1997) e utilizadas para o rastreamento de seqüências homólogas 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 seqüências codificantes para proteínas provavelmente envolvidas na 

via metabólica de captação e distribuição de cobre em P. brasiliensis. As seqüências 

identificadas eram codificantes para as seguintes proteínas: Superóxido 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), proteína de resposta ao cobre 

CRP e as enzimas mitocondriais citocromo c oxidases 15, 16 e 19. Além disso foi identificado 

também um fator de transcrição denominado cuf1/mac1. Todas as seqüências identificadas 

foram utilizadas para elaboração de um modelo (Figura 10) presumivelmente utilizado por 

P.brasiliensis na manutenção da homeostase de cobre.     
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Figura 10: Modelo proposto para manutenção da homeostase de cobre no patógeno humano P. brasiliensis. O 

cobre extracelular é reduzido pelas metaloredutases Fre de Cu+2 para Cu+1, sendo transportado posteriormente 

pela proteína 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 Ftr1, medeiam à absorção de alta afinidade do 

ferro. Íons de cobre são incorporados pelas enzimas lacases (Lac) e tirosinases (Tir), que estão envolvidas na 

síntese de melanina. A proteína responsiva ao cobre (CRP)  é um transportador vacuolar responsável por 

armazenar cobre em vacúolos, quando o mesmo encontra-se em excesso no meio intracelular. O fator de 

transcrição Cuf1/Mac1 regula a expressão de moléculas transportadoras de cobre CTRs durante a homeostase ou 

deficiência do metal. Íons livres no citosol são incorporados por enzimas cobre-dependentes, como por exemplo, 

a superóxido dismutase (SOD), a cobre amino oxidase (CAO) e a enzimas mitocondriais citocromo c oxidase 

(COX). 
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V.4 – Análises do perfil de expressão dos genes envolvidos no metabolismo 

de cobre em P. brasiliensis durante condições de restrição de cobre e/ou 

ferro. 

 

Com o objetivo de avaliar a expressão dos genes codificantes para: o transportador de 

cobre de alta afinidade PbCTR3, do transportador de cobre PbCCC2, da metalochaperona de 

cobre PbATX1, do transportador vacuolar de cobre PbCRP e das enzimas cobre-dependentes: 

superóxido dismutase (PbSOD) e da cobre amino oxidase (PbCAO), durante deprivação de 

cobre e ferro, células leveduriformes do fungo P. brasiliensis foram cultivadas na presença de 

quelantes específicos de cobre e ferro (BCS e BPS, respectivamente). Ressalta-se que o 

crescimento do fungo na presença dos quelantes, foi similar ao crescimento do controle 

(dados não mostrados). Os RNAs obtidos nas condições de depleção de cobre, depleção de 

ferro e depleção de cobre e ferro foram utilizados para síntese de cDNAs  e os níveis de 

expressão gênica avaliados por qRT-PCR em tempo real em triplicatas biológicas. Os 

resultados mostram que a expressão de Pbctr3 (Figura 11, painel A) foi induzida durante a 

privação de cobre e 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 

diminuição no nível de expressão durante privação de cobre e ferro. 
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Figura 11: Análise da expressão de genes envolvidos na manutenção da homeostase de cobre em P. 

brasiliensis. A expressão dos genes de P. brasiliensis foi avaliada através de qRT-PCR em tempo real em 

diferentes condições experimentais (controle, ausência de cobre, ausência de ferro e ausência de cobre e ferro). 

Os valores da expressão dos genes foram normalizados utilizando-se os valores de expressão do gene 

constitutivo codificante para a proteína ribossomal L-34. Análises estatísticas para avaliar o nível de 

significância foram realizadas, utilizando o teste t student, adotando p ≤ 0,05 (*). 
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V.5 – Análises do perfil de expressão dos genes envolvidos no metabolismo 

de cobre em células leveduriformes de P. brasiliensis  derivadas de órgãos 

de animais infectados. 

Com a finalidade de avaliar os níveis de expressão dos genes Pbctr3 e Pbcrp durante o 

processo infeccioso, experimentos de infecção foram realizados, onde RNAs extraídos de 

células leveduriformes de P. brasiliensis recuperadas de pulmão e baço foram obtidos e 

utilizados para a síntese de cDNA. Os níveis de expressão dos genes Pbctr3 e Pbcrp foram 

avaliados por qRT-PCR em tempo real em células leveduriformes de P. brasiliensis derivadas 

de pulmão e baço de camundongos infectados em diferentes tempos de infecção (7 e 15 dias) 

(Figura 12). Os genes Pbctr3 (painel A) e Pbcrp (painel B), apresentaram uma expressão 

induzida em 7 dias pós-infecção em pulmão e 15 dias pós-infecção em baço.  

 

Figura 12: Análise da expressão dos genes Pbctr3 e Pbcrp durante o processo infectivo. A expressão dos 

genes foi avaliada através de qRT-PCRq em células leveduriformes derivadas de infecção em pulmão e baço. Os 

valores da expressão dos genes foram normalizados utilizando-se os valores de expressão do gene constitutivo 

codificante para a proteína ribossomal L-34. Análises estatísticas para avaliar o nível de significância foram 

realizadas, utilizando o teste t student, adotando p ≤ 0,05 (*). 
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VI – Discussão 

 

Com o propósito de identificar genes envolvidos na adaptação e sobrevivência de P. 

brasiliensis no hospedeiro durante a infecção, Bailão et al. (2006), utilizaram a Análise de 

Diferença Representacional de cDNA (cDNA-RDA) para identificar genes de P. brasiliensis 

induzidos durante o processo infectivo e em condições que mimetizam a via hematogênica de 

disseminação fúngica. Nos modelos de infecção experimental foi observada alta freqüência do 

transcrito Pbctr3, codificando um transportador de cobre de alta afinidade. O transcrito 

Pbctr3 também foi identificado como um dos cDNAs mais abundantes na condição de 

infecção no hospedeiro, na análise do transcriptoma de P. brasiliensis derivado de fígado de 

camundongos B10A, o que reforça seu possível papel no processo infectivo (Costa et al., 

2007). 

A identificação de genes induzidos em P. brasiliensis durante a infecção em fígado 

de camundongos (Bailão et al. 2006; Costa et al., 2007), permitiu a sugestão de  processos 

biológicos envolvidos na sobrevivência do P. brasiliensis durante o processo infeccioso. 

Sugere-se que para ocorrer uma colonização bem sucedida do hospedeiro, os microrganismos 

devem inicialmente obter nutrientes essenciais para o seu crescimento. O cobre é um desses 

nutrientes importantes para o estabelecimento da infecção, visto que o mesmo é requerido 

como cofator para uma diversidade de enzimas em processos biológicos essenciais para a 

manutenção celular. O fato de que a concentração disponível de micronutrientes como cobre 

para os microrganismos patogênicos 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 virulência do patógeno (Rees & 
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Thiele, 2004). Em diversos microrganismos patogênicos a presença de cobre promove uma 

melhor interação do parasita com o hospedeiro e a progressão da doença, ocorrendo assim 

uma colonização bem sucedida, como descrito, por exemplo, em C. albicans (Eck et al., 

1999; Weissman et al., 2000). Devido a identificação de transcritos de Pbctr3 como altamente 

expresos durante o processo infectivo iniciou-se a investigação da homeostase de cobre em 

P.brasiliensis.  

O cDNA apresentou um total de 1389 pares de bases, apresentando 421 e 389 

nucleotídeos não traduzidos nas regiões 5’ e 3’, respectivamente. A seqüência apresenta um 

único quadro aberto de leitura (ORF) com 582pb, codificando uma proteína predita de 193 

aminoácidos com massa molecular de 21,5 kDa e ponto isoelétrico de 8,6. Análises da 

seqüência de cDNA e de aminoácidos utilizando o programa BLAST (Altschul et al., 1990), 

demonstraram alta identidade e similaridade entre seqüências de aminoácidos de CTR3 de 

fungos. Ressalta-se que o transportador de cobre de alta afinidade é descrito e caracterizado, 

demonstrando importante papel no crescimento e manutenção de atividades metabólicas 

essenciais para a sobrevivência e colonização dos hospedeiros por patógenos, assim como 

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

A seqüência genômica foi obtida e caracterizada. O gene homólogo do P.brasiliensis 

contém quatro exons interrompidos por três íntrons. Todas as seqüências intervenientes são 

flanqueadas por 5’ GT e 3’ AG. A sequência apresenta domínios “Mets” ricos em metionina 

na região amino-terminal e histidinas e cisteínas distribuídas ao longo da região carboxi-

terminal, o que caracteriza os transportadores de cobre da família CTR. A proteína deduzida 

PbCTR3 apresentou também um possível sítio de N-glicosilação. Além disso, com base na 

seqüência completa de nucleotídeos de Pbctr3 depositada no banco do genoma estrutural de 
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P.brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/ 

MultiHome. html), pode-se identificar a região promotora TATA Box, utilizando-se o 

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

Foram identificados ortólogos de genes envolvidos na manutenção da homeostase de 

cobre em P.brasiliensis, em análises 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), superóxido dismutase (Pbsod), cobre amino oxidase (Pbcao), 

metalochaperona de cobre (Pbatx1), transportador de cobre (Pbccc2) localizado no aparato de 

Golgi, proteína responsiva ao cobre (Pbcrp), tirosinase (Pbtir), lacases I, III e IV (PblacI, 

PblacIII e Pblac IV), e as enzimas mitocondriais citocromo c oxidases 15, 16 e 19 (Pbcox15, 

Pbcox 16 e Pbcox 19). Além disso, as análises in silico revelaram um fator de transcrição 

denominado cuf1/mac1, descrito como regulador da expressão do transportador de cobre 

CTR4 em Schizosaccharomyces pombe. Durante a ausência de cobre, cuf1, ativa a transcrição 

do gene codificante para CTR4, aumentando assim a captação do metal, com o objetivo de 

manter a homeostase no meio intracelular. Quando o inverso acontece e o nível de cobre 

encontra-se em excesso, cuf1 fica retido no citoplasma e não atua como fator de transcrição de 

CTR4, diminuindo sua expressão e controlando a quantidade do íon metálico no meio 

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

Os genes rastreados no banco do genoma estrutural de P. brasiliensis, com funções 

envolvidas na manutenção da homeostase de cobre são codificantes para enzimas que atuam 

em processos biológicos envolvidos diretamente com a virulência de patógenos. Foram 

identificados genes codificantes para tirosinase e lacases, que são enzimas que contêm cobre e 
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estão envolvidas na biossíntese de melanina, (Arredondo & Nunez, 2005). A melanina está 

implicada na patogênese de varias doenças humanas, incluindo algumas infecções 

microbianas. Transcritos codificantes para tirosinase foram superexpressos em células 

recuperadas de fígado de camundongos B10A infectados por P. brasiliensis (Bailao et al., 

2006). Silva e colaboradores (2006) demonstraram que a melanização de P. brasiliensis reduz 

a fagocitose do fungo por macrófagos alveolares e peritoniais.  

Foram identificados no banco do genoma estrutural de P. brasiliensis genes 

codificantes para Pbatx1 e Pbccc2 que estão diretamente envolvidos na captura e distribuição 

do íon cobre no meio intracelular. A molécula ATX1 é responsável por captar o cobre 

transportado por CTR3 através da membrana plasmática, levando-o à proteína CCC2 

localizada no aparato de Golgi, sendo responsável pela entrega do metal às enzimas cobre-

dependentes. Os genes ccc2 e atx1, codificantes para homólogos de transportador de cobre e 

chaperona de cobre, respectivamente, coordenam e mantêm a homeostase de cobre e estão 

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

 Outra classe de proteínas identificadas e possivelmente envolvidas no metabolismo de 

cobre em P. brasiliensis, são as metaloenzimas mitocondriais citocromo c oxidases (Pbcox15, 

Pbcox16 e Pbcox19), que são enzimas que necessitam do íon cobre para desempenhar com 

eficiência sua função no processo de respiração celular, catalisando a reação final da cadeia de 

transporte de elétrons, passo essencial na respiração celular. Em mamíferos e leveduras, a 

enzima tem uma estrutura bastante complexa, contendo 13 subunidades, dois grupos heme e 

diversos outros cofatores metálicos (três íons de cobre, um de magnésio e um de zinco). Para 

a enzima captar os três íons de cobre necessários para desempenhar sua atividade ótima, o 

cobre contido no meio intracelular deve ser incorporado pela proteína COX17, rica em 
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cisteína, importante no transporte de cobre citosólico para o interior da mitocôndria. Após 

incorporar os átomos de cobre a proteína COX17 transfere-o para a proteína SCO1 que o 

transfere para outras proteínas, COX2 ou COX11, fazendo com que o mesmo seja 

disponibilizado para a citocromo c oxidase. Especula-se que a mitocôndria também funcione 

como organela armazenadora de cobre, assim como os vacúolos, sendo portanto envolvida na 

manutenção da homeostase do metal (Abajian et al., 2004; Arnesano et al., 2005; Andreini et 

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

Genes codificantes para superóxido dismutase (PbSOD), cobre amino oxidase 

(PbCAO) e para um proteína responsiva ao cobre em P. brasiliensis (PbCRP) foram 

identificados. A enzima superóxido dismutase é descrita como necessária para a virulência em  

microrganismos patogênicos, pois os protege contra os danos da oxidação, causados pelo 

sistema imunitário do hospedeiro. Em C. albicans foi descrito que a SOD1 protege a célula 

contra radicais superóxido produzidos por macrófagos (Hwang et al., 2002). Cobre amino 

oxidase, ainda não possui sua função claramente elucidada. Estudos sugerem que a molécula 

participe do processo de adesão celular (Yu et al., 2003). No fungo patogênico H. capsulatum, 

foram identificados transcritos positivamente regulados em resposta à adição de sulfato de 

cobre (CuSO4) a meios de cultura, utilizando a técnica de microarranjos de DNA. Nesse 

estudo o gene crp1 que codifica uma proteína responsiva ao cobre, foi diferencialmente 

expresso. Sugere-se que a proteína CRP1 seja importante na manutenção da homeostase de 

cobre de H. capsulatum, visto que a mesma é requerida para o transporte e armazenamento de 

cobre em compartimentos intracelulares, estabelecendo a homeostase desse metal em 

condições de alta concentração do mesmo (Gebhart et al., 2006).  
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A captação de ferro com alta afinidade requer um sistema eficiente de captação de 

cobre, visto que o primeiro sistema é acompanhado por um membro da família de cobre 

oxidases (enzimas cobre-dependentes), responsável pela oxidação de ferro à forma férrica 

(Stearman et al., 1996). Em S. cerevisiae mutantes no gene que codifica para o transportador 

de alta afinidade de cobre são deficientes nos mecanismos de captação de ferro e cobre 

(Dancis et al., 1994). Interessantemente, a alta redundância de transcritos relacionados com a 

captação de ambos os metais foram sinergicamente induzidos durante a infecção de P. 

brasiliensis (Bailão et al. 2006). Devido à interdependência da captação de cobre e ferro, os 

níveis dos transcritos Pbctr3, Pbccc2, Pbatx1, Pbcrp, Pbsod e Pbcao foram avaliados durante 

privação de cobre e ferro.  

Pbctr3 foi induzido durante a privação de cobre e/ou ferro, quando comparado ao 

controle. Os transcritos Pbcrp e Pbccc2 apresentaram um decréscimo na expressão durante a 

depleção de cobre, ferro, bem como, durante a depleção combinada dos dois metais. O 

transcrito Pbatx1, apresentou decréscimo tanto durante a ausência de cobre quanto durante a 

depleção de cobre e ferro. Os resultados das análises de expressão in vitro dos genes Pbctr3 e 

Pbcrp revelaram que estes dois genes são regulados de forma antagonista em relação à 

disponibilidade de íons cobre. Estudos de análises de expressão de outros organismos 

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

 Os resultados de qPCR em tempo real demonstram a participação dos genes Pbatx1 e 

Pbccc2 na manutenção da homeostase de cobre. As relações entre a homeostase de ferro e 

cobre são bem estabelecidas em fungos. Por exemplo, em C. neoformans cobre é requerido 

para a atividade da enzima lacase e mutações nos ortólogos codificantes da cobre-chaperona 

Atx1 e do transportador de cobre Ccc2 reduzem a produção de melanina e dificultam o 
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crescimento do fungo em condições de baixo teor de ferro. Assim como descrito em S. 

cerevisiae, essas proteínas poderiam funcionar entregando íons cobre para ferro oxidases 

(Walton et al.,2005). Em S. cerevisae CCC2 é uma ATPase envolvida no exporte de íons 

cobre para a luz de vesículas pós-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 eucarióticas a principal função desse transportador é 

aparentemente fornecer cobre para vesículas da rede pós-Golgi, onde ocorre a montagem do 

complexo que contêm oxidoredutases cobre-dependentes e uma permease de ferro (Phung et 

al., 1994).. Conseqüentemente mutações em ccc2 resultam na deficiência de ferro (Nelson, 

1999; Weissman et al., 2002). 

Os níveis de expressão dos transcritos Pbsod e Pbcao apresentaram decréscimo 

durante a depleção de cobre, contudo não houve alteração na expressão desses transcritos 

durante depleção de ferro. Em ensaios de depleção simultânea de ambos os metais, observou-

se repressão dos níveis dos transcritos Pbsod e Pbcao, provavelmente ocasionada pela 

ausência de íons cobre. A enzima SOD descrita como fator de virulência e a proteína CAO 

são classificadas como enzimas cobre-dependentes. O decréscimo na expressão desses genes 

na ausência de cobre sugere que a produção destas proteínas seja dependente de cobre. 

Conseqüentemente a manutenção da homeostase de cobre é essencial para a produção de 

fatores de virulência cobre-dependentes como por exemplo superóxido dismutase, tirosinases 

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

A expressão 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 à baixa concentração de cobre nos tecidos do hospedeiro. A diminuição 
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da disponibilidade de micronutrientes livres nos tecidos do hospedeiro é uma estratégia de 

defesa deste contra o patógeno (Marvin et al., 2003). Dessa maneira pode-se sugerir que 

PbCTR3 participa na captura de íons cobre durante a infecção, desempenhado, assim, papel 

essencial na estratégia de sobrevivência do patógeno nos tecidos do hospedeiro. Ressalte-se 

que dados recentes de nosso grupo revelam que o transcrito Pbctr3 é superexpresso em P. 

brasiliensis durante a infecção de macrófagos murinos (Dantas et al, 2009, em revisão).   

Os transcritos codificantes para PbCRP, foram aumentados durante a infecção de 

camundongos. O antagonismo na expressão do gene Pbcrp nas condições in vitro e durante 

infecção pode ser explicado pelo fato de que in vitro o cobre do meio de cultura está 

imobilizado no quelante. Dessa maneira, independente do aumento da expressão do Pbctr3, os 

níveis de cobre intracelulares permanecerão baixos resultando na baixa expressão de Pbcrp. 

De forma complementar, embora os níveis de cobre livre nos tecidos do hospedeiro estejam 

baixos, o fungo ainda consegue mobilizar o íon cobre para captura, fato qual resulta no 

aumento de expressão de Pbcrp.  

A diferença de expressão dos genes Pbctr3 e Pbcrp nos diferentes órgãos, pulmão e 

baço sugere que P. brasiliensis apresenta uma resposta nicho específica frente as diferentes 

condições de disponibilidade do íon cobre em distintos tecidos. Padrões de expressão nicho 

específicos tem sido observados em outros fungos dimórficos (Barelle et al., 2006) e em P. 

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

Muitos são os papéis desempenhados pelo íon cobre na biologia e mecanismos 

envolvidos no processo de virulência em microrganismos patogênicos. O conhecimento da 

regulação  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 privação de cobre e ferro, especialmente 

os genes já descritos na literatura como relacionados com virulência e patogenicidade. Nessa 

classe de genes incluem-se o transportador de cobre de alta afinidade, assim como todos os 

outros genes que participam na manutenção da homeostase de cobre no meio intracelular. P. 

brasiliensis apresentou expressão diferencial dos genes envolvidos na homeostase de cobre 

durante privação dos micronutrientes cobre e ferro, assim como durante infecção 

experimental em pulmão e baço, sugerindo que os micros ambientes do hospedeiro, 

provavelmente apresentam carência de micronutrientes essenciais para a sobrevivência do 

patógeno. Com a finalização 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 – Conclusões 

 

A partir dos resultados obtidos foi possível 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 três íntrons. 

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

brasiliensis codifica uma proteína predita com 193 resíduos de aminoácidos, massa 

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

• A seqüência genômica de  PbCTR3, apresenta os domínios “Mets” ricos em metionina 

na região amino-terminal e histidinas e cisteínas distribuídas ao longo da região 

carboxi-terminal, o que caracteriza os transportadores da família CTRs. A proteína 

deduzida apresenta um possível sítio de N-glicosilação. A região promotora TATA 

box foi identificada na seqüência genômica. 

• A proteína PbCTR3 apresentou alta similaridade e identidade com proteínas CTR3 de 

outros fungos. 

• P. brasiliensis apresenta no seu genoma genes codificantes para proteínas descritas 

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

• Genes possivelmente envolvidos na manutenção da homeostase de cobre em P. 

brasiliensis foram diferencialmente expressos em privação de cobre e/ou ferro, 

mimetizando as condições in vivo no hospedeiro e foram induzidos durante o processo 

infeccioso em nichos (pulmão e baço) do hospedeiro (7 e 15 dias). A partir dos dados 
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pode-se sugerir que esses genes exerçam um importante papel durante a manutenção 

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

 

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

 

• Citolocalização da proteína PbCTR3 em células de P. brasiliensis por microscopia 

eletrônica de transmissão (em desenvolvimento). 

 

 

• Construir bibliotecas subtraídas de cDNA a partir de RNAs obtidos a partir de leveduras 

crescidas na presença e ausência de cobre (em desenvolvimento). 

 

 

• Análise proteômica diferencial de extrato protéico de células leveduriformes crescidas 

na presença e ausência de cobre. 

 

 
• Identificação da proteína PbCTR3 no proteoma de P. brasiliensis por espectrometria de 

massas. 
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X - Anexos 

Anexo X. 1: Análise de interações inter-moleculares do transportador de cobre de 

alta afinidade (Pbctr3) de Paracoccidioides brasiliensis através da técnica de 

duplo-híbrido. 

Na fase pós genômica em que hoje se encontram muitas pesquisas, se torna cada vez 

mais indispensável à compreensão dos muitos processos biológicos inerentes a qualquer 

organismo, alguns como: regulação da transcrição, respostas às condições ambientais, 

transdução de sinal, etc (Causier & Davies, 2002). A chave para a compreensão de muitos 

desses processos biológicos reside no estudo da interação física entre proteínas.  

O papel desempenhado pelo transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de P. 

brasiliensis ainda não é elucidado. O sistema de duplo híbrido em levedura (S. cerevisiae) é 

uma metodologia que foi desenvolvida para identificar genes que codificam proteínas (presas) 

que interagem com uma proteína alvo (isca) in vivo, com a vantagem do estudo das interações 

dessas proteínas em sua conformação original (Fields & Song, 1989; Fields & Sternglanz, 

1994). A base para o sistema está na estrutura de um fator de transcrição que tem dois 

domínios fisicamente separados: o domínio de ligação ao DNA (BD) e o domínio de ativação 

da transcrição (AD). Os genes codificantes para estes domínios estão presentes em plasmídeos 

diferentes onde são clonados genes de uma biblioteca de cDNA (presa) e o gene para o qual 

se deseja rastrear a interação (isca). Caso as proteínas façam interação in vivo o fator de 

transcrição atua sobre o promotor que se situa no início de um gene repórter, o qual determina 

o crescimento das leveduras em meio seletivo, onde crescem apenas as leveduras que 

apresentam proteínas que interagem. O princípio da estratégia que caracteriza a metodologia 

de duplo híbrido está descrito na Figura 13.  
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Figura 13: Esquema da técnica do duplo híbrido em leveduras.  BD – Domínio de ligação à região 

promotora do DNA, o qual é fusionado ao PbCTR3 (isca).  AD – Domínio de ativação da transcrição, o qual é 

fusionado às proteínas (presas) de P. brasiliensis. A interação de proteínas fusionadas aos domínios (BD e AD) 

compõe o fator de transcrição que ativa a expressão do gene repórter permitindo o crescimento das leveduras em 

meio seletivo. 

 

         O estudo de prováveis interações do CTR3 de P. brasiliensis com outras moléculas foi 

realizado através da utilização da técnica de duplo-híbrido em S. cerevisae, cepas AH109 e 

Y187 (MatchmakerTM Library Construction & Screening - Clontech Laboratories, Inc.). O 

cDNA codificante para CTR3 foi clonado no vetor de expressão pGBKT7, em fase de leitura 

com o domínio GAL4 de ligação ao DNA. O vetor possui gene Trp1, permitindo a seleção em 

meio mínimo sem triptofano, e o produto clonado foi transformado na cepa Y187, mutada 

para Trp1. A biblioteca de cDNA foi construída 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 expressão  pGADT7-Rec, que contém o gene Leu2, permitindo seleção 
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em meio mínimo sem leucina.  Através de recombinação homóloga in vivo os cDNAs foram 

clonados em fase de leitura com o domínio GAL4 de ativação 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 interações 

positivas foi feito em meio mínimo sem os aminoácidos triptofano, leucina, adenina e 

histidina. Para a identificação dos genes que interagem com CTR3, os clones provenientes de 

interação positiva foram seqüenciados e as seqüências obtidas foram comparadas com bancos 

de dados de proteínas, utilizando-se a ferramenta BLASTX (Basic Local Alignment Search 

Tool) (Altschul et al., 1990). 

 

Tabela 06 – Interações preditas de PbCTR3 com outras moléculas: resultados obtidos 

pelo sistema de duplo-híbrido em leveduras 

Gene (Possíveis 
interações) 

Organismo/Número de Acesso Valor 
de e-
value 

Redundância 
(número de 

clones obtidos) 

 

Transportador de 
Zinco/Ferro   

      

 

Ajellomyces capsulatus 
HCAG_02989 

5e-18 2 

Hidrolase metal-
dependente 

 

Aspergillus niger 

CBS 513.88 

8e-11 2 

Transportador de 
Ca2+/Na+  

 

Coccidioides immitis 

CIMG_07493 

4e-21 1 
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Perspectivas 

Co-imunoprecipitação  in vitro 

 

           As interações positivas do transportador de cobre de alta afinidade de P. brasiliensis 

com o Transportador de Zinco/Ferro, Hidrolase metal-dependente e Transportador de 

Ca2+/Na+ in vivo serão confirmadas in vitro em sistema comercial de co-imunoprecipitação 

Matchmaker CO-IP (Clontech Laboratories, Inc.). Os vetores de expressão utilizados no 

sistema de duplo híbrido, pGBKT7 e pGADT7-Rec, possuem promotores para T7 RNA 

polimerase, e o epítopo c-Myc e Hemaglutinina (HA), respectivamente. Serão utilizados para 

a transcrição e tradução in vitro de CTR3 ligada à c-Myc e das proteínas da biblioteca ligadas 

à HA, em sistema contendo 35S-Metionina. Os produtos obtidos serão incubados com o 

anticorpo monoclonal anti-c-Myc. Posteriormente será feita incubação com esferas de 

proteína A e eluição das proteínas através de fervura. As amostras eluídas serão submetidas à 

eletroforese em condições desnaturantes (SDS-PAGE). Após tratamento, o gel de 

poliacrilamida será exposto à filme de raio X à temperatura ambiente. 

A identificação de proteínas que tenham interação in vivo com o transportador de 

cobre de alta afinidade no sistema de S. cerevisiae poderá auxiliar na compreensão do papel 

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

 

Produção de peptídeo sintético e do anticorpo policlonal anti-PbCTR3  

Análises de hidropatia da seqüência de aminoácidos correspondente a proteína PbCTR3 

foi realizada utilizando-se o algoritmo Prosite/Expasy (http://www.expasy.org/prosite) 

(Hofmann et al., 1999), com objetivo de se identificar as regiões hidrofílicas da molécula, 

para síntese de um peptídeo sintético (Figura 14). Com base nas análises, foi identificada 

uma região hidrofílica da molécula, que corresponde do aminoácido 90 até o 130. Essa região 

com 41 aminoácidos (Figura 15) foi selecionada para a síntese do peptídeo que foi produzido 

pela InvitrogenTM, Life Technologies, seguindo o protocolo do fabricante.  

 

 

Figura 14: Gráfico correspondente a análise de hidropatia da molécula PbCTR3, gerado pelo algoritmo expasy 

(http://www.expasy.org/prosite) (Hofmann et al., 1999), sendo considerado hidrofílicas as regiões com score ≤ 1. 
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Figura 15: Seqüência deduzida de aminoácidos de PbCTR3 com proteínas homólogas, após análise comparativa 

no programa BLAST (Altschul et al., 1990). A região marcada em cinza corresponde a selecionada para síntese 

do peptídeo. As proteínas homólogas à provável seqüência de PbCTR3 são: P. brasiliensis (número de acesso no 

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

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

identidade completa são indicadas com asterisco (*), dois pontos (:) indicam substituições conservadas e um 

ponto (.) indica uma substituição semiconservada. As posições mais conservadas estão marcadas por retângulos. 

 

O peptídeo sintético foi utilizado para imunização em camundongos, utilizando 

adjuvante de Freund. Três imunizações foram realizadas com intervalo de 15 dias. Após as 

imunizações, o soro foi retirado, aliquotado e estocado a -20°C. O soro pré-imune foi obtido 

antes da primeira imunização. 
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Obtenção 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 trituração mecânica das células 

congeladas em nitrogênio líquido e posteriormente homogeneizadas em tampão de extração 

(20 mM Tris-HCl, 2mM CaCl2, 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 López-Villar et al., (2006). Células 

leveduriformes de P. brasiliensis foram lavadas com PBS1X e após centrifugação a 3.500xg, 

foram ressuspendidas em tampão Tris-HCl 200 mM, pH 7,0. As células foram lisadas com 

pérolas de vidro no vórtex durante 30 min. Após 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 tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,0, 

com um coquetel de inibidores de proteases. 

Experimentos de Western blot foram realizados após fracionamento das proteínas (30 

µg) em gel desnaturante de poliacrilamida e transferência para membrana de nitrocelulose por 

3h à 4 °C. A membrana foi incubada com tampão de bloqueio (leite desnatado a 5% em PBS 

1X) por 3h à 4 °C. Foram realizadas três lavagens de 10 min com tampão PBS e Tween 20 a 

0,05% (PBS-T) e a membrana foi incubada por duas horas na presença do anticorpo primário 

(anticorpo policlonal anti-PbCTR3 na concentração de 1:8.000 em PBS-T). Posteriormente 

incubou-se a membrana com o anticorpo secundário comercial anti-camundongo marcado 

com fosfatase alcalina (na concentração de 1:2000 em PBS-T  por 1 h). A reação foi revelada 

com solução de substrato cromogênio 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: Análise por Western blot do transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) de 

P.brasiliensis. As proteínas foram fracionadas por eletroforese em gel unidimensional, transferidas para 

membrana de nitrocelulose e detectadas pelo anticorpo policlonal anti- PbCTR3 de P.brasiliensis na 

concentração de 1:8000. Após reação com anticorpo anti-camundongo secundário comercial marcado com 

fosfatase alcalina na concentração de 1:2000 em PBS-T por uma hora; a reação foi revelada com solução de 

substrato cromogênio 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-PbCTR3. Os números à 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 proteína de aproximadamente 43 kDa. Não houve reação com o 

soro pré-imune. Através de análises da seqüência deduzida PbCTR3, verificou-se que a 

mesma apresenta uma massa molecular predita de 21kDa. A provável explicação para a 

detecção de uma proteína de massa molecular com 43 kDa, por análise em western blot, é que 

PbCTR3 seja glicosilada, pois a mesma apresenta um provável sítio de N-glicosilação 

(Figura 8). Ensaios de deglicosilação de extrato protéico de P. brasiliensis serão realizados 

com a enzima endoglicosidase H, com o objetivo de verificar se a proteína imunodetectada de 

43kDa de P.brasiliensis é uma forma glicosilada da proteína PbCTR3 de 21 kDa. 
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Anexo X.3 – DEPÓSITO E PUBLICAÇÃO DAS SEQÜÊNCIAS 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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Features Sequence

LOCUS       EU530695                1655 bp    DNA     linear   PLN 05-APR-2008 

DEFINITION  Paracoccidioides brasiliensis high affinity copper transporter 

            (ctr3) gene, complete cds. 

ACCESSION   EU530695 

VERSION     EU530695.1  GI:171466742 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Paracoccidioides brasiliensis 

  ORGANISM  Paracoccidioides brasiliensis 

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; 

            Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Onygenales; mitosporic 

            Onygenales; Paracoccidioides. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 1655) 

  AUTHORS   Santos,R.S., Bailao,A.M., Castro,N.S., Borges,C.L. and 

            Soares,C.M.A. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (29-FEB-2008) Departamento de Bioquimica e Biologia 

            Molecular, Universidade Federal de Goias, Laboratorio de Biologia 

            Molecular, ICB 2, Campus 2, Goiania, Goias 74001-970, Brazil 
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     source          1..1655 
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                     /db_xref="taxon:121759" 

     gene            1..1655 

                     /gene="ctr3" 

     mRNA            join(1..517,648..678,761..1181,1267..1655) 

                     /gene="ctr3" 

                     /product="high affinity copper transporter" 

     CDS             join(422..517,648..678,761..1181,1267..1300) 

                     /gene="ctr3" 

                     /codon_start=1 

                     /product="high affinity copper transporter" 

                     /protein_id="ACB46531.1" 

                     /db_xref="GI:171466743" 
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                     IISILIGSFLGFFVFSWRSGEEKDACKVTVCCG" 

ORIGIN       

        1 gcacgaggat tacctttcct gtattatcaa caagcttaga gaatattctg ctcaaatcaa 

       61 ctcaccatag gatattgcga cgtgccaaga tccaatgagc caggttctgc cgaactcgat 

      121 cccttggggc gatccatggg tcgatatgca acaaactttg agctgcacat cttccagcgc 
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      421 gatggatatg catatggcga tgaaccactc ttcggcaaac aatgatcact ccgccatgca 

      481 tggaatgcac ggcggcggta gctcctgcgt gatttctgta tgtggcagcc tccttacgag 

      541 aaagggggaa acaacagtga tttgccagcg ggatcgctgc aggctgtagt acaggctctg 

      601 gggtgtgagg tgtgaggtgt ggagctgaca aaattggttt tcattagatg ctttggaatt 

      661 ggcatgtcat caatgcctgt atgtccatcg accctccaaa atcctcattt tgatttgatt 

      721 taatttggtt tgctaactct tttttaactg tttttgatag gcttcatttc ctcatcgtgg 

      781 agaattacat ctagaggaat gtttgtaggg tcatgtgtag gcgtcatcct cctcgtcatg 

      841 actctcgagt tcctccgacg ggtcggcagt gaattcgaca ggtatctcgc tgggaaacgc 

      901 ttgagtctcc cgacccgcct gcagcgggcg aacgtgaacc cgaagtcgac aaccagttcc 

      961 tgtgaaagtc cgactgaagc atctgtgcta cagccacaat ctcagatgcg acctacactt 

     1021 cttcagcaca ctgcccgctc gctgcttcac atgatgcaat tcggagttgc ttacattatc 

     1081 atgctgctgg ccatgtacta caacgggtac ataatcattt cgatcttgat aggatctttc 

     1141 ctaggctttt ttgtgttttc atggagatca ggcgaagaaa agtgagtaaa ctaatatttc 

     1201 tgtgtggtga gagggcattt tccttatatt agagagctgc tgatgcgaaa gttattacta 

     1261 tactagggac gcctgcaaag taactgtctg ttgcggttag caccaaacaa aaggtgctgg 

     1321 catttatatt tgcttactgc aatttcgata tcgaaatagt tggaaagatg agaaacatga 

     1381 gtgggagggg atcaattgtt acatgtaatg tattctacat acatgtgccc ttgtaaataa 

     1441 tgtataaatg cgtctctgat gcattctgag tcaactcgat gtcttccatt tagacatttt 

     1501 cctccttaca tgactctttt tattaataat cagtcaaaag ggcaaacagt ggtgatgcga 

     1561 tactactttc aaacattttc tttatttttt gatgatttta aacatctgag tagttagtaa 

     1621 aactctattc tcatctatag attatgccac aatac 
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ACCESSION   DQ534496 

VERSION     DQ534496.1  GI:108597848 

KEYWORDS    . 

SOURCE      Paracoccidioides brasiliensis 

  ORGANISM  Paracoccidioides brasiliensis 

            Eukaryota; Fungi; Dikarya; Ascomycota; Pezizomycotina; 

            Eurotiomycetes; Eurotiomycetidae; Onygenales; mitosporic 

            Onygenales; Paracoccidioides. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 1389) 

  AUTHORS   Bailao,A.M., Santos,R.S., Borges,C.L., Felipe,M.S., Pereira,M. and 

            Soares,C.M.A. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (10-MAY-2006) Laboratorio de Biologia Molecular, 

            Universidade Federal de Goias, ICB 2, Campus 2, Goiania, Goias 

            74001-970, Brazil 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..1389 

                     /organism="Paracoccidioides brasiliensis" 

                     /mol_type="mRNA" 

                     /db_xref="taxon:121759" 

     CDS             422..1003 

                     /codon_start=1 

                     /product="high affinity copper transporter" 

                     /protein_id="ABF93409.1" 

                     /db_xref="GI:108597849" 

                     /translation="MDMHMAMNHSSANNDHSAMHGMHGGGSSCVISMLWNWHVINACF 

                     ISSSWRITSRGMFVGSCVGVILLVMTLEFLRRVGSEFDRYLAGKRLSLPTRLQRANVN 

                     PKSTTSSCESPTEASVLQPQSQMRPTLLQHTARSLLHMMQFGVAYIIMLLAMYYNGYI 

                     IISILIGSFLGFFVFSWRSGEEKDACKVTVCCG" 

ORIGIN       

        1 gcacgaggat tacctttcct gtattatcaa caagcttaga gaatattctg ctcaaatcaa 

       61 ctcaccatag gatattgcga cgtgccaaga tccaatgagc caggttctgc cgaactcgat 

      121 cccttggggc gatccatggg tcgatatgca acaaactttg agctgcacat cttccagcgc 

      181 cgtggtgatc gcttcccggc aagtctaaaa tatggcaggg gaagtataaa tgaggccgtt 

      241 gactcctgct gctccaaaat ttgtacaatt tgccatgcac gaggatttag tccaatacac 

      301 agcctcccaa cctccttgac ttttgccaaa gcacataact tggattgttt ctttgttaca 

      361 tcgcgaacct tgctgcctgc gtcgctcttt ttaagagagc gcaacatttc gcaccgaaaa 

      421 gatggatatg catatggcga tgaaccactc ttcggcaaac aatgatcact ccgccatgca 

      481 tggaatgcac ggcggcggta gctcctgcgt gatttctatg ctttggaatt ggcatgtcat 

      541 caatgcctgc ttcatttcct catcgtggag aattacatct agaggaatgt ttgtagggtc 

      601 atgtgtaggc gtcatcctcc tcgtcatgac tctcgagttc ctccgacggg tcggcagtga 

      661 attcgacagg tatctcgctg ggaaacgctt gagtctcccg acccgcctgc agcgggcgaa 

      721 cgtgaacccg aagtcgacaa ccagttcctg tgaaagtccg actgaagcat ctgtgctaca 

      781 gccacaatct cagatgcgac ctacacttct tcagcacact gcccgctcgc tgcttcacat 

      841 gatgcaattc ggagttgctt acattatcat gctgctggcc atgtactaca acgggtacat 

      901 aatcatttcg atcttgatag gatctttcct aggctttttt gtgttttcat ggagatcagg 

      961 cgaagaaaag gacgcctgca aagtaactgt ctgttgcggt tagcaccaaa caaaaggtgc 

     1021 tggcatttat atttgcttac tgcaatttcg atatcgaaat agttggaaag atgagaaaca 

     1081 tgagtgggag gggatcaatt gttacatgta atgtattcta catacatgtg cccttgtaaa 

     1141 taatgtataa atgcgtctct gatgcattct gagtcaactc gatgtcttcc atttagacat 

     1201 tttcctcctt acatgactct ttttattaat aatcagtcaa aagggcaaac agtggtgatg 

     1261 cgatactact ttcaaacatt ttctttattt tttgatgatt ttaaacatct gagtagttag 

     1321 taaaactcta ttctcatcta tagattatgc cacaatacaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 

     1381 aaaaaaaaa 
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Abstract18

Paracoccidioides brasiliensis causes paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic 19

mycosis presenting clinical manifestations ranging from mild to severe forms.  A P.20

brasiliensis cDNA expression library was produced and screened with pooled sera from PCM 21

patients adsorbed against antigens derived from in vitro-grown P. brasiliensis yeast cells. 22

Sequencing DNA inserts from clones reactive with PCM patients sera indicated 35 open 23

reading frames presenting homology to genes involved in metabolic pathways, transport, 24

among other predicted functions. The complete cDNAs encoding aromatic L-amino acid 25

decarboxylase (Pbddc), lumazine synthase (Pbls) and a homologue of the high affinity copper 26

transporter (Pbctr3) were obtained. Recombinant proteins PbDDC and PbLS were obtained; a 27

peptide was synthesized for PbCTR3. The proteins and the synthetic peptide were recognized 28

by sera of patients with confirmed PCM and not by sera of healthy patients. Using the vivo-29

induced antigen technology (IVIAT) we identified immunogenic proteins expressed at high 30

levels during infection. Quantitative real - time RT-PCR demonstrated high transcript levels 31

of Pbddc, Pbls and Pbctr3 in yeast cells infecting macrophages.  Transcripts in yeast cells 32

derived from spleen and liver of infected mice were also measured by qRT-PCR. Our results 33

suggest a putative role for the immunogenic proteins in the infectious process of P.34

brasiliensis.35

Keywords: PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS; IMMUNOGENIC PROTEINS; 36

INFECTIOUS PROCESS; DOPA DECARBOXYLASE; LUMAZINE SYNTHASE ; HIGH 37

AFFINTIY COPPER TRANSPORTER.38

Abbreviations: BCIP, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; CTR3, high affinity copper 39

transporter ; DDC, aromatic - L- amino acid decarboxylase; IPTG, Isopropyl- -D-40

thiogalactopyranoside; IVIAT, in vivo-induced antigen technology LS, lumazine synthase; 41
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NBT, nitroblue tetrazolium; Pb, Paracoccidioides brasiliensis; PCM,42

Paracoccidioidomycosis; TPI, triosephosphate isomerase. 43

44
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1. Introduction 45

46

Paracoccidioides brasiliensis causes paracoccidioidomycosis (PCM), a human 47

systemic granulomatous disease, prevalent in South America [1]. The fungus is thermo48

dimorphic and causes by inhalation of airborne propagules of the mycelia phase, which reach49

the lungs and differentiates into the yeast phase [2]. 50

Although the disease process is well characterized, the fungal expression of genes in 51

vivo is poorly explored. During disease, P. brasiliensis must adapt to a range of environments 52

and survival in any one niche should require the differential expression of genes. The in vivo 53

gene expression pattern of P. brasiliensis has been examined by our laboratory by 54

transcriptome analysis [3-5]. A wide array of genes involved in nutrient acquisition, melanin 55

synthesis, adhesion, stress response, general metabolism were induced and have been 56

identified.57

With the purpose of identifying antigenic proteins potentially expressed during the 58

fungal infectious process, here we applied the in vivo-induced antigen technology (IVIAT). 59

IVIAT has been used to identify genes expressed during human infection by several 60

microorganisms [6-11]. A P. brasiliensis cDNA expression library was screened in order to 61

identify clones reactive with sera of PCM patients. Specifically, we hypothesized that by 62

using the IVIAT immunological screening, we could identify proteins that play a role during 63

fungal infection.64

Screening of the cDNA library resulted in the identification of 35 genes, putatively 65

playing a role in the fungus-host interaction. The cDNAs, encoding aromatic - L- amino acid 66

decarboxylase (DDC, EC 4. 1. 1. 28), lumazine synthase (LS, EC 2. 5. 1. 9) and high affinity 67

copper tansporter (CTR3) orthologues of P. brasiliensis were selected for further analysis.68

The recombinant proteins (PbDDC and PbLS) and a synthetic peptide (PbCTR3) were69
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obtained and showed strong reactivity with sera of PCM patients. The predictable expression 70

of those transcripts was evaluated by quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) in models of 71

infection. The results suggest a role in the pathogen-host interaction. Due to the relevance of 72

melanin in pathogenesis of microorganisms we investigated the involvement of PbDDC in 73

this pathway; results demonstrated correlation between the increase of melanin and the 74

enzyme expression in fungal yeast cells. 75

76

2. Materials and methods77

78

2.1. P. brasiliensis isolate growth conditions and differentiation assays79

P. brasiliensis Pb01 isolate (ATCC-MYA-826) was cultivated in semi-solid Fava 80

Netto’s medium [1% (w/v) peptone, 0.5% (w/v) yeast extract, 0.3% (w/v) proteose peptone, 81

0.5% (w/v) beef extract, 0.5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) agar, pH 7.2] at 36 °C in the yeast form82

and at 22 °C, for its mycelia phase.83

84

2.2. Adsorbing PCM patients sera to P. brasiliensis grown in vitro85

Human sera were collected from eleven patients with well-documented PCM in 86

chronic disease phase and pooled. The serum samples were selected at the time of diagnosis 87

from patients with mycological confirmed disease. Human control sera obtained from eleven 88

healthy individuals were pooled.89

A mixture of equal volumes of sera of PCM patients was diluted with Escherichia coli90

cells lysate and the same volume of PBS 1X. The mixture was incubated at 37 ºC for 1 h, and91

centrifuged at 10,000 x g, 4 °C during 20 min. In the second stage, the supernatant was 92

incubated during 1 h at 37 °C, with the same volume of a mixture containing protein extract 93

of P. brasiliensis yeast cells (100 g/mL) and whole yeast cells. This mixture was centrifuged 94
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at 10,000 x g, 4 °C for 20 min; the supernatant was collected. The efficiency of the incubation 95

was monitored by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and 96

Western blotting.97

98

2.3. Infection of mice with P. brasiliensis and RNA extraction99

Female BALB/c mice, 8 to 12 weeks old, were inoculated with 1 x 107 yeast cells of 100

P. brasiliensis. In brief, yeast cells suspension at the 7th day of in vitro growth were washed 101

in PBS 1X and inoculated intraperitoneally in mice. Matched groups of four animals were 102

injected with sterile PBS and used as uninfected controls. The animals were killed on the 15th103

day after infection. The livers and spleens were removed. Serial dilutions of the lysate were 104

plated in infusion brain and heart (BHI) medium supplemented with 4% (v/v) of fetal bovine 105

serum (FBS) and the plates were incubated at 36 °C for 7 days. The recovered cells were 106

submitted to total RNA extraction by using Trizol reagent (Invitrogen™, Life Technologies), 107

according to the manufacturer’s instructions. Total RNA from P. brasiliensis yeast cells and108

mycelium grown in vitro, in the same medium, was also obtained.109

110

2.4. Construction of a cDNA expression library of P.  brasiliensis111

For the construction of a cDNA expression library the RNA of yeast cells recovered 112

from mice liver on the 15th day after infection was purified by using the Poly (A) Quick ®113

mRNA isolation kit (Stratagene, La Jola, CA). The cDNA library was constructed by using 114

the SUPERSCRIPT™ plasmid system with GATEWAY ® technology for cDNA synthesis and 115

cloning.116

117

2.5. Immunological screening of the cDNA library, identification of inserts and 118

prediction of function of the identified antigens119
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The pooled sera were used in the screening of the cDNA library. An aliquot of the 120

cDNA library was diluted and spread onto LB medium plates containing ampicillin (100 121

g/ml) to produce 300-600 colonies per plate. The bacterial colonies were grown at 37 °C 122

overnight. The colonies were held up by using nitrocellulose membranes, replica plated onto 123

LB containing ampicillin and 1mM of isopropyl- -D-thiogalactopyranoside (IPTG), and 124

incubated overnight at 37 °C. The colonies grown onto membrane were exposed to 125

chloroform for 20 min. Following washing and blocking of membranes, they were incubated 126

with the adsorbed sera (1:1,000 diluted) in PBS 1X, 0.1% (v/v) Tween 20, at 4 °C for 18 h.127

The induced proteins reacting with antibodies in the sera were detected by using peroxidase-128

conjugated goat, anti-human IgG (1:2,000 diluted) and revealed with the ECL Advance™129

Western blotting detection kit (GE Healthcare, Amersham Biosciences). Reactive cDNAs 130

were identified by their position on the master plate; each positive cDNA was isolated at least 131

by two additional plating and reaction to the pooled sera.132

We recovered plasmid DNA from 35 positive clones and sequenced the inserts from 133

their 5´ end by employing the standard fluorescence labeling DYEnamic™ ET dye terminator 134

kit (GE Healthcare). An automated DNA sequence analysis was performed in a MegaBACE 135

1000 DNA sequencer (GE Healthcare). The proteins encoded in the cloned cDNAs were 136

compared against the GenBank non-redundant (nr) database from the National Center for 137

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using the BLAST X algorithm 138

and against P. brasiliensis genome database139

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis140

/MultiHome.html).141

2.6. Cloning of P. brasiliensis aromatic-L-amino-acid decarboxylase (Pbddc) and 142

lumazine synthase (Pbls) cDNAs, expression and purification of the recombinant 143

proteins144
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Oligonucleotide primers were designed to amplify the 1.6 kb and 525 bp cDNAs 145

containing the complete coding regions of Pbddc and Pbls, respectively. The 1.6 kb and 525 146

bp amplicons were gel-excised and cloned into pGEX-4T-3 (GE Healthcare) to yield the 147

constructs pGEX-4T3-ddc and pGEX-4T-3-ls. The recombinant plasmids were used to 148

transform E. coli, according to standard procedures [12]. The cells were grown to an 149

absorbance of 0.6 at 600 nm and 0.5 mM IPTG was added to the growing cultures. After 16 h 150

incubation, at 15 °C, the bacterial cells were harvested, ressuspended in PBS 1X, lysed by 151

sonication and the recombinant fusion proteins were cleaved by thrombin addition (10 U/mg 152

fusion protein). 153

154

2.7. Production of polyclonal antibody anti-PbDDC155

The recombinant PbDDC was used to generate specific rabbit polyclonal serum. 156

Rabbit pre immune serum was obtained. The purified protein (300 g) was injected into 157

rabbit with Freund’s adjuvant three times at 2-week intervals. 158

159

2.8. Western blotting of the recombinant proteins with sera of PCM patients160

The recombinant proteins were fractionated by SDS–PAGE [13]. The gels were either 161

stained with Coomassie blue or blotted onto nitrocellulose membranes that were blocked with 162

5% nonfat skim milk and reacted with sera from PCM patients or from healthy individuals 163

(1:1,000 diluted).  The secondary antibody was alkaline phosphatase coupled anti-human IgG.164

The reactions were developed with 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate and nitroblue 165

tetrazolium (BCIP/NBT).166

167

2.9. Preparation and infection of mice macrophages by P. brasiliensis yeast cells168
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Bone marrow-derived macrophages were obtained by flushing the femurs of 4-12 169

weeks old female C57BL/6 mice [14]. The prepared cells were cultured at 37 °C under 6% 170

CO2 in RPMI 1640 medium (Biowhittaker, Walkersville, Md.) supplemented with 10% (v/v)171

FBS, 1% (w/v) L-glutamine, 5 × 10 M 2-mercaptoethanol, 100 ng/mL  granulocyte 172

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), and 10 g/mL of gentamicin. After 8 days 173

the non adherent cells were discarded and the remaining cells were washed twice with 10 mL 174

of Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS). The cells were treated with 10 g/mL of dispase in 175

HBSS at 37 °C for 5 min. Further, macrophages were removed using a cell scraper and 176

washed in HBSS. Cells were centrifuged at 500 x g for 5 min, and resuspended in RPMI 1640 177

medium (supplemented as described above, minus GM-CSF) at a concentration of 1x106178

cells/mL. P. brasiliensis yeast cells (5x106) were added to 2 mL of macrophage suspension 179

plated on 6 well plates. After 24 h of co-cultivation at 37 °C, the non-phagocyted yeast cells 180

were discarded and the bottom cells were washed twice. The RNA of infected mice181

macrophages and control macrophages were extracted using Trizol.182

183

2.10. Quantitative analysis of RNA transcripts encoding Pbddc , Pbls and Pbctr3 by 184

reverse transcription real-time PCR (qRT-PCR)185

The RNA of yeast cells, mycelium, infected macrophages and yeast cells derived from 186

infection of mice liver and spleen after 15 days were used in this analysis. Total RNAs treated 187

with DNAse were reverse transcribed using Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen)188

and oligo(dT)15 primer. qRT-PCR was performed in triplicate, with samples from three 189

independent experiments in the StepOnePlus™ real-time PCR system (Applied Biosystems, 190

Foster City, CA). The PCR thermal cycling was 40 cycles of 95ºC for 15 sec; 60ºC for 1 min. 191

The SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems) was used as reaction mixture, added 192

of 10 pmol of each primer and 40 ng of template cDNA, in a final volume of 25 l. A melting 193
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curve analysis was performed to confirm a single PCR product. The data were normalized 194

with the ribosomal protein L34 amplified in each set of qRT-PCR experiments. A non195

template control was included. A cDNA for a relative standard curve was generated by196

pooling an aliquot of cDNA from each sample. The standard cDNA was serially diluted 1:5, 197

and a standard curve was generated using four samples from the pooled cDNA. Relative198

expression levels of genes of interest were calculated using the standard curve method for 199

relative quantification [15].200

201

2.11. Dot blot analysis 202

To analyze the melanin and DDC accumulation in yeast forms of P. brasiliensis, the203

cells (1.5 g) were sub cultured in Mc Veigh-Morton liquid minimal medium (MMcMi) [16]204

supplemented or not with 1.0 mM L-Dopa (Sigma) for 15 days at 36 °C. All cultures were 205

incubated in the dark to avoid photo polymerization of L-Dopa into melanin. The viability of 206

fungal suspensions was determined by staining with 0.01% (w/v) Trypan blue in PBS 1X. The 207

cells were collected by centrifugation at 5,000 x g for 5 min, frozen in liquid nitrogen and 208

disrupted by maceration. The cellular powder was centrifuged at 12,000 x g for 20 min. The 209

cellular extracts were vacuum spotted onto nitrocellulose membranes that were blocked and210

reacted with the anti-melanin antibody of Sporothrix schenckii (1:1,000 diluted, kindly 211

provided by Dr Joshua D. Nosanchuck, Albert Einstein College of Medicine, New York) and212

antibody anti-DDC (1:500 diluted). The anti-melanin secondary antibody was biotin anti-213

mouse IgM (1:500 diluted) plus streptavidin-HRP (1:1,000 diluted) and the reactive bands 214

were developed with hydrogen peroxide and diaminebenzidine. The anti-DDC secondary 215

antibody was alkaline phosphatase coupled anti-rabbit IgG (1:2,000 diluted), and the reaction 216

was developed with BCIP/NBT. Dot blot analysis was also performed to assay the reactivity 217
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of a peptide synthesized on basis on the deduced sequence of PbCTR3 (Supplementary Fig. 218

3) to the serum of PCM patients. Reactions were performed as described above.219

220

3. Results221

3.1. Identification of P. brasiliensis antigens by IVIAT222

We immuno-screened approximately 6,000 clones inducible in the P. brasiliensis223

expression library. We identified 35 immuno-reactive clones representing 29 distinct P.224

brasiliensis genes encoding proteins that were persistently reactive after at least three rounds 225

of screening. The predicted proteins encoded by the cDNAs are shown in Table 1. They are 226

implicated in cell metabolism, biogenesis of cellular components, transport, energy, 227

transcription, protein fate and signal transduction.228

229

3.2. Nucleotide and deduced amino acid sequences of aromatic-L-amino-acid 230

decarboxylase (PbDDC) , lumazine synthase (PbLS) and high affinity copper 231

transporter (PbCTR3)232

We selected the cDNAs encoding Pbddc , Pbls and Pbctr3 for further analysis. The 233

entire cDNA encoding Pbddc consisted of 2,371 bp and encoded a protein of 545 amino 234

acids, predicted molecular mass of 60 kDa and pI of 6.5. The cDNA sequence encoding 235

PbDDC had been deposited on GenBank under accession number ABH03461. The deduced 236

amino acid sequence displayed strong identity to DDCs of fungal origin. The alignment of 237

PbDDC with pathogenic fungi orthologues is presented in Supplementary Fig.1. 238

The analysis of Pbls showed a single open reading frame (ORF) with 174 amino acids 239

with a molecular mass prediction of 19 kDa and pI of 6.6. The cDNA and genomic sequences240

encoding Pbls had been deposited on GenBank under accession numbers DQ081183 and 241
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DQ186604, respectively. The sequence of amino acid encoding PbLS was compared with 242

orthologues of fungi (Supplementary Fig. 2).243

The analysis of Pbctr3 demonstrated a single ORF with 193 amino acids, with a 244

predicted molecular mass of 21 kDa and pI of 8.6 (Supplementary Fig. 3). The cDNA 245

encoding Pbctr3 had been deposited on GenBank under accession number DQ534496.246

247

3.3. Reactivity of PbDDC , PbLS and PbCTR3 to sera of PCM patients248

The expression of the recombinant PbDDC and PbLS was obtained. SDS-PAGE was 249

used to verify the composition of the cells lysates obtained from E. coli cells which had been 250

transformed with the plasmid constructs, as shown in Fig. 1A and 1B, lanes 1. After 251

induction with IPTG, 89-kDa and 48- kDa recombinant proteins were detected in the bacterial 252

lysates (Figs.1 A and B, lanes 2), respectively for PbDDC and PbLS, which included the 253

vector-encoded fusion protein at its N-terminus. The fusion proteins were cleaved by the 254

addition of thrombin protease (Figs. 1 A and B, lanes 3). As observed, highly purified 255

proteins were obtained, that migrated on SDS-PAGE as a single species of 60-kDa and 19-256

kDa, for PbDDC and PbLS, respectively. A peptide was synthesized towards amino acids 90 257

to 130 of the deduced PbCTR3 (Supplementary Fig. 3).258

Five sera samples from PCM patients and five control sera samples were reacted with 259

the recombinant proteins PbDDC and PbLS and with the synthetic peptide of PbCTR3 in 260

immunoblot assays (Figs. 1 C, D and E, respectively). Strong reactivity was observed with 261

sera of PCM patients (Figs. 1 C, D and E, lanes 1-5) and no cross-reactivity was observed 262

with control sera (Figs. 1 C, D and E, lanes 6-10). 263

264

3.4. Assessment of the expression of Pbddc, Pbls and Pbctr3 by reverse transcription 265

real-time PCR in models of infection266
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The expression of the genes in a macrophage model of infection is shown in Fig. 2A. 267

In our study, the genes are induced in yeast cells, when compared to mycelia. During 268

macrophage infection it was detected overexpression of Pbddc and Pbctr3, when compared 269

to the expression in the mycelium and yeast cells after in vitro growth. Although expressed 270

during macrophage infection, Pbls was not upregulated in vivo relative to the highest level of 271

expression in vitro (Fig. 2A). 272

The expression of the genes was also evaluated by qRT-PCR analysis in yeast cells of 273

P. brasiliensis derived from infected mice liver and spleen (Fig. 2B). We have shown that 274

Pbddc is upregulated in vivo, with the expression occurring at 15 days post inoculation in 275

spleen, but not in liver (Fig. 2B). We have also shown that Pbctr3 is upregulated in liver and 276

spleen (Fig. 2B). Of the genes characterized by qRT-PCR, Pbls was not overexpressed in vivo 277

relative to the highest level of expression in vitro (Fig.2B).278

279

3.5. Melanin accumulation in yeast cells of P. brasiliensis280

We directed our experiments toward the analysis of melanin accumulation in P.281

brasiliensis. The fungus was grown on a chemically defined medium supplemented or not282

with L-Dopa (Fig. 3). The viability was of 62.5% and 75.7% respectively for yeast cells283

grown in media enriched or not with L-Dopa (data not shown). Light microscopy (400X 284

magnification) shows darkly pigmented yeast cells in the presence of L-Dopa (Fig. 3A panel 285

2). The accumulation of melanin and DDC were higher when the fungus was grown in 286

medium supplemented with L-Dopa (Fig. 3 B and C, respectively). Loading control was 287

performed with the antibody to the recombinant triosephosphate isomerase [17].288

289

4. Discussion290
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Our objective in the present work was uncovering antigenic proteins that could be 291

expressed during infection with P. brasiliensis. Sera from PCM patients were polled and 292

reacted with in vitro grown P. brasiliensis. Antibodies that remain in these sera should be 293

reactive with proteins expressed by the pathogen during the natural infection, as described in 294

other organisms [6-11]. 295

Screening of the P. brasiliensis cDNA library with sera from individuals with active 296

PCM resulted in the identification of 35 clones encoding putative immunogenic proteins. 297

Sequence analysis of the reactive clones in the present study identified genes varying from298

cell metabolism, transport, energy, transcription, protein fate, signal transduction and control 299

of cellular organization, as well as unknown functions. Among the identified transcripts some 300

encoded molecules presumably present at the fungal cell wall such as high affinity copper 301

transporter, siderophore receptor, carboxylate/amino acid/amine transporter and ABC 302

transporter. Interestingly, some of the identified cDNAs encoded proteins described as 303

immunogenic in organisms, such as DDC [18], acetyl-CoA acetyltransferase [19], LS [20], 304

alcohol dehydrogenase [21]. LS is an enzyme of the family 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine 305

synthase, which catalyzes the penultimate step of synthesis of vitamin B2 (riboflavin). Plants, 306

bacteria and fungi are vulnerable to inhibitors of the synthesis of riboflavin. The lack of such 307

a homolog in humans suggests that PbLS may serve as antifungal drug target, as described308

[22].309

To further confirm the validity of the screening strategy in identifying P. brasiliensis310

antigens potentially relevant to the fungal infection, we selected PbDDC, PbLS and PbCTR3311

for further analysis. The recombinant proteins PbDDC and PbLS, as well as the synthetic 312

peptide of PbCTR3 were recognized by sera of PCM patients, validating the IVIAT strategy 313

here employed. LS is an immunogenic molecule and an useful marker in the serological 314

diagnosis of brucellosis in human beings and animals [23]. 315
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We selected Pbddc, Pbls and Pbctr3 to follow with experiments concerning to gene 316

expression in models of infection. The transcripts encoding Pbddc and Pbctr3 were317

overexpressed in fungal yeast cells infecting macrophages and in cells derived from tissues of 318

infected mice. We detected overexpression of the transcript encoding Pbddc in yeast cells 319

derived from spleen and not in liver at 15 days postinoculation, which could reflect niche 320

regulation of genes in P. brasiliensis microenvironments, as described to fungi [24-25].321

Noteworthy, Pbctr3 was overexpressed in all analyzed conditions corroborating previous 322

transcriptome analysis from our laboratory [3]. This may not be surprising considering the 323

obvious necessity for upregulating copper acquision during infection [26]. It has long been 324

established that invading pathogens must compete favorably for limited nutrients to both 325

establish and maintain a successful host infection. Studies indicate that copper modulates 326

critical virulence determinants. Genetic analysis in Cryptococcus neoformans has327

demonstrated that a high affinity copper transporter and its corresponding transcriptional 328

regulator are required for infection of the brain [27]. Although expressed in liver and spleen at 329

15 days postinoculation, Pbls was not upregulated in vivo relative to the highest level of 330

expression in vitro. There are possible explanations for this result. The gene expression could 331

be induced earlier or later during the infectious process and we could have missed the time at 332

which the expression increased relative to the in vitro growth. Additionally, the amount of 333

RNA could not reflect the amount of protein if the gene regulation occurs at 334

posttranscriptional level. Further investigation will be required. 335

The fungus P. brasiliensis is known to make Dopa-melanin from L-Dopa [28-29]. The 336

production of melanin-like pigments by P.brasiliensis protects the fungus from phagocytosis 337

and increases its resistance to antifungal drugs [29]. We verified in this work a correlation 338

between increase in melanin accumulation and PbDDC in yeast cells incubated in the 339
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presence of L-Dopa, which resulted in the presence of dark pigment by yeast cells. The results 340

suggest that PbDDC could be involved in the melanin biosynthesis pathway. 341

In conclusion, the present study has shown the successful application of IVIAT in the 342

identification of P. brasiliensis genes expressed during fungal infection. The identified genes 343

ranged from those involved in metabolic pathways to those with unknown function. The study 344

of the identified genes could improve our understanding of the adaptative mechanisms used 345

by P. brasiliensis in the infectious process.346
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Figure legends:477

478

Figure 1 –Reactivity of the recombinant PbDDC and PbLS and of the synthetic peptide 479

of PbCTR3 with sera of PCM patients. The nucleotide sequences of the Pbddc480

oligonucleotide primers were sense 5´-GGATCCATGGACCAGGAAGAATTCAG-3´ and 481

antisense 5´-CTCGAGCTAGTTTTTCACAGCCCTGC-3´, which contained engineered 482

BamHI and XhoI restriction sites (underlined), respectively.    The oligonucleotide primers for 483

Pbls were sense 5´- TGGTGAATTCCATGGCTACTCTCAAAGG-3´,  and antisense 5´-484

GGTGGTCTCGAGCTACGAAAACTTCCCCATTG-3´, which contained engineered EcoRI485

and XhoI restriction sites (underlined), respectively.  The PCR products were digested with 486

the cited restriction enzymes, electrophoresed on agarose gel cloned into pGEX-4T-3, and 487

used to transform E. coli cells. (A) SDS – PAGE analysis of P. brasiliensis recombinant488

DDC. The E. coli cells harboring the pGEX-4T-3-ddc plasmid were grown to an A600 of 0.6 489

and harvested before (lane1), and after 16 h (lane 2) incubation with 0.5  mM IPTG at 15 °C; 490

the affinity-isolated recombinant PbDDC after thrombin addition and protein purification by 491

affinity chromatography (lane 3). (B) Induced bacterial cells of E. coli harboring the pGEX-492

4T-3-ls plasmid were grown at 15ºC to an A600 of 0.6 and harvested before (lane 1) and after493

16 h incubation with IPTG, at 15 °C (lane 2). The purified recombinant protein was obtained 494

after thrombin digestion and affinity chromatography (lane 3). (C and D) Immunoblot495

analyses of the recombinant proteins. The recombinant PbDDC and PbLS (1.0 g) were 496

reacted with sera of five PCM patients (1:1,000 diluted), (lanes 1-5) and to control sera 497

(1:1,000 diluted), (lanes 6-10). E- Reactivity of the synthetic peptide from PbCTR3 with the 498

same sera as in C and D. A peptide was synthesized from amino acids 90 to 130 in the 499

deduced PbCTR3 (Invitrogen, life technologies). 500

was blotted onto nitrocellulose membrane and reacted with sera from PCM patients and with 501
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control sera.  After reaction with anti-human IgG alkaline phosphatase coupled antibody 502

(1:2,000 diluted) the reaction was developed with BCIP/NBT. Molecular mass of the proteins 503

and standards (kDa) are indicated.504

Figure 2 – Average of gene expression of Pbddc , Pbls and Pbctr3 as determined by 505

quantitative real time RT-PCR.  (A) qRT-PCR plot of Pbddc, Pbls and Pbctr3 expression 506

levels in mycelium, yeast cells and in a macrophage model of infection.  (B)- qRT-PCR plot 507

of Pbddc, Pbls and Pbctr3 expression in yeast cells derived from infected tissues of mice.  508

The primers were as following: Pbddc, sense 5´- GTACCTTCGTCCTCTTCTTC-3´, 509

antisense 5´- GGGTAAGTCACACAAGAGGG-3´; Pbls, sense, 5´-510

GCCTATTGCTATGGAGAGAATA-3´, antisense, 5´- GTTGACGGTGTTGAATGAGG-3´; 511

Pbctr3 sense, 5´- ATGTGAAGC AGCGAGCGG-3´, antisense 5´-512

CATGGAATGCACGGCGGC -3’  Pbl34, sense, 5´- CGGCAACCTCAGATACCTTC-3´, 513

antisense 5´- GGAGACCTGGGAGTATTCAC -3´. The values of expression of the Pbddc,514

Pbls and Pbctr3 were standardized using the values of expression of the constitutive gene 515

encoding to the ribosomal protein L34.  The expression level was calculated by relative 516

standard curve method. The standard deviations are presented from three independent 517

experiments. *Significantly increased expression (P 0.05).518

519

Figure 3 - Analysis of melanization of P. brasiliensis yeast cells. A – Light microscopy 520

(400 X magnification) of P. brasiliensis yeast cells grown in chemically defined liquid521

medium (1) or the same medium supplemented with L-Dopa (2). B – Dot-blot analysis of 522

cellular extracts of P. brasiliensis grown in same conditions and reacted with antibody anti-523

melanin of S. schenckii (B) or (C) anti-PbDDC. The antibody to the antigen triosephosphate 524

isomerase (PbTPI), was used as the loading control. The analysis of relative differences were 525

performed by using the Scion Image Beta 4,03 program. In the graphics, the black bars 526



24

represent the reaction to the antibody anti-PbTPI and the gray bars represent the reaction with 527

the antibodies anti-melanin or anti-PbDDC. The standard deviations are presented from three 528

independent experiments. 529

530

Supplementary 1 - Alignment of sequences of PbDDC from several fungi. Amino acid 531

sequences alignment of PbDDC with homologous proteins of pathogenic fungi. The asterisks 532

indicate conserved amino acid residues. Double and single dots denote a decreasing order of 533

matching similarity between each corresponding amino acid par. The putative pyridoxal 534

dependent decarboxylase conserved domain is black box. Amino acids in gray box represent 535

the putative tyrosine kinase phosphorylation site. Sequence alignment was performed with 536

CLUSTAL X. The aligned sequences were as following: Paracoccidioides brasiliensis537

(GeneBank accession number ABH03461), Ajellomyces capsulatus (GeneBank accession538

number XP_001537267), Coccidioides immitis (GeneBank accession number539

XP_001241290), Aspergillus fumigatus (GeneBank accession number XP_748547) and540

Cryptococcus neoformans (GeneBank accession number XP_775806).541

542

543

Supplementary 2 - Alignment of sequences of PbLS from several fungi. Amino acid 544

sequence alignment of PbLS with homologues. Amino acid residues putatively involved in 545

formation of the active site are shown in black box. The putative residues involved in the 546

catalytic activity are shown by arrows. Sequence alignment was performed with CLUSTAL 547

X. The aligned sequences were as following: Paracoccidioides brasiliensis (GeneBank548

accession number DQ081183), Cryptococcus neoformans (GeneBank accession number549

XP_571357), Coccidioides immitis (GeneBank accession number XP_001243363),550

Aspergillus fumigatus (GeneBank accession number XP_750526), Chaetomium globosum551
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(GeneBank accession number XP_001229248), Candida albicans (GeneBank accession 552

number 2JFBA), Candida glabrata (GeneBank accession number XP_445031).553

554

Supplementary 3 - Alignment of sequences of PbCTR3 from several fungi. Amino acid 555

sequence alignment of PbCTR3 with homologues. The rectangle indicates the amino acid 556

sequence for which the peptide was synthesized. The aligned sequences were as following:557

Paracoccidioides brasiliensis (GeneBank accession number DQ534496), Ajellomyces558

capsulatus (GeneBank accession number ABF22674), Coccidioides immitis (GeneBank559

accession number XP001240196) and Aspergillus clavatus (GeneBank accession number560

XP001272812).561
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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 37ºC. 
The fungus undergoes a complex differentiation in 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 
of enzymes involved in many biological processes such as respiration, cell growth, iron uptake and oxidative stress. 
Transcriptional studies have shown that ctr3 (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 ctr3 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 ctr3 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 ctr3 expression was upregulated 
in the yeast phase and in yeast cells residing into macrophage phagosomes. Taken all together those data suggest the 
importance of ctr3 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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