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Resumo

O fungo Paracoccidioides brasiliensis é o0 agente etiolégico da
paracoccidioidomicose, a micose sistémica de maior prevaléncia na América Latina. O
mecanismo mais importante de defesa do hospedeiro contra infec¢Bes por P. brasiliensis é
a resposta imunologica celular. Esse fungo é capaz de sobreviver e se replicar no interior de
macro6fagos murinos e humanos, revelando a existéncia de mecanismos que permitam a
sobrevivéncia no ambiente indspito do fagossomo da célula hospedeira. Em concordéncia
com essa habilidade de P. brasiliensis em sobreviver nesse ambiente de caréncia
nutricional, estresse oxidativo e baixo pH, andlises do transcriptoma desse fungo revelam
ortlogos a potenciais genes de viruléncia de outros microrganismos patogénicos. Nesse
contexto, esse trabalho descreve a anélise da expresséo de potenciais genes de viruléncia de
P. brasiliensis por RT-PCR. Visando a avaliar a expressao dos genes icll (isocitrato liase) e
misl (malato sintase), que codificam as enzimas do ciclo do glioxalato, leveduras de P.
brasiliensis foram crescidas em condi¢fes que potencialmente mimetizam as encontradas
no interior do fagossomo, substituindo-se glicose por acetato como Unica fonte de carbono.
Os resultados sugerem um significativo aumento na expressdo de icll e misl quando do
cultivo do fungo em meio contendo apenas acetato. A mesma analise foi feita para 0s genes
ady2, que codifica uma permease de acetato, e icl2, que parece codificar outra isoforma da
enzima isocitrato liase. Entretanto, os resultados indicam que os genes ady2 e icl2 de P.
brasiliensis sdo regulados independentemente das fontes de carbono utilizadas nesse
trabalho. Ainda, a expressdo de urel (urease) foi analisada quando do cultivo de P.
brasiliensis em pH &cido. Esses experimentos ndo mostraram uma regulagdo do gene urel
desse fungo dependente de pH. Adicionalmente, esse trabalho descreve, pela primeira vez,
experimentos de RT-PCR utilizando RNA extraido de leveduras de P. brasiliensis apés 6
horas de co-cultura com macrdéfagos murinos. Os resultados mostram um aumento no nivel
de expressdo dos genes icll, mlsl e ady2, quando comparada a expressdao por células
crescidas em meio convencional. Essas observagdes indicam claramente que P. brasiliensis
utiliza o ciclo do glioxalato como uma importante via metabolica alternativa para producéo

de energia, como observado para outros fungos.
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Abstract

The fungus Paracoccidioides brasiliensis is the ethiologic agent of
paracoccidioidomycosis, the most prevalent systemic mycosis in Latin America. The most
important mechanism of host defense against P. brasiliensis infection is cell-mediated
immune response. This fungus is able to survive and replicate within the phagossome of
murine and human macrophages, revealing that it have evolved mechanisms allowing its
survival within the phagocytic cells, which are considered an inhospitable habitat. In
agreement with the ability to survive in this nutritionally poor, oxidative stress and low pH
environment, the analysis of P. brasiliensis transcriptome revealed several putative
orthologs to virulence genes of other human facultative intracellular pathogenic
microorganisms. In this context, this work describes the analysis of putative virulence
genes expression by RT-PCR. In order to evaluate the expression of glyoxylate cycle genes,
icl1 (isocitrate lyase) and mlsl (malate synthase), the yeast form of P. brasiliensis was
grown in media mimicking the phagossome millieu, in which glucose was replaced by
acetate as a sole carbon source. The results suggests a significantly increase in the icll and
misl expression when this fungus was grown in media with acetate as the only carbon
source. The same analyzis was performed for ady2 gene, that encode an acetate permease,
and icl2 gene, that probably encodes another putative isoform of isocitrate lyase enzyme.
However, the results indicate that ady2 and icl2 genes of P. brasiliensis are not regulated
by these different carbon sources used in this work. On the other hand, the expression of
urel (urease) was analyzed in this work when P. brasiliensis yeast cells were grown in acid
pH, mimicking the phagossome environment. These experiments don’t show a pH-
dependent regulation by urel gene of this fungus. In addition, this work describes for the
first time RT-PCR experiments using RNA extracted from yeast cells recovered from
murine macrophages after 6 hours of co-culture. The results show the higher levels of icl1,
misl and ady2 gene expression when compared to cells grown in conventional media.
These observations clearly indicates that P. brasiliensis uses the glyoxylate cycle as an

important alternative energetic metabolism pathway, as observed for other fungi.
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Introdugado

1. O Paracoccidioides brasiliensis e a Paracoccidioidomicose

O Reino Fungi ¢ composto por mais de 70000 espécies de fungos identificadas até o
presente momento (Raven et al., 2001). Nas ultimas décadas, a relevancia clinica desse
reino vem aumentando, principalmente em virtude das infecgdes oportunistas que
acometem pacientes imunodeprimidos (revisto por Romani, 2004). Dentre os fungos de
importancia médica destacam-se os fungos dimorficos, responsaveis pela maioria das
infecgdes sistémicas de humanos e outros mamiferos. Os fungos dimorficos sao
representados por patogenos como Candida albicans, Coccidioides immitis, Blastomices
dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum. O mecanismo de
transi¢do dimorfica desses patdgenos mostra-se fundamental para o estabelecimento da
infec¢do, sendo desencadeado por uma série de fatores relacionados a interagdo patdégeno —
hospedeiro (San-Blas & San-Blas, 1994; Odds et al., 2001; Gow et al., 2002; revisto por
Rooney & Klein, 2002).

Primeiramente relatado por Lutz em 1908 (revisto por San-Blas & Nifio-Vega,
2001), o fungo dimorfico Paracoccidiodes brasiliensis ¢ descrito como o agente etiologico
da paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sist€émica prevaléncia na América Latina
(Franco, 1987; McEwen et al., 1995; Restrepo et al., 2001). As areas de maior incidéncia
da PCM sao: Brasil (80% dos casos), Venezuela e Colombia (McEwen et al., 1995;
Restrepo et al., 2001). Regides em que a PCM ¢ endémica estendem-se do México a
Argentina, apresentando temperaturas que variam entre 18 e 24°C, altos indice
pluviométricos, e altitudes entre 1300 e 1700 m (revisto por San-Blas & Nifio-Vega, 2001).
E estimado que cerca de 10 milhdes de pessoas possam ter sido infectadas, sendo que
aproximadamente 2% desenvolvem formas sintomaticas da doencga (Restrepo et al., 2001).
No Brasil ocorrem aproximadamente 200 mortes por ano em virtude da PCM, com os

estados da regido sul, sudeste e centro-oeste apresentando maiores incidéncias (Coutinho et

al., 2002).



Atualmente, comparagdes filogenéticas baseadas em seqiiéncias de nucleotideos do
RNA ribossomal, associadas a analises morfologicas, vém permitindo a classificagdo do
fungo P. brasiliensis como um ascomiceto (filo Ascomycota), membro da ordem
Onygenales, familia Onygenaceae. Pertencentes ao mesmo clado estdo algumas espécies de
fungos dimoérficos e patogénicos como Blastomices dermatitidis, Emmonsia e H.

capsulatum (Peterson & Sigler, 1998).

A definicdo de espécie utilizando-se apenas o carater fenotipico ¢ bastante dificil,
principalmente no reino Fungi. Desde 1930, quando foi descrito por Almeida (revisto por
Franco et al., 1994), o fungo P. brasiliensis vem sendo considerado como uma espécie
unica. Entretanto, ¢ notdvel a diversidade genética entre diferentes isolados de P.
brasiliensis (Molinari-Madlum, et al., 1999; Matute et al., 2006), além da grande variacao
nos niveis de viruléncia desses isolados em modelos de infec¢do experimental estabelecidos
(Singer-Vermes et al., 1989). Recentemente, Matute et al. (2006) propuseram, com base em
estudos filogenéticos de 65 isolados de P. brasiliensis, a existéncia de trés diferentes
espécies cripticas decorrentes de dois eventos independentes de especiacao, correlacionados

ao padrdo de distribui¢ao dessas potenciais espécies.

O processo de transicao dimorfica de P. brasiliensis, in vitro, ¢ dependente da
mudanga de temperaturasugerindo que de alguma forma, o fungo perceba e responda, via
sinalizagdo celular, a esse sinal. A temperatura ambiente (25 °C), P. brasiliensis se
apresenta na forma de micélio, diferenciando-se para a forma de levedura quando
submetido a temperatura de 37°C (in vitro) ou a partir da invasao de tecidos do hospedeiro
(San-Blas & San-Blas, 1982). Dessa forma, esse processo de transicdo dimorfica ¢
facilmente reproduzido in vitro a partir da simples mudanca da temperatura de incubagao
do microrganismo, o que faz de P. brasiliensis um excelente modelo para o estudo dos

mecanismos moleculares envolvidos no dimorfismo (San-Blas, 1985).

O habitat e o ciclo bioldgico de P. brasiliensis ainda ndo foram determinados com
precisdo, sendo provavel, com base nas informac¢des acumuladas até o presente momento,

que este apresente uma fase saprofitica no solo e/ou em vegetais (Restrepo et al., 2001).



Presume-se que a forma miceliana do fungo, em seu ambiente natural, produza conidios, os
quais mediariam sua disseminacao. Apos inalados, os conidios atingiriam os pulmoes, onde
sofreriam a transi¢do para a forma de levedura, fundamental para o estabelecimento da
infeccdo (revisto por Rooney & Klein, 2002). Posteriormente, a infeccdo poderia ser
disseminada para os demais tecidos do hospedeiro, tornar-se latente ou cronica, ou ainda
ser erradicada, dependendo da resposta imunologica do hospedeiro e da viruléncia do fungo

(Franco, 1987; San-Blas et al., 2002).

Embora por muito tempo o homem tenha sido considerado o tnico hospedeiro de P.
brasiliensis, recentemente foi relatado um caso de infeccao de um cao adulto doméstico no
qual foi verificado a formag¢do de granuloma epitelidide, lesdo caracteristica da
manifestagdo clinica da PCM (Ricci et al, 2004). Além disso, alguns trabalhos vém
mostrando a infec¢do de tatus (Dasypus novemcinctus) capturados em areas cuja incidéncia
da PCM ¢ endémica. Inicialmente supunha-se que o tatu fosse um reservatério natural do
fungo, uma vez que nao havia evidéncias clinicas da doenga no animal infectado (Bagagli
et al., 1998). Entretanto, a formagdo de granuloma em torno do fungo foi posteriormente
observada em diversos 6rgdos do tatu, tais como pulmio, bago e figado, sugerindo que
esses animais sejam também um possivel hospedeiro de P. brasiliensis (Restrepo et al.,
2001). O fato de a PCM atingir predominantemente trabalhadores rurais ou pessoas que
diretamente lidam com a terra vem sendo associado, de maneira interessante, aos habitos de
vida e nicho ecologico do tatu (Brummer et al., 1993; Restrepo et al., 2001). Acredita-se
que a contaminag¢do de homens e tatus por P. brasiliensis possa ser ocasionada devido a

atividades provavelmente relacionadas ao habitat do fungo (Wanke & Londero, 1994).

A PCM ¢ predominantemente detectada em adultos do sexo masculino (80 a 90%
dos casos), chegando a uma taxa homem:mulher de 78:1 casos (Restrepo et al., 1984). Essa
maior incidéncia em individuos do sexo masculino ndo apresenta relagdo com o grau de
exposicdo dos mesmos, uma vez que estudos indicam que ambos os sexos apresentam
contato similar com o patégeno. Além disso, individuos que ainda ndo atingiram a
puberdade desenvolvem a doenga independentemente do sexo. Essas observagdes vem

sendo relacionadas a componentes hormonais do hospedeiro, os quais provavelmente



podem modular a patogenia do fungo (San-Blas & Nifio-Vega, 2001; revisto por Borges-
Walmsley et al., 2002). Nesse contexto, Restrepo et al. (1984) mostraram que o hormonio
feminino B-estradiol inibe a transi¢do in vitro de P. brasiliensis da forma miceliana para

levedura, sugerindo um potencial papel protetor desse hormonio.

A maioria dos individuos infectados por P. brasiliensis desenvolve apenas infec¢do
assintomatica, definida como paracoccidioidomicose-infec¢do, a qual acomete
principalmente individuos sadios que vivem em areas endémicas. J4 no caso do individuo
vir a desenvolver a doenca, as manifestacoes clinicas sdo diversas, sendo caracterizadas
principalmente por granulomas com alta freqiiéncia de lesdes pulmonares e mucocutaneas
(Franco, 1987; Franco et al., 1993). Nesse caso, a PCM pode dar origem a duas formas que
se diferenciam quanto a caracteristicas clinicas, imunoldgicas e histopatologicas: a forma
aguda (tipo juvenil) ou a forma cronica (tipo adulto). A PCM aguda esta associada a taxas
de mortalidade significativas, sendo geralmente de carater bastante severo, e acometendo,
principalmente, jovens de ambos os sexos. Essa forma da doenga atinge primariamente os
pulmdes, progredindo rapidamente por disseminacdo linfatica e sangiiinea, e
comprometendo outras partes do organismo. A forma mais comum da PCM ¢ a cronica,
que se caracteriza por apresentar lesdes restritas a alguns orgdos, e progredir mais
lentamente. A forma cronica pode ainda acarretar seqiielas pulmonares e subcutineas e, em
casos mais graves, ou na auséncia de tratamento adequado, pode vir a causar a morte do
individuo doente. Os pacientes que desenvolvem esse tipo de manifestagdo clinica da
doenga sdo principalmente adultos do sexo masculino (Franco, 1987; Brummer ef al., 1993;

Camargo & Franco, 2000).

A PCM ¢ caracterizada por ser uma doenca de padrdo granulomatoso, sendo o
granuloma a lesdo fundamental que ocorre na PCM e apresentando-se como componente
essencial na defesa anti P. brasiliensis. Essa lesdo resulta de uma reagdo de
hipersensibilidade tardia (DTH) contra antigenos do agente infeccioso, ocorrendo também
em outras doencas infecciosas, como tuberculose, hanseniase e histoplasmose. O
desenvolvimento do granuloma permite a contengdo do patdogeno, impedindo sua

disseminagdo pelo organismo (Romani, 1997). O macréfago ¢ a principal célula integrante



do granuloma, apresentando atividades microbicidas e de apresentador de antigeno, além
de, juntamente com linfocitos T, produzir citocinas. Plasmdcitos, eosinéfilos e fibroblastos
também estdo presentes no granuloma (de Brito & Franco, 1994). A atividade de linfocitos
T e a resposta granulomatosa sdo caracteristicas das formas localizadas da infeccdo,
enquanto que nas formas disseminadas ndo se observa formagao de granulomas epitelidides

(San-Blas & Nifio-Vega, 2001; Murphy, 1998).

O desenvolvimento da PCM esta associado, principalmente, a viruléncia do fungo e
a resisténcia do hospedeiro (Kashino et al., 2000). O padrdo do granuloma formado em
resposta a diferentes isolados de P. brasiliensis em modelos experimentais de infecc¢ao
exemplifica o fator relacionado a viruléncia do patdgeno (Zacharias et al., 1986; Singer-
Vermes et al., 1989). Ja a resisténcia do hospedeiro a infeccdo por P. brasiliensis esta
relacionada a formagdo de um granuloma epitelidide compacto e a capacidade de
desenvolver uma resposta imunoldgica celular efetiva (Franco, 1987; Franco et al., 1993).
A resisténcia também tem sido associada ao papel do interferon gama (IFN-y) (Cano et al.,
1998), importante na ativagao dos macrdéfagos para a produgdo de 6xido nitrico (NO), que
atua como o principal agente microbicida contra P. brasiliensis (Bocca et al., 1998). O
IFN-y também estimula macréfagos infectados por P. brasiliensis a secretar fator de

necrose tumoral (TNF-a), necessario para a persisténcia do granuloma (Souto et al., 2000).

Na PCM observa-se uma extensa variagdo da resposta imunoldgica. As diferentes
citocinas secretadas estimulam uma resposta imunolédgica predominantemente celular (tipo
1) ou humoral (tipo 2), uma vez que as citocinas produzidas pelos linfécitos Thl e Th2 sdo
mutuamente inibitorias. A utilizacdo de modelo murino experimental e a caracterizacdo de
linhagens resistentes e suscetiveis ao fungo P. brasiliensis vém permitindo um maior
entendimento da resposta protetora do hospedeiro contra esse patégeno (Calich et al.,
1985). Em camundongos resistentes, verificou-se uma infecg¢ao caracterizada pela ativagao
de macrofagos e neutréfilos, sendo evidenciada pelo aumento da producdo de peroxido de
hidrogénio (H,0;), manuten¢do da producao do anion superdxido (O;’), e baixos niveis de
producdo de anticorpos especificos para P. brasiliensis. Além disso, esses animais

apresentaram uma produgdo inicial de altos niveis de IFN-y e pequena quantidade de



citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-10). J4 em camundongos suscetiveis foram detectados
niveis minimos e transitorios de IFN-y e produgdo relativamente alta de IL-5 e IL-10. A
citocina IL-4 foi detectada apenas de forma transitéria na fase mais tardia da infecgdo, o
que dificulta afirmar que a suscetibilidade esteja exclusivamente ligada ao

desencadeamento de uma resposta imunoldgica tipicamente do tipo 2 (Calich & Kashino,

1998; Kashino et al., 2000).

Na PCM humana foi observado um padrao de producdo de citocinas e resisténcia
similar aquele verificado em infeccdo experimental de camundongo. Pacientes com as
formas cronica e aguda da PCM, bem como individuos sadios sensibilizados para P.
brasiliensis, foram avaliados quanto ao padrio de sintese de citocinas. Os individuos sadios
demonstraram uma produg¢ao substancial de IL-2, IFN-y e IL-10, enquanto que os pacientes
apresentaram baixos niveis de IL-2 e IFN-y e niveis elevados de IL-10 (Benard et al.,
2001). Fornari et al. (2001) verificaram que soro de pacientes com a doenga disseminada
apresentavam altos niveis de IL-10, TNF-a e IL-2 e pequena produ¢do de IFN-y. Esses e
outros estudos sugerem que a resposta imunologica celular, caracterizada pela produgao de
citocinas do tipo 1 (IFN-y, IL-12) parece ser o principal mecanismo de defesa contra P.

brasiliensis. (Cano et al., 1998; Souto et al., 2000; Arruda et al., 2002).

A resposta imunologica celular, bem como a formagdo de lesdes granulomatosas,
fornece uma resposta protetora maxima (migracao, diferenciagdo e ativagdo de macrofagos)
contra patogenos intracelulares (Rumbley & Phillips, 1999). Esse aspecto € particularmente
importante para P. brasiliensis, uma vez que esse fungo pode se apresentar como um
patdgeno intracelular facultativo, capaz de sobreviver e se replicar no interior de células
epiteliais e de macrofagos murinos e humanos ndo ativados (Brummer et al., 1989;
Moscardi-Bacchi et al., 1994). Apds o mecanismo de fagocitose, P. brasiliensis ¢ exposto a
moléculas antimicrobianas no interior das células fagossiticas hospedeiras. A persisténcia
do fungo nesse ambiente indspito pode estar relacionada a diversos mecanismos que
caracterizam a viruléncia do patégeno, tais como resisténcia aos compostos
antimicrobianos ¢ adaptacdo aos metabolitos presentes no interior do fagossomo

(Schnappinger et al., 2003).



2. Viruléncia

A viruléncia fungica ¢ descrita como um evento altamente complexo, resultante da
expressao de multiplos genes em diferentes estagios da infec¢do e cuja conseqiiéncia
poderia estar fortemente associada ao estabelecimento da patogénese. As etapas de adesdo e
a sobrevivéncia do patdégeno no interior do hospedeiro mostram-se essenciais no
estabelecimento da patogénese. Nesse contexto, fatores importantes para o estabelecimento
da infeccdo por fungos patogénicos vém sendo descritos, embora apenas recentemente 0s
mecanismos genéticos ¢ moleculares envolvidos na expressdo desses genes de viruléncia

comegaram a ser investigados (Kwon-Chung, 1998; Odds et al., 2001; Yang, 2003).

O protocolo padrao utilizado na identificacdo de potenciais fatores de viruléncia ¢ a
mutagénese sitio-dirigida, que permite o estudo de cepas mutantes especificas, e a
correspondente cepa reconstituida, em modelo de infec¢do animal. Baseando-se no
“Postulado molecular de Koch”, Falkow (1988 e 2004) definiu que para um gene ser
considerado de viruléncia, a infeccdo ou patogénese causada pelo mutante deve ser
atenuada quando comparada a infeccdo causada pelo tipo selvagem e pela cepa
reconstituida. Esse conceito ficou conhecido como ‘“Postulado de Falkow”. Uma das
principais etapas visando ao melhor entendimento das bases moleculares da interacao
hospedeiro-patogeno relaciona-se a identificagdo dos genes de viruléncia do organismo
patogénico. Nesse contexto insere-se um dos grandes interesses do nosso grupo de

pesquisa. postulou

Para P. brasiliensis, pouco ¢ conhecido a respeito de seus fatores de viruléncia, uma
vez que ndo ha sistemas de transformacdo e ruptura génica bem estabelecidos para esse
microrganismo. Entretanto, o Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis,
desenvolvido recentemente em nosso laboratorio junto a Rede Genoma Centro-Oeste
(Felipe et al., 2003 e 2005), permitiu a identificacdo de ortélogos de genes descritos para
outros fungos patogénicos como importantes no processo de infec¢do, viruléncia,
resisténcia a drogas e dimorfismo, entre outros. O objetivo principal desse projeto foi a

geracao de uma biblioteca de ESTs (do inglés “Expressed Sequence Tags”) das formas



leveduriforme e miceliana de P. brasiliensis, visando ao mapeamento de seu transcriptoma
na condi¢cdo de cultivo in vitro. Foram geradas um total de 19718 ESTs, sendo 16351
agrupadas em 2655 “contigs’ e o restante descrito como “singlets” ou seqiiéncias Unicas,
constituindo um total de 6022 PbAEST (do inglés “P. brasiliensis Assembled Expressed
Sequence Tags”). Do total de PbAESTs obtidas, 69,4% mostraram similaridade com
seqliéncias ja descritas de outros organismos, depositadas em bancos de dados. Anélises
utilizando-se ferramentas de bioinformatica permitiram categorizd-las em 12 grupos, de

acordo com a provavel fun¢do, como mostrado na figura 1 (Felipe ef al., 2003 e 2005).
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transporte  wjorte celular
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Figura 1. Principais categorias estabelecidas para os transcritos identificados pelo
Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis, conforme descrito por
Felipe et al. (2003 e 2005). As PbAESTs que apresentaram similaridade com
seqiiéncias depositadas em bancos de dados foram categorizadas em 12 grupos de
acordo com suas provaveis fungdes (Modificado de Felipe et al., 2005).

E importante ressaltar que, paralelamente, outro projeto genoma da forma de
levedura de P. brasiliensis, também cultivado in vitro, foi empreendido por Goldman et al.
(2003). Os dados obtidos por esses dois projetos permitiram a identificagdo de genes
envolvidos em diversos processos bioldgicos de relevancia para um melhor entendimento

das relagdes hospedeiro-patogeno. Nesse contexto, foram encontrados 30 genes ortdlogos a



genes descritos previamente como sendo fatores de viruléncia de outros organismos

2

patogénicos, segundo o ‘“Postulado de Falkow”. Dentre estes, destacam-se genes
relacionados ao metabolismo, sintese de parede celular e detoxificagdao de espécies reativas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), além de outros determinantes de viruléncia (Felipe
et al., 2005; Tavares et al., 2005). A tabela 1 mostra algumas PbAESTs obtidas no projeto
transcriptoma de P. brasiliensis que apresentaram similaridade a genes descritos como

fatores de viruléncia nos fungos dimorficos e patogénicos C. albicans e H. capsulatum,

segundo o postulado de Falkow (Tavares et al., 2005).

Tabela 1. Genes de viruléncia descritos em C. albicans e/ou H. capsulatum e identificados no
Transcriptoma de P. brasiliensis (Retirado de Tavares et al., 2005).

PbAEST Gene Candida albicans Histoplasma capsulatum

N° de acesso e-value Contig* e-value

Parede Celular

4346 chs3 P30573 Te-22 3.18 2.1e-52
4988 agsl - - 0.129 2.1e-49
Metabolismo

1688 icll AAF34690 le-104 0.199 1.2e-119
829 mls1 AAF34695 2e-88 2.61 7.5e-176
Detoxificacao

621 catl CAA07164 le-172 4.47 3.5¢-138
1098 aoxl AAF21993 8e-26 4.95 30e-73
2509 sodl AACI12872 2e-56 27.7 4.6e-51
Outros determinantes

3306 plbl AAF08980 2e-38 54.1 1.8e-66
2456 urel - - 4.67 6.8¢e-81

"Ntimero de acesso: http://www.genome.wustl.edu/blast/histo_client.cgi



http://www.genome.wustl.edu/blast/histo_client.cgi

2.1. Parede Celular
A parede celular de fungos, composta essencialmente por carboidratos (quitina e
glucana), glicoproteinas e proteinas, ¢ essencial para a viabilidade do microrganismo,
protegendo células fungicas do meio externo. Por ser descrita como uma das principais
diferengas entre células de mamiferos e células de fungos, enzimas essenciais para a
biossintese de precursores da parede celular sdo consideradas alvos para drogas

antifungicas, além de estarem correlacionadas com a viruléncia do organismo

(Selitrennikoff & Nakata, 2003).

Em P. brasiliensis, a composicao da parede celular varia entre as diferentes formas.
A forma de levedura possui uma maior quantidade de quitina (37 a 48%) quando
comparada a forma miceliana (7 a 18%). Em contrapartida, a parede celular da forma
miceliana ¢ mais rica em proteinas (24 a 41%), enquanto a parede das leveduras possui
apenas 7 a 14% de constituintes protéicos (Kanetsuna et al., 1969). O aumento significativo
na quantidade de quitina em levedura de P. brasiliensis, que ¢ a forma responsavel pela
efetiva colonizacdo do hospedeiro, nos permite supor que enzimas relacionadas a
biossintese desse componente da parede celular sdo potenciais fatores de viruléncia desse
fungo. Esse fato é confirmado em estudos com C. albicans, nos quais foi mostrado que
isolados mutantes para o gene da quitina sintase 3 (chs3) apresentam viruléncia atenuada
(Bulawa ef al., 1995). No transcriptoma de P. brasiliensis foi possivel identificar um gene
homologo ao gene chs3 (tabela 1), além de outras enzimas da via de sintese de quitina
(Felipe et al., 2005; Tavares et al., 2005). A importancia dos constituintes polissacaridicos
da parede celular de P. brasiliensis, como quitina e [-glucana, na protecdo do fungo, na
interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como na modulagdo da resposta imunoldgica,
reforcam o provavel papel das enzimas da via biossintética desses constituintes como
fatores de viruléncia (San-Blas & San-Blas, 1977; Figueiredo et al., 1993; Silva et al.,
1997).

Outro aspecto interessante € a correlacdo existente entre a composi¢cdo de

polissacarideos da parede celular de P. brasiliensis e o processo de transicdo morfoldgica e

a viruléncia desse fungo (San-Blas & San-Blas, 1994). Na fase miceliana a B-glucana ¢ o
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principal polimero de glicose que compde a estrutura da parede celular. J& na fase
leveduriforme a a-glucana é o principal polimero de glicose presente (95%), indicando um
possivel papel desse polissacarideo na viruléncia do fungo (Kanetsuna & Carbonell, 1970).
Nesse sentido, dados da literatura descrevem a correlagdo entre um menor conteudo de o-
glucana na parede celular de leveduras de P. brasiliensis com a respectiva diminui¢ao da
viruléncia desse patdogeno (San-Blas & San-Blas, 1977; Hallak ef al., 1982). Recentemente,
Rappleye et al. (2004) demonstraram o papel da enzima a-glucana sintase (AGS1) na
viruléncia do fungo patogénico H. capsulatum. O silenciamento do gene agsl via
interferéncia por RNA originou leveduras significativamente menos virulentas € com
menor capacidade de colonizagdo tecidual utilizando-se modelo de infec¢do murino. O
ortdélogo ao gene agsl de H. capsulatum foi identificado em P. brasiliensis (tabela 1),
sendo também proposto como um fator de viruléncia em potencial (Felipe et al., 2005;

Tavares et al., 2005).

2.2. Metabolismo - Ciclo do Glioxalato
O papel de alguns genes metabolicos na viruléncia de microrganismos patogénicos
¢ notavel. Nessa classe de determinantes de viruléncia encontram-se enzimas envolvidas no
metabolismo de nucleotideos, na biossintese de lipideos, e na assimilagdo de fontes de
carbono (Navarro-Garcia et al., 2001). Dentre as vias metabdlicas relacionadas com a

viruléncia de organismos patogénicos destaca-se o Ciclo do Glioxalato.

O ciclo do glioxalato ja foi relatado em bactérias, plantas e fungos, e permite a
utilizagdo de compostos de dois carbonos como fonte para sintese de glicose (Lorenz &
Fink, 2001). Esse ciclo é um desvio do Ciclo do Acido Citrico (figura 2) que, por fim,
disponibiliza substratos para as reacdes de biossintese. Em um primeiro passo, a enzima
isocitrato liase catalisa a clivagem do isocitrato em succinato e glioxalato. Posteriormente,
ocorre uma reacdo de condensacdo do glioxalato com acetil-CoA para a formacdo de
malato pela acdo da enzima malato sintase (Lehninger et al., 2000). As enzimas isocitrato
liase (ic/) e malato sintase (mls), além de serem reguladoras do ciclo do glioxalato, sdo

promissores alvos para drogas, ja que essa via parece ser importante para o crescimento de
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alguns patdgenos e ndo estd presente no metabolismo de animais (Lorenz & Fink, 2001;

Selitrennikoff & Nakata, 2003).

A importancia do ciclo do glioxalato foi mostrada na viruléncia de alguns patdégenos
intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis e C. albicans. Apos fagocitados, esses
patogenos induzem a expressdao de genes relacionados as enzimas desse ciclo. A ativagao
das enzimas ICL1 e MLSI nessa situagdo permite a producdo de energia por esses
organismos a partir de compostos de dois carbonos (C2), como acetato, produto da
degradagdo de acidos graxos, uma vez que o interior de macroéfagos ¢ um ambiente pobre
em carboidratos (Finlay & Falkow, 1997; Lorenz & Fink, 2001). Ainda, em modelo murino
de infeccao, isolados mutantes de C. albicans para o gene icll tiveram seu carater virulento
extremamente reduzido, fortificando a correlagdo entre a expressdo desse gene e a

viruléncia do fungo (Graham et al., 1999; Lorenz & Fink, 2001; Schnappinger ef al., 2003).

acetil-Coa
oxaloacetato | citrato
NADH +H'
+
NAD
malato acetil-Coa isocitrato ~ 1s0citrato

liase

malato
sintase

glioxalato

CO,

fumarato
a-cetoglutarato
FADH,
FAD co,
succinato - succinil-Coa

Figura 2. O ciclo do glioxalato, regulado pelas enzimas isocitrato liase e
malato sintase, e sua relagdo com o ciclo do 4cido citrico (ciclo maior).
Adaptado de Lehninger ef al. (2000).
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No transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et al., 2003 ¢ 2005) foram identificados
genes ortdlogos aos genes ic/l e misl de C. albicans (tabela 1), que codificam as enzimas
chaves do ciclo do glioxalato. Esses genes também sdo apontados como fortes candidatos a
fatores de viruléncia ja que P. brasiliensis, por apresentar-se como um patdogeno
intracelular facultativo, também deve utilizar mecanismos que permitam sua sobrevivéncia
no interior dessas c€lulas fagocitarias. Além disso, analises por “Northern blot” mostraram
um aumento significativo na expressdo do gene ic/l em células leveduriformes de P.
brasiliensis quando comparada a expressdo do referido gene pela forma miceliana desse
organismo (Felipe et al., 2005). Essas andlises comparativas entre os niveis de expressao
dos dois tipos celulares de P. brasiliensis sugerem ainda um desvio do metabolismo
aerdbico para o anaerobico quando da transicdo micélio-levedura, que poderia ser
correlacionado a uma adaptacdo semelhante aquela que deve ocorrer quando na interface de

interagdo com o hospedeiro (Felipe et al., 2005).

Posteriores analises computacionais de seqiiéncias obtidas no projeto Genoma
Funcional de P. brasiliensis permitiram a identificagdo de pelo menos duas contigs que
apresentaram alta similaridade com seqiiéncias ja depositadas em bancos de dado
correspondentes ao gene ic/ de outros organismos (dados obtidos na dissertacdo de
mestrado de Luciano Procopio, em preparacao). A contig denominada PbAEST 1688
(tabela 1) serd apontada nesse trabalho como o provavel gene ic/l de P. brasiliensis. A
outra contig relacionada ao gene ic/ sera aqui tratada como um possivel gene ic/2 desse

organismo.

A existéncia de mais de uma isoforma da enzima isocitrato liase foi recentemente
relatada em Mycobacterium tuberculosis por Mufios-Elias & McKinney (2005). Os
mesmos autores mostraram que o duplo mutante ic/1/icl2 apresenta uma menor viruléncia
quando comparado ao tipo selvagem e ao mutante reconstituido. Na levedura
Saccharomyces cerevisiae também foi identificado um segundo gene ic/2 que inicialmente
parecia se tratar de uma isoforma ndo funcional da enzima isocitrato liase (Heinisch et al.,
1996). Estudos subseqiientes, entretanto, mostraram que o gene em questdo codifica a

enzima 2-metil isocitrato liase, importante no ciclo do metilcitrato (Luttik et al., 2000). O
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ciclo do metilcitrato estd envolvido no metabolismo de propionil-CoA, no qual o 2-
metilisocitrato ¢ convertido em succinato e piruvato pela acdo da enzima 2-metil isocitrato
liase (Tabuchi & Uchiyama, 1975). A reagdo catalisada por essa enzima ¢ similar a
catalisada pela isocitrato liase, sendo que a diferenca basica entre o ciclo do metilcitrato e o
ciclo do glioxalato esta na utiliza¢ao preferencial de compostos de trés carbonos (C3) para a

producdo de energia pelo primeiro (Luttik ez al., 2000).

Visando a um melhor entendimento das interagdes hospedeiro-patdgeno, nosso
grupo também vem estudando a expressdo de genes de P. brasiliensis em modelo de
infeccdo de macrdofagos peritoniais de camundongo em cultura (tese de doutorado dos
alunos Aldo Tavares e Simoneide Silva, em andamento). Nesse contexto, o RNA total de P.
brasiliensis, apds infec¢do de macrofagos (ex vivo), foi isolado e utilizado em experimentos
de microarranjo de DNA para andlise da expressdo génica, visando a identificacdo de genes
do fungo P. brasiliensis potencialmente importantes na interface da interacdo hospedeiro-
patogeno. Dentre os genes de P. brasiliensis que apresentaram um aumento significativo na
expressdao quando do processo de infeccdo em macrofagos, comparando-se a expressao
génica das formas leveduriforme e miceliana cultivadas in vitro, estd o homologo ao gene
ady? de S. cerevisiae (comunicacao pessoal, tese de doutorado dos alunos de nosso grupo

Aldo Tavares e Simoneide Silva, em andamento).

Descrito por Paiva et al. (2004), o gene ady2 de S. cerevisiae ¢ homologo ao gene
gprl de Yarrowia lipolytica, um componente essencial na captagdo de acetato pelas células
fungicas. GPR1 ¢ uma permease transmembranica de acetato que possui importante papel
para a adaptacdo de Y. lipolytica em presenca de 4cido acético, apesar da expressdo do
respectivo gene ser apenas moderadamente reprimida em presenga de glicose (Augstein et
al, 2003). Ja a expressao de ady2 em S. cerevisiae ¢ induzida em condi¢des de caréncia
nutricional e reprimida na presenga de glicose, supondo-se diferencas funcionais entre esses
dois genes homologos. Andlises por microarranjos mostraram que o gene ady2 de S.
cerevisiae ¢ essencial para o transporte de acetato, apesar de sua expressdo ndo se mostrar
necessaria para a regulagdo da transcri¢ao global de outros genes em resposta a essa fonte

de carbono (Paiva ef al., 2004).
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2.3. Detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e nitrogénio (ERNS)

Postula-se que o fagossomo, além de ser um ambiente de caréncia nutricional,
apresente condicdes extremas de estresse oxidativo devido as altas concentracdes de EROs
e ERNs produzidas, o que exige mecanismos de adaptacdo dos patdgenos intracelulares
(Graham et al., 1999; Schnappinger et al., 2003). Genes que permitam a sobrevivéncia de
microrganismos no interior de células fagocitarias, atenuando os efeitos deletérios causados
pela exposicdo do patdégeno a uma variedade de substincias geradas via NADPH oxidase
(EROs), e pela 6xido nitrico sintase (ERNSs), sdo fortemente associados a provaveis fatores

de viruléncia (Nathan & Shiloh, 2000; Missall et al., 2004).

A producdo de ERNs representa o principal mecanismo fungicida de macrofagos
ativados no combate a P. brasiliensis. Ja o papel de EROs na protecdo contra a PCM nao
estd claro, uma vez que o fungo mostra-se resistente ao tratamento com EROs in vitro
(Schaftner et al., 1986; Brummer et al., 1988). Uma possivel explicagdo para esse relato € a
presenca de um sistema eficiente de neutralizagdo dos produtos gerados pela NADPH
oxidase em P. brasiliensis. Andlises do transcriptoma desse fungo permitiram identificar
ortdlogos a genes de viruléncia relacionados a detoxificacdo de radicais de oxigénio e
nitrogénio (tabela 1), como Cu/Zn superdxido dismutase (sod1), catalase (catl) e oxidase
alternativa (aox1), dentre outros (Tavares et al., 2005). A acdo protetora da atividade dessas
enzimas vem sendo relatada em diversos fungos, como C. albicans e Cryptococcus

neoformans (Hwang et al., 2002; Akhter et al., 2003; Cox et al., 2003).

As enzimas superoxido dismutases (SODs) detoxificam o radical superdxido,
gerando oxigénio (O;) e peroxido de hidrogénio (H,0,). A remogao do radical superoxido é
importante por impedir a subseqiiente formacdo de radical hidroxil e peroxinitrito,
compostos altamente toxicos para todas as macromoléculas bioldgicas (Babior, 2000;
Missall et al., 2004). O anion superdéxido ¢ produzido em abundancia pelas células
fagocitarias, compreendendo a primeira espécie reativa de oxigénio gerada no fagossomo, o
que demonstra a importancia da enzima SOD para a sobrevivéncia de patdgenos
intracelulares (Fridovich, 1995). Isolados mutantes para o gene sodl de C. albicans e C.

neoformans apresentaram viruléncia atenuada, ressaltando a importancia dessa enzima no
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processo de adaptacdo e estabelecimento da infeccdo (Hwang et al., 2002; Cox et al.,

2003).

O peroxido de hidrogénio gerado pela acdo da superoxido dismutase (1) ¢
degradado em uma reacdo subseqiiente pela catalase (2), tendo como produtos o oxigé€nio e

a agua (H;0).

sod cat
O Ty MO T HOTHRO:
Superoxido Peroxido de
hidrogénio

Esse mecanismo de detoxificagdo de H,O, parece ser um importante fator de
protegdo de bactérias e fungos contra o estresse oxidativo gerado por células fagocitarias do
hospedeiro (Kawasaki et al., 1997; Wysong et al., 1998; Basu et al., 2004). O papel
protetor da catalase foi mostrado para C. albicans, na qual isolados mutantes para o gene
catl tornaram-se mais sensiveis a a¢ao de neutrofilos humanos, e avirulentas em modelo
murino de infeccdo (Wysong et al., 1998). Em P. brasiliensis uma catalase peroxissomal
foi identificada e clonada (Moreira et al., 2004). Foi verificado que os niveis dessa enzima
sdo aumentados durante a transicdo de micélio para a levedura, e durante a exposicao in
vitro do microrganismo a H,O,, sugerindo um possivel papel da catalase na viruléncia de P.

brasiliensis.

Outro gene identificado no transcriptoma de P. brasiliensis e que parece estar
relacionado a defesa antioxidante foi o aox1, que codifica uma oxidase alternativa. Essa
enzima foi encontrada em muitos fungos patogénicos, incluindo C. neoformans, C.
albicans, H. capsulatum e A. fumigatus (Huh & Kang, 1999 ¢ 2001; Johnson et al., 2003).
A oxidase alternativa ¢ enzima de uma via respiratdria complementar que recebe elétrons
diretamente da ubiquinona, reduzindo oxigénio em agua, e produzindo aproximadamente

um ter¢o (1/3) do ATP gerado pelo funcionamento completo da cadeia de transporte de

16



elétrons. Seu papel antioxidante ¢ postulado uma vez que o 6xido nitrico mostra-se um
potente inibidor da citocromo ¢ oxidase, mas nao atua sobre a oxidase alternativa,
permitindo assim a manutencao do fluxo de elétrons na membrana mitocondrial (Missall et
al., 2004). Foi mostrado recentemente que isolados de C. neoformans mutantes para o gene
aox1 apresentaram maior susceptibilidade ao estresse oxidativo in vitro e menor taxa de

mortalidade em modelo murino de infec¢do via inalagao (Akhter et al., 2003).

2.4. Outros determinantes de viruléncia

Enzimas hidroliticas, como proteinases e fosfolipases, também parecem ser
importantes fatores de viruléncia de fungos patogénicos. Estas enzimas quando secretadas
permitem o rompimento de membranas celulares do hospedeiro e da matriz extracelular,
facilitando a disseminacdo e a invasdo de outros tecidos pelo microrganismo. Dentre essas
hidrolases destaca-se a fosfolipase B (PLB1), cujo ortdlogo do gene de C. albicans foi
encontrado no transcriptoma de P. brasiliensis (Tavares et al., 2005). Ibrahim et al. (1995)
demonstraram que isolados de C. albicans cuja atividade de PLB foi aumentada
mostraram-se mais virulentos em modelo de infeccdo murino, enquanto que isolados
mutantes (Aplbl) tiveram sua viruléncia significativamente atenuada quando comparados
ao tipo selvagem e ao mutante reconstituido. Esses resultados demonstram a importancia do
gene plbl para o estabelecimento da infeccao (Leidich ez al., 1998; Mukherjee et al., 2001).
O papel da fosfolipase B como um fator de viruléncia também foi relatado para C.

neoformans (Santangelo et al., 1999; Cox et al., 2001).

Outro potencial fator de viruléncia identificado no transcriptoma de P. brasiliensis
corresponde ao gene da urease (ure), enzima que catalisa a hidrélise da uréia (3), gerando
diéxido de carbono (CO;) e amodnia (NHj3). A amonia reage com a agua (4) formando
hidréxido de amonia (NH4OH). Em condigdes fisiologicas, a amonia pode resultar em um

aumento do pH, importante em ambiente onde o pH seja dcido (Mobley ef al., 1995).
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NH> H,O

| Amonia
C=0 2NH; + CO,
| ure
NH 3
Uréia 2H,0 2NH,OH
Hidroxido
de amoOnia

A urease ¢ descrita como um importante fator de viruléncia da bactéria Helicobacter
pylori, o principal agente causador de ulceras gastricas e duodenais em humanos (Lee ef al.,
1993; Mera, 1995). E proposto que essa enzima atue no micro-ambiente gastro-intestinal,
elevando o pH do meio e, assim, permitindo a sobrevivéncia de H. pylori na mucosa
gastrica e, conseqiientemente, o estabelecimento da infec¢do. De fato, o papel da urease na
colonizacdo dessa bactéria em modelos experimentais ja foi relatado (Eaton & Krakowka,
1994; Tsuda et al., 1994). A urease vem sendo também descrita como fator de viruléncia de
fungos patogénicos como C. neoformans e Coccidioides posadasii, para os quais foi
mostrado que camundongos infectados com isolados mutantes para o gene urel apresentam
menor taxa de mortalidade quando comparados aos animais infectados com o tipo selvagem
(Cox et al., 2000; Mirbod-Donovan et al., 2006). Uma vez que a transcrigdo do gene ure
em H. pylori ¢ induzida em resposta a condi¢des de baixo pH (Akada et al., 2000; Pflock et
al., 2005), admite-se uma possivel regulagdo desse gene por pH em outros microrganismos
que sejam submetidos a ambientes acidos no processo da infec¢do. Apesar do pouco
conhecimento sobre a regulagdo da expressdo do gene urel de fungos, os dados relatados
acima ilustram a importancia do estudo desse gene em microrganismos como P.

brasiliensis, o qual ¢ um patdgeno intracelular facultativo.

Embora a inexisténcia de um sistema de ruptura génica bem estabelecido para P.
brasiliensis dificulte o estudo sobre a importancia dos genes descritos acima na viruléncia
desse patdgeno, sugerimos, com base em relatos da literatura para outros microrganismos

patogénicos ao homem, que tais genes possam ser considerados como potenciais fatores de
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viruléncia desse fungo (Felipe et al., 2005; Tavares et al., 2005). Dentre os candidatos a
fatores de viruléncia de P. brasiliensis, estdo alguns genes que podem participar dos
mecanismos envolvidos com a sobrevivéncia do fungo no interior de macroéfagos, uma vez
que tal ambiente parece representar uma condicao de estresse ao patégeno. Acredita-se que
tais fatores de viruléncia tenham sua expressdo regulada de forma a permitir a replicagdo
e/ou a manutengdo do microrganismo nesse ambiente indspito. Esses fatores,
possivelmente, no ambiente natural de P. brasiliensis, foram selecionados por promoverem
vantagens ao fungo em sobreviver no interior de predadores como amebas e nematdides
(Casadevall et al., 2003). Apesar do fagossomo ser uma organela de dificil estudo, e seu
ambiente bioquimico ser pouco conhecido, sugere-se uma caréncia de carboidratos em seu
interior, possuindo acidos graxos como principal fonte de carbono (Lorenz & Fink, 2001).
Outros aspectos como disponibilidade reduzida de ions ferro e pH 4cido, além de um
ambiente propicio ao estresse oxidativo e a ocorréncia de danos no material genético e no
envelope celular, também vem sendo inferidos para tal organela (Schnappinger et al.,

2003).

Atualmente, nosso grupo tem apresentado bastante interesse no estudo de potenciais
genes de viruléncia de P. brasiliensis. Nesse contexto, estudos por meio de microarranjos
de DNA vém sendo feitos com o objetivo de verificar a expressao de genes de P.
brasiliensis recuperado do interior de macrdéfagos infectados, comparando-se com a
expressdo dos mesmos genes quando do crescimento do fungo em condigdes convencionais
de cultivo in vitro (Tese de doutorado dos alunos Aldo Tavares e Simoneide Silva, em
andamento). Adicionalmente, empreendemos, no trabalho de minha dissertagdo de
mestrado, a analise comparativa da expressdo in vitro de alguns dos potenciais genes de
viruléncia, submetendo-se o fungo a condicdes de estresse compativeis aquelas
provavelmente encontradas no interior de células fagocitarias. Possivelmente esses estudos
permitirdo um melhor entendimento do papel desses fatores no decorrer da infecg¢ao, além

de facilitar a compreensao dos aspectos moleculares dessa patogénese.
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Objetivos e Estratégias Experimentais

Objetivo 1:

Analisar comparativamente a expressao de potenciais genes de viruléncia de P.
brasiliensis quando submetido, in vitro, a diferentes condi¢des de estresse que

possivelmente ocorram no interior de células fagocitarias.

Estratégia experimental:

1. Crescer o fungo P. brasiliensis (levedura) até a fase exponencial em meio de

cultura complexo.

2. Cultivar essas células por diferentes tempos em meio de cultura definido,
submetendo-se o fungo a condi¢des de estresse nutricional ou pH &cido, que

potencialmente ocorram no interior do fagossomo.

3. Proceder a extracdo de RNA das células submetidas ao tratamento em paralelo a

de seus respectivos controles.

4. Analisar a expressdao dos potenciais genes de viruléncia em estudo (ic/l, icl2,
mls1, ady?2 e urel) comparada a expressao do gene constitutivo a- tubulina, por
meio da técnica RT-PCR (do inglés “Reverse Transcriptase — Polimerase Chain

Reaction”).
5. Determinar comparativamente os niveis de expressdo desses genes por

densitometria com o auxilio do programa “Scion Image” e proceder as

respectivas andlises estatisticas.
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Objetivo 2:

Analisar a expressao de genes relacionados ao ciclo do glioxalato quando do co-

cultivo de leveduras de P. brasiliensis e macréfagos murinos.

Estratégia experimental:

l.

Co-cultivar o fungo P. brasiliensis (levedura) com macroéfagos murinos da
linhagem celular J774 por 9 horas. Recuperar as células flingicas por

centrifugacdo apos lise dos macrofagos.

Proceder a extragdo do RNA total das células fungicas e a respectiva
amplificagdo da fragdo poli(A)", empregando o kit “MessageAmp™ aRNA”
(Ambion).

Analisar a expressdo de genes relacionados ao ciclo do glioxalato (ic/l, misl e
ady?) comparada a expressdo do gene constitutivo o-tubulina, por meio da
técnica RT-PCR (do inglés “Reverse Transcriptase — Polimerase Chain

Reaction”).
Determinar comparativamente os niveis de expressdo desses genes por

densitometria com o auxilio do programa “Scion Image” e proceder as

respectivas andlises estatisticas.
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Material

1. Meios de Cultura — Paracoccidioides brasiliensis

Todos os meios foram esterilizados em autoclave a 120°C por 15 min.

1.1) Meio Fava-Neto

Protease peptona 0,3 % (p/v)
Peptona 1 % (p/v)

Extrato de carne 0,5 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)
Dextrose 4% (p/v)

Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
Agar 1,6 % (p/v)

Ajustou-se o pH para 7,0.

1.2) Meio YPD
Extrato de levedura 1 % (p/v)
Glicose 2 % (p/v)
Bacto-peptona 2 % (p/v)

Ajustou-se o pH para 7,5.

1.3) Meio MVM-glicose

Glicose 20,0 g
KH,PO4 1,5¢g
MgS04.7H,0 0,5¢g
CaCl,.2H,0 0,15¢g
(NH4)2SO04 20g
L-asparagina 20¢g
*L-cistina 02¢g
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® Solugdo de vitaminas 10,0 mL

¢ Solu¢do de elementos trago 1,0 mL

Todos os reagentes, exceto as solugdes de vitaminas e elementos traco, foram
misturados e o volume foi completado para 1000 mL. O pH foi ajustado para 7,0 ou 4,5
(dependendo do experimento) com 5 M NaOH. As solugdes de vitaminas e elementos trago
foram esterilizadas por filtracio usando-se membranas do tipo milipore 0,2 um, e

acrescentadas ap6s o meio ter sido autoclavado.

* A cistina foi dissolvida antes de ser misturada ao restante do meio de cultura em
um pequeno volume de dgua destilada aquecida, adicionando-se 1 M NaOH até a completa

dissolucao.

® A solugdo estoque de vitamina é composta (para 100 mL):

hidrocloreto de tiamina 6,0 mg
niacina 6,0 mg
pantotenato de calcio 6,0 mg
inositol 1,0 mg
biotina 0,1 mg
riboflavina 1,0 mg
acido folico 10,0 mg
cloreto de colina 10,0 mg
hipocloreto de piridoxina 10,0 mg

¢ A solugdo estoque de elementos trago é composta (para 100 mL):

H;BO; 5,7 mg
CuS04.5H,0 15,7 mg
Fe(NH4)2(S04),.6H,O 140,4 mg
MnS0O4.14H,0 8,1 mg
(NH4)sM070,4.4H,0 3,6 mg
ZnS0,4.7H,0O 79,2 mg
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1.4) Meio MVM-acetato
O meio MVM-acetato ¢ composto pelos mesmos reagentes do meio MVM-
glicose, sendo a glicose substituida por acetato de sddio (2 %). O pH do meio foi ajustado

para 7,0.

1.4) Meio Agar Base Uréia

Peptona 0,1 % (p/v)
Dextrose 0,1 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)
KH,PO4 0,08 % (p/v)
Na,HPO, 0,12 % (p/v)
Agar 1,6 % (p/v)

Ajustou-se o pH para 7,0.

Apo6s o meio ter sido autoclavado, esperou-se resfriar até aproximadamente 50°C
e adicionou-se, para 100 mL de meio, 5 mL de uma solucdo de uréia 40 % (p/v). Misturou-

se bem e verteu-se cerca de 20 mL de meio por placa.

2. Antibidticos
As solugdes de antibidticos foram esterilizadas por filtragdo usando-se membranas

do tipo milipore 0,2 um, e estocados em ambiente protegido da luz, a -20°C.

2.1) Ampicilina
- Solugdo estoque: 500 U/mL em agua destilada estéril.

- Concentragao final de uso: 0,05 U/mL.
2.2) Neomicina

- Solugdo estoque: 200 mg/mL em dgua destilada estéril.

- Concentragao final de uso: 20 pg/mL.
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3. Solucao corante Verde-Janus
- Solucao estoque: 0,5% (p/v) em agua destilada estéril.

- Concentragao final de uso: 0,05 % (p/v).

A solugdo estoque do corante vital Verde-Janus foi esterilizada por filtragdo

usando-se membranas do tipo milipore 0,2 pm.

4.  Solucgles utilizadas para dosagem dos niveis de acucar redutor

4.1) Solucéo DNS

Acido Dinitrosalicilico 10,0 g
NaOH 2M 200 mL
Tartarato de Sodio e Potassio 150,0 g

O DNS foi dissolvido sob aquecimento na solu¢do de NAOH, sendo acrescentado
o tartarato de so6dio e potassio previamente dissolvidos em 500ml de 4gua destilada
aquecida. A solu¢do foi deixada sob agitagcdo e aquecimento até a completa dissolugdo dos

reagentes. Completou-se o volume de agua destilada para 1000 mL.

4.2) Solucéo estoque de Glicose (3 mg/mL)
Glicose 0,15¢g
H20 destilada 50 mL

Para a construcdo da curva padrdo, a solucdo estoque de glicose foi diluida, com

agua destilada, para as concentragdes finais de: 2,6 mg/mL; 2,4 mg/mL; 2,2 mg/mL; 2,0

mg/mL; 1,8 mg/mL; 1,6 mg/mL; 1,4 mg/mL; 1,2 mg/mL; 1,0 mg/mL; 0,8 mg/mL.
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5.  Solucao de lavagem das células
Tampéo fosfato (PBS) 10X

NaCl 1,5M

NazHPO4 0,1 M

NaNj 0,02 %
O pH foi ajustado para 7,2.

6.  Solugdes utilizadas para extracdo de DNA genémico

6.1) Clorofane

Fenol (equilibrado em pH 7,6) lv
Cloroférmio lv
B-hidroxiquinolina 0,05 % (p/v)

A solugdo foi equilibrada com Tris-HCI 100 mM pH 7,6 e estocada em ambiente
protegido da luz. A manipulacdo foi feita com luvas e o descarte foi feito independente por

tratar-se de solvente organico (Sambrook & Russel, 2001).

6.2) Solucdo estoque de RNAse A

RNAse A 20mg/uL.

A solugao foi preparada em agua Milli Q livre e aquecida a 100°C durante 20 min.

A solucao foi estocada a —20°C.

6.3) Tampéo TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
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7. Solucdes livres de RNAse

Todos os reagentes e aguas utilizados no preparo de solu¢des para o uso em
experimentos com RNA estavam em condigdes livres de RNAse, preparados conforme

descrito por Sambrook & Russel (2001).

8.  Enzimas utilizadas
- Tag DNA polimerase — 2 U/uL (Cenbiot-RS)
- DNAse I livre de RNAse — 1U/uL (Promega)
- SuperScript II Transcriptase Reversa — 200 U/uL (Invitrogen)

9.  Tampdes de enzimas

9.1) Tampéao da Taq DNA Polimerase 10X

Tris-HCI pH 8,3 0,1M
KCl 0,5M
MgCl12 15 mM
BSA 0,1 % (p/v)

9.2) Tampéao da DNAse | 10X

Tris-HCI1 pH 7,8 0,4 M
MgSO4 0,1 M
CaCl2 10 mM

9.3) Tampao da SuperScript Il Transcriptase Reversa 5X

Tris-HCI pH 8,3 0,25M
KCl 0,375 M
MgCl12 15 mM
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10. Solucdes para eletroforese em géis de agarose

10.1) Tampéao de Corrida Tris-EDTA-borato (TEB) 10X

Trizma base 0,89 M
Acido bérico 0,89 M
EDTA 0,02 M

O pH foi ajustado para 8,0 com acido bdrico.

10.2) Tampéao de Amostra para DNA/RNA (10X)

Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,1 % (p/v)
Xileno cianol 0,1 % (p/v)

10.3) Solucéo de Brometo de Etidio
- Solugdo estoque: 10 mg/mL em 4gua destilada.

- Concentragao final de uso: 0,5 pg/mL.

11. Marcadores de massa molecular (MM)

-“100 bp DNA Ladder” (Invitrogen Life Technologies, n° de catalogo:
R310-011) - Fragmentos de DNA de 100 a 1500 pb.

-“100 bp DNA Step Ladder” (Promega, n° de catalogo: G6951) -
Fragmentos de DNA de 100 a 4000 pb.
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Metodologia

1. Manutencao e cultivo do fungo P. brasiliensis

1.1) Condi¢cdo de manutengdo e cultivo do fungo para obtencdo de DNA
gendmico e RNA total visando a padronizacgdo dos experimentos

O isolado PhO1 do fungo P. brasiliensis na forma leveduriforme foi mantido

regularmente em meio s6lido Fava-Neto, em estufa a temperatura de 36,5°C. O fungo era

repicado semanalmente, sendo passado para novo tubo contendo meio de cultura.

Alternativamente, o fungo P. brasiliensis na forma de levedura foi cultivado em
meio liquido YPD (Yeast-Peptone-Dextrose) a 36,5° C e crescido por aproximadamente 7
dias sob agitacao (130 rpm) para obtencao de quantidade de células suficiente para extragao

de acidos nucléicos.

1.2) Condicéo de pré-cultivo para obtencdo de RNA total para analise dos niveis
de expressdo dos potenciais fatores de viruléncia

As condigdes de pré-cultivo a serem utilizadas nos experimentos foram
estabelecidas a partir de uma curva de crescimento em meio YPD, contando-se o niimero
de células vidveis diariamente em Camara de Neubaer por um periodo de 10 dias, e
monitorando-se os niveis de aglicar redutor presente no meio de cultura. Nesse sentido,
inoculou-se 2,5 x 107 células leveduriformes do isolado Ph01 de P. brasiliensis em 100 mL
de meio complexo YPD contendo 0,05 U/mL de penicilina e 20 ug/mL de neomicina. O
fungo foi cultivado por 10 dias a 36,5° C sob agitacdo (130 rpm). Para a contagem do
nimero de células viaveis utilizou-se o corante vital Verde-Janus (0,05%), descrito por
Goihman-Yahr et al. (1980), na razdo de 1:1 amostra-corante. O monitoramento da
quantidade de agticar redutor presente no meio foi feito mediante ensaio de DNS (Acido
Dinitrosalicilico) e esta descrito no item 2 da metodologia. Esses experimentos, realizados
em triplicata, tiveram como objetivo determinar o tempo ideal de cultivo do fungo,

assegurando que todos os tratamentos fossem feitos partindo-se de um indculo de células na
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fase logaritimica (fase log) de crescimento que nao tivessem sido submetidas a uma

condig¢do prévia de caréncia nutricional.

2. Dosagem dos niveis de agucar redutor

Para a dosagem dos niveis de agucares redutores presentes no meio de cultivo
durante o crescimento de P. brasiliensis em YPD, foi construida, primeiramente, uma curva
padrdo utilizando-se solugdes de glicose nas concentracdes de 0,8 a 2,6 mg/mL conforme

especificado na tabela 2.

Tabela 2. Ensaio realizado em diferentes concentragdes de glicose para a constru¢do da curva de
calibragdo a ser utilizada nos experimentos para determinacdo da quantidade de agucar redutor
presente no meio.

Reagentes Teste Branco
Solugdo de Glicose 100uL -
(0,8 a2,6 mg/mL)

H,O 900uL 1000pL
DNS 1500uL 1500pL

As amostras foram fervidas por 5 minutos e resfriadas em banho de dgua fria. Em
seguida foi realizada a leitura em espectrofotometro (UV/Visible Spectrophotometer
Ultrospec 2000 — Amersham®) a 540 nm e os resultados obtidos foram plotados em grafico
(Absorbancia X Concentragdo de Glicose). A amostra intitulada branco foi utilizada como
padrdo para as leituras no espectrofotometro. Os experimentos para a obtencdo da curva

padrao foram feitos em triplicata.

Procedimento similar foi realizado utilizando-se amostras do meio de cultivo de
P. brasiliensis, retiradas diariamente durante o periodo de crescimento do fungo. Os
resultados da ODs4 para as referidas amostras foram aplicados na equagao de reta obtida a

partir da curva padrao.
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3. Cultivo in vitro do fungo em condi¢Ges que potencialmente mimetizam o

interior do fagossomo

3.1)  Cultivo de P. brasiliensis em condicéo de estresse nutricional

Apos crescimento pelo periodo estabelecido de 6 dias em meio YPD (item 1.2), as
células leveduriformes foram coletadas a partir da centrifugacdo de 10 mL da cultura (3000
rpm (1550 g) / 3 min / TA / Rotor 224 / Centrifuga IEC). O sobrenadante foi descartado e
as células foram lavadas duas vezes com tampao PBS 1X estéril, centrifugando-se como
descrito acima. Posteriormente, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio Mac
Veigh-Morton (MVM) (Restrepo & Jimenez, 1980) contendo, como unica fonte de
carbono, 2 % de glicose, para experimentos controle, ou 2 % de Acetato de Sddio, visando
simular um possivel estresse nutricional como o que provavelmente ocorre no interior de
células fagocitarias (Lorenz & Fink, 2002). As células em meio MVM-glicose ¢ MVM-
acetato foram coletadas apods incubagao a 36,5°C por trés diferentes periodos de tempo (0,5
h, 1 h e 5 h), sob agitacdo (150 rpm). Para todos os experimentos, verificou-se, apds o
tempo de cultivo determinado, o niimero de células viaveis e a morfologia. Além disso,
amostras do meio, ap6s o cultivo do fungo, foram utilizadas para dosagem de aglcares
redutores presentes, como especificado no item 2. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

3.2)  Cultivo de P. brasiliensis em pH exdgeno acido

O fungo P. brasiliensis, ap6s crescimento por 6 dias em meio YPD (item 1.2), foi
submetido a uma condigdo de baixo pH exdgeno, visando simular a acidez existente no
interior do fagossomo. Nesse sentido, 10 mL da cultura foi coletada (3000 rpm (1550 g) / 3
min / TA / Rotor 224 / Centrifuga IEC), descartando-se o sobrenadante. As células foram
lavadas duas vezes com tampao PBS 1X estéril e ressuspendidas em 10 mL de meio MVM-
glicose, variando-se o pH. Nesse sentido, as células foram incubadas (36,5°C / 150 rpm)

por diferentes periodos de tempo (0,5 h, 1 h, 5 h e 18 h) em pH 4,5, ou em condigdes
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experimentais controle de pH 7,0. Apods os tempos especificados, as células foram avaliadas
quanto a viabilidade e morfologia, € o pH do meio de cultivo foi medido. Os experimentos

foram feitos em triplicata.

4. Deteccado da atividade da enzima urease de P. brasiliensis

A atividade da enzima urease de P. brasiliensis foi verificada inoculando-se cerca
de 50 mg de fungo (peso imido), crescido durante 6 dias em meio YPD (item 1.2), no
centro de uma placa de Petri contendo 20 mL de meio Agar Base Uréia. As células foram
coletadas por centrifugacdo como descrito anteriormente, e lavadas duas vezes com PBS 1
X estéril antes de serem inoculadas no referido meio. O in6culo foi incubado a 37°C por 3 e
5 h. Esse meio permite a deteccdo rapida da hidrolise de uréia pela formac¢ao de amonia,
que alcaliniza o meio promovendo a mudanga de cor do mesmo para vermelho-parpuro.
Para verificar se a rea¢do alcalina produzida no meio Agar Base Uréia de fato estd sendo
causada pela atividade ureésica, foi feito um controle inoculando-se o fungo em meio

desprovido de uréia.

5. Desenho dos oligonucleotideos visando a amplificacdo dos genes de interesse

Foram desenhados oligonucleotideos especificos para alguns potenciais fatores de
viruléncia identificados no transcriptoma de P. brasiliensis. Dentre eles estdo os preditos
genes icll e icl2 (isocitrato liase 1 e 2, respectivamente), misl (malato sintase), urel
(urease), e o provavel ortdlogo do gene ady2 de S. cerevisiae, que codifica para uma
permease de acetato. Foram também sintetizados oligonucleotideos para amplificagdo de
um fragmento do gene a-tubulina (o-fub), cuja expressao € constitutiva na fase de levedura
de P. brasiliensis. Esse gene servird como controle interno nos experimentos de RT-PCR

semiquantitativa a serem realizados.
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Os oligonucleotideos foram desenhados com base nas seqiiéncias obtidas pelo
Projeto Transcriptoma Diferencial de P. brasiliensis (Felipe et al., 2003 e 2005), utilizando-

se o sofiware Primer 3, disponivel on-line (http:/www-genome.wi.mit.edu). Os

oligonucleotideos foram posteriormente sintetizados pela GenScript Corporation. As

caracteristicas dos iniciadores utilizados nesse trabalho estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3. Dados gerais dos oligonucleotideos sintetizados.

Tamanho do

Iniciador Sequéncia de nucleotideos e tamanho dos Tmem | produto esperado a

iniciadores (MER) 50mM Na*| partir do cDNA

(°C) (pares de base)

5’TUB4f 5’-TTCGTTGATCTGGACCCTTC -3’ (20) 60
3’TUB4f 5’-GGAGGGACGAGCAGTTATCA-3’ (20) 60 199
5’MLSf 5’-TTCAATTTCCCTCCTGACGA-3’ (20) 60
3’MLSr 5’-AGCTGTGGCAATGGGTTAAG-3’ (20) 60 414
5’UREf 5’-GTGACCACTTCCCGATGAAT-3’ (20) 60
3’UREr 5’-GGATTGTGCGGTTCTTGAAT-3’ (20) 60 255
5’ICL1f 5’-GCTCACCCAGATGGTCAAAT-3’ (20) 60
3’ICLIr 5’-AGTATCCGCATCCGCAATAA-3’ (20) 60 265
5’ICL2f 5’-TTGCAGCAGACGTATCCAAG-3’ (20) 60
3’ICL2r 5’-TTCCTTCTCGAATCCCATTG-3’ (20) 60 304
5’ADY2f 5’-GGTTCAACTGCCCCAGTAAA-3’ (20) 60
3’ADY2r 5’-TCCCAGCCAGTAATTGAACC-3’ (20) 60 479

6. Extracdo do DNA gendmico de P. brasiliensis

Para posterior padronizagdo das condigdes experimentais de amplificagdo dos
genes a serem estudados, procedeu-se a extracdo do DNA genomico de P. brasiliensis. O
fungo foi primeiramente crescido em condi¢des previamente descritas no item 1.1. As
células foram coletadas por centrifugacdo (3000 rpm (1550 g) / 5 min / TA / Rotor 224 /
Centrifuga IEC), e o sobrenadante foi descartado. Cerca de 50 mg (peso imido) de células
foram macerados com nitrogénio liquido. Ao p6 obtido adicionou-se 500 pl de tampao de
extragdo (200 mM Tris-HCI pH 8,5; 250 mM NacCl; 25 mM EDTA; 0,5 % SDS). Misturou-
se e agitou-se por 15 minutos em “vortex”. Ao lisado resultante foi adicionado 1 volume de
clorofane, e ap6s homogeneizar, as fases foram separadas por centrifugacdo a 12000 g
durante 1 h a 4°C. A fase aquosa obtida apos a centrifugacdo foi transferida para um novo

tubo, adicionando-se 25 ul de RNAse A (20 mg/mL) e incubando-se por 10 min a 37°C.
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Em seguida, adicionou-se 1 volume de cloroférmio, misturando-se. Procedeu-se a
centrifugacao (12000 g / 10 min / 4°C) e coletou-se a fase aquosa resultante. Adicionou-se
0,54 volume de isopropanol e o DNA precipitado foi coletado por centrifugagao (12.000 g /
5 min / 4°C). O sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado duas vezes com etanol
70 % (5000 g / 5 min / 4°C) e, depois de secado a temperatura ambiente, o mesmo foi

ressuspendido em 50 pl de tampao TE.

7. Padronizacéo das condicdes de amplificacao

Visando a ajustar as condi¢des de PCR para a amplificacdo dos genes de interesse,
foram feitos, para cada gene, dois sistemas, utilizando-se como molde da reacio DNA
gendmico ou cDNA total de P. brasiliensis. O DNA gendmico foi extraido ap6s cultivo do
fungo em meio YPD (item 1.1) utilizando-se a metodologia descrita no item 6. O cDNA
total utilizado para a padronizagdo dos experimentos de PCR foi obtido a partir de RNA

total extraido de P. brasiliensis, crescido como especificado no item 1.1.

Para amplifica¢do partindo-se de cerca de 20 ng de DNA genomico ou de uma
aliquota correspondente a 1/5 (5 pL) da reacdo de sintese de cDNA (item 11.1), as
condi¢cdes de reagdo definidas, em um sistema de 25 pl, foram: tampdao 7ag DNA
Polimerase 1X; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTPs; 0,2 uM de cada oligonucleotideo
especifico e 2U da enzima Tag DNA Polimerase (Cenbiot-RS/Brasil).

Os parametros de amplificagdo adotados foram:

1) Desnaturacdo inicial: 94°C / 2 minutos.

2) Desnaturagdo: 94°C / 1 minuto.

3) Anelamento: 60°C / 1 minuto.

4) Extensdo: 72°C/ 1 minuto.

5) Repeti¢do das etapas de 2 a 4 por 30 vezes.
6) Extensdo final: 72°C / 10 minutos.
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Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %,
baseando-se nas condi¢des padrdo de eletroforese descritas por Sambrook e Russel (2001),

como descrito no item .

8. Analise de 4cidos nucléicos por eletroforese em gel de agarose

O gel de agarose na concentracdo desejada foi feito em tampao TEB 0,5X, sendo

empregado o corante brometo de etideo na concentragdo final de 0,5 pg/mL.

As amostras a serem analisadas foram preparadas adicionando-se tampao de
amostra para uma concentracdo final de 1X. Apods a aplicacdo das amostras, o gel foi
submetido a eletroforese em tampao de corrida TEB 0,5X utilizando-se uma voltagem de
aproximadamente 5V/cm. A visualizacdo dos acidos nucléicos foi feita por meio de

transluminador de luz ultravioleta (UV).

9. Estabelecimento da fase exponencial de amplificagdo

Para posterior andlise quantitativa dos niveis de expressdo dos genes em estudo,
determinou-se o numero de ciclos correspondente a fase exponencial de amplificagdo. Uma
vez que o numero otimo de ciclos adotado deve ser o mesmo para a amplificacdo do gene
em estudo e do controle interno (Marone et al., 2001), procedeu-se uma PCR multiplex
utilizando-se, a partir de um mesmo molde, os pares de oligonucleotideos para amplificacao
do gene de interesse e do gene constitutivo a-fub. O molde utilizado foi uma aliquota
correspondendo a 1/5 do produto da reagdo de transcri¢do reversa feita a partir de 2 pg do
RNA total de P. brasiliensis crescido em meio YPD a 36,5° C / 130 rpm (item 1.1). Para
todos os genes foram feitas PCRs seguindo-se as condi¢des descritas anteriormente,
variando-se o numero de ciclos (24, 27, 30, 33 e 36 ciclos). O resultado da PCR foi

analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5%.
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10. Extracdo de RNA total de P. brasiliensis

As células cultivadas nas diferentes condicdes de estudo, descritas no item 3,
foram coletadas por centrifugagdo (3000 rpm / 3 min / T.A. / Rotor 224 / Centrifuga IEC) e
o sobrenadante foi descartado. Cerca de 180 mg de células (peso umido) foram empregados
para extracdo de RNA total. A essa massa de células foi adicionado ImL do reagente
Trizol® (Invitrogen) e micro pérolas de vidro (Sigma). A lise das células foi realizada por
continuada agitacdo em “vortex” por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, a
extracdo do RNA total foi realizada conforme especificado pelo fabricante do reagente
Trizol® (Invitrogen). Centrifugou-se a amostra por 1 min a 10000 g (T.A.), transferindo-se
o sobrenadante para novo tubo e descartando-se os debris sedimentados (repetiu-se esse
procedimento). A amostra coletada adicionou-se 200 pl de cloroférmio, misturando-se
vigorosamente. Posteriormente, a mistura foi centrifugada (12.000 g / 15 min / 4°C) ¢ a
fase aquosa resultante foi transferida para novo tubo. Adicionou-se 500 pl de isopropanol e,
apos 10 min de incubagdo a temperatura ambiente, a amostra foi novamente centrifugada
(12.000 g / 10 min / 4°C). O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado duas
vezes com etanol 70% (7500 g / 5 min / 4°C). Em seguida deixou-se o sedimento secando a
temperatura ambiente e, posteriormente, o mesmo foi ressuspendido em 100 pl de agua

Milli Q.

11. Tratamento do RNA total com DNAse | livre de RNAses

Apds quantificagdo por espectofotometria e verificagdo da integridade do RNA
total por eletroforese em gel de agarose 1%, em condigdes livre de RNAse (Sambrook &
Russel, 2001), cerca de 10 pg do RNA total obtido foi submetido a tratamento com DNAse
I livre de RNAse (Promega) a fim de se eliminar qualquer trago residual de contaminagdo
por DNA gendmico. As condigdes de tratamento com DNAse I, para um volume final de
25 uL de reacdo, foram: Tampao da DNAse I 1X; 10 U da enzima DNAse I livre de RNAse
(Promega). O tratamento foi realizado a 37° C por 30 minutos, parando-se a reagdo pela

adi¢do de EDTA 2,5 mM (concentragdo final) e aquecendo-se a 65° C por 10 minutos.
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Ap0s precipitagdo padrdo com etanol (Sambrook & Russel, 2001), o RNA total tratado com
DNAse I livre de RNAse foi novamente quantificado e analisado por eletroforese em gel de
agarose 1%, sendo todos os procedimentos realizados em condi¢des livres de RNAse

(Sambrook & Russel, 2001).

12. RT-PCR semiquantitativa

12.1) Sintese da Primeira Fita de cDNA

A reagdo de sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de 2 pg de RNA
total da forma de levedura de P. brasiliensis cultivado de acordo com as condi¢oes
especificadas nos itens 1 e 3, e tratado com DNAse I livre de RNAse (como descrito no
item 10). A essa quantidade de RNA total foi adicionado 0,5 pg de iniciador dT, - 13, sendo
a mistura incubada a 70°C / 10 minutos, e imediatamente colocada no gelo por cerca de 1
minuto. Em seguida, para um volume final de 25 uL, os seguintes reagentes foram
adicionados (para as concentracdes finais indicadas): tampdo da transcriptase reversa 1X;
DTT 8 mM; dNTPs 0,4 mM cada. Ap6s incubagdo a 42°C por 2 minutos, 200U da enzima
transcriptase reversa (SuperScript II, Invitrogen) foram adicionadas para cada sistema,
seguido de incubagdo a 42°C por 1 h. Finalmente, a enzima foi desnaturada aquecendo-se a
70°C por 20 minutos. Para todos os sistemas foi feito controle da RT-PCR omitindo-se a
enzima transcriptase reversa, para verificar uma possivel contaminagdo por DNA

genodmico.

12.2) PCR

Uma aliquota correspondente a 1/5 (5 uL) da reacdo de sintese de cDNA foi
submetida a reagdo de amplificagdo em um volume final de 25 pL contendo: tampao Tagq
DNA Polimerase 1X; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM dNTPs; 0,2 uM de cada oligonucleotideo

(tendo sido utilizado na mesma reacdo um par de oligonucleotideos especificos para um
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potencial gene de viruléncia em estudo, e o par de oligonucleotideos referente ao controle

interno a-tub); 2U da enzima Tag DNA Polimerase (Cenbiot-RS/Brasil).

As etapas de amplificagdo utilizadas foram as mesmas anteriormente padronizadas
(item 7), exceto pelo nimero de ciclos, utilizando-se 25. Os produtos da PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 %.

13. Anélise da expressdo de potenciais genes de viruléncia do fungo P. brasiliensis

recuperado de macrofagos peritoniais de camundongo

Para verificagdo dos niveis de expressdo de potenciais genes de viruléncia de P.
brasiliensis quando da interacdo hospedeiro-patégeno, também foi utilizado, nos
experimentos de RT-PCR semiquantitativa, RNA do fungo obtido a partir da co-cultura de
células de leveduras de P. brasiliensis € macrofagos peritoniais de camundongo (linhagem
Balb/C). Apos o co-cultivo por um periodo de 6 horas, as células de macrofagos foram
lisadas e o fungo recuperado por centrifugagdo. Seqiiencialmente, procedeu-se a extragao
do RNA total e & respectiva amplificacdo da fragdo poli(A)" (MessageAmp™ aRNA Kit -
Ambion). Uma aliquota do mRNA amplificado foi gentilmente cedida pelos alunos de
doutorado Aldo Tavares e Simoneide Silva (tese de doutorado em andamento) para andlise
da expressdo de alguns genes em estudo. Nesse sentido, 300 ng de mRNA foi utilizado
como molde nos experimentos de RT-PCR semiquantitativa, com base no protocolo
descrito no item anterior (11), diferenciando-se apenas quanto a utilizagdo de Randon
Primers como iniciadores nas reagdes de sintese da primeira fita de cDNA (0,5 pg / reacao).
Como controle dos experimentos, foi utilizado RNA de P. brasiliensis cultivado in vitro em
meio Fava-Neto por 7 dias, e também submetido ao procedimento de amplificacdo. As
reacdes de PCR para amplificagdo dos genes de interesse para as andlises de expressao

nessas condi¢gdes foram feitas em duplicata.
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14. Quantificacdo dos niveis de expressdo génica utilizando-se o programa “Scion

Image”

A andlise dos resultados obtidos visando a quantificacdo dos niveis de expressao do
gene de interesse foi feita por densitometria, utilizando-se o programa “Scion Image”,

disponivel no enderego da internet http://www.scioncorp.com. Os niveis de expressao do

gene da a-tubulina, constitutivo para forma leveduriforme de P. brasiliensis, permitiram a
normatizagao dos resultados. A partir dos valores obtidos por densitometria, referentes a
cada fragmento de DNA amplificado, foi determinada a razdo entre o nivel de expressao
dos potenciais genes de viruléncia em relagdo a expressdo do gene controle (a-fub), para
cada uma das condi¢des (tratamento e controle) empregadas. Comparando-se os valores das
razdes obtidas (gene de interesse / a-tub) a partir da condi¢do experimental (estresse
nutricional, ou cultivo do fungo em pH dacido, ou ainda da co-cultura com macréfagos
peritoniais de camundongos) aquelas obtidas para a condi¢ao controle de cultivo, é possivel
verificar se estd ocorrendo regulagcdo positiva ou negativa do gene em estudo quando da

submissao do fungo a tais condicdes.

15. Analise estatistica dos resultados

As andlises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa de computador
“Mynova”, versao 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). Os dados estdo apresentados como
médias +/- SEM (erro padrao da média). Para comparacdes entre dois dados (condig¢ao
experimental X condigdo controle) foi utilizado o teste-t de Student, sendo considerados os

valores de P < 0,05 como significativamente diferentes.
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Resultados e Discussdo

1. Estabelecimento da condicéo de pré-cultivo do fungo P. brasiliensis

Embora o fungo P. brasiliensis seja o agente etioldogico de uma das mais prevalentes
micoses sistémicas que atinge o continente latino-americano (Franco, 1987), até o presente
momento muito pouco ¢ conhecido a respeito de seus fatores de viruléncia. Recentemente,
os resultados obtidos pelo Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis,
(Felipe et al., 2003 e 2005) possibilitaram a identificagdo de ortdlogos de genes envolvidos
no processo de infec¢do e viruléncia em outros organismos patogénicos (Tavares et al.,
2005). Acredita-se que a inducgdo desses potenciais fatores de viruléncia de P. brasiliensis
pode viabilizar a sobrevivéncia desse patdgeno intracelular facultativo perante as defesas
do hospedeiro, conduzindo ao estabelecimento da infecgdo. O estudo da regulacdo da
expressdao desses candidatos a fatores de viruléncia facilitarda a compreensdao do papel
desses genes no processo de infec¢cdo, bem como o entendimento dos mecanismos adotados

pelo fungo para o escape do sistema de defesa do hospedeiro.

No intuito de verificar os niveis de expressao de alguns genes que possivelmente
possam estar relacionados a habilidade de P. brasileiensis em sobreviver e se replicar no
interior de macrofagos, estabeleceu-se primeiramente as condi¢cdes de cultivo a serem
empregadas visando aos experimentos seguintes, nos quais o fungo sera submetido a
diferentes tratamentos que potencialmente mimetizam o interior do fagossomo. Nesse
sentido, foi feita uma curva de crescimento em meio complexo YPD do isolado Ph01 de P.
brasiliensis na forma de levedura, inoculando-se 2,5 x 10’ células em 100 mL de meio e
mantendo-se a 36,5°C sob agitagdo. Além disso, as condi¢des nutricionais da cultura
também foram consideradas, monitorando-se o nivel de actcar redutor presente no meio
durante 0 mesmo periodo de tempo (Figura 3). Os resultados obtidos a partir da dosagem
dos niveis de agucar redutor (ODs49) foram aplicados a curva de calibragdo construida (y =
0,2906x — 0,1481; R* = 0,9969). Esses experimentos foram realizados em triplicata, sendo

o erro padrao representado pela barra de erro da figura 3.
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Figura 3. Curva de crescimento da forma de levedura do isolado Pb01 de P. brasiliensis
e monitoramento do consumo de glicose pelo fungo. Foram inoculadas 2,5 x 107 células
de P. brasiliensis em 100 mL de meio YPD a 36,5°C sob agitacdo (130 rpm). Nos
intervalos de tempo indicados, aliquotas da cultura foram utilizadas para contagem de
células viaveis e para a dosagem dos niveis de agtlicar redutor presentes no meio.

Os resultados obtidos nesses experimentos permitiram a defini¢do do tempo de
cultivo do fungo em meio YPD, para utilizacao dessas células em experimentos cultivando-
se P. brasiliensis em condigdes similares aquelas encontradas no fagossomo. O tempo
estabelecido, no qual as células encontram-se na fase log e ndo foram ainda submetidas a

condi¢des de caréncia nutricional, foi de 6 dias de pré-cultivo (Figura 3).

2. Padronizacéo das condi¢bes de amplificacdo dos genes a serem estudados
As condi¢des de PCR a serem utilizadas foram padronizadas empregando-se como

molde da reagdo o cDNA total ou o DNA genomico de P. brasiliensis. Utilizando-se como

molde um quinto (1/5) da reagdo de transcri¢do reversa na qual foram utilizados cerca de 2
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nug do RNA total extraido do fungo crescido em meio YPD, observou-se a amplificacao de
um fragmento de DNA de tamanho esperado (conforme descrito na tabela 3) para todos os
genes analisados (Figura 4). Esses resultados indicam que as condi¢des de amplificacio

utilizadas sdo adequadas para os estudos de analise de expressdo génica.

Figura 4. Padronizacdo das condi¢Ges de amplificagdo de potenciais genes de viruléncia utilizando-
se como molde da PCR um quinto (1/5) da reagdo de transcrigdo reversa na qual foram utilizados
cerca de 2 ug do RNA total extraido do fungo (nimeros impares) ou 20 ng de DNA gendmico
(numeros pares) de P. brasiliensis. A anélise da PCR foi feita por eletroforese em gel de agarose
1,5%, corado com brometo de etideo. As condi¢des da PCR foram padronizadas para os seguintes
genes em estudo: a-tub (1 € 2), icll (3 e4),icl2 (5¢6), misl (7e8),ady2 (9e10)eurel (11 ¢ 12).
M: Marcador de massa molecular (100 bp “DNA ladder”, Promega).

Quando foi utilizado cerca de 20 ng DNA gendmico de P. brasiliensis como molde
da reacdo, houve amplificacdo para todos os genes em estudo, exceto para o gene a-tub
(Figura 4), que serd empregado como controle interno nos experimentos futuros de andlise
quantitativa dos niveis de expressdo génica de potenciais fatores de viruléncia desse
microrganismo. Além disso, esse experimento permitiu verificar a presenga de introns na
regido flanqueada pelos iniciadores empregados para os genes icll, icl2, mis1 e ady2, como
mostrado pela amplificacdo de um fragmento de DNA de tamanho maior que o esperado

(Figura 4).

3. Estabelecimento da fase exponencial de amplificacéo
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Para uma analise quantitativa dos niveis de expressdo génica pela técnica de RT-
PCR, ¢ importante selecionar o nimero apropriado de ciclos de amplifica¢do, o qual deve
corresponder a fase exponencial (fase log), ndo tendo sido alcancado o plato da reacdo, que
impossibilita quantificagdes. A fase exponencial pode ser experimentalmente determinada a
partir da clara visualizagdo, em gel de agarose, do aumento da intensidade da banda
correspondente ao produto de PCR avaliado a medida que o numero de ciclos de
amplificacdo ¢ aumentado (Marone et al., 2001). Nesse sentido, apds padronizagdo das
condi¢des de PCR, determinou-se o nimero de ciclos no qual a amplificagdo encontra-se na
fase exponencial, o que permite uma analise quantitativa dos niveis de expressao génica.
Para todos os genes foram feitas PCRs variando-se o ntimero de ciclos de amplificagao (24,
27, 30, 33 e 36 ciclos). Utilizou-se como molde dessas reagdes 1/5 do produto da reagdo de
transcri¢do reversa obtido a partir de 2 pg de RNA total de P. brasiliensis cultivado em
meio YPD, sendo amplificado em todos os sistemas, além do gene de interesse, o gene -
tub, cuja expressdo ¢ constitutiva na fase de levedura de P. brasiliensis. Dessa forma, o
nimero 6timo de ciclos deve ser o0 mesmo para o gene em estudo e o gene a-fub, que
servira como controle interno nos experimentos de RT-PCR semiquantitativa a serem

realizados.

Na figura 5 sdo apresentados os resultados obtidos para os genes potencialmente
relacionados a viruléncia de P. brasiliensis que serdo objetos de estudo nesse trabalho. Os
resultados obtidos apresentaram padrdes similares para todos os genes. Nesse sentido, para
as analises dos niveis de expressao desses potenciais fatores de viruléncia, foi estabelecido
o numero de 25 ciclos a ser utilizado nas reagdes de PCR semiquantitativas. Para todos os
genes, verificou-se aumento na intensidade das bandas correspondentes a amplificagdo dos
fragmentos de DNA de tamanhos esperados quando se aumentou o nimero de ciclos de 24

a 30, demonstrando que nessa faixa nao foi atingido o platd da reacgao.
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Figura 5. Determinagdo da faixa exponencial de amplificagdo para os potenciais genes de
viruléncia de P. brasiliensis a serem estudados. As amplificagcdes foram realizadas por 24, 27,
30, 33 e 36 ciclos. Os produtos de PCR correspondentes a 4/5 do volume da reagdo de
amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo
de etideo. O experimento foi feito para os genes icl/l (A), icl2 (B), mis1 (C), ady2 (D) e urel
(E). Em todos os casos, o fragmento de DNA inferior corresponde ao gene da a-tubulina (a-
tub), empregado como controle interno. M: Marcador de massa molecular (100 pb “DNA
Ladder”, Invitrogen -A e E- ou Promega -B, C ¢ D — a banda mais intensa representa um
fragmento de DNA de 500 pb).

4. Analise comparativa dos niveis de expressdo dos genes icll, icl2, mlsl e ady2 de

P. brasilienesis cultivado, in vitro, em diferentes condi¢6es nutricionais

44



Os macrofagos apresentam-se como células de defesa centrais no combate a
patogenos intracelulares. Ao serem fagocitados pelos macréfagos, os microrganismos siao
expostos a inimeras moléculas antimicrobianas, como EROs e ERNs, além do fagossomo
representar um ambiente de pH baixo e de ser nutricionalmente pobre. Essas condi¢des de
estresse exigem mecanismos que permitam a sobrevivéncia desses patogenos intracelulares,
como resisténcia a moléculas microbicidas e adaptacdo ao ambiente existente no interior

das células fagocitarias (Finlay & Falkow, 1997; Schnappinger ef al., 2003).

Dentre as adaptagdes necessarias a microrganismos capazes de persistir no interior
de macrofagos, estd a habilidade de assimilar fontes de carbono como 4cidos graxos e
produtos da degradagdo lipidica, disponiveis nesse ambiente (Schnappinger et al., 2003;
Muiioz-Elias & McKinney, 2005). Uma das vias metabdlicas requeridas por muitos
microrganismos para utilizacdo dessas fontes de carbono ¢ o ciclo do glioxalato, que
possibilita a produgao de energia a partir de compostos de dois carbonos (Finlay & Falkow,
1997; Muinoz-Elias & McKinney, 2005). Nas seqiiéncias promotoras dos genes ic/l e mlsl
de S. cerevisiae, que codificam, respectivamente, as enzimas chaves do ciclo do glioxalato
isocitrato liase e malato sintase, foram identificados elementos responsivos a fonte de
carbono (CSRE), cuja repressao foi observada em presenca de glicose (Scholer & Schiiller,
1994; Caspary et al., 1997). Adicionalmente, Rude et al. (2002) verificaram que a
expressdo do gene ic/l ¢ induzida quando C. neoformans ¢ cultivado em meio contendo
como unica fonte de carbono acetato ou etanol, ou ainda em meios com baixa
disponibilidade de glicose. Nesse contexto, para analise da expressao dos genes ic/l e mlsl
do isolado PHO1 de P. brasiliensis, na forma de levedura, o fungo foi submetido a condicao
de caréncia nutricional, tendo acetato como unica fonte de carbono. Esses experimentos

tiveram como objetivo mimetizar um possivel estresse que ocorre no interior de células

fagocitarias.
Nesse sentido, depois de crescido em meio YPD por 6 dias como estabelecido

previamente (Figura 3), o fungo foi cultivado por diferentes tempos (0,5 h, 1 h e 5 h) em

meio MVM-acetato e em meio MVM-glicose (controle). Os experimentos foram realizados
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em triplicata, sendo sempre verificada, ap6s o periodo determinado de cultivo, a morfologia
e a viabilidade das células de P. brasiliensis. Em todos os experimentos, o numero de
células viaveis manteve-se constante em uma faixa de 90-95 %, ndo sendo observadas
diferencas entre as leveduras de P. brasiliensis cultivadas em meio contendo glicose ou
acetato como unica fonte de carbono. Na figura 6 ¢ possivel verificar que apds 5 horas de
cultivo em meio MVM-acetato, as células leveduriformes de P. brasiliensis nao
apresentaram alteragdes morfologicas, e a ocorréncia de células mortas (células coradas em
azul) foi baixa. Resultados similares foram obtidos para as células cultivadas em meio

MVM-glicose (dados ndo mostrados).

Figura 6. Analise da viabilidade de células leveduriformes
de P. brasiliensis ap6s cultivo por 5 horas em meio contendo
acetato como Unica fonte de carbono. As células foram
coradas com o corante Verde-Janus e visualizadas por
microscopia otica em aumento de 40 vezes. As leveduras
ndo apresentaram alteragdes morfologicas e o indice de
células inviaveis (c€lulas coradas em azul) foi de
aproximadamente 5 %, como também observado para o
controle no qual o fungo foi crescido em presenca de glicose
(dados ndo mostrados).

Adicionalmente, os niveis de agucar redutor presentes no meio apds cultivo do
fungo foram dosados. No meio MVM-acetado, em todos os experimentos, ndo foi

verificada presenca de agticar redutor, como esperado. J4 no meio MVM-glicose, os niveis
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de actcar redutor mantiveram-se praticamente constantes apos cultivo do fungo nos
diferentes periodos de tempo, observando-se uma pequena queda de aproximadamente 0,1

% da quantidade de glicose presente no meio apods 5 h de cultivo.

As células de P. brasiliensis recuperadas ap6és cada ensaio tiveram ainda seu RNA
total extraido (item 10 da metodologia), quantificado por espectofotometria e analisado por
eletroforese em gel de agarose 1% em condigdes livres de RNAses, sendo observado um

perfil eletroforético compativel ao de uma preparacdo de RNAs intactos (Figura 7).

Figura 7. Perfil eletroforético do RNA total extraido do fungo
P. brasiliensis cultivado em meio MVM-glicose ou meio
MVM-acetato. Uma aliquota correspondente a
aproximadamente 2 pg de RNA total foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de
etideo, em condicoes livres de RNAse. Pogos 1, 3 ¢ 5: RNA
total de P. brasiliensis cultivado em meio MVM-glicose (2 %
de glicose) por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente. Pogos 2, 4 ¢
6: RNA total de de P. brasiliensis cultivado em meio MVM-
acetato (2 % de acetato de sodio) por 0,5 h, 1 h e 5 h,
respectivamente.

Ap6s tratamento com DNAse I livre de RNAse para eliminar possivel contaminagao
com DNA genomico, o RNA total foi precipitado com etanol, ¢ novamente quantificado e

analisado por eletroforese em gel de agarose 1%, mostrando-se intacto (Figura 8).
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Figura 8. Perfil eletroforético do RNA total do fungo P.
brasiliensis ap6s tratamento com DNAse I livre de RNAses.
Uma aliquota correspondente a aproximadamente 1 pg de
RNA total tratado com DNAse I foi analisada por eletroforese
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo, em
condicdes livres de RNAse. Pocos 1, 3 e 5: RNA total de P.
brasiliensis cultivado em meio MVM-glicose (2 % de glicose)
por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente. Pocos 2, 4 ¢ 6: RNA total
de de P. brasiliensis cultivado em meio MVM-acetato (2 % de
acetato de sodio) por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente.

Posteriormente, uma aliquota de 2 nug do RNA total tratado com DNAse I foi
utilizada em uma reacdo de transcri¢cdo reversa, conforme descrito no item 12.1 da
metodologia. Um quinto do produto dessa reagdo foi posteriormente utilizado em uma PCR
semiquantitativa visando analisar os niveis de expressdo dos genes ic/l, icl2, mis1 e ady2
apo6s cultivo do fungo em condi¢dao de estresse nutricional, comparando-se aos niveis de
expressdo obtidos em condi¢do controle do experimento. O controle interno constitutivo
empregado foi o gene da a-tubulina (a-fub), sendo utilizado como base comparativa para
quantificagdo dos niveis de expressdo dos genes de interesse. Resultados obtidos para os
genes icll, icl2, mis1 e ady2, a partir de RT-PCR semiquantitativa, estdo mostrados na

figura 9 (A, B, C e D, respectivamente).
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Figura 9. Analise comparativa da expressdo dos genes icll (A), icl2 (B), mis1 (C) e ady2 (D) de P.
brasiliensis quando do cultivo do fungo por diferentes intervalos de tempo em meio contendo 2 %
de glicose (MVM-glicose) ou 2 % de acetato de s6dio (MVM-acetato) como unica fonte de
carbono. A verificagdo dos niveis de expressdo génica foi feita em triplicata por meio de RT-PCR
semiquantitativa. A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 2 pg de RNA total isolado de
P. brasiliensis, ap6s cultivo nas diferentes condigdes. Uma aliquota correspondendo a 1/5 da reagéo
de sintese de cDNA (5uL), foi empregada como molde para amplificagdo, em uma mesma reagao,
de um fragmento do gene de interesse (ic/l, icl2, mis1 ou ady2) e do gene constitutivo a-tub. Para
todos os experimentos, o fragmento de DNA inferior representa a por¢do amplificada do gene a-
tub, empregado como controle interno da reagdo. Vinte pL da PCR foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo. Pogos 1, 3 e 5: RT-PCR feita a
partir do RNA total de P. brasiliensis cultivado em meio MVM-glicose por 0,5 h, 1 h e 5 h,
respectivamente. Pocos 2, 4 ¢ 6: RT-PCR feita a partir do RNA total de P. brasiliensis cultivado em
meio MVM-acetato por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente. M: Marcador de massa molecular 100
“base pair DNA ladder”, Invitrogen (A) ou Promega (B, C e D) — a banda mais intensa representa
um fragmento de DNA de 500 pb.

Para quantificagdo dos resultados, utilizou-se o programa “Scion Image”,
procedendo-se conforme especificado no item 14 da metodologia. A partir dos valores
obtidos por densitometria referentes aos fragmentos de DNA amplificados (Figura 9), as
razdes entre os niveis de expressdo dos potenciais genes de viruléncia (ic/l, ic/2, mis1 ou
ady2) e do gene constitutivo a-tub foram determinadas, quando do cultivo do fungo em
meio MVM-acetato e em meio MVM-glicose, por trés diferentes tempos (0,5 h; 1 h; e 5 h).

Esses resultados estdo mostrados nas figuras 10 (icl/l e icl2) e 11 (mlis]1 e ady?2).
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Figura 10. Analise semiquantitativa dos niveis de expressdo dos genes ic/l (A) e icl2 (B) de P.
brasiliensis feita utilizando-se ferramentas do programa “Scion Image”. Os resultados referentes
aos niveis de expressdo dos genes ic/l (Figura 9A) e ic/2 (Figura 9B) foram quantificados por
densitometria empregando-se o programa “Scion Image” (http:/www.scioncorp.com). Os
graficos A e B mostram, respectivamente, a média das razdes entre o nivel de expressdo dos
genes icll e icl2 de P. brasiliensis, e o controle interno a-tub. As barras de erro representam o
erro padrao dos experimentos. As andlises estatisticas dos resultados obtidos por densitometria
foram feitas utilizando-se o programa de computador ‘“Mynova”, versdo 1.3 (S. Brooks,
Copyright 1993). O teste aplicado foi o teste-t de Student. *p<0,05.
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Figura 11. Analise semiquantitativa dos niveis de expressdo dos genes misl (A) ¢ ady2 (B) de P.
brasiliensis feita utilizando-se ferramentas do programa “Scion Image”. Os resultados referentes
aos niveis de expressao dos genes mis1 (Figura 9C) e ady2 (Figura 9D) foram quantificados por
densitometria empregando-se o programa “Scion Image” (http://www.scioncorp.com). Os
graficos A ¢ B mostram, respectivamente, a média das razdes entre o nivel de expressdo dos
genes mis1 e ady2 de P. brasiliensis, e o controle interno a-tub. As barras de erro representam o
erro padrao dos experimentos. As analises estatisticas dos resultados obtidos por densitometria
foram feitas utilizando-se o programa de computador “Mynova”, versao 1.3 (S. Brooks,
Copyright 1993). O teste aplicado foi o teste-t de Student. *p<0,05.
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Como mostrado na figura 10A, verifica-se um significativo aumento nos niveis de
expressao do gene ic/l de P. brasiliensis quando do cultivo do fungo em auséncia de fontes
complexas de carbono (meio MVM-acetato), comparando-se aos correspondentes controles
cultivados em presenca de glicose (meio MVM-glicose). Esses resultados sugerem que a
expressao do gene icll de P. brasiliensis ¢ dependente da fonte primaria de carbono, sendo

corroborados por dados da literatura obtidos para outros organismos.

De acordo com resultados obtidos em experimentos de “Northern blot”, Rude et al.
(2002) verificaram um significativo aumento nos niveis de expressdo do gene ic/l de C.
neoformans cultivado em presenca de acetato, além da nao deteccdo do transcrito em
presenca de glicose. Em contrapartida, os resultados desse trabalho mostram um nivel basal
de expressao do gene ic/l de P. brasiliensis mesmo quando do cultivo do fungo em meio
contendo glicose como tnica fonte de carbono (Figuras 9A e 10A). E importante ressaltar
que a metodologia empregada para analise de expressao de genes nesse trabalho (RT-PCR
semiquantitativa) apresenta uma maior sensibilidade quando comparada a metodologia de
“Northern blot”, o que poderia explicar os diferentes resultados obtidos por ambos os
grupos. Além disso, Felipe et al. (2005) também mostraram a detecc¢ao do transcrito ic/l de
células leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas em condicao padrio, contendo glicose
como fonte de carbono. Embora esses dados corroborem os resultados aqui observados,
vale ressaltar que os niveis de agucar redutor presentes no meio, apos crescimento do fungo
por 7 dias, ndo foram monitorados, podendo-se especular uma possivel submissdo do
fungo a condi¢do de estresse nutricional, resultando no grande acimulo verificado para o

transcrito ic/l, conforme detectado nos experimentos de “Northern blot”.

Adicionalmente, Bentrup et al. (1999) verificaram uma diminui¢do nos niveis
protéicos de ICL1, bem como na atividade dessa enzima de Mycobacterium avium e M.
tuberculosis, quando essas bactérias foram cultivadas em presenga de glicose, comparando-
se ao cultivo em acetato. O aumento na atividade enzimatica de ICL1 nessas condi¢des
também foi verificada para Candida lipolytica (Matsuoka et al., 1980). Esses e os demais
dados aqui apresentados sugerem que a regulagdo do gene ic/l pode ocorrer em nivel

transcricional, pos-transcricional, traducional e/ou pos-traducional.

52



A existéncia de dois genes que codificam a enzima isocitrato liase (ic/l e icl2) em
Mycobacterium tuberculosis foi recentemente descrita por Muios-Elias & McKinney
(2005). Os mesmos autores verificaram que apenas o duplo mutante para os genes icll e
icl2 ¢ incapaz crescer em meio contendo unicamente acetato como fonte de carbono. Além
disso, o duplo mutante reconstituido com um dos genes que codificam para ICL em M.
tuberculosis teve sua capacidade de utilizar acetato como fonte de energia restaurada,
sugerindo um papel redundante dessas duas enzimas (Mufios-Elias & McKinney, 2005).
Entretanto, conforme mostrado na figura 10, o possivel gene ic/2 de P. brasiliensis
apresenta diferente padrdo de expressdo quando comparado ao gene que codifica a outra
isoforma. Em oposi¢ao aos resultados obtidos para ic/1, para o gene icl2 parece nao haver
alteracdo nos niveis de seu respectivo mRNA em resposta ao cultivo do fungo em meio

MVM-acetato, comparando-se ao cultivo em meio MVM-glicose (Figura 10B).

Resultados obtidos por meio de andlises computacionais, pelo aluno Luciano
Procépio (dissertagdo de mestrado, em preparagdo), demonstraram que as seqiiéncias
parciais de residuos de aminodcidos dos genes icll e icl2 de P. brasiliensis sdo
significativamente diferentes, apesar da identificagdo de dominios caracteristicos da enzima
isocitrato liase em ambas as seqiiéncias. Andlises adicionais utilizando-se a ferramenta

BLASTx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) mostraram que os referidos genes

apresentam similaridade com seqiiéncias correspondentes a proteinas com atividade
isocitrato liase de outros microrganismos. Entretanto, por meio dessas analises € possivel
verificar uma grande identidade entre a seqiiéncia de residuos de aminoécidos relacionada a
ICL2 de P. brasiliensis e seqiiéncias correspondentes a enzima 2-metil-isocitrato liase de
outros fungos (resultados obtidos pelo aluno Luciano Procopio). Com base nesses dados,
sugere-se que o gene icl2 de P. brasiliensis possa codificar a enzima 2-metil isocitrato liase,
importante no ciclo do metilcitrato. A grande similaridade entre a seqiiéncia de residuos de
aminoacidos das enzimas isocitrato liase e 2-metil isocitrato liase de S. cerevisiae,
codificadas respectivamente pelos genes ic/l e icl2, levou a suposi¢do inicial de que ICL2
tratava-se de uma proteina ndo funcional, ja que a introdugao de multiplas copias de ic/2 ao

mutante Aic/l ndo restaurava a capacidade da levedura em produzir energia a partir de
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compostos de dois carbonos (Heinisch et al., 1996). Estudos posteriores mostraram que o

gene icl2 de S. cerevisiae codifica a enzima 2-metil isocitrato liase (Luttik ez al., 2000).

O ciclo do metilcitrato permite a utilizacdo de propionato como fonte da carbono
para produgcdo de energia. Recentemente, Brock (2005) mostrou que mutantes de
Aspergillus nidulans para o gene mcsA, que codifica a enzima 2-metil-isocitrato liase, ndo
crescem a partir de propionato como unica fonte de carbono. Adicionalmente, 0 mesmo
grupo nao observou diferengas na taxa de crescimento de isolados mutantes para esse gene
comparando-se ao tipo selvagem, quando do cultivo do fungo em meio contendo acetato ou
glicose (Brock & Buckel, 2004), sugerindo que a regulagao do gene mcsA de Aspergillus
nidulans ndo ¢ diretamente alterada por essas fontes de carbono. Esses dados corroboram a
hipotese de que o gene icl2 de P. brasiliensis possa codificar a enzima 2-metil-isocitrato
liase, ja que os niveis do referido mRNA mostraram-se muito semelhantes quando o fungo
foi cultivado em presenca de glicose ou acetato (Figura 10B). Em adi¢do a completa
caracterizagdo desse gene, experimentos empregando-se propionato como fonte unica de

carbono podem ser realizados para validar essa hipotese.

Assim como verificado para o gene ic/l de P. brasiliensis (Figura 10A), os niveis
de expressao do gene mlisl, que codifica a enzima malato sintase, apresentaram aumento
quando a unica fonte de carbono disponivel ao fungo foi o acetato (Figura 11A). Esse
aumento foi significativamente mais expressivo apos 5 h de cultivo do fungo em meio
MVM-acetato (Figura 11A). A indugdo da expressdo do gene mis1 foi também verificada
em Neurospora crassa quando o fungo foi transferido de um meio contendo fontes
complexas de carbono para um meio com acetato como fonte tinica de energia (Thomas et
al., 1988). Ainda, o gene que codifica a enzima MLS1 de Aspergillus nidulans foi

transcricionalmente induzido por acetato, como verificado por Sandeman & Hynes (1989).

Os resultados obtidos nesse trabalho para o fungo P. brasiliensis sugerem uma clara
regulagdo das enzimas chaves do ciclo do glioxalato, ICL1 e MLS1, dependente de fonte de
carbono. Como pode ser observado nas figuras 10A e 11A, ambos os genes apresentam

niveis basais de expressao quando o fungo € cultivado em presenga de glicose, havendo um
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aumento no acumulo de seus respectivos mRNAs quando P. brasiliensis é submetido a um

ambiente carente em fontes complexas de carbono (MVM-acetato).

Outro gene de P. brasiliensis analisado quanto a expressao em diferentes fontes de
carbono foi o ady2, homologo ao gene gprl de Y. lipolytica. Trabalhos recentes vém
levantando o papel da proteina GPR1 na adaptagdo desse ascomiceto em presenca de
acetato. Augstein et al. (2003), em experimentos no qual o promotor GPR1 foi fusionado
ao gene reporter lacZ, demonstraram que a expressao de B-galactosidase foi aumentada trés
vezes quando do cultivo de Y. lipolytica em acetato ou etanol como tnica fonte de carbono,
comparando-se ao cultivo do fungo em glicose. Esses resultados indicam que a transcri¢ao
do gene gprl ¢ alterada em resposta a fontes de carbono. Em contraste, para P. brasiliensis
nao foram observadas diferencas nos niveis do mRNA ady?2 cultivando-se o fungo em meio
MVM-glicose ou MVM-acetato, indicando que, provavelmente, outros fatores sejam

necessarios para a regulagdo da expressao desse gene (Figura 11B).

Alguns autores sugerem também que a regulacdo da proteina GPR1 de Y. lipolytica
¢ pH-dependente, estando envolvida na adaptagdo do fungo em presenca de acetato quando
o pH do meio encontra-se acido (Tzschoppe et al., 1999; Gentsch & Barth, 2005). Embora
ndo tenha sido avaliada, nesse trabalho, a regulagdo em niveis protéicos, € possivel que
outros fatores, como variagdes de pH, possam também influenciar no acimulo de mRNA
do gene em questdo. Nesse sentido, ¢ importante ressaltar que para todos os experimentos,

o meio de cultivo do fungo P. brasiliensis foi ajustado a um pH neutro.

5. Deteccdo da atividade da enzima urease de P. brasiliensis

Dentre os genes identificados no transcriptoma de P. brasiliensis esta o ortdlogo ao
gene que codifica a enzima urease de outros microrganismos. Essa enzima foi descrita
como fator de viruléncia de fungos patogénicos como C. neoformans e Coccidioides
posadasii (Cox et al., 2000; Mirbod-Donovan ef al., 2006). Dessa forma, um possivel papel

da enzima urease de P. brasiliensis como fator de viruléncia poderia ser especulado.
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Primeiramente, com o intuito de verificar a atividade da enzima urease de P.
brasiliensis, ensaio enzimatico em placa contendo meio Agar Base Uréia foi realizado
conforme descrito no item 4 da metodologia. Ap6s 3 horas de incubacdo a 37°C foi
possivel verificar a formacdo de um halo de cor vermelho-pirpura ao redor das células

fingicas, decorrente da alcalinizagdo do meio pela atividade ureasica (Figura 12).

Figura 12. Teste de atividade da enzima
urease de P. brasiliensis. Cerca de 50 mg de
leveduras foram inoculadas em meio Agar
Base Uréia e incubadas a 37°C por 3 e 5 h (A
e B, respectivamente), sendo possivel verificar
atividade da enzima urease pela formacao de
um halo de cor vermelho-purpura.

Ao ser inoculado o fungo em meio desprovido de uréia, a formacdo do halo ndo
foi observada, sugerindo que a reagdo alcalina produzida deve-se de fato a atividade da
enzima urease de P. brasileinsis (dados ndo mostrados). Os resultados obtidos nesses
experimentos indicam que a enzima urease do isolado Pbh01 de P. brasiliensis ¢é

funcionalmente ativa.
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6. Analise comparativa dos niveis de expressdo do gene urel de P. brasilienesis

cultivado, in vitro, em diferentes pHs

A atividade da enzima urease de alguns microrganismos ¢ parcialmente responsavel
pela alcalinizagdo do micro-ambiente externo devido a formagdo de amodnia como produto
da reagdo (Mirbod-Donovan et al., 2006). A sobrevivéncia da bactéria H. pylori no micro-
ambiente gastro-intestinal, por exemplo, ¢ estritamente dependente da elevagdo do pH do
meio, mediada pela atividade da enzima urease desse microrganismo. Nesse contexto,
Akada et al. (2000) mostraram que o nivel de expressao do gene urel de H. pylori é
dependente de pH, sendo aumentado em ambientes acidos, de modo a promover uma

alcalinizacdo do meio e permitir a colonizagdo dessa bactéria na mucosa gastro-intestinal.

Uma vez que o fungo P. brasiliensis apresenta-se como um patéogeno intracelular
facultativo, capaz de sobreviver e se replicar no interior de macrofagos, € razoavel
especular um papel da enzima urease na adaptagcdo desse microrganismo ao ambiente acido
do fagossomo. Nesse sentido, visando a analisar uma possivel regulagdo do gene urel
dependente de pH, o isolado Ph01 de P.brasiliensis foi submetido a diferentes condigdes de

cultivo com varia¢do do pH do meio.

Pata tanto, depois de crescido em meio YPD por 6 dias como estabelecido (Figura
3), o fungo foi cultivado por diferentes tempos (0,5 h, 1 h, 5 h e 18h) em pH neutro (7.0) ou
em pH acido (4.5). Em todos os experimentos verificou-se, apds o periodo determinado de
cultivo, morfologia e viabilidades das cé€lulas de P. brasiliensis, ndo sendo observadas
alteracdes (dados ndo mostrados). Adicionalmente, ap6s cultivo do fungo, o pH exogeno do

meio foi medido (tabela 4), sendo todos os experimentos realizados em triplicata.

Os valores listados na tabela 4 sugerem uma queda do pH inicialmente neutro com o
passar do tempo de cultivo do fungo, decorrente provavelmente de produtos metabdlicos
langados ao meio. Em contrapartida, verifica-se que, apds 18 h de cultivo de P. brasiliensis

partindo-se de um pH acido, ha uma alcalinizagdo do meio externo (tabela 4). Esses dados
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sugerem a existéncia de mecanismos regulados por esse microrganismo para a manutencao

de um pH levemente acido.

Tabela 4. Determinagdo do pH do meio exdgeno apds cultivo do fungo P. brasiliensis por
diferentes periodos de tempo (0,5 h; 1 h; 5 h; 18 h) em pH neutro (7.0) ou em pH acido (4.5).

Meio de Cultura Tempo de cultivo do fungo P. brasiliensis
(pH inicial) 05h 1h 5h 18 h
pH 7.0 pH 6,7 +/- 0,0 pH 6,5 +/- 0,1 pH 6,3 +/- 0,2 pH 5,6 +/- 0,4
pH 4.5 pH 4,3 +/- 0,0 pH 4,3 +/-0,1 pH4,5+/-03 pH 5,0 +/- 0,6

As células de P. brasiliensis recuperadas apos cada experimento tiveram seu RNA
total extraido (item 10 da metodologia), quantificado por espectofotometria e analisado por
eletroforese em gel de agarose 1% em condigdes livres de RNAses (dados ndo mostrados).
Posteriormente, 10 ug do RNA total foi submetido a tratamento com DNAse I livre de
RNAse, precipitado com etanol, e novamente analisado por eletroforese em gel de agarose
1%, apresentando-se intacto (dados ndo mostrados). Seqiiencialmente, uma aliquota desse
RNA foi utilizada em uma reagao de transcri¢ao reversa, conforme descrito no item 12.1 da
metodologia. Visando avaliar os niveis de expressdao do gene urel em diferentes pHs, um
quinto do produto dessa reagdo foi utilizado em uma PCR semiquantitativa. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. A figura 13 mostra o resultado obtido para o

gene urel a partir de um dos experimentos de RT-PCR semiquantitativa.

Para quantificacdo dos resultados obtidos utilizou-se o programa “Scion Image”,
procedendo-se conforme especificado no item 14 da metodologia. As razdes entre os niveis
de expressao do gene urel e do gene constitutivo a-tub, quando do cultivo do fungo em pH
neutro (7.0) e em pH acido (4.5), por diferentes intervalos de tempo (0,5 h; 1 h; 5 h; 18 h),

estao representadas na figura 14.
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Figura 13. Analise comparativa da expressao do gene urel de P. brasiliensis quando do cultivo do
fungo em pH neutro ou em pH acido por diferentes intervalos de tempo, pela metodologia de RT-
PCR semiquantitativa. A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 2 pg de RNA total
isolado de P. brasiliensis ap6s cultivo desse microrganismo em diferentes pHs. Uma aliquota
correspondendo a 1/5 da reagdo de sintese de cDNA foi empregada como molde para amplificagdo,
em uma mesma reagdo, de um fragmento do gene urel e um fragmento de DNA referente ao gene
constitutivo a-fub (fragmento de DNA inferior), empregado como controle interno da rea¢do. Vinte
pL da PCR foi analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de
etideo. (A) Pocos 1, 3 e 5: RT-PCR semiquantitativa feita a partir do RNA total de P. brasiliensis
cultivado em pH 7.0 por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente. Pogos 2, 4 e 6: RT-PCR feita a partir do
RNA total de P. brasiliensis cultivado em pH 4.5 por 0,5 h, 1 h e 5 h, respectivamente. (B) Pogos 1
e 2: RT-PCR feita a partir do RNA total de P. brasiliensis cultivado por 18 h em pH 7.0 ou em pH
4.5, respectivamente. M: Marcador de massa molecular 100 “base pair DNA ladder”, Promega (A)
ou Invitrogen (B).

Nivel de expressao relativa
(ure1/g -tub)

pH 7.0 pH 4.5 pH 7.0 pH 4.5 pH 7.0 pH 4.5 pH 7.0 pH 4.5
05h 1h 5h 18h

Figura 14. Analise semiquantitativa dos niveis de expressdo do gene urel feita utilizando-se
ferramentas do programa “Scion Image”. Os resultados referentes aos niveis de expressdo do
gene urel (figura 13) foram quantificados por densitometria empregando-se o programa “Scion
Image” (http://www.scioncorp.com). O grafico mostra a média das razdes entre o nivel de
expressdo do gene urel de P. brasiliensis e o controle interno o-tub. As barras de erro
representam o erro padrao dos experimentos. As analises estatisticas dos resultados foram feitas
utilizando-se o programa de computador “Mynova”, versdo 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). O
teste aplicado foi o teste-t de Student. *p<0,05.
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Apesar de nao terem sido verificadas diferencas estatisticamente significativas entre
os niveis de expressao do gene urel quando do cultivo de P. brasiliensis em pH 4.5 e em
pH 7.0 por diferentes periodos de tempo, os resultados obtidos indicam uma tendéncia de
aumento nos niveis do mRNA referente ao gene urel apos cultivo prolongado do fungo em
pH 4acido (Figura 14). Variando-se o tempo de cultivo de P. brasiliensis em pH neutro nao
foram observadas grandes alteracdes na quantidade de mRNA que codifica a enzima urease

desse microrganismo, como pode ser observado na figura 14.

A regulacdo da expressdo do gene urel de outros fungos por pH ndo ¢ descrita na
literatura. O que se observa ¢ uma regulacdo da enzima urease dependente de fontes de
nitrogénio, como verificado para A. nidulans (Mackay & Pateman, 1982). Dessa forma, a
acdo do pH na expressdo do gene que codifica a enzima urease desses microrganismos
ainda ¢ incerta. Os resultados desse trabalho para P. brasiliensis sugerem que o gene urel
ndo apresenta regulacdo imediata por pH. Entretanto, os niveis do mRNA urel apds
periodos mais prolongados de cultivo desse fungo em ambiente dcido devem ser analisados

para obtencao de dados mais precisos.

7. Analise da expressdo de genes relacionados ao ciclo do glioxalato do fungo P.
brasiliensis recuperado de macréfagos peritoniais de camundongo

Recentemente, muitos autores vém relatando o papel das enzimas do ciclo do
glioxalato de bactérias e fungos patogé€nicos na viruléncia dos microrganismos € nos
mecanismos de interagdo patdgeno-hospedeiro. Lorenz & Fink (2001), em experimentos de
“Northern blot” utilizando-se RNA de leveduras de S. cerevisiae e C. albicans crescidas na
presenga de macrofagos, mostraram que os genes que codificam as enzimas chaves do ciclo
do glioxalato (ic/l e misl) de ambos os organismos eram significativamente induzidos,
comparando-se a expressdo desses genes na auséncia de macréfagos. Resultados similares
foram obtidos para M. tuberculosis, verificando-se um aumento da expressdo do gene ic/

em resposta ao evento de fagocitose (Schnappinger ef al., 2003). Esses dados indicam que a
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ativacao do ciclo do glioxalato ¢ importante na adaptagdo de patogenos intracelulares ao

ambiente encontrado no interior do fagossomo de células hospedeiras.

Nesse contexto, para verificacdo dos niveis de expressdo dos genes ic/l e mis1 de P.
brasiliensis em presencga de células fagocitarias, utilizou-se, em experimentos de RT-PCR
semiquantitativa, mRNA do fungo obtido a partir de 6 horas de co-cultura com macrdéfagos
peritoniais de camundongo. A populacio de mRNA aqui utilizada foi previamente
amplificada (MessageAmp™ aRNA Kit - Ambion), e gentilmente cedida pelos alunos de
doutorado Aldo Tavares e Simoneide Silva (tese em andamento). Em todos os
experimentos de RT-PCR, o gene o-tub foi empregado como controle interno nas reagdes
de amplificagdo, sendo utilizado como base comparativa para quantificagdo dos niveis de
expressdo dos genes de interesse. Resultados obtidos a partir de RT-PCR semiquantitativa

para os genes icll e mils1 estdo mostrados na figura 15A e 15B, respectivamente.

icll —
o-tub —

Figura 15. Analise comparativa da expressdo dos genes ic/l (A) e misl (B) de P. brasiliensis
quando do co-cultivo do fungo com macréfagos peritoniais de camundongo por 6 h, por meio de
RT-PCR semiquantitativa. A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de cerca de 300 ng de
mRNA do fungo obtido da co-cultura de leveduras de P. brasiliensis ¢ macrofagos peritoniais de
camundongo (linhagem Balb/C) por 6 h. Como controle dos experimentos, foi utilizado RNA de P.
brasiliensis cultivado in vitro em meio Fava-Neto por 7 dias. Uma aliquota correspondendo a 1/5 da
reacdo de sintese de cDNA (5uL), foi empregada como molde para amplificagdo, em uma mesma
reagdo, de um fragmento do gene de interesse (ic/l1 e mis1) e do gene constitutivo a-fub (fragmento
de DNA inferior). Vinte pLL da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corado com brometo de etideo. As reacdes de amplificacdo foram feitas em duplicata. Pogos 1 e 3:
RT-PCR feita a partir do mRNA de P. brasiliensis cultivado em meio Fava-Neto por 7 dias. Pogos
2 e 4: RT-PCR feita a partir do mRNA de P. brasiliensis mantido em co-cultura com macréfagos
peritoniais de camundongo por 6 h. M: Marcador de massa molecular 100 “base pair DNA ladder”
(Promega) - a banda mais intensa representa um fragmento de DNA de 500 pb.
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Figura 16. Analise semiquantitativa dos niveis de expressdo dos genes ic/l (A) e mis1 (B) do
fungo P. brasiliensis feita utilizando-se ferramentas do programa “Scion Image”. Os resultados
referentes aos niveis de expressdo dos genes ic/l (Figura 15A) e misl1 (Figura 15B) foram
quantificados  por  densitometria  empregando-se o  programa  “Scion  Image”
(http://www.scioncorp.com). O gene da a- tubulina (a-fub) foi empregado como controle interno
das reagdes. Os graficos A e B mostram, respectivamente, a média das razdes entre o nivel de
expressdo dos genes icll e misl de P. brasiliensis, e o controle interno a-fub. As barras de erro
representam o erro padrdo dos experimentos. As andlises estatisticas dos resultados obtidos por
densitometria foram feitas utilizando-se o programa de computador “Mynova”, versdo 1.3 (S.
Brooks, Copyright 1993). O teste aplicado foi o teste-t de Student. *p<0,05. **p<0,1.
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Para quantificagdio dos resultados utilizou-se o programa “Scion Image”,
procedendo-se conforme especificado no item 14 da metodologia. A partir dos valores
obtidos por densitometria referentes aos fragmentos de DNA amplificados (Figura 15), as
razdes entre os niveis de expressdo dos potenciais genes de viruléncia (ic/l ou misl) e do
gene constitutivo a-fub foram determinadas, quando do co-cultivo do fungo por 6 h em
presenca de macrofagos peritoniais de camundongos, e em condic¢do controle, cultivado por
7 dias em meio Fava-Neto (Figura 16). E importante ressaltar que, embora os experimentos
de RT-PCR tenham sido feitos em duplicada para cada gene estudado, a populacao de
mRNA utilizada representa uma série de repetigdes biologicas do experimento, o que

aumenta a confiabilidade dos resultados apresentados nesse trabalho.

Como mostrado na figura 16, verifica-se um aumento nos niveis de expressao dos
genes ic/l e misl de P. brasiliensis submetido a co-cultura com células de macréfagos,
comparando-se aos niveis de expressao dos mesmos genes quando do cultivo padrao das
leveduras em meio acelular. Esses resultados sdo similares aos encontrados para outros
microrganismos (Graham et al., 1999; Lorenz & Fink, 2001; Schnappinger et al., 2003),
sugerindo uma indug¢do da expressdo dos genes do ciclo do glioxalato apds a fagocitose das
células de P. brasiliensis por macréfagos. Embora as analises feitas indiquem um aumento
mais significativo na expressao do gene mis1 (p<0,05) do que o observado para o gene ic/l
(p<0,1) de P. brasiliensis, ndo ¢ possivel fazer uma correlagdo direta entre a significancia
estatistica e a real significancia bioldgica desses resultados, sendo provavelmente
necessario um maior numero de repeticdes experimentais. Além disso, a fraca intensidade
das bandas correspondentes aos fragmentos de DNA amplificados dos genes em estudo,
quando do co-cultivo levedura-macrofago (Figura 15), dificulta as andlises quantitativas

por densitometria.

O aumento nos niveis de expressao dos genes que codificam as enzimas chaves do
ciclo do glioxalato de P. brasiliensis em resposta ao evento de fagocitose apresenta-se
como um possivel mecanismo de adaptagdo do fungo ao ambiente hostil do fagossomo.
Como demonstrado anteriormente, a regulagdo da expressdo dos genes ic/l e misl de P.

brasiliensis ¢ dependente do estado nutricional do fungo, ja que esses genes sao induzidos
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em ambientes carentes em fontes complexas de carbono (Figuras 10A e 11A). Nesse
sentido, a ativacao do ciclo do glioxalato apods a fagocitose das células de P. brasiliensis
indica um mecanismo adaptativo que permite ao fungo sobreviver no interior do
fagossomo, onde o ambiente ¢ nutricionalmente pobre em fontes complexas de carbono,

possibilitando a producgdo de energia a partir de compostos de dois carbonos.

A seguir, a mesma metodologia foi empregada para analise da expressdo do
ortdlogo ao gene ady2 de S. cerevisiae, identificado no transcriptoma de P. brasiliensis.
Esse gene parece codificar uma permease de acetato, estando potencialmente relacionado a
captacdo de moléculas de dois carbonos. Os resultados obtidos para o possivel gene ady2
de P. brasiliensis a partir da técnica de RT-PCR utilizando-se RNA isolado do fungo apds
infeccdo de macrofagos peritoniais de camundongos, € a correspondente analise da

expressao génica, estdo apresentados nas figuras 17 e 18, respectivamente.

Figura 17. Analise comparativa da expressdao do gene ady?2 de P.
brasiliensis quando do cultivo do fungo em co-cultura com
macrofagos peritoniais de camundongo por 6 h, empregando-se a
metodologia de RT-PCR semiquantitativa. Esse experimento foi
realizado exatamente como descrito na legenda da figura 15. Pogos 1
e 3: RT-PCR feita a partir do mRNA de P. brasiliensis cultivado em
meio Fava-Neto por 7 dias. Pocos 2 e 4: RT-PCR feita a partir do
mRNA de P. brasiliensis mantido em co-cultura com macrofagos
peritoniais de camundongo por 6 h. M: Marcador de massa
molecular 100 “base pair DNA ladder” (Promega) - a banda mais
intensa representa um fragmento de DNA de 500 pb.
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Figura 18. Analise semiquantitativa dos niveis de expressdo do provavel gene ady2 do fungo P.
brasileinsis ~ feita  utilizando-se = ferramentas @ do  programa  “Scion  Image”
(http://www.scioncorp.com). O fungo P. brasiliensis foi mantido em co-ccultura com macréfagos
peritoniais de camundongo por 6 h (barras laranja), ¢ em condi¢do controle cultivado in vitro em
meio Fava-Neto (barras azuis). O RNA extraido apos cultivo do fungo nessas condigdes foi
utilizado em experimentos de RT-PCR semiquantitativa, realizados em duplicata. O gene da o-
tubulina (a-tub) foi empregado como controle interno das reagdes. O grafico mostra a média das
razdes entre o nivel de expressao do gene ady2 de P. brasiliensis, e o controle interno a-tub. As
barras de erro representam o erro padrao dos experimentos. As analises estatisticas dos resultados
foram feitas utilizando-se o programa de computador ‘“Mynova”, versdo 1.3 (S. Brooks,
Copyright 1993). O teste aplicado foi o teste-t de Student. **p<0,1.

Embora mais de um produto tenha sido observado no experimento de RT-PCR
mostrado anteriormente (Figura 17), a quantificacdo por densitometria foi feita
considerando-se apenas o fragmento de DNA de tamanho esperado para a correspondente
regido amplificada do gene ady2. Andlises mais precisas, empregando-se a ferramenta
BLASTn, para comparagao das seqiiéncias dos iniciadores utilizados nesse experimento,
com as seqiiéncias depositadas no banco de PbAESTs do Projeto Transcriptoma de P.
brasiliensis, mostraram pareamento da por¢do 3’OH desses oligonucleotideos em outras
seqiiéncias de nucleotideos que ndo correspondem ao gene ady2. Esses dados poderiam
explicar a amplificacdo de mais de um produto, como foi verificado. Nesse sentido, julga-se

necessario o seqiienciamento do produto amplificado que foi utilizado como base para as
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analises quantitativas desse trabalho, visando a confirmagao de que esse fragmento de DNA

corresponde ao gene ady2 de P. brasiliensis.

Em experimentos anteriores de microarranjo de DNA conduzidos pelos alunos Aldo
Tavares e Simoneide Silva (tese de doutorado em andamento), foi verificado um aumento
significativo na expressao do gene ady2 de P. brasiliensis empregando como sonda a
mesma populacdo de mRNA utilizada nos experimentos de RT-PCR descritos acima
(Figuras 15 e 17). Nesse trabalho também foi verificado aumento nos niveis de mRNA
ady? quando do co-cultivo de leveduras e macrofagos, sugerindo que esse gene
desempenhe um papel na adaptagdo do fungo ao ambiente encontrado no interior das
células fagocitarias (Figura 18). As andlises estatisticas dos resultados obtidos pela
metodologia de RT-PCR mostram, entretanto, uma significincia de 90 % (p<0,1),

indicando que esses experimentos devem ser repetidos para confirmacao final desses dados.

A regulacdo da expressao do gene ady2 de P. brasiliensis em condigdes
experimentais de cultivo in vitro parece ocorrer independente das fontes de carbono
disponiveis, como mostrado na figura 11B. Entretanto, o ambiente proposto para o
fagossomo, além da caréncia de carboidratos, apresenta outros aspectos, como baixo pH.
Como discutido anteriormente, a regulacao dos niveis da proteina GPR1 de Y. lipolytica,
homoéloga a ADY?2, apresenta-se dependente da fonte de carbono unicamente quando o pH
do meio ¢ acido (Tzschoppe et al., 1999; Gentsch & Barth, 2005). Embora o presente
estudo tenha sido feito com base nos niveis de mRNA, ¢ possivel que o gene ady2 de P.
brasiliensis seja regulado em resposta a um conjunto de fatores verificados no interior do
fagossomo, representando uma adaptacdo do fungo a esse ambiente. Nessas condi¢des, o
aumento dos niveis de expressdo do gene ady2 permitiria uma maior captacdo de acetato,
produto da oxidagdo lipidica, disponivel no interior de macréfagos. Experimentos
empregando-se diferentes fontes de carbono em conjunto com outras variaveis, como
modificacdo do pH do meio, podem ser realizados para verificar os niveis de mRNA ady2

nessas diferentes condigdes.
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Principais Resultados

Os resultados obtidos nesse trabalho mostram um significativo aumento nos niveis de
expressdo dos genes ic/l e mis1 de P. brasiliensis, que codificam as enzimas chaves
do ciclo do glioxalato, isocitrato liase e malato sintase, respectivamente, quando do
cultivo do fungo em auséncia de fontes complexas de carbono. Além disso, foi
verificado que ambos os genes apresentam niveis basais de expressdo quando o fungo

¢ cultivado em presencga de glicose.

Os niveis de expressao dos genes ic/l e mis1 de P. brasiliensis apresentaram aumento
quando o fungo foi submetido a co-cultura com células de macrofagos peritoniais de
camundongo, comparando-se aos niveis de expressao dos mesmos genes quando do
cultivo padrao das leveduras em meio acelular. Esses resultados indicam um possivel
mecanismo de adaptagdo do fungo ao ambiente hostil encontrado no interior de

mecrofagos.

O nivel de expressdo do gene ic/2 de P. brasiliensis parece ndo sofrer alteragdo em
resposta ao cultivo do fungo em meio contendo acetato ou glicose como Unica fonte

de carbono.

Nao foram observadas diferengas nos niveis do mRNA ady2 de P. brasiliensis, que
possivelmente codifica uma permease de acetato, quando o fungo foi cultivado, in
vitro, em presenga de glicose ou acetato como unica fonte de carbono disponivel,
indicando que, provavelmente, outros fatores sejam necessarios para a regulacdo da

expressao desse gene.

Os niveis de mRNA ady2 foram aumentados quando do co-cultivo de leveduras e
macrofagos peritoniais de camundongo, sugerindo que esse gene desempenhe um
papel adaptativo que possivelmente permita uma maior captagdo de acetato, produto

da oxidacgao lipidica, disponivel no interior de macréfagos.
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6. Por meio de ensaio de atividade enzimatica, demonstrou-se que, na condicdo de
cultivo utilizada, a enzima urease do isolado Ph01 do fungo P. brasiliensis &

funcionalmente ativa.

7. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de
expressao do gene urel, que codifica a enzima urease, quando do cultivo de P.
brasiliensis em pH 4.5 e em pH 7.0 por diferentes periodos de tempo. Entretanto, os
resultados obtidos indicam uma tendéncia de aumento nos niveis do mRNA referente

ao gene urel ap6s cultivo prolongado do fungo em pH &cido.
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Perspectivas

Utilizagao de outras fontes de carbono alternativas que possivelmente mimetizem
uma condi¢do nutricional encontrada no interior de macro6fagos, como o palmitato,
importante substrato do processo de [-oxidagdo, para andlise dos niveis de

expressao dos genes ic/l e mis1.

Andlise dos niveis de expressdo do gene ic/2 de P. brasiliensis empregando-se
propionato como fonte inica de carbono visando avaliar a hipotese de que esse gene

codifique a enzima 2-metil isocitrato liase.

Verificacdo dos niveis de mRNA ady2 quando do cultivo, in vitro, do fungo P.
brasiliensis em diferentes condig¢des, variando-se, simultaniamente, a fonte de

carbono e o pH do meio, por exemplo.

Seqilienciamento do fragmento de DNA de tamanho correspondente ao esperado
para o gene ady2 de P. brasiliensis, que foi utilizado como base para as analises

quantitativas desse trabalho, visando a validagao dos resultados obtidos.

Analise dos niveis do mRNA urel apds periodos mais prolongados de cultivo do
fungo P. brasiliensis em ambiente acido, tendo como objetivo a obtengdo de dados

mais precisos sobre a regulacao desse gene em resposta ao pH do meio.
Repeticdo dos experimentos de RT-PCR utilizando-se RNA de P. brasiliensis

mantido apds diferentes tempos de co-cultura com macrofagos peritoniais de

camundongo.
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“A vida é como uma musica:
0 Comego é meio sem ritmo;
0 meio € a melhor parte;
e o final... da vontade de voltar e ouvir
de novo.”

(autor desconhecido)
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