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RESUMO

O fungo patogénico e dimorfico Paracoccidioides brasiliensis € o agente
etiologico da paracoccidioidomicose, a micose sistémica de maior prevaléncia na
América do Sul. O fungo ocorre na natureza na forma de micélio, na temperatura de
26°C, e na forma de levedura, na temperatura de 37°C in vitro, sendo esta a forma
encontrada nos tecidos de hospedeiros. A transicdo dimorfica da forma miceliana para a
de levedura parece ser essencial para a patogénese, como também observado para outros
fungos patogénicos e dimorficos.

O projeto “Genoma Funcional e Diferencial do Fungo P. brasiliensis”, realizado
sob coordenagdo de nosso laboratério, foi empreendido a partir do seqienciamento de
bibliotecas de cDNA das formas de micélio e levedura cultivadas in vitro. No contexto
desse trabalho, foi construida uma biblioteca de cDNA a partir do RNA total de P.
brasiliensis obtido apds seis horas de co-cultivo com células de macréfagos peritoneais
murinos, sem qualquer cultivo adicional do fungo in vitro. A andlise do perfil
transcricional desse fungo a partir dessa biblioteca de cDNA, denominada PbY-M®,
visa melhor compreender o padrdo de expressdo de genes potencialmente importantes
para a adaptagéo e sobrevivéncia de P. brasiliensis no modelo de infeccdo.

Nesse sentido, esse trabalho iniciou a caracterizacdo do transcriptoma de P.
brasiliensis recuperado de macrofagos, pelo seqlienciamento de cDNAs da biblioteca
PbY-M®. A partir da submissdo das seqiiéncias ao pipeline de analise, um total de 474
ESTs de qualidade (PHRED > 20 e tamanho > 100 nt), foram geradas e analisadas.
Apdbs agrupamento pelo CAP3, essas ESTs foram agrupadas em 16 contigs e 99
singlets. Analises de similaridades empregando os bancos de dados do projeto
transcriptoma de P. brasiliensis, GeneBank nr e dbEST, utilizando as ferramentas
Blastn e Blastx, foram realizadas. Os resultados dessa analise revelam que 355 ESTSs,
agrupadas em 4 contigs e 16 singlets, apresentaram similaridades com seqiiéncias ja
descritas para o fungo P. brasiliensis, sendo a maioria relacionada com genes da
maquinaria traducional mitocondrial. Cinco contigs e sete singlets, ainda ndo descritos
em P. brasiliensis, apresentaram similaridades com sequéncias de outros organismos,
sendo que a maioria também mostrava similaridade com genes mitocondriais que
codificam proteinas da cadeia de transporte de elétrons. Das 474 ESTs analisadas no
contexto desse trabalho, seis contigs e 63 singlets ndo apresentaram similaridades com

XVi



nenhuma sequéncia descrita nos bancos de dados empregados nessa andlise,

correspondendo a genes novos potencialmente especificos de P. brasiliensis.

Em adicdo, nesse trabalho também foi realizada a analise de quatro contigs que
apresentam similaridades com o gene de isocitrato liase (icl), o qual codifica uma
proteina chave do ciclo do glioxilato, que mostra-se ativado em diferentes modelos de
células de mamiferos infectadas por patdgenos intracelulares facultativos. Essas contigs
foram identificadas no transcriptoma de P. brasiliensis cultivado in vitro. Nesse sentido,
foram realizados o sequenciamento adicional de clones de cDNAs relacionados a essas
contigs, analises de similaridade dessas sequiéncias e experimentos de Southern blot. Os
resultados sugerem que trés contigs, apresentando similaridade com uma mesma
sequéncia de isocitrato liase do fungo Coccidioides immitis, representam provavelmente
um mesmo transcrito de P. brasiliensis, enquanto a quarta contig apresenta maior

similaridade com o gene metilisocitrato liase do fungo Emericella nidulans.
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ABSTRACT

The dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis is the causative agent of
paracocidioidomycosis, the most prevalent systemic mycosis in Latin America.
Dimorphic transition is triggered by a temperature shift from the environmental 26 °C,
in which the fungus is found as a free-living mycelium, to the 37 °C of the human host,
when it changes to the pathogenic yeast form. The dimorphic transition is believed to
play an essential role in pathogenesis, as described for other dimorphic pathogenic
fungi. The project "Functional and Differential Genomics of the P. brasiliensis fungus",
coordinated by our laboratory, has performed the sequencing of cDNA libraries from in
vitro grown yeast and mycelium cells, resulting in 19,718 expressed sequence tags
(ESTs) from in vitro cultivated yeast (9,941 ESTs) and mycelium (9,777 ESTs). The
CAP3 clusterization software has assembled these raw sequence data into 2,655 contigs
and 3,367 singlets.

In order to better understand the expression of genes potentially involved in P.
brasiliensis adaptation and survival in an infection model, in this work we describe the
construction of a cDNA library using as template mMRNA extracted from a six-hour co-
culture of P. brasiliensis yeast cells and murine peritoneal macrophages, named PbY-
M®. The sequencing of the PbY-M® library generated 474 ESTs that suited inclusion
criteria of PHRED > 20 and size greater than 100 nucleotides, which were clustered into
16 contigs and 99 singlets. BLAST-analysis against the P. brasiliensis transcritpome
project, nr and dbEST databases, grouped 355 ESTs into four contigs and 16 singlets
similar to previously described P. brasiliensis sequences, most of them corresponding
to components of the mitochondrial translation apparatus. Five contigs and seven
singlets, which were not described in P. brasiliensis, were found to be similar to
sequences described in other organisms, with most of them implicated in the
mitochondrial electron transport chain. Six contigs and 63 singlets were unique in that
they had no homology to known sequences.

In addition, we have performed a better characterization of four contigs
described in the in vitro transcriptome, which were similar to the isocitrate lyase gene
(icl), an enzyme of the glyoxylate cycle. Sequencing, similarity analysis and southern
blotting experiments of these contigs suggest that three of them correspond to the
isocitrate lyase from Coccidioides immitis, while the fourth is related to a methyl-

isocitrate lyase gene from Emericella nidulans.
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1- INTRODUCAO

1.1 O fungo Paracoccidioides brasiliensis e a paracoccidioidomicose

Paracoccidioides brasiliensis, o agente etiologico da paracoccidioidomicose ¢é
um fungo dimorfico encontrado na natureza como micélio na temperatura entre 23°C e
26°C, e na forma de levedura a temperatura de 37°C o tipo celular encontrado nos
tecidos de hospedeiros. A transicdo entre as duas formas ¢ desencadeada pela
temperatura, ¢ ¢ um aspecto essencial para o estabelecimento da infec¢do do hospedeiro.
Acredita-se que a forma miceliana no ambiente natural produza conidios que
funcionariam como propagulos aéreos, que ao serem inalados chegariam aos pulmdes,
onde sofreriam transicdo dimorfica para a forma de levedura, assim procedendo a
infecgdo (revisto por Restrepo et al., 2001).

A forma de micélio de P. brasiliensis cresce a 26°C, produzindo por crescimento
apical hifas alongadas, freqlientemente ramificadas e septadas apresentando entre 1-
3um de didmetro. As hifas sdo multicelulares apresentando apenas um nticleo, enquanto
os conidios unicelulares na maioria sdo uninucleados, porém algumas vezes
apresentam-se binucleados. As leveduras sdao unicelulares e multinucleadas, sendo a sua
forma arredondada a oval, com tamanho variando entre 4 a 30um. A principal
caracteristica da forma de levedura ¢ a aparéncia designada como “roda de leme”, onde
células-filha em brotamento aparecem aderidas em torno da célula-mae (Franco et al.,
1989; Lacaz et al., 1991).

De acordo com comparagdes filogenéticas baseadas em seqii€éncias do RNA da
subunidade ribossomal maior, P. brasiliensis ¢ classificado como pertencente ao grupo
ascomiceto (filo Ascomycota) membro da ordem Onygenales da familia Onygenaceae,
juntamente com outros fungos dimoérficos e patogénicos como Histoplasma capsulatum
e Blastomyces dermatitidis (revisto por Guarro et al., 1999). O tamanho do genoma
nuclear definido por Pulse-Field Gel Electrophoresis (PFGE) ¢ em torno de 30 Mb,
com 4-5 cromossomos variando entre 2 ¢ 10 Mb em tamanho (Montoya et al., 1997). O
fungo P. brasiliensis contém em torno de 7500 e 9000 genes, o que esta de acordo com
o numero de genes sugeridos para genomas de fungos ascomicetos ja seqiienciados. A
falta de um ciclo sexual conhecido tem dificultado o estudo da genética de P.

brasiliensis, resultando em um menor conhecimento de importantes processos como



dimorfismo, viruléncia e patogenicidade (Felipe et al., 2003 ¢ 2005). Estudos
filogenéticos realizados por Matute e colaboradores (2006), descrevem a existéncia de
pelo menos trés espécies cripticas para P. brasiliensis: S1 (Espécie 1), SP2 (Espécie
filogenética 2) e SP3 (Espécie filogenética 3). Sendo o grupo SP composto de isolados
do Brasil e Venezuela, enquanto o grupo SP3 de isolados apenas da Colombia. Além
disso, os autores sugerem que pelo menos um desses grupos de isolados, o S1 apresenta
reproducdo sexuada. Trabalhos recentes abordando comparacdes entre diferentes
isolados de diferentes pacientes em diferentes formas clinicas e de diferentes origens
geograficas sugerem a existéncia de isolados diploides, haploides e também consideram
a existéncia de isolados ancuploides (Feitosa et al., 2003).

Embora P. brasiliensis tenha sido isolado ocasionalmente do solo, seu habitat
natural ndo foi determinado precisamente (Silva-Vergara et al., 1998). Esforgos tém
sido feitos para determinar seu micro-nicho e neste sentido, condi¢des geoclimaticas das
regidoes onde o fungo foi encontrado foram determinadas: o habitat do fungo prevalece
em areas de temperaturas amenas (17-27° C), clima timido com pluviosidade entre
1750-2500 mm, vegetacdo abundante e existéncia de cursos de agua (Borelli, 1961;
Restrepo & Espinal, 1968). Outras circunstancias relacionadas ao aparecimento do
fungo, como a atividade econdmica local, exploracao da terra e a respectiva devastacao
da vegetacao nativa vém sendo consideradas (Restrepo, 1985; Mangiaterra et al., 1999).

Por muito tempo acreditou-se que o homem fosse o tnico hospedeiro do fungo,
contudo, dados recentes confirmam a presenga de P. brasiliensis em tatus da espécie
Dasypus novemcinctus infectando pulmdes, baco, figado e/ou nddulos linfaticos
(Bagagli et al., 1998; Silva-Vergara & Martinez, 1999). Estes mesmos autores
descreveram a formacdo de granulomas em torno de células de leveduras no bago ou
pulmdes, indicando que D. novemcinctus possa desenvolver paracoccidioidomicose e
ndo apenas ser um reservatorio. A distribuigdo de D. novemcinctus coincide com a
prevaléncia da paracoccidioidomicose € com as caracteristicas ambientais da presenga
do fungo: presenga de vegetagdo alterada, temperaturas amenas e abundancia de cursos
de agua (Forjaz, 1989; Bagagli et al., 1998). Amostras de P. brasiliensis isolados de
tatus D. novemcinctus parecem ser iguais aos isolados de humanos, quando comparados
em termos de viruléncia, antigenos e aspectos moleculares por meio do perfil
eletroforético do cromossomo (Montoya et al., 1999; Sano et al., 1999). Diversos
isolados clinicos de P. brasiliensis oriundos de tatus foram separados dentro dos grupos

I e II, com 2 subgrupos cada, € um terceiro grupo (III) com trés subgrupos. Correlagdes



entre isolados de humanos e de tatus foram observados em grupos I e II, enquanto o
grupo III consiste apenas de isolados de tatus (Sano et al., 1999).

Devido a caracteristica da paracoccidioidomicose poder ter um longo periodo de
laténcia e progresso infeccioso lento podendo chegar a décadas para o desenvolvimento
da doenga, o registro de areas endémicas para a localiza¢do de P. brasiliensis torna-se
muito dificil. A drea endémica da paracoccidioidomicose estende-se do México (23°N)
a Argentina (35°S), sendo a regido de maior prevaléncia da América do Sul os paises
Brasil, Venezuela e Colombia, enquanto nos paises Chile, Nicardgua e Guiana ndo ha
relatos de casos confirmados (Restrepo, 1994, Wanke & Londero, 1994). Estima-se que
10 milhdes de pessoas tiveram contato com o fungo, sendo que provavelmente apenas
2% desenvolva algum tipo de forma sintomatica. Porém, uma vez que a
paracoccidioidomicose ndo ¢ uma doenga muito notificada, a real prevaléncia e
incidéncia pode ndo estar calculada corretamente (Restrepo et al., 2001; Coutinho et al.,
2002).

Existem basicamente duas formas da doenga paracoccidioidomicose: a forma
aguda (tipo juvenil) e a forma crdnica (tipo adulto), cujos critérios de classificagao estdo
resumidos na tabela 1 (revisto por Brummer et al.;1993). A forma aguda representa 3%
dos casos, ocorrendo principalmente em criangas, sendo caracterizada por um rapido
desenvolvimento da infec¢do, que pode variar de semanas a meses. Esta ¢ a forma mais
severa e apresenta altas taxas de mortalidade. E marcada pela hipertrofia do sistema
reticuloendotelial e disfuncdo da medula 6ssea vermelha, levando freqiientemente para
uma desordem linfo-hipertrofica (Camargo & Franco, 2000). A forma adulta ou cronica
ocorre em cerca de 90% dos pacientes, atingindo principalmente adultos, apresenta
progressdo mais lenta, que pode levar anos ou décadas para se tornar totalmente
estabelecida. Diferente da forma aguda, a forma cronica ou adulta atinge primariamente
os pulmdes, 25% dos casos ficam restritos neste 6rgao, provocando o aparecimento de
seqiielas de natureza fibrdtica, o que pode comprometer o bom funcionamento do
mesmo. Subseqiientemente, a doenga pode disseminar para outros 6rgdos, formando
lesdes secundarias em mucosas, pele, linfonodos e glandulas adrenais (Abad et al.,
1986; Londero & Ramos, 1990).

Em ambos os casos a defesa ¢ principalmente mediada por resposta imune-
celular e o tratamento ¢ usualmente prolongado. As drogas mais usadas sdo os derivados
de azois (cetoconazol e itraconazol), os quais interferem na sintese do ergosterol,

componente da membrana celular do fungo. Contudo, embora os azois e outras drogas



possam parar o progresso da doenca, a seqiicla fibrotica persiste além de nao
eliminarem definitivamente o fungo, o qual pode permanecer viavel e provavelmente
constituir uma fonte para um novo surto da paracoccidioidomicose. Em P. brasiliensis
ndo ¢ incomum o retorno da infeccdo décadas apos o fim do tratamento. Além disso, o
tratamento pode apresentar as desvantagens de normalmente causarem uma série de

efeitos colaterais aos pacientes (revisto por Brummer et al., 1993).

Tabela 1. Principais caracteristicas clinicas, imunologicas e histopatologicas das formas
aguda, sub-aguda e cronica da paracoccidioidomicose.
Forma aguda ou sub-aguda

Forma crénica (do adulto)

(juvenil)
Idade do paciente Inferior a 30 anos Acima de 25 anos
P Adenomegalia cervical ou Pneumopatia e/ou ulceracdo na
Quadro clinico tipico . .
generalizada mucosa bucofaringea
~ ~ . . Adenomegalia submandibular e/ou
Alterac0es e lesGes Hepatomegalia, esplenomegalia, . ~
L . . .. - cervical, les@o de pele, de
adicionais mais frequentes lesdo de pele, mucosa . .
~ . . . . laringe,de supra-renais e de
(presentes ou néo) bucofaringea, intestinal, 0ssea .
sistema nervoso central.
Anticorpos anti-P. . , o
pos ar Titulos altos Titulos médios a altos
brasiliensis
Imunidade celular e
hipersensibilidade Depressdo moderada a intensa ~ Preservada ou depressdo moderada
retardada

Granulomas frouxos
Muitas leveduras
Evolugdo para necrose e
supuragdo

Granulomas compactos
Menor numero de leveduras
Evolugdo para necrose e fibrose.

Histopatologia

(Martinez, 2004)

Dados confirmam que existe uma grande diferenca na relacdo de infectados
entre os sexos. A paracoccidioidomicose tem maior prevaléncia em individuos do sexo
masculino, com uma diferen¢a em torno de 13:1, podendo alcancar mais de 78:1 como
relatado na Colombia (Restrepo, 1994). Contudo, relatos indicam que considerando
mulheres em idade anterior a menarca e durante a menopausa, a propor¢ao de infec¢ao
entre os dois sexos ¢ de 1:1. Estes dados levam a hipdtese segundo a qual fatores
hormonais possam ter um papel no desenvolvimento dessa patogénese (Loose et al.,
1983; Restrepo et al., 1984).

O sistema hormonal do hospedeiro pode modular tanto o crescimento quanto o
dimorfismo do patégeno, o que pode influenciar na patogénese, conforme relatado em
fungos como Candida albicans (White & Larsen, 1997), C. immitis (Powell & Drutz,
1984) e P. brasiliensis (Clemons et al., 1989). Em C. albicans, niveis fisiologicos de

17-B-estradiol induzem fortemente o crescimento do tubo germinativo, favorecendo a



formagdo de hifas e a infec¢ao (White & Larsen, 1997). Em C. immitis os hormonios
progesterona, testosterona e o 17-B-estradiol, este ultimo especialmente de uma maneira
dose dependente, estimula o crescimento do fungo in vitro, acelerando a taxa de
maturacdo da esférula e a liberagdo de endosporos (Powell & Drutz, 1984). Em P.
brasiliensis ha comprovagdes que 17-B-estradiol bloqueia a transi¢ao in vitro de micélio
e/ou conidio para levedura, provavelmente devido a acdo de uma proteina citosolica
ligante de estrogeno produzida pelo fungo (Restrepo et al., 1984; Aristizabal et al.,
1998).

Muitos individuos infectados desenvolvem apenas a paracoccidioidomicose
assintomatica ou sub-clinica, a qual algumas vezes progride para uma doen¢a com uma
diversidade de formas clinicas, dependendo de fatores do hospedeiro, diferengas nos
niveis de viruléncia do fungo e condigdes ambientais (Franco, 1987). Nao existem
evidéncias de que a paracoccidioidomicose seja contagiosa entre os homens e ¢ aceito
que diferentes isolados de P. brasiliensis diferem em sua habilidade em causar doenga
em humanos (Restrepo-Moreno, 1993; Soares et al., 1995).

Uma importante caracteristica de varios fungos patogénicos ao homem ¢ a sua
inerente capacidade de mudar sua morfologia de uma forma filamentosa multicelular
para uma forma de levedura unicelular quando infecta tecidos hospedeiros. Tal processo
¢ referido como dimorfismo, uma propriedade genética intrinseca de fungos. Como por
exemplo, podemos citar os importantes patdgenos humanos Histoplasma capsulatum, B.
dermatitidis e P. brasiliensis (revisto por San-Blas et al., 2002). Para C. albicans, um
fungo oportunista presente na microbiota normal, o processo de transicdo da-se ao
contrario do mencionado acima, ocorrendo a mudanca da forma de levedura, nao
associada diretamente a patogénese, para a forma de pseudohifa relacionada mais
freqiientemente a candidiase. A habilidade de fungos patogénicos dimorficos em alterar
entre diferentes tipos morfoldgicos parece ser um importante determinante de
viruléncia, uma vez que linhagens incapazes de fazer esta transi¢do morfoldgica tém
reduzida capacidade de viruléncia ou sdo avirulentos. Em C. albicans, mutantes cphl e
efgl, genes da via de sinaliza¢do pelos mitogen activated protein kinases (MAPKs), a
qual tem papel fundamental no dimorfismo sdo incapazes de crescer na forma
filamentosa e apresentam a capacidade invasora diminuida, além de serem avirulentas

em modelos de infec¢ao em camundongos (Lo et al., 1997).



Embora para fungos como C. albicans o processo de transi¢do dimorfica
envolva a necessidade de diversos fatores como a disponibilidade de nutrientes, pH,
contato com células do hospedeiro e temperatura, para P. brasiliensis cultivados in
vitro, a mudancga da temperatura ¢ suficiente para a morfogénese de micélio (26°C) para
a forma de levedura (37°C) ou vice-versa.

Em conseqiiéncia do dimorfismo, uma série de alteragdes € observada, como por
exemplo, as diferencas na composi¢do da parede celular entre os diferentes tipos
celulares. A parede celular de fungos ¢ uma estrutura complexa composta
principalmente por quitina e glicana. Devido a necessidade de sua manutencao durante a
esporulagdo, na divisao celular em leveduras, na formagao de hifas em micélios, ¢ na
sua integridade em ambiente indspitos como em fagossomos de células hospedeiras, a
parede celular de fungos ¢ conceitualmente uma das estruturas do patégeno mais
atrativa como alvo para terapias antifungicas (revisto por Kellner et al., 2005).
Exemplos sdo as equinocandinas e pneumocandinas, uma classe de drogas antifingicas
que inibem a sintese de B-1,3-glicana (revisto por Debono et al., 1994).

Na levedura S. cerevisiae a -1,3-glicana ¢ o principal componente da parede
celular, a qual ¢ sintetizada -1,3-glicana sintase (GS). Esta enzima é composta por uma
subunidade catalitica codificada pelos genes FKS1 e FKS2, e uma subunidade
regulatoria codificada pelo gene RHO1. A dupla dele¢do de FKS1 e FKS2 ¢ letal ao
fungo, embora dele¢des simples sejam vidveis, sugerindo a sobreposi¢do funcional dos
dois genes (Sekiya-Kawasaki et al., 2002). Homologia de FKS1 tem sido relatada em
fungos patogénicos como C. albicans (Douglas et al., 1997) e P. brasiliensis (Pereira et
al., 2000), bem como em outros fungos filamentosos como Aspergillus nidulans e
Aspergillus fumigatus (Beauvais et al., 2001).

Entre os principais componentes da parede celular de P. brasiliensis estdo os
polissacarideos a-1,3-glicana e [-1,3-glicana. A propor¢do da composicao destes
polissacarideos tem mostrado ser essencial para sua viruléncia do fungo. A a-1,3-
glicana sintase tem sido proposta como um importante fator de viruléncia em P.
brasiliensis. Culturas in vitro por longos periodos tém resultado na diminui¢do da
parede celular, baixos niveis de a-1,3-glicana e perda da viruléncia (revisto por San
Blas & San Blas, 1977). O polissacarideo B-1,3-glicana tem sido implicado como um
importante modulador da resposta imune do hospedeiro (Restrepo-Moreno, 1993). A

sintese in vitro de B-1,3-glicana pela B-1,3-glicana sintase, a qual estd ancorada na



membrana plasmadtica, requer UDP-glicose como o precursor nucleotidico preferido,
enquanto uma pequena proteina ligadora a GTP, Rhol, funciona como um componente
regulatorio de B-1,3-glicana sintase em leveduras de brotamento e fissdo (Sorais-
Londé4ez & San-Blas, 1990).

Em todos os fungos patogénicos, a quitina representa outro importante principal
componente estrutural da parede celular com funcdo na diferenciagdo, integridade da
parede celular, ancoramento de moléculas chaves como adesinas e fatores de viruléncia
(Wang & Szaniszlo, 2000; Brandhorst & Klein, 2000). A sintese de quitina ¢ um
processo complexo regulado por varias isoenzimas sintases, algumas delas redundantes.
Em P. brasiliensis, ocorrem quatro genes de quitina sintase representando cinco classes
dessas enzimas, PbrCHS1 (classe I), PbrCHS2 (classe II), PbrCHS3 (classe IV) ¢
PbeCHS5 (classe V) (Nifio-Vega et al., 1998 e 2000). Estas enzimas participam da
sintese de quitina em quantidades que compreendem 43% do peso seco da parede
celular na forma de levedura e 13% na forma miceliana (San-Blas et al., 1994).

Todos os organismos, quando submetido a condigdes de estresse, como o
aumento de temperatura ou exposi¢do a agentes quimicos, respondem com o aumento
dos niveis de expressdo de genes que codificam proteinas de choque térmico (HSP)
(Morimoto et al., 1994). Durante o processo de infecgdo por P. brasiliensis, alteragdes
do ambiente como a mudanga de temperatura, de 26°C para 37°C, ou o contato com o
ambiente do fagossomo das células de macréfago, induz o fungo as respostas ao
estresse. Em P. brasiliensis, um dos mecanismos mais bem estudados na resposta a
alteragdo da temperatura é a expressdo de genes hsp70, os quais sdo expressos
diferencialmente durante a transigdo de micélio para levedura (da Silva et al., 1999). Os
niveis dos transcritos hsp70 se elevam apo6s 30 minutos a 6 horas da troca de
temperatura de 26° para 37°C, e com uma redugdo apds 36-48 horas (Florez et al.,
2003). No transcriptoma diferencial das formas de micélio e levedura de P. brasiliensis,
o perfil transcricional dos genes hsp parece relacionar bem com as possiveis
necessidades de resposta dos diferentes tipos celulares as diferentes condigdes
ambientais (Felipe et al., 2005).

Em fungos, as vias de sinalizagio por MAPK, cAMP e Ca**/Calmodulina, estio
envolvidas em diversos eventos relacionados a viruléncia. Em P. brasiliensis, a via
MAPK controla o desenvolvimento filamentoso, a regulacdo osmotica e a manutengao
da integridade da parede celular (Felipe et al., 2005). Entre os componentes desta via de

sinalizagdo, as proteinas da familia Rho tém papel fundamental na regulacdo das



enzimas da sintese de B-1,3 glicana, componente principal da parede celular da forma
de micélio (revisto por Lengeler et al., 2000). A via de sinalizagdo cAMP ¢
Ca”*/Calmodulina, responsaveis por diversos eventos como a regulacio na
diferenciag¢do do fungo, sdo em particular, vias de sinalizagdo importantes na viruléncia
de P. brasiliensis. Carvalho e colaboradores (2003) demonstraram que drogas, como a
calmidazolium e trifluperozina, as quais bloqueiam a via da Ca’*/Calmodulina, inibem a
transi¢ao dimorfica de P. brasiliensis da forma miceliana para levedura. Em adigéo, o
aumento nos niveis de cAMP durante a transicdo para a forma de levedura foi relatada
por Paris e Duran (1985). Ambos os trabalhos demonstram a estreita relagdo entre as
duas vias na diferenciagdo, sendo este um processo essencial para o estabelecimento da

patogénese, do fungo P. brasiliensis.

1.2 A interacao patogeno-hospedeiro

O resultado da interagdo patdgeno-hospedeiro ¢ determinado pela natureza dos
danos que resultam desta relacdo, bem como a resposta imune especifica ao
microrganismo (Casadevall & Pirofski, 1999). Células fagocitarias do sistema imune
inato, tais como macrofagos e neutrdfilos, sdo a primeira linha de defesa contra
infeccdes microbianas. Pacientes com problemas de imunidade inata, como doencas
granulomatosas cronicas ou neutropenia, sdo extremamente susceptiveis a uma enorme
variedade de infec¢des (revisto por Lorenz & Fink, 2002). A capacidade de um
microrganismo causar doengas em individuos com imunidade aparentemente normal ¢
um indicativo da capacidade do microrganismo em evadir a defesa normal do
hospedeiro. De forma que, resisténcias a infecgdes causadas por fungos patogénicos
intracelulares facultativos como C. albicans, H. capsulatum, C. immitis, B. dermatitidis
e P. brasiliensis, estdo associadas a uma resposta imunoldgica celular eficiente
(Romani, 1999).

A resposta imune celular representa o principal mecanismo de defesa contra
infecgdes causadas por P. brasiliensis. Formas severas de paracoccidioidomicose sdo
caracterizadas por disturbios imunoldgicos como alteragdes na razao de sub-populagdes
de linfocitos T, hipersensibilidade do tipo tardia prejudicada, producao de citocinas que
inibem o desenvolvimento de uma resposta imune celular efetiva e provavelmente um
efeito supressor dos componentes do fungo na proliferacdo celular do sistema imune

(Bava et al., 1991; Benard et al., 1996; Marques et al., 2002). A estimulagdo de



producdo de células supressoras e suas citocinas relacionadas também tém sido
demonstradas como um mecanismo usado por P. brasiliensis para evadir da resposta
imune celular do hospedeiro. Jimenez-Finkel & Murphy (1988) demonstraram que a
inoculacdo intravenosa de cultura do fungo em um modelo experimental de
camundongos induziu o inicio de atividade supressora por células T por meio de uma
demorada resposta de hipersensibilidade.

Por meio de estudos histopatologicos seqiienciais obtidos em estudos
experimentais em modelo de camundongo, tornou-se possivel dividir o processo
inflamatorio cronico granulomatoso na paracoccidioidomicose em trés fases distintas:
fase monocitica-neutrofilica- a fase inicial da forma¢do do granuloma na
paracoccidioidomicose experimental depende principalmente do componente
polissacarideo P-glicana da parede celular da levedura, o qual demonstrou uma
capacidade de atracdo e organizagdo concéntrica de macrofagos e neutrdfilos
polimorfonucleares ao foco inflamatorio. A interacdo desses fagdcitos com os
polissacarideos da parede do fungo induz a secrecao de citocinas inflamatérias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que estimula a migracao e diferenciagdao dos
mondcitos (Figueiredo et al., 1993); fase pré-granulomatosa- nessa fase ocorre
mobilizacdo de mais macréfagos para o sitio inflamatdrio, os quais tendem a sofrer
diferenciacdo para as chamadas células epitelidides (ntcleo alongado e citoplasma
expandido) e fundir seus citoplasmas formando as células gigantes, caracterizando um
granuloma do tipo epitelidide; fase granulomatosa- a qual infiltrados de linfocitos T
sdo detectados ao redor do granuloma, sendo que a maioria destes linfocitos tem
fendtipo CD4+ e alguns CD8+ (Franco et al., 1993).

O macrofago ¢ a principal célula componente do granuloma e varios estudos
clinicos e experimentais sugerem que macrofagos ativados pelos linfécitos T tém papel
fundamental na resisténcia ao P. brasiliensis. Para uma colonizagdo efetiva, o fungo
necessita resistir as agdes microbicidas de células leucocitarias efetoras. Quando P.
brasiliensis alcanga o alvéolo pulmonar, o fungo interage com macréfagos alveolares
que liberam peptideos que atraem neutrofilos para o foco de infecgao, amplificando a
resposta celular (Cano et al., 1992). Quando ativados por interferon-y (IFN-y) e/ou
outras linfocinas, os macrofagos tornam-se capazes de fagocitar P. brasiliensis
(Brummer et al., 1988; Moscardi-Bacchi et al., 1989). Ja as distintas sub-populagdes de

células T auxiliares estimulam diferentes vias de resposta imune. A imunidade para P.



brasiliensis pode ser regulada por subconjuntos de linfécitos Th1l ou Th2, os quais irdo
determinar o tipo de infec¢do (San-Blas & Nino-Viega, 2001).

Linfécitos do tipo Thl sdo essenciais para uma resposta imune celular efetiva
contra patdgenos intracelulares, devido a secrecao de IFN-y que ativa macrofagos e 1L-2
que estimula a proliferacao de células T CD8+ (citotoxicas). Em camundongos, o IFN-y
também induz a produg¢do de subclasses de imunoglobulinas G (IgG2a e IgG3), as quais
contribuem para imunidade antimicrobiana por meio de suas atividades acentuadas de
fixagdo de complemento e opsoniza¢do. Em sinergia com TNF-a o IFN-y induz a
sintese de oOxido nitrico proporcionando um aumento significativo da fungdo
microbicida dos macrofagos. Ademais, o TNF-a ¢ essencial para migragdo de
mondcitos e sua diferenciagdo em um foco inflamatorio, como o granuloma. O INF-y
ainda ¢ essencial para formacdo de reacdes de hipersensibilidade tardia efetiva. Ja os
linfécitos Th2 produzem citocinas (IL-4 e IL-5) controladoras da ativacdo e
diferenciagdo de linfécitos B em plasmocitos, demonstrando a sua importancia na
indugdo da resposta imune humoral (Powrie et al., 1993; Seder & Paul, 1994).

Outro componente importante na defesa contra P. brasiliensis ¢ o oxido nitrico
(NO), um radical livre, altamente reativo e extremamente 1abil. A producdo de NO
realizada pela enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) em macrofagos ¢
considerada como o principal mecanismo microbicida, j& que os reativos intermedidrios
de oxigénio, também produzidos por macréfagos ativados, ndo sdo capazes de destruir o
fungo (Hibbs et al., 1988). iNOS ¢é expresso em resposta a citocinas pro-inflamatorias
(Tipo 1) por meio de regulagdo transcricional principalmente por IFN-y, TNF-a e IL-1[3
e/ou produtos microbicidas como constituintes polissacarideos da parede celular
(Bogdan, 1999).

Estudos empregando modelos experimentais de células de macrofagos de
mamiferos, demonstram que a atividade microbicida dos macréfagos relaciona-se com a
producao de NO e seus metabdlitos, chamados coletivamente de reativos intermediarios
de nitrogénio (RIN). Os RINs sdo gerados a partir da interagdo de NO com outras
moléculas, como o ion superdxido (O;’), que resulta na producdo de um composto
altamente reativo, o peroxionitrito (ONOO-) que, subseqiientemente, decompde-se em
moléculas adicionais também altamente reativas. Os RINs causam uma variedade de
alteracdes no DNA incluindo quebras de fitas e desaminagdo, enquanto que em

proteinas causam modificagdes que envolvem nitrosilagdo de residuos de cisteina e
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tirosina além de inativagdo de enzimas com nucleo ferro-enxofre (Kerwin et al., 1995).
Essas modificacdes podem afetar enzimas metabolicas vitais, proteinas da cadeia
respiratoria da mitocondria e sintese de DNA, causando efeitos citostaticos e citotoxicos
in vitro e in vivo, contra uma grande variedade de microrganismos, incluindo
Schistosoma mansoni (James et al., 1989), amastigotas de Leishmania major (Liew et
al., 1990), Trypanosoma cruzi (Norris et al., 1995), Cryptococcus neoformans (Lee et
al., 1994), Histoplasma capsulatum (Lane et al., 1994), a forma de hifa de Candida
albicans (Blasi et al., 1995), a forma de levedura de Penicillium marneffei (Kudeken et
al., 1998), Mycobacterium tuberculosis (Chan et al., 1995), entre outros. Gonzales ¢
colaboradores (2000) avaliaram a a¢do de NO produzidos por macrofagos peritoneais
murinos ativados por IFN-y em conidios de P. brasiliensis e relataram que NO inibem o
processo de transicao de conidio para levedura de maneira dose-dependente.

A adesao de microrganismos patoégenos ao tecido hospedeiro tem sido apontada
como o primeiro e principal passo na colonizag@o e disseminacdo do parasita. O fungo
P. brasiliensis produz um antigeno, a glicoproteina gp43, a qual apresenta um alto
conteudo de manose, o que aumenta a capacidade de promover a ligagdo a laminina,
tendo um papel essencial na disseminagdo do fungo (Vicentini et al., 1994). Esse
antigeno ¢ estocado em grandes vesiculas antes de sua secre¢do para o espago
extracelular (Straus et al., 1996).

A internaliza¢do de microrganismos por células fagocitarias o expde a um novo
ambiente, como alteracdes no pH e exposicdo a enzimas degradativas. Embora a
composi¢cao molecular do fagossomo seja pouco conhecida, é provavel que esta
organela seja um meio pobre em fontes de carbono na forma de glicose ou outro tipo de
acucar. Andlises das respostas de patogenos internalizados por células fagocitarias
proporcionam um melhor entendimento das alteragdes necessarias para a sobrevivéncia
do organismo. Deste modo, perfis transcricionais de um microrganismo com o genoma
bem anotado oferecem informagdes valiosas através de comparagdes dos niveis de
expressao de genes necessarios para sua sobrevivéncia neste encontro com a primeira
linha de defesa do hospedeiro. Alteragdes na expressdo génica em microrganismos apos
internalizacdo em fagossomos de células hospedeiras tém sido interpretadas como uma
resposta aos sinais ambientais deste meio como a diminui¢do do pH, a presenca de
espécies reativas (estresse oxidativo) e a pouca disponibilidade de fontes de carbono,
aminoacidos e outros nutrientes importantes, além de promover uma condicdo que

parece contribuir para a viruléncia de alguns patégenos.
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Técnicas de analise da expressdo génica em larga escala ou highthroughput,
como microarray, serial analysis of gene expression (SAGE) e real time PCR, tém sido
utilizados para caracterizar a resposta transcricional de fungos internalizados por células
fagocitarias. O fungo C. neoformans sobrevive apds fagocitose por macrofagos e
prolifera dentro destes, estabelecendo uma infecgdo latente. Analise por microarray
evidenciou aumento na expressdo de multiplos transportadores para hexoses,
aminoacidos e ions metalicos de ferro, bem como genes envolvidos em respostas ao
estresse oxidativo (Fan et al., 2005). Em células de C. albicans fagocitados por
macrofagos, analises de microarray apresentaram um desvio da via glicolitica para a
gliconeogénica, mostrando uma clara inducao de genes necessarios para a conversao de
acidos graxos em glicose — através da via do glioxalato. Foi detectada também uma
elevagdo dos niveis transcricionais de genes relacionados com a resposta ao estresse
oxidativo, ao reparo de danos ao DNA, a biossintese de arginina, a utilizagdo de
peptideos e um elevado niimero de genes, cerca de 18% do total analisado, especificos a
este modelo (Lorenz et al., 2004). Ambos os modelos descritos acima apresentaram
uma repressdo de genes envolvidos nas fungdes relacionadas ao ribossomo,
processamento de rRNAs e nos processos de iniciacdo e elongagdo da tradugdo,
sugerindo uma repressdo geral da maquinaria traducional. Ja& em C. albicans
internalizadas por neutrdfilos, a resposta transcricional ¢ dominada por indugdo de
genes envolvidos na biossintese de metionina e arginina, sugerindo que este ambiente
deva ser deficiente em aminoacidos (Rubin-Bejerano et al., 2003). O painel descrito
acima demonstra toda a reprogramacdo das vias metabolicas como estratégia de
sobrevivéncia apds a fagocitose por células competentes do hospedeiro.

A fagocitose, especificamente, aumenta os niveis de expressdo de genes cujos
produtos catalisam as etapas regulatorias do ciclo do glioxalato, bem como as proteinas
acessorias relacionadas com o funcionamento desse ciclo. Esta resposta metabolica tem
precedente sobre qualquer resposta ao estresse, sugerindo que a deprivacdo de nutrientes
¢ um “estresse primario” ao qual o fungo deve responder. Em S. cerevisiae onze de
quinze genes que tiveram seus niveis aumentados apos fagocitose estdo relacionados
com o ciclo do glioxalato. Trés das cinco enzimas desta via, isocitrato liase 1 (ICL1),
malato sintase 1 (MSL1) e malato desidrogenase 2 (MDH2), tiveram sua expressao
elevada pelo menos 20 vezes em relacdo aos niveis normais. Tiveram também seus
niveis aumentados genes relacionados como a acetil coenzima A (acetil-CoA) sintase

(ACS1), YDR384c um homologo de reguladores da via em Yarrowia lipolytica, além
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de varios transportadores e acetiltransferases envolvidos no trafego de intermediarios do
ciclo do glioxalato e na biodegradagdo de acidos graxos (Lorenz & Fink, 2001). Em um
estudo baseado na técnica de DDRT-PCR, Rude e colaboradores (2002) avaliaram o
perfil transcricional de C. neoformans infectando coelhos imunocomprometidos. Os
resultados mostraram que durante este periodo, os niveis dos genes de ICL1 foram
elevados durante a meningite, sugerindo que a via do glioxalato ¢ importante para a

producdo de energia na condi¢do de infeccao.

1.3 O projeto transcriptoma de P. brasiliensis

A era genomica comegou no final dos anos 80. Catalisados pelo avanco na
tecnologia de seqiienciamento de DNA, estudos iniciais foram principalmente projetos
de grande escala para o seqiienciamento completo do genoma de certos modelos de
organismos. Posteriores avancos nas técnicas de Biologia Molecular e o surgimento da
bioinformatica permitiram a aceleracdo de processos de descri¢do de genes através do
seqiienciamento em massa e a possibilidade de andlises computacionais comparativas
entre genes de organismos relacionados, assegurando o grande impulso desta nova area
de conhecimento dentro da Biologia (Gibas & Jambeck, 2001).

Uma diferenca principal entre a gendmica estrutural e funcional baseia-se na
fonte do material biolégico a ser submetido ao seqiienciamento automatico. Enquanto a
genOmica estrutural seqiiencia clones derivados de DNA gendmico (bibliotecas
gendmicas), a gendmica funcional seqiiencia clones de uma biblioteca de cDNA
construida a partir da populagdio de mRNA presente em uma dada condi¢do
experimental. A principal vantagem da gendmica estrutural consiste no potencial
seqiienciamento de todas as regides do genoma, incluindo regides promotoras,
regulatérias, entre outras. A vantagem da gendmica funcional sobre a gendmica
estrutural estd no conhecimento do perfil transcricional do organismo ou da célula em
situacdes pontuais que podem ser de grande relevancia, como transi¢cdes morfologicas,
patogénese, embriogénese, crescimento entre outras.

Nesta breve historia, a genomica funcional de microrganismos tem se
beneficiado enormemente da analise do genoma da levedura S. cerevisiae. Reconhecida
como um modelo informativo no estudo de genética tradicional (revisto por Kumar &
Snyder, 2001), o estudo comparativo do seu genoma com outros fungos patogénicos

como C. albicans, H. capsulatum ¢ P. brasiliensis tem direcionado a descoberta de
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importantes processos biologicos nestes organismos, tais como ciclo sexual, meiose,
recombina¢do genética e metabolismo, podendo também revelar genes envolvidos na
patogénese e viruléncia (Felipe et al., 2003 e 2005).

Os projetos de genomas funcionais tém dedicado parte de seus esforgos a
obtengdo de Expressed Sequence Tags (EST), que vem mostrando ser uma estratégia
rapida e eficiente na prospeccdo de novos genes. Neste método, uma biblioteca de
cDNA ¢ construida a partir de uma linhagem de células ou tecidos de interesse. A
extracdo do RNA total das células, as quais foram submetidas a uma condi¢do
experimental, os mRNAs sdo isolados a partir da cauda de poliA” e sdo retro-transcritos
em cDNAs usando a enzima Transcriptase Reversa de origem viral. Clones contendo o
cDNA sdo selecionados aleatoriamente e enviados para serem seqilienciados. A
seqiiéncia gerada a partir das extremidades 5" ou 3" é denominada EST (Adams et al.,

1991).

1.3.1. As principais ferramentas do pipeline de anélise empregado no projeto

transcriptoma de P. brasiliensis

Geralmente ESTs sdo de tamanhos pequenos, entre 200-500 pb, e representam
apenas a seqiiéncia de parte do respectivo gene completo. Como as ESTs sdo geradas a
partir de um tUnico seqiienciamento, um maior nimero de erros do tipo de delecdes,
substituigdes e inser¢des de bases nucleotidicas, quando comparados aos mRNAs
originais, pode ser mais freqiiente (Wolfsberg & Landsman, 1997). Embora o numero
de seqiienciamentos oriundos da estratégia de ESTs seja enorme, existiu grande
controvérsia no inicio de sua utilizagdo. Argumentos sugeriram que o seqilienciamento
de fragmentos de cDNA causariam a perda de elementos regulatérios que poderiam ser
encontrados somente no DNA gendmico. O fato ¢ que atualmente bancos de ESTs
somam-se mais de 250 genomas de organismos, perfazendo mais de 62% de seqiiéncias
depositadas no GeneBank, sendo aceitos e usados pela comunidade cientifica para a
descoberta e pesquisa de genes homoélogos em diferentes organismos, mapeamento e
analise de polimorfismos, investigagdo de processamento alternativo de mRNAs,
estudos de expressdo e predicdo génica, identificagdo de moléculas candidatas a
vacinas, novos alvos para drogas, ademais diversas empresas de biotecnologia
manterem cole¢des privadas de ESTs na tentativa de assegurar a propriedade intelectual

desse conhecimento (revisto por Ohlrogge & Benning, 2000).
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Os resultados oriundos do seqilienciador automatico sdo apresentados na forma
de graficos de eletroferogramas e o processo de interpretagdo destes graficos ¢ chamado
de basecalling (Gibas & Jambeck, 2001). Um programa muito utilizado para realizar o
processo de basecalling é o PHRED, que utiliza a programagdo dindmica para gerar
uma saida de dados por meio do registro da base e a probabilidade de erro
correspondente a essa base (Ewing et al., 1998). Estas probabilidades estdo na forma de
pontuagdes que representam a probabilidade logaritmica negativa da base, sendo quanto
maior a pontuacao menor a probabilidade de erro. O indice varia entre 0 a 99, onde 10
indica que a probabilidade desta base ndo corresponder ao registrado ¢ de 10% (1/10),
20 indica que a probabilidade ¢ de 1% de erro (1/100) e assim por diante (Ewing &
Green, 1998).

Em projetos de seqiienciamento, devido a possibilidade de ESTs conterem além
das informacgdes da seqiiéncia das regides 5° ou 3 do cDNA, possuirem também
seqliéncias relativas ao vetor no qual o cDNA estava clonado, geralmente sdo utilizados
programas que mascaram estas seqiiéncias indesejadas de vetores que poderiam
prejudicar posteriores andlises de similaridades entre seqiiéncias. O Crossmatch ¢ um
programa que realiza comparagdes entre duas seqiiéncias, e dispde da opgdo para
mascarar regides em uma seqiiéncia que sejam similares a regides da outra seqiiéncia.
Desta forma permitindo a comparagdo de um conjunto de fragmentos seqiienciados
contra um conjunto de seqiiéncias conhecidas de vetores, onde as bases nucleotidicas
que compoes as regides mascaradas sdo substituidas pelo caractere “X” (documentagao
online disponivel em http://www.genome.washington.edu/UWGC/protocols/).

Outra ferramenta de grande utilidade em projetos de seqiienciamento ¢ o CAP3,
um programa que realiza a montagem de uma seqiiéncia consenso chamada de contig, a
partir de alinhamentos multiplos entre um conjunto de seqiiéncias similares. O CAP3 ¢ a
terceira geracdo do programa de montagem de seqiiéncias CAP. O CAP3 apresenta a
capacidade de remover as regides 5” e 3" de baixa qualidade das seqiiéncias e utilizar os
valores atribuidos as bases nucleotidicas pelo programa PHRED para computar as
sobreposigdes dos consensos (Huang & Madan, 1999).

Vérios conceitos sdo importantes na descri¢ao das comparacdes de seqiiéncias de
nucleotideos. A identidade de seqiiéncia refere-se a presenca da mesma base ou
aminoacido na mesma posi¢do em duas seqiiéncias alinhadas. O termo similaridade ¢
freqlientemente empregado nas comparagdes entre seqii€ncias de proteinas, quando dois

aminoacidos sdo considerados similares com base em suas estruturas e caracteristicas
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fisico-quimicas, sendo que geralmente a substitui¢do de um pelo outro provavelmente
afeta significantemente a estrutura ou a fung@o da proteina. O conceito de homologia
indica a relacdo evolutiva entre as seqiiéncias, quando apresentarem uma probabilidade
de compartilharem o mesmo ancestral comum. Os genes ditos como homdlogos podem
ser classificados como paralogos, que sdo resultado de uma duplica¢do génica, onde a
partir de um ancestral comum ocorreu uma duplicacdo e a partir deste ponto divergiram,
podendo ter fungdes diferentes, e os genes ortdlogos, que representam genes derivados
de um ancestral comum que divergiram ao longo da evolucdo dos organismos, porém
podendo apresentar fungdes similares (Baxevanis & Ouellette, 2001).

Uma vez dispondo-se da seqiiéncia de DNA, outro problema ¢ a sua analise com
seqiiéncias de outros organismos relacionados ou ndo. A construgdo de algoritmos de
busca em bancos de dados de seqiiéncias ¢ um dos grandes desafios na area da
bioinformatica. Estes algoritmos para busca precisam apresentar as seguintes
caracteristicas gerais: 1) velocidade: devido ao tamanho dos bancos de dados atuais, os
programas tém que ser ageis para processar os dados rapidamente; 2) sensibilidade: o
programa precisa informar as similaridades significantes; 3) estatisticas rigorosas: o
programa deve promover um modo para avaliar a significancia dos resultados; e 4)
facilidade de uso: uma interface Web que possibilite que um tnico banco de dados
publico de seqiiéncias de genoma ofereca todos os servigos por meio de uma interface
uniforme e amigével aos usuarios. Ferramentas de busca entre seqiiéncias nucleotidicas
ou protéicas por alinhamento como FASTA (Person, 1998) ¢ BLAST (Basic Local
Aligment Search Tool) (Altschul et al., 1991) facilitaram e popularizaram as analises
comparativas. O programa para consulta a bancos de seqiiéncias FASTA, pertencente a
familia FAST, foi projetado inicialmente para pesquisar apenas seqiiéncias de proteinas,
sendo posteriormente incorporadas ferramentas de buscas de similaridades entre
seqliéncias de DNA e comparagdes entre DNA e aminoacidos, quando necessario
(Pearson & Lipman, 1988). O BLAST ¢ uma familia de ferramentas disponiveis na

pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ para andlise de similaridade entre

seqiiéncias. As buscas de similaridades entre uma seqiiéncia a ser testada com as
seqliéncias depositadas nos bancos de dados, sdo feitas a partir da identificagdo de

fragmentos entre as duas seqiiéncias (Altschul et al., 1991).
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1.3.2. Viséo geral do projeto transcriptoma de P. brasiliensis

O nosso laboratério coordenou a rede genoma Centro-Oeste, a qual foi
responsavel pelo desenvolvimento do projeto “Genoma Funcional e Diferencial do
Fungo P. brasiliensis” basecado na gera¢ao de ESTs a partir de bibliotecas de cDNAs
das formas de micélio e levedura de P. brasiliensis crescidas in vitro. O projeto resultou
na geragao de 25.598 ESTs derivadas do seqiienciamento de clones dessas bibliotecas
de cDNA selecionados aleatoriamente. A partir deste total de ESTs 19.718, sendo 9.941
da forma de micélio e 9.777 de forma de levedura, obtiveram qualidade suficiente para
serem analisadas por ferramentas computacionais implementadas no pipeline do projeto
(Fig. 1) (Felipe et al., 2003; Brigido et al., 2005). Apos uso do software de clusterizacao
CAP3, foram gerados 2.655 contigs e 3.367 singlets (Felipe et al., 2003 ¢ 2005). O
transcriptoma de P. brasiliensis descrito com aproximadamente 6000 genes
provavelmente cobriu cerca de 80% do genoma total desse fungo, cujo tamanho ¢
estimado em cerca de 8000 genes (Felipe et al., 2003 e 2005). Em adi¢do Goldman e
colaboradores (2003) descreveram uma biblioteca de ESTs da forma de levedura
cultivada in vitro por cerca de 10 dias apds recuperagdo de modelo de infecgao em
camundongos, os dados obtidos por este grupo estdo depositados no banco dbEST

(http://www.ncbi.nlm.nith.gov/BLAST).

Pipeline de Analise
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Figura 1: Esquema dos principais passos dos processos empregado para a geragdo e analise de
ESTs do projeto “Genoma Funcional e Diferencial do Fungo P. brasiliensis” (Figura
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcelo Brigido).
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A analise das seqiiéncias de nucleotideos obtidas para as duas formas do fungo
refletiu as possiveis adaptagdes associadas ao ambiente, micélio no solo e levedura no
tecido hospedeiro. Enquanto o perfil transcricional da forma de micélio sugere um
metabolismo aerdbico, representado por ESTs que codificam enzimas do ciclo Krebs, o
perfil transcricional da forma levedura evidencia um desvio para um metabolismo
anaerobico, com uma expressdo aumentada de genes para dlcool desidrogenase I e
subunidade El da piruvato desidrogenase (Felipe et al., 2005). Esta alteragdo no
metabolismo estd de acordo com relatos da literatura cientifica que sugerem um

ambiente pobre em oxigénio nos fagossomos de células do tecido hospedeiro.

1.3.3 Expressdo de genes do genoma mitocondrial

O genoma circular mitocondrial (mt) de leveduras apresentam um alto grau de
diversidade em tamanho, organizagao e composi¢cdo de genes. O genoma mitocondrial
mais bem estudado ¢ o da levedura S. cerevisiae, o qual esta inteiramente seqiienciado e
apresenta em torno de 80Kb de tamanho (Foury et al., 1998). Muitos outros
microorganismos também possuem seus genomas mitocondriais ja caracterizados e
comparados com o de S. cerevisiae, entre eles o da Schizosaccharomyces pombe (19kb),
C. albicans (46kb), Yarrowia lipolytica (27kb), Pichia pastoris (27kb) e Penicillium
marneffei (35kb) (Koszul et al., 2003; Woo, et al., 2003).

A levedura Candida glabrata apresenta um genoma mitocondrial de 20Kb de
tamanho e possui os genes atp6, atp8 e atp9, que codificam trés subunidades da ATP
sintase, apocitocromo b (cob), varll e as trés subunidades da citocromo ¢ oxidase
(coxl, cox2, cox3). Semelhantemente ao observado em S. cerevisiae, o genoma
mitocondrial de C. glabrata ndo possui os genes que codificam para o complexo
enzimatico NADH desidrogenase, embora estes genes sejam encontrados no genoma
mitocondrial em outras espécies de Candida (Koszul et al., 2003). O genoma
mitocondrial do fungo dimorfico Penicillium marneffei, o mais importante causador de
micose sistémica humana no sudoeste da Asia, contém genes para 15 proteinas. Estes
incluem as trés subunidade para ATP sintase, o gene cob, as trés subunidade de cox, e
sete genes para as subunidades da nicotinamida adenina (NAD) dinucleotideo
ubiquinona oxidoredutase (nadl, nad2, nad3, nad4, nad4L, nad5 e nad6), além das

proteinas ribossomais (rps) (Woo, et al., 2003).
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Um dos complexos enzimdticos codificados no genoma mitocondrial ¢ a
citocromo ¢ oxidase chamada também de complexo IV, localizada no final da cadeia de
transporte de elétrons. Essa ¢ responsavel pelo aumento do gradiente de prétons no
espaco intermembranoso da mitocondria, que serd utilizado na sintese de ATP pela
enzima ATP sintase ou complexo V. A citocromo ¢ oxidase ¢ o maior complexo
enzimatico da cadeia de transporte de elétrons. Em células eucaridticas, desde fungos
at¢ mamiferos e na grande maioria das plantas, as trés maiores subunidades da
citocromo ¢ oxidase sdo codificadas pelos genes mitocondriais cox (Barrientos et al.,
2002). Estas trés subunidades compreendem o nucleo da enzima que estd envolvido por
varias outras subunidades codificadas por genes nucleares que sdo traduzidos por
ribossomos citoplasmaticos e transportados para a mitocondria gragas a sinais presentes
nas regidoes 3° ndo traduzidos do mRNA (Green-Willms et al., 1998). Além destas
subunidades de cox, outros genes nucleares codificam proteinas que atuam como
ativadores traducionais para as subunidades coxl, cox2 e cox3 através do
reconhecimento dos sitios 5 ndo traduzidos dos mRNAs (Tsukihara et al., 2003). Por
exemplo, a traducdo da coxl ¢é controlada pela proteina nuclear Pet309 com a
participa¢do de Msslp (Decoster et al., 1990; Perez-Martinez et al., 2003), em Cox2 o
seu ativador ¢ Petl11p, enquanto cox3 tem sua traducao ativada por Pet494p (Green-
Willms et al., 2001). De forma que a taxa de sintese das proteinas mitocondriais Cox1,
Cox2 e Cox3 parecem ser limitadas por seus ativadores traducionais codificados no
nucleo.

Proteinas codificadas no genoma mitocondrial tém sido relatadas como
importantes participantes dos mecanismos relacionados no processo de infec¢do por
microrganismos patogénicos. A expressdo diferencial de genes mitocondriais que
codificam proteinas da cadeia de transporte de elétrons tem sido mostrada ser
importantes na aquisicdo de energia quando o patdogeno encontra-se internalizado em
fagossomo, um ambiente relativamente pobre em nutrientes. Em adi¢do, a mitocondria
também possui um papel fundamental no estresse oxidativo, através da expressao de
genes relacionados a detoxificacdo de espécies reativas produzidas pelas células de
macroéfagos do hospedeiro. Desta forma, estudos sobre o controle da expressao de genes
mitocondriais podem proporcionar um melhor entendimento sobre o contexto da

interagdo patogeno-hospedeiro (Litter et al., 2005).
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1.3.4 O gene de isocitrato liase de P. brasiliensis

Como mostrado na figura 2, o ciclo do glioxalato consiste em um desvio do Ciclo
do Acido Citrico, onde a enzima isocitrato liase (ICL) catalisa a clivagem do isocitrato
em succinato e glioxalato. A reagdo seguinte consiste na condensacao do glioxalato com
acetil-CoA para a formagao de malato pela agdo da enzima malato sintase (Lehninger et
al., 2000). O ciclo do glioxalato vem sendo relatado em bactérias, fungos e plantas e ¢
responsavel pela utilizagdo de compostos de dois carbonos como fonte para sintese de
glicose (Lorenz & Fink, 2001). A isocitrato liase (ICL) ¢ uma enzima chave na
regulacao desse ciclo e, por ndo estar presente em mamiferos, apresenta-se como uma
promissora candidata a alvo para drogas. Além disso, a importancia da ativacdo desse
ciclo vem sendo mostrada na sobrevivéncia e no crescimento de diversos
microrganismos patogénicos em condi¢cdes de infeccdo de tecidos de hospedeiros

(Lorenz & Fink, 2001).

acetyl-Cofd
oxaloacetate citrate
NADH +H"
e NAD”
acetyl-Coh hndm
makaie

famarate I:.ltngh!i:ﬂi
FADH,
FAD ca,
inate inyl-CoA
suce succinyl-

Figura 2. Esquema mostrando o ciclo do glioxalato (ciclo menor), regulado pelas enzimas
isocitrato liase e malato sintase, e sua relagdo com o ciclo do acido citrico (ciclo maior).
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Experimentos realizados por Lorenz & Fink (2001) com o fungo C. albicans
mostraram que mutantes para o gene Icl apresentaram menor viruléncia em
camundongos quando comparados com o tipo selvagem e com o mutante reconstituido.
Contudo, Rude e colaboradores (2002), apesar de terem identificado um aumento dos
niveis de expressdo do gene icl de C. neoformans apos uma semana de infec¢do em
coelhos imunocomprometidos, ndo observaram atenuacdo nos niveis de infec¢do
provocada por mutantes Aicl quando comparados a infec¢do causada pelo tipo
selvagem. Em M. tuberculosis, trabalhos recentes mostraram a existéncia de duas
isoformas da enzima isocitrato liase (ICL1 e ICL2). Os mesmos autores verificaram que
ambas as enzimas sdo necessarias para o crescimento e viruléncia do fungo em modelo
experimental de infec¢do de camundongos (Mufios-Elias & McKinney, 2005).

O seqiienciamento do genoma das formas de micélio e levedura do fungo P.
brasiliensis em cultura in vitro permitiu um avango no conhecimento de sua biologia.
As informag¢des nas formas de ESTs depositadas no GeneBank possibilitaram a
comparacao de genes diferencialmente expressos entre as duas formas do fungo, bem
como o facil acesso as seqiiéncias de interesse para posteriores estudos. Contudo, a
analise da expressdo génica de P. brasiliensis em um modelo de infec¢do pode trazer
novas perspectivas na busca de potenciais genes relacionados a viruléncia. Com o
objetivo de buscar um melhor entendimento da relagdo patdogeno-hospedeiro, nosso
grupo tem estudado o perfil de expressdo de genes potencialmente relacionados a
viruléncia de P. brasiliensis, os quais foram previamente descritos no projeto
transcriptoma deste fungo (Felipe et al., 2005). Neste sentido, o perfil de expressdo de
diversos genes de interesse vem sendo analisado pela técnica de microarray e real time
PCR, empregando RNA extraido do fungo co-cultivado com macrofagos peritoneais
murinos, sem qualquer cultivo adicional do fungo in vitro (tese de doutorado dos alunos
Aldo Tavares e Simoneide Silva, em andamento). Dando continuidade aos resultados
obtidos pelo projeto Genoma Funcional e Diferencial, a caracterizagdo de um
transcriptoma de P. brasiliensis na condigdo de infec¢do experimental ex vivo podera
trazer informagdes adicionais sobre a expressdo de genes ja descritos na cultura in vitro,
bem como permitir a identificagdo de possiveis novos genes, potencialmente envolvidos
na patogénese. Em adi¢do, o projeto Transcriptoma de P. brasiliensis permitiu a
identificacao de ortdlogos a genes que foram relatados como fatores de viruléncia em
outros fungos patogénicos (Tavares et al., 2005). Dentre estes, destacam-se alguns

genes possivelmente importantes para a sobrevivéncia do microrganismo no interior de
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macrofagos, tais como aqueles que codificam as enzimas regulatorias do ciclo do
glioxalato (Lorenz & Fink, 2002). Nesse contexto, trabalhos recentes de nosso grupo
descrevem o aumento nos niveis de expressdo dos genes isocitrato liase (icl) e malato
sintase (mls), tanto quando o fungo foi cultivado in vitro em condigdes de caréncia
nutricional, como no co-cultivo de leveduras de P. brasiliensis com macrofagos
murinos (linhagem J774). Esses resultados sugerem uma possivel ativa¢do do ciclo do
glioxalato no processo de infecc¢ao, contribuindo para a adaptacdo do fungo ao ambiente
hostil encontrado no interior de células fagocitarias (Derengowski, 2006). Dessa forma,
a melhor caracterizagdao do gene icl de P. brasiliensis, descrita neste trabalho, visa a
contribuir para um maior entendimento do papel do ciclo do glioxalato na sobrevivéncia

de P. brasiliensis no tecido hospedeiro.
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2 -

1.

OBJETIVOS

Analisar comparativamente a expressao de genes de P. brasiliensis apos 6 horas
de co-cultivo em presenca de células de macrofagos peritoneais murinos, com os
dados obtidos pelo projeto transcriptoma desse fungo cultivado in vitro, e os

dados depositados no Genebank nr e dbEST de outros microrganismos.

Caracterizar as seqiiéncias que compdem os quatro contigs gerados pelo
transcriptoma de P. brasiliensis em cultura in vitro, que apresentaram

similaridades com o gene de isocitrato liase (icl) de outros organismos.

2.1 Estratégia Experimental 1

L.

II.

I1I.

Construir uma biblioteca de cDNA de P. brasiliensis apos 6 horas de co-cultivo

com cé¢lulas de macrofagos peritoneais murinos.

Seqiienciamento de aproximadamente 500 clones da biblioteca de cDNA.

Andlise de similaridades, por meio de ferramentas de bioinformatica, das ESTs

geradas pelo seqiienciamento da biblioteca de cDNA.

2.2 Estrategia Experimental 2

L.

II.

I1I.

IV.

Construcdo de oligonucleotideos representando seqiiéncias internas das quatro

contigs com similaridades com o gene icl de outros microrganismos.

Seqiienciamento dos clones representativos das seqiiéncias que compdem as

quatro contigs relacionadas ao gene icl.

Analise de similaridade, por meio de ferramentas de bioinformatica, das ESTs

geradas pelo seqiienciamento das quatro contigs.

Analise do numero de copias do provavel gene icl de P. brasiliensis.
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3 - MATERIAL

3.1 Meios de Cultura - Escherichia coli

Os meios eram autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Meio Luria-Bertani (LB)

peptona de caseina 1,0 % (p/v)
extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH 5M.

Meio LB agar (LA)
Meio LB adicionado de dgar bacteriologico a 1,5 % (p/v)

Meio 2XYT

peptona de caseina 1,6 % (p/v)
extrato de levedura 1,0 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)

O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH.

Meio SB

MOPS 0,3 % (p/v)
Triptona 0,9 % (p/v)
Extrato de levedura 0,6 % (p/v)

O pH foi ajustado para 7,0, com NaOH.

Meio SOB

Bacto-triptona 2,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 10,0 mM
KCl 2,5 mM

O pH foi ajustado para 7,0.



Meio SOC
Bacto-triptona
Extrato de levedura
NaCl

KCl

MgCl,

MgSOg4

Glicose

Os meios eram autoclavados a 120°C por 20 minutos.

Meio Fava-Neto
Protease peptona
Peptona

Extrato de carne
NaCl

Agar

Dextrose

Extrato de levedura

Meio YPD
Extrato de levedura
Glicose

Bacto-peptona

Meio YPD agar

Meio YPD adicionado de agar bacteriologico a 2,0 % (p/v)

2,0 % (p/v)
0,5 % (p/v)
10,0 mM
2,5 mM
10,0 mM
10,0 mM
20,0 mM

3.2 Meios de Cultura — Paracoccidioides brasiliensis

0,3 % (p/v)
1,0 % (p/v)
0,5 % (p/v)
0,5 % (p/v)
1,6 % (p/v)
4,0 % (p/v)
0,5 % (p/v)

10,0 % (p/v)
2,0 % (p/v)
2,0 % (p/v)



3.3 Antibioticos e solucdes utilizadas para selecdo de transformantes

Ampicilina
Solugdo estoque: 50 mg/mL em agua destilada estéril.
Estocar protegida da luz, a -20°C.

Concentracao final de uso: 100 pg/mL. No caso de células transformadas

por eletroporagdo, a concentragdo final utilizada ¢ de 200 pg/mL.

Cloranfenicol
Solugdo estoque: 20 mg/mL em etanol.

Concentracdo final de uso: 30 pg/mL.

3.4 Linhagens bacterianas

Tabela 2. Linhagens bacterianas utilizadas.

Escherichia coli
Linhagem Genotipo

SupE44 AlacU169($p80 lacZAM15)
hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl

DH5a

3.5 Plasmidios utilizados

-pPDNR-LIB: pDNR-LIB ¢ um vetor usado para constru¢des de bibliotecas compativeis
com o sistema CLONTECH's Creator®, incluindo sistema Creator SMART™ ¢cDNA
Libraries. pDNR-LIB ¢ desenvolvido para a constru¢do de bibliotecas de cDNA com
insertos que possam ser transferidos para dentro de algum vetor aceptor Creator System.
A recombinase Cre, uma recombinase de 38-KDa de bacteriofago P1, media a
recombinacdo entre seqiiéncias de DNA em localizagdes especificas de vetores
doadores e aceptores chamado de sitios l0xP (Sauer, 1994; Abremski & Hoess, 1984). O
vetor pDNR-LIB contém dois sitios loxP, os quais flanqueiam as extremidades 5 do
sitio multiplo de clonagem (MCS) e a extremidade 5" da ORF que codifica o gene de

resisténcia a cloranfenicol (Cm'). O vetor pDNR-LIB também contém o gene para a
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enzima sucarase de B. subtilis (SacB), a qual proporciona selecdo negativa contra

recombinacoes incorretas.

3.6 Enzimas de restricdo

Tabela 3. Enzimas de restri¢do utilizadas.

Enzima Sitio de clivagem Tampdo Temperatura Fornecedor
BamHI G GATCT Tampio II 37°C BioLabs
Bng A"GATCT Tampao III 37°C BioLabs
EcoRI G AATTC Tampdo II 37°C BioLabs
Xbal TA*CTAGA Tampao I1 37°C BioLabs
Xhol C "TCGAG Tampio 11 37°C BioLabs
Sfi GGCCNNNNNANGGCC Tampao I1 50°C BioLabs

3.7 Outras enzimas

Taq DNA polimerase — 2U/uL (Cenbiot-RS)

3.8 Tampdes de enzimas

Tampéao da Tag DNA Polimerase 10X

Tris-HCI pH 8,3 0,1M

KClI 0,5M
BSA 0,1 % (p/v)
MgCl, 15,0 mM

3.9 Solucdes de uso generalizado

Tampéo TE
Tris-HCI pH 8,0 10,0 mM
EDTA pH 8,0 1,0 mM

Fenol equilibrado

Fenol 1,0 v
8-hidroxiquinolina (p/v) 0,1 %
-mercaptoetanol (v/v) 0,2 %
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Homogeneizado repetidas vezes com solugdo de equilibrio. Estocado
protegido da luz e manipulado com luvas. O descarte independente por

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

Clorofane

Fenol (equilibrado em pH 7,6) 1,00 v
Cloroférmio 1,00 v
B-hidroxiquinolina 0,05 % (p/v)

Equilibrado com Tris-HCI 100 mM pH 7,6. Estocado protegido da luz e
manipulado com luvas. Descarte independente por tratar-se de solvente

organico (Sambrook & Russel, 2001).

Clorofil
Cloroformio 24 v
Alcool Isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25 v de tampao TE e estocado protegido da luz.

3.10 Solucbes utilizadas nos protocolos de transformacéo

Estoque de Mg** 2M

MgCl,.6H,O 2033 g
MgS04.7H,0 24,65 ¢
H,O0 (gsp) 100,00 mL

Estoque de glicose 2M
Glicose anidra 26,04 g
H,O0 (gsp) 100,00 mL

Solucao de glicerol 70%
Glicerol 70 mL
H,0 (gsp) 30 mL

Esterilizada por autoclavagem a 120°C por 30 minutos.
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3.11 Solucdes para preparacao de DNA plasmidial

Solucéo |

Glicose 20% 0,92%
EDTA pH 8.0 10,00 mM
Tris-HCI IM pH 7.4 26,00 mM
Solucéo 11

NaOH 02M

SDS 1,0 % (p/v)

Preparada na hora do uso.

Solucéo 111

Acetato de potassio SM 60,0 mL
Acido Acético p.a. 11,5 mL
H,0 (gsp) 28,5 mL

O acetato de potassio vai estar numa concentragao final de 3 M e o acido

acético a 2 M. Ajustar o pH para 5,5.

RNAse A
RNAse A 10 mg/mL
Dissolvida em tampao Tris HCl 10mM (pH 7,5), NaCl 15 mM e

aquecida a 80°C por 10 minutos. Estocada a -20°C.

3.12 Solucbes para eletroforese em géis de agarose

Tampadao de Corrida para Gel de Agarose-Tris-borato -TEB (10X)

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

O pH ¢ ajustado para 8,0 com 4cido borico.
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Tampéo de Amostra para DNA/RNA (10X)

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

Solucéo de Brometo de Etidio
Brometo de Etidio 10 mg/mL

3.13 Solugdes para Southern blot

Solucéo de Depurinizacéo
HCl 0,2M

Solugdo Desnaturante
NacCl 1,5M
NaOH 0,5M

Solucdo Neutralizante
Tris-HCI, pH 7,4 1,0M

NaCl 1,5M

Solucéo de Transferéncia
SSC/SSPE 10X

Solucéo de pré-hibridacao/hibridizacéo

Formamida 50,0 % (v/v)
SSPE 50X
Solucao Denhardt 5,0X
SDS 0,5 %

Membrana de Nylon

Hybond N (Amersham Biosciences)
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3.14 Marcadores de massa molecular (MM)

-“100 bp Ladder” (Invitrogen Life Technologies, n® de catalogo: 15628-
019) - Fragmentos de DNA de 100 a 1500 pb.

-“1kb bp Ladder Plus” (Invitrogen Life Technologies, n® de catalogo:
10787-018) - Fragmentos de DNA de 100 a 12000 pb.

-“A Hindl1”” (Invitrogen Life Technologies, n°® de catalogo: 15612-013)
— Fragmentos de 125 a 23000 pb, derivados da digestao do DNA do fago
A com a enzima de restri¢ao Hind III.

-“High Mass” (Invitrogen Life Technologies, n® de catalogo: 10496-

016) - Fragmentos de DNA de 1 a 10kb.

3.15 Oligonucleotideos dos vetores

-Universal (Gibco—BRL®, n® de catalogo: 18267-014)- 23 nt
5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’

-Reverso (Gibco-BRL®, n° de catdlogo: 18424-010)- 23 nt
5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’

-T3 (Invitrogen Life Technologies, n° de catdlogo: N565-02 )- 20 nt
5’-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’

-T7 (Invitrogen Life Technologies, n° de catalogo: N560-02)- 20 nt
5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
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3.16 Oligonucleotideos especificos

Tabela 4. Oligonucleotideos especificos e sua utilizacao.

Nome

Sequéncia (5’—> 3’)

Utilizacéo

COX1 Fwd
COX1_Rev
ND6_Fwd
ND6 Rev
icl 5°
icl 37
Ctg2 Fw
Ctgl Rv
Ctg2 Rv
Ctgd Fw

Ctgd Rev

AGTCGACGGTACCGGACATA
AATGGGAGGACTAAGTGGATTT
TCCTGCTATTTATTCTTAATCGGTCT
CCTACATGAATTAGATTGGATTTATCA
GCTCACCCAGATGGTCAAAT
AGTATCCGCATCCGCAATAA
TTTTCTCCGAGGCAGTTGTT
CTGCTGGCATTCATATTGAG
ATAAGGGCAGTGGTGTGGAG
TTGCAGCAGACGTATCCAAG

TTCCTTCTCGAATCCCATTG

Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgdo
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgdo
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgao
interna da seqiiéncia
Seqiienciamento da porgdo
interna da seqiiéncia

3.17 Kits utilizados

“Creator SMART™ ¢cDNA Library Construction”, Clontech

“Wizard™ Plus Minipreps DNA Purification System”, Promega
“Wizard“SV Gel and PCR Clean-Up System”, Promega

“Random Primers DNA Labeling System”, Promega

“DYEnamic™ET - Dye terminator kit”, GE Healthcare

Os kits foram utilizados de acordo com as instrugdes dos fabricantes.
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4 - METODOS

4.1. Extracdo de RNA total de P. brasiliensis apos infeccdo de macroéfagos

O RNA total de P. brasiliensis, recuperado apos 6h de co-cultivo com macrofagos
peritoneais de camundongo foi gentilmente cedido pelos alunos de doutorado do nosso
grupo Aldo Tavares e Simoneide Silva (tese em andamento). Resumidamente, o
protocolo consistiu na lise dos macréfagos e recuperacdo dos fungos por centrifugacao,
conforme estratégia esquematizada na figura 3, sendo o RNA total do fungo extraido

pelo emprego do reagente Trizol (Invitrogen).

Camundongos tratados
J

com Tioglicolato 3%

£
c

i
&
§

Fecuperagao de macrofagos
peritoneais

s

Infecgdo ex vivo de macrafagos com
F. brasiiensis par B haras

!

Lise do M e recuperagio do fungo
por centrifugacao

!

Extracio de RMA total de P brasilensis utilizando o
reagente Trizal® (Invitrogen) e construcio de uma
hiblioteca de cOMAs empregando "Creator Smart cOMA
Library Construction Kit" (Clontech)

!

Transformacao de celulas DHSe de
Escherichia coli

! Leveduras de F. brasilensiz crescidas
a em meio Fava MNeto por 7 dias

Figura 3. Estratégia experimental de obtengdo de RNA total, utilizado na construgdo da
biblioteca de cDNA da forma levedura de P. brasiliensis recuperado de macréfagos peritoneais
de camundongos apos 6 horas de infecgao.

Apds quantificacdo, o RNA total foi utilizado na constru¢do da biblioteca de

cDNA de P. brasiliensis (Pb), forma de levedura (Y), obtido apds 6h de co-cultivo com
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macrofagos (M®) peritoneais de camundongo, a qual sera denominada biblioteca PbY-

Mo.

4.2. Construgdo da biblioteca de cDNAs de P. brasiliensis apds infeccdo de

macrofagos

A biblioteca de cDNA PbY-M® foi construida pelos alunos de doutorado Aldo
Tavares e Simoneide Silva (tese em andamento), utilizando-se o “Creator™ SMART™
cDNA Library Construction Kit” (Clontech), segundo protocolo do fabricante. Algumas
peculiaridades inovadoras empregadas nesse kit serdo brevemente comentadas, visando
um melhor entendimento do racional da metodologia. Uma das principais caracteristicas
desse protocolo envolve um mecanismo onde a enzima transcriptase reversa emprega
um molde alternativo (um oligonucleotideo adicionado a reag@o) apds ter sintetizado um
cDNA de tamanho completo, contendo em particular a seqiiéncia da extremidade 5’
completa do mRNA, muitas vezes ausente das bibliotecas de cDNA convencionais. O
mecanismo acima ¢ denominado SMART (Switching Mechanism At 5' end of RNA
Transcript) e encontra-se representado na figura 4.

Resumidamente, as principais etapas para a constru¢do da biblioteca sao:

1. Sintese da primeira fita de cDNA: Nesta primeira etapa do protocolo,
utilizamos 1pg de RNA total de P. brasiliensis, obtido conforme descrito no item
acima. Trés componentes empregados na reacdo de sintese da primeira fita de cDNA,
além do RNA total, sdo descritos a seguir: i) iniciador oligo (dT) modificado —
“CDSIII/3’PCR primer”, usado no anelamento ao inicio da cauda poli(A)" do mRNA,
bem como no passo seguinte de amplificagcdo. Este oligonucleotideo apresenta em sua
seqliéncia o sitio da enzima de restrigdo SfilB; ii) enzima transcriptase reversa (RT) —
A “PowerScript'"RT” ¢ uma enzima recombinante, originada da enzima MMLV, sem
atividade de RNAse H. Essa enzima também apresenta atividade de terminal
transferase, adicionando alguns nucleotideos de desoxicitidina ao cDNA apods ter
atingido a extremidade 5° do mRNA,; iii) oligonucleotideo empregado como molde
alternativo para a RT — “SMART IV Oligo”, que apresenta uma seqiiéncia de
oligo(dG) em sua extremidade 3°, anelando-se a curta seqiiéncia de oligo(dC) da
extremidade 3 do cDNA, criando um molde extendido que serd copiado na molécula de

cDNA pela RT. Este oligonucleotideo também apresenta em sua seqiiéncia o sitio da
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enzima de restricdo Sfi IA. As etapas 1 a 3 da figura 4 representam o conjunto de
reacdes envolvidas na sintese da primeira fita de cDNA. Assim, esta populacdo de
cDNAs sera potencialmente enriquecida em moléculas de tamanho completo (cDNAs

contendo a extremidade 5’ dos respectivos mRNAs).

Poly AT RNA
(1) B aAnnnnannanss polyA 3
) GGG (—
T - CO3 I Primer {SA1B)
SMART IV : .
Oligonucleatide ($714) First-strand synthesis
coupled with
{dC} tailing by RT
(2) GGG S annnnnnnnns poly Incomplete transcripts,
o OO0 — or premature termination of RT
SMART Template switching 6 X —ﬂ
cDNA Synthesis & extension hy RT

Truncated cDNA

(3) 5 BB6 U AAANAANAA palvA {Lacks &' primer binding site}

m— CCC — l
/ \ Cannot be
LD PCR primer extension conveted to ds cDNA
(from 50 ng of total RMA) {from 1 pg of poly A* RNA) or cloned
— —
— —

Enriched full-length ds cDNA

Figura 4: Esquema da construgdo da biblioteca de cDNA PbY-M® (Adaptado de SMART™
cDNA Library Construction Kit User Manual).

2. Sintese da segunda fita de cDNA: Os cDNAs fita-simples resultantes contém
as extremidades 5 completas, bem como a seqiiéncia complementar ao oligonucleotideo
SMART 1V, o qual atua como sitio universal de iniciadores na subseqiiente etapa de
amplificagdo por Long-Distance PCR. Desta forma, apenas aqueles cDNAs fita-simples
contento a seqiiéncia do oligonucleotideo SMART IV em suas extremidades 5” poderado
servir como molde e serem amplificados exponencialmente por PCR. Para esta etapa,

foram utilizados 2 pL da reacdo de sintese da primeira fita de cDNA (1/5 da reacdo de
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transcrigdo reversa), além dos demais componentes, conforme descrito no protocolo
fornecido pelo fabricante. O programa de amplificagdo utilizado foi:

1) Desnaturagao: 95°C por 1 minuto.

2) Desnaturagdo: 95°C por 15 segundos.

3) Anelamento e extensdo: 68°C por 6 minutos.

4) Repetigdo das etapas 2 e 3 por 25 vezes.

3. Clonagem do cDNA fita dupla em vetor pDNR-LIB: Cinco pL do sistema de
PCR (1/20 do volume) foram utilizados para quantificacdo e andlises da distribuicdo de
tamanho dos produtos de PCR por meio de eletroforese em gel de agarose 1,2%.
Posteriormente foi realizado fracionamento do cDNA por tamanho em coluna de gel
filtragdo CHROMA SPIN 400 (Clontech). As fragdes que apresentavam tamanhos
acima de 400 pb foram agrupadas em um volume total de 220 uL e precipitadas com
acetato de sodio, glicogénio e etanol, conforme protocolo do fabricante. O sedimento
resultante foi ressuspendido em 7 uL de H,0 deionizada. O sistema de ligagdo foi
preparado conforme protocolo do fabricante, contendo 2 puL. do cDNA fracionado (cerca
de 40 ng) e cerca de 100 ng do vetor pDNR-LIB® previamente digerido com a enzima
SfilA e B. O vetor pDNR-LIB caracteriza-se por permitir a clonagem direcionada, além
de seqiiéncias para pareamento dos iniciadores M13 Universal e Reverso. O sistema de

ligacdo foi incubado a 16°C por aproximadamente 12 horas.

4. Transformacdo bacteriana: Um pL, correspondendo a 1/5 da reagdo de
ligacdo foi usado para transformar células eletrocompetentes da linhagem DHS5a de E.
coli, seguindo protocolo descrito por Sambrook e Russel (2001). Apds incubagdo das
células por 1 hora sob agitagdao a 250 rpm a 37°C, foi realizado plaqueamento em meio
LB solido contendo cloranfenicol na concentracdo final de 30ug/mL e glicose na
concentracao final de 0,5%, visando a obten¢ao de coldnias isoladas, a fim de se avaliar
a eficiéncia da transformacao. Posteriormente, com o objetivo de se obter o crescimento
confluente foi realizado a semeadura em placas quadradas de 23 cm e incubadas a 37°C
durante a noite. No dia seguinte, ImL de meio 2XYT contendo cloranfenicol na
concentragdo citada acima foram depositadas sobre a superficie da placa, sendo efetuada
raspagem gentil e recuperacdo do sobrenadante em tubo Falcon de 50mL. A este

sobrenadante contendo as células bacterianas foi adicionado glicerol para uma
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concentracdo final de 35%, sendo a mistura exaustivamente homogeneizada, distribuida

em aliquotas de ImL, as quais foram armazenadas em freezer -80°C.

4.3 Semeadura e sequenciamento de clones de cDNA da biblioteca PbY-M®

4.3.1. Minipreparacao do DNA plasmidial a partir da biblioteca PbY-M®

Uma aliquota das células DH-5a transformadas, armazenadas em glicerol 35% a
-80° C, foi submetida a dilui¢des seriadas e posteriormente inoculadas em meio LB-
Agar contendo o antibidtico cloranfenicol na concentragio final de 30pg/mL e glicose
na concentra¢do final de 0,5%. Apods cultivo a 37°C durante a noite (cerca de 14h),
colonias isoladas foram selecionadas aleatoriamente e inoculadas em placas Deep Well
de 96 pocos contendo ImL de meio 2XYT acrescido de cloranfenicol e glicose nas
mesmas concentragdes descritas acima. Apds crescimento por cerca de 22 horas a 37°C,
sob agitagdo, 100uL de cada cultura foram transferidos para as mesmas posicdes de
outra placa contendo o mesmo volume de glicerol 70%. Apo6s homogeneizacdo, essa
placa devidamente rotulada, foi estocada a —80°C, correspondendo ao estoque de cada
um dos clones da biblioteca que foi seqiienciado.

Os 900uL restantes de cada cultura foram centrifugados a 4000 rpm (Eppendorf
Centrifuge 5804R rotor A-2-MTP), equivalente a aproximadamente 22509, a 20°C por 6
minutos e o sobrenadante descartado. A cada pogo foram adicionados 240uL de solucao
I para a ressuspensdo das células em vortex por 2 minutos, sendo o sistema centrifugado
novamente nas mesmas especificagdes descritas acima por 8 minutos. Apos descarte do
sobrenadante, as placas foram secas em posi¢do invertida sobre papel toalha por 5
minutos, sendo posteriormente adicionados 60uL de solucao I. A cada pogo o pellet foi
ressuspendido, em vortex por 2 minutos, ¢ a suspensdo de células transferida para uma
placa Deep Well de fundo em “U” ja contendo RNAse A na concentra¢do final de
400pg/mL, incubada a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esse periodo de
incubagao, foram adicionados 60uL de solugdo II, a placa selada com o auxilio de selo
especifico e invertida 30 vezes, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 10
minutos. A seguir, a placa foi centrifugada nas mesmas condi¢des descritas acima por
15 minutos. Foram adicionados 60uL de solucdo III, a placa selada novamente com o
auxilio de selo especifico e invertida 30 vezes, seguido de incubagdo a temperatura

ambiente por 10 minutos. O lisado celular de cada pogo foi transferido para uma placa
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MilliPore, a qual estava previamente presa a uma placa de fundo em “V”, sendo
centrifugada nas mesmas condigdes descritas acima por 5 minutos. Ao filtrado foram
adicionados 100uL de isopropanol, sendo a placa selada novamente e centrifugada por
45 minutos, nas condi¢des descritas acima. O sobrenadante foi descartado e, apds a
adi¢do de 200uL de etanol 70% gelado ao DNA plasmidial sedimentado, a placa foi
selada novamente e centrifugada nas condi¢des descritas acima a 4° C por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e a placa invertida foi centrifugada nas mesmas condic¢des
descritas acima por 1 minuto. O sedimento de acido nucléico for secado por 60 minutos
a temperatura ambiente e posteriormente ressuspendido em 20uL. de H,O MilliQ. Os
DNAs plasmidiais foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%.
Estes foram entdo armazenados a — 20°C até o momento de serem submetidos ao

seqiienciamento automatico.

4.3.2. Amplificacao e sequienciamento dos clones de cDNA

O seqiienciamento foi realizado empregando o kit “DYEnamic'VET - Dye
terminator” e o seqiienciador automatico “MegaBACE 1000 - GE Healthcare”.

A partir do produto da minipreparagdo plasmidial foram preparadas reagdes
para seqiienciamento em placas de 96 pocos, em um volume final de 5 uL contendo
aproximadamente 100-200 ng de DNA e 5 picomoles do iniciador M13 universal
(seqiienciamento da regido 5 do ¢cDNA) ou reverso (seqiienciamento da regido 3" do
cDNA). Os demais componentes da reagdo de seqiienciamento foram adicionados,
conforme protocolo padrdo fornecido pelos fabricantes, como descrito por Felipe e
colaboradores (2003 ¢ 2005).

A amplificacdo foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

1) Desnaturacao: 94°C por 30 segundos.

2) Anelamento: 50°C por 40 segundos.

3) Extensao e alongamento: 72°C por 1 minuto e 30 segundos.
4) Repeticdo das etapas 1 a 3 por 4 vezes.

5) Desnaturacgéo: 94°C por 30 segundos

6) Anelamento: 60°C por 40 segundos.

7) Extensdo: 72°C por 1 minuto e 30 segundos.

8) Repeticdo das etapas 5 a 7 por 20 vezes.

9) Extenséo final: 72°C por 5 minutos.
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As reagdes de seqlienciamento foram preparadas em solucdo aquosa e
submetidas diretamente ao seqiienciador automético no Laboratério de Biologia

Molecular/UnB, como descrito por Felipe e colaboradores (2003 e 2005).

4.4 Anélise computacional das ESTs

As seqiiéncias resultantes do seqiienciamento automatico foram analisadas pelo
programa PHRED (Ewing et al.,1998) para pontuacdo das bases nucleotidicas. As
seqiiéncias correspondentes ao vetor pPDNR-LIB foram filtradas pelo programa Cross-
Match (Green, 2001). Posteriormente, com o auxilio do programa CAP3 (Huang &
Madan, 1999), as seqiiéncias foram comparadas entre si visando o agrupamento das
seqiiéncias similares, sendo o consenso resultante denominado de contigs. As demais
seqiiéncias, que ndo se alinharam entre si foram denominadas de singlets. Os critérios
de qualidade na selecao das seqiiéncias analisadas neste trabalho foram: PHRED > 20 e
tamanho da seqiiéncia > 100 nts. O conjunto de seqiiéncias representadas pelas contigs e
singlets foi definido como Grupos desse transcriptoma a serem posteriormente
analisados pelo servidor Master Server (processador 4 Pentium III Xeon® 700 MHz, 2
MB de memoria cache, 2 GB de memoria RAM, 2 discos rigidos de 73 GB SCSI e 2
discos rigidos de 18 GB SCSI). Esta maquina esta lotada em nosso Laboratério de

Bioinformatica.

4.5 Caracterizacao dos genes Pbicll e Pbicl2
4.5.1 Anélise do niumero de clpias dos genes por Southern blot

Para analise do nimero de copias do gene icl, foi realizado o experimento de
Southern blot genémico. As condigdes de eletroforese em gel de agarose e transferéncia
para membrana de nylon (Hybond N" - Amersham Biosciences) seguiram o protocolo
padrao (Sambrook & Russel, 2001).

Foram utilizados nesse experimento cerca de 15 pg de DNA gendmico de P.
brasiliensis digerido com diferentes enzimas de restricdo, sendo empregado como
sondas os fragmentos de DNA correspondentes aos genes icll e icl2. Vale ressaltar, que
nas seqiiéncias de nucleotideos dos fragmentos de cDNA usados como sondas, os sitios
de clivagem para as enzimas empregadas na digestdo do DNA genomico estdo ausentes.

De forma resumida os procedimentos para o experimento de Southern blot sdo:
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1. Sintese da sonda: As sondas utilizadas nos experimentos de Southern blot
consistiam do produto de PCR purificado correspondente aos genes Pbicll e Pbicl2.
Cerca de 25 ng desses fragmentos de cDNA foram marcados pela técnica de “random
priming” com (a->2P) dATP utilizando-se o kit Megaprime (Amersham Biosciense), de
acordo com o protocolo descrito pelos fabricantes. A sonda foi purificada por meio de
colunas MicroSpin S300 (Amersham Bioscienses) seguindo instru¢des do fabricante,
sendo a radioatividade incorporada quantificada pelo “Liquid Scintillator Analyzer”
1600 (Packard Canberra Company). Apos desnaturagdo, a sonda foi utilizada na
hibridacdo da membrana preparada anteriormente.

2. Hibridizacdo e lavagem: A membrana foi submetida a pré-hibridizagao por 2
horas a 42°C em solucdo de hibridizacdo (50% formamida; SSPE 4X; Solucdo de
Denhardt 5X; 0,5% SDS acrescido de 100 pg/ mL de DNA de esperma de arenque
desnaturado). Apos essa etapa, as membranas foram hibridizadas durante a noite com a
sonda, nas mesmas condi¢des descritas na pré-hibridacdo. Seguiram-se a hibridizagao
sucessivas lavagens da membrana até uma estringéncia final de 0,1X SSPE, SDS 0,1% a
65°C por 20 minutos. A membrana foi exposta a filme de raios X a -80°C ou ao
aparelho Typhoon 9210-Variable Mode Imager (Molecular Dyamics Amersham

Pharmacia Biotech), por um periodo de tempo adequado.

4.5.2 Sequiéncia dos genes icll e icl2

O seqiienciamento foi realizado empregando o kit “DYEnamic™ET - Dye
terminator” e o seqiienciador automatico “MegaBACE 1000 - GE Healthcare”.

O procedimento de seqiienciamento dos clones referentes as PbAESTs PbAESTs
PBDEX-Y1-106t D10, PBDEX-Y1-104t A06, PBDEX-M1-028t G11 ¢ PBDEX-M1-
040t _CO02, que compdem as contigs 1, 2 3, e 4 respectivamente (tabela 7), seguiram o

protocolo descrito no item 4.3.2.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcdo de uma biblioteca de cDNA de P. brasiliensis apds infeccdo de
macrofagos

A construgcdo de bancos de dados de seqiiéncias a partir de uma biblioteca de
cDNA, representando os transcritos presentes em uma dada condicdo biologica de um
organismo, tem recebido grande ateng¢do nos ultimos anos. Diversos projetos de
seqiienciamento de bibliotecas de ¢cDNAs de uma variedade de tecidos humanos
(Adams et al., 1991), tecidos de camundongos (Hoog, 1991), Caenorhabditis elegans
(McCombie et al., 1992) e fungos como Magnaporthe grisea (Lu et al., 2005),
Gibberella zeae (Trail et al., 2003), Blastocladiella emersoni (Ribichich et al., 2005),
A. nidulans (Sims et al., 2004), N. crassa (Zhu et al., 2001) e P. brasiliensis (Felipe et
al., 2003 e 2005; Goldman et al., 2003), tém sido desenvolvidos gragas a rapidez de
geracdo de dados de seqiiéncias. Além de gerar informagdes a respeito da identificagdo
de genes, as seqiiéncias obtidas de uma selecdo randomica de cDNAs pode descrever os
niveis ¢ a complexidade de expressdo de genes de uma determinada amostra em
condigdes diversas como mudanga de temperatura, estresse nutricional ou oxidativo e
no contato com células de hospedeiros, no caso de patdgenos (Okubo et al., 1992).
Muitos bancos de dados estdo abastecidos por seqiiéncias representando porgdes 5 e/ou
3" de cDNAs, as quais foram chamadas de Expressed Sequence Tags (EST).

A estratégia de geracao de ESTs a partir de bibliotecas de cDNAs refletindo uma
determinada condi¢cdo biologica estd bem estabelecida em nosso laboratério e tem-se
mostrado viavel e eficiente. No contexto desse trabalho de mestrado, foi construida uma
biblioteca de ¢cDNA da forma levedura de P. brasiliensis recuperado apds 6h de co-
cultivo com macréfago peritoneal de camundongo em cultura. O RNA total do fungo
empregado na construcdo dessa biblioteca foi gentilmente cedido pelos alunos de
doutorado de nosso grupo, Aldo Tavares e Simoneide Silva (tese em andamento), tendo
sido obtido diretamente apos infecgdo de macrofagos, e sem qualquer etapa de cultivo in
vitro do fungo. Apds lise dos macrofagos e coleta dos fungos por centrifugagdo (Figura
3), a extracdo do RNA total foi realizada pelo uso do reagente Trizol (Invitrogen),
conforme descrito na metodologia. Uma vez que a quantidade de RNA obtida por essa
estratégia € muito limitante, foi empregado o protocolo de constru¢cdo de bibliotecas de

cDNA por PCR, utilizando o “Creator™ SMART™ ¢DNA Library Construction Kit”
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(Clontech). De acordo com o fabricante, quantidades minimas, de até 50ng de RNA
total ou 25ng de RNA poli(A)", podem ser empregadas com sucesso na constru¢io de
bibliotecas por meio dessa metodologia. Ap6s amplificacdo, a populacdo de cDNA ¢
clonada no vetor pDNR-LIB, o qual possui flanqueando o sitio multiplo de clonagem,
seqliéncias para os iniciadores M 13 Universal e Reverso, que permitem a amplificagdo e
seqiienciamento dos insertos de cDNA, a partir de suas extremidades 5" e/ou 3". A
biblioteca foi denominada biblioteca PbY-M®.

A partir de uma aliquota da biblioteca PbY-M® armazenada a —80°C, o
seqiienciamento foi realizado empregando DNA plasmidial de clones isolados e
selecionados aleatoriamente. Para tanto, clones da biblioteca foram cultivados em placas
de 96 pogos, sendo que cada placa submetida a minipreparagdo de DNA plasmidial
apresentava uma réplica contendo, nas mesmas posi¢des, uma aliquota dos mesmos
clones bacterianos em glicerol 35%, a qual apds ser rotulada apropriadamente era
estocada em freezer a -80°C.

A figura 5 exemplifica o padrdo tipico de uma preparagdo de DNA plasmidial, a
ser submetida ao seqlienciamento automatico, visando a geragdo de um banco de ESTs

referente a biblioteca PbY-M®.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo, na concentragdo
final de 0,5 ug/mL, ilustrando o perfil caracteristico de DNAs plasmidiais preparados a partir
de clones isolados e selecionados aleatoriamente da biblioteca de cDNA PbY-M®.

5.2 Geracdo e analise computacional de ESTs

Para a geracdo de ESTs, as amostras selecionadas foram enviadas para
seqiienciamento automatico utilizando iniciadores M13 Universal ou Reverso. As ESTs
geradas foram analisadas automaticamente pelo programa PHRED para pontuagdo

baseada na qualidade das bases nucleotidicas, sendo selecionadas somente as ESTs que
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apresentaram os seguintes critérios: extensao nucleotidica >100 bases ¢ PHRED >20
(onde a probabilidade de erros em cada nucleotideo ¢ de 1/100). Em seguida, as
seqliéncias correspondentes ao vetor pPDNR-LIB que poderiam estar incluidas nas ESTs

foram filtradas pelo programa Cross Match (Fig. 6).

Singlet =————y

Cross-Match
e CAP3

!
{——
[
<4
(b) g

Geracao de ESTs
ol

T

cDNA
M13-Foward ~ ®_ M13-Reverse

/

pDNR-LIB

Placa de 96 pocos

Figura 6: Estratégia de geracdo e agrupamento de ESTs. (a) O inserto de cDNA, representando
um transcrito ¢ clonado no vetor pDNR-LIB, contendo seqiiéncias para amplificagdo e
seqiienciamento (M13 Universal e Reverso); (b) amplificagdo do inserto, resultando em uma
EST que representa as regides 5" ou 3'do inserto; (¢) analise computacional usando os
programas Cross-Macth para de filtragem do vetor, ¢ CAP3 para agrupamento das seqiiéncias
similares; (d) resultado final das analises onde as seqiiéncias similares sdo agrupadas em contigs
enquanto aquelas que ndo apresentaram similares permanecem como seqiiéncias Unicas ou
singlets.
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5.3 Agrupamento das ESTs

Uma vez que as ESTs correspondem a pequenas regides de genes, entre 200 e
500 nucleotideos, estas podem dificultar posteriores andlises de alinhamento por
similaridade. Um dos mecanismos para minimizar esta limitacdo, se da pelo
agrupamento de pequenas ESTs em uma seqiiéncia consenso maior, obtida pelo uso de
programas de alinhamento como o “TIGR Assembler” (Kirkness & Kerlavage, 1997),
PHRAP (Ewing et al., 1998) ¢ CAP3 (Huang & Madan, 1999). O mais utilizado destes,
CAP3 utilizado neste trabalho, emprega um método de alinhamento de multiplas
seqiiéncias, gerando uma seqiiéncia consenso, chamada contig, enquanto as seqiiéncias
que ndo apresentaram similares permaneceram como ESTs, chamadas de singlets (Fig.
6).

Apdés a eliminacdo de nucleotideos de baixa qualidade; das seqiiéncias
correspondentes a vetores ¢ DNA bacteriano; e da categorizagdo de seqiiéncias baseada
nos critérios de PHRED > 20 e tamanho > 100 nt, 474 ESTs foram selecionadas,
representando 90% do total seqiienciado. O programa CAP3 agrupou 375 seqiiéncias
em 16 contigs, com um tamanho médio de cerca de 640 pb, enquanto 99 ESTs

permaneceram como Singlets, conforme esquematizado na figura 7.

474 seqiiéncias (PHRED > 20
e seqiliéncias 2 100 nt)

375 sequéncias formaram 99 seqiiéncias permaneceram
16 contigs como singlets
4 contigs (339 ESTs) 12 contigs (36 ESTs) néo 16 seqliéncias 83 seqliéncias ndo
apresentaram apresentaram similaridade apresentaram similaridade  apresentaram similaridade
similaridade com com PbAESTs de P com seqiliéncias de P. com PbAESTs de F.
PbAESTSs de P. brasiliensis brasiliensis anteriormente brasiliensis
brasiliensis descritas

Figura 7: Esquema mostrando o agrupamento das 474 seqliéncias da biblioteca PbY-M® e
analise de similaridade com o banco de dados referente ao transcriptoma de P. brasiliensis na
forma de micélio e levedura (PbAEST) cultivadas in vitro (Felipe et al., 2003 ¢ 2005).

Conforme mostrado na figura 8, a distribui¢ao das 375 ESTs que formaram as 16

contigs apresentou o seguinte perfil: a contig5 continha o maior nimero de ESTs, com

44



256 seqiiéncias agrupadas em um consenso de 2049 pb; a contigll apresentou 68
seqliéncias, enquanto a contiglO era constituida por 12 seqiiéncias; a maioria das
contigs restantes eram compostas por 2 a 5 seqiiéncias. Quinze ESTs, distribuidas entre
a contig4 e 13 singlets, mostraram indice de similaridade com seqiiéncias de células de
mamiferos. Esta contaminagdo provavelmente ocorreu no momento da recuperacao do
RNA total do fungo P. brasiliensis, quando uma pequena quantidade de RNA de
macrofago peritoneal de camundongo foi incorporada ao RNA total do fungo. Estas
seqiiéncias foram tratadas como contaminantes sendo entdo descartadas. Apos a
remocdo das ESTs que apresentaram similaridades com seqiiéncias de células de

mamiferos, 459 ESTs compunham o total a ser analisado (“ESTs database”).

Contigs e Singlets X Reads
300

256
250 +

200 +

150 -

N° Reads

99

100 +
68

Figura 8: Distribui¢do do ntimero de seqiiéncias de cada contig e o nimero de seqiiéncias
que permaneceram como Singlets, apos a analise pelo programa CAP3, a coluna de Singlets
representa o nimero de seqiiéncias que permaneceram com copias Unicas.

5.4 Analise de similaridades das sequiéncias geradas (contigs e singlets) em bancos
de dados

Dados acumulados em banco de dados como GeneBank, EMBL (European
Molecular Biology Laboratory Nucleotide Sequence Database), DDBJ (DNA Data
Bank Japan), PIR (Protein Information Resource) e SWISS-PROT, associados aos
métodos computacionais permitiram ndo apenas apresentar um conjunto de genes e suas

localizagdes nos genomas, mas também estabelecer relagdes filogenéticas entre
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diferentes organismos, bem como predicdoes de estruturas moleculares (revisto por
Kanehisa & Bork, 2003). Programas de busca por similaridades, como o Blast (Altschul
et al., 1990), integraram as vantagens de respostas mais rapidas, tentativas de
pareamento a partir de pequenas seqiiéncias, valores estatisticos de alinhamento (e-
value), além da possibilidade do uso da interpretacdo humana ao comparar duas
seqiiéncias (McGinnis & Madden, 2004). Para a analise das ESTs da biblioteca PbY-
M®  foi utilizada a  ferramenta  Blast, disponivel no  endereco

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Inicialmente, serdo descritos os dados das andlises de similaridade das seqiiéncias
obtidas neste trabalho (PbY-M®), comparadas com o transcriptoma das formas de
micélio e levedura de P. brasiliensis cultivados in vitro (PbYM), conforme descrito por
nosso grupo (Felipe et al., 2003 e 2005). Para as seqiiéncias descritas no transcriptoma
PbYM, serd usada a nomenclatura PbAEST seguida pelo nimero do grupo, conforme
adotado nas publicacdes de Felipe e colaboradores (2003 e 2005). Tendo em vista o
grande nimero de seqiiéncias depositadas quase que diariamente nos bancos de dados,
também foram realizadas buscas de similaridade nos bancos de dados Genebank nr e

dbEST, disponiveis na pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. A significancia de

alinhamento entre as seqiiéncias relacionadas foi determinada pelo valor de E (e-value),
que categoriza o indice de confiabilidade dos dados analisados em uma combinagdo de
seqiiéncias (McGinnis & Madden, 2004). Desta forma, o critério adotado foi um valor
de E de alta para significancia E < 10%°, média significancia 10%° < E < 10®, baixa
significancia 10® < E < 1, ¢ insignificante E > 1. Além do valor de E, também foi
levada em consideracdo a porcentagem de cobertura, indicando a extensdo da
sobreposi¢do da seqiiéncia analisada com as similares de outros organismos depositadas
nos bancos de dados. Esta condicao adicional foi empregada porque uma seqii€éncia
analisada poderia apresentar um valor de E de alta significAncia, porém apenas sobre
uma pequena extensdo da seqiiéncia exibindo similaridade.

Dos 101 grupos constituidos pelas 15 contigs e 86 singlets, 4 contigs e 16
singlets apresentaram similaridades com seqiiéncias de P. brasiliensis ja anteriormente
descritas no transcriptoma referente as formas de micélio e levedura cultivadas in vitro
(Fig. 7).

Passaremos a descrever a analise das principais ESTs da biblioteca PbY-M® que

apresentaram similaridade com seqiiéncias de PbMY, conforme apresentado na tabela 5.
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A contigb de PbY-M®, formada por 256 ESTs, apresentou similaridade com a
PbAEST2031, com um valor de E de alta significancia (0.0) e porcentagem de cobertura
de 85,7%. Enquanto a contigll apresentou similaridade com a PbAEST1, com um valor
de E de alta significancia (0.0) e uma porcentagem de cobertura de 96,7%.

As PbAEST2031 e PbAEST1 foram anotadas como seqiiéncias sem similares
em banco de dados (NID). Porém, analises posteriores das contig5 e contigll com o
banco nr, utilizando a ferramenta Blastn, revelaram similaridades com os genes
mitocondriais para rRNA da subunidade ribossomal maior de Epidermophyton
floccosum (e-value 2e-98) e rRNA da subunidade ribossomal menor de Ajellomyces
dermatitidis (e-value 1e-96), respectivamente. Estes genes ndo foram anotados no
momento da descri¢do do banco de PbAESTs de P. brasiliensis devido ao fato da
ferramenta Blastx ter sido a escolhida para as analises de similaridade e anotacao.

Dados na literatura relatam que quando células hospedeiras sao infectadas por C.
neoformans ocorre uma diminui¢do geral nos niveis de expressio de genes da
maquinaria traducional do patéogeno codificada no genoma nuclear, tais como genes
envolvidos na transcricdo e maturacdo de rRNAs, associagdo e manutencdo de
ribossomos ¢ fatores de iniciagdo e elongagao (Fan et al., 2005). Contudo, na biblioteca
de PbY-M®, o grande niimero de ESTs com similaridade com genes da maquinaria
ribossomal mitocondrial pode refletir a importancia do papel da mitocondria nesta
situagdo de infeccdo do fungo P. brasiliensis em células hospedeiras de mamiferos.
Analises por microarray das respostas transcricionais de C. albicans apos internaliza¢do
por células de macrofagos de camundongos realizadas por Lorenz e colaboradores
(2004), mostraram uma manuten¢do ou aumento dos niveis transcricionais dos genes da
maquinaria traducional mitocondrial, com a concomitante redu¢do dos niveis da

expressao dos genes nucleares da maquinaria traducional.
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Tabela 5: Resultado das analises de similaridade, utilizando a ferramenta Blastn, dos principais grupos de seqiiéncias da biblioteca PbY-M®
(geradas neste trabalho), comparadas as PbDAESTs do transcriptoma das formas de M e Y de P. brasiliensis cultivadas in vitro (Felipe et al.,
2003 e 2005).

Sequiéncias do transcriptoma PbY-M@® PbAESTSs do transcriptoma PbMY (Felipe et al., e-value Porcentagem

2003, 2005) ® de cobertura®

Grupol: contig5 (256 ESTs; 2051 nt) PbAEST2031 (4 seqs. M e 4 segs. Y; 971 nt) - seqiiéncia sem 0.0 85,7%

similares em banco de dados

Grupo2: contigll (68 ESTs; 1351 nt) PbAEST1 (4 seqgs. Y; 1126 nt) - seqiiéncia sem similares em 0.0 96,3%
banco de dados

Grupo3: contigl0 (12 ESTs; 480 nt), contigl4 (3 ESTs; 884 nt) PbAEST2475 (2 seqs. M e 2 segs. Y; 640 nt) - ATP sintase de  e-140 e 3e-34 52,7% e 12,2%

Neurospora crassa
Grupo4 (DWO02E09; 381 nt) PbAEST2023 (2 seqs. M e 14 segs. Y; 861 nt) - Inibidor e-101 59,3%
natural de F,F, ATPase mitocondrial de Saccharomyces
cerevisiae
Grupo5 (DW25F04; 383 nt) PbAEST2205 (5 seqs. M e 45 seqs. Y; 1389 nt) - Proteina 0.0 85,9%

transportadora de alta afinidade de cobre ctr4 de
Schizosaccharomyces pombe

Grupo6 (DWO02F10; 494 nt) PbAESTS521 (4 segs. M e 21 seqgs. Y; 1881 nt) - Glutamina 0.0 84%
sintetase de Aspergillus nidulans
Grupo7 (DW25H06; 313 nt) PbAEST4 (4 seqs. M e 8 segs. Y; 988 nt) - Proteina L6 e-100 69,6%
ribossomal 60S de Saccharomyces cerevisiae
Grupol10 (DW26A06; 445 nt) PbAEST2266 (2 seqs. M; 868 nt) — Proteina de transferéncia e-119 48,8%
fosfatidilglicerol /fosfatidilinositol de Aspergillus oryzae
Grupol1l (DW02CO05; 564 nt) PbAEST1545 (2 seqgs. Y; 896 nt) — Proteina Grrl necessaria 7e-93 38,3%

para repressao por glicose de Neurospora crassa

Grupo 12: (EST04959, EST12639, EST02737, EST10314, EST12433, Seqiiéncias de P. brasiliensis depositada no banco dbEST
EST04504, EST13339, EST12558, EST11160, EST09474) (Goldman et al., 2003)

(a) Para cada grupo de seqiiéncias encontra-se indicado o nome da contig ou do singlet, o nimero de ESTs agrupadas quando esta for uma contig, e o tamanho da seqiiéncia
em nucleotideos (nt).

(b) Resultado do Blastn mostrando a PbAEST do transcriptoma PbMY que gerou o melhor indice de similaridade. Também foi indicado o numero de ESTs agrupadas, o
tamanho da seqiiéncia (nt) e a anotagdo da PbAEST.

(c) O calculo da porcentagem de cobertura foi realizado da seguinte forma: a extensdo (nt) da identidade entre uma dada seqiiéncia da biblioteca PbY-M® com relagdo a
respectiva PbAEST do transcriptoma PbMY dividido pelo tamanho, em nucleotideos, da menor seqiiéncia da comparagao.

(d) As seqiiéncias do transcriptoma PbY-M® listadas como grupo 12 apresentaram similares com seqiiéncias depositadas por Goldman e colaboradores (2003) no banco de
dados dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).
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A analise do transcriptoma das formas de micélio e levedura de P. brasiliensis
cultivado in vitro (Felipe et al., 2003 e 2005) revelou 492 PbAESTS referentes a genes
nucleares de rRNAs e apenas 12 PbAESTs para os respectivos rRNAs mitocondriais,
correspondendo a 2% do total seqiienciado (25,598 ESTs). Em contraste, na biblioteca
PbY-M® foram descritas 324 ESTs de rRNAs, as quais representam 68% do total
seqiienciado, sendo todas correspondentes a rRNA mitocondriais. Embora relatos na
literatura sugiram um papel relevante da mitocondria na condi¢ao de infec¢ao de células
fagociticas de mamiferos por fungos, no qual se insere o nosso modelo P.
brasiliensis/macréfago murino, a diferenga nos niveis transcricionais quando
comparado com o banco PbYM cultivado in vitro, poderia também refletir as estratégias
adotadas na construgdes de ambos os bancos de cDNA, PbY-M® ¢ PbYM.

A estratégia utilizada na constru¢do do banco PbYM consistiu na recuperacao do
RNA total do fungo cultivado nas diferentes condigdes in vitro, posterior isolamento
dos mRNAs por fracionamento em colunas de Oligo(dT) e construg¢do da biblioteca de
cDNA de PbYM por metodologia convencional, empregando como molde, na sintese
do cDNA, a fracdo de RNA enriquecida por mRNAs Poli(A)". No nosso modelo de
infeccdo de P. brasiliensis em macrofagos murinos por P. brasiliensis, para a
constru¢do da biblioteca de ¢cDNA PbY-M®, o RNA total do fungo foi usado
diretamente na sintese da primeira fita de cDNA a qual em seguida foi amplificada pelo
uso de iniciadores, conforme metodologia recomendada pelos fabricantes do “Creator
SMART™ ¢DNA Library Construction Kit”. Contudo, vale ressaltar que a comparago
entre os conteudos de adenosinas dos rRNAs mitocondriais e nucleares de P.
brasiliensis ¢ muito diferente, sendo cerca de 40% em mitocondriais e apenas 25% nos
nucleares. Esse elevado conteudo de adenosinas, provavelmente poderia ser substrato
para anelamento dos iniciadores oligo(dT) e conseqiientemente amplificagdo do
transcrito. Desta forma, em adi¢do a importdncia da mitocondria na condicao de
infeccdo empregada neste deste trabalho, um excesso na representacdo de adenosinas
nos rRNAs mitocondriais no banco de cDNA PbY-M® poderia também ser decorrente
da metodologia empregada na constru¢do da biblioteca de ¢cDNA. Neste sentido
experimentos adicionais sdo necessarios para validar essa distribuicdo quantitativa dos
niveis de expressdo entre os genes de rRNA mitocondrial e nuclear. Por exemplo,
experimentos de RT-PCR semi-quantitativa e/ou real time PCR, empregando

oligonucleotideos dirigidos para cada um desse genes, poderiam permitir uma melhor
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avaliacdo do perfil transcricional relativo a expressdo dos genes da maquinaria
traducional de P. brasiliensis tanto na condi¢@o de infecgdo quanto do cultivo in vitro.

Outro grupo descrito neste trabalho formado pelas contigl0 e contigld do
transcriptoma PbY-M®, teve similaridade com a PbAEST2475, a qual estd anotada
como ATP sintase de Neurospora crassa (Tabela 5). Andlises das seqiliéncias das
contigl0 e contigl4 com o banco nr, confirmaram similaridade com o gene
mitocondrial da subunidade 9 da ATP sintase de Lecanicillium muscarium e Aspergillus
tubingensis respectivamente.

O singlet DW02E09 de PbY-M® apresentou similaridade com a PbAEST2023,
anotada como inibidor natural de F{Fy ATPase mitocondrial de S. cerevisiae, com um
valor de E de alta significancia (e-101).

A enzima ATP sintase, conhecida também como complexo FFy-ATP sintase,
presente na membrana plasmatica de bactérias, na membrana tilacoide de cloroplastos e
membrana interna mitocondrial de células eucaridticas, catalisa a formacao de ATP a

partir de ADP e Pi, como pode ser observado na figura 9, representada pelo complexo
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Figura 9: Esquema da cadeia respiratoria responsavel pela geragdo de gradientes de protons no
espago intermembranoso da mitocondria, representado pelos complexos I a IV. O gradiente ¢
utilizado posteriormente como forga motora pela ATP sintase, complexo V, para a sintese de
ATP a partir de ADP e Pi (www.fundamentosdebioquimica.hpg.ig.com.br).
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A ATP sintase ¢ formada por um complexo multi-subunidades codificadas por
genes nucleares e mitocondriais, e esta organizada em duas unidades funcionais, F; e Fy
ligadas por uma haste (“stalk’). A unidade funcional F;, composta por 6 subunidades,
sofre alteragdes conformacionais em sua estrutura, permitindo a entrada de ADP ¢ Pi e
sua conversao em ATP por meio de seu movimento rotatério produzido pelo
bombeamento de prétons H' mediado pela por¢io Fo. A unidade funcional Fy é
composta por pelo menos nove subunidades codificadas por genes nucleares e
mitocondriais responsaveis pela ligacdo e estabilidade do complexo ATP sintase a
membrana interna da mitocondria (Devenish et al., 2000). Em S. cerevisiae, trés
subunidades, a subunidade 6 da ATP sintase (ATP6), ATP8 e ATP9 sao codificadas por
genes mitocondriais (Arnold et al., 1998). O decréscimo da concentracdo de H', como
resultado da privacdo de oxigénio na célula, pode causar a acdo reversa da ATP sintase,
resultando na hidrélise de ATP em ADP e Pi. Esta atividade é regulada diretamente pela
proteina inibidora natural de ATP sintase, chamada de IF1, codificada pelo gene Inhl
em leveduras (Deinhart, et al., 2002). Sob condi¢des de baixas concentragdes de H' as
IF1 formam homodimeros, que se ligam diretamente a unidade funcional F;, impedindo
a atividade reversa da ATP sintase, preservando assim os niveis de ATP celular
(Cabezon et al., 2001). Uma maior representa¢ao do numero de ESTs com similaridade
com o gene ATP9 no transcriptoma PbY-M® (15 ESTs) em relagdo ao transcriptoma
PbYM (com apenas 2 ESTs na forma de levedura), a detec¢do do provavel ortélogo do
gene IF1 representado por uma EST, podem sugerir a necessidade da manutengdo dos
niveis de ATP na célula de P. brasiliensis na condigdo de infec¢do de macrofagos
murinos.

O singlet DW25F04 de PbY-M® apresentou similaridade com a PbAEST2205
de PbYM, anotada como uma proteina transportadora com alta afinidade por cobre,
codificada pelo gene ctr4 de S. pombe. Em leveduras S. cerevisiae, o transportador de
cobre, localizado na membrana plasmatica, pertence a familia de proteinas
transportadoras de cobre (CTR), que ¢ muito conservada desde leveduras a humanos,
com todas possuindo trés dominios transmembranicos com motivos MX3;M, necessarios
para sua funcgdo carreadora do ion metalico (Puig et al., 2002). Os niveis transcricionais
dos genes que codificam os transportadores de cobre estdo sob controle dos niveis
ambientais de cobre e da presenca intracelular de Cuflp, um fator transcricional
sensivel a presenca de cobre (Labbé et al., 1999). O cobre ¢ um ion metalico essencial

para todos os organismos vivos e atua como importante cofator em muitos processos,
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como na homeostase de niveis intracelulares de ferro, produ¢ao de energia e protecao
contra estresse oxidativo, atuando junto a proteinas envolvidas nas respostas a estresse
oxidativo, como a citocromo c¢ oxidase, a zinco superdxido dismutase, a lisil oxidase
entre, outras (Zhou & Thiele, 2001).

A importancia da manutencdo dos niveis de ions cobre em fungos patogénicos
em condi¢des de infec¢do pode ser evidenciada pelo aumento dos niveis transcricionais
de genes da familia de proteinas transportadoras de cobre, CTR e a proteina responsiva
a cobre (CRP). A analise do perfil transcricional de H. capsulatum na forma de levedura
ou apos inducdo de estresse que gera espécies reativas de nitrogénio (NO), mostra um
aumento dos niveis de expressdo de genes da familia CRP (Nittler et al., 2005). Embora
ndo se saiba a exata constitui¢do bioquimica do fagossomo de células fagociticas,
certamente este ndo ¢ um meio rico, provavelmente apresentando um baixo teor desses
ions metalicos. Em C. albicans a resposta transcricional ap6s internalizagdo por células
de macrofagos, revela um aumento da expressao de genes relacionados a homeostase de
ions metalicos, incluindo o gene transportador de cobre ctrl (Lorenz et al., 2004). Na
condigdo de infecgdo de P. brasiliensis, o qual se encontra em um ambiente
nutricionalmente pobre e de estresse oxidativo no interior do fagossomo, a detecgao de
ESTs com similaridade com o gene ctr4, mesmo em um numero reduzido de ESTs do
transcriptoma PbY-M® tendo sido geradas até o momento, poderia indicar a
importincia da expressdo deste gene, conforme mencionado acima para outros modelos.

O singlet DW02F10 de PbY-M®, apresentou similaridade com a PbAEST521
de PbYM, com um valor de E de alta significancia (0.0), e porcentagem de cobertura de
84%. A PbAEST521 esta anotada como o gene glutamina sintetase (gln) de A. nidulans,
sendo altamente expressa na forma de levedura de P. brasiliensis cultivada in vitro.
Foram descritas quatro ESTs para a forma de micélio e 21 para a forma de levedura, em
um total de 19,718 ESTs descritas no transcriptoma PbYM (Felipe et al., 2005). A
enzima glutamina sintetase (GS), codificada pelo gene gln, ¢ responsavel pela sintese da
glutamina a partir de glutamato, amdnia e ATP. A glutamina ¢ um aminoacido utilizado
em diversas reagdes centrais do metabolismo celular; como precursor na sintese de
outros aminoacidos, como a prolina e arginina, de purinas e pirimidinas, além de ter um
importante papel no transporte de NH'4 entre érgdos de eucariotos multicelulares. Em
microrganismos, a GS juntamente com a glutamato sintetase é responsavel pela
assimilacdo de amodnia sob condi¢des de crescimento com limitagdes de nitrogé€nio.

Suas atividades e expressdo estdo sob controle transcricional e pos-transcricional, bem
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como inibi¢cdo por respostas de varios produtos do metabolismo da glutamina (revisto
por Fisher, 1999).

Em S. cerevisiae, 80% do nitrogénio celular provém do glutamato, enquanto os
20% restantes provém da glutamina. Porém, a diminui¢do dos niveis de a-cetoglutarato
durante o crescimento com restrigoes de glicose favorece a troca da atividade da enzima
glutamato desidrogenase pelo aumento, em pelo menos trés vezes na afinidade da GS
pelo a-cetoglutarato (revisto por Magasanik, 2003). Estudos sobre a biossintese e
organiza¢do da parede celular de S. cerevisiae, revelam que mutantes do gene ginl
apresentaram formas irregulares e fragilidade na parede celular, indicando que a
escassez de glutamina afeta a integridade da parede celular do fungo (Shimizu et al.,
1997).

Em M. tuberculosis, uma bactéria patogénica com caracteristicas infecciosas
similares aos fungos patogénicos, ndo ha a presenca de glutamato sintetase, de forma
que a glutamina sintetase ¢ a Unica enzima responsavel pela assimilagdo de nitrogénio.
Tullius e colaboradores (2003) analisaram mutantes glnl em M. tuberculosis e
verificaram a dependéncia da glutamina no meio de cultura para crescimento normal da
bactéria, e em ensaios de infecgdes com macroéfagos de mamiferos em cultura, mesmo
na presenga de altas taxas da glutamina no meio, a bactéria teve seu crescimento
afetado. Além disso, os mesmos autores relataram que os mutantes para ginl
mostraram-se avirulentos quando inoculados em cobaias de laboratoério.

Analise por microarray das respostas a espécies reativas de nitrogénio de H.
capsulatum, mostrou um aumento na expressao do gene glnl quando comparado com os
niveis controle, sem indugdo ao estresse de espécies reativas nitrogénio (Nittler et al.,
2005). Nesse sentido acreditamos que um mesmo papel possa ser atribuido para esse
gene de P. brasiliensis na condi¢do de infecg¢@o e/ou de caréncia de fontes de nitrogénio.

O singlet DW26A06 de PbY-M®, apresentou similaridade com a PbAEST2266
de PbYM, o qual estd anotado como gene que codifica a proteina de transferéncia
fosfatidilglicerol/fosfatidilinositol de Aspergillus oryzae, apresentou um valor de E de
alta significancia (e-119) e porcentagem de cobertura de aproximadamente 49%.
Embora as proteinas desta familia, conhecida como proteinas transportadoras de
fosfolipideos (PLTP), sejam altamente conservadas entre organismos eucarioticos, sua
exata funcdo ainda nao foi determinada. Porém, dados da literatura cientifica

disponiveis at¢ o momento, indicam estarem provavelmente envolvidas no trafego de
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lipideos e nas vias de sinalizagdo por lipideos na célula (revisto por Phillips et al.,
2006).

O singlet DW02CO05 de PbY-M®, apresentou similaridade com a PbAEST1545
de PbYM, a qual estd anotada como gene grrl de N. crassa, o qual codifica uma
proteina similar a proteina repressora regulada por niveis de glicose de S. cerevisiae
(CA CAA89617). Embora a proteina GRR1 seja expressa em niveis constitutivos na
célula, sob elevados niveis de glicose a GRR1p atua desreprimindo promotores de genes
que codificam transportadores de glicose de baixa afinidade (HXT) (Ozcan & Johnston,
1995). Em adig¢do, experimentos com S. cerevisiae mutantes para o gene grrl
apresentaram células com morfologia alongada, sensibilidade a estresse osmotico e
caréncia de nitrogénio (Vallier et al., 1994).

A tabela 6 apresenta os grupos de contigs e singlets da biblioteca PbY-M® que
ndo apresentaram similaridade com nenhuma seqiiéncia descrita no transcriptoma
PbMY (Felipe et al., 2003 e 2005). Descreveremos aqui alguns dos principais grupos

relatados na tabela 6.
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Tabela 6: Seqiiéncias do transcriptoma PbY-M® que nao apresentaram similaridade com PbAESTSs do transcriptoma das formas de M e Y de P.
brasiliensis cultivado in vitro (Felipe et al., 2003 ¢ 2005) — as seqiiéncias de P. brasiliensis que potencialmente correspondem a novos genes
ainda ndo descritos para esse fungo.

Blastx nr
Sequiéncias do transcriptoma d(a) forma 'Y de P. brasiliensis Anotacao © e-value / Identidade
Mo @
Grupo 13: contig3 (2 ESTs, 386 nt, 68 aa) e contigl5 (5 ESTs, Subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase de Penicillium marneffei (CA 2e-28/95% ©
523 nt, 25 aa) AAQ54924) e
9e-05/80% ©
Grupo 14: contigl2 (4 ESTs, 487 nt, 128 aa) Subunidade 6 da NADH desidrogenase de Epidermophyton 6e-25/
floccosum (AC AAW782470) 70%°
Grupo 15: DW26D03 (618 nt, 104 aa) Subunidade 2 da NADH desidrogenase de Trichophyton rubrum Te-24/
(CA CAA77186) 77%°
Grupo 16: DW26D07 (287 nt, 57 aa) Subunidade 1 da NADH desidrogenase de Aspergillus niger (CA le-15/
AAW78244) 77%°
Grupo 17: contig8 (3 ESTs, 582 nt, 194 aa) Proteina codifica na regido intrénica 16 do gene COX1 de 2e-13/
Penicillium marneffei (AC NP_943729) 32%°
Grupo 18: DW26E09 (367 nt, 121 aa) Proteina codifica na regido intronica I3 do gene COX1 de 3e-17/
Penicillium marneffei (CA AAQ54927) 43%°
Grupo 19: contig7 (4 ESTs, 758 nt, 253 aa) Proteina tipo transcriptase reversa (RT) de Venturia inaequalis (CA 2e-14/
AAB95256) 29%
Grupo 20: DW06G11 (1013 nt, 156 aa) Proteina de interagdo com RNA de ciclofilina em Paramecium 2e-10/
tetraurelia (CA CAC35733) 25%
Grupo 21: DW07D06 (1299 nt, 74 aa) Proteina transportadora de ions metalicos da familia CorA (CA 6e-06/
XP 755142) 75%
Grupo 22: DWO7E06 (299 nt, 48 aa) Proteina hipotética FG10759.1 de Gibberella zeae cepa PH-1 (CA 9e-0/
XP 390935) 61%
Grupo 23: DW07G12 (999 nt, 126 aa) Proteina hipotética CBG17156 de Caenorhabditis briggsae (CA le-04/
CAE70527) 25%
68 seqiiéncias: 6 contigs (16 ESTs) e 63 singlets Seqiiéncia sem similares em banco de dados -

(a) Para cada grupo de seqiiéncias encontra-se indicado o nome da contig, o nimero de ESTs agrupadas quando esta for uma contig, o tamanho da seqiiéncia em nucleotideos
(nt) e o tamanho da seqiiéncia em aminodcidos (nt).

(b) Resultado do Blastx mostrando a seqiiéncia depositada em banco de dados que resultou no melhor indice de similaridade.

(¢) Resultados do Blastx obtidos de analise comparativa contra o banco de genoma mitocondrial de leveduras.
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O grupo 13, formado pelas contig3 e contigl5 de PbY-M®, apresentou
similaridade com o gene que codifica a subunidade 1 da citocromo ¢ oxidase (cox1) de
P. marneffei (AC AAQ54924), com o valor de E de 2e-28 e similaridade de 95% para o
melhor resultado de Blastx. Devido ao nao agrupamento das contig3 e contigl5 de PbY-
M® em um Unico consenso, quando da utilizagdo do programa CAP3, foi realizado um
alinhamento adicional com o programa CLUSTALW do BioEdit das seqiiéncias de
aminoacidos deduzidas a partir das seqiiéncias de nucleotideos das contig3 e contigl5,
com a seqiiéncia de aminoacidos da proteina Cox1p de P. marneffei. A figura 10 mostra
o resultado do alinhamento, onde se pode observar que o ndo agrupamento das contig3 e
contigl5 pelo programa CAP3, foi devido ao fato destas constituirem seqiiéncias de

regides distintas com relagdo ao gene cox1 de P. marneffei.
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Figura 10: Alinhamento entre as seqiiéncias deduzidas de aminoacidos das contig3, contigl5
de PbY-M® e Coxlp de Penicillium marneffei (AC AAQ54924), usando o programa CAP3
disponivel no BioEdit.
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Analises realizadas com a ferramenta Blastx das seqiiéncias da contig8 ¢ do
singlet DW26E09 do transcriptoma PbY-M®, mostraram similaridades com os genes
cox1-i6 (AC AAQ54930) e cox1-i3 (AC AAQS54927) do genoma mitocondrial P.
marneffei, respectivamente. Os genes C0X1-i6 e cox1-i3 pertencem ao grupo I de introns,
os quais sdo encontrados em mRNAs mitocondriais de fungos, plantas e protistas.
Como pode ser observado na figura 11, estas seqliéncias ndo se agruparam com as
contig3 e contigl5 PbY-M® pelo programa CAP3, por constituirem seqiiéncias de
regides intronicas distintas do gene cox1 do genoma mitocondrial de P. marneffei. A
presenca de introns no gene CoX1l do banco de PbY-M® de P. brasiliensis, esta de
acordo com o descrito para outros organismos. Em P. marneffei, o gene cox1 possui sete
introns, todos com uma ORF. Em S. cerevisiae possui sete introns, C. glabrata trés

introns ¢ C. albicans cinco introns (Woo et al., 2003, Koszul et al., 2003).

Contig15
33091 a 33151 nt

Contig8
30704 a 31230 nt

Contig3
29027 a 29207 nt

DW26E09 27204 a 27555
DW2BE08 26705 a 27773

2]

Bl exons P1,52,,W.51,0,62,G1.K.R2
intronic ORFs

' tRNAs

Figura 11: Mapa fisico do genoma mitocondrial de P. marneffei mostrando o posicionamento

das contigs e singlets do transcriptoma PbY-M®, que apresentaram similaridade com regides
do gene cox1 desse fungo (Adaptado de Woo et al., 2000).

58



A contigl2 e os singlets DW26D03 ¢ DW26D07 de PbY-M®, apresentaram
similaridade com genes mitocondriais que codificam subunidades da enzima NADH
desidrogenase de fungos. A contigl2 apresentou similaridade com a subunidade 6 da
NADH desidrogenase (nad6) de Epidermophyton floccosum (AC AAW78247), com um
e-value de 6e-25 e similaridade de 70%. A figura 12 apresenta o alinhamento utilizando
a ferramenta de alinhamento entre seqiiéncias CLUSTALW disponivel em

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html, entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos da

contigl2 com a seqiiéncia de aminoacidos da proteina Nad6p de E. floccosum, o qual
obteve 50% de identidade e 71% de similaridade. O singlet DW26D03 apresentou
similaridade com a subunidade 1 (nadl) de Aspergillus niger (AC ABA33722),
enquanto o singlet DW26D07 com a subunidade 2 (nad2) de E. floccosum (AC
AAW78239) (Tabela 6).

NADE_E_floccosum MMOLNLYVDELNNGFNSNT LD TLAL TS TMFGTYTIVCENPYISVLFLIGLFSTISTYLIL 60

CtglZ Ph ~FMFTIY-DNFYYGYYDIYLDTTY THSNTFGTYTILNENPYVISTFFTMGLFSS TS CYLFL 58
= :_:ﬂ' *:: 1‘: . T :Tf: & ***: *****1‘::* :'ﬁ'?f'ﬁ'*:** ﬂ'*:*

NADE_E_floccosum IGLTFIGLSYLLVYIGAVSILFLFILMLINTRISELVSTNNNY I PLAVLSMITLVYILGO 120

CtglZ Ph IGTEFMGLSYLLVYI GAVS ITFTFMLMTINIRISETITKTTNS LPLATFSTILFIYILNT 118
T W:?f?f?f?f?fﬁ?fﬁ?f#?f#?f'ﬁ' k3 7f: TH OATRRIRNS - _7f :wmr_ :W w H :W?f?f_

NADE E_floccosum EVITHVVOLNTFS 551 FEKS FREVINY SHS LSWD TNLID ITHTSAT GNIMY SNYSLULIT 180

CtglZ Ph NTPINTIDK- === === === mm e e e e e e e 127
- F o=

NADE E_floccosum ISLILLLAMVGSIVISIGR 199

Ctglz Ph mmmmmmmmmmmmmmmeoeo

Figura 12: Alinhamento entre as seqiiéncias de aminoéacidos deduzida a partir da contigl2 da
biblioteca PbY-M® e a seqiiéncia Nad6p de Epidermophyton floccosum (AC

AAW78247), wusando a ferramenta CLUSTALW  disponivel no enderego
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html.

Como descrito na tabela 6, no perfil transcricional de P. brasiliensis na interface
de células de macrofagos foram descritos quatro genes, coxl, nadl, nad2 e nad6,
relacionados diretamente a cadeia de transporte de elétrons da mitocondria, os quais ndo
foram descritos no transcriptoma diferencial das formas de micélio e levedura de P.
brasiliensis cultivados in vitro (Felipe et al., 2003 e 2005).

O gene mitocondrial coxl codifica umas das trés subunidades da enzima
citocromo c¢ oxidase, cujo papel parece ser muito importante em microrganismos em
condigdes de infec¢do. A analise do perfil transcricional de C. neoformans por DDRT-

PCR, em diferentes condi¢des de crescimento como a temperatura de 30°C, a
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temperatura fisiologica de 37°C e na condigdo de infec¢do de coelhos
imunocomprometidos, revela que o transcrito coxl de C. neoformans foi detectado
como sendo diferencialmente expresso na temperatura fisioldogica 37°C bem como na
condigdo de infec¢do (Rude et al., 2002).

Partindo-se da hipdtese de que alteragdes na expressdao de genes ocorrem em
condi¢cdes que simulariam certas situacdes de patologia, Toffaletti e colaboradores
(2003) utilizaram a técnica de DDRT-PCR para identificar transcritos expressos
diferencialmente em sorotipos diferentes de Cryptococcus neoformans var. gurbii em
condigdes de temperatura a 30° C e 37°C in vitro e apds 2 e 7 dias de infec¢ao mediante
recuperagdo do fluido espinhal de coelhos imunocomprometidos. O gene coxl
apresentou expressao diferencial nas condi¢cdes de temperatura fisiologica de 37°C e na
condi¢do de infeccdo in vivo. Posterior analise por Northern blot comparando as duas
condi¢des de cultura in vitro a 30° C e 37°C, revelou diferengas tanto nos tamanhos e na
abundancia dos transcritos de coxl, sendo que a 37°C um transcrito adicional
apresentou uma maior expressao, em pelo menos sete vezes, quando comparado com a
condicdo de cultivo a 30° C. Diferencas de tamanhos em transcritos foram anteriormente
relatados em S. cerevisiae relatam que esses transcritos maiores de COX1 sdo
subseqiientemente processados em transcritos menores (Grivell, 1989).

Em fungos patogénicos, a funcdo mitocondrial tem importante papel na
detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além da producdo de
energia. Relatos na literatura indicam que genes envolvidos na produgdo de energia
também sao induzidos apos exposicao a espécies reativas de nitrogénio. A analise das
respostas transcricionais de H. capsulatum a espécies reativas de nitrogénio revelou a
inducdo de genes homologos aqueles que codificam subunidade 12 da citocromo ¢
oxidase (cox12), um homodlogo da NADH desidrogenase alternativa, que facilita a
transferéncia de elétrons da NADH para a ubiquinona, a proteina langadeira (“shuttle”)
entre os complexos I e III da cadeia de elétrons (Nittler et al., 2005). Desta forma o
aumento na expressdo do gene coxl na condicdo de infeccdo empregada para P.
brasiliensis, poderia sugerir uma resposta ao estresses oxidativo em virtude do ambiente
hostil encontrado no fagossomo.

O complexo NADH desidrogenase (NAD), também conhecido como complexo
I, tem papel central na fosforilacdo oxidativa catalisando a oxida¢do de NADH para
ubiquinona, em uma reagdo que resulta na transferéncia de protons através da

membrana mitocondrial. O complexo I é composto por diversas proteinas codificadas
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tanto no genoma nuclear quanto mitocondrial, sendo que sete polipeptideos sao
codificados no genoma mitocondrial (nadl, 2, 3, 4, 4L, 5, e 6), embora algumas
leveduras como S. cerevisiae e S. pombe ndo possuam genes mitocondriais para a
NADH desidrogenase (Nosek & Fukuhara, 1994). A influéncia da NADH
desidrogenase foi estudada na filamentagdo de C. albicans por McDonough e
colaboradores (2002). Em condi¢des de crescimento em etanol ou glicerol, as quais
simulariam as provaveis fontes de dois carbono disponiveis no fagossomo de células de
mamiferos, o mutante para a atividade do complexo NADH desidrogenase nao
apresentou crescimento filamentoso, sugerindo a necessidade da fun¢do NADH
desidrogenase para a viruléncia de C. albicans. O aparecimento de seis ESTs similares a
genes que codificam subunidades do complexo I, nadl (1 EST), nad2 (1 EST) e nad6 (4
ESTs), na condigao de infeccdo do fungo P. brasiliensis em fagossomo de macréfagos,
provavelmente um ambiente pobre em fonte de carbono, pode sugerir a necessidade de
uma produgdo maior de energia através de maior atividade da cadeia de transporte de
elétrons.

Das 474 seqliéncias analisadas da biblioteca PbY-M®, 68 seqiiéncias, agrupadas
entre seis contigs (contigl, contig2, contig6, contig9, contigl3 e contigl6) e 63 singlets
ndo apresentaram indice de similaridade com nenhuma seqiiéncia conhecida de outro
organismo depositada no banco nr ou dbEST. Perfis transcricionais de fungos em
condicoes de infeccdo similares ao nosso modelo, também revelaram um elevado
nimero de genes sem anotacdo. Lorenz e colaboradores (2004) relataram cerca de 18%
de genes sem anotagdo em C. albicans apds infeccdo de células de macrofagos de
camundongos. No transcriptoma diferencial das formas de micélio e levedura de P.
brasiliensis cultivados in vitro, cerca de 30% das ESTs ndo apresentaram similaridade
com nenhuma outra seqiiéncia anotada no banco nr (Felipe et al., 2003 e 2005).

Neste trabalho foram observadas 10 contigs e 64 singlets que ndo apresentaram
similaridade com nenhuma seqiiéncia anotada para o fungo P. brasiliensis. Destes 74
grupos 14 apresentaram similaridades com seqiiéncias de outros organismos. A maioria,
13 ESTs agrupadas em 6 grupos, apresentou similaridade com genes mitocondriais que
codificam proteinas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons da mitocondria. Este
perfil transcricional, ndo descrito anteriormente no transcriptoma das formas de micélio
e levedura de P. brasiliensis cultivado in vitro (Felipe et al., 2003 e 2005), aliado aos

dados relatados na literatura discutida acima, pode sugerir uma possivel resposta do
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fungo internalizado ao estresse oxidativo do fagossomo, o que estd de acordo com o

ambiente hostil desta organela de macrofagos de hospedeiros.

5.5 Analise das sequéncias relacionadas ao gene icl de P. brasiliensis

A partir da analise do transcriptoma das formas de micélio e levedura de P.
brasiliensis, cultivadas in vitro (Felipe et al., 2003 e 2005), verificou-se a existéncia de
10 PbAESTS relacionadas ao gene isocitrato liase (icl) de outros organismos, o qual
codifica uma das enzimas regulatérias do ciclo do glioxalato. Tendo em vista a
importancia do ciclo do glioxalato na viruléncia de microrganismos, como descrito para
C. albicans (Lorenz & Fink, 2001), C. neoformans (Rude et al., 2002) e M. tuberculosis
(Mufoz-Elias & McKinney, 2005), o nosso grupo tem apresentado interesse no estudo
relacionado a fungéo e regulagdo dessa via metabolica em P. brasiliensis. Nesse sentido,
a analise dos niveis de expressao de genes que codificam as enzimas do ciclo do
glioxalato nesse fungo foi recentemente conduzida em nosso laboratorio, revelando um
aumento no acimulo dos mRNAs icl (isocitrato liase) e mls (malato sintase) quando do
co-cultivo de P. brasiliensis e macr6fagos murinos e também quando este foi cultivado
in vitro, em condigdes de caréncia nutricional (Derengowski, 2006). Os resultados
obtidos sugerem um possivel papel desses genes na adaptacdo do fungo ao ambiente
nutricionalmente pobre encontrado no interior da célula hospedeira, possibilitando a
utilizagdo de compostos de dois carbonos, tais como os produtos da oxidagao lipidica,
para a producao de energia. Dessa forma, visando a complementar os estudos citados
acima, e dentro do contexto do interesse de nosso grupo na caracterizagdo de genes
potencialmente relacionados a interagdo patdégeno-hospedeiro, um outro aspecto
abordado nessa dissertag@o foi a caracterizacdo de provaveis genes icl de P. brasiliensis
(Felipe et al., 2005).

Conforme mostrado na tabela 7, o programa CAP3 agrupou as 10 PbAESTs
obtidas no projeto transcriptoma de P. brasiliensis que apresentaram similaridade com
genes icl em 4 contigs distintas. Analises subseqiientes das seqiiéncias de nucleotideos
dessas contigs, empregando-se a ferramenta Blastx, mostraram que as contigs 1, 2 e 3
apresentam similaridade com a seqiiéncia da enzima isocitrato liase (ICL) de C. immitis
(AC AAK72548), com aproximadamente 1617 nucleotideos, que codifica uma proteina
de 538 residuos de aminoacidos. Contudo, a contig4 além de apresentar similaridade

com a isocitrato liase de A. fumigatus (AC EAL89442), também apresentou
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similaridade com a enzima metilisocitrato liase (MCL) de E. nidulans (AC CAI65406),

que codifica uma proteina de 604 residuos de aminoacidos, como apresentado na tabela

7.

Tabela 7. PbAESTs relacionadas ao gene isocitrato liase (icl) obtidas pelo projeto

transcriptoma das formas de M ¢ Y de P. brasiliensis cultivado in vitro (Felipe et al.,

2003 e 2005), apos analise pelo programa CAP3.

Contig PbAESTS Blastx e-value
Contigl PBDEX-Y1-106t D10 Isocitrato liase de Coccidioides immitis 30.106
(757 nt) PBDRS-Y1-027t FO8 (AC AAKT2548)

PBDEX-Y1-104t_A06
Contig2 PBDEX-Y1-091t_A06 Isocitrato liase de Coccidioides immitis 30116
(803 nt) PBDEX-Y1-045t All (AC AAKT72548)

PBDEX-Y1-106t B08
Contig3 PBDEX-M1-028t G11 Isocitrato liase de Coccidioides immitis
(784 nt) PBDIP-Y1-025t D09 (AC AAK72548) sersd
Contiga PBDEX-M1-040t C02 Isocitrato liase de Aspérgillus fumigatus 4092
(993 nt) PBDSP-Y1-046¢ E10 (AC EALS89442) e Metilisocitrato liase de 36,91

Emericella nidulans (AC CAI65406)

O esquema mostrado na figura 13 exemplifica como provavelmente estdo

distribuidas as contigs 1, 2 e 3 ao longo da seqiiéncia do gene de icl de C. immitis. Para

verificar se estas contigs correspondem a um mesmo gene icl, foram desenhados

oligonucleotideos especificos para regides internas das seqiiéncias referentes as contigs.

A partir de clones de cDNAs contento o inserto correspondente as PbAESTs PBDEX-
PBDEX-M1-028t G11 ¢ PBDEX-MI-

Y1-106t D10,

PBDEX-Y1-104t_AO06,

040t C02, que compdem as contigs 1, 2 3, e 4 respectivamente (tabela 7), os

oligonucleotideos listados na figura 15 foram utilizados para posterior seqiienciamento.
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Figura 13: Esquema do provavel posicionamento das contigs 1, 2 e 3 (retdngulos verdes) e dos
oligonucleotideos internos (setas) em relagdo a seqiiéncia do gene de icl de C. immitis
(retangulo azul).

Baseando-se nas seqiiéncias das contigs relacionadas ao gene icl descritas no
projeto transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et al., 2003 e 2005), em adigdo aos
resultados obtidos pelo seqiienciamento dos clones referentes as PbAESTs citadas no
paragrafo  anterior, foram geradas as seguintes seqiiéncias  consensos:
Consenso_Ctg_le3, composta pelas seqiiéncias das contigs 1 e 3 anteriormente
descritas e pelas seqiiéncias adicionais geradas neste trabalho, correspondentes as
PbAESTs PBDEX-Y1-106t D10 e PBDEX-Y1-104t A0O6; e Consenso_Ctg2,
composta pela seqiiéncia da contig2 e pela seqiiéncia adicional geradas neste trabalho,
referente a PbAEST PBDEX-M1-028t G11. Estas seqliéncias consenso foram
submetidas as comparacdes de similaridade com o banco nr usando o programa Blastx.

Conforme mostrado na tabela 8, o melhor resultado dos alinhamentos de ambas
as seqiiéncias consenso apresentou similaridade com a seqiiéncia deduzida de

aminoacidos da proteina ICL de C. immitis.
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Tabela 8: Resultado das analises de similaridade das seqiiéncias consenso geradas a
partir das contigs 1, 2 e 3 da biblioteca PbMY, comparadas as seqiiéncias depositadas

no banco nr, utilizando a ferramenta Blastx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Seqiiéncia Consenso Blastx ® e-value
Pp @
Consenso_Ctg_1e3 Isocitrato liase 2 de P. brasiliensis (AC AAQ75802) 9¢e-55
(869 nt — 210 aa) Isocitrato liase de C. immitis (AC AAK72548) le-53
Isocitrato liase de Aspergillus nidulans (AC
XP_663238) e
Isocitrato liase de E. nidulans (AC CAI65406) 5e-51
Consenso Ctg2 (714 Isocitrato liase de C. immitis (AC AAK72548) le-116
nt—238 aa) Metilisocitrato liase de A. niger (ABC73716) 3e-114
Isocitrato liase de E. nidulans (AC CAI65406) 9e-113
Isocitrato liase de Aspergillus nidulans (AC
9e-113

XP_663238)

(a) Identificacdo da seqiiéncia consenso e o tamanho da seqiiéncia em nucleotideos (nt) e da seqiiéncia
deduzida de aminoacidos.

(b) Resultado do Blastx mostrando a seqiiéncia depositada em banco de dados que resultou no melhor
indice de similaridade.

A partir das seqliéncias deduzidas de aminoacidos das contigs 1, 2 e 3, foram
realizados alinhamentos pelo programa CLUSTALW. O alinhamento da seqiiéncia
predita de aminoécidos relativa a seqiiéncia Consenso Ctg le3 com a seqiiéncia de
residuos de aminoacidos de ICL de C. immitis (AC AAK72548) apresentou 84% de
identidade e 89% de similaridade. A seqiiéncia deduzida de residuos de aminoacido da
seqiiéncia Consenso_Ctg2 também apresentou alta similaridade (91%) com a seqiiéncia
de ICL de C. immitis. Entretanto, como observado na figura 14, as seqiiéncias
Consenso_Ctg 1e3 e Consenso_Ctg2 alinharam em regides distintas da proteina ICL de
C. immitis. Estes resultados sugerem que estes consensos provavelmente referem-se a

um mesmo gene icl de P. brasiliensis.
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Figura 14: Alinhamento entre as seqiiéncias deduzidas de aminoacido das seqiiéncias
Consenso_Ctg 1e3 e Consenso_Ctg2 de P. brasiliensis ¢ ICL de Coccidioides immitis (AC
AAK72548), usando o programa BioEdit.

Com o objetivo de determinar se a contig4 codifica uma proteina distinta da icl

de P. brasiliensis, foram realizados experimentos de seqiienciamento do clone referente

a PbAEST PBDEX-M1-028t G11 (tabela 7), além de experimento de Southern blot.

Com base nos resultados obtidos pelo seqiienciamento, em adi¢do as seqiiéncias que

compdem a contig4, foi gerada a seqiiéncia Consenso_Ctg4. Na figura 15 é apresentado

o resultado de alinhamento através do programa CLUSTALW, da seqiiéncia deduzida

de aminodcidos relativa a seqiiéncia Consenso Ctg4, com a seqiiéncia de residuos de

aminoacido da proteina metilisocitrato liase (mcl) de E. nidulans, com a qual apresentou

um indice de 85% de identidade € 95% de similaridade.
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Figura 15: Alinhamento entre a seqiiéncia predita de aminoacidos referente ao Consenso Ctg4
de P. brasiliensis ¢ a seqliéncia da proteina MCL de Emericella nidulans (AC CAI65406),
usando a ferramenta CLUSTALW.

Os resultados obtidos sugerem que a seqiiéncia Consenso Ctg4 de P.
brasiliensis provavelmente refere-se ao gene mcl, que codifica a enzima metilisocitrato
liase, importante no ciclo do metilcitrato. Esse ciclo esta envolvido no metabolismo de
propionil-CoA, no qual o 2-metilisocitrato ¢ convertido em succinato e piruvato pela
acdo da enzima metilisocitrato liase (Tabuchi & Uchiyama, 1975). As reagdes
catalisadas pelas enzimas MCL e ICL sdo similares, sendo que a diferenga basica esta
na utilizagdo preferencial de compostos de trés carbonos (C3) para a produgdo de
energia pela primeira enzima (Luttik et al., 2000).

A figura 16 apresenta o alinhamento entre as seqiiéncias das proteinas ICL de C.
immitis, MCL de E. nidulans e a seqiiéncia deduzida da seqiiéncia Consenso Ctg4 de P.
brasiliensis. O resultado do alinhamento entre as seqiiéncias das proteinas ICL de C.
immitis e MCL de E. nidulans indica uma baixa rela¢do entre ambas, com identidade de
44%. Resultado semelhante foi verificado comparando-se as seqiiéncias da proteina ICL

de C. immitis e a seqiiéncia Consenso_Ctg4, observando-se 46% de identidade. Em
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contrapartida, o resultado entre as seqiiéncias da proteina MCL de E. nidulans ¢ a
seqiiéncia predita de aminodcidos da Consenso_Ctg4, confirma o resultado apresentado

na figura 17. Estes resultados corroboram a hipotese de que as seqiiéncias

Consenso Ctg 1e3 e Consenso Ctg4 codificam as enzimas ICL e MCL,
respectivamente.
SegA Name Len(aa) SeqB Name Len(aa) Score
1 ICL_C_immitis 538 MCL_E_nidilans 604 44
ICL_C immitis 538 Consenso_Ctg4 180 46
MCL_E_nidilans 604 Consenso_Ctg4 180 85

HCL_E_nidulans HLRSIFPREVPRELPIFTTTATAGGPSELAQRAFTCGYLRHSPSSLPPVOPPVSSTLESDS 60
Con=en=o Ctgd
ICL C_immiti=
HCL_E_nidulans FOLLSTADKAGDAEDALYEQOIKDVEAWWHSPRFEGIKRPYSAADYVSKRGSLOQTYFSS 120
Conszen=so_Ctgd KAVTEWWHTPRYEGIREPYSAEAVVSKRGSLOOTYPSS 38
ICL_C_immitis  —————— HS1SVEQEEOKYUEEVEAVKQHHKDSRWRYTKRPFTAEQIVAKRGNLKIEYPSN B4
g *  xE¥: ¥ = Tk ENE X Ex =
HCL_E_nidulans LMARKLFHLINERAAENKPYHTHGATIDPVOMTOOQAPNQEVLYVSGWACSSVLTTTHEVSE 180
Consenso_Ctgd IMARKLFHLINERAKTGEPVHTLGAIDEVOMTOOAFPNOEVLYISGWACSSILTTTHNEVSE 948
ICL_C_immitis VOSKELWKLVEEKFETETASFTYGCLDPTHY TOMYEYLDTVYVSGWQSSSTASSTDEPSE 114
R = R R X ¥ X XX EE T ECEERE XN T X R
HCL_E_nidulans DFGDYPYHTVPHOVORLFEAQOLHDRKHWDARREMTPEQRESTPYIDYHRPITADGDTGH 240
Consenso_Ctgd DFGDYEFYHTVEHOVORLFEAQOMHDSKOWDSRRELSPEERENTEYTDFMRPIVADGDTGH 158
ICL_C_immitis DLADYPMHTVPHEVHOLWHAQLFHDRKOREERLENPEEERASLANIDYLAPITADADTGH 174
¥ WWIF NRFNNE ¥ W, WH O FEF ¥ oO® * ¥ . 3 W WH WHNX
HCL_E_nidulans GGELTAVILKLAKLFAENGAAAVHFEDONHGGKKCGHLAGEVIVPIGEHINRLVATREFQUDH 300
Conszen=so_Ctgd GGLTAVIKIAKIFAENGAAAVH 180
ICL_C_immitis GGLTAVHKLTKLFIERGAAGIHIEDQAPGTKKCGHHAGKVIVPISEHINRLVAIRAQADI 234
I D E XX N NN ¥
HCL_E_nidulans HGVENLVIARTDSESGELLSSAIDVRDHEF ILGVT-EESEPLAETLOANEREGAAPSEID 359
Con=en=o Ctgd
ICL_C_immitis HGTDLLATARTDSEAATLITSTIDPRDHAFVVGSTHPTLEPLHDLH I AAERAGENGAELD 294
HCL_E_nidulans AFELDWVKEHKLVTFDEAVDAHLEAEGAP——QAARDAYEEKRVKENFDLSITERERELANDY 417
Consens=o_ Ctgd
ICL_C_immitis ATEDSHTAKAGLIKRFEDAVIDOIKASSAANKQATTDAFIREIKGEKSHE——EARATARQT 351
HCL_E_nidulans TETPYVWSCDIPRTREGFYHYRAGFPAATKRAKEFGPYADLLWYETGDPNVEKAAKTLAGE 477
Con=en=o Ctgd
ICL_C_immitis LGTDIFWDWDAPRTREGY YRYOGGCOCAINRAVAFAPFADLIVHESKLPDYAQAKEFAES 411
HCL_E_nidulans VRAALPGKKLVYHLSPSFHWHGOGSFDEASLESFIWDLAQHGFVLOLISLAGLHSGATITA 537
Con=en=o Ctgd
ICL_C_immitis VHAVWPOQKLAYHLSPSFHWE-AANPRDEQETY IRRLGELGYCWOFITLAGLHTTALISD 470
HCL_E_nidulans ELSRAFKDEGHLAYVRELIQAREKELGVDVLTHOEWSCGAPYHDGIVGATIQSGESSSKSHGE 597
Consens=o_ Ctgd
ICL_C_immitis B30

HCL_E_nidulan=
Con=en=o Ctgd
ICL C_immiti=

OFAKAVAKOGHRAYGELVOEPEMENKV DYV THOKTSGANYVDELLEMVTGGISSTSANGE

GHTEEGEF- 604

GVTEDQFE 538

Figura 16: Alinhamento entre as seqiiéncias de aminoacidos das proteinas ICL de C. immitis
(AC AAK72548), MCL de E. nidulans (AC CAI65406) e a seqiiéncia deduzida de aminoacidos
da contig4 de P. brasiliensis, usando o programa CLUSTALW.
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Na figura 17 é mostrado o resultado do experimento de Southern blot,
verificando que houve diferentes padrdes de hibridizagdo de fragmentos de DNA
relativo as PbAESTs PBDEX-Y1-106t D10 (contigl) e PBDEX-M1-040t C02
(contig4), que provavelmente correspondem as seqiiéncias dos genes icl ¢ mcl de P.
brasiliensis, provaveis ortélogos dos respectivos genes de C. immitis ¢ E. nidulans.
Além disso, como pode ser observado nos controles, Ctgl e Ctg4, em ambas as
membranas (a) e (b), ocorreu um padrdo distinto de hibridizagdo dos respectivos
fragmentos PBDEX-Y1-106t D10 e PBDEX-M1-040t CO02.

Os resultados da analise do Southern blot, juntamente com os resultados obtidos
pelos alinhamentos apresentados nas figuras 16, 17 e 18, sugerem que a seqliéncia
Consenso_Ctg4 codifica a provavel proteina MCL de P. brasiliensis, enquanto as
seqiiéncias que compdem o Consenso Ctg le3 e Consenso Ctg2 provavelmente

correspondem ao gene icl de P. brasiliensis.

a — -
(@) 5 (b) N
12345 O & 12345 &5 &
4000 pb —
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: 1500 pb =— '
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Figura 17: Southern blot gendmico de P. brasiliensis. Padrao de hibridizagdo dos cDNAs
relativos as seqiiéncias referentes as contigs 1 e 4. Cerca de 15 pg de DNA gendmico de P.
brasiliensis foram digeridos com diferentes enzimas de restri¢do, separado por eletroforese em
gel de agarose 1,5 %, transferido para membrana de nylon (Hybond-N', Amersham
Biosciences) e posteriormente hibridizado com as sondas radioativas correspondentes as
seqiiéncias PBDEX-Y1-106t D10, que compde a contigl, e PBDEX-M1-040t C02, que
compde a contig4. Pocos 1 a 5: Digestdo do DNA gendmico com as enzimas BamH 1, Bgl 11,
EcoR I, Xba I e Xho I, respectivamente. Pocos Ctgl e Ctg4: DNA dos clones PBDEX-Y1-
106t D10 e PBDEX-M1-040t_C02, utilizados como controles positivos, uma vez que foram
agrupados nas contigs 1 e 4, respectivamente. Os tamanhos aproximados dos fragmentos de
DNA gendmico resultantes da hibridizagdo com as sondas especificas estdo apresentados ao
lado de cada painel.
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A existéncia de mais de uma isoforma da enzima isocitrato liase foi
recentemente relatada em M. tuberculosis por Mufos-Elias & McKinney (2005). Na
levedura S. cerevisiae também foi detectada a presenca de duas seqiiéncias distintas que
apresentaram similaridade ao gene icl de outros organismos (icll ¢ icl2). Contudo, a
introdug@o de multiplas copias de icl2 ao mutante Aicll ndo restaurava a capacidade da
levedura em produzir energia a partir de compostos de dois carbonos (Heinisch et al.,
1996). Trabalhos posteriores realizados por Luttik e colaboradores (2000), mostraram
que mutantes icl2 apresentavam atividade isocitrato liase similar aquela do tipo
selvagem. Entretanto esses isolados mutantes ndo apresentavam atividade
metilisocitrato liase especifica, mostrando que o gene icl2 codifica a enzima MCL, e
ndo a enzima ICL. Resultados similares foram obtidos nesse trabalho, no qual a
identificagdo de dominios caracteristicos da enzima isocitrato liase na contig4 levou a
suposicdo inicial de que esse gene poderia codificar uma isoforma da enzima ICL de P.
brasiliensis. As analises posteriores realizadas, entretanto, sugerem que a seqiiéncia
Consenso_Ctg4 de P. brasiliensis refere-se ao gene mcl. No entanto, o seqiienciamento
dos clones de cDNA de tamanho completo faz-se necessario para a melhor
caracterizagdo desses genes de P. Dbrasiliensis. Dessa forma, embora outros
experimentos sejam necessarios para confirmar a atividade especifica das enzimas ICL
e MCL de P. brasiliensis, nossos resultados sugerem que esse fungo apresenta as

correspondentes vias metabolicas, ciclo do glioxalato e ciclo do metilcitrato.
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6- PRINCIPAIS RESULTADOS E CONCLUSOES

Embora as andlises das ESTs da biblioteca PbY-M® que apresentaram
similaridades com seqiiéncias descritas no banco de ESTs das bibliotecas das formas de
micélio e levedura de P. brasiliensis cultivadas in vitro apontem uma grande
representatividade de genes que compdem a maquinaria traducional da mitocondria, o
que poderia significar um problema oriundo da estratégia adotada na construcdo da
biblioteca de cDNA PbY-M®O, estes resultados podem sugerir uma importancia do papel
desta organela na condi¢ao de células de macrofagos por esse fungo, conforme descrito
para outros modelos de infecg¢do de células de mamiferos por outros fungos dimorficos,
patogénicos para o homem.

As ESTs do banco PbY-M® que ndo apresentaram nenhuma similaridade com
seqliéncias descritas no banco de ESTs das bibliotecas das formas de micélio e levedura
de P. brasiliensis cultivadas in vitro foram divididas em dois grupos: 1) ESTs que
apresentaram similaridades com genes de outros organismos, em sua maioria genes que
codificam proteinas pertencentes a cadeia de transporte de elétrons da mitocondria,
revelando uma provavel adaptacao ao estresse oxidativo e/ou nutricional encontrado em
fagossomos de células de macrofagos; 2) ESTs que ndo apresentaram similaridades com
seqiiéncias ja descritas em outros organismos, o que poderia indicar uma expressao de
genes especificos do fungo P. brasiliensis na condicdo de infec¢do de células de
macrofagos.

Outra abordagem realizada neste trabalho referiu-se a uma analise dos provaveis
genes icl, anteriormente descritos pelo projeto transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et
al., 2005), uma vez que a ativagdo do ciclo do glioxalato ¢ descrita em diversos modelos

de infecgdo de células de mamiferos por patogenos intracelulares facultativos.

As analises de quatro contigs de P. brasiliensis que apresentaram similaridade
com o gene icl de outros organismos sugerem que trés destas correspondem ao provavel
gene icl desse organismo. Além disso, sugerimos que a quarta contig anteriormente
descrita provavelmente corresponda ao gene mcl de P. brasiliensis, o qual codifica a
enzima metilisocitrato liase, também associada a utilizacdo de fontes simples de

carbono (3C), uma condi¢do comumente encontrada no fagossomo.
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7 - PERSPECTIVAS

1. Constru¢do de uma nova biblioteca de cDNA nas mesmas condigdes adotadas
no contexto deste trabalho, porém com o uso de uma estratégia diferente da
adotada neste trabalho.

2. Geragdo de um maior nimero de ESTs, visando uma melhor descricio do
transcriptoma de P. brasiliensis no contexto da interagdo com a célula
hospedeira.

3. Confirmagdo dos niveis de expressdo, por meio de experimentos de real time
PCR e/ou Northern blot, dos genes mais representados na biblioteca PbY-M®.

4. Seqilienciamento completo dos clones de cDNAs que compdem as contigs com
similaridades com os genes isocitrato liase e metilisocitrato liase.

5. Testar os niveis de expressdao de ambos os genes de P. brasiliensis, icl ¢ mcl, em
diferentes condi¢des de cultivos que simulariam as condi¢des encontradas no
interior de fagossomos de células de macrofagos.

6. Analise das seqiiéncias gendmicas dos genes icl e mcl, de forma a identificar e
caracterizar suas regides promotoras, um aspecto ainda pouco conhecido em P.

brasiliensis.
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