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RESUMO

Paracoccidioides spp. € um fungo termodimorfico, agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM). Durante o processo de infeccdo Paracoccidioides spp.
encontra ambientes com diferentes disponibilidades de micronutrientes essenciais como
cobre, por exemplo. A obtencdo de micronutrientes no hospedeiro é mecanismo crucial de
estratégia adaptativa deste patdgeno. Neste sentido, a identificacdo de proteinas relacionadas
com captacdo/homeostase de metais tragos, durante a infeccao € importante para se obter um
melhor entendimento dos mecanismos que compdem a resposta adaptativa do fungo. No
presente estudo a técnica de eletroforese bidimensional (2-DE) e Nano-ESI-UPLC-MSF foi
utilizada como ferramenta protedmica a fim de investigar o perfil de expressdo de proteinas
da forma de levedura de P. lutzii apds 24 e 48h de privacao de cobre. Foram identificadas 68
proteinas/isoformas por eletroforese 2-DE, sendo 42 com expressdo aumentada e 26 com
expressdo diminuida em condices de deplecdo de cobre. Através do Nano-ESI-UPLC-MSE
um total de 366 proteinas foram identificadas, sendo 232 induzidas e 134 reprimidas. As
proteinas de P. lutzii que se apresentaram diferencialmente reguladas estdo envolvidas em
processos celulares que incluem metabolismo, energia, sintese de proteinas, defesa e
viruléncia. As proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos e que apresentaram
expressdo aumentada, sao aquelas relacionadas a degradacdo de aminoacidos. Estas proteinas
provavelmente foram induzidas para proporcionar precursores ao ciclo do acido tricarboxilico
(TCA). O aumento da expressdo de enzimas da via glicolitica também foi observado. Isto
provavelmente ocorreu como forma de gerar ATP e intermediarios metabdlicos necessarios
para a manutencdo do fungo sob condigbes de privacdo de cobre. Os dados gerados
evidenciaram ainda uma indugdo em enzimas da via glicolitica, ciclo do TCA, via das
pentoses fosfato, ciclo do metilcitrato e metabolismo dos lipideos. Em condicdes de privacao
de cobre o metabolismo aerdbio é favorecido, o que provavelmente justifica 0 aumento da
expressao de enzimas destas vias. Em concluséo, os dados do presente estudo indicam que a
remodelacdo metabdlica observada em condicOes de privacdo de cobre possivelmente € um

mecanismo de sobrevivéncia do patdgeno no ambiente hostil do hospedeiro.
Palavras Chaves: Paracoccidioides, Privacdo de cobre, Analise protedmica.
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ABSTRACT

Paracoccidioides spp. is a termodimorphic  fungus, etiological agent of
paracoccidioidomycosis (PCM). During the infection process, Paracoccidioides spp. faces
environments with different availability of essential micronutrients such as copper, for
example. The micronutrients obtainment in the host is a crucial mechanism of adaptive
strategy for this host. Hence, the identification of proteins related to uptake/homeostasis of
trace metals during infection is important for a better understanding of the mechanisms that
makeup the fungus adaptive response. In the present study, the bidimensional electrophoresis
(2-DE) and Nano-ESI-UPLC-MSF were used as proteomic tools in order to investigate the
protein expression profile of P. lutzii in yeast form after 24 and 48h of copper deprivation. 68
proteins/isoforms were identified by 2-D analysis, which 42 were upregulated and 26 down
regulated in copper depletion conditions. Through Nano-ESI-UPLC-MSF technique, 366
proteins were identified, 232 of them were induced and 134 repressed. P. lutzii proteins
differentially regulated are involved in cellular processes including metabolism, energy,
protein synthesis, defense and virulence. Proteins involved in the amino acid metabolism and
showed an increased expression are related to amino acid degradation. These proteins were
probably induced to provide precursors for tricarboxylic acid cycle (TAC). The increased
expression of glycolytic pathway enzymes was observed. This probably happened as a way to
generate ATP and metabolic intermediaries necessary for up keeping the fungus under copper
deprivation conditions. The generated data pointed the induction of glycolytic pathway,
tricarboxylic acid pathway, pentose phosphate pathway, methyl citrate pathway and lipid
metabolism enzymes. The copper deprivation conditions favors the aerobic metabolism,
which probably explains the increased expression of enzymes from the cited pathways. In
conclusion, the presenting data indicate that the metabolic remodeling observed under copper
deprivation conditions is possibly a survival mechanism of the pathogen under the host hostile

environment.

Key words: Paracoccidioides, copper deprivation, proteomic analysis.
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1.INTRODUCAO
1.1 FUNGO PATOGENICO PARACOCCIDIOIDES SPP.

As infeccdes fungicas vém despertando atencdo crescente da comunidade cientifica,
devido a grande ineficiéncia no tratamento das micoses sistémicas, a forma mais grave destas
infeccdes. No Brasil, as mortes causadas por micoses sistémicas como paracoccidioidomicose
(PCM), criptococose, histoplasmose, candidiase, aspergilose, coccidioidomicose e zigomicose
atingiram um numero de 3.583 entre 1996-2006 (Prado et al, 2009).

Paracoccidioides spp, inicialmente descrito por Adolfo Lutz em 1908 (Lutz, 1908), é o
agente etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM), micose sisttmica humana
geograficamente distribuida na América Latina (Franco 1987). Paracoccidioides spp.
representa  fungos termodimorficos, capazes de crescer na forma leveduriforme nos tecidos
do hospedeiro ou quando cultivado a 37°C, e na forma miceliana em condicdes saprobidticas
ou quando cultivado a temperatura ambiente (18- 23°C) (Bagagli et al, 2006; Restrepo, 1985).
Sua forma leveduriforme apresenta-se por brotamentos multiplos evaginados da célula-mée;
neste caso, a célula central é circundada por varias células periféricas. A forma miceliana é
caracterizada por filamentos septados com conidios terminais ou intercalares (Restrepo-
Moreno, 2003; Queiroz-Telles ,1994).

Paracoccidioides spp. foi considerado a Unica espécie de seu género até se propor a
existéncia de trés espécies filogenéticas: S1 (espécie 1 com 38 isolados), PS2 (espécie
filogenética 2, com 6 isolados) e PS3 (espécie filogenética 3, com 21 isolados). PS3 é um
grupo geograficamente restrito a Colémbia; PS2 encontrado predominantemente no Brasil,
nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais e também na Venezuela; S1 esta distribuida no
Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela (Matute et al, 2006). Andlises das relacdes
filogenéticas entre 21 isolados de Paracoccidioides spp. possibilitaram a identificacdo de trés
grupos filogenéticos ja descritos, com excecao do isolado Pb01 que se apresentou divergente
dos outros grupos, sugerindo-se a possibilidade de uma nova especie no género
Paracoccidioides (Carrero et al, 2008). Em 2009, Teixeira e colaboradores avaliaram a
concordancia genealdgica entre 122 isolados de Paracoccidioides spp. Estes autores
observaram que a divergéncia nédo se aplicava somente ao isolado Pb01, mas também a outros
16 isolados que foram agrupados em um quarto grupo filogenético, o qual foi denominado

“Pb01-like”. Estes autores também sugeriram uma nova especiagdo filogenética para este
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grupo e propuseram a nomenclatura de Paracoccidioides lutzii, em homenagem a Adolfo Lutz
(Teixeira et al, 2009). Considera-se que P. lutzii seja endémico da regido Centro-Oeste
brasileira, mais especificamente dos Estados de Goias e Mato Grosso (Teixeira et al, 2009)
Figura 1. Porém, isolados provenientes de Rondonia foram recentemente classificados como

P. lutzii baseado em loci genealdgicos (Teixeira et al, 2013) .

Central-West - P lutzii
. !

prevalence area

B 7 brasiliensis
prevalence area

Figura 1. Mapa das regides brasileiras, com destaque para a regido Centro - Oeste, onde P. lutzii
predomina e das regifes Sul e Regido Sudeste, onde predomina P. brasiliensis (Gegembauer et al,
2014).

Ainda ndo ha um consenso se S1, PS2, PS3 sdo variantes geograficas de uma mesma
espécie ou se sdo espécies distintas (Theodoro et al, 2012). Analises filogenéticas, sugerem
que S1/PS2/PS3, juntamente com P. lutzii, sdo isolados reprodutivamente na natureza (Matute
et al, 2006; Teixeira et al, 2009). O isolamento reprodutivo ou genético é o primeiro passo na
divergéncia de espécies fungicas (Taylor et al, 2000). Dessa forma, a busca por diferengas
entre as espécies do género Paracoccidioides é crescente, visto que isso pode influenciar no
diagndstico e no tratamento da PCM.
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O habitat de Paracoccidioides spp. ndo foi determinado com precisdo, apesar de
grandes esforcos para desvenda-lo. Poucos isolamentos feitos a partir de amostras de solo de
diferentes locais como Brasil (Shome & Batista, 1963; Montenegro et al, 1996; Silva-Vergara
et al, 1998), Venezuela (Albornoz, 1971) e Argentina (Negroni, 1966), sustentam a hipdtese
do solo ser o habitat natural do fungo. A presenca deste em amostras de solo e mamiferos
selvagens foi confirmada através da técnica de Nested-PCR (Nested polymerase chain
reaction), baseada nas regides 1TS-5.8S-ITS2 (Richini-Pereira et al, 2008; Theodoro et al,
2005). Em adicdo, amplicons de DNA especificos de Paracoccidioides foram detectados em
amostras de linfonodos mesentéricos, bago, pulm&o, glandulas adrenais e rins de porco-da-
india (Cavia aperea), no pulmdo e figado de porco-espinho (Sphiggurus spinosus), nos
pulmdes de guaxinin (Procyon cancrivoros), assim como em Varios 6rgaos de outras espécies
de tatus (Dasypus septemcinctus), indicando que, em areas endémicas, a infeccdo pelo fungo
em animais selvagens, pode ser comum (Richini-Pereira et al, 2008).

Os genomas estruturais de trés isolados do género Paracoccidioides (Pb01, Pb03 e
Pb18) foram finalizados por meio do projeto denominado “Gendmica Comparativa de
Coccidioides e outros Fungos Dimérficos”. Assim, encontram-se depositados, 0 genoma
completo de trés diferentes isolados Pb0l1l, Pb03 e Pbl8 (Broad Institute,
http://www.broad.mit.edu/tools/data/seq.html). O genoma de Pb01 é composto de 32,94 Mpb,
com um total de 9.132 genes. Este isolado apresenta 0 genoma maior, tanto em nimero de
bases quanto em quantidade de genes, comparado aos outros dois isolados analisados, que
apresentaram genomas do tamanho de 29,06 e 29,95 Mb, com numero de genes de 7.875 e
8.741 (dados dos isolados Pb03 e Pb18, respectivamente). Os resultados obtidos, além de
auxiliar na compreensdo das diferencas existentes entre os isolados proporcionardo a
caracterizacdo de genes e suas regifes promotoras, e o desenvolvimento de novas ferramentas
biomoleculares e genéticas para a elucidacdo de aspectos da biologia de Paracoccidioides.

Os fungos dimdrficos sdo caracterizados pela mudanca de uma fase filamentosa
multicelular para uma unicelular, quando infectam os tecidos do hospedeiro. Essa € uma
propriedade intrinseca de fungos como H. capsulatum, B. dermatitidis, Paracoccidioides , C.
immitis, C. posadassi, Sporothrix schenckii e Penicillium marneffei (Rappleye & Goldman,
2006). A patogenicidade dos mesmos parece estar relacionada ao dimorfismo, pelo fato de
linhagens incapazes de transitar morfologicamente ndo serem virulentas (Maresca &
Kobayashi, 2000).
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A transi¢do morfologica de Paracoccidioides da fase miceliana para a fase de levedura,
que se constitui em etapa essencial para o sucesso no estabelecimento da infeccdo é
dependente principalmente da temperatura. (Nemecek et al, 2006; Rappleye & Goldman,
2006; San-Blas et al, 2002).

O hormonio 17-B-estradiol esta relacionado ao dimorfismo de Paracoccidioides
conferindo as mulheres protecdo contra a PCM. Estudos tem mostrado que, este horménio
inibe a transicdo de micélio para levedura de maneira dose-dependente, in vitro (Restrepo,
1985) e in vivo (Sano et al, 1999). Foi descrito que a inibicdo da transicdo ndo é devida
somente a presenca do hormonio, mas sim, a sua interacdo com a proteina flngica
denominada EBP (Estradiol Binding Protein). Acredita-se que o horménio feminino 17-f-
estradiol e a EBP do citoplasma flangico se ligam e, como resultado desta interagcdo, ocorre o
blogqueio da transicdo da fase infectiva para a fase patogénica de Paracoccidioides (Shankar et
al, 2011). O tipo de resposta imunoldgica desencadeada por cada género sexual, esta
relacionada a protecdo de PCM. Ao comparar a resposta imunoldgica de camundongos
machos e fémeas, infectados com leveduras de Paracoccidioides verificou-se uma notavel
influéncia sobre o estabelecimento da PCM experimental sendo este fato atribuido, pelo
menos em parte, aos hormonios sexuais que interferem na resposta imune desencadeada nos
animais. Observou-se também que a paracoccidioidina, um antigeno flngico, ativa mais as
células imunes inatas de fémeas fazendo com que estas sejam mais resistentes a infec¢do por
Paracoccidioides (Pinzan et al, 2010). Os resultados confirmam que as mulheres sdo mais
resistentes a PCM porque elas possuem o horménio 17-B-estradiol apresentando
possivelmente uma resposta imunoldgica mais eficaz contra Paracoccidioides, motivo pelo
qual o acometimento da PCM é predominante em individuos do sexo masculino.

Analises transcricionais e protedmicas tém ajudado na compreensdo do dimorfismo de
Paracoccidioides por elucidarem os processos metabdlicos regulados pelo fungo durante a
transicdo. Bibliotecas de cDNA das fases de levedura e micélio foram construidas e o
transcriptoma de Paracoccidioides abrangeu aproximadamente 6.022 genes que representam
cerca de 80% do numero total estimado para 0 microrganismo. Os estudos comparativos entre
micélio e levedura identificaram um perfil metabdlico diferencial exibido nas fases de
Paracoccidioides. Alem disso, nesse transcriptoma identificou-se 48 transcritos de proteinas
de resposta a estresse, chamadas de HSPs, sendo que o numero destes transcritos foi 38%

maior na biblioteca de levedura do que na biblioteca de micélio. Estas proteinas estdo
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envolvidas em processos como transi¢do dimdrfica e imunopatogenicidade do fungo além de
algumas com grande potencial para alvos antifingicos por ndo possuirem nenhum homélogo
no genoma humano como, por exemplo, quitina deacetilase, isocitrato liase ¢ a-1,3-glicana
sintase (Felipe et al, 2005). Goldman e colaboradores (2003) identificaram 4.692 sequéncias
transcritas do isolado Pb18 que foram funcionalmente categorizadas de acordo com a
similaridade com genes ja conhecidos.

A analise transcricional durante a transi¢cdo da fase miceliana para leveduriforme de
Paracoccidioides lutzii, revelou que varios transcritos potencialmente relacionados com a
sintese de membrana e parede celulares mostraram-se aumentados durante a diferenciacéo
celular de micélio para a forma leveduriforme, sugerindo que o fungo favorece o
remodelamento da membrana e da parede celulare nos estagios iniciais da morfogénese. A
deteccdo de genes envolvidos em vias metabolicas como a do glioxilato e transducéao de sinal,
sugeriram que tais processos sao importantes na adaptacdo do fungo ao ambiente hostil do
hospedeiro, durante a transicdo dimorfica (Bastos et al, 2007).

Em relacdo as analises protedmicas alteracdes metabdlicas sdo observadas durante as fases
de micélio, transicdo e levedura de Paracoccidioides lutzii. Os resultados sugerem que o
metabolismo da fase miceliana é mais aerdbico do que a leveduriforme e que o metabolismo
de carboidratos, aminoacidos, nitrogénio e da via do glioxilato foram modulados durante a
transi¢do. O estudo evedenciou mudangas metabdlicas durante o dimorfismo proporcionando
mais informaces a respeito desta transicdo dimorfica importante para o estabelecimento da

paracoccidioidomicose (Rezende et al, 2011).

1.2 Paracoccidioidomicose — PCM

Em 1971, instituiu-se o termo paracoccidioidomicose (PCM) na reunido de
micologistas das Américas em Medellin, o qual persiste, até hoje, como nomenclatura oficial
(Valle & Costa, 2001). A principal rota de infeccdo ocorre pela inalacdo de conidios
produzidos pela forma miceliana do fungo, que ao atingirem os pulmdes podem transformar-
se em células leveduriformes.

A PCM pode afetar qualquer 6rgdo, apos disseminacdo, em particular, a pele, nédulos
linfaticos, pulmdes, membranas das mucosas oral, nasal e gastrointestinal, e também o

sistema nervoso central (Ramos-e-Silva, 2004; De Almeida, 2005). Apresenta-se como uma
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doencga predominantemente crdnica granulomatosa, sendo esta a lesdo resultante da reacéo de
hipersensibilidade tardia (DTH) contra antigenos do fungo o que impede a disseminacao deste
pelo organismo promovendo sua contencdo (Romani, 1997). Macrofago é a principal célula
presente nos granulomas, com funcdo de liberar substancias microbicidas (radicais
superoxidos, Oxido nitrico e peroxido de hidrogénio), além da presenca de plasmdcitos,
eosindfilos e fibroblastos (De Brito & Franco, 1994).

A PCM apresenta duas formas clinicas principais: forma aguda ou subaguda (juvenil) e
forma crénica (adulta). A forma aguda representa 3 a 5% dos casos descritos, sendo a maioria
dos pacientes constituidos por criancas, adolescentes ou adultos jovens. E a forma clinica
menos frequente e o periodo de incubacdo € de semanas até meses (Barrozo et al, 2009). A
doenca caracteriza-se por um desenvolvimento rapido e por marcante envolvimento de 6rgaos
como baco, figado, ganglios linfaticos e medula 6ssea. Apesar de ndo haver manifestaces
clinicas ou radioldgicas de comprometimento pulmonar, pode-se isolar o fungo do lavado
brénquico, evidenciando a participacdo do pulm&o como porta de entrada, mesmo na auséncia
de alteracdo radioldgica (Restrepo et al, 1984).

A PCM ¢ descrita, principalmente, acometendo a populacéo rural, que apresenta baixo
nivel sdcio-econdmico, altas taxas percentuais de subnutricdo e alcoolismo crénico (Franco,
1987). Esses individuos costumam ser trabalhadores rurais que, por sua atividade,
permanecem com mais frequéncia diretamente em contato com a terra e vegetais (Araujo et
al, 2002). As lesdes em mucosa oral sdo geralmente precedidas ou acompanhadas por leses
pulmonares (Bisinelli et al, 2002; Martinez et al, 2004). A infancia ou a adolescéncia sdo 0s
periodos em que infeccdo geralmente ocorre, e sua evolucdo depende da viruléncia do fungo,
da quantidade de conidios inalados (esporos) e da integridade do hospedeiro. Ap6s longo
periodo de laténcia do fungo em um nodulo fibrético no pulmao, um desequilibrio na relacéo
entre hospedeiro e parasita pode ocorrer, e 0 paciente, entdo, evolui para 0s sinais e sintomas
da doenca. Sendo assim, apesar de o contato inicial do homem com o fungo e a infeccdo
ocorrerem, muitas vezes, na infancia, as manifestacdes clinicas da PCM, em geral, sdo vistas
em pacientes adultos (Bisinelli et al, 2002).

As micoses sistémicas estdo em décimo lugar entre as doengas parasitarias e infecciosas
que causam mais mortes no Brasil. Dados isolados mostraram que a paracoccidioidomicose é
a principal doenca em causar mortes entre as micoses sistémicas seguida pela criptococose,

candidiase e histoplasmose, representando um importante problema de saude publica. Os
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Estados da regido Sudeste e Sul tiveram as maiores taxas de mortalidade, sendo as mais
concentradas em S&o Paulo e Paranéd (Prado et al, 2009). A paracoccidioidomicose foi fatal
até o ano de 1940 quando sulfonamidas foram utilizadas no tratamento. O tratamento com
anfotericina B iniciou-se em 1958 e a primeira geracdo de azdis foi usada com sucesso na
terapia em 1980 (Lacaz, 1994).

Os testes sorologicos revelam a existéncia do micro-organismo antes mesmo dos
exames de cultura e histopatologico, e sdo de amplo uso na confirmacdo da doenca (Blotta et
al, 1999). A glicoproteina de peso molecular 43 kDa (GP43) é um antigeno exocelular
secretado durante a fase de infecgé@o pelo Paracoccidioides (Marques et al, 2003). A detecgéo
de anticorpos da classe IgM e IgA e a determinacdo sequencial desses anticorpos para a GP43
pode ser uma ferramenta Gtil no sorodiagnostico e avaliacdo da eficacia do tratamento
(Mendes-Giannini et al, 1990).

Na PCM é frequente a ocorréncia de distarbios imunorregulatorios, manifestando-se
com graus variados, exibindo depressdo da imunidade mediada por células, ativacdo
deficiente de leucdcitos polimorfonucleares e macrofagos, ativacdo policlonal de linfécitos B
e titulos elevados de anticorpos da classe 1gG. (Alcantara, 2002; Calich et al, 2008).

Os mecanismos envolvidos na imunodepressaio da PCM permanecem ainda nao
totalmente esclarecidos. Como fatores envolvidos, podem ser citados: a atuagdo de
imunocomplexos circulantes, geracao de células T supressoras, reducdo de linfécitos T CD4+,
efeito supressor de substancias derivadas do fungo, niveis alterados de citocinas, e presenca
de fatores inibidores séricos (Musatti et al, 1976; Franco, 1987; Mota et al, 1988; Jimenez-
Finkel; Murphy, 1988; Bava et al, 1991, Alacantara, 2002, Calich et al, 2008).

Com base nos diferentes padrdes de citocinas produzidas, os linfocitos TCD4+ podem
ser agrupados em diferentes subtipos: células T auxiliares tipo 1 (Thl) produzem
predominantemente 1L-2, IFN-y e TNF-f e, células Th2 sintetizam IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e
IL-13. Os fendtipos Thl e Th2 parecem representar estagios finais na maturacdo de linfécitos
T auxiliares, com estagio precursor denominado de ThO, no qual sdo produzidas IL-2, IL-4,
IL-5, IL-10 e IFN-y (Mosmann; Coffman, 1989; Clerici & Sherer, 1992, Cox &Liew, 1993,
Calich et al, 2008).

A imunorregulacdo na PCM esté associada a padrdes de resposta imune regulada por
células T Helper do Tipo Thl, Th2 e células T regulatorias CD4+ CD25+ (Treg) (Fortes et al,

2011). J& é conhecido que individuos saudaveis que entram em contato com o
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Paracoccidioides podem resolver a infeccdo no local do in6culo a partir de uma eficiente
resposta imune inata e do desenvolvimento do padrdo de resposta Thl, com formacdo de
granulomas organizados (Benard, 2008).

Na PCM, as formas clinicas ocorrem pela incapacidade de desenvolvimento de
resposta efetiva Thl, levando a formacgdo deficiente de granulomas organizados. Nesses
casos, podera ocorrer o desvio para outros padrdes de respostas imunologicas, como a Th2,
resultando em uma ineficiente acdo imunoldgica capaz de conter a propagacdo da infeccédo
(Pagliari & Sotto, 2003).

Células T regulatérias com fendtipo CD4+ CD25+ (Treg) sdo importantes no controle
da resposta imune. A auséncia destas células estd associada a exacerbacdo da resposta
inflamatdria e, consequentemente, ao desenvolvimento de doencas autoimunes. Por outro
lado, a ativacdo excessiva pode estar associada a susceptibilidade, aos patdgenos (Ferreira et
al, 2010). Pacientes com PCM cronica apresentam niveis elevados de células com fenétipo
caracteristico de células Tregs (CD4+ CD25+), tanto no sangue periférico quanto nas lesdes,
sugerindo que estas células possam controlar a resposta imune local e sistémica (Ferreira et al,
2010).

Vérias células desempenham papel central na resisténcia ao Paracoccidioides, dentre
elas se destacam as células NK, neutréfilos, mondécitos e macrofagos. A participacdo destas
células na reacdo inflamatoria e na atividade fungicida sdo induzidas pelo fungo e por
citocinas produzidas pelas células durante sua interacdo com os fagocitos (Pagliari et al,
2010).

Pagliari et al, (2011) e Paido (2012), demonstraram o papel da IL-17 e de citocinas
relacionadas as células Th17 na PCM, onde foi observado que as amostras analisadas exibiam
grande namero de células produtoras dessa citocina. Em lesdes orais de PCM, as células
mononucleares expressam IL-7 frequentemente nas paredes dos vasos, contribuindo para a
lesdo tecidual e induzindo a elevada expressdo de moléculas de adeséo (Pagliari et al, 2011).

A resposta Th1l7 parece ser importante para a contencdo da PCM, uma vez que
predomina nas formas mais brandas e localizadas, exercendo um papel semelhante aquele
observado em outras infecgdes fungicas, induzindo uma resposta inflamatoria local e ativando
celulas do sistema imunoldgico inato (Conti et al, 2009; Gaffen, 2008). Apesar de ser
importante para a resposta imunoldgica contra o Paracoccidioides, induzindo uma resposta

inflamatdria local e ativando células do sistema imunolégico inato, a IL-17 por outro lado,
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pode apresentar um papel deletério, gerando uma resposta inflamatdria intensa que estaria
envolvida na destruicéo tecidual, principalmente na forma cronica da doenca (Paido, 2012).

1.3 O Micronutriente Cobre

Metais de transicdo sdo essenciais para a sobrevivéncia de todos os organismos Vvivos,
sendo ferro, zinco, cobre e manganés de extrema importancia por serem necessarios para a
funcdo de diversas proteinas e enzimas (Mayer et al, 2013).

Cerca de 30% de todas as proteinas interagem com um metal como cofator, portanto
estes elementos possuem grande relevancia para a fisiologia celular (Kehl-Fie & Skaar, 2010)

Um dos aspectos estudados do cobre é a sua presenca em proteinas que sdo importantes
para a aquisicdo de ferro pelas células. As proteinas dependentes de cobre além de auxiliar na
absorcdo de ferro pelas células, participam da biogénese de diversas outras proteinas
envolvidas no metabolismo celular. (Kornitzer, 2009; Jung & Kronstad, 2009; Rutherford &
Bird, 2004).

O cobre é utilizado como cofator catalitico e estrutural para muitos processos
bioquimicos (Banci et al, 2010). Esse elemento atua em uma ampla variedade de
metaloenzimas, incluindo a superdxido dismutase (defesa antioxidante) e a citocromo ¢
oxidase (cadeia de transporte de elétrons). Também estd envolvido na aquisicdo e no
transporte de ferro, em eventos de transducdo de sinal, no transporte e ativacdo de oxigénio e
na geracdo de ATP via respiragdo oxidativa. Devido a sua habilidade catalitica, se ha excesso
de cobre livre na célula, o mesmo reage com o0 oxigénio gerando espécies reativas de
oxigénio, causando danos a acidos nucléicos, lipideos e proteinas (Lalioti et al, 2009).
Portanto, a homeostase desse metal é cautelosamente controlada e, acredita-se que ndo exista
cobre livre no interior celular (Rae et al. 1999), embora quantidades extremamente baixas de
cobre livre tenham sido confirmadas em células de leveduras (Wegner et al, 2010).

Atraves da doacdo ou aceitacdo de um elétron, o cobre pode ser alterado da forma
oxidada ctprica (Cu*?) para a forma reduzida cuprosa (Cu*). Em eucariotos, o Cu* entra na
célula por duas vias: transportadores de alta afinidade presentes na membrana plasmatica ou
por permeases de baixa afinidade (Nose et al, 2006). No interior celular, o Cu+ é ligado a
proteinas chamadas de chaperonas de cobre (Pufahl et al, 1997), que o transportam a enzimas

citosélicas ou a transportadores de membrana que irdo libera-lo no interior de organelas
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especificas para a utilizacdo por enzimas dependentes de cobre (Huffman & O'Halloran,
2001; Linz & Lutsenko, 2007). De uma maneira geral, 0s eucariotos necessitam que o cobre
esteja no meio intracelular, para a maturacdo das enzimas dependentes desse metal, conforme
descrito anteriormente. Em contraste, algumas bactérias utilizam o cobre fora do citoplasma.
Por exemplo, bactérias gram-positivas possuem enzimas dependentes de cobre localizadas na
membrana plasmatica e que emergem para o espaco extracelular, ou séo secretadas (Solioz et
al, 2010). J& nas gram-negativas, todas as enzimas dependentes de cobre descritas até o
momento, encontram-se no periplasma e sdo solUveis ou incorporadas ha membrana interna
(Banci et al, 2010). O mesmo ocorre com as cianobactérias, as quais utilizam cobre
intracelular.

Toxicidade do cobre também resulta da elevada afinidade que o Cu (1) e Cu (II)
apresentam para uma serie de sitios de proteinas, como cisteina, metionina e de histidina com
potenciais ligantes, resultando no deslocamento de ions metélicos a partir de seus sitios
ativos, bem como no enovelamento incorreto de proteinas. No entanto, as novas proteinas
produzidas pelos ribossomos precisam adquirir 0 ion cobre em quantidades de maneira
eficiente e rapida (O’Halloran et al, 2000; Rae et al, 1999). E por meio dos processos de
reconhecimento de proteina-proteina que a entrega correta de enzimas Cu-dependentes e a
subsequente remocdo dos tecidos é assegurada para evitar a toxicidade. Varios sistemas
altamente sofisticados de transporte celular de cobre foram descobertos nas células
eucarioticas e procaridticas (O’Halloran et al, 2000; Kim et al, 2008).

Em Chlamydomonas sp. a absorcdo € regulada em resposta a disponibilidade de cobre
(Hill et al, 1996). Esta alta afinidade no sistema de capatacdo é mais ativo em células que séo
adaptadas para a deficéncia de cobre do que em células cultivadas em condicGes de presenca
de cobre (Hill et al, 1996). Chlamydomonas sp. em deficéncia de cobre é mais sensivel a
toxicidade induzida pela Ag (1) em relacdo a células cultivadas em condi¢des de presenca de
cobre (Howe & Mercante, 1992). Esta observacao foi atribuida ao aumento da capacidade de
captacdo de Ag (I) em células na deficiéncia de cobre que responderam a privacdo de cobre
pelo aumento dos componentes de captacdo. A identidade do transportador de cobre ndo é
estabelecida, mas quatro proteinas candidatas da familia COPT/CTR com seletividade para o
Cu (1) (Petris, 2004) s&o codificadas em Chlamydomonas sp.

A atividade de Cu (Il) redutase é tambem aumentada na deficéncia de cobre em

Chlamydomonas sp. (Hill et al, 1996). Estes achados apoiam o envolvimento de Cu (lI)
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redutase na via de captacdo de Cu, analogo ao observado para a assimilagdo de ferro. A
identidade do Cu (Il) redutase é desconhecido e também ndo é claro se a redutase é Cu-
especifica ou € de ampla especificidade dos metais. Estudos bioquimicos tém mostrado, no
entanto, que a atividade de Cu (Il) redutase também ¢é induzida sob deficiéncia de ferro
(Weger, 1999) e a captacdo Fe (Il) é inibida pelo excesso de Cu (1) (Eckhardt & Buckhout,
1998), sugerindo que a mesma enzima pode ser responsavel pela atividade redutase de ambos
Cu (1) e Fe (I11). Em resumo, a via de captacdo de Cu em Chlamydomonas sp € definida por
um transportador da superficie celular Cu (11) e Cu (I) redutase, de forma semelhante a rota
de assimilagcdo de cobre em outros eucariotos (Hassett & Kosman, 1995; Rees & Thiele,
2004).

Semelhante ao micronutriente ferro, o cobre é descrito por atuar, positiva ou
negativamente, na viruléncia de algumas bactérias, fungos e virus. Em Mycobacterium
tuberculosis, por exemplo, a resisténcia ao cobre é essencial para o sucesso da infeccdo
(Wolschendorf et al, 2011). Para o fungo patégeno de plantas Botrytis cinerea, o cobre é
fundamental para sua viruléncia, visto que mutantes defeituosos na expressdo de uma proteina
transportadora de cobre (ATPase BcCcc2) foram avirulentos em modelo de infeccao de folhas
de tomate (Saitoh et al, 2010). J& para o patogeno humano C. neoformans, o cobre esta
envolvido na expressdo de fatores ligados a viruléncia dessa espécie, tais como a producao de
melanina e a formacdo da céapsula polissacaridica (Waterman et al, 2007; Jiang et al, 2009;
Chun & Madhani, 2010). Esses e outros estudos demonstram a importancia da elucidacdo dos

papéis relacionados a utilizacdo e homeostase desse micronutriente.

1.4 Homeostase do Cobre

Saccharomyces cerevisiae tem sido usado como modelo eucariético para os estudos
dos mecanismos de regulagéo do transporte dos micronutrientes cobre, ferro e zinco. Estudos
tém demonstrado que a captagdo de metais € mediada por dois sistemas de transportes
especificos. Um sistema de alta afinidade é ativo em condic¢des limitantes dos respectivos
metais, 0 qual é regulado por fatores transcricionais metais responsivos, que aumentam a
expressdo dos genes de transportadores quando as quantidades dos respectivos metais sdo
limitadas. Um sistema de baixa afinidade ocorre e continua ativo, desempenhando sua funcéo

para manutencao da célula, mesmo quando a quantidade do metal é mais abundante (Figura 2)
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(Puig & Thiele, 2002; Rees & Thiele, 2004). Estudos em S. cerevisiae identificaram um
grande nimero de familias de genes que atuam no transporte de metais, 0s quais apresentam
homologos que desempenham funcdes relacionadas nestes processos em mamiferos e vegetais
(Van Ho et al, 2002). A disponibilidade de cobre, ferro e zinco em tecidos vivos € mantida em

niveis baixos o suficiente para restringir o crescimento de agentes patogénicos.
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Figura 2. Homeostase do cobre em Saccharomyces cerevisiae. O modelo mostra homeostase do cobre de S.
cerevisiae. Este quadro serve para ilustrar a compreensdo geral da homeostase do cobre em eucariotos.
Dependendo da concentracdo de cobre extracelular, este é transportado dentro da célula por transportadores de
alta afinidade Ctrl e Ctr3, ou por transportadores de baixa afinidade Cu/Fe Fet4. O Ctr2 pode estar envolvido no
efluxo de cobre para o vactolo. O cobre é distribuido por um mecanismo desconhecido por trés diferentes
metalochaperonas: Atx1, CCS e Cox17. Entrega de cobre para o compartimento secretério (via mostrada em
vermelho) envolve a metalochaperona Atx1 que transporta cobre para Ccc2, uma ATPase tipo-p localizada na
rede trans-Golgi, responsavel pela translocagdo de cobre. Uma vez, que o cobre estd no limem da via secretéria
ele é carregado para Fet3, uma ferroxidase-multicobre de alta afinidade essencial para a captacdo de ferro que
tem parceria com a subunidade Ftrl. A entrega de cobre para Sodl é mediada pela chaperona de cobre SOD,
CCS ( via mostrada em laranja). Esta proteina contém tré diferentes dominios: um dominio | Nt similar ao Atx1,
um dominio Il central com homologia para Sod1 e um dominio 110 essencial Ct. CCS interage diretamente com
Sod1 através de um dominio central e comunica com o dominio 111 para formar heterodimero. A via de entrega
de cobre na mitocondria € mostrado em verde. A metalochaperona entrega cobre para Scol e outras proteinas
localizadas na membrana interna da mitocondria. Em seguida, o cobre é transferido para as subunidades
especificas da COX (Puig & Thiele, 2002).
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O Cu*? é reduzido a Cu* antes de ser absorvido pela célula por metaloredutases (Frel e
Fre2) presentes na membrana plasmatica (Hassett & Kosman, 1995; Van Ho et al, 2002). S.
cerevisiae absorve Cu® por dois mecanismos distintos, um sistema de alta afinidade e, um
sistema de baixa afinidade. O sistema de alta afinidade € composto por duas permeases, Ctrl e
Ctr3, as quais sdo dependentes da acdo das metaloredutases de superficie (Pena et al, 2000;
Kim et al, 2008) . E sugerido que os transportadores da familia CTR possuem trés dominios
transmembranicos, sendo que a regido amino-terminal extracelular, apresenta duas ou mais
regides ricas em metionina, conhecidas como motivos "Mets". Estas regifes sdo organizadas
como MxxM ou MxM e existem em namero varidvel dentro da regido amino-terminal. A
porcdo carboxi-terminal seria intracelular, rica em aminoacidos carregados e apresentando
uma regido conservada de residuos de histidina e cisteina. Um motivo MxxM, existe na
segunda regido transmembrana dos transportadores de cobre CTR1 e CTR3 de leveduras e
mamiferos, sugerindo que o mesmo poderia coordenar a entrada de cobre durante transporte
intramembranoso. Todas essas caracteristicas das duas regides descritas sdo proprias das
proteinas CTR’s localizadas na membrana de fungos, vegetais e mamiferos (Figura 3) (Kim et
al, 2008).

Alguns autores demonstraram que a delecdo de Ctrl resultou em defeitos diretos na
absorcdo de cobre e indiretos na absor¢do de ferro, associado ao fato que a ferroxidase
dependente de cobre, Fet3, é essencial para a absorcao de ferro (Van Ho et al, 2002; Rees &
Thiele 2004). A delecdo de Ctrl e Ctr3 em S. cerevisiae, levou a uma privacao intracelular do
micronutriente cobre (Pena et al, 1999; Rees & Thiele 2004) e outro membro da familia Ctr, o
Ctr2 foi identificado, envolvido no estoque de cobre no vacuolo e ainda na importacdo deste
da membrana plasmética para dentro da célula (Rees & Thiele, 2007). Em situacfes de
privacao de cobre, o Ctr2 atua fornecendo cobre do vacuolo para o citoplasma, contribuindo
para a homeostase de cobre em S. cerevisiae (Rees & Thiele, 2004). Duas outras permeases,

Fet4 e Smf1, fazem parte do sistema de baixa afinidade de S. cerevisiae (Kim et al, 2008) .
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Figura 3: Modelo estrutural para os transportadores de cobre de alta afinidade. (A) - As
proteinas CTR’s apresentam geralmente aproximadamente 190 residuos de amino&cidos, possuem
dois dominios ricos em metionina (MxxM ou MxM, mostrados em verde) presentes na por¢cdo N-
terminal extracelular, que tem a funcdo de reforcar a absor¢do de ions cobre presentes no meio
extracelular em condigdes de baixa concentracdo de Cu+1 na célula. Trés dominios transmembrana
(mostrados em laranja), tem motivo MX2M, que possui funcdo essencial durante o processo de
importacdo do cobre. Um motivo rico em cisteina-histidina (mostrado em roxo), tipico das proteinas
da familia de transportadores de cobre, é presente na regido C-terminal intracelular, responsavel pela
distribuicdo do cobre para o meio intracelular. (B) — Modelo do transportador de cobre CTR na
bicamada lipidica proposto com base em analises de microscopia eletrdnica e cristalografia, formando
um homotrimero. Cada mondmero é representado por uma Unica cor, com a regido N-terminal
projetada no exterior da célula captando cobre (demonstrado em esferas azuis). Os fosfolipidios
componentes da membrana plasmatica foram modelados em azul e cinza. Adaptado de Kim et al.
2008.

Uma vez transferido para o meio intracelular, o cobre é transportado para
compartimentos secretdrios, mitocondria ou para enzimas citosolicas, através de chaperonas
especificas. A ATX1 é uma chaperona citosolica que direciona o cobre para o transportador
Ccc2 na face trans do complexo de Golgi. A Ccc2, por sua vez, transloca cobre para dentro
das vesiculas de onde ele é carregado em um complexo multicobre contendo a proteina
ferroxidase Fet3 (Arnesano et al, 2001). Outra chaperona no transporte intracelular é a

chaperona de cobre para superéxido dismutase (CCS), que repassa 0 cobre para a enzima
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antioxidante CuzZn-superéxido dismutase (SOD1) (Schimidt et al, 1999). Algumas proteinas
estédo envolvidas na transferéncia de cobre para a mitocéndria, para a montagem do citocromo
c oxidase (CcQO). A Cox 17 é responsavel por liberar o cobre para as proteinas da membrana
interna mitocondrial, Cox 11 e ScO1, as quais o transferem para o CcO (Horng et al, 2004).

A proteina ATP7A, uma ATPase tipo P localizada primariamente no complexo do
Golgi, estd envolvida no metabolismo de cobre e é responsavel pela exportacdo de cobre
quando as células sdo expostas a altas concentra¢des deste metal, também podendo transportar
este metal em vesiculas ou compartimentos intracelulares (Lutsenko et al, 2007; Stafford et
al, 2013).

Dados na literatura mostram que durante a infeccdo com espécies de Mycobacterium,
h&d um acimulo de cobre no interior do compartimento fagossomal e que a ativacdo destes
macrofagos com LPS induz a expressdo de ATP7A e CTR1 (Wagner et al, 2005; White et al,
2009). Macrdéfagos infectados com E. coli também demonstraram que 0 aumento da expresséo
de ATP7A causou um efeito bactericida (White et al, 2009). Durante a infeccdo por C.
neoformans, macrofagos ativados mostraram altos niveis de ATP7A e CTR1. Em resposta a
infeccdo, pode haver uma reorientacéo de cobre no hospedeiro, sendo comprovado pelos altos
niveis de cobre encontrados no soro de camundongos ap6s 14 dias de infec¢do in vivo (Ding
et al, 2013). Este mesmo estudo ainda demonstrou que apo6s dois dias de infeccdo ha uma
diminuicdo dos niveis de ATP7A, enquanto que os niveis de CTR1 permanecem altos apés 14
dias de infeccdo (Ding et al, 2013). Estes resultados sugerem que, em resposta a infeccdo por
C. neoformans, macrofagos podem mobilizar cobre e redireciona-lo para a circulacéo,
limitando a concentragdo de cobre em compartimentos vesiculares (Ding et al, 2013).

A ceruloplasmina (CP) € uma proteina oxidase multi-cobre capaz de ligar-se a 6
atomos de cobre e é amplamente encontrada em vertebrados, localizada predominantemente
no plasma (Yang et al, 1986). Mais de 95% do cobre presente no plasma esta ligado a CP,
logo esta proteina possui grande importancia para a homeostase deste metal (Stafford et al,
2013). Alem da alta afinidade a cobre, CP também pode atuar como oxidase de ferro,
catalizando a oxidacéo de Fe*? a Fe*®, tendo assim importante papel na homeostase de ferro
(Osaki e Johnson, 1970). Além disso, varios estimulos pro-inflamatérios, incluindo IFN-y, IL-
1, IL-6, TNF-a e lipopolissacarideo (LPS), induzem a sua sintese (Stafford et al, 2013).

Para manter a homeostase de cobre em condicbes de excesso desse micronutriente,

existem as metalotioneinas, as quais sdo pequenas proteinas ricas em residuos de cisteinas,
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encontradas em todos os eucariotos e alguns procariotos (Banci et al, 2010). As
metalotioneinas funcionam como moléculas de limpeza de metais pesados, como defensores
contra estresse oxidativo e séo distribuidores e detoxificadores intracelulares (Palmiter, 1998).

Um estudo recente identificou metalotioneinas em C. neoformans, CMT1 e CMT2, que
sdo importantes para a detoxificacdo de cobre na célula fungica durante a infec¢do, foram
testadas durante a exposi¢do até 1 mM CuSO4, ndo sendo possivel afirmar sua acdo em
concentracdes maiores de cobre (Ding et al, 2013).

A regulacdo em nivel transcricional da homeostase de cobre em S. cerevisiae esta
caracterizada em detalhes, tendo sido identificados dois fatores de transcri¢cdo responsivos ao
cobre. O fator de transcricdo Acel ativa a expressdo génica em condicGes de elevados niveis
de cobre; ja o fator Macl, ativa a expressao em resposta a deficiéncia deste (Rutherford &
Bird, 2004). Quando S. cerevisiae encontra-se em altas concentra¢es de cobre, Acel atua na
ativacdo da expressdo dos genes codificadores das metalotioneinas e da SOD1, para proteger
a célula contra a toxicidade destes ions (Thiele, 1988; Gralla et al, 1991; Cullota et al, 1994).
Em caso de privacdo de cobre, Macl ativa a expressdo dos genes responsaveis pela absorcdo
de cobre, CTR1 e CTR3, e da redutase FRE1(Labbe et al, 1997; Yamaguchi-lwai et al, 1997).
Sabe-se também que o fator Macl atua na degradacéo pos-traducional de Ctrl, em condicGes
de excesso deste ion (Yonkovich et al, 2002).

Em S. cerevisae e S. pombe foi demonstrado que o transporte de cobre estd intimamente
relacionado a proteina CTR3, visto que mutacGes realizadas em residuos de cisteina
distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica e mais concentrados na regido carboxiterminal,
inativaram funcionalmente a proteina, ocasionando uma deficiéncia no nivel de cobre no meio
intracelular (Beaudoin et al, 2006; Beaudoin et al, 2007). A substituicdo de todos os motivos
Mets localizados na porcdo amino-terminal, prejudicou gravemente a captacdo de cobre
através das proteinas CTRs 3, sugerindo que esta regido possa servir como ligante do cobre
extracelular (Puig et al, 2002; Petris, 2004).

Proteinas envolvidas no transporte de cobre intracelular, Ctr2 e Ctr4, foram caracterizadas
em C. neoformans (Waterman et al, 2007; Chun & Madhani, 2010). Linhagens mutantes para
0 gene CTR2, apresentaram produc¢do diminuida do pigmento melanina quando comparados a
linhagem selvagem e, geraram uma capsula polissacaridica menos proeminente do que a
produzida pela linhagem selvagem (Chun & Madhani, 2010). Ctr4 € um transportador de

cobre ativado pelo fator de transcricdo Cufl. A expressdo do gene CTR4 foi fortemente
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aumentada nas celulas fungicas recuperadas da fagocitose por macréfagos e durante a
infeccdo em cérebros de ratos, porém ndo em pulmdes de ratos infectados (Waterman et al,
2007). Os mesmos resultados de expressdo de CTR4 foram observados em infeccdes
provenientes de cérebro de um individuo HIV-positivo (Waterman et al, 2007). Um
homdlogo & chaperona de cobre, Atx1l e ao transportador de cobre Ccc2 também foram
identificados em C. neoformans, os quais foram descritos por estarem envolvidos na
biossintese de melanina nesse fungo (Walton et al, 2005; Silva et al, 2011). Esses estudos
demonstraram a influéncia da homeostase de cobre na expressdo de fatores ligados a
viruléncia de C. neoformans.

C. neoformans também é capaz de manter um nivel basal de cobre no interior de suas
células durante condicdes de limitacdo deste metal, devido a importancia deste metal para
metaloenzimas envolvidas na sua viruléncia e sobrevivéncia intracelular durante a infeccéo,
como também pode acumular grandes quantidade de cobre quando este é adicionado ao meio
(Raja et al, 2013).

A resposta a alteracdo dos niveis de cobre em C. neoformans é controlada em parte
pelo fator de transcricdo Cufl. O gene CUF1 apresenta similaridade de sequéncia com 0s
fatores de transcricdo responsivos a cobre de S. cerevisiae, MAC1 e ACE1 e com o fator
CUF1 de S. pombe (Waterman et al, 2007). A delecdo desse gene em C. neoformans causa
um forte defeito no crescimento sob condi¢des de privacdo de cobre e um decréscimo na
atividade da enzima lacase (Waterman et al, 2007). Porém, a formacdo da capsula e a
expressao da urease nao foram afetadas (Waterman et al, 2007). Outro fator de transcricdo
envolvido na homeostase de cobre € o ativador transcricional OXY2. Foi sugerido que Oxy?2
estd envolvido na ativacdo de reductases de ferro/cobre e participa da ativacdo de
transportadores de cobre (Nyhus & Jacobson, 2004). Um repressor transcricional global,
Tupl, tem sido implicado na regulacdo da homeostase de ferro e cobre em C. neoformans,
sorotipo A (Lee et al, 2009). Linhagens rupi4 apresentam uma diminuigdo na expressao de
genes ligados a homeostase de ferro (FTR1, SIT2 e CIG1) e Cu (CTR4) quando comparado a
linhagem selvagem H99 (Waterman et al, 2007). Os mutantes também se mostraram sensiveis
a baixas concentracdes dos metais ferro e cobre, comprovando a influéncia de Tupl na
homeostase desses metais.

O papel da CuZn superdxido dismutase (SOD1) foi alvo de estudo intensivo. Esta

enzima, abundante no figado, rim e eritrocitos, catalisa a dismutagdo dos anions superoxido
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(O2) no citoplasma, os quais sdo subprodutos da respiragéo celular. Durante a dismutacédo, o
cobre do centro ativo da SOD1 é reduzido pelo substrato O, dando origem a dois
metabolitos; o oxigénio molecular (O;) e o peroxido de hidrogénio (H,O,) proporcionando
uma defesa contra radicais livres de oxigénio. Nesta reacdo o cobre ndo pode ser substituido
por qualquer outro metal, porque apenas este confere atividade catalitica a esta enzima, como
anteriormente referido. Isto fundamenta a fungdo antioxidante do cobre (Pedrosa &
Cozzolino, 1999).

No sentido de investigar a contribuicdo da superdxido dismutase (SOD) para a
patogénese de infeccbes fungicas, (Cox e colaboradores, 2003) codificaram o gene da CuZn
SOD (SOD1) do patégeno humano Cryptococcus neoformans e fizeram mutantes via
rompimento direcionado. As cepas mutantes SOD1 apresentaram diminuicdo na atividade de
SOD e foram notavelmente mais suscetiveis a espécies reativas de oxigénio in vitro. O
mutante SOD1 foi significativamente menos virulento do que a linhagem selvagem e duas
linhagens reconstituidas independentes, em modelo animal. Os estudos in vitro estabeleceram
que a linhagem SODL tinha crescimento atenuado em comparagdo com o crescimento do tipo
selvagem e uma linhagem reconstituida dentro de macrofagos produzindo quantidades
reduzidas de 6xido nitrico. Estes resultados demonstram que a CuZn SOD contribui para a
viruléncia, ndo sendo necessaria para patogenicidade em C. neoformans; a diminuicdo da
viruléncia da linhagem SOD1 pode ser devido ao aumento da susceptibilidade a radicais de
oxigénio no interior de macrofagos; e outros sistemas de defesa antioxidantes em C.
neoformans pode compensar a perda da CuzZn SOD in vivo.

As andlises de bioinforméatica de Tristdo e colaboradores (2015) mostrou que 26
proteinas que se ligam ao cobre foram encontradas nos genomas de P. lutzii e Pb03, ao passo
que, 25 proteinas foram encontradas nos genomas de Pb18. A classificacdo funcional das
proteinas de cobre revelou que o transporte de ions e a sintese de melanina séo as categorias
funcionais mais expressiva onde encontrou-se 6 transportadores de cobre e 3 lacases. Foram
encontradas duas proteinas relacionadas ao stress, a superdxido dismutase que é cobre
dependente. Foram também identificadas trés amino oxidase contendo dominio de cobre,
sugerindo sua atividade catalitica. As analises in silico, também, mostrou 5 proteinas

hipoteéticas presentes nos dominios que se ligam ao cobre.
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1.5 Protedmica
A anélise sistematica em larga escala das proteinas totais de um tecido ou célula foi

popularizada sob o termo proteémica (Domon & Aebersold, 2006). Este termo foi introduzido
no inicio dos anos 90 por Wilkins e usado para descrever um conjunto completo de proteinas
que sdo expressas e modificadas seguindo a expressdo de todo o genoma de uma célula,
tecido ou organismo (Wilkins et al, 1996). O objetivo da analise protedmica é obter a mais
completa e integrada visao da biologia através do estudo de todas as proteinas da célula, em
preferéncia a estudar proteinas individuais (Graves & Haystead, 2002).

A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma das técnicas utilizadas em analises
protedmicas, a qual permite separacdo e visualizacdo de diversas proteinas ao mesmo tempo
(Rohner et al, 2005). Introduzida por Klose e O’ Farrel em 1975, a 2- DE ainda é considerada
a técnica mais utilizada para separacao de proteinas. Constitui uma ferramenta poderosa para
separagdo de proteinas provenientes de misturas complexas, como células, tecidos e outras
amostras bioldgicas. Tem sido um método critico para o desenvolvimento dos conhecimentos
existentes atualmente sobre a complexidade e variedade de proteinas de células e fluidos
biologicos (Adkins et al, 2002; Kossowska et al, 2009).

Esta técnica permite a separacdo de proteinas combinando-se primeira dimensao ou
focalizacdo isoelétrica e segunda dimensdo ou eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE). A focalizacdo isoelétrica é o0 método que separa proteinas de acordo com seus
pontos isoelétricos (pl) , valor especifico de pH no qual a carga liquida da proteina € igual a
zero. Proteinas apresentam-se positivamente carregadas quando o pH do meio € menor do que
0 pl e negativamente carregadas quando em pH acima dos valores de pl (GE Healthcare,
2004).

A segunda dimens&o consiste em um método eletroforético que separa polipeptideos de
acordo com o peso molecular (molecular weights, MW). O SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) é
um detergente anidnico que se liga a proteina, formando um complexo negativamente
carregado. Uma vez as proteinas submetidas a acdo de um agente redutor (por exemplo,
ditiotreitol - DTT), previamente a formacdo do complexo, a separacdo no gel de
poliacrilamida dependera largamente do peso molecular do polipeptideo. Dessa forma, quanto
maior o MW de uma proteina, menor serd a distancia de migracdo no gel (GE Healthcare,
2004).
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A técnica de 2-DE tem sofrido diversos avangos que possibilitaram melhor resolucéo
e reprodutibilidade dos geis (Liebol et al, 2006). A utilizagdo de corantes fluorescentes neste
tipo de método tem crescido bastante apds o desenvolvimento da técnica de eletroforese
bidimensional diferencial (Two-dimensional differential gel electrophoresis — 2D DIGE). Esta
aplicagédo inovadora da 2-DE permite o processamento e comparagao de trés amostras em um
unico gel através da marcacao das proteinas com trés diferentes fluor6foros (Cy2, Cy3 e Cyb),
aumentando a reprodutibilidade dos experimentos (Chromy et al, 2004; Marcus et al, 2009).

A andlise protedbmica pode ser realizada por técnicas que nao envolvem a separacdo em
géis, chamadas de gel-free. Essa abordagem protedmica, denominada de shotgun, se refere a
andlise direta de misturas complexas, gerando um perfil global das proteinas presentes na
mistura. Essa abordagem tem sido facilitada pelo uso da técnica Multidimensional Protein
Identification Technology (MudPIT), no qual proteinas sdo separadas em duas dimensdes por
uma cromatografia de troca catibnica e uma de troca reversa, seguida por HPLC e
espectrometria de massas in tandem (MS/MS). Para isso, as amostras sdo digeridas por uma
enzima (p.ex. tripsina) e submetidas a analise por espectrometria de massas e busca em banco
de dados. Por ndo exigir um conhecimento prévio da composicdo da amostra, esse método
tem sido muito utilizado em experimentos que buscam descobrir o perfil de proteinas
expressas em um organismo, ou tecido, sob uma determinada condi¢cdo (Domon & Aebersold,
2010).

O acoplamento de cromatografia liquida com espectrometria de massa, como em
procedimentos NanoUPLC-MSF, fornece mais capacidade de eficiéncia das anélises de
amostras complexas do que outras técnicas. Amostras complexas sdo transferidas
individualmente para um frasco de recuperacdo total, e todos 0s processos associados com a
cromatografia, MS e aquisicdo de MS / MS e pesquisa de banco de dados sdo realizados em
poucos passos. Essas experiéncias levaram a inovacdes significativas, como a capacidade de
obter informacdo linear da sequéncia estrutural ao nivel de fentomol, pequenas areas de
superficie e perdas minimas de volumes, que minimiza as perdas de analito devido a adsor¢éo
de superficie, bem como baixas taxas de fluxo, que minimizam a diluicdo do analito. Os
analitos com baixa abundancia podem ser separados com uma alta taxa de cobertura quando
eles estdo associados com uma elevada dindmica de qualidade e um sistema de deteccdo MS
de alta qualidade (Murad & Rech, 2012).
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A protebmica em fungos patogénicos humanos tem contribuido para um melhor
conhecimento dos processos envolvidos na morfogénese, viruléncia, resposta ao hospedeiro,
bem como para o desenvolvimento de potenciais alvos antifungicos e abordagens terapéuticas
(Pitarch et al, 2003). Marcadores bioldgicos de um determinado patdégeno podem ser
identificados e caracterizados por técnicas protedmicas, ajudando no diagnéstico precoce de
doencgas e no acompanhamento do tratamento (Cash et al, 2002).

1.6 Analise Protedmica de Fungos Patogénicos Humanos

Apesar dos diversos sequenciamentos dos genomas de fungos, poucos estudos tém sido
feitos comparando o perfil protebmico com analises transcricionais. O grande objetivo na
biologia dos fungos é entender a expressao, funcédo e regulacao das proteinas codificadas pelo
genoma (Bhadauria et al, 2007). Os primeiros trabalhos p6s-genémicos foram com estudos de
proteina do envelope em Trichoderma reesei (Lim et al, 2001) e de proteinas ancoradas a GPI
(glicosilfosfatidilinositol) em Aspergillus fumigatus (Bruneau et al, 2001). Desde entdo,
diversos trabalhos em proteomas tém sido publicados.

No sentido de esclarecer as proteinas do fungo A. fumigatus induzidas durante a
aspergilose invasiva, Asif e colaboradores (2010) utilizaram extratos de proteinas de conidios
e inocularam em animais. Apos a infeccdo o soro desses animais foi entdo utilizado como
anticorpo primério para identificar antigenos de A. fumigatus. Foram identificadas proteinas
relacionadas a via glicolitica e ao estresse oxidativo, bem como proteinas associadas a parede
celular. Compararando o perfil de proteinas intracelulares entre conidios e micélio de A.
fumigatus, Teutschbein e colaboradores (2010) identificaram 57 proteinas mais expressas em
conidio envolvidas na eliminagcdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), biossintese de
pigmentos e morfologia celular.

Monteoliva e colaboradores (2010) utilizando a técnica 2D-DIGE detectaram proteinas
citoplasmaticas de diferentes vias metabdlicas envolvidas no estabelecimento e na
manutencdo de cada morfologia celular C. albicans. Hsp90, foi descrita como uma proteina
abundante nas hifas que orquestra a morfogénese em C. albicans sob condi¢des de mudanca
de temperatura (Shapiro et al, 2009).

A habilidade de capturar nutrientes do meio é fundamental para o crescimento de

fungos patogénicos, assim a reducdo da disponibilidade de ferro, e outros micronutrientes,
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consistem em um mecanismo de defesa do hospedeiro para eliminar patdgenos e combater a
doenca (Doherty, 2007). Neste sentido, os patégenos precisaram desenvolver eficientes
sistemas de captura de ferro, para competir com mecanismos de restricdo desse micronutriente
pelo hospedeiro (Johnson, 2008). Analises protedmicas realizada por Winters e colaboradores
(2008) em Histoplasma capsulatum em condicdes de deplecdo de ferro detectaram 35
proteinas reprimidas, tais como enolase, malato desidrogenase, sacaropina desidrogenase,
Hsp70p, asparaginil-tRNA sintetase. Esses resultados sugerem que H. capsulatum induz
funcGes metabdlicas especificas para competir com alteragcbes no ambiente do hospedeiro.
Com o objetivo de analisar a adaptacdo de Paracoccidioides a condigdes de restricdo de ferro,
Parente e colaboradores (2011) avaliaram o perfil protéico do fungo em condi¢cbes de
deplecdo deste ion. Foi identificado aumento da expressdo de proteinas relacionadas a via
glicolitica e aquisicdo de ferro. Enzimas do ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), ciclo do
glioxalato, ciclo do metilcitrato e cadeia transportadora de elétrons foram reprimidas em
decorréncia da limitacdo do micronutriente. Essas analises sugerem que em condices de
baixa concentracdo de ferro, Paracoccidioides aumentaria a expressdo de proteinas
relacionadas ao sistema de captura do metal e direcionaria seu metabolismo energético para
vias independentes de ferro (Parente et al, 2011).

Em andlises protedbmicas do fungo Paracoccidioides lutzii submetido a estresse
oxidativo, Grossklaus e colaboradores (2012) demonstraram que houve estimulacdo das
respostas moleculares no sentido de resistir aos danos causados por espécies reativas de
oxigénio. Os niveis de NADPH durante o estresse oxidativo foram induzidos indicando que o
potencial redutor foi aumentado em resposta ao estresse. As alteragdes no metabolismo foram
observadas por meio da ativacdo de enzimas da gliconeogénese e da biossintese de
aminoéacidos as quais, sdo utilizadas na composi¢cdo de moléculas antioxidantes (Grossklaus et
al, 2012). No entanto, houve repressdo de enzimas envolvidas na producdo enddgena de
EROs, como as enzimas da cadeia respiratéria e as que participam dos processos de B-
oxidacdo, mostrando que o P. lutzii utilizou vérias estratégias para combater o estresse
oxidativo.

A analise protedmica de P. lutzii, realizada por Rezende e colaboradores (2011)
demonstraram que na transi¢cdo de micélio para levedura ocorre aumento na expressdo das
enzimas alcool desidrogenase, fosfoglicomutase e enolase. Assim como enzimas da via das

pentoses fosfato, como transcetolase e transaldolase, sugerindo que a inducéo da via durante a
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transicdo poderia fornecer substratos para as enzimas da glicolise, que se mostrou induzida na
forma de levedura (Rezende et al, 2011). O aumento de expressdo da enzima alcool
desidrogenase, ap0s 22 horas de transi¢cdo, bem como de uma enzima da via do acido
tricarboxilico, a succinil CoA, sugere que tanto a fermentagdo quanto a respiracdo aerdbia
estéo presentes na fase de levedura (Rezende et al, 2011).

No estudo protebmico comparativo de quatro grupos filogenéticos: Paracoccicioides
spp. S1, PS2, PS3 e P. lutzii (Pigosso et al, 2013) houve uma inducdo da B-oxidacdo em
Pb339, representante do grupo S1, indicando que a oxidacdo de &cidos graxos pode ser
importante no fornecimento de acetil-CoA para 0 metabolismo central de carbono deste grupo
filogenético. As estratégias metabolicas mais induzidas em Pb2, representante de PS2, sdo a
via das pentoses-fosfato e a degradacdo de aminoacidos, as quais podem alimentar o
metabolismo central de carbono do fungo. PbEpm83, representante de PS3, parece utilizar
preferencialmente carboidratos para as rotas aerobicas de producdo de energia. Pb01,
representando P. lutzii, parece utilizar um metabolismo mais anaerébico para a producdo de
energia a partir de carboidratos. Isso foi proposto a partir da observacdo da alta producéo de
enzimas envolvidas com a glicolise, fermentacdo alcodlica além do alto nivel de etanol nesta
linhagem (Pigosso et al, 2013).

Através de anélises transcricional e protebmica Lima e colaboradores (2014) avaliaram
as respostas de P. lutzii a deprivacao de glicose. As andlises revelaram que P. lutzii muda seu
metabolismo em reposta a deprivacdo de glicose. O fluxo de carbono é centrado na producgéo
de etanol e gliconeogénese pela modulacdo de outras vias tais como beta-oxidacéo e ciclos do
glioxilato e é&cido tricarboxilico. As vias metabdlicas alternativas adotadas por P. lutzii
durante a deprivacdo de glicose foram elucidadas resultando no melhor entendimento da
adaptacdo e persisténcia fangica no ambiente hostil do hospedeiro.

No proteoma de P. lutzii, Baildo e colaboradores (2014) demonstraram que na
presenca de hemoglobina foram induzidas proteinas envolvidas com o metabolismo de
aminoacidos, nitrogénio e enxofre. Além disso, as proteinas que estdo envolvidas na
biossintese de porfirina foram detectadas apenas quando o fungo foi cultivado na presenca de
ferro inorganico. Estes resultados sugerem que o fungo pode usar a hemoglobina como uma
eficiente fonte de nitrogénio, enxofre, ferro e porfirina, internalizando toda a molécula de

hemoglobina e ndo somente o ferro.
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No trabalho de Silva-Baildo e colaboradores (2014), anélises de cromatografia liquida
de fase reversa (RP-HPLC) e espectrometria de massas confirmaram a producdo de
hidroxamatos por Paracoccidioides spp. Coprogeno B e acido dimerdmico foram
identificados nos sobrenadantes de cultura enquanto ferricromo C e ferricrocina foram
detectados nos extratos celulares do fungo.

Os estudos protedbmicos de fungos patogénicos dimorficos vém crescendo
gradativamente, acompanhando o desenvolvimento dos bancos de dados. Orsborn et al,
(2006) utilizaram a técnica 2D-DIGE (Eletroforese de fluorescéncia diferencial em gel 2D)
acoplada a cromatografia liquida de alta resolucdo e ao espectrémetro de massas (HPLC-
MS/MS) para analisar o perfil de expresséo diferencial de Coccidioides posadasii nas formas
micélio e levedura. Essa técnica levou a identificacdo da proteina da matriz peroxissomal
(Pmpl) a qual, em estudos em modelo de infeccdo animal, conferiu protecdo contra a
coccidioidomicose.

Nesse trabalho, utilizamos a técnica de eletroforese bidimensional (2-DE) acoplado a
identificacdo por espectrometria de massa MALDI-QTOF MS e MS/MS e Nano-ESI-UPLC-
MSF como ferramentas protedmicas para investigar o perfil de proteinas de P. lutzii em

celulas leveduriformes ap6s 24 e 48 h de privacdo de cobre.

2. JUSTIFICATIVA

A disponibilidade de micronutrientes no hospedeiro exerce um papel crucial na
relacdo patdgeno-hospedeiro. Como um mecanismo de defesa geral antimicrobiano,
mamiferos possuem um elaborado sistema de retencdo de micronutrientes que efetivamente
reduz o acesso dos microrganismos (Sutak et al, 2008). Um exemplo deste mecanismo € o
fato que macrofagos ativados diminuem o nivel de ferro intracelular, através da reducéo do
nivel de receptores para transferrina, 0 que consequentemente causa uma privacdo deste
nutriente para os microrganismos fagocitados (Theurl et al, 2005). Portanto, patégenos
utilizam mecanismos especializados e efetivos na aquisicdo de elementos traco, e a
disponibilidade destes é frequentemente considerada importante para viruléncia. Alguns
invasores potenciais que possuem defeitos na habilidade de adquirir ferro estabelecem

infeccdo em hospedeiros com altos niveis do metal (Weinberg, 2000). De forma contraria a
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patdgenos bacterianos, pouco é conhecido sobre a captagdo e o metabolismo intracelular de
metais essenciais em patdgenos unicelulares eucarioticos.

Estudos prévios do Laboratério de Biologia Molecular demonstraram que 0
transportador de cobre de alta afinidade (PbCTR3) é uma molécula altamente expressa em
condigbes que mimetizam o processo infectivo. Com o propdsito de identificar genes
possivelmente envolvidos na adaptacdo e sobrevivéncia de Paracoccidioides spp. no
hospedeiro durante a infeccdo, Baildo e colaboradores (2006), utilizaram a técnica de Analise
de Diferenca Representacional de cDNA (cDNA RDA). O objetivo foi identificar genes
induzidos durante o processo infectivo e em condi¢fes que mimetizam a via hematogénica de
disseminacdo flangica. Foi observada alta frequéncia do transcrito ctr3, codificando um
transportador de cobre de alta afinidade. O transcrito ctr3 foi identificado como um dos
cDNAs mais abundantes em células leveduriformes derivadas de infeccdo em figado de
camundongos, o que reforca seu possivel papel no processo infectivo (Costa et al, 2007).

Embora existam patdgenos eucariotos unicelulares provenientes de diferentes reinos,
como Fungi e Protozoa, estes organismos compartilham varias caracteristicas considerando-se
0 metabolismo de micronutrientes: (i) captam nutrientes do ambiente e ndo os redistribuindo
entre células; (ii) a auséncia de moléculas cléassicas, como a ferritina, para estocagem de
micronutrientes; (iii) os micronutrientes sdo entregues e/ou estocados em varias organelas; e
(iv) sdo patégenos e precisam garantir a captacdo de micronutrientes em um ambiente hostil
com baixos niveis de metais (Sutak et al, 2008). Além disso, os patdgenos frequentemente
ocupam diversos nichos durante seu ciclo de vida, tais como diferentes tecidos e até mesmo
diferentes organismos; portanto estes microrganismos requerem mdaltiplos sistemas de
aquisicdo de metais tracos bem como de diversos niveis de disponibilidade destes. Uma vez
que a obtencdo de micronutrientes em diferentes nichos do hospedeiro € crucial na estratégia
adaptativa de Paracoccidioides no processo infectivo, a identificacdo das proteinas
relacionadas com a captacdo/homeostase de metais tracos, tornam-se relevantes para um
melhor entendimento da relacdo parasito-hospedeiro e dos mecanismos que compdem a
resposta adaptativa do fungo durante a infeccdo. Portanto, esclarecer as estratégias utilizadas
pelo P. lutzii durante a privagdo de cobre pode contribuir para a compreensao dos mecanismos

envolvidos no estabelecimento da infeccdo.
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é realizar estudos proteémicos do fungo P. lutzii em
condigdes limitantes de cobre, visando detectar e avaliar diferencas qualitativas e
quantitativas nas proteinas citoplasmaticas da fase leveduriforme.

Em decorréncia desse objetivo temos as seguintes estratégias:

e Obtencdo dos extratos protéicos e realizacdo dos geis bidimensionais.

e Andlises computacionais dos mapas bidimensionais de proteinas capturadas em
sistema de fotodocumentacao.

e Processamento das imagens capturadas.

e Retirada dos spots protéicos de interesse dos géis bidimensionais para digestdo
com tripsina e posterior obtecdo dos espectros de massas.

e ldentificacdo de proteinas diferencialmente expressas por meio da ionizacdo,
fragmentacdo, andlise, deteccdo e producdo dos espectros de massas, comparando-0s
aos bancos de dados de mapas peptidicos para aquelas proteinas candidatas
disponibilizadas em bancos de dados.

e Identificacdo das proteinas citoplasmaticas em condicdo de deplecdo de cobre de
P.lutzii utilizando nano-ESI-UPLC-MSE.

e Andlise do perfil de expressdo diferencial das proteinas de P.lutzii nas condicdes de
deplecéo de cobre e controle, por meio de Western blot e RT-PCR em tempo real.

e Propor possiveis estratégias moleculares utilizadas pelo fungo P. lutzii em resposta a

deplecéo de cobre.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 lIsolado e manutencdo de Paracoccidioides

Paracoccidioides lutzii (Pb01l) (ATCC, MYA-826) foi utilizado em todos os
experimentos citados nesse estudo. A fase leveduriforme do fungo foi mantida in vitro por
crescimento a 36 °C, em meio Fava-Netto [1% (w/Vv) peptona, 0,5% (p/v) extrato de levedura,
0,3% (p/v) proteose peptona, 0,5% (p/v) extrato de carne, 0,5% (p/v), NaCl, 4% (p/v) glicose,
1,2% (p/v) agar, pH 7,2] por 6 dias (Fava-Neto, 1955). Posteriormente, as células do fungo
foram transferidas para o meio Fava-Netto liquido e cultivado por 72 horas a 36 °C, sob

agitacdo de 150 rpm, para obtencao de células na fase exponencial de crescimento.

4.2 Cultivo do fungo em condicdes de privacao de cobre

Um total de 2 x 10% leveduras de P.lutzii foram crescidas em meio Mc Veigh &
Morton (Restrepo & Jiménez 1980) até atingirem a fase exponencial. Para obtencdo da
condicdo controle, as células leveduriformes foram crescidas durante 24h e 48h em meio Mc
Veigh & Morton (MMcM) contendo 3,5 UM de sulfato de cobre CuSO,4 como fonte de cobre
e sem a adicdo de guelante de cobre. Para a privacdo de cobre, as células leveduriformes
foram incubadas em meio MMcM suplementado com 50 UM de um quelante especifico de
cobre (BCS: batocuproinadisulfonato sédico; Sigma- Aldrich) por 24 e 48 horas de incubacao

sob agitacéo de 150 rpm & 36 °C.

4.3 Extracédo de proteinas citoplasmaticas e preparacao do extrato proteico

Apdbs crescimento em meio MMcM (Restrepo & Jiménez 1980), as células foram
centrifugadas a 5000 g, 4°C. Ressuspendeu-se em Tris-Célcio (20 mM Tris-HCI pH 8.8; 2
mM CaCl,) com inibidores de proteases e nuclease. Distribuiu-se em tubos de extracéo,
acrescentando-se pérolas de vidros. Passou-se no bead beather em 5 ciclos de 30 segundos,
mantendo-se sempre no gelo. Transferiu-se para eppendorfs limpos e estéreis seguido por
centrifugagdo a 10.000 g por 15 min a 4°C. Para determinar a concentragéo do extrato bruto
de proteinas foi utilizado o reagente Bradford (Sigma-Aldrich) utilizando-se albumina sérica

(BSA) como padréo (Bradford,1976).
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4.4 Viabilidade Celular sob condicGes de privacédo de cobre.

A viabilidade das celulas leveduriformes foi determinada através de citometria de fluxo
em triplicatas bioldgicas. Para obtencdo da condigédo controle, as células leveduriformes de P.
lutzii foram crescidas em meio Mc Veigh & Morton (MMcM) contendo 3,5 uM de Sulfato de
cobre CuSO,4 como fonte de cobre e sem a adicdo de quelante de cobre. Para a obtencdo da
condicdo de privagdo de cobre, as células leveduriformes foram incubadas em meio MMcM
suplementado com 50 uM de um quelante especifico de cobre (BCS: batocuproinadisulfonato
sodico; Sigma- Aldrich) sob agitacdo de 150 rpm & 36 °C. A viabilidade celular foi
determinado nos pontos 0, 2, 4, 6, 24,48 e 72 h.

A viabilidade foi determinada por anélise de integridade da membrana usando iodeto
de propidio como marcador de células mortas. Células em suspensdo (5x10°células de
levedura / ml) foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. As células foram
marcadas por adi¢do da solucgdo de iodeto de propidio (1 pg / ml) durante 20 min, no escuro, a
temperatura ambiente. Apds incubacdo com o corante, as células em suspensdo foram
imediatamente analisadas no C6 Accuri flow cytometer (Accuri Cytometers, Ann Arbor, MI,
EUA). Um minimo de 5.000 eventos por amostra foi obtida com o canal FL3-H. Os dados
foram coletados e analisados utilizando FCS Express 4 Plus Research Edition software
(Denovo Software, Los Angeles, CA, EUA).

Os resultados obtidos foram utilizados para definir o melhor tempo de cultivo de P.
lutzii, sob condi¢Bes de auséncia e presenca de cobre para o desenvolvimento da analise

protedmica.

4.5 Eletroforese bidimensional de proteinas (2-DE) e coloracéo dos géis

Um total de 300 pg de proteinas foi utilizado para triplicata bioldgica de cada condicéo
experimental e aplicado em tiras de gradiente de pH imobilizado (IPG) de 13 cm, com
separacdo ndo linear (NL) de pH 3-11. Antes da focalizacédo isoelétrica (IEF) os extratos
celulares foram precipitados utilizando-se o sistema comercial 2-D Clean-Up™. Apés a
centrifugacdo o precipitado foi lavado para retirada de contaminantes ndo protéicos como
detergentes, sais, lipideos e &cidos nucléicos. A mistura foi centrifugada novamente e o

precipitado resultante foi ressuspendido em tampdo de reidratacdo (7 M uréia, 2 M tiouréia,
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0,5 % (v/v) tampéo para IPG 3-11 NL, 65 mM DTT, 2 % [p/v] CHAPS e tracos de azul de
bromofenol até se obter o volume final de 250 pL. Apds incubagdo por 1 h, sob agitacdo, o
material foi centrifugado a 12.000 g, 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado a um suporte
apropriado e a tira de IPG foi colocada sobre o tampé&o de reidratagdo. As tiras de IPG foram
cobertas com 6leo mineral e deixadas por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, as tiras
foram incubadas (reidratadas) por 14 h, sendo as seguintes as condi¢des para a focalizacdo das
proteinas: 500 V por 1 h (step), 500 -1000 V por 1 h (gradiente), 1000 - 8000 por 12,5 h
(gradiente) e 8000 V por 2,5 h (step), com total de 15980 V/h. Tanto a reidratacdo quanto a
focalizacdo isoelétrica foram realizados no sistema Ettan IPGphor Il e a temperatura da
corrida foi mantida a 20 °C. Apés o término da focalizacdo isoelétrica as tiras foram
armazenadas a - 80 °C. Apds a focalizacdo isoelétrica as tiras de IPG foram reduzidas com
0,5% (p/v) de DTT em 5 mL de tampéo de equilibrio contendo 6 M uréia; 0,5 M Tris-HCI;
pH 8,8; 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS e azul de bromofenol durante 40 min com suave
agitacdo. Em seguida, a solucéo foi descartada e as tiras foram alquiladas com 2,5% (p/v) de
iodocetamida no mesmo tampao de equilibrio e deixadas por 40 min com suave agitacdo e sob
protecdo da luz. Apos isso, o tampéo de equilibrio foi retirado e as tiras IPGs foram lavadas
com tampéo de corrida (25 mM Tris pH 8.8, 192 mM glicina, 0,1% [p/v] SDS) por 5 min. A
separacao na segunda dimenséo foi realizada em cuba de eletroforese vertical, Hoefer SE-600
em géis homogéneos de 10% , (1,5 mm de espessura). Um marcador de proteinas com massa
molecular conhecida foi colocado na extremidade &cida da tira IPG. As tiras IPG foram
colocadas e seladas nos géis SDS-PAGE com 0,5% de agarose em tampdo de corrida e tracos
de azul de bromofenol. A separacdo eletroforética da segunda dimensdo foi realizada segundo
a descricdo de Laemmli (1970) com tampé&o de corrida nos compartimentos superior e inferior
da cuba. A corrida teve duas etapas: na primeira hora de corrida a voltagem foi mantida a 100
V e apos esse tempo foi aumentada para 250 V até que a linha de frente atingisse o final do
gel. A temperatura foi mantida & 10 °C e ap6s o término da corrida os géis foram retirados da
cuba e corados com Coomassie. As imagens dos géis foram capturadas utilizando-se o

scanner ImageScan |11 e posteriormente, digitalizadas com o software ImageMaster 6.0.
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4.6 Aquisicao e andlise das imagens

Os géis corados foram capturados em modo transparéncia utilizando-se o0 programa
Labscan v 3.0 e as imagens foram importadas do formato TIFF (Tag Image File Format) e
convertidas para o formato do programa Image Master Platinum 6.0 (.mel). Os spots
detectados automaticamente pelo software do programa foram conferidos manualmente e os
sinais falsos positivos foram removidos, também, manualmente. Foram analisadas triplicatas
de géis para cada condicdo estudada, utilizando-se uma referéncia para alinhamento (ponto de
referéncia) para pareamento automatico. Um spot foi considerado reprodutivel quando estava
presente em todas as triplicatas dos géis de cada condicdo. Para se comparar spots entre 0s
géis das duas condicBes (pareamento intra classe) uma pasta de pareamento (matchSet) foi
criada. Um gel referéncia (master) de cada condicéo foi escolhido como sendo a imagem com
0 maior nimero de spots e com melhor resolu¢do. O pareamento automatico entre 0s géis
master (pareamento inter classe) foi realizado pelo programa e uma inspe¢do manual de cada
spot foi realizada para aumentar a confiabilidade do pareamento (Figuras 4A e 4B). A
porcentagem de volume de cada spot foi determinada e utilizada para calculos estatisticos dos

niveis de expressao de proteinas.
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C3/24h

Trplicatas de C2/24h T2/24h
cada condicdo

C1/24h T1/24h

C master (24h) T master (24h)

Master
Intra Classes

Pareamento

Inter classes C (24h) x T (24h)

Figura 4 (A) — Fluxograma das analises de imagens realizadas entre as duas condigdes: controle de 24 horas (C) e
tratado com BCS por 24 horas (T).

C3/48h

C2/48
Trplicatas de jagh

cada condi¢do C1/484h

Master C master (48h)

Intra Classes

v
- T master (48h)

C (48h) x T (48h)

Pareamento
Inter classes

Figura 4 (B) — Fluxograma das analises de imagens realizadas entre as duas condigdes: controle de 48 horas (C) e
tratado com BCS por 48 horas (T).
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4.7 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas entre as duas condicdes, controle (sem quelante de cobre) e
tratado apds 24 h e 48 h com BCS foram realizadas com o software STATISTICA version 7.0

(Statsoft Inc., 2005). Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05.

4.8 Digestdo das proteinas para espectrometria de massa tipo MALDI

Os spots de proteinas com diferenca significativa de expressdo foram selecionados,
bem como outros escolhidos aleatoriamente, ndo apresentando expressdo diferencial, e
excisados do gel 2-D. Quando necessario, 0 mesmo spot foi retirado de dois ou mais geéis e
misturados no mesmo tubo antes da digestdo. Os spots foram desidratados com 100 pL de
acetonitrila (ACN) por 5 min e, apds a solucdo ser retirada, os spots de proteinas foram
deixados no speed vacuum até secar completamente. Os spots de géis foram entdo reduzidos
com 10 mM DTT por 1 h. O sobrenadante foi retirado e os spots foram alquilados com 55
mM de iodoacetamide ao abrigo da luz. Os spots foram lavados com 100 uL de solugédo
contendo 25 mM de NH4HCO3 por 10 min agitando em vortex. Em seguida o sobrenadante
foi retirado e foram adicionados 100 pL de uma solugdo contendo 25 mM de NH4HCO3/50%
ACN (v/v), deixando sob agitagdo em vortex for 5 min. Esse procedimento foi repetido. Apds
a solucdo ser retirada, as amostras foram desidratadas no speed vacuum. Finalmente, as
amostras foram reidratadas em 30 pl de tripsina a 10 ng/uL (Sequencing Grade Modified
Trypsin Promega, Madison, W1, USA) durante 10 min a 4 °C. Ap6s a remogéo do excesso de
tripsina, foi adicionado 25 uL de solugdo de 25 mM de NH4HCO;3; as amostras em gel e
prosseguiu-se a incubacdo a 37 °C por 16 h. Apés a digestdo, o sobrenadante foi retirado e
colocado em tubos novos e limpos. Aos spots de géis foi adicionado 50 pL de solucéo de 50%
(v/v) de ACN, 5% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA). A solucdo foi misturada em vortex
por 10 min e depois sonicada por 3 min a 4 °C. O sobrenadante foi adicionado aos tubos
anteriores contendo a mistura de peptideos. Os tubos contendo os peptideos tripticos foram
deixados no speed vacuum até secarem completamente e, em seguida, 0s peptideos foram

reconstituidos em agua. Para concentrar e dessalinizar algumas amostras de spots pequenos
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foi utilizada a ponteira de cromatografia ZipTip C18 (Millipore, Bedford, MA, USA). Foi
adicionado 2 pL da amostra na placa MALDI e deixado secar a temperatura ambiente até a
completa evapora¢do. Em seguida, 2 uL da solugdo de matriz CHCA [a acido a-ciano- 4-
hidroxicinamico em 50% (v/v) de acetonitrila e 5% (v/v) de TFA] a 10 ng/pL foi adicionado

a placa e deixado secar a temperatura ambiente.

4.9 ldentificacdo das proteinas por PMF e por MS/MS e pesquisa em banco de dados

As anélises foram realizadas no espectrometro de massa MALDI-Synapt MS™
(Waters-Micromass, Manchester, UK). Para realizacdo das analises por MS o0s espectros
foram adquiridos em modo positivo e refletido. O instrumento foi calibrado com uma acuréacia
de <10 ppm utilizando-se uma mistura de padrdes de peptideos sintéticos conhecidos com
uma variagcdo de m/z de 800 to 4000 Da. O instrumento foi configurado para adquirir os
espectros MS e os picos com intensidade acima de 15 counts foram automaticamente
fragmentados com argdnio na célula de colisdo, resultando nos espectros MS/MS, utilizando
se 0 software Masslynx 4.0. Os picos de listas (*.txt) e (*.pkl) foram criados pelo
ProteinLynx Global Server 2.2.5v (Waters, UK).

A identificagdo das proteinas por PMF foi realizada submetendo-se as listas de massas
monoisotopicas dos espectros MS (*.txt) ao programa MASCOT (MASCOT 2.1.02; Matrix
Science, London, U.K.), usando o banco de dados ndo redundante do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) para identificar proteinas candidatas. Os parametros de
busca para PMF foram: (i) taxonomia, fungi; (ii) enzima, tripsina; (iii) modificagdes fixas:
carbamidometilacdo das cisteinas; (iv) modifica¢bes variaveis: oxidacdo das metioninas; (V)
tolerancia de peptideos: 20-100 ppm; (vi) permissdo de clivagem perdida para peptideos:
maximo de 1. Para confirmacdo da identificacdo das proteinas por PMF, os espectros de ions
MS/MS processados e convertidos nos arquivos *pkl e a lista de picos foram confrontados
novamente no banco de dados ndo redundante do NCBI (fungi). Os parametros de busca
foram os mesmos descritos para o0 PMF, exceto para tolerancia de massa do fragmento
(MS/MS), que foi entre 0.2-0.6 Da. As analises por MS/MS confirmaram as proteinas
identificadas com base nos PMFs, validando as identificacbes. O banco de dados MIPS
(http://mips.helmholtz-muenchen.de/genre/proj/yeast/listSearch.html?order=entry) foi

utilizado para predizer a categoria funcional das proteinas.
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4.10 Preparacéo e digestao das amostras proteicas para nano-ESI-UPLC-MSFE

Foi utilizada uma quantidade de 300ug de proteinas de cada amostra. Cada extrato
proteico dos tempos de 24h e 48h (300 pg) foi concentrado até volume final de 50ul e
submetido a digestdo com Tripsina. A amostra foi suspensa em 50 pL de bicarbonato de
amonio (NH4HCO3) 50mM pH 8,5 e adicionada de 25 pL de RapiGest SF 0,2% v/v (Waters
Corporation, Milford, MA, USA) como agente surfactante da amostra (Murad et al, 2011,
Kilpatrick et al. 2012), levando ao termobloco por 15 min a 80°C. Para reducdo das pontes
dissulfeto, foi adicionado as amostras 2,5 uL de DTT 100mM (Sigmal Aldrich, St. Louis,
MO, USA), sendo o material levado ao termobloco durante 30 min a 60°C. Posteriormente,
foi adicionado as amostras 2,5 uL de iodoacetamida 300mM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) para alquilacdo das proteinas que foram reduzidas por DTT, incubou-se por 30min a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Para a digestdo triptica, foi utilizada Tripsina
(Promega Waters Corporation, Milford, MA, USA), adicionando-se 10 uL da solucdo
(preparada com 50mM de bicarbonato de aménio para 50 ng/ul) na amostra a 37°C por 16
horas. Apds a digestdao triptica, foi adicionado 10 pL de uma solucdo de TFA 5% para
hidrolise do RapiGest SF (Waters Corporation, Milford, MA, USA), deixando as amostra por
90 min em termobloco a 37°C. A seguir, submeteu-se as amostras a centrifugacdo 14000 x g
durante 30 min 6°C para precipitacdo dos resquicios de RapiGest SF (Murad et al, 2011).

Apos a digestdo triptica as amostras foram levadas ao speed vaccum por 4 horas, para
secagem. Depois de secas, as amostras foram transferidas individualmente para um frasco de
recuperagdo total ou “total recovery vial” (Waters Corporation, Milford, MA, USA). As
amostras foram ressuspendidas em 20 uL de uma solugdo contendo 20 mM de formiato de
amonio e 200 fmol de fosforilase b (MassPREPTM protein, Waters Corporation, Milford,
MA, USA) que é utilizado na cromatografia liquida como normalizador/padrdo interno da
amostra (Gilar et al, 2005; Geromanos et al, 2009; Li et al, 2009; Murad et al, 2011).

4.11 Processamento dos dados e identificacdo de proteinas
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Os dados de MS obtidos a partir de LC-MSF foram processados e pesquisados no
servidor ProteinLynx Global Server (PLGS) versédo 3.0 (Waters Corp) (Murad et al, 2011). As
proteinas foram identificadas usando o software de algoritmo. As identificacdes e os dados
quantitativos foram gerados utilizando os algoritmos aplicados contra um banco de dados
espécie-especifico do Paracoccidioides
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.
html).

A normalizacdo dos parametros, como: deteccdo dos ions, clustering, e escala
logaritmica foram realizados no PLGS. A intensidade das medi¢fes foi ajustada tipicamente
para as modificacOes fixas da C-carbamidometilacdo, Oxidacdo da metionina e Fosforilacéo
serina-treonina-tirosina (STY). Os componentes foram tipicamente agrupados com uma
precisdo de massa em 10 ppm e uma tolerancia de 0.25 min contra o banco de dados, gerando
uma massa terica de ion precursor com, no minimo, um peptideo correspondente. O
alinhamento dos ions precursores de alta energia e baixa energia foram conduzidos com uma
precisdo de 0.05 min. Uma clivagem perdida foi permitida. A tolerancia do fragmento do ion
precursor foi detectada automaticamente. A identificacdo de proteinas seguiu o critério de
inclusdo e deteccdo de pelo menos 2 ions fragmentados por peptideo, 5 fragmentos por
proteinas e a determinacdo de pelo menos 1 peptideo por proteina. A identificacdo das
proteinas foi permitida com no maximo 4% de falso-positivo, com taxa de cobertura realizada
em triplicata experimental. Para a analise e identificacdo das proteinas e nivel de
guantificacdo, a intensidade observada foi normalizada através do padrdo interno utilizado
(Murad et al, 2011).

4.12 Anédlise da expressado de genes em condi¢des de privacao de cobre , Sintese de cDNA
e analise da expressdo génica por qRT-PCR em Tempo Real

Células leveduriformes na fase exponencial de crescimento em meio de cultura Fava-
Netto liquido foram inoculadas em meio MMcM liquido (Restrepo & Jiménez 1980) na
auséncia de cobre por 24 e 48 hs. As células foram centrifugadas e 0 RNA total foi extraido
utilizando-se o reagente Trizol, seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante
(InvitrogenTM, Life Technologies, Carlsbard, CA). Os RNAs obtidos foram utilizados para

sintese de cDNAs com a transcriptase reversa High Capacity (Applied Biosystems, Foster
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City, CA, USA). Os cDNAs foram submetidos a reagdes de qRT-PCR utilizando-se SYBR
green (Applied Biosystems, Foster City, CA) no sistema StepOnePlusTM real time PCR
(Applied Biosystems Inc.). A Tabela 1 mostra os oligonucleotideos utilizados na reacdo de
gRT-PCR. As reacdes foram realizadas em triplicatas. A especificidade de cada par de
oligonucleotideos confirmada pela visualizagdo de um unico produto de PCR em gel de
agarose 1,2%. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada em 40 ciclos de 95°C por 15 seg
e 60°C por 1min. Na mistura SYBR Green PCR (Applied Biosystems) foi adicionada 10 pmol
de cada oligonucleotideo e 40 ng de cDNA molde, em um volume final de 20ul. As curvas
padrbes foram geradas para confirmar um unico produto de PCR e foi realizada utilizando-se
uma aliquota de cDNA de cada amostra, serialmente diluidas (1:5 da diluicdo original). Os
dados foram normalizados com o transcrito codificante para a proteina Tubulina e Proteina
ribossomal 60S - L34 amplificados em cada conjunto de experimentos de gRT-PCR. Os
niveis de expressao relativa dos genes de interesse foram calculados utilizando-se 0 método
de curva padrdo para quantificacdo relativa (Bookout et al, 2006). Os resultados foram
validados pelo teste t de student, sendo consideradas diferencas significativas as amostras que

apresentaram p < 0,05.

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados na RT-gPCR

Sequencia sense Sequencia ant-sense
Gene/ Numero de acesso® (5"—>3") (5"—>3")

Tubulina/ PAAG_01647.1 ACAGTGCTTGGGAACTATACC GGGACATATTTGCCACTGCC
Proteina ribossomal 60S - L34/
PAAG_00746 TCAATCTCTCCCGCGAATCC  AGTTGGCGATTGTTGTGCGG
CTR3/ PAAG_05251.2 CATGTCATCAATGCCTGCTTC TGCAGG CGGGTCGGGAGA
Citrato sintase/ PAAG_08075 ACTGAGCACGGCAAGACGG  TTCCCAATGCACGGTCGATAA
2-Metilcitrato sintase/ PAAG_04550 CTACCACAAGATGAAGGGGG CTCGTTGGCATCCAGGACA

*NUmero de acesso — niimero de acesso dos genes usados na PCR quantitativa em tempo real, identificada no banco de dados
do Paracoccidioides: (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/Paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html)

4.13 Anélises por Western blotting

Extratos proteicos (30 pg) das células do fungo P. lutzii foram quantificadas e as
proteinas fracionadas por SDS-PAGE (12%), como descrito por Laemmli (1970). As
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (HyBond ECL, GE Healthcare)
a 30 V por 16 h a 4°C. Apos a confirmagdo da transferéncia seguiu-se a incubacdo com

tampé&o de bloqueio por 2 h a temperatura ambiente. Apos o bloqueio dos sitios inespecificos,
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as membranas foram lavadas e incubadas com anticorpos policlonais selecionados.

A

incubacéo foi realizada a temperatura ambiente por 2 h, sob agitacdo vigorosa. Os anticorpos

utilizados para essa analise foram: enolase e formamidase. Ap0s incubacdo com o anticorpo

primario, as membranas foram lavadas trés vezes e incubadas com anticorpo secundario de

camundongo ou coelho, acoplados a fosfatase alcalina. A incubacdo foi realizada

a

temperatura ambiente por 1 h, sob agitacdo vigorosa. Apos a lavagem das membranas e

incubacdo com tampéao para fosfatase alcalina, as bandas reativas foram desenvolvidas com o

substrato cromogénico para fosfatase alcalina (BCIP/NBT) e a reacdo foi interrompida pela

adicdo de EDTA 0,5M. As imagens de western blot foram adquiridas com ImageMaster 2D

Platinum 6.0 (Geneva Bioinformatics, GeneBio). As imagens Raw Tiff foram analisadas por

analise densitométrica das bandas de immunoblotting usando o software AphaEaseFC

(Genetic Technologies Inc.). O Pixel da intensidade das bandas foi analisado, gerado
expresso como Valores de Densidade Integrados (IDV).

Um esquema experimental de todas as técnicas desenvolvidas € mostrado na Figura 5.
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Figura 5 — Desenho experimental. Paracoccidioides lutzii (ATCC MYA-826) foi utilizado em todos os
experimentos. (1) Levedura (L) crescida & 36 °C em meio Mc VeighMorton. (2) tratamento com quelante de
cobre BCS por 24 e 48 h. (3) Preparacdo dos extratos de proteinas e fracionamento por 2-DE. Triplicatas de cada
condicdo foram obtidas: controle (C) de 24 e 48 h (sem quelante de cobre) e tratado (T) ap6s 24 e 48 h. (4)
Analise de imagem utilizando-se o software ImageMaster 2D Platinum 6.0 e (5) analises estatisticas realizadas
com teste de Student (p < 0.05). (6) digestdo dos spots de interesse. (7) Aquisi¢cdo dos espectros MS e MS/MS.
(8) Identificacdo das proteinas no banco de dados NCBInr.,UniPROT, KEEG. (9) Dados MS foram obtidos a
partir de LC-MSF. (10) Validagéo dos resultados do proteoma por Western blot e RT-PCR em tempo real.

5.0 RESULTADOS

5.1 Viabilidade celular de Paracoccidioides lutzii

A Vviabilidade das células leveduriformes crescidas em meio Mc Veigh/Morton
(MMcM), com ou sem adicdo do quelante de cobre batocuproinadisulfonato sddico (BCS),
foram determinadas usando iodeto de propidio como marcador de células mortas (Fig. 6). Foi
observado, um decréscimo na viabilidade celular ap6s 48h de privacdo de cobre. Com base
nestes dados, os tempos de 24h e 48h de incubacdo das células de P.lutzii em condigdes de

privacao de cobre foram selecionados para analise protedmica.

120% -
100% | fe———a
_— J-\-—._._--

80% \

60% | T —e—cu
BCS

40% -

20% -

0% T T T T T T
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Figura 6. Efeito da privacéo de cobre na viabilidade do P. lutzii em células leveduriformes. Viabilidade em
meio MMcM contendo 3,5 uM de sulfato de cobre (tridngulo) e células leveduriformes incubadas em meio
MMcM depletado de cobre, contendo 50 uM de BCS (quadrado). A viabilidade foi determinada usando-se

iodeto de propideo. A barra de erros representa os desvios padrao das triplicatas bioldgicas.
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5.2 Andlise de expressdo do gene CTR3, envolvido no metabolismo de cobre, em P. lutzii
durante restri¢éo de cobre.

Com o objetivo de avaliar a expressédo do gene codificante para o transportador de
cobre de alta afinidade PbCTR3, durante privacdo de cobre, células leveduriformes do fungo
P. lutzii (Pb01) foram cultivadas na presenca do quelante especifico de cobre (BCS). Os
RNAs obtidos nas condicdes de deplecéo de cobre, foram utilizados para sintese de cDNAs e
0s niveis de expressdo génica avaliados por gRT-PCR em tempo real em triplicatas
bioldgicas.

A expressdo de PbCTR3 (Figura 7), foi induzida durante privacdo de cobre apés 3, 6,
24 e 48 h, sendo que um maior nivel de expressao para PbCTR3 foi observado em 24 e 48 h
durante a privacdo de cobre. No teste de viabilidade celular (Figura 6), observou-se um
acentuado decréscimo da viabilidade celular apés 48 h de incubacdo. A partir desses

resultado, escolheu-se os tempos de 24 e 48 h para as analises protedmicas.

PbCTR3
30 *

25
20
15 -
10 -
5 * * '
o | wmm - = - —— ——
Cu3h BCS3h Cu6h BCS6h Cu24h BCS24h Cu48h BCS48h
Tempo de incubac¢ao

Quantificagao Relativa

Figura 7. Andlise transcricional correspondendo aos tempos de 3 a 48 h em condig¢des de privacdo de
cobre. Niveis de expressdo génica avaliados por qRT-PCR em duas condigdes experimentais (controle e
auséncia de cobre). Para normalizagdo dos transcritos foi utilizado o gene codificante da proteina Tubulina. Nas

analises estatisticas foi utilizado o test t Student’s. As barras representam o desvio padrdo. * p<0,05.
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5.3 Anadlises protedmicas de P. lutzii por Eletroforese Bidimensional (2-DE)

Cada tempo de incubacéo foi analisado separadamente bem como triplicata dos géis de
cada tratamento foram comparados. As proteinas foram extraidas, seguindo procedimento ja
estabelecido (Fonseca et al, 2001). Utilizando uma ampla faixa de pH de 3-11 ndo linear (NL)
e coloracdo por Coomassie foi possivel detectar spots de proteinas, com massas moleculares
de 12 a 128 kDa e pl de 3,44 a 10,8. O perfil protéico da condigdo controle (24 h) apresentou
um numero total de 473 spots, enquanto, a condicdo experimental (auséncia de cobre por 24
h) apresentou 445 spots. Para 0s experimentos realizados com as amostras de 48 h foram
encontrados um numero total de 366 spots nos géis controle e 361 spots nos géis da condicdo
experimental, com variagdes de massas moleculares de 14 a 113 kDa e pl variando de 3,15 a
11,2 . Os perfis protéicos foram reprodutiveis considerando-se as replicatas técnicas e as
amostras bioldgicas.

Para avaliar os niveis de expressdo das proteinas, a intensidade de coloracdo dos spots
nas duas condigdes (controle e tratado) e nos dois tempos analisados (24 e 48 h) foi
comparada através do software Image Master Platinum 6.0 (GE Healthcare). Inicialmente, foi
realizado o pareamento entre as triplicatas das amostras controle; em seguida 0 mesmo
procedimento foi realizado para as amostras tratadas (T). Logo ap0s, pareou-se o gel mais
representativo (master) das amostras dos controles com o master das amostras tratadas (T).
Foi gerada entdo, uma lista dos spots com dados como: volume, volume normalizado (% de
cada spot) e valores experimentais de massas moleculares da segunda dimenséo e pl da
primeira dimensdo de todos os spots. Para o tempo de 24 h de tratamento, 401 spots parearam
entre as duas condic¢des (controle e tratado) e foram analisados estatisticamente pelo teste de
Student (p < 0,05). As andlises revelaram que 64 spots mostraram expressdao diminuida no
tratado, enquanto que 77 spots de proteinas mostraram expressao aumentada no tratamento
com quelante de cobre, com niveis de expressao variando de 0,24 até 12,16. Do total de 355
spots que parearam entre as duas condi¢Oes nos tempos de 48 h, 12 spots apresentaram
expressao diminuida no tratado, enquanto que 18 spots mostraram expressdo aumentada no
tratamento com quelante de cobre, com niveis de expressao variando de 1,13 até 6,48. As Fig.
8 a 12 apresentam um gel bidimensional (master) mostrando as proteinas identificadas no

controle e tratado de cada um dos tempos utilizados (24 h e 48 h).
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Figura 8 - Andlise de imagem do gel master da condicéo tratado com quelante de cobre. Spots circulados
em verde indicam proteinas acumuladas preferencialmente na condi¢do de privagdo de cobre 24 h, quando

comparados com o controle 24 h.
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Figura 9 - Andlise de imagem do gel master do controle 24 h. Spots circulados em verde indicam proteinas

diminuidas na condigdo de privacao de cobre 24 h, quando comparados com o controle 24 h.

Figura 10 - Analise de imagem do gel master da condicdo tratado com quelante de cobre. Spots circulados
em verde indicam proteinas acumuladas preferencialmente na condi¢do de privagdo de cobre 48 h, quando
comparados com o controle 48 h.
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Figura 11 - Analise de imagem do gel master do controle 48 h. Spots circulados em verde indicam proteinas

diminuidas na condi¢do de privacdo de cobre 48 h, quando comparados com o controle 48 h.

5.4 Identificacdo das proteinas através de Eletroforese Bidimensional (2-DE).

Os spots de proteinas obtidos dos géis 2-D foram retirados, digeridos com tripsina e 0s
peptideos foram analisados por PMF e/ou MS/MS. As Tabelas 2 e 3 mostram a relacdo de
todas as proteinas identificadas obtidas por analises de PMF e MS/MS, bem como o pl e a
massa molecular tedricos e experimentais de cada spot, 0 niUmero de peptideos encontrados, a
porcentagem de cobertura de sequéncia em relacdo a sequéncia total e os peptideos
confirmados por MS/MS. Todas as proteinas identificadas foram pesquisadas no banco do
NCBInr com restricdo para Fungos. Cada peptideo apresentado na Tabela obteve um score
acima do valor aceitavel, indicando identidade confidvel (p < 0,05). Foi possivel identificar 68
proteinas/isoformas por espectrometria de massa, sendo 42 com expressdao aumentada em
condicBes de deplecdo de cobre e 26 com expressdo diminuida em condic¢Ges de deplecdo de
cobre, como ilustrado nas Fig 12 e 13, Tabelas 2 e 3. Entre as 26 proteinas identificadas que
tiveram a expressao diminuida em condicBes de privacdo de cobre, 24 proteinas tiveram
diferenca de expressdo com significancia estatistica (p <0,05) (Tabela 3). Todas as proteinas
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identificadas foram agrupadas na classificagdo funcional de acordo com FunCat2
(HTTP://pedant.helmholtzmuenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&D

b=p3 r48325 Par brasi Pb01) e agrupadas em diversas categorias.

Proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos, na via da glicolise,
enderecamento de proteinas e de defesa e viruléncia como as proteinas de choque térmico,
estdo entre proteinas acumuladas preferencialmente nas amostras submetidas a deplecéo de
cobre (Tabela 2).

As proteinas de P. lutzii com expressdo reduzida durante deplecdo de cobre sdo

mostradas na Tabela 3.
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Figura 12. Proteinas de P. lutzii em condi¢es de deplecdo de cobre. Imagem 2-DE das proteinas de leveduras de P. lutzii em meio Mc VeighMorton sem adi¢do de
guelante de cobre (A) e com adicéo de quleante de cobre por 24h (B). Um total de 300 g de extrato de proteinas de células leveduriformes foram separadas em tiras de 13 cm
(IPG strips), pH 3-11 ndo linear. As posi¢Bes das proteinas identificadas por espectrometria de massa estéo indicadas pelas setas e nimeros. As setas Preta e Branca indicam
as proteinas induzidas e reprimidas, respectivamente. Os spots identificados sdo numerados e listados de acordo com as Tabelas 1 e 2. O gradiente de pH estd marcado acima
do gel e a massas moleculares do padréo (kDa) estdo indicadas a esquerda dos géis
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Figura 13. Proteinas de P. lutzii em condicfes de deplecao de cobre. Imagem 2-DE das proteinas de leveduras de P. lutzii em meio Mc VeighMorton sem adigdo de
guelante de cobre (A) e com adicéo de quelante de cobre por 48h (B). Um total de 300 g de extrato de proteinas de células leveduriformes foram separadas em tiras de 13 cm
(IPG strips), pH 3-11 ndo linear. As posic¢des das proteinas identificadas por espectrometria de massa estéo indicadas pelas setas e nimeros. As setas Preta e Branca indicam
as proteinas induzidas e reprimidas, respectivamente. Os spots identificados sdo numerados e listados de acordo com as Tabelas 1 e 2. O gradiente de pH estd marcado acima
do gel e a massas moleculares do padrdo (kDa) estdo indicadas a esquerda dos géis.
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Table 2. Paracoccidioides lutzii identified proteins with increased expression during copper starvation.

PMF MS/MS i

. . L. Spot .. Exp/Theo Exp/Theo Protein i

Accession number/ Protein description b Time g h fold p-value!
number Seq. pl Mw h i
d d Matched change
Score Cov  Score Peptides'
(%)° P
1. METABOLISM
Amino Acid Metabolism
0i|226287968  O-acetylhomoserine (thiol)-lyase 1 24h 99 51 110 5 7.60/6.24  41.0/46.9 1.9 0.0023
gl | 295664721 3_i50propy|ma|ate dehydratase |arge 2 24h 101 17 95 1 7.79/6.49 75.0/79.1 1.6 0,0006
subunit

gi[295658947  O-acetylhomoserine (thiol)-lyase 55 48h 115 51 116 6 7.60/6.24  42.0/46.9 1.2 0,0406
gi[295669670  Adenosylhomocysteinase 56 48h 46 40 - - 6.48/5.83  42.0/49.0 1.4 0,0358
0i[295671112
Homoserina
desidrogenase = Homoserine dehydrogenase 57 48h 59 57 - - 8.49/6.34  40.0/39.5 2.1 0,0231
gi|295658700  Homogentisate 1,2-dioxygenase 3 24h 56 38 - - 7.66/6.25  49.0/50.8 - *
gij295658700  Homogentisate 1,2-dioxygenase 4 24h 50 26 7.81/6.16  51.0/50.8 - *
Secondary metabolism
0i|295666938  Nucleoside diphosphate kinase 5 24h 57 32 - - 9.63/6.84  17.0/16.8 2.1 0,0138
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gi|295661741 Demethylubiquinone-9 3-methyltransferase

Phosphate metabolism

0i|295672504  Inorganic pyrophosphatase
2. ENERGY

Glycolysis and Gluconeogenesis

gi|295672732  Enolase

gi[295672732  Enolase

gi|295670663  Triosephosphate isomerase
gij295671120  Fructose 1,6-bisphosphate aldolase
gi[295672732  Enolase

Oxidation of fatty acids

gi|295662032  Enoyl-CoA hydratase
gi|295662032  Enoyl-CoA hydratase
Fermentation

gi|295665123  Aldehyde dehydrogenase

gi|295665123  Aldehyde dehydrogenase

Tricarboxylic-acid pathway

10
11
58

13
14

12
59

24h

24h

24h
24h
24h
24h
48h

24h
24h

24h
48h

52

163

73
109
84
224
133

108
66

59
77

23

47

56
37
39
55
60

59
42

45
29

84

53

92
102

323
161

182

54
99

4.40/4.93

4.57/5.13

5.81/5.67
6.26/8.93
6.54/5.39
7.25/6.09
6.67/5.79

8.22/8.89
8.34/8.89

6.73/5.92
6.42/5.87

13.0/22.4

33.0/33.5

44.0/47.4
44.0/43.8
26.0/27.1
35.0/39.7
46.0/47.4

27.0/32.1
28.0/32.1

50.0/54.6
48.0/54.5

2.1

4.3

2.1
1.7
3.9
14
1.6

1.6
2.1

2.2
1.4

64

0,0259

0,0003

0,0057
0,0307
0,0040
0.0209
0,0374

0.0216
0,0317

0.010
0,0138



gi[295673937  Malate dehydrogenase 15 24h 164 63
gij295671817  Succinyl-CoA ligase subunit beta 60 48h 92 66

Pentose-phosphate pathway
gi|]295663567  6-phosphogluconolactonase 16 24h 56 43
gi|295663567  6-phosphogluconolactonase 17 24h 41 39

3. CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT FACILITIES AND TRANSPORT ROUTE

gij295666381  GTP-binding nuclear protein GSP1/Ran 18 24h 78 66
gi|225680389  Actin lateral binding protein 19 24h 79 73

4. PROTEIN WITH BINDING FUNCTION OR COFACTOR REQUIREMENT

gij226288621  Actin cytoskeleton protein (VIP1) 20 24h 86 75

5. PROTEIN FATE

gi|226286857  Proteasome component Y7 21 24h 76 44
gij295674837  HAD-superfamily hydrolase 22 24h 59 46
gi|295660186  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase sspl 23 24h 59 64
gi|225678123  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase cypE 24 24h 55 41
gi | 295672668 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 25 24h 96 34
gi | 295657201 Glutamate carboxypeptidase 26 24h 59 16

228

52

66

76
71

7.07/8.99
4.51/5.74

6.83/5.86
6.78/5.82

7.83/6.90
4.31/4.99

6.63/6.00

7.19/6.03
6.06/5.67
6.92/6.00

7.43/6.08
8.44/7.88
6.43/6.23

27.0/36.0
42.0/48.6

28.0/29.3
30.0/29.3

26.0/24.0
21.0/18.8

33.0/28.3

28.0/29.8
27.0/27.3
23.0/21.0

17.0/17.5
19.0/22.8
51.0/64.6

3.0
2.4

1.9
2.1

2.4
2.2

1.9

2.0
1.9
10.6

3.7
2.3
2.9

65

0.0153
0,0062

0,0138
0,0061

0,0165
0,0094

0,0477

0,0159
0,0067
0,0168

0,00006
0,0045
0,00007



6. TRANSCRIPTION

gi[295670367

U2 small nuclear ribonucleoprotein B

7. PROTEIN SYNTHESIS

gi|295657799  40S ribosomal protein S12

8. BIOGENESIS OF CELLULAR COMPONENTS

gi[295657091

9. CELL RESCUE,DEFENSE AND VIRULENCE

Tropomyosin-1

gi|226292459 30 kDa heat shock protein

gij17980998 Y20 protein

gi[226287383
gi295659837
gi[295659837

gi[225680766
0i[295659116

Heat shock protein
Heat shock protein - SSB1
Heat shock protein - SSB1

Heat shock protein
Hsp70-like protein

27

28

61

29

30
62
63
64

31
32

24h

24h

48h

24h

24h
48h
48h
48h

24h
24h

83

42

49

134

78
72
153
131

43

52

49

48

38

51
61
47
36

73

91

114
57

64

6.61/6.70

4.15/5.01

4.36/4.99

7.3/9.68

7.04/6.09
4.53/5.54
5.08/5.47
4.51/5.47

8.22/6.13
3.98/5.08

29.0/127.4

19.0/16.8

19.0/18.8

24.0/28.6

23.0/21.6
72.0/76.9
62.0/60.7
60.0/60.6

27.0/20.8
29.0/70.9

2.1

3.1

3.4

2.8

9.4
6.5
2.0
1.3

1.6

0,0094

0,0089

0,0001

0,0022
0,00000
1

0,0203
0.0452

0,0115
0,02169
0

*

Functional classification by FunCat2 (http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method¥sanalysis&DbYap3_r48325_Par_brasi_Pb01)

%GenBank general information identifier;

®Spots numbers refers to Figure 12,13.

“Time in copper starvation condition

dMascot Score
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*Amino acid sequence coverage for the identified protein;

FNumber of matched peptides on MS/MS searching;

9Experimental molecular weight/isoelectric point;

"Theoretical molecular weight/isoelectric point;

'Fold change increase in protein expression in copper starvation;
Ip< 0.05 was used to considerer statistically significant differences.

*Spots visualized only in copper-starvation condition.

Table 3. Paracoccidioides lutzii identified proteins with reduced expression during copper starvation.

PMF MS/MS
Protein
. : L g Spot N Seq. Exp/Theo Exp/Theo -
Accession number/ Protein description number® Time Score! Co?/ Score Matc_hedf I9 MWD fold  valuel
e Peptides change
(%)
1. METABOLISM
Amino Acid Metabolism
gi|295657047 Cystathionine beta-synthase 33 24h 57 32 - - 6.73/8.69 71.0/55.4 -17 0,038
gi[226293104 Spermidine synthase 34 24h 90 31 45 2 5.02/5.33  30.0/33.6 -24 0,0136
gi|295667671 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase 65 48h 126 65 99 4 9.17 36.9 -18 0,0353
Secondary metabolism
0i|225677978 2,5-diketo-D-gluconic acid reductase A 3 24h 50 65 i i 9.44/7.70  59.0/31.6 -23 00197
gi | 295666938 Nucleoside diphosphate kinase 36 24h 133 61 96 1 5.47/6.84  35.0/16.8 -1.3 0,0422
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Phosphate metabolism

0i|295672504 Inorganic pyrophosphatase

Nucleotide metabolism

0i[295672652

2. ENERGY

Glycolysis and Gluconeogenesis

01295659988 1 hhoglycerate mutase

0i|295672732  Enolase
gi|295672732  Enolase
0i|295670663 Triosephosphate isomerase

Fermentation

0i|295674635  Alcohol dehydrogenase

Tricarboxylic-acid pathway

0i|295671817 Succinyl-CoA ligase subunit beta
0i|295658897 Citrate synthase
0i|295673937 Malate dehydrogenase

Bifunctional purine biosynthesis protein ADE17

2,3-bisphosphoglycerate-independent

37

38

39

40
41
42

66

43
67
68

24h

24h

24h

24h
24h
24h

48h

24h
48h
48h

131

102

65

41
136
131

205

107
126
207

71

55

38

44
61
83

69

44
33
47

175

52

180
207

62

82
121

8

5

4.18/5.13

8.37/7.22

6.22/5.37

4.48/5.54
5.60/5.67
5.42/5.39

8.76/7.55

4.60/5.74
8.40/8.75
8.12/8.99

33.0/335

63.0/69.4

66.0/57.3

50.0/47.4
49.0/47.4
26.0/27.1

36.0/38.0

44.0/48.6
44.0/52.2
31.0/36.0

-1.7

-1.8

-15

-2.9
-1.2
-1.3

-1.6

-34
-11
-1.7

0.0316

0,0113

0,0129

0,0225
0.0160
0.2479

0,0471

0,0017
0,0004

0.0072
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Electron Transport and Membrane-associated energy conservation

0i|226287911 ATP synthase subunit beta 44 24h 125

3. PROTEIN WITH BINDING FUNCTION OR COFACTOR REQUIREMENT

0i|295672445 Alanyl-tRNA synthetase 45 24h 93

4. PROTEIN FATE

0i|225684776 Mitochondrial co-chaperone GrpE 46 24h 41

49

42

64

5. CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT FACILITIES AND TRANSPORT ROUTE

0i|295667117 BAR domain-containing protein 47 24h 56

6. CELL CYCLE AND DNA PROCESSING
0i|38569374  14-3-3-like protein 2 48 24h 75

7. CELL RESCUE,DEFENSE AND VIRULENCE

0i|295658865 Heat shock protein 49 24h 180
0i|295659787 Heat shock protein Hsp88 50 24h 208
0i|295658865 Heat shock protein 51 24h 357
0i|295659787 Heat shock protein Hsp88 52 24h 243
0i|14538021  Hsp70-like protein 53 24h 207
0i|295659837 Shock protein térmic- SSB1 54 24h 180

58

65

57
61
64
57
43
32

178

90
104
145
234

95
178

W W N W o

6

4.11/5.33

5.89/5.52

4.63/6.05

5.4/5.48

4.01/4.68

5.28/5.51
4.40/4.92
4.71/5.51
4.54/4.92
4.58/5.05
4.59/5.47

57.0/55.2

93.0/108.4

24.0/26.2

43.0/33.6

45.0/29.7

59.0/62.3
83.0/80.6
58.0/62.2
90.0/80.6
67.0/70.9
49.0/60.6

-14

-1.8

-34

-5.7

-31

-2.7
-3.1
-3.2
-48
-4.6
-14

0,0267

0,0363

0,0003

0,0000

0,0087

0.0033
0.0367
0.0011
0.0409
0.0015
0.2299
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Functional classification by FunCat2 (http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method%sanalysis&DbYap3_r48325_Par_brasi_Pb01)
8GenBank general information identifier;

®Spots numbers refers to Figure 12,13.

“Time in copper starvation condition

Mascot Score

*Amino acid sequence coverage for the identified protein;

FNumber of matched peptides on MS/MS searching;

9Experimental molecular weight/isoelectric point;

"Theoretical molecular weight/isoelectric point;

'Fold change increase in protein expression in copper starvation;
jps 0.05 was used to considerer statistically significant differences.

*Spots visualized only in copper-starvation condition.
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5.5 Analise protedmica através de NanoUPLC-MSE

A abordagem protedmica foi também realizada usando NanoUPLC-MSF como
previamente descrito (Murad et al, 2011). Este método tem mostrado melhorar a acuracia da
cobertura da proteina quando comparado com abordagem convencional LC-MS/MS (Murad
etal, 2011).

Os resultados da expressdo das proteinas e peptideos pelo NanoUPLC-MSF e os dados
gerados pelo processo PLGS sdo mostrados (Figuras 14, 15, 16).
A B

PepFrag2; 9% PepFrag2; 6%

MissedCleavage; 18%

MissedCleavage; 22%

NeutralLoss_H20; 4%

PepFragl; 42%
NeutralLoss_H3PO4; 0%
NeutralLoss NH3; 2%

Neutralloss H20; 5% PepFrag1; 56%
—Neutrall oss_H3PO4; 0%
POL 0% outralLoss NH3: 3%

Figura 14. Qualidade dos peptideos para as amostras controle (A) e com privacdo de cobre (B). O gréafico
de pizza mostra o percentual de peptideos comparado com o banco de dados de Paracoccidioides lutzii no PLGS
(PepFrag 1 e PepFrag 2), modificagbes varaveis (VArMod), fragmentacdo que ocorreu na fonte de ionizagéo
(InSource), clivagem perdida realizada pela tripsina (Missed Cleavage) e perda Neutra correspondente a gua
(H,0O) e ambnia (NHz) precursoras para as condigdes de controle (A) e privagdo de cobre (B) . Foi utilizado o
programa Spotfire Decision Site 8,0 v. Os parametros PepFrag deve ser predominante, em contraste com

InSource e clivagem perdida que ndo deve chegar a 20%.

A taxa de proteinas falso positivas, na presenca de cobre e privacdo de cobre foram
0,34 e 0,27%, respectivamente. Os experimentos resultaram em 3.324 e 3.840 peptideos
identificados respectivamente, onde 42 e 56% destes foram obtidos de fragmentos dos
peptideos, dados do primeiro passo e 9 e 6% do segundo passo para a condi¢bes de cobre e
privacdo de cobre, respectivamente (Figura 14). Um total de 22 e 18% do total de peptideos
foi identificado pela clivagem perdida de tripsina nas condigOes de presenca cobre ou
privacao de cobre, respectivamente, ao passo que a taxa de fragmentacdo que ocorreu na fonte
de ionizacdo foi de 15 e 10% para as condic¢Oes de presenca de cobre ou privacdo de cobre,
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respectivamente (Fig 14). A figura 15, mostra as partes por milhdo de peptideos de erro
(ppm), indicando que a maioria, 94.8 e 95.7% dos peptideos identificados foram detectados
com um erro de menos de 5 e 10 ppm, nas condi¢Ges de cobre ou privacdo de cobre,
respectivamente. Os resultados apresentados na figura 16, a partir da obtencéo da dinamica de
qualidade, indicou que a concentracdo no intervalo de 3log € uma boa distribuicdo de
deteccdo de altos e baixos pesos moleculares, como indicado pelo tamanho dos quadrados.

A B

2222

Count

S0 45 40 35 A 25 5 d0 %5 40 45 50 £ 50 40 30 0

% e peprscusordoanigrny
Figura 15. Andlise da acuracia da massa dos peptideos. Os dados dos peptideos foram usados para o gréafico
de barras que mostra a acurdcia da massa para os peptideos em amostras com a presenca de cobre e na privagao
de cobre. Um total de 94,3 e 95,2% de peptideos identificados foram detectados numa faixa de 5 e 10 ppm de

erro nas amostras, na presenca de cobre (A) e privacéo de cobre (B), respectivamente.

A Cobre B  Privacao de cobre

Log 10FMOIAVG
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Figura 16. A obtengdo da dindmica de qualidade da analise protedmica. Foi realizado a obtencdo da
dinamica de qualidade do experimento de protedmica para cada condigdo. Gréaficos do controle (A) e Privagdo de
cobre (B) sdo mostrados. Proteinas constantes, reversas, e as proteinas padrdo foram indicados pelo vermelho /
circulo, azul / triangulo, amarelo, respectivamente. As proteinas constantes e reversas indicam proteinas
identificadas usando o banco de dados do genoma de Paracoccidioides lutzii. A proteina padrdo é usada para
normalizar os dados de expressdo e comparar as proteinas do controle e privacdo de cobre. Os nossos dados

mostraram uma quantificagdo de proteina padrdo aceitavel entre ambas as condices.
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5.6 Identificacdo das proteinas de P. lutzii através do nano-ESI-UPLC-MSF

Um total de 366 proteinas diferencialmente expressas foram identificadas. Um fold
change de 20% foi usado como limite para determinar as proteinas induzidas e reprimidas. Os
processos bioldgicos e a porcentagem de proteinas induzidas e reprimidas em cada
classificacdo de categoria sdo mostrados na Figura 17.

A andlise protebmica mostrou que proteinas associadas com o metabolismo foram mais
representativas durante 48h em condicGes de privacdo de cobre. Nessa categoria foram
representados 0S metabolismos de aminoécidos: C-composto/Carboidrato,
Vitaminas/Cofatores, Nitrogénio/Enxofre (Fig 17 A). Todas estas subcategorias mostraram
proteinas mais induzidas do que reprimidas (Tabelas 4 e 5). Outras categorias apresentaram
um numero elevado de proteinas reguladas, como Sintese de proteinas, Energia, Defesa e
Viruléncia celular, Transcricdo e Transporte celular (Fig 17 B). Por outro lado, 0s processos
envolvidos com Enderecamento de proteinas, Biogénese dos componentes celulares e
Comunicacdo celular/Transducdo de sinal apresentaram uma expressdo diminuida em

condicdes de deplecdo de cobre (Fig 17B).

A Cellular Interaction with
= Cellfate 2
communication/Signal a the environment

transduction me chanism i

Unclassified proteins Proteinwith Celltype

binding differentiation

function 1%
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3%
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components
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Cellcycle
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Transcription
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Figura 17. Niveis de classificacdo funcional e abundéncia de proteinas reguladas em Paracoccidioides
lutzii sob privacdo de cobre obtidos por dados NanoUPLC-MSE . Os processos bioldgicos das proteinas
diferencialmente  expressas foram obtidos de acordo com a categoria funcional do MIPS
(http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method = analysis&Db =
p3_r48325_Par_brasi_Pb01) e o banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org/). A) Categorizagdo das

proteinas diferencialmente expressas durante privagdo de cobre. B) Classificacdo das proteinas com expressdo

induzida e reprimida em condi¢des de privacdo de cobre.

Dentre as proteinas identificadas, um total de 22% foram agrupadas dentro do processo
do Metabolismo (Fig 17A). Sob condicdes de privacao de cobre houve um elevado nimero de
enzimas relacionadas com o metabolismo de aminoacidos tais como Serina
hidroximetiltransferase, Isovaleryl CoA desidrogenase, 4-aminobutirato aminotransferase,
Ornitina aminotransferase, Sacaporina desidrogenase, sendo a grande maioria relacionada
com a degradacdo de aminodcidos, os quais fornece precursores ao ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) como Acetil CoA, a-cetoglutarato, Succinil CoA e Fumarato. O aumento
da enzima Isovaleryl CoA desidrogenase envolvida no metabolismo de acidos graxos podera
gerar Acetil-CoA. Desta maneira a degradacdo dos aminoacidos fornece substratos para o
metabolismo de lipideos e para o ciclo do TCA de modo a obter energia aerobicamente (Fig.
18, Tabela 4).
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A biossintese de aminoacidos também foi induzida na auséncia de cobre, com sintese
da Cisteina, Triptofano e Valina, Leucina, Isoleucina, derivados da via glicolitica, pelo 3-
fosfoglicerato, Fosfoenolpiruvato e Piruvato, respectivamente. Biossintese de Histidina
derivada da Ribose-5-fosfato pertencente a via das pentoses-fosfato. Sintese da Asparagina,
Metionina, Treonina, Lisina, Fenilalanina e Tirosina e Arginina, derivados dos intermediérios
do ciclo do &cido citrico, oxaloacetato, fumarato e a-cetoglutarato, respectivamente. Tomando
estes dados em conjunto, podemos sugerir que P. lutzii aumentou a expressdo de enzimas
relacionadas a sintese dos aminoacidos, possivelmente para ofertar quantidades suficientes
destes aminoacidos aos diferentes processos celulares, como producéo de energia.

Proteinas relacionadas com o metabolismo de lipideos, tais como 3-Cetoacil-CoA
tiolase, Acetil CoA acetiltransferase, Acido graxo sintase subunidade alfa redutase e Acido
graxo sintase subunidade beta redutase, Acil CoA desidrogenase, foram induzidos em 24 e 48
h de privacéo de cobre (Fig. 18, Tabela 4).

A segunda categoria de classificacdo das proteinas que foram induzidas esta no grupo
dos processos energéticos. Enzimas da via glicolitica, incluindo glicose-6-fosfato isomerase,
Enolase, Piruvato cinase, Frutose bifosfato aldolase, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
Fosfoglicerato cinase foram induzidas. A inducdo ocorreu principalmente em 48 h de
deplecdo de cobre (Fig. 18, Tabela 4). As enzimas aumentadas na via glicolitica, fornecem
ATP e intermediarios metabolicos no qual o fungo utiliza para manter sua sobrevivéncia.

Houve também uma inducdo de proteinas envolvidas no ciclo do acido tricarboxilico
(TCA), incluindo a Citrato sintase, Aconitase, Piruvato desidrogenase, Succinil CoA, 2-
oxoglutarato desidrogenase E1 nos tempos de 24 e 48 h durante deplecdo de cobre (Fig. 18,
Tabela 4) . O Piruvato, produto da glicolise, é convertido a Acetil-CoA fornecendo substrato
para o ciclo do TCA, pelo complexo da Piruvato desidrogenase. As enzimas envolvidas na
glicolise, metabolismo de lipideos e aminoacidos que foram induzidas, sdo oxidados a CO; e
H,O pelo ciclo do &cido citrico e pela cadeia rrespiratéria, produzindo energia de forma
aerobia.

As enzimas da via das pentoses fosfato, incluindo 6-fosfogliconolactonase, 6-
fosfogliconato desidrogenase, Transcetolase foram induzidas na privagédo de cobre nos tempos
de 24 e 48 h (Fig.18, Tabela 4). A inducdo desta via, supostamente esta relacionada com a
producdo de NADPH para processos biossintéticos ou degradacdo das espécies reativas de

oxigénio, que sdo produzidos pelo metabolismo aerdbio.
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Proteinas de P. lutzii envolvidas com a via alternativa de fornecimento de carbono,
como o ciclo do metilcitrato foram induzidas nos tempos de 24 e 48 h durante deplecéo de
cobre. Essas enzimas foram 2-metilcitrato sintase, 2-metilcitrato desidrogenase e 2-
metilisocitrato liase (Fig.18, Tabela 4). O ciclo do metilcitrato utiliza acidos graxos de cadeia
impar e os aminodcidos valina, isoleucina e metionina, essas enzimas foram induzidas na
privacao de cobre fornecendo substrato para a oxidacgao de propionil- CoA a piruvato.

Também detectamos um aumento da regulacéo de enzimas P. lutzii relacionadas com a
sintese de proteinas , incluindo as Proteinas ribossomais, os Fatores de elongacédo, Valil RNAt
sintase, Histidil RNAt sintase e Fenilalanil RNAt sintase cadeia alfa (Tabela 4). Outro
processo celular que afetou o P. lutzii durante a privagdo de cobre foi o Resgate celular,
Defesa e Viruléncia, representando um total de 22 proteinas induzidas pela privacdo de cobre
(Tabela 4). Dentro dessa categoria 17 proteinas da familia das proteinas heat shock foram
induzidas, principalmente apds 48h de privacdo de cobre (Tabela 4). O nivel de expressdo
aumentada das HSPs em P. lutzii durante a privacdo de cobre, pode estar relacionado com a
atividade dessas proteinas como chaperonas.

Nos identificamos um total de 134 proteinas reprimidas em resposta a privacdo de
cobre (Tabela 5). As proteinas relacionadas a processos metabdlicos que diminuiram em
abundancia durante a privacdo de cobre foram, o Enderecamento de proteinas, Comunicacao
celular, Biogénese dos componentes celulares e algumas proteinas antioxidantes, tais como

Tioredoxina, Peroxiredoxina e CuzZn-superdxido dismutase (Tabela 5).
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Figura 18. Visdo dos processos metabdlicos de Paracoccidioides lutzii regulados durante a privacédo de

cobre revelado por analises protedmicas. A figura resume os dados obtidos por andlises protedmicas e sugere 0s

mecanismos usados por este fungo para sobreviver durante a deplecdo de cobre. As proteinas induzidas estdo coloridas de

azul e estdo relacionadas com os seguintes processos metaboélicos: Via glicolitica, Via das pentoses-fosfato, Ciclo do &cido

tricarboxilico (TCA), Metabolismo de lipideos e Ciclo do metilcitrato. Os nimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 indicam os

aminoacidos induzidos envolvidos com a produgdo do a-cetoglutarato, succinil CoA, fumarato, oxaloacetato, acetil CoA,

piruvato, fosfenolpiruvato, 3-fosfoglicerato e ribulose-5-fosfato, respectivamente. 1) produgdo do a-cetoglutarato: Glutamato
(Glu), Prolina (Pro), Arginina (Arg), Glutamina (GIn) e Histidina (His). 2) producéo de succinil CoA: Valina (Val),

Metionina (Met). 3) producdo de fumarato: Fenilalanina (Phe) e Tirosina (Tyr). 4) producdo de oxaloacetato: Asparagina

(Asn), Metionina (Met), Treonina (Thr) e Lisina (Lys). 5) producdo de Acetil-CoA: Leucina (Leu) e Isoleucina (lle). 6)

producéo de piruvato: Alanina (Ala), Glicina (Gly), Cisteina (Cys), Serina (Ser). 7) producdo de fosfoenolpiruvato:

Triptofano (Trp). 8) producéo de 3-fosfoglicerato: Cisteina (Cys). 9) producéo de ribulose-5-fosfato: Histidina (His).
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5.7 Andlise comparativa entre as andlises protedmicas de P. lutzii por eletroforese
bidimensional e nano-ESI-UPLC-MSFE

Foi possivel identificar 68 proteinas/isoformas por eletroforese bidimensional (2-DE),
sendo 42 com expressdo aumentada em condic¢des de deplecédo de cobre e 26 com expressdo
diminuida em condigdes de deplecdo de cobre, como ilustrado nas Fig 12 e 13, Tabelas 2 e 3.
Através do nano-ESI-UPLC-MSF um total de 366 proteinas diferencialmente expressas foram
identificadas sendo 232 induzidas e 134 reprimidas Tabelas 4 e 5.

Proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos, na via da glicélise e defesa e
viruléncia como as proteinas de choque térmico estdo entre proteinas acumuladas
preferencialmente nas amostras submetidas a deplecdo de cobre, analisadas por eletroforese
bidimensional (Tabela 2), essas vias também apresentaram-se induzidas nas analises por
nano-ESI-UPLC-MSFE (Tabela 4).

As proteinas de P. lutzii com expressao reduzida durante deplecéo de cobre mostradas
na Tabela 3 e analisadas por eletroforese 2-DE, foram distribuidas entre as diversas categorias
funcionais como metabolismo, energia, transporte de elétrons, defesa e viruléncia, contudo
ndo houve dentre as classes uma maior abundéncia na diferenciacdo das proteinas, no entanto,
podemos observar na tabela 4, nas analises por nano-ESI-UPLC-MSE que os processos
metabolicos que diminuiram em abundancia durante a privacdo de cobre foram o
Enderecamento de proteinas, Comunicacdo celular, Biogénese dos componentes celulares e
algumas proteinas antioxidantes, tais como Tioredoxina, Peroxiredoxina e CuZn-superoxido

dismutase .
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Table 4. The most abundant up-regulated proteins of Paracoccidioides Lutzii yeast cells under
copper starvation detected using NanoUPLC-MS.

Accession number?

1. METABOLISM
Amino Acid Metabolism

PAAG_00468
PAAG_04701
PAAG_07036
PAAG_08065
PAAG_04102
PAAG_05776
PAAG_05018
PAAG_02693
PAAG_07626
PAAG_07114
PAAG_02901
PAAG_08512
PAAG_01002
PAAG_05253
PAAG_08065
PAAG_03045
PAAG_00850
PAAG_04401
PAAG_05005
PAAG_07089
PAAG_06431
PAAG_08163
PAAG_08100
PAAG_09095
PAAG_01568
PAAG_06387
PAAG_08313
PAAG_07412
PAAG_04904
PAAG_00340

Time®

24h
24h
24h
24h
24h
24h
24h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h

Protein description®

4 aminobutyrate aminotransferase
cystathionine gamma lyase

methylmalonate semialdehyde dehydrogenase
aspartate semialdehyde dehydrogenase
isovaleryl CoA dehydrogenase

dihydroxy acid dehydratase

allantoate amidohydrolase

saccharopine dehydrogenase

Cobalamin independent synthase
argininosuccinate synthase

S adenosylmethionine synthetase

serine hydroxymethyltransferase

NAD specific glutamate dehydrogenase

delta 1 pyrroline 5 carboxylate dehydrogenase
aspartate semialdehyde dehydrogenase
aminomethyltransferase

glucosamine fructose 6 phosphate aminotransferase

branched chain amino acid aminotransferase
anthranilate synthase component
homocitrate synthase

ornithine aminotransferase
fumarylacetoacetase

O acetylhomoserine thiol lyase

ATP phosphoribosyltransferase

glycine dehydrogenase

homoisocitrate dehydrogenase

L PSP endoribonuclease family protein Hmf
serine hydroxymethyltransferase

ATP binding cassette sub family F member
homogentisate 1,2-dioxygenase

Fold
Change

(log2)°

0,55
0,58
0,32
0,48
0,58

0,59
0,78
0,35
0,89
0,53
1,82
1,17
0,92
0,43
1,74
0,81
0,33
05
0,75
0,33
0,99
1,3

0,92
0,59
0,62
0,85
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Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism

PAAG_02664 24h 3 ketoacyl CoA thiolase 0,46

PAAG_05151 48h ATP citrate lyase 1,27

PAAG_01524 48h fatty acid synthase subunit beta dehydratase 1,17

C-compound and carbohydrate metabolism

PAAG_02859 24h adenosylhomocysteinase 0,32

PAAG_00889 24h phosphomannomutase *

PAAG_02382 48h quinone oxidoreductase 0,68

PAAG_00685 48h alpha mannosidase 0,75

PAAG_01321 24h oxidoreductase 2 nitropropane dioxygenase 0,53

PAAG_01321 48h oxidoreductase 2 nitropropane dioxygenase 1,08

PAAG_07811 48h sulfite oxidase 0,88

Metabolism of vitamins,cofactors,and prosthetic groups

PAAG_08856 24h nicotinate nucleotide pyrophosphorylase *

PAAG_ 07321 48h pyridoxine biosynthesis protein PDX1 0,53

2. ENERGY

Glycolysis and Gluconeogenesis
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PAAG_00771 24h enolase 0,29

PAAG_03243 48h Aldose 1-epimerase family protein 1,10

PAAG_06380 48h pyruvate kinase 1,12

PAAG_02869 48h phosphoglycerate kinase 0,86

PAAG_02011 48h phosphoglucomutase 0,45

PAAG_07410 48h 2,3 bisphosphoglycerate independent 0,37
phosphoglycerate mutase

Tricarboxylic-acid pathway

PAAG_03330 24h dihydrolipoyl dehydrogenase 0,32

PAAG_01725 24h succinate dehydrogenase flavoprotein subunit *

PAAG_01534 24h pyruvate dehydrogenase E1 component subunit

PAAG_03296 24h Aconitase 0,35

PAAG_08295 48h pyruvate dehydrogenase E1 component subunit

PAAG_00417 48h succinyl CoA ligase subunit alpha

PAAG_01463 48h succinyl CoA ligase subunit beta

PAAG_08915 48h dihydrolipoamide succinyltransferase

Glyoxylate cycle

*

PAAG_06951 48h isocitrate lyase

Oxidation of fatty acids

PAAG_07786 24h acetyl CoA acetyltransferase 0,39

PAAG_05454 24h acyl CoA dehydrogenase *




PAAG_05621 24h 6 phosphogluconolactonase *

PAAG_04444 48h transketolase 0,59

PAAG_05621 48h 6 phosphogluconolactonase 0,84

Electron Transport and Membrane-associated energy conservation

PAAG_04820 24h ATPase alpha subunit 0,72

PAAG_07246 24h cytochrome-c oxidase chain VI 0,69

PAAG_02050 24h pyruvate decarboxylase 2,00

PAAG_04559 24h 2 methylcitrate dehydratase 0,29

PAAG_04550 48h 2 methylcitrate synthase 0,66

*

PAAG_01393 24h NAm1 predicted protein

PAAG_06886 48h zinc finger protein GIS2 0,68
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PAAG_07099 48h

PAAG_07098 48h
PAAG_06891 48h
PAAG_03649 48h

RNA processing

PAAG_00244 24h
PAAG_03277 48h
PAAG_00297 48h

4.0 PROTEIN SYNTHESIS

Ribosome Biogenesis

PAAG_03322 24h
PAAG_07841 24h
PAAG_02111 24h
PAAG_09096 24h
PAAG_09083 24h
PAAG_04425 24h
PAAG_05778 24h
PAAG_05590 24h
PAAG_04690 24h
PAAG_05484 24h
PAAG_00969 48h
PAAG_09043 48h
PAAG_00952 48h
PAAG_05484 48h
PAAG_07182 48h
PAAG_02634 48h
PAAG_07955 48h
PAAG_00430 48h
PAAG_01052 48h
PAAG_08888 48h
PAAG_04965 48h
PAAG_00264 48h
PAAG_06320 48h
PAAG_05590 48h
PAAG_03827 48h
PAAG_03816 48h
PAAG_00088 48h

histone H3
histone H4

mRNA binding post transcriptional regulation

WD repeat containing protein

polyadenylate binding protein
pre mRNA processing factor
STF2-like protein

40S ribosomal protein S20
60S acidic ribosomal protein P1
40S ribosomal protein SO
40S ribosomal protein S28
TCTP family protein

60S ribosomal protein L22
40S ribosomal protein S19
60S ribosomal protein L12
40S ribosomal protein S15
40S ribosomal protein S5
60S ribosomal protein L15
40S ribosomal protein S2
60S ribosomal protein L20
40S ribosomal protein S5
40S ribosomal protein S7
ribosomal protein S6

60S ribosomal protein L18
60S ribosomal protein L2
60S ribosomal protein L10 B
60S ribosomal protein L4 A
60S ribosomal protein L31
40S ribosomal protein S8 B
60S ribosomal protein L13
60S ribosomal protein L12
60S ribosomal protein L21 A
40S ribosomal protein S4
60S ribosomal protein L3

0,39
0,56
0,55
1,15

0,36
0,71
0,85
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PAAG_01433 48h 40S ribosomal protein S14 0,65

PAAG_07841 48h 60S acidic ribosomal protein P1 0,3

Translation

PAAG_02921 24h elongation factor Tu 0,33

PAAG_03028 24h elongation factor 1 beta 2,05

PAAG_03556 48h elongation factor 1 gamma 0,37

PAAG_00689 48h ATP dependent RNA helicase elF4A 1,14

PAAG_00594 48h elongation factor 2 0,86

*

PAAG_07028 24h histidyl tRNA synthetase

PAAG_04949 48h UV excision repair protein Rad23 0,39

*

PAAG_08918 24h late histone H2B L4
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PAAG_01778 24h peptidyl prolyl cis trans isomerase H *

PAAG_06068 48h T complex protein 1 subunit beta 0,72

Protein Modification

PAAG_06536 24h ubiquitin 0,32

PAAG_04291 48h nucleoside diphosphate kinase 0,49

*

PAAG_07339 24h S phase kinase associated protein 1A

PAAG_08931 48h glutamate carboxypeptidase 0,58

PAAG_07339 48h S phase kinase associated protein 1A 1,27

7.0 PROTEIN WITH BINDING FUNCTION OR COFACTOR REQUIREMENT

Nucleic acid binding

PAAG_04913 24h SLH14081 Grplp 0,65

Protein binding

PAAG_02973 24h diploid state maintenance protein chpA *

8.0 CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT FACILITIES AND TRANSPORT ROUTE

Transported compounds

PAAG_00173 24h electron transfer flavoprotein subunit alpha 0,46

PAAG_06751 48h DNA damage checkpoint protein rad24 0,36
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PAAG_06657 48h importin subunit alpha *

PAAG_05643 48h endoplasmic reticulum and nuclear membrane 1,01

PAAG_00730 48h clathrin heavy chain 1 1,44

9. CELLULAR COMMUNICATION/SIGNAL TRANSDUCTION MECHANISM

Cellular Signalling

PAAG_08247 24h calmodulin 0,84

PAAG_08093 48h GTP binding protein ypt3 0,62

PAAG_06996 48h G protein comlpex beta subunit CpcB 0,62

10. CELL RESCUE,DEFENSE AND VIRULENCE

Stress Response

PAAG_06811 24h heat shock protein STI1 0,4

PAAG_01262 24h hsp70 like protein 0,6

PAAG_01339 24h heat shock protein SSC1 0,26

PAAG_08260 24h Hsp90 co chaperone Cdc37 1,04

PAAG_02686 48h Hsp90 co chaperone AHA1 0,71

PAAG_01339 48h heat shock protein SSC1 0,79

PAAG_08003 48h hsp70 like protein 0,36

PAAG_05679 48h heat shock protein 1,23

PAAG_08059 48h heat shock protein 1,23

PAAG_04851 48h osmotic growth protein 0,91

Detoxification
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PAAG_02926 24h Mn-superoxide dismutase 0,79

PAAG_02364 24h Thioredoxin 0,26

PAAG_04424 48h Peroxiredoxin HYR1 *

11. Cell Fate

Cell Growth/morphogenesis

PAAG_08973 24h tropomyosin 0,29
PAAG_04498 48h ankyrin repeat and SAM domain-containing *
protein

*

PAAG_01591 24h  profilin

PAAG_03532 48h actin 0,95

PAAG_08697 48h myosin 2 1,28

*

PAAG_00814 24h conserved hypothetical protein

*

PAAG_00297 24h conserved hypothetical protein

Biological process of differentially expressed proteins from MIPS  (http:/pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method = analysis&Db =
p3_r48325_Par_brasi_Pb01) and Uniprot database (http://www.uniprot.org/).

?1dentification of differentially regulated proteins from Paracoccidioides genome database (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_
brasiliensis/MultiHome.html) using the ProteinLynx Global Server (PLGS) version 3.0 (Waters Corporation. Manchester. UK);

5Time in copper starvation condition;

°Proteins annotation from Paracoccidioides genome database or by homology in NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);

dprotein expression profiles in log2-fold change (56-threshold) obtained from ProteinLynx Global Server (PLGS) analysis normalized with internal standard.
*: identified only in copper starvation condition
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Table 5. The most abundant down-regulated proteins of Paracoccidioides lutzii

copper starvation detected using NanoUPLC-MSF.

yeast cells under

Accession number?

1. METABOLISM

Time®

Amino Acid Metabolism

PAAG_05328
PAAG_02901
PAAG_04701
PAAG_05328
PAAG_03279
PAAG_05406
PAAG_01991
PAAG_08162
PAAG_02354

24h
24h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h

Protein description®

3 isopropylmalate dehydrogenase A

S adenosylmethionine synthetase
cystathionine gamma lyase

3 isopropylmalate dehydrogenase A
aminopeptidase

histidine biosynthesis trifunctional protein
homoserine dehydrogenase
maleylacetoacetate isomerase

serine 3 dehydrogenase

C-compound and carbohydrate metabolism

PAAG_04181
PAAG_06473
PAAG_02653
PAAG_03776
PAAG_02162
PAAG_05093
PAAG_00889
PAAG_05392

48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h
48h

sorbitol utilization protein SOU2
mannitol 1 phosphate 5 dehydrogenase
acetyl coenzyme A synthetase

inositol 3 phosphate synthase

lactam utilization protein LamB

succinyl CoA 3 ketoacid coenzyme A transferase

phosphomannomutase
betaine aldehyde dehydrogenase

Nitrogen,sulfur and selenium metabolism

PAAG 04233
PAAG_07003

48h
48h

2 nitropropane dioxygenase
glutamine synthetase

Lipid, fatty acid and isoprenoid metabolism

PAAG_08277
PAAG_05454
PAAG_02554
PAAG_05984

24h
48h
48h
48h

nitroreductase family protein

acyl CoA dehydrogenase

3 hydroxyisobutyryl CoA hydrolase
glutaryl CoA dehydrogenase

Fold

change
(log2)*

-0,45
-0,26
-3,07
-1,20

-0,78
-1,51

-0,42
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*

PAAG_05940 48h deoxyribose phosphate aldolase

*

PAAG_02115 48h ribose phosphate pyrophosphokinase

PAAG_05019 48h hit family protein 1 -0,39

Metabolism of vitamins, cofactors, and prosthetic groups

PAAG_00851 48h 6,7 dimethyl 8 ribityllumazine synthase 1 -0,43

PAAG_04443 48h spermidine synthase *

Phosphate metabolism

*

PAAG_00657 48h inorganic pyrophosphatase

2. ENERGY

Glycolysis and Gluconeogenesis

PAAG_02869 24h phosphoglycerate kinase -1,14

*

PAAG_02682 48h fructose 1,6 bisphosphatase

PAAG_03296 48h Aconitase -0,68

*

PAAG_00856 48h isocitrate dehydrogenase subunit
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*

PAAG_07246 48h cytochrome-c oxidase chain VI

Respiration

PAAG_03309 48h suaprgal -0,53

Fermentation
PAAG_03910 48h aldehyde dehydrogenase

*

PAAG_03188 48h nuclear movement protein nudC -0,36

*

PAAG_04998 48h 60S ribosomal protein L8 B

*

PAAG_00724 48h ribosomal protein 11 large subunit

*

PAAG_03828 48h 40S ribosomal protein S9

*

PAAG_04425 48h 60S ribosomal protein L22

*

PAAG_01939 48h 60S ribosomal protein L27 A

*

PAAG_05805 48h 40S ribosomal protein S21

*

PAAG_00347 48h 60S ribosomal protein L9 B

*

PAAG_04572 48h ribosomal protein L14
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*

PAAG_06917 48h KH domain RNA binding protein

*

PAAG_00739 48h peptidyl prolyl cis trans isomerase B

Protein Modification

PAAG_01929 24h HNRNP arginine N methyltransferase -0,29

PAAG_06536 48h ubiquitin -0,73

*

PAAG_08020 24h 26S proteasome regulatory subunit rpn 8

*

PAAG_08020 48h 26S proteasome regulatory subunit rpn 8

*

PAAG_00071 48h proteasome component Y7

PAAG_04282 48h UBX domain containing protein *

PAAG_09004 48h puromycin sensitive aminopeptidase *
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7.0 CELLULAR TRANSPORT, TRANSPORT FACILITIES AND TRANSPORT ROUTE

Transported compounds

PAAG 04651 24h GTP binding nuclear protein GSP1 Ran

Transport routes

PAAG_06344 24h rab GDP dissociation inhibitor

PAAG 07702 24h ADRP ribosylation factor

PAAG_04651 48h GTP binding nuclear protein GSP1 Ran
PAAG 06155 48h vacuolar ATP synthase subunit E

8.0 CELLULAR COMMUNICATION/SIGNAL TRANSDUCTION MECHANISM
Cellular Signalling

PAAG_01519 24h inositol monophosphatase

PAAG_02820 24h GTP dependent nucleic acid binding protein
PAAG 08247 48h calmodulin

PAAG 02973 48h diploid state maintenance protein chpA
PAAG_02458 48h GTP binding protein ypt7

PAAG_06948 48h mitogen activated protein kinase MKC1

9. CELL RESCUE,DEFENSE AND VIRULENCE

Stress Response

PAAG_05679 24h heat shock protein

PAAG_05142 48h 10 kDa heat shock protein mitochondrial
PAAG 06811 48h heat shock protein STI1

PAAG_02055 48h histone chaperone asfl

PAAG_06255 48h mitochondrial co chaperone GrpE
PAAG_08260 48h Hsp90 co chaperone Cdc37
PAAG_01175 48h DNA damage-responsive-like protein

Detoxification

PAAG 03216 24h Mitochondrial peroxiredoxin PRX1
PAAG 04164 24h CuZn-superoxide dismutase
PAAG_06175 48h Peroxisomal matrix protein

PAAG 02364 48h Thioredoxin

PAAG_07772 48h Thioredoxin-like protein
PAAG_04164 48h CuZn-superoxide dismutase
PAAG_02725 48h Mn-superoxide dismutase

Disease, virulence and defense

-1,04

-0,32
-0,30
-1,02

-0,49

-0,71

-1,63
-0,81
-0,73
-0,76
-2,75
-0,72

-0,29

-0,43
-0,32




PAAG_03316 48h polysaccharide export protein *

10. INTERACTION WITH THE ENVIRONMENT

Homeostasis

PAAG_ 02019 48h mitochondrial F1FO ATP synthase subunit Atpl14 *

11. CELL FATE

Cell growth/morphogenesis

PAAG_04391 24h progesterone binding protein *
Cell death
PAAG_09083 48h TCTP family protein -0,88

12. BIOGENESIS OF CELLULAR COMPONENTS

Cytskeleton/structural proteins

PAAG_03532 24h actin -0,68
PAAG_08058 24h cofilin -0,36
PAAG_08058 48h cofilin -0,42
PAAG 03031 48h tubulin beta chain &
PAAG 06192 48h ARP2 3 complex 20 kDa subunit *
PAAG_02396 48h actin =
PAAG_05638 48h F actin capping protein subunit beta *
PAAG_01591 48h profilin *
PAAG_07958 48h fimbrin *
Peroxisome

PAAG_02064 48h peroxisomal membrane protein receptor Pex19 *

13. CELL TYPE DIFFERENTIATION

Fungal/ microorganismic tissue

PAAG_03921 24h HET C domain containing protein HetC *
PAAG_03628 48h tol protein-like protein *

14. UNCLASSIFIED PROTEINS
PAAG_02985 48h hypothetical protein *

Biological process of differentially expressed proteins from MIPS (http://pedant.helmholtz-muenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method = analysis&Db
= p3_r48325_Par_brasi_Ph01) and Uniprot database (http://www.uniprot.org/).

2 1dentification of differentially regulated proteins from Paracoccidioides genome database (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_
brasiliensis/MultiHome.html) using the ProteinLynx Global Server (PLGS) version 3.0 (Waters Corporation. Manchester. UK);

®Time in copper starvation condition;
°Proteins annotation from Paracoccidioides genome database or by homology in NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/);
9protein expression profiles in log2-fold change (56-threshold) obtained from ProteinLynx Global Server (PLGS) analysis normalized with internal standard.

*: identified only in copper-replete condition.
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5.8 Correlagao entre os dados protedmicos e trancricionais
Para validar a significancia dos resultados encontrados nas andlises protedmicas, foi

avaliado se as mudancas nos niveis proteicos teriam correlacdo com as mudancas nos niveis
transcricionais. cDNAs foram sintetizados e a quantidade de transcritos foi analisada por
gRT-PCR, com oligonucleotideos amplificadores especificos. Os niveis de transcritos
codificantes da Citrato sintase apresentou-se induzida nos tempos de 24 e 48h durante
deplecdo de cobre, conforme a analise proteébmica (Fig. 19 e Tabela 4). Com relacdo a 2-
Metilcitrato sintase, o transcrito foi mais abundante no tempo de 48h durante a deplecédo de

cobre, os dados corroboram com as analises protedmicas (Fig. 19 e Tabela 4).

Cs
2,5 4 *
2-MCs
1,5 - *
0.5 | .
0 | . |

BCS24h BCS48h BCS24h BCS48h

[V

Fold change

Incubation time

FIGURA 19. Validacado dos dados protedmicos por RT-PCR em tempo real. Os niveis de transcritos P.
lutzzi codificantes para Citrato sintase (CS) e 2-Metilcitrato sintase (2-MCS) foram quantificados por meio de
RT-qPCR. Os dados foram normalizados utilizando o transcrito codificante para a proteina L34 e apresentados
como fold change. Analises estatisticas para avaliar o nivel de significancia foram realizadas utilizando o test t

de student, adotando p<0,05 (*).

5.9 Analises por Western blotting
A andlise por Western blot foi realizada para confirmar a abundancia das proteinas de

P. lutzii detectadas por analises protedmicas. Este foi realizado utilizando anticorpos
especificos para duas proteinas: Enolase (Nogueira et al, 2010) e Formamidase (Borges et al,
2005) alteradas pelos niveis de cobre, como determinado pela anélise por NanoUPLC-MSE.

Os niveis de expressdo das enzimas Formamidase e Enolase de P. lutzii durante a privacao de
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cobre foram aumentados nas analises de western blot nos tempos de 24 e 48h, corroborando
com as andlises protedmicas (Figura 20, painéis A e B).
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FIGURA 20. Validacdo dos resultados do proteoma de P. lutzii durante privacdo de cobre por Western
blotting. Proteinas (30 pg) de células de levedura do P. lutzii foram incubadas a 36°C em meio com MMcM na presenca e
auséncia de cobre por 24 e 48h. A abundancia da Formamidase e Enolase foram analisadas por Western blotting. As
proteinas foram fracionadas em gel de eletroforese unidimensional. As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose e as espécies de proteinas ~ 45 e 47 kDa foram detectadas usando anticorpos policlonais de camundongo e
coelho anti-Formamidase e anti-Enolase, respectivamente. A analise densitométrica das bandas de imunotransferéncia foi

realizada utilizando o software AphaEaseFC.
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6. DISCUSSAO

O cobre é um metal de transicdo essencial para uma ampla gama de enzimas. Este
metal estd envolvido em muitas funcgdes indispensaveis para a vida da célula. As proteinas
cobre-dependentes, tal como o citocromo c oxidase, exerce um papel critico na sobrevivéncia
celular e desenvolvimento embrionario em células humanas (Hamza & Gitlin 2002). Sabe-se
que o excesso de cobre pode ser toxico devido a sua modulacdo redox, produzindo radicais
livres que causam danos a lipideos, proteinas e acidos nucléicos (Hodgkinson & Petris, 2012).
O excesso de metais leva a disturbios nos niveis de Fe e Cu podendo ter efeitos graves no
metabolismo celular, crescimento e desenvolvimento (De Freitas et al, 2003). Foi
demonstrado que o sistema regulatério de cobre em C. neoformans, regulado pelo fator de
transcricdo dependente de cobre Cufl, ativa a expressdo do transportador de cobre CTR4 de
C. neoformans em resposta a privacdo deste metal no interior de macrofagos durante a
infeccdo (Waterman et al, 2007). Na levedura Saccharomyces cerevisiae, a homeostase do
cobre e ferro séo fatores limitantes de crescimento em ambiente alcalino (Serrano et al, 2004).
Em relacdo aos microrganismos patogénicos, estudos tem demonstrado que os principais
mecanismos envolvidos na homeostase de metais estdo interligados aqueles envolvidos na
viruléncia e na patogenicidade (Jung & Kronstad, 2008, Ratledge, 2007). Deste modo, o cobre
controla um variada série de eventos bioguimicos modulando importantes fatores de
viruléncia dos fungos (Kim et al, 2008). Neste contexto, foi realizado estudo protedmico do
P. lutzii em condi¢6es limitantes de cobre por 24 e 48h. As analises protedmicas resultaram na
identificacdo de 68 proteinas/isoformas por eletroforese 2-DE, das quais 42 com expressao
aumentada e 26 com expressao diminuida durante a deplecdo de cobre. Através da técnica do
nano-ESI-UPLC-MSE um total de 366 protefnas foram identificadas, sendo 232 induzidas e
134 reprimidas na privacdo de cobre. Os resultados obtidos em nossas analises protedmicas
sob limitacdo de cobre, mostraram alteracGes de proteinas envolvidas com o metabolismo de
energia (via da glicélise, metabolismo de aminoacidos, metabolismo de lipideos, ciclo do
acido tricarboxilico, via das pentoses fosfato e ciclo do metilcitrato) proteinas destas vias
tiveram um aumento de expressdo, sugerindo 0s possiveis mecanismos utilizados por P. lutzii
para sobreviver durante deplecdo de cobre.

Os carboidratos sdo a fonte primaria e preferencial de carbono para a maioria dos
organismos, sendo utilizados para gerar energia e produzir biomoléculas. Em P. lutzii

observamos inducdo de proteinas da via glicolica em situagdo de privagdo de cobre. A
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glicdlise é responsavel pela conversdo de hexoses fosfatos chaves para o metabolismo de
piruvato, enquanto produzem ATP e NADH. A partir dai, as células realizam duas grandes
estratégias de producdo de energia, fermentacdo e respiracdo. Embora ambos os processos
regeneraram NAD", a respiracio é significativamente mais eficiente energeticamente do que a
fermentacdo uma vez que produz ATP adicional através do ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA) e fosforilagdo oxidativa (Askew et al, 2009). Em condicdo de privacdo de cobre, as
enzimas induzidas na via glicolitica possivelmente ativam o metabolismo aerébio, produzindo
ATP uma vez que a via do TCA também foi induzida. Como a glicolise é critica para
assimilacdo de carbono, a via tem sido mostrada estar induzida durante as infecgdes, sendo
importante para a viruléncia em bactérias patogénicas, parasitas e fungos (Barele et al, 2006;
Daily et al, 2007; Costa et al, 2007). Em Candida albicans, foi investigado o controle
transcricional do metabolismo de carboidratos e identificou-se dois fatores Tye7p e Gal4p,
como os reguladores chaves da glicélise. Quando a respiracdo € inibida ou oxigénio limitado,
a cepa galdtye7 de C. albicans mostra grave defeito de crescimento quando cultivadas em
glicose, frutose ou manose. Isso indica que a glicélise e o desvio de metabolitos para o ciclo
do TCA possui uma contribuicdo importante para na viruléncia deste fungo (Askew et al.,
2009). No caso do P. lutzii cultivado em ambiente com deficiéncia do micronutriente cobre,
podemos sugerir que esta utilizando a glicélise para produzir energia na forma de ATP, com
metabolismo aerdbio e auxiliando no processo adaptativo do fungo a um ambiente hostil do
hospedeiro.

Em nosso estudo, a enolase foi diferencialmente expressa em condi¢des de deplecédo de
cobre. Donofrio e colaboradores 2009, identificaram a proteina enolase com funcdo de
adesina, podendo participar na adesdo de Paracoccidioides, sendo considerado um fator de
viruléncia. A enolase de Paracoccidioides € uma proteina de superficie que se liga a
plasminogénio. Deste modo, o fungo é capaz de adquirir atividade proteolitica, pois a
plasmina gerada é uma enzima chave do sistema plasminogénio e contribui para a degradacéao
de uma variedade de constituintes da matriz. A ligacdo ao plasminogénio e a sua conversao a
plasmina (uma serina protease) contribiu para a patogenicidade de Paracoccidioides por
facilitar invasdo tecidual no hospedeiro (Nogueira et al, 2010). Podemos observar que o
aumento da expressdo da Enolase durante privacdo de cobre, além de sua funcdo na via

glicolitica, pode ser considerada suposto fator de viruléncia.
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A gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH), além do seu papel no metabolismo
de carboidratos, esta enzima ja foi descrita como molécula de adesdo em varios
microrganismos patogénicos. Em Candida albicans se liga as proteinas da matriz extracelular
e, consequentemente esta associada ao estabelecimento da infec¢do (Gozalbo et al, 1998). Em
Paracoccidioides, Barbosa et al, (2006) demonstraram que a GAPDH é uma molécula
localizada na parede celular do fungo: Esta proteina tem funcdo de adesina e liga-se a
componentes da matriz extracelular mediando a internalizacdo do fungo. Neste contexto
sugere-se que em condicdes de privacdo de cobre, 0 aumento da expressdo desta proteina
pode ser considerado um provavel fator de viruléncia do fungo.

Proteinas de P. lutzii envolvidas com metabolismo de nitrogénio como Formamidase,
Oxidoredutase 2-nitropopano dioxigenase apresentaram-se induzidas em 24 e 48 h em
condicdes de privacdo de cobre. A atividade de amidases é importante para a defesa de
patdégenos. A amdnia, um dos produtos finais da acdo da formamidase, tem papel importante
na patogénese de Helicobacter pylori, auxiliando na destruicdo tecidual e fornecendo
resisténcia para suportar as variacbes de pH (Bury-Moné et al, 2004). A formamidase
localizada na parede e membranas celulares, reage com anticorpos presentes no soro de
pacientes infectados com Paracoccidioides sugerindo um papel da proteina na interacdo do
fungo com o hospedeiro (Borges et al, 2005). Desta forma, a indugéo de enzimas relacionadas
com os fatores de viruléncia esta relacionada com os niveis intracelulares de cobre.

Em P. lutzii o complexo piruvato desidrogenase apresentou-se induzido durante
privacdo de cobre. Na respiracdo aerobia, o piruvato produzido pela glicolise e pela via das
pentoses fosfato € principalmente oxidado e descarboxilado a acetil-CoA pelo complexo
piruvato desidrogenase. Esta enzima é altamente conservada entre as espécies, e 0 genoma de
Candida albicans contém genes com elevada homologia com Saccharomyces cerevisiae
codificando um conjunto de genes para todas as subunidades de piruvato desidrogenase. O
rompimento de uma das subunidades dos genes da piruvato desidrogenase (Pdx1) em C.
albicans resulta na deficiéncia do crescimento filamentoso do fungo (Vellucci et al, 2007).
Podemos sugerir que disponibilidade de Acetil-CoA gerado pelo piruvato pode ser importante
para a sobrevivéncia de P. lutzii em condi¢des indspitas.

Durante a privagdo de cobre P. lutzii mostrou um aumento da expressdo de enzimas
envolvidas no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA). Cobre e o ferro representam funcdes

predominantes na via do metabolismo de energia. Muitos organismos utilizam a glicose como
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fonte preferencial de carbono . Esta pode ser convertida em um aglcar contendo cinco
carbonos, tais como ribose e desoxirribose, através da via pentose fosfato ou ser catabolisada
para piruvato e posteriormente acetil-CoA através da glicolise. O acetil-CoA entra para o
ciclo do &cido tricarboxilico (TCA), onde é convertido através de oito passos enzimaticos, em
intermediarios que alimentam numerosas vias, incluindo as vias de biossintese de
aminoacidos, acidos graxos e glicose (Lorenz e Fink, 2002). O metabolismo do piruvato, 0
ciclo do TCA e a cadeia respiratoria empregam mais proteinas contendo ferro e cobre, de tal
modo que estas vias tendem a ser mais vulneraveis aos distarbios na homeostase de ferro e
cobre. No ciclo do TCA, aconitase e succinato desidrogenase requerem ferro-enxofre ou
grupos prostéticos heme como cofatores. Apesar dessas enzimas ndo serem normalmente taxa
limitante, a deficiéncia de cobre pode torna-las taxa limitante sobre diauxic-shift (mudanca da
respiracdo anaerdbia para aerobia em leveduras) (DeRisi et al, 1997).

Dentre as via metabdlicas induzidas durante a deplecdo de cobre temos a via das
pentoses-fosfato, ao qual € uma via alternativa para o metabolismo da glicose-6-fosfato que é
usado principalmente para regenerar a oferta de uma célula de NADPH e para produzir a
ribose-5-fosfato, usado na biossintese de uma variedade de moléculas especializadas,
incluindo nucleotideos e os acidos nucleicos (Sprenger, 1995; Zamboni et al, 2004). Estudos
tem demonstrado que a atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase é importante para a
resisténcia as espécies reativas de oxigénio (MA et al, 1998). Nas analises protedmicas da
Chlamydia trachomatis durante a privacdo de ferro, demonstrou-se que a enzima 6-
fosfogliconolactonase esta envolvida na protecéo contra os danos oxidativos (Dill et al, 2009).
A via das pentoses-fosfato fornece substratos para a glicélise. A inducdo desta via durante
privacdo de cobre, presumidamente foi para a producdo de NADPH, processos biossintéticos
(como sintese de aminoacidos e de acidos graxos) ou degradacdo das espécies reativas de
oxigénio, produzidos pelo metabolismo aerébio.

O P. lutzii sob condicBes de deficiéncia de cobre apresentou elevado numero de
enzimas relacionadas com o metabolismo de aminoacidos, sendo a grande maioria
correlacionada com degradacdo de aminoacidos. Os intermediarios do Ciclo do é&cido
tricarboxilico: Fumarato, a-cetoglutarato, Succinil- CoA, Acetil-CoA s&o obtidos pela
degradacdo dos aminoacidos. A enzima isovaleril CoA desidrogenase envolvida no
metabolismo de acidos graxos foi induzida em condi¢fes limitantes de cobre. Esta enzima

catalisa a degradagdo de leucina e realiza a desidrogenacdo dos substratos de acil-CoA
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influenciando na producdo de acetil-CoA (Urano et al, 2010). Podemos sugerir que a
degradacdo de aminodcidos fornece substratos para o ciclo do TCA e metabolismo de
lipideos, obtendo energia desses ciclos aerobicamente.

A Biossintese de aminoacidos também foi induzida em condigdes de privacdo de
cobre, como a sintese de Cisteina, Triptofano, Valina, Leucina, Arginina, Isoleucina. Dois
novos genes regulados pelo fator de transcricdo MACL1 séo YFRO55w e YJL217w (Gross et
al, 2000). O produto previsto codificado por YFRO55w é 28% idéntico ao o produto Cys3,
que catalisa a producdo de cisteina a partir de cistationina e 26% idéntica a Metl7, que
converte O acetilhomoserina em homocisteina. YFR055w pode codificar uma das varias
isozimas cistationina y-liase em S. cerevisiae que geram cisteina a partir de cistationina
(Gross et al, 2000). Cys3 ¢é a maior cistationa y-liase importante na biossintese de cisteina em
levedura (Ono et al, 1999). A observacédo de que YFRO55w é induzida por Macl pode sugerir
que a resposta celular a deficiéncia de cobre é uma expansdo de pools de cisteina.
Comparando com esses trabalhos podemos sugerir que o aumento da expressdo de enzimas
relacionadas com a sintese de aminoacidos como a Homocitrato sintase, Aspartato
semialdeido desidrogenase, Argininosuccinato sintase, permite ofertar quantidades suficientes
destes aminodcidos aos ciclos metabdlicos da Glicdlise, TCA e via das pentoses-fosfato do P.
lutzii.

Os fungos filamentosos metabolizam agentes toxicos através do propionil-CoA pelo
ciclo do metilcitrato. As enzimas 2-metilisocitrato liase, 2-metilcitrato desidratase e 2-
metilcitrato sintase de P. lutzzi envolvidas com o ciclo do metilcitrato foram induzidas
durante a restricdo de cobre. Propionil-CoA é gerado por ativacdo direta de propionato ou pela
quebra de cadeias impares de &cidos graxos e dos aminoécidos valina, isoleucina e metionina
(Maerker et al, 2005; lbrahim-Granet et al, 2008). Os aminoacidos valina, isoleucina e
metionina foram positivamente regulados na privacao de cobre fornecendo substrato para a
oxidacdo de propionil- CoA a piruvato. Em Aspergillus fumigatus (Brook et al, 2008) foi
demonstrado que atenuacdo da viruléncia foi pela delecdo do gene metilcitrato sintase.
Levando em consideracdo os trabalhos citados acima, podemos sugerir que a inducdo de
enzimas do ciclo do metilcitrato em P. lutzii sob condigdes de privagéo de cobre, pode ser um
mecanismo de viruléncia usado pelo fungo para continuar sobrevivendo dentro da celula

hospedeira.
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De acordo com as analises protebmicas aqui apresentadas, observou-se maior expressdo
de enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos como Acil-CoA desidrogenase, 3-cetoacil-
CoA tiolase, Acetil-CoA aciltransferase, possivelmente aumentando a producéo de propionil-
CoA. Estudos sugerem um papel importante da via de B-oxidacdo dos &cidos graxos no
processo de viruléncia em bactéria e fungos (McKinney et al, 2000; Prigneau et al, 2003).
Diversos estudos tém descrito que acidos-graxos séo potenciais fontes de carbono para fungos
patogénicos durante infeccdo e a delecdo de genes envolvidos na (B-oxidacdo causa uma
acentuada atenuacdo da viruléncia (Ramirez & Lorenz, 2007). Podemos sugerir que a indugéo
do metabolismo de lipideos direciona para obtencdo e captacdo de fontes alternativas de
carbono relacionado a sobrevivéncia do P. lutzii em condicdes de limitacdo de cobre.

Nossos resultados demonstraram que proteinas relacionadas com a defesa e viruléncia
como as HSPs apresentaram-se com expressdo aumentada na privacdo de cobre. Varias
estratégias foram desenvolvidas pelas células para lidar com mudancas adversas no ambiente.
Entre essas, a resposta de choque térmico, também referida como resposta ao estresse, € a
mais conservada (Welch, 1992, Fehrenbach & Niess, 1999). Apesar de, a inducdo destas
proteinas ter sido inicialmente interpretada como um sinal para a deteccdo de estresse
fisiologico, estd bem estabelecido agora que a inducéo é fundamental nos processos de reparo
que seguem diferentes tipos de danos e na prevencao contra a agregacdo e coagulacdo de
proteinas ndo nativas (Santoro, 2000), principal mecanismo através do qual as HSP conferem
citoprotecdo, evitando dobraduras e interagdes incorretas entre as proteinas. O nivel de
expressdao aumentada das HSPs em P. lutzii durante a privacdo de cobre, pode estar
relacionado com a atividade dessas proteinas como chaperonas. A privacdo de cobre,
possivelmente, leva ao enovelamento incorreto de proteinas dependentes de cobre, as quais se
acumulariam no citoplasma. Altas concentracdo de proteinas desenoveladas podem ser toxicas
para a célula, desta forma a inducdo na expressao das HSPs que atuam como chaperonas pode
ser importante para produzir detoxificagéo.

A enzima antioxidante Cu/Zn superédxido superoxidase (SOD1), localizada no citosol e
no espaco intermembrana da mitocondria (Okado-Matsumoto & Fridovich, 2001; Sturtz et al,
2001), e o complexo IV séo duas enzimas chaves que requerem cobre como grupo prostético
(Horn & Barrientos, 2008; Kim et al, 2008). A atividade de muitas cuproenzimas diminui com
a deficiéncia de cobre por causa da falta de metal. Nossos resultados apresentaram uma

diminuicdo da expressdo Cu/Zn-superoxido dismutase durante a privacdo de cobre, pois é
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uma cuproenzima dependente de cobre. Foi demonstrado que a célula responde a niveis
baixos de cobre pelo aumento da expressdo da metalochaperona CCS. A maior quantidade de
moléculas CCS disponivel para entregar o cobre aumenta a eficiéncia de transferéncia deste
para SOD1, priorizando a distribuicdo de cobre quando ela é escassa (Bertinato et al, 2002).
Em S. cerevisiae a enzima Cu/Zn superoxido dismutase tem um papel na resposta a
deficiéncia de cobre ativando fatores de transcricdo como MAC1 que induz a transcricdo de
genes envolvidos na captacdo de alta afinidade de cobre como CTR1, CTR3 e FRE1 (Wood
& Thiele, 2008).

Nossos resultados fornecem a primeira resposta do proteoma de P. lutzii a privagéo de
cobre. Em concluséo, esta anélise protedmica de P. lutzii revelou que a maior resposta celular
afetada pela restricdo de cobre foi relacionada ao metabolismo de energia. Nossos dados
mostram também que a via glicolitica, ciclo do TCA, via das pentoses fosfato, ciclo do
metilcitrato e metabolismo de lipideos foram as vias mais induzidas durante a privagdo de
cobre, na qual o metabolismo aerdbio é favorecido. A remodelacdo metabdlica observada em
condicdes de privacao de cobre possivelmente € um mecanismo de sobrevivéncia do patdgeno

no ambiente hostil do hospedeiro.
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