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RESUMO

O fungo Paracoccidioides brasiliensis ¢ dimorfico e patogénico ao homem. Ele € o
agente etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM), a micose sistémica de maior
incidéncia da América Latina. O estabelecimento da infeccdo ¢ dependente da transi¢do de
micélio para levedura e este processo in vitro € reversivel e regulado pela mudanca de
temperatura de 22 °C para 36 °C. O projeto “Genoma funcional e diferencial do fungo
Paracoccidioides brasiliensis” identificou 6.022 PbAEST, que correspondem a genes
expressos no fungo, representando aproximadamente 80% do genoma do fungo. Na
intera¢do patdgeno-hospedeiro, a resposta eficiente do patdgeno contra o ataque oxidativo
imposto pelas células fagocitarias do hospedeiro facilita a sua sobrevivéncia no hospedeiro.
Os genes potencialmente envolvidos na resposta ao estresse oxidativo em P. brasiliensis,
identificados no projeto transcriptoma, foram categorizados em 4 classes: enzimas
antioxidantes (12 PbAESTs), biossintese e metabolismo da glutationa e regeneracdo de
NADPH (11 PbAESTs), homeostase de ions metalicos (3 PbAEST) e fatores
transcricionais (7 PbAESTs). Entre as seqiiéncias anotadas no transcriptoma, foram
estudadas neste trabalho aquelas que codificam para a CuZn superoxido dismutase GPI-
ancorada (PbSOD?3) e a citocromo ¢ peroxidase (PbCCP). A superdxido dismutase retira
do ambiente radical superoxido produzindo perdéxido de hidrogénio e por sua vez, a
citocromo ¢ peroxidase, uma das peroxidases existentes nas células, reduz o perdxido de
hidrogénio a 4gua. A seqiiéncia de cDNA que codifica para a enzima CuZnSOD GPI-
ancorada (PbSOD?3) de P. brasiliensis foi completamente seqiienciada. Esta enzima possui
massa molecular deduzida de 24,3 kDa e a assinatura caracteristica da familia CuZnSOD e
da regido de ancoragem a GPI na regido carboxi-terminal. A andlise comparativa das
seqiiéncias protéicas PbSOD3 e Sod5 de C. albicans indicou cerca de 40% de similaridade
em toda a extensdo da proteina, sendo mais conservadas as regides da assinatura do sitio
catalitico e de ancoragem a GPI. A analise no programa PSORT II indicou que a PbSOD3
deve estar localizada na parede celular (34,8% de probabilidade) ou com a mesma
probabilidade, na membrana celular. A seqiiéncia de cDNA que codifica para a citocromo
c peroxidase (PbCCP) esta parcial e a seqiiéncia da proteina deduzida mostra a presenca do
sitio ativo da peroxidase, sendo bastante conservada quando comparada com CCPs de
outros fungos. A andlise de Southern blot indicou que os genes que codificam para as

enzimas PbSOD3 e CCP estdo presentes no genoma do fungo em copia tnica. A andlise da

Xi



expressdo dos genes que codificam para a PbSOD3 e PbCCP durante a transicao dimorfica
in vitro, mostrou que ocorreu uma oscilagdo; entretanto, ndo ocorreu uma alteragdo do
padrdo de expressdo significativamente diferente entre as formas de micélio e levedura.
Também ndo foi observada varia¢do significativa da expressdo para ambos os genes, em
nivel transcricional, durante o choque térmico a 42 °C. Os ensaios de medida de atividade
enzimatica extracelular para a enzima SOD de P. brasiliensis, utilizando o meio de cultura
das células de levedura, ndo detectaram atividade desta enzima, sugerindo que a mesma
deve estar associada a parede celular e/ou membrana celular. A atividade enzimatica da
CCP de P. brasiliensis durante o choque térmico a 42 °C diminuiu em fun¢do do tempo de
incubacgdo das células de levedura, entretanto os valores ainda eram altos no fim do choque
térmico, indicando que provavelmente este patogeno ¢ capaz de responder ao estresse
oxidativo durante esta condicdo de drastica alteragdo fisioldégica. Os dados sugerem
fortemente que o P. brasiliensis esta apto, desde a forma de micélio, a responder contra as
injurias provocadas pelo estresse oxidativo, uma vez que este patdégeno apresenta niveis
similares de expressdo dos genes sod3 e ccp nas duas formas, micélio e levedura.
Experimentos de RNAi ou nocaute dos genes sod3 e ccp de P. brasiliensis devem ser
realizados para efetivamente demonstrar a funcdo destas enzimas na prote¢do contra o

estresse oxidativo.
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is a dimorphic and human pathogenic fungus. It is the
causative agent of paracoccidiodomycoses (PCM), an endemic disease widespread in Latin
America. The establishment of infection depends on the transition from mycelium to yeast
form and this process in vitro is reversible and dependent on temperature shifts from 22 °C
to 36 °C. The transcriptome project identified 6.022 PbAEST that corresponds to
expressed genes in fungus, representing approximately 80% of fungus genome. This data
has allowed the identification of genes related in different biological processes of the
fungus such as dimorphism, virulence and pathogenicity. In pathogen-host interaction, an
efficient pathogen’s response against oxidative attack imposed from host phagocytic cells
facilitates the pathogen survival in host. The genes potentially related in oxidative stress
response in P. brasiliensis identified in transcriptoma project were categorized in 4 groups:
antioxidant enzymes (12 PbAESTSs); biosynthesis and metabolism of glutathione and
NADPH regeneration (11 PbAESTSs); ions homeostasis (3 PbAESTs) and transcription
factors (7 PbAESTs). Among the annoted sequences in transcriptome, that ones coding for
enzymes superoxide dismutase GPI-anchored (PbSOD3) and cytochrome ¢ peroxidase
(PbCCP) were analyzed in this study. The enzyme superoxide dismutase removes
superoxide radical producing hydrogen peroxide and cytochrome c peroxidase, one of
peroxidases existing in cells, reduces hydrogen peroxide to water. The cDNA sequence
coding for CuZnSOD GPIl-anchored enzyme from P. brasiliensis was completely
sequenced. The deduced amino acid sequence of PbSOD3 has the molecular mass
predicted of 24,3 kDa and pl of 6,05; furthermore, it has the protein signature of CuZnSOD
family and a region for GPI anchoring in carboxyl-terminus. The comparative analysis of
protein sequences of PbSOD3 and Sod5 of C. albicans indicated approximately 40% of
similarity for the entire protein, where the most conserved regions are catalytic site of
enzyme and GPI anchoring. The PSORTII program analysis revealed that PbSOD3 may be
located in cell wall (34,8% of probability) or membrane plasmatic with the same
probability. The cDNA sequence coding for cytochrome c peroxidase is parcial and the
protein deduced sequence has the active site of peroxidases and this region is very
conserved when compared with CCPs of other fungi. The Southern blot analysis revealed
that the genes coding for enzymes PbSOD3 and PbCCP are present as single copies in the

fungus genome. The expression analysis of the same genes demonstrated an oscillation
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during dimorphic transition in vitro, however, do not occur any significantly difference in
the gene expression pattern between mycelium and yeast forms. Also, it has not shown any
significant difference in gene expression pattern during heat shock at 42 °C, at
transcriptional level, for both genes. The extracellular enzymatic activity assay, using yeast
culture medium (or supernatant), was done to verify P. brasiliensis SOD activity with no
activity detected. This result suggests that this enzyme may be associated to cell wall
and/or plasmatic membrane. The enzymatic activity of P. brasiliensis CCP during heat
shock at 42 °C decreases in function of incubation time of yeast cells, but the values
remained high at the end of heat shock, indicating that probably this pathogen is able to
respond to oxidative stress during this drastic physiological change. These data strongly
suggest that P. brasiliensis is capable, since mycelium form, to counteract injuries from
oxidative stress, because this pathogen presents similar levels of gene expression for sod3
and ccp in mycelium and yeast forms. Experiments in vitro and in vivo through gene
silencing (RNA1) or nocaute may be designed utilizing P. brasiliensis sod3 e ccp genes to

efficiently determine if these enzymes are important to protect against oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. O fungo Paracoccidioides brasiliensis

O fungo Paracoccidioides brasiliensis foi descrito por Adolpho Lutz em 1908, ¢
um fungo dimorfico e patogénico ao homem. Desde a primeira descri¢do, a espécie P.
brasiliensis vem sendo discutida. Em 1912, Alfonso Splendore estabeleceu as condi¢des de
cultivo in vitro para o fungo e o classificou como Zymonema brasiliensis. Em 1930,
Floriano Paulo de Almeida propds a mudanga de nome do género para Paracoccidioides e
desde entdo vem sendo considerado como uma espécie Unica. O fungo P. brasiliensis
pertence ao filo Ascomycota, familia Onygenaceae, ordem Onygenales e relaciona-se
proximamente com outros fungos patogé€nicos como Blastomyces dermatitidis, Emmonsia
parva e Histoplasma capsulatum (Bialek et al., 2000; San-Blas et al., 2005).

O fungo dimorfico P. brasiliensis ¢ um patdégeno humano, apresenta-se como
micélio, com células uninucleadas que formam hifas septadas e ramificadas a temperatura
ambiente e leveduras multinucleadas a 36 °C, temperatura do hospedeiro. A forma
leveduriforme produz uma estrutura caracteristica denominada roda de leme, na qual uma
célula-mae aparece circundada por multiplos brotamentos (Furtado et al., 1967). Essa
estrutura ¢ usada no diagnostico diferencial deste patdogeno. A transicdo de micélio para
levedura in vitro é reversivel e desencadeada pela mudanga de temperatura de 22 °C para
36 °C, o que faz de P. brasiliensis um modelo para o estudo dos mecanismos moleculares
envolvidos no dimorfismo e na expressdo génica diferencial (Silva et al., 1994). Assume-
se que o estabelecimento da infeccdo humana ¢ dependente da transi¢do de micélio para
levedura o que pode refletir a necessidade de mudangas adaptativas para assegurar a
sobrevivéncia do patdgeno no hospedeiro humano (Franco, 1987). Observa-se também que
linhagens que sdo incapazes de fazer a transi¢do de micélio para levedura sdo avirulentas
(San-Blas & Nino-Vega, 2001).

Um aspecto importante da transi¢do dimorfica ¢ a diferenca na composicdo da
parede celular entre as formas de micélio e levedura. Em P. brasiliensis, a forma
leveduriforme possui maior quantidade de quitina (37 a 48%) que a forma miceliana (7 a
18%) (Kanetsuna et al., 1969). Outro polissacarideo que difere nas duas fases ¢ a glucana.
O micélio ¢ composto preferencialmente por [3-glucana enquanto na levedura, a a-glucana

¢ o principal polimero de glicose presente (95%), indicando um possivel papel desse



polissacarideo na viruléncia do fungo (Kanetsuna & Carbonell, 1970). Em contrapartida, a
parede celular da forma miceliana ¢ mais rica em proteinas (24 a 41%), enquanto a parede
das leveduras possui apenas 7 a 14% de constituintes protéicos (Kanetsuna et al., 1969).
Os genes relacionados com a biossintese de componentes da parede celular de P.
brasiliensis  tais como d-1,3-glucana sintase (ags), quitina sintase (chs),
manosiltransferases, glucosamina-6-fosfato acetil transferase (gna) sdo considerados
potenciais fatores de viruléncia bem como potencias alvos de drogas antifiingicas (Felipe et
al., 2005; Tavares et al., 2005).

Ainda hoje pouco se conhece do habitat natural e do ciclo biologico do P.
brasiliensis. Assume-se que a forma miceliana saprobidtica encontra-se no solo e produz
propagulos assexuais que podem infectar o homem apods sua inalagdo (San-Blas ef al.,
2002). Alguns estudos mostram o isolamento deste fungo a partir de tatus silvestres da
espécie Dasypus novemcinctus numa area onde a PCM ¢ endémica (Bagagli et al., 1998;
Vergara, et. al., 1998; Silva-Vergara et al., 2000). Inicialmente postulou-se que o tatu fosse
um reservatorio natural do fungo, visto que ndo havia evidéncias clinicas da doenga no
animal infectado (Bagagli et al., 1998). Posteriormente, a formacdo de granuloma foi
observada em diversos 6rgdos do tatu, tais como pulmdo, bago e figado, sugerindo que
esses animais sejam também um possivel hospedeiro de P. brasiliensis (Restrepo et al.,
2001). O fato da distribui¢do geografica do D. novemcinctus se sobrepor em grande parte
as areas endémicas da paracoccidioidomicose (PCM), e do habito do animal estar
intimamente ligado ao solo, pode favorecer a delimitacdo da area do possivel reservatorio
natural do P. brasiliensis e conseqlientemente aquela que o paciente, na maioria
trabalhadores rurais, entra em contato com o fungo (Marques, 2003). Recentemente foi
relatado um caso de infeccdo de um cdo adulto doméstico no qual foi verificada a
formagdo de granuloma epitelidide, lesdo caracteristica da manifestacdo clinica da PCM
(Ricci et al, 2004). Diferentes autores ja buscaram e/ou relataram o isolamento do fungo P.
brasiliensis em outras espécies de tatus, primatas, felinos, morcegos, pingiiins. Entretanto,
tais estudos ndo trazem resultados conclusivos que elucidem esses aspectos da
ecoepidemiologia do fungo.

E consenso entre os autores a importancia do solo na ecologia do P. brasiliensis,
entretanto, ha uma dificuldade recorrente entre os mesmos no isolamento do fungo a partir
do solo. Ono e colaboradores (2002) investigaram o efeito de residuos quimicos

comumente encontrados nas plantagdes sobre o crescimento de P. brasiliensis € mostraram



que alguns desses residuos impediram o crescimento do fungo em todas as diluigcdes e
meios de cultura utilizados no estudo. Novas técnicas de PCR estdo sendo testadas para
tornar o isolamento do fungo a partir do solo mais eficiente.

O ascomiceto P. brasiliensis nunca teve seu ciclo sexual descrito, dificultando os
estudos em genética e a elucidagdo dos mecanismos que contribuem para o dimorfismo,
patogenicidade e viruléncia. Entretanto, fatores transcricionais relacionados ao ciclo sexual
de ascomicetos e transcritos envolvidos em recombina¢do meidtica foram descritos no
transcriptoma do P. brasiliensis, fornecendo forte evidéncia da ocorréncia de ciclo sexual
neste fungo (Felipe et al., 2003; Felipe et al., 2005). Apesar dos avangos, a composi¢ao
genética, o tamanho do genoma e a organizagdo cromossdmica sdo pouco conhecidos.
Estima-se que o fungo possua de 4 a 5 cromossomos, com um tamanho do genoma de
cerca de 30 Mb, e que possua entre 7.500 ¢ 9.000 genes (Cano, M. et al., 1998; Montoya et
al., 1999; Feitosa et al., 2003; Reinoso et al., 2005).

Dentro da espécie foram descritos diversos isolados os quais variam o padrdo
genético, a distribuicdo geografica, a patogenicidade e a viruléncia. A variabilidade
genética dentro da espécie P. brasiliensis vem sendo analisada por ferramentas
moleculares como RAPD “Random Amplified Polymorphic DNA”, RFLP “Restriction
Fragment Length Polymorphism” (Soares et al., 1995; Nifio-Vega et al., 2000), e
cariotipagem por eletroforese (Montoya et al., 1997; Montoya et al., 1999). Matute e
colaboradores (2006) propuseram, com base em estudos filogenéticos de 65 isolados de P.
brasiliensis, a existéncia de trés espécies filogeneticamente diferentes decorrentes de dois
eventos independentes de especiacdo, correlacionados ao padrdo de distribuicdo atual
dessas potenciais espécies. Nesse estudo, os pesquisadores amplificaram 8 (oito) regides de
5 (cinco) loci gendmicos e analisaram pela ferramenta de maxima parcimonia.

O isolado Pb01 foi caracterizado pela andlise de RAPD, e evidenciou-se que este
isolado possui perfis genotipicos diferentes dos demais isolados analisados e que ele esta
localizado em grupo excludente, juntamente com o isolado Pb7455, pela analise de
UPGMA (“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”) (Soares et al. 1995 e
Molinari-Madlum et al., 1999). Um estudo realizado com 21 isolados de P. brasiliensis de
diversas regides da América do Sul, pela técnica de tipagem por seqiienciamento de multi
l6cus (MSLT), mostrou que o isolado Pb01 pode pertencer a um novo tdxon ou até¢ mesmo
a uma nova espécie pelas suas diferengas genotipicas e pelos padrdes de filogramas obtidos

nas andlises de maxima parcimonia pelo PAUP 4.0. Todas as arvores geradas tiveram um



mesmo padrdo, nas quais o isolado PbO1 encontrava-se em um ramo distinto dos demais
isolados (Carrero et al., em publicagdo).

Recentemente, foi realizado em nosso laboratorio um estudo com mais 50 isolados
de P. brasiliensis oriundos da regido de Mato Grosso pela analise de MLST. Mostrou-se
que 17 isolados apresentaram um padrdo de agrupamento similar ao Pb01, estas andlises
encontram-se em andamento (Teixeira, M., comunicacdo pessoal) e certamente

contribuirdo, em muito, para a definicdo de possiveis novas espécies deste patogeno.

1.2. A Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ a micose sistémica de maior prevaléncia da
América Latina (Franco, 1987; McEwen et al., 1995; Restrepo et al., 2001), estando
geograficamente confinada a essa regido. A PCM ocorre em areas que se estendem do
México a Argentina, onde predominam temperaturas que variam de 17 a 24 °C, indices
pluviométricos de 900 a 1.800 mm/ano, florestas abundantes, inverno curto e verao
chuvoso (Restrepo, 1985). Os paises de maior incidéncia da PCM sdo Brasil (80% dos
casos), Venezuela e Colombia (Restrepo, 1985). Estima-se que 10 milhdes de pessoas
estejam infectadas e cerca de 2% desenvolverdo a doenca (Restrepo et al., 2001). No
Brasil, a PCM ¢ a micose sistémica de maior incidéncia, com taxa de mortalidade de
aproximadamente 200 mortes por ano, com os estados das regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste apresentando as maiores taxas de mortalidade (Coutinho et al., 2002).

A PCM ¢ predominantemente detectada em adultos do sexo masculino,
apresentando uma taxa global de 13 homens para cada mulher doente (Brummer et al.,
1993) e em algumas areas endémicas essa taxa pode chegar a 78:1 (Restrepo et al., 1984).
Individuos de ambos os sexos tém o mesmo contato com o fungo, portanto essa grande
incidéncia em individuos do sexo masculino nio esta relacionada com o grau de exposi¢ao
ao patogeno. Além disso, individuos que ainda ndo atingiram a puberdade desenvolvem a
doenga independentemente do sexo. Essas observagdes vem sendo relacionadas a
componentes hormonais do hospedeiro, os quais podem estar atuando na patogenia do
fungo. Nesse contexto, Restrepo e colaboradores (1984) mostraram que o hormodnio
feminino [-estradiol inibe a transigdo in vitro de P. brasiliensis da forma de micélio para

levedura, outros estudos corroboraram esses resultados e adicionalmente mostraram que a



transicao de conidio para levedura também ¢ impedida por esse hormonio, evidenciando o
seu papel protetor (Loose et al. 1983, Stover et al., 1986, Salazar et al., 1988).

Assume-se que o patdogeno na forma miceliana presente no solo, produz conidios ou
propagulos que sdo dispersos pelo ar. Ao serem inalados, os conidios atingem os pulmdes,
onde sofrem a transi¢do para a forma de levedura, fundamental para o estabelecimento da
infeccdo (San-Blas ef al., 2002). Posteriormente, a infec¢do poderia ser disseminada para
os demais tecidos do hospedeiro, tornar-se latente, ou ser erradicada, dependendo da
resposta imunolégica do hospedeiro e da viruléncia do fungo (Franco et al., 1994; San-
Blas et al., 2002). A infeccdo pode dar-se ainda por trauma na mucosa oral, anal ou
cutanea (Restrepo, 1978).

A maioria dos individuos infectados por P. brasiliensis desenvolve apenas infec¢ao
assintomatica, definida como paracoccidioidomicose-infec¢do, a qual acomete
principalmente individuos sadios que vivem em areas endémicas. Em outros individuos, a
infec¢do pode progredir originando a doenga com manifestagdes clinicas diversas, sendo
caracterizada principalmente por granulomas cronicos com alta freqiiéncia de lesdes
pulmonares e mucocutaneas (Franco, 1987; Franco et al., 1993). Desse modo, a PCM pode
dar origem a duas formas que se diferenciam quanto a caracteristicas clinicas,
imunoldgicas e histopatoldgicas: a forma aguda (tipo juvenil) ou a forma cronica (tipo
adulto). A PCM aguda estd associada a taxas de mortalidade significativas, sendo
geralmente de carater bastante severo, e acometendo, principalmente, jovens de ambos os
sexos. Essa forma da doenca desenvolve-se rapidamente (semanas a meses), atinge
primariamente os pulmdes, e progride por disseminagdo linfatica e sangiiinea,
comprometendo principalmente o sistema reticuloendotelial (bago, figado, linfonodos e
medula 6ssea). A forma aguda responde por 3 a 5% dos casos. A forma cronica da doenca
¢ mais comum, cerca de 90% de todos os casos, e ¢ caracteristicamente de progressao lenta
(meses a anos). Nesse tipo da doencga, as lesdes sdo restritas a alguns 6rgdos, sendo na
maioria dos casos unifocal (lesdo apenas no pulmao) e em outros multifocal, com as lesdes
extrapulmonares atingindo as mucosas oral e nasal, pele, linfonodos e glandulas adrenais.
A forma cronica pode acarretar seqiiclas pulmonares e subcutaneas e, em casos mais
graves, ou na auséncia de tratamento adequado, pode vir a causar a morte do individuo
doente. Os pacientes que desenvolvem esse tipo de manifestacdo clinica da doenga sdo

geralmente adultos do sexo masculino (Franco, 1987; Brummer ef al., 1993)



A resposta imune celular e a formacdo de lesdes granulomatosas fornecem uma
resposta protetora maxima do hospedeiro (migracdo, diferenciagdo e ativacdo de
macrofagos) contra patdégenos intracelulares (Rumbley & Phillips, 1999). Esse aspecto ¢
particularmente importante para P. brasiliensis, uma vez que esse fungo pode se apresentar
como um patdgeno intracelular facultativo, capaz de sobreviver e se replicar no interior de
células epiteliais e de macréfagos murinos e humanos ndo ativados (Brummer et al., 1989;
Moscardi-Bacchi et al., 1994).

A PCM ¢ caracterizada por ser uma doenca de padrdo granulomatoso. O granuloma
¢ a lesdo fundamental que ocorre na PCM, apresentando-se como componente essencial na
defesa anti-P. brasiliensis. Essa lesdo resulta de uma reagao de hipersensibilidade tardia
(DTH) contra antigenos do agente infeccioso, ocorrendo também em outras doengas
infecciosas, como tuberculose, hanseniase e histoplasmose. O desenvolvimento do
granuloma permite a conten¢do do patdogeno, impedindo sua disseminacdo pelo organismo
(Romani, 1997). O macrofago ¢ a principal célula integrante do granuloma, apresentando
atividades microbicidas e de apresentador de antigeno, além de, juntamente com linfocitos
T, produzir citocinas. Plasmocitos, eosindfilos e fibroblastos também estdo presentes no
granuloma (de Brito & Franco, 1994). A atividade de linfoécitos T e a resposta
granulomatosa sdo caracteristicas das formas localizadas da infeccdo, enquanto que nas
formas disseminadas ndo se observa formagdo de granulomas epitelidides (San-Blas &
Nifio-Vega, 2001; Murphy, 1998).

A resisténcia do hospedeiro a infeccdo por P. brasiliensis esta relacionada a
formagdo de um granuloma epitelioide compacto e a capacidade de desenvolver uma
resposta imunologica celular efetiva (Franco, 1987; Franco et al., 1993). Em modelos
murinos, a resisténcia também tem sido associada ao papel do interferon gama (IFN-y)
(Cano, L. et al., 1998), importante na ativacao dos macrofagos para a produgdo de 6xido
nitrico (NO), que atua como agente microbicida (Bocca et al., 1998). O IFN-y também
estimula macrofagos infectados por P. brasiliensis a secretar fator de necrose tumoral
(TNF-0), necessario para a persisténcia do granuloma. (Souto et al, 2000). Em
camundongos resistentes a paracoccidioidomicose, verificou-se uma infec¢ao caracterizada
pela ativagdo de macréfagos e neutrofilos, sendo evidenciada principalmente pelo aumento
da produgdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) e manutencdo da producdo do anion
superoxido (0,7). Além disso, esses animais apresentaram no inicio da infecgdo uma alta e

constante producao de IFN-y e pequena producao de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-



10). J& em camundongos suscetiveis, verificou-se nivel baixo e transitorio de IFN-y e
producao relativamente alta de IL-5 e IL-10. Estes resultados sugerem que a producdo alta
e precoce de TNF-a e IFN-y seguida da manutencdo da producdo de IL-2 e IFN-y
desempenha papel dominante nos mecanismos de resisténcia a infeccao por P. brasiliensis.
(Calich & Kashino, 1998; Kashino et al., 2000).

Recentemente, Carmo e colaboradores (2006) demonstraram que a atividade
microbicida por monécitos humanos pode ter a participacao efetiva do H,O,, uma vez que
a atividade fungicida dessas células diminuiu drasticamente com a presenga da enzima
catalase no sistema contendo monoécitos ativados por TNF-a e desafiados por P.
brasiliensis. Adicionalmente, verificou-se que a presen¢a dessa enzima ndo produziu
nenhum efeito téxico aos mondcitos nem ao fungo e que a producdo desse metabolito
estava diminuida na presenca da catalase. Esses dados se opdem aos encontrados em
modelos murinos, nos quais demonstrou-se que os macrofagos exercem atividade

microbicida por mecanismos independentes da via oxidativa (Brummer et al., 1988)

1.3. O projeto “Genoma funcional e diferencial do fungo Paracoccidioides

brasiliensis”

O projeto da rede Centro-Oeste do genoma brasileiro intitulado “Genoma funcional
e diferencial do fungo Paracoccidioides brasiliensis” objetivou o seqiienciamento em larga
escala de genes expressos nas formas de micélio e levedura in vitro (Felipe et al., 2003,
Felipe et al., 2005). Com a andlise dos dados, espera-se que genes potencialmente
envolvidos no dimorfismo, viruléncia e patogenicidade possam ser identificados para em
um segundo momento serem utilizados em estudos que permitam a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na infec¢do do hospedeiro e estabelecimento da doenga.

No projeto, foram comparados os conjuntos de genes expressos no micélio e na
levedura. As EST’s (“expressed sequence tag”) foram geradas a partir de bibliotecas ndo
normalizadas de cDNA de micélio e levedura. Os insertos de cDNA variaram de 0,5 a 2,5
kb, e foi feito o seqiienciamento a partir da extremidade 5° de 25.598 clones
randomicamente selecionados de ambas as bibliotecas. Apds a remog¢do de seqiiéncias
derivadas de contaminacdo com DNA bacteriano ¢ rRNA, obteve-se 19.718 EST’s de alta
qualidade. Essas seqiiéncias foram submetidas ao programa CAP3 para montagem

eletronica, que consiste na comparagdo entre as seqiiéncias visando o agrupamento



daquelas que sdo similares, o consenso resultante ¢ denominado de “contig”. As demais
seqiiéncias, que ndo se alinharam entre si foram denominadas de “singlets”. Assim, foram
originados 2.655 contigs e 3.367 singlets, totalizando um banco de dados de 6.022
PbAEST’s (“P. brasiliensis assembled EST sequence”), os quais correspondem a 6.022
genes expressos deste patdogeno, representando aproximadamente 80% do genoma do
fungo. A partir dai, as anotagdes de genes foram feitas por comparagdo desses PbDAEST’s
com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados publicos. A determinagdo de genes que
sdo0 mais ou menos expressos em micélio e em levedura foi feita a partir de subtragdo
eletronica, que consiste na comparac¢ao da freqiiéncia da seqiiéncia em relag@o ao total de
PbAEST’s. Para validacdo desses dados preliminares, foram realizados experimentos de
microarranjos de cDNA, nos quais o cDNA de cada fase foi usado como sonda contra uma
membrana de 1.152 genes previamente escolhidos (Felipe et al., 2005; Andrade et al.,
2006).

Do total de PbAESTs obtidas, 68,3% mostraram homologia com seqiiéncias de
fungos depositadas em bancos de dados (GenBank®™). Analises posteriores, utilizando-se
ferramentas de bioinformatica permitiram que 2.931 desse total de PbAEST’s fossem
anotadas e categorizadas em 12 grupos, de acordo com a provavel fun¢do, como mostrado

na tabela 1 (Felipe et al., 2005).

Tabela 1. Categorizacido funcional de PbAEST’s. Principais categorias estabelecidas para os
transcritos identificados pelo Projeto “Genoma funcional e diferencial de P. brasiliensis”,
conforme descrito por Felipe et al. (2005). As PbAEST’s que apresentaram similaridade com
seqiiéncias depositadas em bancos de dados foram categorizadas em 12 grupos de acordo com suas

provaveis fungdes. Modificado de Felipe et al. (2005).

Categorias Porcentagem

de PbAEST’s
metabolismo 29%
transcrigao 12%
sintese proteica 10%
energia 9%
degradacao protéica 9%
ciclo celular e processamento de DNA 8%
mecanismos de transporte celular 5%
facilitacdo de transporte 5%
controle da organizacao celular 4%
comunicac¢ao celular e transdugao de sinal 4%
defesa celular e viruléncia 3%
morte celular 2%




Cerca de 29% das PbAEST’s anotadas estdo relacionadas com o metabolismo do
fungo. O perfil transcricional da fase miceliana sugere um metabolismo aerobico,
evidenciado pela maior expressao de seqiiéncias codificantes para enzimas participantes do
ciclo de Krebs como a isocitrato desidrogenase e succinil-CoA sintetase. Na fase
leveduriforme, observa-se a superexpressdo da enzima alcool desidrogenase I, o que
possibilita a produ¢do de alcool e evidencia o metabolismo, pelo menos parcialmente,
anaerobico. Além disto, enzimas relacionadas com o ciclo do glioxilato, como a isocitrato
liase e a malato sintase, bem como as enzimas acetamidase, aminotransferase, PAPS
redutase estdo superexpressas na fase de levedura, o que permite o consumo de compostos
com dois carbonos. Esta diferenca de metabolismo pode promover a adaptacdo e
sobrevivéncia do fungo no interior dos fagossomos de células do tecido hospedeiro, um
ambiente pobre em oxigénio. Também estd representado no transcriptoma do fungo
provaveis genes relacionados com vias cldssicas de biossintese e degradagdo de lipideos,
biossintese de aminoacidos e nucleotideos, mostrando que a excecdo do aminodcido
asparagina, o fungo ¢ capaz de produzir e metabolizar todos os aminoicidos e
nucleotideos. Dados relacionados a biossintese de vitaminas e cofatores também estdo
presentes, mostrando que ele ¢ capaz de sintetizar riboflavina, FMN, piridoxina,
pantotenato, folato, FAD, NAD, NADP, porfirina. Tiamina e biotina provavelmente ndo
sdo produzidas pelo fungo, uma vez que ndo foram identificadas seqiiéncias que codificam
para enzimas que participam destas vias metabolicas, o que corrobora a necessidade destes
compostos no meio de cultivo do P. brasiliensis.

Outro dado importante ¢ que 4% de PbAESTs anotadas pertencem a vias
relacionadas com comunicacdo celular e transdugdo de sinal, relacionadas a diferenciagao
celular em fungos dimorficos e/ou patogénicos. Os genes que codificam para as proteinas
das vias MAPK, PKA/cAMP/Rasl, calcineurina/calmodulina, entre outras foram
encontrados no transcriptoma de P. brasiliensis, entretanto, pouco se conhece do papel
dessas vias no processo de diferenciagdo deste fungo (Fernandes et al., 2005). Uma via
possivelmente relacionada a este processo ¢ a via do AMP ciclico (cAMP)/proteina
quinase A (PKA), pois a adicdo de cAMP exogeno inibe a transicdo de levedura para
micélio (Paris et al., 1985). A calmodulina pertence a familia de proteinas que se ligam ao
calcio e participa de diversos processos celulares que envolvem fosfatases, fosfodiesterases

e proteinas quinases (Kretsinger, 1980; Lukas et al., 1988; Perrino & Soderling, 1998;



Sonnenburg et al., 1998). A calmodulina também estd presente em processos de
diferenciacdo em fungos. De Carvalho e colaboradores (2003) mostraram que inibidores da
calmodulina afetaram a diferenciagdo de micélio para levedura em P. brasiliensis,
mostrando que a via Ca*?*/calmodulina deve desempenhar um papel importante na transigio
dimorfica.

As chaperonas moleculares ou proteinas de estresse também estdo presentes no P.
brasiliensis, como apontado no transcriptoma. Essa classe de proteinas foi primeiramente
descrita como HSP (“heat shock protein™) porque seus membros eram superexpressas em
resposta ao choque térmico. Hoje, sabe-se que outros tipos de estresse, como oxidativo,
osmotico ou baixas temperaturas, podem induzir a expressdo das chaperonas moleculares
(Siderius et al., 1997; Kandror et al., 2004; Moraitis & Curran, 2004). Essas proteinas
participam do “folding” e da renaturacdo de proteinas e estdo presentes em processos
celulares como transicdo dimoérfica em fungos e na imunopatogenicidade de doengas
infecciosas (Feder & Hofmann, 1999; Walter & Buchner, 2002; Ziigel & Kaufmann,
1999). A andlise do transcriptoma mostrou 438 ESTs (184 em micélio e 253 em levedura)
que foram agrupadas em 48 tipos distintos de chaperonas e co-chaperonas. Essas proteinas
sdo agrupadas em familias: pequenas HSP (massa molecular variando de 12 a 43 KDa);
HSP40 ou Dnal (funcionam como co-chaperona das HSP70); HSP60 ou chaperoninas;
HSP70; HSP90; HSP100 e outras chaperonas. No P. brasiliensis as PDAEST foram assim
distribuidas: 3 (trés) pequenas chaperonas; 9 (nove) HSP40; 10 (dez) HSP60; 7 (sete)
HSP70; 5 (cinco) HSP90; 4 (quatro) HSP100 e 10 (dez) outras chaperonas (Nicola et al.,
2005).

E importante ressaltar que, paralelamente, outro projeto transcriptoma de P.
brasiliensis foi desenvolvido por Goldman e colaboradores (2003). Nesse caso, foi
utilizado o isolado Pb18 e foi construida uma biblioteca de cDNA de leveduras cultivadas
in vitro recuperadas de camundongos infectados.

Os dados obtidos por esses dois projetos permitiram a identificacdo de genes
envolvidos em diversos processos biologicos do fungo, que vem contribuindo para um

melhor entendimento da relagdo patdogeno-hospedeiro.
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1.4. Estresse oxidativo nos sistemas biologicos

1.4.1. Espécies reativas de oxigénio (EROS)

A nocdo de que o oxigénio exerce efeitos toxicos através da geracdo de radicais
livres foi proposta por Gerschman e colaboradores em 1954. O termo “estresse oxidativo”
foi usado por Fridovich em 1978. Sies (1993) define esse tipo de estresse como um
desequilibrio na célula ou no organismo entre oxidantes e antioxidantes em favor dos
oxidantes. O desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢do das espécies reativas de oxigénio
(EROS) no organismo, decorrente da diminui¢do dos antioxidantes enddgenos ou do
aumento da geracdo de espécies oxidantes, gera um estado pro-oxidante que favorece a
ocorréncia de danos oxidativos em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive
podendo resultar na morte celular (Gutteridge, 1993).

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas de oxigénio em diferentes
estados de excitagdo e/ou reducdo, bem como compostos de oxigénio com hidrogénio,
nitrogénio e cloro. As EROS incluem espécies radicalares e ndo-radicalares. Radical livre é
qualquer espécie capaz de uma existéncia independente e que contém um ou mais elétrons
nao-pareados (Halliwell & Gutteridge, 1999). Os radicais livres reagem com espécies nao-
radicalares, sempre gerando um radical livre. Desse modo, pode ocorrer a amplificagdo do
evento inicial através de uma reacdo em cadeia (Fridovich, 1998). As espécies primarias
incluem o radical superoxido (O;"), o perdxido de hidrogénio (H,0,), o radical hidroxil
(HO") e o radical hidroperoxil (HOO"). Os radicais secundarios sdo produzidos a partir da
reacdo de espécies primarias com constituintes celulares (DNA, lipideos, proteinas),
incluem os hidroperdxidos (ROOH), os radicais peroxil (ROQ"), peroxinitritos (ONOO") e
os epoxidos ou aldeidos (Sigler et al., 1999).

Durante o curso das reacdes de redugdo de O, a 2H,O e oxidagcdo de compostos
organicos a CO,, nos ciclos de producio de energia dos organismos aerobios, cerca de 2 -
3% das moléculas de oxigénio sdo reduzidas apenas parcialmente, originando as espécies
reativas de oxigénio (Ames et al., 1993). Existem duas importantes fontes geradoras de
EROS endodgenas a cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias e a B-oxidagdo de
acidos graxos nos peroxissomos. Desta forma as células de organismos aerdbicos estdo
constantemente expostas a acdo das EROS. Outros tipos celulares, como os macréfagos e

neutr6filos podem aumentar o consumo de oxigénio e conseqiientemente a producdo de
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EROS devido a uma resposta fisiolégica. Os macréfagos geram radical superdxido através
da reducdo do oxigénio (O,) mediado pela enzima NADPH oxidase; o radical superoxido
pode ser dismutado a perdxido de hidrogénio (H,0O,) ou combina-se com o 6xido nitrico
(NO) formando o radical peroxinitrito (ONOQO’). A enzima mieloperoxidase (MPO),
também presente em macrdofagos, converte o peroxido de hidrogénio e o radical cloridrico
(CI) a 4cido hipocloroso (HCIO) e outros oxidantes contendo cloro (Gaut et al., 2001). No
interior de macrofagos ativados, citocinas especificas ativam a iNOS (6xido nitrico sintase
induzivel) a converter L-arginina a NO (MacMicking et al., 1987). A toxidade das espécies
reativas de nitrogénio ¢ devido a capacidade delas de reagir diretamente com os anéis
aromaticos dos aminodcidos, grupos sulfidril, lipideos, proteinas ¢ DNA (revisado por
Ridnour et al., 2004). O radical peroxinitrito (ONOQO") também pode inativar enzimas
mitocondriais, afetando os ciclos de obtencdo de energia da célula (Radi et al., 2002). As
principais vias de formagdo de espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e cloro no interior

de células fagocitdrias estdo representadas na figura 1 (extraida de Missall et al., 2004).

Figura 1. Principais vias existentes no interior das células fagocitarias que geram espécies

reativas de oxigénio, nitrogénio e cloro. Extraido de Missall et al., 2004.

Outros componentes importantes na geragio de EROS sio os fons Fe*" e Cu*". O
cobre pode ter dois estados redox, o oxidado Cu®" e reduzido Cu'", assim como o ferro que
se apresenta como Fe”" (reduzido) e Fe’* (oxidado). Os organismos requerem o Cu”" e Fe**
como cofatores de diversos processos bioldgicos como respiragdo, transporte de ions,

protecdo contra estresse oxidativo, crescimento celular normal entre outros. Entretanto, o
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Cu®" e Fe*" reagem com o perdxido de hidrogénio, gerando o radical hidroxil (HO")

através da reagdo de Fenton (Puig ef al., 2002).

Fe? + H,0, + H - Fe*" + H,0 + HO'
ou

Fe'? + H,0, —» Fe*' + OH + HO'

e A e . ~ 3+ r
O ferro em presenca de oxigénio sofre auto-oxidacdo, gerando Fe™', que ¢ a forma
que entra na célula.

2Fe?+0,+2H" - 2F +2H,0,

. + . .. r
O ferro intracelular (Fe’") pode reagir com O,”, gerado através de processos
yqe .. 2+ ;. . A e 2+
metabdlicos, originando Fe” e O, . O peroxido de hidrogénio reage com outro Fe™ na

reacdo de Fenton.

Fe3+ + 02._ — Fe+2 + 02

O conjunto dessas reagdes forma uma intrincada rede de ciclagem do ferro nos seus
estados redox que produzem EROS (Wisnicka e al., 1998). O radical hidroxil (HO")
gerado na reagdo de Fenton ¢ um potente oxidante que ataca a maioria dos compostos
organicos como os acidos nucléicos, as proteinas e os lipideos (Czapski, 1984). O ferro
intracelular (Fe’") ndo est4 livre em solugdo e entdo ele se liga a polidnions como os 4cidos
nucléicos ou fosfolipideos de membranas (Fridovich, 1998). Por estas razdes, os niveis
intracelulares dos fons Fe** e Cu®" sdo controlados cuidadosamente.

O radical superdxido (O,) é formado pela redugdo monovalente do oxigénio
molecular (O;) ou a partir da auto-oxidagdo de compostos como ascorbato, catecolaminas,
leucoflavinas, tetrahidropterinos e compostos da cadeia transportadora de elétrons
(Fridovich, 1997). O radical superdxido (O;") inativa as enzimas desidratases que contém

centros 4Fe-4S, como a enzima aconitase e 6-fosfogluconato desidratase (Valentine et al.,

1998).
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1.4.2. Resposta ao estresse oxidativo

1.4.2.1. Defesas antioxidantes

As acdes antioxidantes incluem: prevencdo da formacdo de EROS, interceptagdo
das EROS e o reparo dos danos induzidos pelas EROS (Sigler et al., 1999). As defesas
contra a toxicidade do O, devem estar presentes nas células para minimizar a produgdo dos
radicais livres e para eliminar aqueles radicais cuja producdo ndo podem ser evitada
(Fridovich, 1998). Define-se como antioxidante qualquer substancia que, presente em
baixas concentracdes, impede ou adia significantemente a oxidagdo do substrato. Os
antioxidantes evitam a gera¢do de EROS pela remogao de metais, pela remogao através de
reacdes enzimdticas de um oxidante em potencial, ou pela reacdo direta com as EROS
(Sigler et al., 1999).

As enzimas que constituem as defesas antioxidantes primarias sdo catalase,
superoxido dismutase, citocromo c¢ peroxidase, glutationa peroxidase e tioredoxina
peroxidase. Também fazem parte da defesa antioxidante: os antioxidantes tiol-especificos;
as proteinas que minimizam a disponibilidade dos pro-oxidantes (ions ferro e cobre), como
as transferrinas, haptoglobinas e metalotioneinas; as proteinas que protegem as
biomoléculas contra o dano por outros mecanismos, como as proteinas de choque térmico;
e os metabolitos de baixa massa molecular que removem os radicais livres como a
glutationa, bilirrubina, &cido urico (antioxidantes hidrofilicos) e flavonoides, tocoferol,
retinol (antioxidantes lipofilicos). A composicdo das defesas antioxidantes das células
varia de acordo com o tipo celular (Halliwel & Gutteridge, 1999). Sistemas proteoliticos
(proteinases e peptidases) que impedem o acumulo de proteinas danificadas por oxidacao
constituem as defesas antioxidantes secundarias (Sigler et al., 1999).

A catalase ¢ uma enzima que catalisa a reagdo 2 H,O, — O, e H,0. Esta enzima
estd amplamente distribuida entre os organismos aerdbicos. Sdo conhecidas trés familias de
catalase: manganés-catalse, presente apenas em procariotos; catalase-peroxidase,
encontrada em procariotos e eucariotos inferiores e catalase verdadeira (“true catalase”),
que sdo enzimas que contem um grupamento heme e apresentam-se como homotetramero
encontradas em eucariotos e procariotos (Klotz et al., 1997). Moreira e colaboradores
(2004) isolaram e caracterizaram o cDNA completo que codifica para a catalase

peroxissomal (catP) de P. brasiliensis. Mostraram ainda, que os niveis de proteina e de
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mRNA dessa catalase aumentam durante a transicao de micélio para levedura, sendo maior
na fase de levedura e que a proteina ¢ induzida a partir de 20 minutos ap0s as células serem
expostas a 15 mM de H,0,.

A glutationa ¢ um importante membro da defesa antioxidante das células. A
glutationa ¢ um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) que participa da protegdo
contra o estresse oxidativo mantendo o citosol das células mais reduzido. A glutationa
existe nos organismos na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). A oxidagdo da
glutationa ¢ mediada pela glutationa peroxidase (GPx), usando o perdxido de hidrogénio e
hidroxiperdxidos lipidicos como aceptor de elétrons. A glutationa oxidada (GSSG) ¢
convertida para a forma reduzida pela glutationa redutase, que utiliza o NADPH como
doador de elétrons. O NADP" ¢ regenerado a NADPH através da agdo da enzima glicose-
6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase. A glutationa ¢ um dos mais
abundantes antioxidantes presentes na célula e conseqiientemente participa na manutengdo

do estado redox na célula (Jamieson, 1998)

[ As enzimas superoxido dismutases (SOD)

A descoberta da superdxido dismutase (SOD) foi importante para revelar muitas
das propriedades dos sistemas de defesa antioxidante. Em 1938, Mann e Keilin
descreveram uma proteina que continha cobre e que havia sido isolada de sangue bovino.
Em 1953, proteinas similares foram isoladas de figado de cavalo. Em 1969, Joe M.
McCord e Irwin Fridovich descreveram que estas proteinas presentes nos eritrocitos eram
capazes de remover o radical superoxido cataliticamente (Halliwel & Gutteridge, 1999).
As enzimas superdxido dismutases fazem parte da defesa primaria contra os radicais livres
(Fridovich, 1975).

Superdxido dismutases sdo enzimas antioxidantes que catalisam a dismutagdo do
0O, em oxigénio molecular ¢ H,0,, assim ela desvia o curso do radical superoxido,
evitando a formacdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigé€nio. Para as células que se
defendem de um ataque oxidativo no interior de células fagocitarias, este desvio
promovido pela SOD do patdégeno parece ser benéfico para ele, pois suas células possuem
um maior nimero de sistemas antioxidantes capazes de lidar com o peréxido de hidrogénio
do que com o radical peroxinitrito e outras espécies reativas de nitrogénio (Missall et al.,

2004).
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Existem quatro classes de enzimas SOD, sendo agrupadas de acordo com os
cofatores requeridos para a atividade enzimatica. Eles podem ser Cu e Zn (CuZnSOD), Mn
(MnSOD), Fe (FeSOD) ou Ni (NiSOD). As SOD podem estar presentes no citoplasma, em
organelas subcelulares especificas ou serem secretadas pelas células (Fridovich, 1998). Ha
uma grande similaridade entre as seqiiéncias de aminoacidos das CuZnSOD intracelulares
de diferentes organismos, mas ndo hé similaridade entre as seqiiéncias dessas CuZnSOD
com as seqiiéncias de aminoacidos das enzimas de diferentes familias de SOD como as
MnSOD ou FeSOD (Kanematsu & Asada, 1991; Smith & Doolittle, 1992).

As CuZnSODs sao encontradas no citosol de células eucarioticas, no periplasma de
algumas bactérias gram-negativas, nos plastideos de plantas ou podem ser exportadas para
o ambiente extracelular em mamiferos (Fridovich, 1998). Nos eucariotos, apresentam-se na
forma de homodimero, com cada subunidade contendo um atomo de cobre e um de zinco
(Tainer et al., 1982). As bactérias predominantemente produzem as isoenzimas FeSOD
e/ou MnSOD, FeSOD sao encontradas como dimeros e as MnSOD como dimeros ou
tetrAmeros (Miller & Britigan, 1997).

A CuZnSOD ¢ termoestavel e resiste ao estresse osmotico (altas concentragdes de
uréia e SDS). As CuZnSOD de Aspergillus nidulans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger
e Aspergillus terreus mantém 100% de atividade apds 1 hora de tratamento a 50 °C. O
fungo Aspergillus fumigatus possui uma das formas de CuZnSOD mais resistente a
inativacao pelo calor, mantendo 100% de atividade apds 30 minutos de tratamento a 70 °C
(Yoo et al., 1999, Holdom et al., 1996).

Durante o ciclo catalitico das enzimas CuZnSOD, o Cu'” passa por mudangas de
valéncia, enquanto o Zn parece ter apenas um papel estrutural (Fridovich, 1998). O Cu™ e
o Zn'* estdo ligados a uma ponte de imidazol de uma das histidinas. Esta ponte tem um
papel na condugio dos protons. Quando o Cu'? é reduzido pelo O, a ligagdo Cu-imidazol
¢ quebrada e o imidazol é protonado. Durante a reoxidagdo do Cu™' pelo proximo radical
0O,", a ponte Cu-imidazol é restabelecida enquanto os protons convertem o O, reduzido em
H,0, (Fridovich, 1975 e Murphy et al., 1997). Pelo fato das moléculas de O,"” entrarem em
momentos diferentes no sitio ativo da enzima, podemos considerar o0 mecanismo pelo qual
a SOD realiza a dismutagdo do radical superoxido como sendo do tipo “ping-pong”. Este

mecanismo de reagdo esta mostrado abaixo (Liochev & Fridovich, 2003):
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Enzima-Cu™ + 0, > Enzima-Cu’ + O,

Enzima-Cu’ + O, + 2H" - Enzima-Cu™? + H,0,

02.- + 02.- + 2H+ - HO, + O,

A reacdo catalisada pela SOD produz o H,0, que, na presenca de Fe™, produz
radical hidroxil (HO"), por meio da reagdo de Fenton. Geralmente, o H,O, ¢ reduzido a O,
e H,O pelas catalases e peroxidases e detoxificado do sistema. Entretanto, em uma
condicdo onde existe excesso de H,O,, e onde o ferro estd disponivel, a SOD pode atuar
como um gerador do HO".

Em alguns organismos patogénicos, a CuZnSOD ¢ considerada um dos fatores de
viruléncia. Esta enzima do patdgeno contribui na protecdo contra EROS produzidas pelas
células fagocitarias do hospedeiro. Hwang e colaboradores (2002) produziram linhagens
mutantes sodl/sodl de Candida albicans e observaram que eles eram mais sensiveis a
menadiona, mais susceptiveis ao macrofago em cultura (sobrevivéncia de 14,2% do
mutante, 55,4% do tipo selvagem e 39,7% da linhagem com fenotipo reconstituido) e
apresentaram viruléncia atenuada em camundongos (os animais infectados com o tipo
selvagem ou com a linhagem com fendtipo reconstituido morreram 9 dias apds a
inoculacdo, enquanto aqueles animais infectados com a linhagem mutante sobreviveram
mais tempo, cerca de 20% dos camundongos estavam vivos 20 dias depois da inocula¢ao).

Trabalhos com Cryptococcus neoformans mostram também que a CuZnSOD
contribui para a viruléncia deste fungo (Cox et al., 2003 e Narasipura et al., 2003).
Camundongos infectados com linhagens de C. meoformans mutantes para o gene da
CuZnSOD vivem mais tempo que aqueles infectados com linhagens selvagens. Além
disso, o nimero de células de leveduras recuperadas de macréfagos infectados com
mutantes de C. neoformans ¢ 2 vezes menor do que o numero de leveduras recuperadas de
macrofagos infectados com linhagens selvagens de C. neoformans (Cox et al., 2003). A
CuZnSOD também tem um papel importante na viruléncia de 4. fumigatus (Holdom et al.,
1996). Estes resultados corroboram o fato desta enzima participar como fator de viruléncia
de fungos patogénicos.

A superoxido dismutase extracelular (EC-SOD) foi identificada por Marklund e

colaboradores (1982), a partir da constatacio de atividade superoxido dismutase no
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plasma, linfa e liquido sinovial em mamiferos. Apos isolamento da enzima, verificou-se
que se tratava de um tipo de CuZnSOD extracelular. Na maioria das espécies ela ¢ um
homotetramero, com massa molecular de 135 kDa (Fridovich, 1997). Cada uma das
subunidades tem massa molecular de 30 kDa e possui um atomo de zinco € um atomo de
cobre. A EC-SOD ¢ uma glicoproteina que ¢ secretada, sendo encontrada em fluidos
extracelulares e constitui o principal agente de detoxificagdo do O, no espago
extracelular.

A estrutura primaria desta enzima indica que ela tem um peptideo sinal hidrofobico
na por¢do N-terminal, para secrecdo, um dominio CuZnSOD na por¢do média e um
dominio de ligag¢do a heparina na por¢do C-terminal, assinaturas moleculares importantes e
que definem uma CuZnSOD secretada nos sistemas vivos. A regido ligante a heparina
consiste de uma seqiiéncia de 6 aminodcidos basicos que sdo responsaveis pela afinidade
com analogos da heparina, o que permite a interagdo com proteoglicanas localizadas na
superficie celular. Adicionalmente a regido de ligagdo a heparina desta enzima permite
translocé-la para o nicleo em células de mamiferos, pois representa sinal de localizagdo
nuclear (NLS). Atualmente a EC-SOD ¢ a tUnica enzima antioxidante conhecida que se
citolocaliza no nucleo, podendo participar na modulacdo do estado redox nuclear ou
regulando a expressdo génica (Ookawara et al., 2003).

Em modelos de estudo de mamiferos, principalmente homem e camundongo, foi
relatada a participacdo da EC-SOD em diversas doengas, principalmente doengas no
pulmdo. Animais que ndo possuem esta enzima apresentam maior dano no pulmao causado
por hiperdxia, asbestos e bleomicina (Carlsson et al., 1995; Folz et al., 1999; Tan et al.,
2004). Existem poucas EC-SOD caracterizadas em fungos, mas por ser a Gnica enzima
antioxidante presente no espago extracelular, presume-se que ela desempenhe fungdes
relevantes principalmente nos eventos relacionados a interacdo parasita-hospedeiro. Em
estudos com Candida albicans, Fradin e colaboradores (2005) mostraram que leveduras
expostas a sangue enriquecido com neutrdfilos tiveram seu crescimento prejudicado e
induziram a expressao de varios genes relacionados a resposta ao estresse oxidativo, entre
eles, SODS5, um gene que codifica para uma enzima da familia CuZnSOD, GPI-ancorada e
localizada na parede celular. Ainda mostraram que mutantes para esse gene Asod5 sdo
menos virulentos em modelos de infeccdo em camundongos e diminuem
significativamente a capacidade de sobrevivéncia apds incubagdo com sangue € sangue

enriquecido com neutrofilos.
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[ A enzima citocromo c peroxidase (CCP)

As peroxidases sdo enzimas que usam varios doadores de elétrons para reduzir o
H,0, em H,0O. Algumas peroxidases podem também reduzir os hidroperoxidos aos seus
correspondentes alcoois. Exemplos de peroxidases sdo a citocromo ¢ peroxidase (CCP), a
ascorbato peroxidase, a NADPH peroxidase (hidroperoxido redutase) e a glutationa
peroxidase (GPx) (Fridovich, 1998).

A GPx promove a remog¢do do peroxido de hidrogénio (H,0,), oxidando a
glutationa (GSH) a GSSG (Fridovich, 1998). A glutationa ¢ um dos principais
antioxidantes existentes na célula, conferindo protecdo principalmente contra o perdxido
de hidrogénio.

A enzima citocromo c¢ peroxidase (CCP) catalisa a reducdo do peroxido de

hidrogénio usando o citocromo ¢ como doador de elétrons:

CCP
2 Fe-c'? + H,0, + 2H" = 2 Fe-c™ + 2 H,O

Esta enzima foi descoberta em Saccharomyces cerevisiae por Altschul, Abrams e
Hogness em 1940 e estd localizada nas mitocOndrias dessas leveduras crescidas
aerobicamente. Esta enzima protege o organismo dos danos causados por altas
concentragdes de H,O».

O gene que codifica para CCP de S. cerevisiae foi isolado em 1982 por Kaput e
colaboradores e contém uma regido codante de 68 aminoacidos correspondente ao peptideo
sinal responsavel pela exportacdo da enzima para o espaco intermembrana da mitocondria,
que sera posteriormente clivado, originando a proteina madura, com 294 residuos de
aminoacidos ¢ uma massa molecular de 34,2 kDa (Erman & Vitello, 2002).

Em S. cerevisiae foram realizados experimentos utilizando o gene da -
galactosidase como gene reporter para verificar a resposta quantitativa da expressdao do
gene de CCP sob varias condigdes de crescimento. Verificou-se que as leveduras crescidas
aerobicamente até a fase estacionaria tém o gene da CCP de 8-10 vezes mais expresso que
nas leveduras crescidas anaerobicamente. Isso mostra que as EROS produzidas durante o
crescimento aerobico aumentam a expressdo do gene da CCP, confirmando assim o papel

biologico desta enzima de remoc¢do do H,O, produzido durante a respiragdo. Leveduras
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crescidas até a fase exponencial foram tratadas com uma concentragao subletal de H,O, ou
de H,O; acrescido do inibidor da catalase (aminotriazol) e apresentam uma expressao 3
vezes maior do gene da enzima CCP, em relagdo as células ndo tratadas. A exposi¢do de
leveduras a 1 mM de peroxinitrito (o produto da rapida reacdo entre o radical superdxido e
o NO) por 1 hora, resulta numa expressdo 2 vezes maior do gene que codifica para a
enzima CCP quando comparadas a células controle. Estes resultados indicam que a CCP
também pode ajudar na eliminag@o do peroxinitrito (Kwon et al., 2003). Assim, a presenga
desta enzima em fungos patogénicos pode auxiliar o patégeno a sobreviver ao ataque de
macrofagos.

Na levedura S. cerevisiae o H,O, ¢é catabolisado enzimaticamente pelas enzimas
catalase e citocromo ¢ peroxidase. A levedura S. cerevisiae possui dois tipos de catalase,
uma peroxissomal e uma citoplasmatica. Foram obtidos mutantes de S. cerevisiae com
apenas uma das catalases (peroxissomal ou citoplasmatica) e sem ambas as catalases. Na
auséncia de estresse oxidativo, o tipo selvagem e o mutante sem as duas catalases
apresentaram o mesmo crescimento, evidenciando que o H,O, endogeno ¢ detoxificado
principalmente pela CCP ou por outros mecanismos. O aumento da atividade da catalase
ndo ¢ suficiente para a aquisi¢do de resposta adaptativa ao H,O,, sendo necessario também
um aumento da atividade da CCP. As células de S. cerevisiae foram pré-tratadas com 0,2
mM de H,0O, por 1 hora e a atividade da catalase nas células com apenas uma das catalase
aumenta 2 vezes e a atividade da CCP aumenta de 2,4 a 2,7 vezes, inclusive na linhagem
selvagem e no mutante sem ambas as catalases, em relacdo as atividades dessas enzimas na
auséncia de perdxido de hidrogénio. Entretanto, quando se compara a sobrevivéncia dos
mutantes pré-tratados e desafiados com tratamento de 2 mM de H,O, com aquela dos que
foram submetidos diretamente ao estresse oxidativo de 2 mM de H,O,, todas as linhagens
apresentaram mortalidade semelhante entre si, ou seja o pré-tratamento ndo aumentou a
sobrevivéncia de cada uma das linhagens mutante. Esses dados evidenciam que apenas o
aumento da atividlade da CCP e outras defesas, ndo ¢ capaz de proporcionar o
desenvolvimento de uma resposta adaptativa suficiente para aumentar a sobrevivéncia das
células, sendo a catalase importante para a resposta adaptativa (Izawa et al., 1996).

Giles e colaboradores (2005) identificaram e caracterizaram in silico a seqiiéncia
nucleotidica da citocromo ¢ peroxidase (CCPI) de Cryptococcus neoformans. Além disso,
eles obtiveram mutantes para o gene que codifica para a CCP1 desse fungo e observaram

que o crescimento dos mutantes foi afetado pela presenga de peroxido de hidrogénio
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quando comparado com o tipo selvagem. Entretanto, o mutante apresentou-se tdo virulento
quanto o tipo selvagem no modelo de infec¢do em camundongos, sugerindo que o sistema
de defesa antioxidante no que se refere a degradacdo do peroxido de hidrogénio deve ser
redundante, com outras peroxidases (glutationa ou tioredoxina peroxidase) compensando a

perda de funcdo da citocromo ¢ peorxidase.

1.4.3. Respostas adaptativas ao estresse

Nos ultimos anos, tem-se investigado se 0s organismos possuem uma resposta
global ao estresse. Sabe-se que as vias de resposta aos diferentes tipos de estresse sdo
distintas, porém tem-se observado algum tipo de protecdo cruzada entre as respostas aos
diversos tipos de estresse (térmico, osmoético, oxidativo). Alguns organismos submetidos a
niveis sub-letais de um tipo de estresse sdo capazes de induzir uma resposta adaptativa
protetora quando submetidos subseqiientemente a outro tipo de estresse normalmente letal.

Em Aspergillus niger observou-se o aumento da atividade das enzimas superdxido
dismutase e catalase quando suas células foram cultivadas em temperaturas de 50 °C,
60 °C e 80 °C, valores acima da temperatura 6tima (30 °C). Este aumento da atividade
enzimatica foi observado tanto no choque térmico de curta duracdo (10 e 20 minutos)
quanto naquele de longa duracdo (120 e 360 minutos), sugerindo uma associagdo entre
estresse térmico ¢ oxidativo (Abrashev et al., 2005). Em outro estudo, leveduras de S.
cerevisiae foram cultivadas a 23 °C até a fase exponencial e depois foram transferidas para
37 °C por 1 hora. Apoés esse pré-tratamento as células foram submetidas a estresse
oxidativo por H,O, ou menadiona (gerador de radical superdéxido no meio intracelular).
Observou-se que a taxa de sobrevivéncia da cultura de S. cerevisiae submetidas ao choque
térmico prévio e depois ao tratamento com menadiona (35 mM) foi 10 vezes maior que a
taxa de sobrevivéncia da cultura ndo submetida ao pré-tratamento, enquanto a cultura
submetida ao choque térmico prévio e depois ao tratamento com H,O, (2,5 mM) teve taxa
de sobrevivéncia 70 vezes maior que a cultura ndo submetida ao pré-tratamento,
evidenciando que a resposta ao peroxido de hidrogénio e ao radical superdxido sdo
distintas entre si e da resposta ao choque térmico, mas ha algum grau de sobreposi¢dao nos
mecanismos de prote¢do (Jamieson, 1992).

Em S. cerevisiae, mostrou-se que a Hsp104p regula o estado redox das células e

promove a termotolerancia. Mutantes hspl044 apresentaram taxa de sobrevivéncia de
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aproximadamente 30% apds choque térmico de 50 °C por 15 minutos, enquanto as células
que expressam a proteina Hsp104p tiveram taxa de sobrevivéncia superior a 55% apos o
choque térmico. Ao serem submetidos ao estresse oxidativo por perdxido de hidrogénio
(3mM) ou menadiona (0,5 mM) por 20 minutos, os mutantes para Hsp104p apresentaram
taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 30%, enquanto o tipo selvagem apresentou taxa
de sobrevivéncia de aproximadamente 80%, evidenciando um papel protetor dessa proteina
contra o estresse oxidativo. A Hspl04p tem um papel importante na manutencdo da
viabilidade celular em células que sdo expostas ao choque térmico, participando da re-
solubilizacdo de proteinas que foram agregadas em conseqiiéncia de estresse severo. Na
auséncia dessa proteina, a mitocondria perde a integridade de sua membrana e
conseqiientemente o controle da cadeia transportadora de elétrons, aumentando a formagao
de EROS intracelular. (Ueom et al., 2003).

Noventa-Jorddao e colaboradores (1999) demonstraram que em A. nidulans as
defesas antioxidantes induzidas pelo H>O, sdo responsivas ao calor. As linhagens de 4.
nidulans apresentaram uma taxa de sobrevivéncia 4 vezes maior ap6s choque térmico de
50 °C por 45 minutos seguido de tratamento com perdxido de hidrogénio (50 mM de H,0,
por 20 minutos) em relagdo as linhagens que foram apenas submetidas ao choque térmico
de 50°C por 45 minutos. Porém, quando as culturas foram tratadas com H,O, e
posteriormente submetidas ao choque térmico, a taxa de sobrevivéncia ¢ semelhante aquela
de culturas submetidas apenas ao choque térmico. Estes dados sugerem que proteinas
induzidas apos estresse oxidativo podem ajudar na recuperacdo das células submetidas ao
choque térmico.

As respostas adaptativas ao HyO,, ao O, e ao choque térmico sdo distintas, mas
tém alguns mecanismos de prote¢do em comum. O choque térmico leva a indu¢do de uma
resposta adaptativa em relacdo ao H,O, e, em uma extensdo menor, a menadiona. Alguns
genes que sao induzidos por choque térmico, estresse osmotico, dano ao DNA e perdxido
de hidrogénio possuem em seu promotor varias repeticdes de um motivo chamado
elemento de resposta ao estresse (STRE) (Jamieson, 1998). O STRE ¢ um elemento
regulatorio cis capaz de mediar o aumento da transcricdo de varios genes induzidos por
diferentes formas de estresse. O STRE tem como seqii€éncia consenso AGGGG e a
presenca do STRE na regido promotora de um gene ndo implica em um padrio de
expressdo uniforme do mesmo (Estruch et al., 2000). Em C. albicans genes que sio

induzidos por estresses oxidativo, térmico e osmoético tem em sua regido promotora
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motivos STRE (Enjalbert ef al., 2003). Em S. cerevisiae, os fatores trans Msn2p e Msn4p
estdo envolvidos na expressdo génica mediada pela STRE. Os fatores transcricionais
Yaplp (homoélogo a Caplp de C. albicans) e o Skn7 também participam da protecdo contra
o estresse oxidativo (Jamieson, 1998). Em S. cerevisiae, postula-se que Skn7p esteja
sempre presente no nicleo e que quando ha presenca de estresse osmotico, Slnlp se
sutofosforila, transfere o grupamento fosfato para Ypdlp, que fosforilado migra para o
nucleo e transfere o grupamento fosfato para Skn7p, ativando a expressao de genes por ele
regulado.

Em C. albicans, a via HOG MAPK (“high osmolarity glycerol” “mitogen-activated
protein kinase”) ¢ uma das principais vias de transducdo de sinal capaz de perceber o
estresse oxidativo e gerar uma resposta transcricional para a adaptacdo das células. Esta via
foi inicialmente descrita em S. cerevisiae, onde foi relacionada a sinalizagdo e adaptagdo
ao estresse osmoético. A via HOG MAPK envolve varios passos de fosforilagdo e
transferéncia do grupamento fosfato que vao determinar a ativacdo da via. Em células
responsivas ao estresse, uma proteina de membrana histidina quinase, Slnlp, funciona
como um sensor desse sinal. Na auséncia de estresse, Slnlp se autofosforila num residuo
de histidina e transfere o grupamento fosfato para o seu residuo de aspartato. O
grupamento fosfato ¢ transferido para um residuo de histidina da proteina Ypdlp e depois
para o residuo de aspartato da proteina Ssklp. A Ssklp fosforilada ¢ incapaz de induzir a
ativagdo de Ssk2p uma MAPKKK da cascata de sinalizacdo da via HOG MAPK. Em
condi¢cdes de estresse osmotico (S. cerevisiae) ou oxidativo/osmotico (C. albicans), a
transferéncia do grupamento fosfato ndo ocorre através de Slnlp — Ypdlp — Ssklp e a
Ssklp ndo fosforilada ativa Ssk2p, que por sua vez, ativa Pbs2p (uma MAPKK) e
finalmente Hoglp (uma MAPK). Hoglp fosforilado ¢ translocado para o ntcleo e inicia a
transcricdo de genes associados a adaptacdo por essa via. Outro mecanismo de ativacdo de
Hoglp envolve a proteina Sholp, presente na membrana, que ao interagir com Pbs2p ativa
Hoglp. Em §. cerevisiae, essa via s6 ¢ ativada na presenga de alta osmolaridade. O Skn7p
¢ uma proteina reguladora que age como fator transcricional de forma independente da via
HOG MAPK (Chauhan et al., 2006). A relagao entre Caplp, Hoglp e a resposta global ao
estresse ainda ndo estdo completamente elucidadas.

Recentemente, tem-se mostrado que, em eucariotos, o sistema de histidina quinase
de dois componentes, além de participar das vias de transdu¢@o de sinal que respondem as

mudangas ambientais, participam de processos mais globais como a transi¢do morfologica
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e viruléncia. A seqiiéncia deduzida do gene denominado DRKI de Blastomyces
dermatitidis possui os dominios e elementos necessarios, como H-box e D-box
relacionados a transferéncia de grupamento fosfato, caracteristicos de uma proteina histina
quinase, sendo homoblogo ao gene SLNI de S. cerevisiae. Estudos em B. dermatitidis
mostraram que mutantes para DRK/ foram incapazes de fazer a transicdo dimorfica, além
de apresentarem alteracdes na morfogénese, composicdo da parede celular, esporulagdo e
na expressdo de genes de viruléncia. Adicionalmente, o gene DRKI foi silenciando por
RNAi em B. dermatitidis ¢ H. capsulatum. Os transformantes obtidos apresentaram
redug¢do na expressdo de genes de viruléncia ou fase-especifica, defeitos na morfologia,
formacao de pseudo-hifa a 37 °C e reducdo na esporulacdo. Para verificar o papel de DRK
na patogenicidade, linhagens diferentes de B. dermatitidis e H. capsulatum com gene
DRK1 silenciado foram usadas para infec¢do de camundongos, e todas as linhagens
testadas mostraram-se drasticamente menos virulentas (Nemecek et al, 2006). Neste
contexto, questiona-se sobre os sinais ambientais percebidos por estes fungos que sdo
capazes de regular a transicdo dimoérfica e viruléncia, potenciais sinais percebidos por este
sistema sdo: temperatura, estresse oxidativo e osmotico, estresse nutricional, fatores
oriundos do hospedeiro, como hormonios. O sistema de sinaliza¢cdo de dois componentes ¢
composto genericamente de uma histidina quinase (HK), que percebe o sinal e uma
proteina de resposta (RR, “response regulator”) que repassa o sinal, através da ativagdo
direta da transcri¢do de genes ou de uma cascata de sinalizagdo MAPK. Este sistema de
sinalizagdo permite a integracdo de multiplos sinais ambientais em uma via Unica de
resposta ou insere pontos de comunicacdo entre as vias de resposta. Outra possibilidade, ¢
que um conjunto de RR possa coordenar a resposta adaptativa apropriada para cada tipo de

sinal percebido (Catlett et al., 2003).

24



2. JUSTIFICATIVA

P. brasiliensis ¢ um fungo dimoérfico, cuja transicdo da forma miceliana para a
forma leveduriforme esta associada a mudanca de temperatura. Ainda ndo estdo elucidados
quais os processos celulares que sdo regulados durante a transi¢do morfologica e como tais
processos estdo relacionados com a patogenicidade deste organismo. Portanto, ¢ de grande
interesse conhecer quais os genes que sdo diferencialmente expressos nas duas fases, para
que se possa conhecer em quais processos eles estdo envolvidos.

Condicdes de estresse térmico e oxidativo podem ser deletérias para as fun¢des das
células, assim ¢ importante conhecer os sistemas antioxidantes que estdo presentes em
organismos que ja estdo adaptados ao estresse térmico. Em outros fungos, existe uma
relacdo entre a resposta ao estresse oxidativo e a resposta ao choque térmico. Ao
compreender o mecanismo e o contexto de acdo das enzimas antioxidantes como a
citocromo ¢ peroxidase e superdxido dismutase, poderemos entender como o patdgeno
resiste ao estresse oxidativo e como isto estd ligado a resisténcia as mudangas térmicas.
Essas duas enzimas tém fungdes complementares, pois a superoxido dismutase retira do
ambiente radical superdxido produzindo peroxido de hidrogénio e, a citocromo c¢
peroxidase reduz o peroxido de hidrogénio a 4gua.

Além disso, o P. brasiliensis ¢ um patdgeno intracelular facultativo que entra em
contato com células fagocitarias humanas. No interior de macréfagos, o patdgeno
provavelmente sofre um ataque por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Portanto,
faz-se necessario elucidar os tipos de defesas antioxidantes que o fungo apresenta para
evadir o sistema de defesa e desenvolver a doenga e como elas contribuem para a
sobrevivéncia do microrganismo no hospedeiro. Dessa forma, a caracterizacdo molecular
dos genes que codificam as enzimas citocromo c peroxidase e superoxido dismutase
extracelular e a andlise da expressdo de seus genes em processos relacionados a infecgdo
do hospedeiro fornecera informagdes importantes no que se refere a patobiologia de P.

brasiliensis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Caracterizar os ¢cDNAs e analisar a expressdo por northern blot dos genes que
codificam para as enzimas citocromo ¢ peroxidase e superdxido dismutase GPI-ancorada

durante o processo de transicao dimoérfica e no choque térmico.

3.2. Objetivos especificos:

= (Caracterizar as seqiiéncias dos cDNA referentes as enzimas antioxidantes
superoxido dismutase GPI-ancorada e citocromo c¢ peroxidase. A seqiiéncia do
cDNA correspondente a enzima superoxido dismutase GPI-ancorada foi
completamente seqiienciado e para a citocromo ¢ peroxidase serd apresentada a

seqiiéncia parcial do cDNA correspondente;

= Determinar o nimero de copias dos genes que codificam para as enzimas citocromo
c peroxidase e superoxido dismutase GPI-ancorada, por meio da técnica de

Southern blot;
= Analisar a expressdo dos genes das enzimas superoxido dismutase GPI-ancorada e
citocromo ¢ peroxidase nas condigdes experimentais de transicdo morfologica in

vitro e choque térmico, por meio da técnica de northern blot;

= Determinar a atividade da enzima citocromo ¢ peroxidase durante o choque térmico

de 36 °C para 42 °C;

= Determinar a atividade da enzima superdxido dismutase GPI-ancorada, no

sobrenadante da cultura de células de levedura a 36 °C.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

4.1.1. Meios de Cultivo

* Meio LB

Peptona 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
O pH foi ajustado para 7,0. Para o preparo de meio LB so6lido, acrescentou-se 1,5% de agar
bacteriologico.

* Meio YPD

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)
O pH foi ajustado para 7,2.

* Meio BHI (“brain heart infusion”) (Singer-Vermes et al., 1992)

BHI 3,7 g/L

Glicose 1,0 g/L

O pH foi ajustado para 7,2. O meio foi suplementado com fator de crescimento (50 mL/L),
soro de cavalo com complemento inativado (40 mL/L), penicilina (0,05 U/mL) e
neomicina (20 pg/mL). Para o preparo de meio BHI s6lido, foram acrescentados 20 g/L. de

agar bacteriologico.
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¢ Meio Fava-Netto

Protease peptona 0,3 g/L
Peptona 1,0 g/L
Extrato de carne 0,5 g/L
Glicose 4,0 g/LL
Extrato de levedura 0,5 g/L
NaCl 0,5 g/L
Agar bacteriologico 1,6 g/L
O pH foi ajustado para 7,2.

* Meio N (Negroni, 1966)

Neopeptona 3% (p/v)
Glicose 1,8% (p/v)
Tiamina 0,009% (p/v)
Asparagina 0,125% (p/v)
O pH foi ajustado para 7,2.

Todos os meios foram autoclavados por 15 minutos a 120 °C apds o preparo.

4.1.2. Antibioticos e fator de crescimento de P. brasiliensis

* Ampicilina

Solugdo estoque: 100 mg/mL

Concentracao final de uso: 100 pg/mL

A ampicilina foi dissolvida em 4gua bidestilada, esterilizada por filtracio em membrana

Millipore de 0,2 pm e armazenada a -20 °C.
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* Penicilina

Solugdo estoque: 500 U/mL

Concentracao final de uso: 0,05 U/mL

A penicilina foi dissolvida em agua bidestilada, esterilizada por filtragdo em membrana

Millipore de 0,2 pm e armazenada a 4 °C.

* Neomicina

Solugdo estoque: 200 mg/mL

Concentracao final de uso: 20 pg/mL

A neomicina foi dissolvida em agua bidestilada, esterilizada por filtragio em membrana

Millipore de 0,2 pm e armazenada a 4 °C.

* Fator de crescimento

Duas algas do isolado 192 (Laboratério de Imunologia, ICB, Universidade de Sao Paulo)
de P. brasiliensis foram inoculadas em 500 mL de meio BHI e crescidas por 7 dias em
banho a 36,5 °C. Apos esse periodo, a cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 10 minutos.

O sobrenadante foi coletado, armazenado a -20 °C e usado como fator de crescimento.
4.1.3. Southern blot

* Tampdo TAE 50 X

Tris base 2M

EDTA 50 mM

O pH foi ajustado para 8, utilizando-se aproximadamente 57 mL/L de 4cido acético glacial.

* Solugdo de depurinagao

HCI 0,125 M
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* Solucao de desnaturagao
NaCl 1,5M
NaOH 0,5M

* Tampao de neutralizagao

NaCl ,5M

Tris base 0,5M

O pH foi ajustado para 7,5 com HCI concentrado.

* Tampao de transferéncia SSC 20 X

Citrato de sodio 0,3M
NaCl 3M
O pH foi ajustado para 8.

* Solucao de hibridizacao

A solugdo de hibridizagio (“hybridization buffer”) fornecida pelo kit “AlkPhos Direct
labelling and detection system” (Amersham Biosciences — GE Healthcare), acrescentou-se
NaCl para uma concentragdo final de 0,5 M e reagente bloqueador para uma concentragdo
final de 4% (p/v). O volume de solugdo de hibridizagdo preparado foi 0,125 mL/cm® de

membrana, de acordo com as recomendac¢des do fabricante.

* Solugdo para primeira lavagem

Uréia 2M

SDS 0,1% (p/v)
NaCl 150 mM
Reagente bloqueador 0,2% (p/v)
Solucdo de fosfato de sddio 0,5 M, pH 7 50 mM
Solucao de MgCl, 1| M 1 mM

* Solucdo para segunda lavagem 20 X (solugdo estoque)
Tris base IM
NaCl 2M

O pH foi ajustado para 10 e conservado 4 °C.
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* Solucdo para segunda lavagem (solucao de uso)
A solucdo estoque foi diluida 1:20 e acrescida de 2 mL/L de solugdo de MgCL 1 M
(obtendo-se uma concentragdo final de 2 mM de magnésio). Esta solu¢do ndo pode ser

estocada e foi preparada imediatamente antes do uso.

4.1.4. Northern blot

* MOPS 10X

MOPS 02M
EDTA 10 mM
Acetato de sodio 50 mM

O pH foi ajustado para 7 com NaOH. Todos os reagentes usados eram livres de

contaminacdo com RNase.

» SSPE 20 X

NaCl 3iM
NaH,PO4.H,O 0,2M
EDTA 20 mM

O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH.

* Gel de agarose desnaturante

Agarose 1,5% (p/v)
Formaldeido 37% 0,6 M
MOPS 10 X 1X

Todos os reagentes usados eram livres de contaminagdo com RNase.
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* Tampao de amostra desnaturante

formamida 26,25 mL
MOPS 10 X 5,25 mL
Formaldeido 37% 8,40 mL
Glicerol 100% 3,50 mL
Agua ultrapura 6,30 mL
Azul de bromofenol 0,28 g

Todos os reagentes usados eram livres de contaminagdo com RNase. O tampao foi dividido

em aliquotas e armazenado a -20 °C .

* Solucao de hibridizacao

Formamida 50% (v/v)
SSPE 20 X 4X
Solugdo de Denhardt’s 50 X 5X
SDS 10% 0,1% (p/v)

A solugdo de pré-hibridizagao tem a mesma composicao descrita acima, sendo acrescida de
solugdo de DNA de esperma de arenque sonicado 10 mg/mL, para concentrag¢do final 100
Mg/mL. Antes de ser adicionada, a solug¢do de DNA foi descongelada e fervida por 5

minutos.

4.1.5. Preparo de extrato protéico e medida da atividade enzimatica

* Tampao Tris-calcio
Tris-HCI pH 8,8 20 mM
C&Clz 2 mM

* Tampao fosfato de potassio (KPi) 0,1 M
Adicionou-se 13,609 g de fosfato de potassio monobasico a 900 mL de H,O ultrapura. O
pH da solucgdo foi ajustado para 6,8 ou para 7,2, de acordo com a necessidade, e o volume

foi completado para 1000 mL. A solugdo foi estocada a 4 °C.
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* Solucao de perdxido de hidrogénio (H,O,)

Solucao estoque: 30% (~ 8,8 M)

A solucdo foi esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de 0,2 pm e estocada,
protegida da luz, a 4 °C. Para confirmar a concentra¢ao do H,O,, foi feita uma diluicao da
solugdo estoque de 8,8 M para 100 mM. A solucdo 100 mM foi diluida 10 vezes e foi feita
a leitura de absorbancia a 240 nm. A absorbancia da solugdo 10 mM de H,O, deve ser de

0,44.

* Solugdo de citocromo ¢

Solucdo estoque: 14 mg/mL de citocromo ¢ de cavalo em tampao KPi (pH 6,8).

A solucdo estoque foi dividida em aliquotas de 1,5 mL e armazenada protegida da luz a -20
°C. Antes do uso, acrescentou-se 1 ou 2 cristais de ditionito de sddio a uma aliquota da

solugdo de citocromo ¢ descongelada a fim de reduzir o citocromo c.

* Solugdo de 2-Mercaptoetanol
Solugdo estoque: 40 mM de 2-mercaptoetanol em agua ultrapura.

A solucdo foi armazenada protegida da luz a temperatura ambiente.

* Solugdao de NADH
Solugdo estoque: 2,5 mM de NADH em agua ultrapura.

A solucdo foi armazenada protegida da luz a -20 °C por, no maximo, 2 semanas.
* Solugao de MnCl,/EDTA

Solugdo estoque: 80 mM de EDTA e 40 mM de MnCl, em agua ultrapura.

A solucdo foi armazenada a temperatura ambiente por, no maximo, 1 semana.
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4.2. Métodos

4.2.1. Transiciao de micélio para levedura

O isolado Pb01 (colecio ATCC-MY A-826, Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Goids) foi cultivado em meio N liquido a 22 °C por 48 horas. A
cultura foi transferida para banho a 36 °C sob agitagdo de 130 rpm e as células foram
coletadas nos tempos 0, 0.5, 1, 2, 6, 24 horas e 15 dias (L) ap6és a mudanga de temperatura.

Em seguida, as células foram utilizadas para extragdo de RNA.

4.2.2. Choque térmico

O isolado Pb01 foi cultivado em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio
YPD, a 36 °C sob agitacdo de 130 rpm. Aliquotas de 15 mL da cultura foram transferidas
para tubos falcon de 50 mL e incubadas no banho a 42 °C sob agita¢ao de 130 rpm durante
os tempos de 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. A concentracdo celular utilizada nos
tratamentos foi de 10° células por mL. As células foram centrifugadas logo apds o
tratamento por 2 minutos a 3.000 x g e congeladas em nitrogénio liquido para posterior

extracdo de RNA e preparo de extrato protéico.

4.2.3. Extraciao de RNA

O RNA foi extraido com o reagente trizol (Invitrogen) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As células foram coletadas por centrifugacdo a 3.000 x g por
2 min e lavadas duas vezes com 4gua livre de contaminacdo com RNase (5.000 x g por 30
segundos, cada lavagem). As células (3 g de peso imido) foram maceradas com pistilo e
nitrogénio liquido em almofariz de porcelana até obtencdo de um pd fino o qual foi
transferido para um tubo e homogeneizado com 8 mL de trizol. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 10.000 x g por 20 segundos e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
Esta solu¢do foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, sendo depois adicionados
0,2 mL de cloroformio para cada 1 mL de trizol inicial. O tubo foi invertido varias vezes
para homogeneizacao e centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo e foram adicionados 0,5 mL de isopropanol para cada 1 mL de
trizol inicial. Apo6s incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente, centrifugou-se a

12.000 x g por 10 minutos a 4 °C. O RNA precipitado foi lavado uma vez com etanol 75%
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e deixado a temperatura ambiente para secar. O RNA foi ressuspendido em volume

apropriado de dgua ultrapura, livre de contaminacdo com RNase e estocado a -80 °C.

4.2.4. Extraciao de DNA

O procedimento experimental ¢ baseado no método descrito por Raeder, U. e
Broda, P. (1985).

O micélio foi macerado com pistilo e nitrogénio liquido em almofariz de porcelana
até obten¢do de um poé fino. Esse pd foi colocado em tubo de 2 mL (cerca de 50 mg de
micélio por tubo) e ressuspendido em 500 UL de tampao de extragdo (200 mM de Tris-
HCI, pH 8,5; 250 mM de NaCl; 25 mM de EDTA; 0,5% (p/v) de SDS). Essa suspensdo foi
misturada em vortex por 15 minutos, e em seguida foram adicionados 500 YL de clorofane.
Misturou-se em vortex, e centrifugou-se por 1 hora a 12.000 x g. A fase aquosa foi
transferida para novo tubo e tratada com a enzima RNase A numa concentragdo final de
100 pg/mL por 15 minutos em banho a 37 °C. Apoés esse tratamento, adicionou-se igual
volume de cloroférmio, misturou-se vigorosamente (uso de vortex) e centrifugou-se a
12.000 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para novo tubo, foram
adicionados 0,5 V de isopropanol e a solugdo foi centrifugado a 12.000 x g, por 20 minutos
a 4 °C. O precipitado foi lavado com etanol 70%, seco a temperatura ambiente e

ressuspendido em volume apropriado de agua.

4.2.5. Extracio de DNA plasmidial em pequena escala

O clone de Escherichia coli de interesse foi crescido em 5 mL de meio LB com
ampicilina (100 pg/mL) a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm por aproximadamente 16 horas.
A cultura foi transferida para um tubo de 1,5 mL e as células foram precipitadas por
centrifugacdo a 10.000 x g por 1 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 200 PL de solugdo I (50 mM de glicose, 25 mL de Tris-HCI, 10 mM de
EDTA pH 8,0). Foram acrescentados 360 UL de solucdo II fresca (0,2 M de NaOH, 1%
(p/v) de SDS). O tubo foi invertido varias vezes e deixado a temperatura ambiente por 5
minutos. Foram acrescentados 300 UL de solugdo III gelada (60 mL de acetato de potassio
5 M; 11,5 mL de acido acético glacial e 28,5 mL de adgua), o tubo foi invertido varias vezes
e deixado no gelo por 5 minutos. Centrifugou-se a 10.000 x g por 5 minutos. O

sobrenadante foi transferido para novo tubo e foram acrescentados 750 pPL de isopropanol.

35



O tubo foi invertido varias vezes e deixado a temperatura ambiente por 5 minutos.
Centrifugou-se a 12.000 x g por 5 minutos a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 200
ML de TE (10 mM de Tris-HCI pH 7,5 ¢ 1 mM de EDTA pH 8,0) e acrescentados 110 pL
de acetato de amodnio 7,5 M. Apds vigorosa mistura (com uso de vortex), centrifugou-se a
10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e foram
acrescentados 750 UL de etanol 100%. O alcool foi misturado a solugdo invertendo-se o
tubo varias vezes e a solucdo foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos. O precipitado
foi lavado duas vezes com etanol 70%. O precipitado final obtido foi seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em volume apropriado de agua contendo 1 pPL de RNase A (10

mg/mL).

4.2.6. Seqiienciamento automatico

O seqiienciamento foi realizado empregando o kit “DYEnamic'VET - Dye
terminator” e o seqiienciador automatico “MegaBACE 1000” (GE Healthcare). Foram
preparadas reagdes para seqiienciamento em placas de 96 pocos, em um volume final de 5
ML contendo 100 — 200 ng de DNA e 5 picomoles do iniciador universal (5’-CCCAGTC
ACGACGTTGTAAAACG-3’) ou reverso (5~ AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’).
Os demais componentes da reacdo de seqiienciamento foram adicionados, conforme

protocolo padrdo fornecido pelos fabricantes.

4.2.7. Quantificacio de acidos nucléicos

O RNA e o DNA obtidos foram quantificados no “GeneQuant™pro” (GE
Healthcare) e em gel de agarose 0,8% (p/v) em TAE 1 X, contendo brometo de etideo na
concentragdo final de 0,5 pg/mL. Para a eletroforese do RNA, todos os reagentes e as
condigdes de preparo do gel foram livres de contaminagdo com RNAse. O gel também foi

utilizado com o objetivo de verificar a integridade das amostras de 4cidos nucléicos.

4.2.8. Preparo da sonda

Bactérias Escherichia coli proveniente do banco de EST contendo a seqiiéncia de
cDNA escolhida foram plaqueadas em meio LB s6lido com ampicilina a partir do estoque
de células armazenado a -80 °C. Apds crescimento durante a noite em estufa a 37 °C,
colonias isoladas foram inoculadas em meio liquido para extracdo de DNA plasmidial em

pequena escala. Esse plasmidio foi usado como molde na seguinte reagdo de PCR, com
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volume final de 50 pL: 100 pg de DNA; 0,2 mM de dNTP; 2,5 U de enzima 7ag DNA
polimerase (Cenbiot, Brasil); 1 X de tampao da enzima; 0,04 UM de cada oligonucleotideo
T3 (5’-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’) e T7 (5-TAATACGACTCACTATAGGG-
3”); 2mM de MgCl,; 0,1 mg/mL BSA. As condi¢des de reacao de PCR foram desnaturagao
inicial a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C/Imin, 58 °C/1min, 72 °C/1min, seguidos
de extensdo final a 72 °C por 7 minutos.

As sondas para os genes que codificam para as enzimas PbSOD3 e PbCCP tém

tamanho de aproximadamente 850 pb e 750 pb, respectivamente.

4.2.9. Southern blot

O DNA total do isolado PbOl foi quantificado no “GeneQuant™pro” (GE
Healthcare) e aproximadamente 15 g de DNA foram digeridos com diferentes enzimas de
restricao, usando-se 10 U/plg de DNA. Todas as digestdes foram realizadas utilizando-se
apenas uma enzima de restricdo por sistema. As enzimas e tampdes utilizados foram: 4Apal,
10 U/uL e tampao A 10 X (Promega); Sacll, 20 U/pPL e tampao NEB4 10 X (BioLabs);
EcoRl, 12 U/YL e tampao H 10 X (Promega); Hindlll, 10 U/UL e tampao E 10 X
(Promega). As quantidades a serem usadas em cada sistema foram calculadas e em seguida
foram pipetados os volumes de DNA, tampdo da enzima e agua. Essa solucdo foi
suavemente homogeneizada e incubada por 3 horas a 4 °C. Foi adicionado 1/3 do volume
de enzima previsto e a reagao foi colocada em banho a 37 °C. Apds 1 hora de incubacao, o
restante do volume de enzima foi adicionado e a reagdo continuou por aproximadamente
16 horas.

Alguns sistemas foram precipitados e ressuspendidos em volume apropriado para
serem aplicados no gel de agarose. Para tal, adicionou-se 0,5 V de acetato de amonio 7,5 M
(concentracao final de 2,5 M) ¢ 2,5 V de etanol 100%. O sistema foi colocado em freezer a
-80 °C por 2 horas, e apds esse periodo foi centrifugado a 12.000 x g por 30 minutos a 4
°C. O precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% por 5 minutos a 12.000 x g e
secado a temperatura ambiente. O DNA resultante foi ressuspendido em volume adequado
de 4gua. As amostras a serem aplicadas no gel foram acrescidas de tampao de amostra.

Os fragmentos de DNA digerido foram separados por eletroforese em gel de
agarose 0,9% em TAE 1 X contendo brometo de etidio na concentragdo final de 0,5 pg/mL

de gel. A corrida foi realizada com mesmo tampao TAE 1 X, usando-se cerca de 2 V/cm
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da cuba. Apos a corrida, o gel foi tratado com solucdo de depurinagdo por 10 minutos,
solu¢do de desnaturagdo por 30 minutos e solugdo de neutralizacdo por 30 minutos. Entre
os tratamentos, o gel foi lavado com agua destilada. Em seguida foi montado o sistema
para transferéncia por capilaridade. Usou-se membrana Hybond-N (Amersham
Biosciences) e tampao de transferéncia SSC 10 X. Apos transferéncia, por
aproximadamente 18 horas, o material foi fixado a membrana em forno a 80 °C por 2
horas.

A sonda foi marcada com o kit “AlkPhos Direct labelling and detection system”
(Amersham Biosciences - GE Healthcare) para geracdo de sinal quimioluminescente. O
DNA usado como sonda foi diluido para uma concentracdo final de 10 ng/pL e utilizou-se
10 ng de DNA para cada mL de solucdo de hibridizagdo. O volume adequado de sonda foi
desnaturado por 5 minutos a 100 °C e imediatamente colocado no gelo. Acrescentou-se ao
volume de sonda mesma quantidade de tampao de reagdo (“reaction buffer”), 1/5 do
volume de reagente de marcagdo (“labelling reagent”) e igual volume de crosslinker
(“crosslinker solution”) diluido 1:5. A reagdo ficou no banho a 37 °C por 30 minutos,
conforme indicagdo do fabricante.

A solucdo de hibridizagdo foi pré-aquecida a 55 °C e colocada junto com a
membrana em garrafa no forno giratorio a 55 °C. A pré-hibridizacdo durou pelo menos 15
minutos. Em seguida, a sonda marcada foi adicionada a garrafa com o cuidado de ndo
colocé-la diretamente sobre a membrana. A etapa de hibridizagdo durou aproximadamente
16 horas a 55 °C.

Ap0s essa etapa, a solugdo de hibridizacdo foi retirada e acrescentou-se a solugdo
para primeira lavagem pré-aquecida a 55 °C num volume de aproximadamente 2 mL/cm’
de membrana. Foram feitas duas lavagens com essa solu¢do a 55 °C com duracdo de 10
minutos cada. Seguiram-se duas lavagens com solucio de segunda lavagem a temperatura
ambiente com duracao de 5 minutos cada.

Ap0s as lavagens, o excesso de solucdo foi escorrido e a membrana foi colocada
sobre filme PVC. Aplicou-se o reagente de detecgcao “CDP-Star” (Amersham Biosciences -
GE Healthcare) ao longo da membrana, usando-se o volume de 30 UL/cm® de membrana.
A reacdo ocorreu por 5 minutos e depois o excesso de reagente de deteccdo foi drenado. A
membrana foi coberta com filme PVC e transferida para um cassete de exposi¢ao, no qual

a mesma ficou em contato com filme autoradiografico (Hyperfilm™ ECL™ - Amersham

38



Biosciences GE Healthcare) proprio para deteccdo de sinal quimioluminescente. Apos 12
horas de exposicao, o filme foi revelado com solugdo D-76 (Kodak), bloqueador e solugdo

fixadora (Kodak).

4.2.10. Northern blot

O RNA total foi quantificado no “GeneQuant™pro” (GE Healthcare) e 15 pg de
RNA foram usados por amostra. Adicionou-se tampdo de amostra desnaturante na
quantidade 5 (cinco) vezes maior que o volume inicial. As amostras foram aquecidas por
15 minutos em banho a 65 °C, imediatamente transferidas para o gelo e adicionado 1 pL. de
brometo de etidio 1 mg/mL e entdo foram aplicadas no gel desnaturante.

A agarose foi dissolvida em 4gua no forno de microondas. O formaldeido e o
MOPS foram acrescentados depois que a solucdo diminuiu a temperatura. O gel foi
preparado e montado em condig¢des livres de contaminagdo com RNase.

A corrida se deu com tampao MOPS 1 X, por aproximadamente 3 horas, usando-se
5 V/em. Apbs a corrida o gel foi tratado duas vezes com SSPE 10 X, por 30 minutos cada
tratamento. Em seguida foi montado o sistema para transferéncia por capilaridade. Usou-se
membrana Hybond-N (Amersham Biosciences) e tampao de transferéncia SSPE 10 X.
Ap0s a transferéncia por aproximadamente 18 horas, o material foi fixado & membrana em
forno a 80 °C por 2 horas.

O fragmento de DNA usado como sonda foi marcado com material radioativo (**P)
utilizando-se o kit “Random primers DNA labeling system” (Invitrogen). Em cada reagado
foram usados 33 ng de DNA, contidos em 24 puL de 4gua,. Essa quantidade de sonda foi
fervida por 5 minutos, imediatamente transferida para o gelo, e foram acrescentados: 2 pL
de dTTP, 2 pL de dCTP, 2 pL de dGTP, 15 pL de “random primers”, 4 PL a-*P-dATP
(aproximadamente 40 pCi), 1 UL da enzima klenow. A reacdo permaneceu em banho a 25
°C por 3 horas e ao fim desse tempo adicionou-se 5 PL de tampao de parada (stop buffer).
A sonda foi purificada para retirada de nucleotideos radioativos ndo-incorporados e para
tal, foram usadas colunas S-400 (“MicroSpin Columns” — Amersham Biosciences).
Imediatamente antes do uso a resina foi ressuspendida com uso de vortex, colocada em
tubo de 1,5 mL e centrifugada a 735 x g por 1 minuto. A coluna foi colocada em novo tubo
de 1,5 mL, a reacdo de marcagao foi adicionada no centro da coluna e centrifugada a 735 x

g por 2 minutos.
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Ap0s a marcagdo radioativa e purificacdo, a sonda foi quantificada em cintilador. O
volume de 1 pL da sonda foi colocado em um pequeno pedago de papel de filtro e
transferido para frasco contendo 2 mL de solugdo cintiladora este frasco foi colocado no
cintilador e a amostra foi medida de acordo com o protocolo 4 do equipamento.

A membrana foi colocada em garrafa junto com a solucdo de pré-hibridizagdo em
forno giratorio a 42 °C por 2 horas. Ao final desse tempo, a solu¢do foi descartada e
colocou-se a solu¢dao de hibridizagdo ¢ a sonda. Antes de adicionada, a sonda foi fervida
por 5 minutos. A etapa de hibridizagdo durou aproximadamente 16 horas.

Ap0s essa etapa, a membrana foi lavada por 40 minutos a 65 °C com solugdo SSPE
2 X e SDS 1%. Essa etapa foi monitorada com contador Geiger, € quando necessario,
outras lavagens foram feitas com a mesma solu¢do mas alterando-se o tempo de lavagem.

Ap0s a lavagem, a membrana foi coberta com filme PVC e colocada num cassete
de exposicdo em contato com uma tela especial (Storage Phosphor — Amersham
Biosciences) capaz de armazenar o sinal radioativo. A exposi¢cdo durou cerca de 24 horas.
A imagem foi digitalizada no “Typhoon 9210 (Ge Healthcare), com os pardmetros melhor
sensibilidade, 100 e 200 microns.

Depois de digitalizadas, as imagens foram analisadas com o auxilio do programa
“ImageQuant™” (Molecular Dynamics). Cada uma das bandas da membrana e do gel de
RNA desnaturante que foi usado para transferéncia foi quantificada de acordo com sua
intensidade. A 4rea de cada banda a ser medida foi igual, pois o programa permite a
selecdo da area através de um grid e a ferramenta “corrigir backgroud” (“histogram pick™)
foi utilizada para que os valores de intensidade das bandas fossem corrigidos em rela¢do ao
fundo. Os valores dados pelo programa, tanto do gel quanto da membrana, foram plotados
e comparados entre si. Para cada conjunto de valores, gel ou membrana, foi feita a
comparacdo em relagdo a um controle (no choque térmico, o ponto inicial 0 minuto e na
transicdo dimorfica, o ponto M). Na comparagao, atribuiu-se ao controle 100% e avaliou-
se qual a porcentagem a mais ou a menos em relacdo ao controle. Os dados foram
normalizados dividindo-se os valores atribuidos as bandas das membranas pelos valores
atribuidos as bandas dos géis, tendo-se, portanto, uma comparagdo entre a quantidade

inicial presente no gel e sinal de hibridiza¢do na membrana.
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4.2.11. Preparo do extrato protéico

As células que haviam sido congeladas apos o choque térmico, foram colocadas em
tubo “eppendorf” contendo pérolas de vidro e tampao Tris-Calcio (20 mM de Tris-HCI, pH
8,8 ¢ 2 mM de CaCl,), contendo 0,05 mg/ml de TLCK (N-a-p-tosyl-L-lysine chloromethyl
ketone); 4 mM de PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride), 5 mM de iodoacetamida, 1
mM de EDTA, 20 pg/ml de leupeptina (Cunha et al., 1999). A propor¢do usada foide 1 g
de levedura para 1 ml de tampao Tris-Célcio. As células foram submetidas a agitagdo forte
(uso de vortex) por 40 min, alternando-se durante esse tempo, ciclos de 30 segundos no
vortex e 30 segundos no gelo. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000 x g a 4
°C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo eppendorf e a amostra foi novamente
centrifugada a 12000 x g a 4° C por 5 min. O sobrenadante foi transferido para um tubo

novo e usado para as medidas de atividade enzimatica.

4.2.12. Quantificacdo de proteinas
A concentragdo de proteinas soliveis totais foi medida nos extratos protéicos
através do método de BCA (BCA Protein Assay Kit - Pierce), utilizando a albumina sérica

bovina (BSA) para fazer a curva padrao.

4.2.13. Medida das atividades enzimaticas
[ superoxido dismutase (SOD)

A atividade especifica da SOD foi determinada pelo acompanhamento da oxidacao
do NADH a 340nm (Paoletti et al, 1986). Na auséncia da SOD, o sistema Mn-
EDTA/mercaptoetanol/O, atmosférico gera O,, que oxida o NADH. Na presenga da
SOD, o O, ¢é removido do sistema e a velocidade de oxidagdo do NADH ¢ reduzida. Nas
reagdes contendo o extrato protéico foram utilizadas as concentragdes finais de: 50 mM de
tampao fosfato de potéassio (pH 7,2), 0,25 mM de NADH, 4 mM de MnCl,, 8 mM de
EDTA, 4 mM de mercaptoetanol. Uma unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50% a velocidade de oxidagdo de 0,25 mM de NADH (Paoletti
et al., 1986).

[0 citocromo ¢ peroxidase (CCP)

A atividade especifica da CCP foi medida pelo acompanhamento da oxidagdo do

citocromo ¢ reduzido a 550nm. Nas rea¢des enzimaticas contendo o extrato protéico foram

utilizadas as concentragdes finais de: 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH 6,8), 0,1
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mM de H,0,, 0,7 mg/mL de citocromo c¢ reduzido. Foi adotado o coeficiente de extingdo
molar do citocromo ¢ reduzido de 19,6 mM'cm™. Uma unidade de CCP ¢ definida como a

quantidade de enzima que oxida 1 mmol de citocromo ¢ por minuto (Shechter et al., 1983).

4.2.14. Analise estatistica dos dados
A andlise estatistica dos dados foi feita utilizando o programa Minova versao 1.3
(Brooks, 1992). O teste utilizado foi o teste-t “normal student t test” para comparacdo de

médias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O projeto “Genoma funcional e diferencial do fungo Paracoccidioides brasiliensis”
(Felipe et al., 2003 e Felipe et al., 2005) objetivou o sequenciamento e identificagdo de
genes transcritos nas fases de micélio e levedura. Esse tipo de abordagem permite a
comparacdo do perfil transcricional nas duas fases e busca fundamentalmente o
entendimento, em nivel molecular, do processo de diferenciagdo celular o que pode
proporcionar uma melhor compreensdo da patobiologia do fungo.

A andlise do transcriptoma do fungo P. brasiliensis revelou que este patdogeno
possui diversos representantes do sistema antioxidante, habilitando-o a combater as
espécies reativas de oxigénio (Tabela 2). Como o P. brasiliensis ¢ uma parasita
intracelular, o sucesso da colonizacdo dos tecidos do hospedeiro ¢ dependente da
resisténcia do fungo aos mecanismos microbicidas e microbiostaticos do hospedeiro
(Campos et al, 2005), nos quais um dos principais mecanismos envolvido € o de resisténcia
ao estresse oxidativo. A tabela reune 33 PbAEST (“P. brasiliensis assembled expressed
sequence tag”) que correspondem a genes expressos no P. brasiliensis que codificam para:
1) enzimas antioxidantes; 2) enzimas envolvidas na biossintese e metabolismo da
glutationa e regeneragdo do NADPH; 3) proteinas relacionadas a homeostase de ions

metalicos e 4) fatores transcricionais referentes a resposta ao estresse oxidativo.

Tabela 2. Genes envolvidos na resposta ao estresse oxidativo identificados no transcriptoma

do P. brasiliensis.

PbAEST Anotagiio Numero de Organismo/ n. acesso/ Referéncia
EST valor e
M L
Enzimas antioxidantes
1649  MnSOD (sod?2) 19 9 Emericella nidulans/ Felipe et. al, 2005
AAF66995.1/ 6e-87
2509  CuZnSOD (sodl) 14 5 Aspergillus fumigatus/ Felipe et. al, 2005
AADA42060.1/ 1e-68
50 CuZnSOD GPI-ancorada 0 8 C. albicans/ Castro et al., 2005
(sod3) XP 719631.1/3e-16
621 Catalase P (cat P) 6 5 P. brasiliensis/ Moreira et al., 2004
AAL34518.2/0.0
3142  CatalaseA (cat A) 0 1 P. brasiliensis/ Felipe et. al, 2005
AARS87484.1/ 3e-75
3183  Citocromo c peroxidase (ccp) 0 1 A. fumigatus/ QANPF8/  Felipe et. al, 2005
2e-30
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1715  Peroxiredoxina da familia
AhpC-TSA (Ahplp)
1811  Peroxiredoxina (Pmp20)

190 Proteina antioxidante tiol
especifica (tsal)
1923  Tioredoxina (trx)
5873  Tioredoxina redutase (t7xB)

1333 Subfamilia de glutaredoxina
relacionada a GRX4 e GRXS

Metabolismo da glutationa e
regeneracio de NADPH

1485  y-glutamil cisteina sintetase
5388  y-glutamil cisteina sintetase
2805  y-glutamil cisteina sintetase
1446  Glutationa sintetase
1304  Glutationa redutase (gr/)
5013  Glutationa s transferase
2597  Glutationa s transferase, classe
omega
2296  Glutatione s transferase
832 Glutationa s tansferase
5023  Glicose-6-fosfato
desidrogenase

553 6-fosfogluconato
desidrogenase

Homeostase de ions metalicos

858 Frataxina

2607  Atxlp
541 Lys7p
Fatores transcricionais
1731  Yaplp
4548  Yap3p
2533  Skn7p
0356  Hogl

3937  regulador dependente de Macl
(Mdrlp)
1426  Hap3p (HAPC)

3390  ativador transcricional (Hap)

P. brasiliensis/
AAQ84041.1/ 4e-90
Homo sapiens/
AAF04856.1/ 5e-12
Ajellomyces capsulatus/
AAG31645.1/ 3e-96
P.brasiliensis/
AAQ84040.1/ 7e-49
Schizosaccharomyces
pombe/ Q92375/ 9e-23
S. cerevisiae/

NC 001136/ 2e-42

A. fumigatus/
XP_754234.1/ 5¢-42
Neurospora crassa/
Q8X0X0/ 1e-66

A. fumigatus/
XP_754234.1/ 3e-28
A. fumigatus/
XP_753972.1/ 4e-75
A. fumigatus/

XP 752962.1/ 3e-123
N. crassal EAA32170.1/
2e-21

Vibrio vulnificus/
AAO11401.1/ 1e-28
Nostoc punctiforme/
P 00109643.1/ 4e-23
S. pombe/ CAA22828.1/
Te-42

Aspergillus nidulans/
XP 660585.1/ 2e-38
Coccidioides immitis/
EAS35799.1/ 0.0

S. cerevisiael
NP _010163.1/ 3e-15
S. cerevisiael
NP _014140.1/ 1e-09
S. cerevisiael
NP_013752.1/ 5e-51

N. crassa/ CAB91681.2/
4e-16

S. cerevisiae/

NP _011854.1/ 8.1e-08
S. pombel 014283/ Se-
26

Magnaporthe grisea/
AF184980 1/ 1e-73

S. cerevisiae/

NP _011614.1/ 3e-31
Aspergillus oryzae/
BAA28356.1/ 2e-64

A. nidulans/ AB052971/
1e-29

Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Felipe et. al, 2005
Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005
Felipe et. al, 2005

Campos et. al, 2005
Campos et. al, 2005

Campos et. al, 2005
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Entre as PbAESTs relacionadas na tabela acima, foram encontradas as seqiiéncias
de cDNA que codificam para as enzimas superdxido dismutase mitocondrial (sod2) e
citoplasmatica (sodl), que detoxificam o radical superoxido. Estas seqiliéncias estdo
completas e foram caracterizadas anteriormente (Dantas, 2005). Entre as enzimas que
detoxificam o perdxido de hidrogénio, estdo presentes no transcriptoma do P. brasiliensis
as catalases peroxissomal (catP) e citoplasmatica (catA). As peroxiredoxinas,
glutaredoxinas e tioredoxinas sdo enzimas responsaveis pela detoxificacdo de uma grande
variedade de produtos da oxidagdo de compostos organicos e peroxido de hidrogénio. As
peroxiredoxinas diferem de outras peroxidases por ndo possuirem co-fatores, como metal
ou grupo prostético nas reacdes de oxidorredugdo por elas catalisadas (Wood et al., 2003).
As tioredoxinas sdo proteinas de baixa massa molecular ([12 kDa) que contém em seu
sitio ativo grupamentos SH, que participam da transferéncia de elétrons pela oxidacao
reversivel desse grupo, originando pontes dissulfeto (-S-S-). Compdem ainda o sistema
antioxidante da tioredoxina, a tioredoxina redutase (que converte a tioredoxina oxidada em
reduzida, tendo o NADPH como doador de elétrons) e a peroxidase dependente de
tioredoxina. As glutaredoxinas pertencem a superfamilia das tioredoxinas, sdo proteinas
pequenas e termoestaveis com atividade oxidorredutase . Proteinas destas classes estdo
representadas no transcriptoma do P. brasiliensis, como as peroxiredoxinas, Tsal, Ahplp e
Pmp20; a glutaredoxina (PbAEST 1333); a tioredoxina (PbAEST 1923) e a tioredoxina
redutase (PbAEST 5873).

Na segunda categoria mostrada na tabela 2, estdo relacionadas as enzimas
envolvidas na biossintese e metabolismo da glutationa e regeneracdo do NADPH. A
glutationa ¢ um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina) e um dos principais
antioxidantes presentes na célula pois ela mantem o meio intracelular mais reduzido e
participa do metabolismo de xenobidticos e espécies reativas de oxigénio (Sigler et al.,
1999). A biossintese da glutationa ocorre em duas etapas: os aminoédcidos glutamato e
cisteina sdo combinados pela a¢do da y-glutamil cisteina sintetase (também conhecida por
glutamato-cisteina ligase), sendo a disponibilidade de cistéina um fator limitante da reacao;
a y-glutamil cisteina ¢ combinada a glicina pela agdo da glutationa sintetase. A oxidacdo da
glutationa ¢ mediada pela enzima glutationa peroxidase (GPx), e sua forma oxidada
(GSSG) ¢ convertida para a forma reduzida pela glutationa redutase, que utiliza o NADPH
como doador de elétrons. O NADP" ¢é regenerado a NADPH através da agdo das enzimas

glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase. A excegdo da glutationa
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peroxidase, todos os outros genes que codificam para as enzimas relacionadas a biossintese
e metabolismo da glutationa, bem como aqueles que participam da regeneracdo do
NADPH, foram encontradas no transcriptoma do P. brasiliensis. As enzimas glutationa s
transferases (GST) catalisam a reacdo de conjugacdo da glutationa a varios compostos
hidrofébicos, através da formacdo de uma ligagdo tioéter entre eles. Estas enzimas estdo
relacionadas a protecdo da célula contra xenobidticos e sub-produtos do metabolismo
oxidativo, como os hidroperdxidos lipidicos, uma vez que conjugados a glutationa esse
compostos atravessam a membrana plasmatica, através de transporte ativo (Grant, 2001).
Existem oito classes de glutationa s transferases que diferem na regido que se liga ao
substrato hidrofobico e conseqilientemente apresentam afinidade diferente pelos diversos
substratos. Estas enzimas também estdo representadas no transcriptoma do fungo.

Na tabela 2, estdo presentes na terceira categoria, as proteinas relacionadas a
homeostase de fons metélicos. Os fons Cu™ e Fe™ sdo necessarios para diversos processos
celulares como transporte, protecdo contra danos oxidativos, crescimento celular entre
outros. Entretanto, eles podem gerar radical hidroxil através da reacdo de Fenton, por isso
seus niveis celulares devem ser controlados. Algumas das importantes proteinas que
participam da homeostase desses ions no interior da célula estdo presentes no
transcriptoma do P. brasiliensis. A frataxina esta relacionada com o controle dos niveis
intracelulares de ferro, postula-se que essa proteina funcione tanto como uma chaperona de
Fe’" quanto como uma molécula capaz de acumular Fe’*, quando este se encontra em
excesso. Em S. cerevisiae a perda dessa proteina causa acumulo de ferro na mitocdndria,
retardando a respira¢do e causando dano oxidativo a mitocondria e ao DNA (Wilson &
Roof, 1997; Karthikeyan et al., 2002). Outras duas metalochaperonas foram identificadas
no transcriptoma do P. brasiliensis: a Lys7p que ¢ uma chaperona de cobre que
especificamente entrega este ion para a CuZnSOD intracelular no citoplasma e Atxlp que
leva o ion cobre para Ccc2p, uma proteina transportadora de cobre que por sua vez, leva
este ion as vias secretdrias a fim de que ele seja incorporado as enzimas que necessitam de
cobre.

A quarta categoria da tabela 2 refere-se aos fatores transcricionais referentes a
resposta ao estresse oxidativo. O fator transcricional Yaplp trafega entre o citoplasma e o
nucleo da célula e, em resposta ao estresse oxidativo ele vai para o nucleo e se liga a
regides especificas do DNA denominada YRE (“Yap response element”). Skn7 regula a
transcricdo de alguns genes, de forma independente da via HOG MAPK. O fator
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transcricional Hogl da via HOG MAPK estd presente no transcriptoma, mas outras
proteinas que fazem parte da desta via de sinalizagdo ndo foram detectados. Macl ¢ um
fator transcricional relacionado a ativag@o de genes relacionados a homestase do ion cobre,
ele também estd presente no transcriptoma do fungo. Msn2/Msn4 sdo fatores
transcricionais que se ligam no DNA as seqiiéncias conhecidas por STRE (“stress response
element”), ndo foram encontradas no transcriptoma do P. brasiliensis, estando estas

proteinas ausentes também em C. albicans (Enjalbert et al., 2003).

Neste trabalho, os genes estudados foram originados do projeto supracitado e
codificam para enzimas superoxido dismutase GPI-ancorada e citocromo ¢ peroxidase,
potencialmente relacionadas com a defesa do fungo contra o estresse oxidativo. A partir
dos dados gerados e depositados em banco de dados (https://www.biomol.unb.br/Pb), as

seqiiéncias de interesse foram caracterizadas e analisadas.

5.1 Caracterizacao molecular dos ¢cDNAs que codificam para as enzimas PbSOD3 e
PbCCP

5.1.1. Superoxido dismutase GPI-ancorada

A seqiiencia do cDNA que codifica para a provavel enzima CuZn superdxido
dismutase GPI-ancorada, PbSOD3, esta presente no banco de dados do transcriptoma do
fungo P. brasiliensis e foi depositada no GenBank® sob o numero de acesso DQ832188.
Em uma primeira andlise, esta seqiiéncia foi citada como uma proteina GPI-ancorada por
Castro e colaboradores (2005), a qual corresponde ao contig 50 que ¢ composto por 8 ESTs
originadas da fase leveduriforme. A seqiiéncia de aminoacidos da enzima putativa
PbSOD3 possui 228 aminodcidos, com um ponto isoelétrico (pl) estimado de 6,05 e uma
massa molecular de 24,3 kDa, valores proximos daqueles preditos para a Sod5 de C.
albicans, cuja massa molecular ¢ estimada em 23,6 kDa e o pl ¢ de 6,37. Estes valores
preditos de massa molecular dessas proteinas sdo proximos do valor de 30 kDa da
subunidade formadora do tetramero na EC-SOD humana (Oury ef al., 1996). A seqiiéncia
deduzida de aminoacidos da PbSOD3 apresenta a assinatura caracteristica da familia
CuZnSOD, um peptideo sinal na por¢cdo N-terminal e uma regido de ancoragem ao GPI

(Figura 2).
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Figura 2. Sequéncia de nucleotideos e de residuos de aminoacidos deduzidos da PbSOD3. A
seqiiéncia protéica evidencia a assinatura da CuZnSOD (em caixa), o peptideo sinal (sublinhado) e
regido de ancoragem ao GPI (sublinhado duplo). A predigdo de peptideo sinal foi feita por meio do

programa SignalP 3.0 e a regido de ancoragem ao GPI com o programa DGPI, detec¢do automatica

tgcgtacttccact cgcecggttagettct gectt cgaggat actaccctgtgatttctatt
t ct gt t acat agcat t caaaacccgccacaagt t aagccacact acat t at cacaaaagg
cat acact at at at agcctttacccggtt gt cttgacacgattttctttttttcctttcg

M KPTFSI L ACSLGFALIRATA
aCATGAAGCCTACATTTTCTATCCTCGCCTGI TCGCTGEECT TTGCCCTCCGTGOGACTG

QVMMEAVYTTENNPMNAMY QM
CCCAAGT TATGAT GGAAGCCGT CACTACT GAAAACAACCCTATGAATGCTAT GTACCAGA

K L MDRNDTTVRGI VNI TS GP
TGAAGCT GATGGACAGAAATGACACCACT GT TCGCGGAAT TGTCAATATTACTAGT GCCC

GGGL GV MY SCRFWGEFUZPNET E N
CAGGCGGECT TAGGOGTGATGTACAGCT GCAGAT TTTGGGGT TTCCCAAACGAGACAGAAA

G PFPWHVHD G QPVSSYDGNTCNS
ATGGACCCT TCCCGT GGCACGT CCATGAT CAACCT GT CAGT TCCGACGGT AACT GCAACA

T LAHLUDLI DRGEVFWPZPZCNASN
GCACCCTTGOCCATCTCGATCTAATAGAT CGTGGCGAATTTCCACCCT GCAACGCGAGCA

P K TCQEUGDMSGKYGNI TNAS
ATCCCAAGACGT GOCAGGAGEGT GATAT GAGT GGCAAGTACGECAACATTACGAACGCGT

GGNVYEVTFI1 DNZFTSLTUDGIL
COGGCGGEGAACGT CTATGAAGTGACT TTTATCGATAATTTCACCT CCCTCACAGATGGCT

GAFVGNRSMVV HYIRNSSRI N
TGGGTGCATTCGT CGECAATCGATCTATGGT CGTCCATTACAGGAATTCGAGCCGTATCA

CcC GNI TLASI NGTAVZPTUPSAS
ACTGCGECAACAT TACGCT AGCCAGCATAAAT GGT ACT GCTGT COCCACGCCAAGT GCAT

QRPSQGPANRVGAFGLGVML
CACAACGACCCTCCCAAGGCCCT GCAAATCGTGT TGGTGCCTTCGGTCTTGECGTGATGC

A GV A AMI W*
TGGCCGEGTGTCGCTGCGATGATATGGTAAagagcet at gt t gggagatttt at gcaatgtt

t gggat aagct t cgat gagt at gat t at aaaaagggccggtttt gt acacttcggaattt
ggttttcgatatcgtttctccaccctcaacttttgggcttatcactttttgtctttggte
acattttatgctaatttcacaagatttcacctgggt ggaatctcaggggat at act ccat
gtatacttattagtctcatccgtcccctgecattgcactgaacttgtttgattggatttgt
ctgtctgtctgtcctttacttgatgct caacaatattcgattctcecttattcttttattt
ccttgtcttttttttttttcgectttaagettgtttcectatttttatacgt aaatagttt

cagttagtaacggtt gat gaaaagttaattttttt

de proteina ancorada em GPI (http://129.194.185/dgpi/index_en.html).
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A familia CuZnSOD possui a assinatura [GA]-[IMFAT]-H-[LIVF]-H-x(2)-[GP]-
[SDG]-x-[STAGDE], onde os residuos HVH (posicdes 86, 87 ¢ 88 da PbSOD3 — ver
figura 3) participam do sitio ativo da enzima, tendo papel na liga¢do de coordenacdo do ion
Cu®", essencial para sua atividade catalitica. A analise no programa PSORT II
(http://psort.nibb.ac.jp) que faz predicdo da localizagdo celular a partir da seqiiéncia de
aminoacidos indica que a PbSOD3 deve ser uma enzima extracelular e que a possibilidade
desta enzima estar localizada na parede celular ¢ de 34,8% e/ou também na membrana
celular o valor é o0 mesmo de 34,8%. Portanto, como neste trabalho ndo foram realizados
experimentos que pudessem comprovar sua localizagdo celular, at¢ o momento ndo
podemos afirmar qual ¢ a localizagdo precisa desta enzima. Entretanto, todas as andlises in
silico desta seqiiéncia sugerem fortemente que esta enzima de P. brasiliensis esteja
presente nos compartimentos de membrana/parede e/ou no meio extracelular. A mesma
analise (PSORTII) com a Sod5 de C. albicans mostra que ela tem 55,6% de possibilidade
de ser extracelular e 44,45% de estar presente na membrana plasmatica. Fradin e
colaboradores (2005) confirmaram que a SodS ¢ uma proteina GPI-ancorada localizada na
parede celular. Nesse estudo, eles analisaram células de C. albicans contendo uma proteina
Sod5 fusionada a GFP que foi detectada por imunolocalizagdo, microscopia imuno-
eletronica e microscopia de fluorescéncia. Adicionalmente, os extratos contendo a parede
celular foram tratados com HF-piridina, que cliva especificamente proteinas GPI-
ancoradas ligadas as cadeias de [-1,3 glucana e analisados por espectrometria de massa.
Estes experimentos confirmaram a predi¢cdo in silico de que a Sod5 ¢ uma proteina
extracelular, ancorada a parede celular. Portanto, a caracterizacdo da regido de ancoragem
ao GPI na por¢do C-terminal ¢ determinante para a classificagdo da PbSOD3 como um tipo
distinto das enzimas CuZnSOD intracelulares. Experimentos similares deverdo ser
realizados visando determinar a localizacao celular da SOD3 de P. brasiliensis.

A seqiiéncia protéica da SOD3 de P. brasiliensis foi alinhada com as seqiiéncias
Sod4 e Sod5 de C. albicans, pois sao as enzimas de fungo descritas com atividade
superoxido dismutase no meio extracelular (Figura 3). A andlise de identidade e
similaridade entre estas seqiiéncias (http://bioinformatics.org/sms2/ident sim.htm) mostra
que entre PbSOD3 e Sod4 ha 23,72% de identidade e 40,32% de similaridade, muito
semelhante aos resultados obtidos entre PbSOD3 e Sod5, que apresentam 24,10% de
identidade e 38,55% de similaridade. Embora estas similaridades/identidades nao sejam

altas ¢ importante ressaltar que a definicdo de uma seqiiéncia CuZnSOD codificar para
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uma enzima extracelular depende da presenga dos 2 (dois) dominios (assinaturas

moleculares) descritos, os quais estdo presentes na seqiiéncia da PbSOD3.

Sodd 0 -------- MKYLSI | SI VALALAGDSPI STDSKGKAPLVARFKKTSKSDI EGTI KFEPAN 52
Sod5 0000 -------- MKYLSI FLLATFALAGDAPI STDSKGSPSL| AKFEKTSKSNI EGTI KFTPAN 52
PbSCD3 MKPTFSI LACSLGFALRATAQVMVEAVT TENNPMNAMYQVKL MDRNDTTVRG VNI TSGR 60
Sod4 NGT- VLVSVDLTCLP- - SGVGPYPYHVHEKPVPESKNCTATGVHFNPFENG- - - - STTAKT 105
Sod5 NGT- VSVSVDLKCGLP- - SDI GPFPYHVHEKPVPASKNCSATENHFNPYNG - - - TVRAAT 105
PbSCD3 GG_G\/WSCRFV‘GFPNETEI\KBPFP\AH/FDQjVSSDG\U\ISTLAHLDLI ERGEFPPCNASN 120
* . . Kk ke kk ke - kK
Sod4 PAALELGDLSGRHGNI TSES- - - - FEVEYDDSY! SLNKDSKAYI GALSI VVHSNNNTRLN 161
Sod5 PAAHEVGDLAGKHGNI MGES- - - - YKTEYDDSY! SLNEKSRSYI GALSI VI HANNGTRLN 161
PbSCD3 PKTGJEG]VBGKYG\II TNASGGNVYEVTFI I]\IFTSLTDGLGAFVGNRSM/VHYRNSSRI N 180
ks kk %k * . * * * * * * * - * *
Sod4 CANI TTL DEGDDTASAATWENSSSSSSSSSKNSTNGSSGSSTSASQGSGAGRAET SGFLA 221
Sod5 CANI TLLDEGHGNAN- TTMSNSSSSSSQS- - - AVNTSSSVASTAPQGNGAERAVVNGLLA 217
PbSCD3 CONITLAS- - --------mmmmmmm oo - I NGTAVPTPSASQRPSQGPANRVGAFG 215
* kk*k * .- . -k K * * .

Sod4 AG AGWAALI -- 232

Sod5 AGYWGVI AALI -- 228

PbSCD3 LGVM_AGVAAM W 228

* - * -

Figura 3. Alinhamento entre as seqiiéncias Sod4 e Sod5 de C. albicans e a provavel
superoxido dismutase GPI-ancorada de P. brasiliensis (PbSOD3). As regioes que representam a
assinatura da CuZnSOD e a regido de ancoragem ao GPI estdo sombreadas. As seqiiéncias
protéicas de Sod4 e Sod5 de C. albicans foram obtidas em http://www.candidagenome.org (orfs
19.2062 e 19.2060, respectivamente). O alinhamento das seqiiéncias foi feito com auxilio do

programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). “*” indica que o mesmo aminoacido esta

[33%2) 331

presente em todas as seqiiéncias, indica substituicdes conservadas, indica substitui¢des

semi-conservadas.

Como a PbSOD3 contém um motivo CuZnSOD, que também estd presente nas
enzimas CuZnSOD intracelulares, foi realizada uma analise de identidade ¢ similaridade
entre as seqiliéncias protéicas da PbSOD3 e as CuZnSOD intracelulares dos fungos N.
crassa, A. fumigatus, A. nidulans, C. neoformans var. neoformans, S. cerevisiae, C.
albicans e P. brasiliensis. O resultado desta analise mostra que a identidade varia de 15,8%

a 17,5% e a similaridade, de 25,4% a 39,4% (Tabela 3).

50



Tabela 3. Identidade e similaridade entre as seqiiéncias PbSOD3 e CuZnSODs intracelulares
dos fungos N. crassa, A. fumigatus, A. nidulans, C. neoformans var. neoformans, S. cerevisiae, C.

albicans e P. brasiliensis.

Organismo/ N° de acesso Identidade(%)  Similaridade (%)
Aspergillus nidulans/ AALL38992.1 15,79 33,33
Saccharomyces cerevisiael AAT99430.1 15,79 36,40
Candida albicans/ AAC12872.1 16,23 25,44
Neurospora crassa/ P07509 16,23 35,09
Aspergillus fumigatus/ AAL38991.1 16,67 33,33
Cryptococcus neoformans var. neoformans/ AAK31915.1 16,67 39,47
Paracoccidioides brasiliensis/ AAX13803.1 17,54 27,19

Fonte: http://bioinformatics.org/sms2/ident _sim.html

Além destas seqiliéncias ndo apresentarem os motivos € as assinaturas
caracteristicos da CuZnSOD extracelular, o mesmo tipo de andlise entre as seqiiéncias
protéicas das enzimas CuZnSOD intracelulares de C. albicans e P. brasiliensis mostra que
a identidade ¢ de 74,03% e a similaridade, de 84,42%. Portanto, quando se compara a
similaridade/identidade entre as seqiiéncias de CuZnSOD intracelulares de varios
organismos observam-se altos valores para estes parametros, o que reforga a nossa
proposta da PbSOD3, uma vez que quando comparada com as seqiiéncias intracelulares a
mesma apresenta as médias de apenas 16,41% e 32,89% de identidade e similaridade,
respectivamente. Sabe-se que as CuZnSOD intracelulares compartilham entre si grande

identidade e similaridade, com pouca variacao interespecifica.

5.1.2. Citocromo c peroxidase

A enzima citocromo c peroxidase (CCP) esta representada no transcriptoma do
fungo P. brasiliensis por apenas uma seqiiéncia (singlet PBDEX-Y1-025t B08.esd)
detectada na fase leveduriforme. Um dos motivos caracteristicos desta proteina,
denominado assinatura da proteina, foi encontrado na proteina putativa de P. brasiliensis
originada da tradugdo in silico da seqiiéncia parcial do cDNA do banco de EST. A regido
conservada do sitio ativo das peroxidases ¢ representada por [SGATV]-{D}-x(2)-
[LIVMA]-R-[LIVMA]-x-[FW]-H-{V}-[SAC] (Figura 4). A seqiiéncia de aminoacidos da

proteina putativa CCP de P. brasiliensis obtida foi parcial (194 aminoacidos), mas, foi
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possivel localizar o provavel sitio ativo da enzima, regido que apresenta maior identidade e

similaridade com outras enzimas CCP de outros fungos.

1 tgaccat gattacgccaagct cgaaat t aacct cact aaagggaacaaaagct ggagcet C
61 caccgcggt ggcggcecgct ct agaact agt ggat cccccgggct gcaggaat t cggcacg
121 aggctgacagtcattactctcgttatttttctcctatttcctctttccaaggcatcattt

1 M A SV ARTF
181 atctcctttttcecttttgtttctgttcegtttttgaggATGECTTCTGTGECGAGAACTT

9 T R GFTRASTANSSSSI RY ST
241 TCACTCOGGGGT TTCACT CGOGCATCCACCGCCAACTCCTCTTCGTCGATCAGATATTCCA

29 R T STRFVLPSQAFZCTG GSRRG
301 CTCGCACTTCAACTCGCTTTGICCTCCCCTCCCAGGCCTTCTGTACCGEGT CCCGCAGAG

49 Y A S GP E GEK S SRSFHI GL GA
361 GATATGCTTCTGGTCCTGAGGEGT GAAAAGTCTTCT CGCAGCT TCCACATCGGATTGEGAG

69 V VI A GAGALYYLlLNIKDGUPIKAS
421 CTGICGICATTGCAGGT GCCGGT GCTCTCTACTACCT GAATAAAGAT GBCCCGAAAGCCA

89 T K P S GP F TPTIKDUDY QK VY DE
481 GCACGAAACCCT CAGECCCCT TCACACCAACCAAGGAT GATTACCAGAAAGT GTACGATG

109 | ARL LV ENDTDYDDGSYGPNT
541 AAATTGCGAGACTCTTAGT TGAAAATGAT GACTATGATGATGGTAGCTATGGACCGGTTC

129 1 RL AWHASGTYDIKETSGTGG S
601 TAATCOGAT TGGCATGGCACGCAAGTGGTACTTATGATAAGGAAACTGGAACTGGAGGAA

149 NGATMRFAPESUDUHAANAGIL K
661 GCAATGGTGOCACCATGOGCT TCGCTCCTGAGAGT GACCACGCTGCCAACGCTGGT TTGA

19 A GE RRTRPTIKWMESPRVYPQ
721 AAGCT GGOGAGAGAAGAACT CGACCGACGAAAT GGAT GGAGAGCCCAAGAGTATACCCCC

189 N S G R H N *
781 AAAATTCAGGCCGCCATAATt aagt agaagatt ccagt acttt aacaacaagt at acaac

841 ctagggatcccgcacacgt ggacttttacaacgaacacaggttcagtgtgagcactcgtg
901 gcgaaat aaaagcatctttttgtactgtttagacaccaaataagnt aaaaat act gtgca
961 gttgtcagagggaagat at at ccccactttttatgacacacacatgcacagctaactaca
1021 ccgaacaaaaagt acccgaaaccct agat cgggcccgt t ccaccaaaaagct at gct gca
1081 cagccct gt aaat t gt acaaaat t gggcaaacat ggat acagccgt at aaat caat agt a
1141 aggtt aagacat act gaacgatt aaaagat aat at gt aat aaat tt agagat acagat aa

1201 ttact at acaccacaat caaagt gcgcgt agaacat t ggggagaaacat at accca

Figura 4. Seqiiéncia de nucleotideos e de residuos de aminoicidos deduzidos da PbCCP. Na

seqiiéncia protéica esta destacado o sitio ativo da citocromo ¢ peroxidase, em caixa.
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A seqiiéncia de aminoécidos da provavel CCP de P. brasiliensis (PbCCP) foi
alinhada com as seqiiéncias de CCP dos fungos N. crassa, A. fumigatus, S. cerevisiae e C.
neoformans. Existe uma similaridade de 62 a 75% e identidade de 53 a 68% entre as
seqiiéncias, principalmente na regido da PbCCP, compreendida entre o aminoacido 108 até
o aminoacido 167 (Figura 5 e Tabela 4). A assinatura protéica caracteristica da ligacdo ao
ferro dessa enzima [DET]-[LIVMTA]-x(2)-[LIVM]-[LIVMSTAG]-[SAG]-[LIVMSTAG]-
H-[STA]-[LIVMFY] esta presente nas seqiiéncias de aminoacidos das CCP dos outros

fungos e ndo pode ser mostrada na seqiiéncia deduzida da PbCCP porque ela € parcial.

Unaydi s - - - - MASLRTGLRVAQPLR- ASARNFATRPSI RSSVRHYSSPAPGS- - - - - - - - PPPPQP 47
Cneof ormans ~ --------- MSFRAPNLI RSAAGRRASQTLNLRSQVI RRRFATEGG: - - - - - - - PEI TKP 43
Afum gatus ~ --------- MASAARSASR- AFLRSTPTTSSFRPAVRAARFAL PAQGFRAAGRRGYASEA 50
PbCCP MASVARTFTRGFTRASTANSSSSI RYSTRTSTRFVLPSQAFCTGSR- - - - - - - RGYASGP 53
. * .
Unaydi s SSS- SSTSKVLLTSVAI AAAAGGAFL AFGRDDKVSI L GVGANGANKFQGSKGSVGPATTS 106
Cneof or mans SSPRSSNTRYLLAGVG AAVG- AAYYFYGT G- - RTAHDSANKADT VWRGAVATVEAKTGL 100
Af um gat us NSCKSSSNVFLWAGLAVAGGAGAYLYLNGSD- - - - == === === === - - - - - - SVTSKTFV 89
PbCCP ECEKSSRSFHI GLGAVVI AGAGALYYLNKDG: - - - - === === === == -~ PKASTKPSGPF 95
* % . . .
Unaydi s AHSKADYQAVYNAI AEQL EANPDYDDGSYGPVL VRLAVWHASGT YDKNSNTGGSNGATMRF 166
Cneof or mans RRCKDEYQKVYNRI AETLEKE- GYDDGSLAPVLLRLAWHSSGT YNKEDGTGGSNFATMRF 159
Af um gat us P- GKEDYQKVYDAI ARRL ADETDYDDGSYGPVL VRLAVWHASGT YDKETGTGGSNGATVRF 148
PbCCP TPTKDDYQKVYDE! ARLLVENDDYDDGSYGPVLI RLAVWHASGT YDKETGTGGSNGATMRF 155
* :** **: **. * .***** .***:*****:****:*: .***** *kkk*k
Unaydi s APESEHGANAGL GAARDFMEKI HOKFPW TYSDLWIL GGVAAI CELGGPKI PWRPGRKDA 226
Cneof or mans KPEAEHSANNGL HVAREHVEKI KQEFPW SYGDLWI L GGVCAVQESGGEPTI PWRPCGRI DG 219
Af um gat us APESDHGANAGLKI ARDFLEPI KAQFPW SYSDLWILAGACAI CELGGPTI PWRPGRCDK 208
PbCCP APESDHAANAGLKAG - - - ERRTRPTKWWESPRVY- - - - - = - - == - - - - - - PONSCGRHN- 194
**::*.** * % . * *: * ..‘k*

Unaydi s TADKCTPDGRLPDGDKGPDHLRY! FYKMGFNDQE! VAL SGAHAL GRCHTDRSGFDGPWTF 286
Cneof or mans FEAQVTPDCGRL PDASQAQDHL RFI FNRMGFNDQEI VAL SGAHAMERCHTNRSGFEGPWTF 279
Af um gat us DVAACT PDGRLPDASKDQRHI RDI FYRMGFNDQE! VALI GAHAL GRAHPDRSGYDGPVDF 268
PbCCP  m e
Unaydi s APTSFTNEYFNLLMNEKWNI RKWNGPPQFEDKSTKSL MMLMTDVAL VCDPSFKKHVORYA 346
Cneof or mans SPVTFSNQYFAL L RDEPWOAKKW GPAQYEDKNTKTL MVLPTDVAL L KDKSFKKYVDI YA 339
Af um gat us SPTVFTNEFFRL L VDEKWINRKWNGPAQF TDKT TKTLMVLPADLAL | KDKEFKKHVERYA 328

PbCCP

Umaydi s

KSEDEFFNDFRSAYAKL L EL GVPAENFKAFETKLDGGKPFEFATSAECENAN 398
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Cneof or mans DNEEKFFSDFAKAFSKLI ELGVPERQW - - - - - - - AGEPWILGTSD- - - - - - 377
Af umi gat us RDSDAFFKDFSDAFVKLLEL GVPFTSK: - - - - - - - AEDRYVFKTSE- - - - - - 366
Yoo - TSS———————

Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da CCP de P. brasiliensis e dos fungos

Ustilago maydis, C. neorformans e A. fumigatus. O sitio ativo da peroxidase estd sombreado ¢ a

assinatura protéica que determina a ligacdo ao ferro estd em negrito. “*” indica que o mesmo
(Y34

aminoacido esta presente em todas as seqiiéncias ““:” indica substituicdes conservadas, “.” indica

substituigoes semi-conservadas. http://www.ebi.ac.uk/clustalw.

Tabela 4. Identidade e similaridade entre as seqiiéncias de CCP de P. brasiliensis e outros

fungos.
Organismo/ N° de acesso Identidade (%) Similaridade (%) Valor e
A. fumigatus/ XP_751914.1 55 62 8e-37
C. neoformans var. neoformans/ QSKIKS 61 72 2e-20
N. crassal XP_964223.1 60 66 2e-35
S. cerevisiae/ NP_012992.1 53 69 8e-15
Ustilago maydis/ QAPBY6 68 75 3e-26

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast, programa blastx

5.2. Determinac¢do do numero de copias dos genes que codificam para PbSOD3 e
PbCCP

Experimentos de Southern blot foram realizados com o objetivo de determinar o
numero de copias dos genes que codificam para as enzimas PbSOD3 e PbCCP no genoma
de P. brasiliensis. O fato de ter sido identificado apenas uma PbAEST no transcriptoma,
tanto para PbSOD3 como para PbCCP, sugere que estas enzimas sejam codificadas por
uma seqiiéncia unica no genoma. Para determinar o nimero de copias dos genes que
codificam para estas enzimas, 0 DNA gendmico do fungo foi submetido a digestdo com
enzimas de restricdo e apds procedimento padrdo, foi transferido para uma membrana de
nylon e hibridizado com sondas especificas para cada um dos genes. Com base no perfil de
restri¢do das seqiiéncias de nucleotideos dos cDNA obtidos do banco do transcriptoma,
foram escolhidas enzimas de restricdo que ndo possuem nenhum sitio de restricdo nas
respectivas seqiliéncias. A figura 6A mostra o resultado do experimento para o gene que
codifica para a enzima PbSOD3, no qual a digestdo total do DNA gendmico tanto com a

enzima Apal quanto com a enzima Sacll, apresenta apenas uma banda revelada, indicando
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que o gene que codifica para a PbSOD3 esté representado por uma Uinica copia no genoma
do fungo. A figura 6B mostra o resultado do experimento de Southern blot para o gene que
codifica para a PbCCP, onde uma banda unica de hibridizacdo foi observada tanto na
digestdo do DNA gendémico com EcoRI quanto com HindlIIl. Este resultado também indica

que este gene estd presente no genoma do fungo em copia Unica.

PbSOD3 PbCCP

<4— 18kb

3,4kb

Figura 6. Andlise de Southern blot para determinacdo do numero de cépias dos genes
PbSOD3 e PbCCP de P. brasiliensis. 15 microgramas de DNA total foram digeridos com enzimas
de restricdo, separados em gel de agarose 0,9%, transferidos para membrana de nylon e
hibridizados com sondas especificas (Materiais ¢ Métodos, se¢do 4.2.9). Para ambos os painéis, a
coluna 1 mostra a hibridizagdo de 5 ng do fragmento de DNA usado como sonda especifica para os
genes das enzimas PbSOD3 ou PbCCP. As colunas 2 e 3 mostram o DNA gendmico digerido com
as enzimas Apal, Sacll, respectivamente (painel A) e EcoRl, Hindlll, respectivamente (painel B). A
membrana foi hibridizada com sonda quimioluminescente. As setas indicam o tamanho, em kb,

aproximado das bandas reveladas.
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5.3. Anilise da expressido génica da PbSOD3 durante a transicio dimorfica e o

choque térmico, por northern blot

A expressdo dos genes que codificam para as enzimas SOD3 e CCP de P.
brasiliensis foi investigada através de northern blot em duas condi¢des experimentais. A
primeira foi durante a transicdo morfologica de P. brasiliensis de micélio (25 °C) para
levedura (36 °C). Esta mudanga de temperatura representa a condi¢do necessaria para que
o fungo sofra o processo de transi¢do in vitro e quando em contato com o hospedeiro, o
dimorfismo ¢ necessario para o estabelecimento da infec¢do. A outra condi¢do escolhida
foi do choque térmico das células de levedura a 42 °C, visto que em outros fungos esta
condicdo de estresse ¢ capaz de induzir uma resposta do sistema antioxidante,
evidenciando a comunicagao entre as vias de resposta ao estresse.

Como pode ser observado na figura 7, durante a transi¢do de micélio para levedura
ocorre uma ligeira oscilagdo da expressao do gene que codifica para a PbSOD3. Os valores
arbitrarios do mRNA variaram de 0,7 (1 hora) a 1,4 (L), apresentando um padrao oscilante
de resposta durante a transicdo morfologica. Entretanto, se comparado os niveis arbitrarios
de mRNA da PbSOD3 entre micélio (0 h) e levedura (L), pode-se observar a alteragdo de
1,0 para 1,4, o que ndo foi considerado como alteracao significativa. Em nossas analises de
expressdo diferencial de genes, seja por northern blot ou microarranjos de cDNA, o valor
minimo considerado para se afirmar se existe ou ndo uma altera¢do de expressdao génica em
fun¢do de uma mudanga de condigdo fisioldégica qualquer ¢ de 2,0 (Felipe et al., 2005;

Andrade et al., 2006).
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Figura 7. Anadlise da expressdo da PbSOD3 por northern blot durante a transicio de micélio
para levedura. O RNA total (15 pg) extraido das células de P. brasiliensis em cada um dos pontos
da transi¢do dimorfica foi fracionado em gel desnaturante de agarose 1,5% (painel B), transferido
para membrana de nylon e hibridizado com sonda radioativa especifica (painel A). A imagem foi
digitalizada e analisada com o auxilio do programa ImageQuant®. O grafico da densitometria das
imagens (painel C) mostra os niveis arbitrarios de mRNA da PbSOD?3 nos pontos experimentais, 0s
quais estdo destacados os valores de M (a: 1,0), 1 h (b: 0,7) e L (c: 1,4). O tamanho aproximado,
em kb, do mRNA da PbSOD3 esta indicado no painel A e dos rRNAs no painel B.

Da mesma forma, como pode ser observado na figura 8, ocorre também apenas uma
oscilacdo nos niveis de mRNA de PbSOD3 durante o choque térmico de 36 °C para 42 °C,
variando de 1,0 (0 minuto, a temperatura de 36 °C) para no maximo 1,3 (apds 90 minutos
da temperatura alterada para 42 °C). Também nossa analise ndo considerou significativa
esta alteragdo de expressdo em fungdo do choque térmico a 42 °C. As figuras 7 e 8
mostram que em nenhum ponto da andlise ocorreu o dobro da expressdo, reforcando a nao

alteracdo de padrdo da expressdo gé€nica para o gene que codifica para a PbSOD3, durante
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a transicao morfolégica e também no choque térmico a 42 °C. O experimento de detec¢ao
da atividade enzimatica durante o choque térmico foi realizado para a enzima PbSOD3,
entretanto, os ensaios enzimaticos de oxidagdo do NADPH sofreram uma forte
interferéncia pelo meio de cultura YPD, ndo possibilitando a determinacdo da atividade

desta enzima.
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Figura 8. Andlise da expressdo da PbSOD3 por northern blot durante o choque térmico. O
RNA total (15 pg) extraido das leveduras de P. brasiliensis a 36 °C (0 min) e daquelas submetidas
ao choque térmico a 42 °C por 15, 30, 60, 90 e 120 min foi fracionado em gel desnaturante de
agarose 1,5% (painel B), transferido para membrana de nylon e hibridizado com sonda radioativa
especifica (painel A). A imagem foi digitalizada e analisada com o auxilio do programa
ImageQuant”. O grafico da densitometria das imagens (painel C) mostra os niveis arbitrarios de

mRNA da PbSOD3 nos pontos experimentais, os quais estdo destacados os valores a O min, a 36
°C (a: 1,0) e 120 min a 42 °C (b: 1,3). O tamanho aproximado, em kb, do mRNA da PbSOD3 esta
indicado no painel A e dos rRNAs no painel B.
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Desde a descoberta da EC-SOD em mamiferos, observou-se que alguns orgaos
solidos, como placenta, pulmdo e pancreas tinham maior atividade EC-SOD. A partir dai
passou-se a investigar qual o papel desta enzima na patologia de algumas doengas. O
tratamento com bleomicina ¢ um modelo experimental para ativar a formacdo de fibrose
pulmonar induzida por estresse oxidativo (Oury et al., 1996). O estabelecimento da fibrose
ocorre em duas fases, aguda e cronica. A primeira fase ¢ caracterizada pelo influxo de
células inflamatorias, em particular macréfagos e leucécitos polimorfonucleados (PMN). A
fase cronica seguinte ¢ caracterizada pelo remodelamento da matriz extracelular e
deposi¢ao de colageno (Adamson & Bowden, 1974; Fasske & Morgenroth, 1983). O papel
da EC-SOD ¢ o de proteger o colageno da degradacdo pelo radical superdxido, os
fragmentos de colageno sdo capazes de exercer atragdo quimica para outras moléculas e
ativar os neutrofilos, aumentando, assim, a resposta inflamatoria local. Neste modelo de
fibrose pulmonar induzida, camundongos que superexpressam a EC-SOD humana nos seus
pulmdes, apresentaram até 53% de redu¢do nas evidéncias histologicas da patologia do
pulmao, e 17% menos coldgeno no pulmao, indicando claramente uma menor formagao da
fibrose (Bowler et al., 2002). Em contrapartida, camundongos mutantes que ndo expressam
EC-SOD, apresentam aumento nos danos ao pulmao apds tratamento com bleomicina.

Em fungos patogénicos, Martchenko e colaboradores (2004) relataram
recentemente que a transcricdo do gene SODS de C. albicans ¢ induzida durante a
diferenciacdo celular de levedura para hifa (forma instalada no hospedeiro) e que esta
indugdo ¢ mais dependente da presenca de soro do que da alteracdo de temperatura de 30
°C para 37 °C. Além disto, o gene SODS5 também ¢ induzido tanto por estresse osmotico
quanto oxidativo. Mostraram também, que a delecdo do gene SODS5 produziu um mutante
viavel que mostrou sensibilidade ao peroxido de hidrogénio e que a proteina Sod5 parece
ser necessaria para a viruléncia de C. albicans, em modelo de infeccdo de camundongos.
Entretanto, o mutante SOD5 mostrou a mesma resisténcia ao ataque pelos macrofagos que
a linhagem parental, o que sugere que a enzima Sod5 ndo protege C. albicans contra
injurias oxidativas pelo macréfago. Fradin e colaboradores (2005) relataram em C.
albicans resultados de experimentos de exposicdo das células de C. albicans (fase
leveduriforme) ao sangue e suas fracdes (PMN, polimorfonucleados - rico em neutréfilos e
MNC, mononucleados). Os resultados mostraram que as células expostas a fragdo rica em
neutrofilos (PMN) inibiam o dimorfismo e aumentava a expressdo de genes envolvidos na

resposta ao estresse, incluindo a SODS. Também foi obtido um mutante (Asod5S) para este
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gene (SODS), que foi incubado com sangue e suas fragdes. Os resultados mostraram que os
mutantes incubados com sangue e com a fragdo PMN tiveram sua taxa de sobrevivéncia
diminuida quando comparada a sobrevivéncia do tipo selvagem (sendo esta taxa menor no
mutante inoculado com PMN) mostrando que mutante para o gene SODS5 ¢ mais sensivel
aos neutrofilos (Fradin et al., 2005). Este dado reforga o resultado anterior relatado de
Martchenko e colaboradores (2004) de que a enzima Sod5 GPI-ancorada de C. albicans
deve exercer seu papel protetor contra o estresse oxidativo via neutrofilos e ndo via
macrofagos.

Este nosso trabalho mostra, assim como o que ocorre em C. albicans, que em P.
brasiliensis também ndo foi detectado inducdo do gene PbSOD3 durante a alteracdo de
temperatura de 25 °C para 36°C, in vitro. Entretanto, dados recentes de experimentos in
vivo em nosso grupo, de comparagdo da expressdo de genes da levedura de P. brasiliensis
cultivada in vitro com a levedura recuperada do interior de macréfagos, mostram que a
expressdo do gene que codifica para a PbSOD3 estd 13 vezes aumentada na levedura
recuperada do macréfago (Tavares, A. H. P. & Silva, S., teses de doutorado, em
andamento). Este resultado de superexpressdo da PbSOD3 no interior dos macrofagos foi
confirmado por Real-Time PCR, o que sugere que mesmo o fungo estando apto a
neutralizar as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio ainda na forma de micélio, o
microambiente do interior dos macrofagos parece ser capaz de modular o aumento da
expressdo do gene que codifica para PbSOD3 (13x). Nesse contexto, qual seria papel da
SOD GPI-ancorada de P. brasiliensis durante o curso da infec¢do, considerando os dados
acima relatados em mamiferos e fungos na interagdo patégeno-hospedeiro? Uma primeira
possibilidade ¢ de que a enzima SOD GPI-ancorada do fungo estaria atuando no sentido de
proteger o fungo contra o estresse oxidativo e a extracelular do hospedeiro atuando contra
a formacao da fibrose pulmonar. A fibrose ¢ a principal seqiicla da PCM e a qualidade de
vida do paciente seria melhorada caso se conseguisse evitar a sua formagao (Mendes, R. P,
comunica¢do pessoal). A auséncia da SOD GPl-ancorada no P. brasiliensis deve ser
testada para investigar quais seriam as conseqiiéncias na interagdo do fungo com o modelo
experimental de camundongos, ou seja, se seria vantajoso ou ndo para o hospedeiro. O
esperado ¢ que o P. brasiliensis se torne menos virulento como o que ocorreu em C.
albicans e que o hospedeiro, que também expressa a sua SOD extracelular, consiga
responder no sentido de diminuir a seqiiela da fibrose pulmonar, melhorando o quadro

geral da doenga, a PCM. Alternativamente, ambas as enzimas, do fungo e do hospedeiro,
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poderiam estar atuando em sinergia no sentido de diminuir a formagdo da fibrose, o que
seria vantajoso para a sobrevivéncia dos dois organismos, o que provavelmente nio
melhoraria o quadro geral da doenca. Experimentos de RNAi ou nocaute do gene sod3 de
P. brasiliensis devem ser realizados para efetivamente demonstrar se a presenga desta
enzima ¢ importante no processo de protegdo contra estresse oxidativo e na formacdo da
fibrose, nos modelos de infec¢do de camundongos por este patdgeno.

Os ensaios de medida de atividade enzimatica extracelular para a enzima SOD de
P. brasiliensis, utilizando o meio de cultura das células de levedura, ndo detectaram
atividade desta enzima (dados ndo mostrados), o que sugere fortemente que a mesma deve
estar associada a parede celular e/ou membrana celular. Experimentos de fracionamento
celular para obten¢cdo da parede e/ou membrana celular deste patogeno devem ainda ser

realizados visando a localizagdo desta enzima nos compartimentos celulares mencionados.

5.4. Analise da expressdo génica da PbCCP durante a transicio dimérfica e o choque

térmico, por northern blot.

Os resultados obtidos neste trabalho, relativos a analise da expressdo do gene ccp
do P. brasiliensis estdo mostrados na Figura 9, onde se observa que ocorreu oscilagdo na
expressdo de PbCCP durante a transicdo morfologica de micélio para levedura. Apds 2
horas de mudanca da temperatura de 26 °C para 36 °C, observa-se aumento dos niveis de
mRNA de PbCCP e em 24 horas ocorre o maximo da expressdo do gene (2x) de PbCCP.
Este valor alcangou o critério minimo de 2x, considerado pelas andlises de variagdo de
expressdo génica como significativa pelo nosso grupo. Entretanto, quando se compara o
nivel de expressao entre micélio (0 h) e levedura (L) observa-se que os valores para
levedura (1,3) sdo proximos daqueles encontrados em micélio (1,0).

Na condi¢do de choque térmico (Figura 10) ocorre um pequeno e gradual aumento
nos niveis de expressdo de PbCCP nos pontos de 15, 30 e 60 minutos ap6és o choque
térmico, chegando-se ao maior nivel de mRNA no ponto de 90 minutos (1,5). Estes valores
ndo alcangaram o critério adotado pelo nosso grupo (2x), portanto nossa analise nao
considerou esta variagdo como significativa. Estes resultados mostram que, em P.
brasiliensis, o padrdo da expressdo do gene ccp apresenta uma alteragdo, em nivel
transcricional, de no maximo 2x durante a transi¢do dimorfica (26 °C para 36 °C) e que

ndo apresenta alteragdo durante o choque térmico de 36 °C para 42 °C.
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Figura 9. Anadlise da expressdo da PbCCP por northern blot durante a transicio de micélio
para levedura. O RNA total (15 pg) extraido das células de P. brasiliensis em cada um dos pontos
da transi¢do dimorfica foi fracionado em gel desnaturante de agarose 1,5% (painel B), transferido
para membrana de nylon e hibridizado com sonda radioativa especifica (painel A). A imagem foi
digitalizada e analisada com o auxilio do programa ImageQuant®. O grafico da densitometria das
imagens (painel C) mostra os niveis arbitrarios de mRNA da PbCCP nos pontos experimentais, os
quais estdo destacados os valores de M (a: 1,0), 2 h (b: 1,3), 24 h (c: 2,0) e L (d: 1,3). O tamanho
aproximado, em kb, do mRNA da PbCCP esta indicado no painel A e dos rRNAs no painel B
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Figura 10. Anélise da expressio da PbCCP por northern blot durante o choque térmico. O
RNA total (15 pg) extraido das leveduras de P. brasiliensis a 36 °C (0 min) e daquelas submetidas
ao choque térmico a 42 °C por 15, 30, 60, 90 e 120 min foi fracionado em gel desnaturante de
agarose 1,5% (painel B), transferido para membrana de nylon e hibridizado com sonda radioativa
especifica (painel A). A imagem foi digitalizada e analisada com o auxilio do programa
ImageQuant®. O grafico da densitometria das imagens (painel C) mostra os niveis arbitrarios de
mRNA da PbCCP nos pontos experimentais, destacando-se o valor maximo atingido 1,5 (a) no
ponto 90 min a 42 °C. O tamanho aproximado, em kb, do mRNA da PbCCP esta indicado no

painel A e dos rRNAs no painel B.
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5.5. Analise da atividade enzimatica da PbCCP durante o choque térmico

Com o objetivo de verificar se, mesmo ndo ocorrendo uma varia¢do significativa da
expressdao do gene ccp em nivel trancricional no choque térmico, o patdgeno apresentaria
alteracdo da atividade da enzima j& pré-sintetizada foram entdo realizados ensaios de
medida da atividade enzimatica total para esta enzima, utilizando extratos protéicos das
células de levedura a 36°C e durante o choque térmico a 42°C. Os resultados estdo
mostrados na figura 11. Observa-se que ocorreu uma variagdo significativa na atividade da
enzima PbCCP durante essa condigdo experimental, diminuindo de 100% para 62% a sua
atividade especifica aos 60 minutos, permanecendo proximo a este valor até o tempo de
120 minutos de choque térmico. Entretanto, mesmo apos este tempo maximo de exposi¢ao
a temperatura de 42°C, a atividade da enzima ainda permaneceu em patamares elevados,
indicando que provavelmente este patogeno € capaz de responder as injurias de estresse
oxidativo também durante esta condicdo de dréstica alteragdo fisiologica. Nao existem
relatos na literatura sobre dados de atividade enzimatica da CCP durante o choque térmico,

para outros fungos patogénicos.

N 0,160
O
o}
Q ~~
S g 0120
=2
S 0080
s
L
T2 0,040 |
=
2
=
=
0,000 ‘ ‘ ‘ ‘
0 30 60 90 120

Tempo (min)

Figura 11. Atividade especifica (U/mg de proteina) da PbCCP. Cé¢lulas de P. brasiliensis na
forma de levedura foram submetidas ao choque térmico de 36 °C para 42 °C. A determinagdo da
atividade enzimatica da CCP foi realizada conforme descrito no item 4.2.13 (Materiais ¢ Métodos).

Os dados obtidos foram submetidos ao teste-t, com nivel de significancia p < 0.05.
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Um aspecto importante do P. brasiliensis é sua notavel resisténcia ao tratamento in
vitro com perdoxido de hidrogénio. Leveduras de P. brasiliensis tratadas com altas
concentragdes de H,O, (25, 50, 75 e 100 mM) tanto na fase estaciondria quanto na fase
exponencial apresentam sobrevivéncia superior a 70% apds o tratamento por lh e 6h
(Dantas et al., submetido). Em S. cerevisiae, células crescidas até a fase exponencial e
tratadas com apenas 10 mM de H,O, por 15 minutos apresentam taxa de sobrevivéncia
apenas de 2% (Collinson & Dawes, 1992), enquanto o fungo patogénico C. albicans
tratado com 50 mM de H,0,, observou-se uma taxa de sobrevivéncia de apenas 0,1% apos
1 hora de tratamento (Jamieson et al., 1996). Kwon e colaboradores (2003) mostraram que
na levedura S. cerevisiae a expressdo do gene CCP aumenta quando as células sdo tratadas
com peroxinitrito, peréxido de hidrogénio ou quando cultivadas em condi¢des aerdbicas.
Mostraram ainda, que mutantes para o gene que codifica para esta enzima sdo vidveis e
mais sensiveis ao peroxido de hidrogénio, evidenciando que a enzima Ccp ndo ¢ essencial
para o crescimento celular ou para a respira¢do aerdbica e que, provavelmente, as espécies
reativas de oxigénio geradas durante a respiracdo sdo eficientemente detoxificadas por um
sistema antioxidante complementar. Em C. neoformans, o mutante para o gene da CCP ¢
mais susceptivel ao peroxido de hidrogénio exdgeno, apresentam um defeito de
crescimento quando estdo no interior do macrofago, entretanto o mutante ¢ tdo virulento
quanto o tipo selvagem, mostrando que essa enzima contribui para a neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio, mas ela deve ter funcdo redundante na célula (Giles et al.,
2005). Os dados obtidos em nosso trabalho sugerem que provavelmente a citocromo c
peroxidase ja& se encontre em nivel elevado de atividade, desde a forma de micélio,
suficiente para responder as injurias oxidativas ou entdo que ela ndo deve contribuir para a
imediata detoxificacdo do perdxido de hidrogénio. Neste caso, outras peroxidases e/ou as
catalases, devem atuar de maneira mais rapida na eliminacdo do peréxido de hidrogénio,
cabendo a citocromo ¢ peroxidase, exercer papel fundamental na detoxificagdo de EROS,
seja de origem enddgena ou exdgena, principalmente no interior da mitocondria, onde se
encontra compartimentalizada. Nao existem relatos na literatura de estudos do padrdo de
expressdo génica da CCP em outros fungos dimoérficos e patogénicos, como C. albicans,
H. capsulatum, B. dermatitidis entre outros.

Os resultados relatados neste trabalho de andlise da expressao da SOD GPI-
ancorada mostraram que ndo ocorreu uma alteracao significativa durante o choque térmico

a 42°C. Abrashev e colaboradores (2005) mostraram em A. niger que, quando as células
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deste fungo foram submetidas ao choque térmico, ocorreu aumento das atividades
enzimaticas da SOD e catalase, ndo relatando, entretanto, a atividade da CCP, opondo-se
aos nossos dados em P. brasiliensis. Os nossos resultados reforgam a hipotese de que o P.
brasiliensis provavelmente estd adaptado as injurias provocadas pelo estresse oxidativo ja
na forma de micélio, pelo menos no que diz respeito a SOD GPI-ancorada e a PbCCP, uma
vez que ndo foram detectadas alteragdo de expressdo génica para estas enzimas durante a
transicdo dimorfica. A adpatagdo deste patdgeno parece ser em fungdo da temperatura e a
resposta do sisitema antioxidante pode ser diferente na presenga de outros estimulos.
Missall e colaboradores (2004) consideram que o sistema antioxidante necessariamente co-
evolui com o advento do crescimento aerobico das células, e que um sistema antioxidante
complexo, com varias possibilidades de mecanismos e redundancia ou sobreposicdo entre
as vias de defesa antioxidante, permitem a mdxima prote¢do e flexibilidade para a
adaptacdo do organismo as mudangas ambientais. Esta flexibilidade e multiplicidade
nesses mecanismos de defesa sdo particularmente importantes para os microrganismos
patogénicos que existem livres no ambiente e passam a viver no interior de um hospedeiro,
cuja resposta imune baseia-se em um ataque oxidativo contra o patdogeno. Provavelmente,
estes patdgenos de vida livre encontram neste modo de vida diversas fontes de estresse,
incluindo o oxidativo, no qual, as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao formadas a
partir de radiacdo UV, de subprodutos da dinitrificagdo ou da atividade fagocitaria de
outros microrganismos. O ambiente destes microrganismos, portanto, ¢ muito diversificado
e aqueles que possuem um sistema antioxidante eficiente tem a possibilidade de adaptar-se
melhor. E mais provavel, portanto, que estes patogenos tenham se adaptado a partir do seu
nicho de vida livre no ambiente e isto permitiu também a sobrevivéncia no hospedeiro e
ndo que tenham desenvolvido mecanismos adicionais ou especializados para que
sobrevivessem no hospedeiro. No caso particular do fungo P. brasiliensis os dados deste
trabalho sugerem que este patogeno esta adaptado desde a forma de micélio para combater

0 estresse oxidativo.
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6. CONCLUSOES

1- Os genes potencialmente envolvidos na resposta ao estresse oxidativo identificados no
transcriptoma do P. brasiliensis foram categorizados em 4 classes: enzimas
antioxidantes (12 seqiiéncias), biossintese e metabolismo da glutationa e regeneragdo
de NADPH (11 seqiiéncias), homeostase de ions metalicos (3 seqiliéncias) e fatores
transcricionais (7 seqii€ncias).

2- Os genes que codificam para as enzimas antioxidantes para detoxificagdo de espécies
reativas e enzimas envolvidas no metabolismo de glutationa presentes no transcriptoma
do P. brasiliensis representam todo o arsenal enzimatico contra o estresse oxidativo
descrito em outros organismos, com excecdo da glutationa peroxidase que ndo foi
encontrada em nossa analise. Entretanto, deve-se ressaltar que o transcriptoma do P.
brasiliensis descreveu cerca de 80% dos genes estimados em seu genoma, ndo se
podendo ainda afirmar se este gene encontra-se ausente no sistema de defesa deste
patogeno.

3- Os genes que codificam para proteinas envolvidas na homeostase de ions bem como
aqueles que codificam para os fatores de transcricdo também representam a maioria dos
genes descritos em outros organismos, com exce¢do da ferritina (controle da
homeostase de Fe) bem como os fatores de transcricdo Msn2/Msn4, os quais também
estdo ausentes em C. albicans.

4- A seqiiéncia de cDNA que codifica para a CuZnSOD GPI-ancorada (PbSOD3) de P.
brasiliensis estad completa. A enzima possui massa molecular deduzida de 24,3 kDa e
pl estimado em 6,05. A seqiiéncia da proteina deduzida possui a assinatura
caracteristica de enzima CuZnSOD - [GA]-[IMFAT]-H-[LIVF]-H-x(2)-[GP]-[SDG]-x-
[STAGDE] - e a regido de ancoragem a GPI conservada na regido carboxi-terminal.

5- A andlise das seqiiéncias deduzida das enzimas PbSOD3 e Sod5 de C. albicans indicou
cerca de 40% de similaridade em toda a extensdo da proteina; de fato estas proteinas
sdo mais conservadas nas regides das assinaturas do sitio catalitico e da regido de
ancoragem ao GPI. Por outro lado, a similaridade entre as enzimas SOD intracelulares
de P. brasiliensis e C. albicans atinge o valor de cerca de 85%.

6- A andlise no programa PSORT II indica que a PbSOD3 deve estar localizada na parede
celular (34,8% de probabilidade) e com a mesma probabilidade, pode estar localizada

na membrana celular.
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7- A seqiiéncia de cDNA que codifica para a PbCCP esté parcial. A seqiiéncia parcial da
proteina deduzida mostra a presenga do sitio ativo da peroxidase, caracterizado pela
regido [SGATV]-{D}-x(2)-[LIVMA]-R-[LIVMA]-x-[FW]-H-{V}-[SAC], a qual se
mostrou bastante conservada quando comparada com estas enzimas de outros fungos.
A andlise das seqiiéncias deduzida das enzimas PbCCP e CCPs de outros fungos
patogénicos e ndo-patogénicos indicou cerca de 62-75% de similaridade.

8- A andlise de Southern blot indicou que os genes que codificam para as enzimas
PbSOD3 e CCP estao presentes no genoma do fungo em copia Unica.

9- A andlise da expressdo dos genes que codificam para a PbSOD3 e PbCCP mostrou que
ocorreu uma oscilacdo durante a transicdo dimorfica in vitro. Entretanto, quando se
compara o nivel de expressdo para ambos os genes, entre as formas de micélio e
levedura, observa-se que ndo ocorreu uma alteragdo do padrdo de expressdao
significativamente diferente. Também ndo ocorreu variagdo significativa da expressao
para ambos os genes, em nivel transcricional, durante o choque térmico a 42 °C.

10- Os ensaios de medida de atividade enzimadtica extracelular para a enzima SOD de P.
brasiliensis, utilizando o meio de cultura das células de levedura, ndo detectaram
atividade desta enzima (dados ndo mostrados), sugerindo que a mesma deve estar
associada a parede celular e/ou membrana celular.

11- A atividade enzimatica da CCP de P. brasiliensis durante o choque térmico a 42 °C
diminuiu em fun¢do do tempo de incubagdo das células de levedura, indicando que
provavelmente este patdgeno ¢ capaz de responder as injurias de estresse oxidativo
durante esta condi¢ao de drastica alteragao fisioldgica.

12- Os dados sugerem fortemente que o P. brasiliensis esta apto, desde a forma de micélio,
a responder contra as injurias de estresse oxidativo, uma vez que este patdogeno
apresenta niveis similares de expressdo dos genes SOD3 e CCP nas duas formas,

micélio e levedura.
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7. PERSPECTIVAS

1- Determinar qual a contribui¢ao individual da PbSOD3 e PbCCP no sistema antioxidante
in vitro, por meio de desafios com agentes oxidantes como perdxido de hidrogénio e
menadiona e avaliagdo da expressdo dos genes e atividades enzimaticas.

2- Investigar a localizacdo celular da PbSOD3, através de ensaios de imunocitolocalizagao
utilizando anticorpos anti-PbSOD3 ou por fusdo com GFP.

3- Avaliar a contribui¢do da PbSOD3 para a viruléncia de P. brasiliensis e determinar o
seu papel na imunopatologia da PCM, inclusive no que se refere a sua possivel

contribuicdo na evolu¢do da fibrose, através do nocaute ou silenciamento génico da

PbSOD3.
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