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Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica humana causada por espécies do
fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides. Até ha pouco tempo, apenas a espécie P.
brasiliensis era reconhecida dentro deste género, mas recentemente foi identificada a
espécie P. lutzii, filogeneticamente distante da anterior. A infec¢do ¢ adquirida
provavelmente pela inalacdo de propagulos transportados pelo ar derivados da forma
miceliana do fungo e que se alojam principalmente nos pulmdes. Véarios estudos sugerem
que o parasitismo intracelular do fungo seja importante na colonizacdo do hospedeiro e
na disseminac¢do da doenca. Para avaliar essa hipotese foi analisado comparativamente o
perfil transcricional de Paracoccidioides - P. brasiliensis (Pbl8) e P. lutzii (Pb01)
recuperados do interior de pneumdcitos humanos em cultura (A549) durante uma cinética
de interagdo. Para tanto foi utilizada a técnica de microarranjos de cDNA no caso de P.
lutzii ¢ PCR em tempo real para os representantes das duas espécies. Os genes
diferencialmente expressos identificados neste trabalho estdo relacionados principalmente
a limita¢do de glicose, resposta ao estresse oxidativo, remodelagem da parede celular e
adesdo aos tecidos do hospedeiro. Os resultados demonstram que de uma forma
semelhante ao que ocorre no interior de macrofagos murinos peritoniais,
Paracoccidioides apresenta uma plasticidade transcricional para sobreviver no
microambiente de pneumocitos humanos, que de forma geral ¢ semelhante entre as
espécies analisadas.
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a human systemic mycosis caused by the thermal-
dimorphic fungus Paracoccidioides. Until recently, P. brasiliensis was recognized as the
only species inside this genus, nevertheless last year P. lutzii was acknowledged as new
specie phylogenetically distant from the former. The infection is acquired by the
inhalation of propagules derived from the mycelium form of the fungus and establishes
itself mainly in the lungs. Various studies suggest that the intracellular parasitism of this
fungus is relevant in the host’s colonization and the dissemination of the disease. In order
to evaluate this hypothesis a comparative transcriptional profile between P. brasiliensis
(Pbl18) and P. lutzii (Pb0O1l) obtained from the interior of human pneumocytes linage
(A549), during the interaction kinetics, was analysed. For this objective, cDNA
microarray was used for P. [utzii (Pb01) and Real Time PCR for the representatives of
both species of Paracoccidioides (Pb18 and Pb01). The genes identified by this study as
differentially expressed were related mostly to glucose limitation, oxidative stress
response, cell wall remodelling and adhesion to host’s tissues. Our results demonstrated
that, in a similar manner in which occurs inside peritoneal murine macrophages,
Paracoccidioides displays a transcriptional plasticity to survive in the microenvironment
of the human pneumocytes, which is alike between both species analysed.
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1. Introducio

1.1. O género Paracoccidioides e a paracoccidioidomicose

Paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica humana causada por
espécies do fungo termo-dimorfico Paracoccidioides. A PCM ¢ endémica das Américas
Central e do Sul, sendo que os paises com maior incidéncia s3o o Brasil, Venezuela e
Colombia (Brummer et al., 1993). Até ha pouco tempo, apenas a espécie P. brasiliensis
era reconhecida dentro deste género. Este ¢ um fungo termo-dimorfico, encontrado na
forma miceliana a 22°C e na forma leveduriforme a 37°C. A infec¢do ¢ adquirida
provavelmente pela inalagdo de propagulos transportados pelo ar derivados da forma
miceliana do fungo e que se alojam principalmente nos pulmdes (Franco ef al., 1993;
Restrepo et al., 2001; Coutinho et al., 2002). Nestes orgdos, o fungo sofre a transicao
dimorfica, um evento fundamental para o estabelecimento da infecgdo, que pode ser
erradicada, contida em um granuloma ou se disseminar para o restante do corpo,
dependendo da resposta imune do hospedeiro e da viruléncia do fungo (Franco, 1987;
San-Blas et al., 2002).

A relevancia do dimorfismo para a patogénese fungica e doengas infecciosas ¢
demonstrada por muitas linhas de evidéncia. Primeiramente, muitos fungos patogénicos
para humanos apresentam dimorfismo, geralmente possuindo morfotipos patogénico e
nao-patogénico. Segundo, hd uma quantidade de fungos patogénicos para plantas (como
por exemplo, Ustilago maydis) que sdo dimoérficos, apresentando morfotipos patogénico e
nao-patogénico, o que enfatiza a utilidade adaptativa da morfogénese como uma forma de
parasitar o hospedeiro, sendo humano, animal ou vegetal. Terceiro, observa-se que a
habilidade de um fungo patogénico sofrer transicdo dimorfica ¢ essencial para a
patogénese e para o sucesso no estabelecimento da infec¢do. Finalmente, hd géneros de
fungos compostos principalmente por espécies monomorficas (ex. Penicillium), mas com
um ocasional membro dimorfico (Penicillium marneffei) que € a Unica espécie dimorfica
do género citado que provoca doenca sistémica em humanos. Com isso, o dimorfismo
fingico e a morfogénese mostram-se claramente essenciais ou fortemente
correlacionadas com a habilidade de provocar doenga em humanos (Woods, 2002). A

patogenicidade estd intimamente relacionada com a transi¢do dimorfica, desde que



isolados de P. brasiliensis incapazes de se diferenciar em levedura sdo avirulentos (San-
Blas et al., 2001).

Embora o contato com P. brasiliensis seja essencialmente 0 mesmo para ambos os
sexos, a PCM ¢ de 13 a 87 vezes mais comum em homens que em mulheres. Receptores
para 17-B-estradiol foram detectados no citosol de micélio e levedura de P. brasiliensis, e
estudos mostraram que este hormonio feminino inibe a transi¢do dimorfica, mas nao afeta
o crescimento da levedura ou a multiplicacdo da mesma (Restrepo et al., 1984; Stover et
al., 1986, Salazar et al., 1988; Aristizbal et al., 1998), o que pode explicar a maior
incidéncia de PCM em homens.

Duas formas clinicas da PCM foram identificadas: forma aguda (ou sub-aguda) e
forma cronica. A forma aguda também ¢ conhecida como juvenil e ¢ a forma mais severa.
E caracterizada por um curso rapido (semanas a meses) e pelo envolvimento do sistema
reticuloendotelial (bago, figado, linfonodos, medula dssea). A fungdo imune mediada por
célula ¢ muito comprometida nesses pacientes, a maioria deles sendo criangas e jovens.
Nessa forma da doenga o pulmio frequentemente ¢ o foco primario. A forma cronica,
também conhecida como forma adulta ocorre em 90% dos pacientes, sendo a maioria
deles individuos do sexo masculino. A doenca progride de forma mais lenta e pode levar
meses ou anos para se estabelecer. Em aproximadamente 25% dos casos, os pulmdes
(raramente outros Orgdos) sdo os Unicos o0rgdos clinicamente afetados (forma unifocal).
Entretanto, em outros casos, a infec¢do ocorre primariamente nos pulmoes a partir do
qual se dissemina via corrente sanguinea e/ou sistema linfatico para outros orgdos e
sistemas caracterizando a forma disseminada da PCM (forma multifocal) (Brummer et
al., 1993; Franco et al., 1987).

Na fase de levedura, as colonias sdo macias, enrugadas e cor creme. As coldnias sdo
compostas de células leveduriformes de diferentes tamanhos (4 a 30 pm), normalmente
de ovais a alongadas e t€ém uma espessa parede celular refratil e um citoplasma que
contém proeminentes goticulas lipidicas (Brummer et al.,, 1993). As células
leveduriformes sdo multinucleadas e multiplicam-se por brotamentos polares laterais. Os
brotamentos sdo conectados a célula-mae por estruturas estreitas, dando a toda a estrutura
a aparéncia de roda em leme, sendo esta a mais importante caracteristica morfologica e

para o diagndstico de P. brasiliensis. A fase miceliana se desenvolve lentamente a



temperatura ambiente, sendo caracterizada por uma estrutura filamentosa (hifa) septada
com comprimento de 1-3 um (Brummer et al., 1993; Carbonell, 1969).

O fungo P. brasiliensis pertence ao reino Fungi, filo Ascomycota, subdivisao
Euascomycete, classe Plectmomycete, subclasse Euascomycetidae, ordem Onygenales,
familia Ajellomycetaceae, género Paracoccidioides, espécie Paracoccidioides
brasiliensis. Em 2004, Untereiner et al., baseados em estudos morfologicos,
similaridades fisioldgicas e dados moleculares descreveram a familia Ajellomycetaceae.
Os fungos deste clado sdo saproéfitas, dimorficos, patogénicos e sdo associados a
vertebrados. Além disso, os membros dessa familia possuem ascomata globosa e carecem
de atividade queratinolitica. A familia Ajellomycetaceae, considerada um clado distinto
da familia Onygenaceae compreende Ajellomyces (géneros Blastomyces, Emmonsia e
Histoplasma) e Paracoccidioides brasiliensis.

Desde a sua descrigao em 1908 por Adolf Lutz, o fungo P. brasiliensis vinha sendo
considerado como uma espécie Unica, no entanto existe uma grande diversidade genética
entre diferentes isolados do fungo, além de existir uma grande variacdo nos niveis de
viruléncia desses isolados em modelos experimentais estabelecidos (Singer-Vermes et
al., 1989). Matute et al. (2006) descreveram a existéncia de trés diferentes espécies
filogenéticas de P. brasiliensis: S1 (grupo parafilético formado por 38 isolados
provenientes da Argentina, Brasil, Peru, Venezuela e Antartida), PS2 (contém 6 isolados,
cinco dos quais provenientes do Brasil e um da Venezuela) e PS3 (contém 21 isolados
colombianos). Recentemente, Teixeira et al. (2009) identificaram um clado composto por
17 isolados geneticamente similares, incluindo o isolado PbO1, distintos do clado
S1/PS2/PS3 utilizando o método de reconhecimento de espécies por concordancia
genealdgica (GCPSR). Estes autores propdem que tal clado denominado “Pb01-like”
seja considerado uma nova espécie denominada Paracoccidioides lutzii. Em um estudo
recente, Fraga (2008) observou que leveduras do isolado PbO1 apresentam um menor
tamanho e uma parede celular mais espessa em relagao a leveduras do isolado Pb18 de P.
brasiliensis. Além disso, determinou-se que tanto as células-mae quanto os brotamentos
de leveduras de PbOl possuem um menor didmetro e predominantemente formato
circular comparadas com leveduras do isolado Pb18 que apresentam maiores diametros e

forma variando de circular a eliptica. Este mesmo trabalho demonstrou que tais



diferencas morfolédgicas influenciaram a interacao de leveduras de PbO1 com macrofagos
alveolares murinos da linhagem MH-S. Estes ultimos fagocitaram de forma mais rapida e
em maior quantidade as leveduras de Pb01 e, além disso, houve uma maior producao de
NO por macrofagos infectados por esse isolado quando comparados com aqueles
infectados com o isolado Pbl8. O isolado PbOl induziu nos animais experimentais
utilizados no referido estudo uma resposta imunologica mais efetiva, possivelmente
devido a sua caracteristica de ser mais imunogénico que Pb18. Desta maneira, o isolado
Pb01 possui uma menor patogenicidade em relacao ao isolado Pb18. Estes dados sobre o
isolado Pb01 corroboram as pesquisas sobre a nova espécie criptica P. lutzii, que pode ser
facilmente distinguido de P. brasiliensis por um grande numero de polimorfismos e
marcadores moleculares especificos (Teixeira et al., submetido). Portanto, os dados
gerados por estes trabalhos abrem caminho para estudos comparativos entre as espécies
P. lutzii e P. brasiliensis, o que pode representar uma inova¢ao no desenvolvimento de
técnicas de diagndstico e no tratamento da PCM.

Até o presente momento nao se sabe ao certo qual a ploidia de P. brasiliensis.
Montoya et al. (1997 e 1999) analisaram isolados ambientais e clinicos de P. brasiliensis
sugerindo a existéncia de 5 cromossomos variando de 3,2 a 10 Mb e com tamanho do
genoma estimado em aproximadamente 30 Mb para ambos os tipos de isolados.
Posteriormente, Feitosa et al. (2003), analisaram 12 isolados clinicos e ambientais
provenientes de diferentes areas geograficas por meio de eletroforese em campo pulsado
e hibridizacio do DNA. Esses autores sugerem a existéncia de isolados aneuploides,
haploides e dipldides e propdem ainda que a variagdo na quantidade de ntcleos na célula
leveduriforme poderia explicar algumas dessas variagdes no conteido de DNA.
Recentemente, Almeida ef al. (2007) analisaram o ciclo celular de 10 isolados clinicos e
ambientais por meio da técnica de citometria de fluxo e observaram um genoma de
tamanho estimado de 26 a 35 Mb por célula leveduriforme uninucleada. Além disso,
esses autores observaram que os isolados se encontravam na forma haploide ou
aneuploéide ndo sendo relatada nenhuma associagdo entre tamanho do genoma/ploidia e
caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos isolados estudados. Recentemente, os
genomas dos isolados Pb01, Pb3 (pertencente a espécie filogenética PS2) e Pbl8

(pertencente a espécie filogenética S1) foram sequenciados pelo Broad Institute-USA em



colaboracdo com grupos que trabalham com P. brasiliensis e foram calculados em 32,94
Mb, 29,06 Mb e 29,95 Mb, respectivamente para cada isolado

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensis/GenomeStat

s.html).

Recentemente alguns trabalhos tém relatado a presenga de transcritos relacionados a
processos de reproducdo sexual deste patogeno. Felipe ef al. (2005) identificaram no
transcriptoma do isolado Pb01 de P. brasiliensis os fatores de transcricdo MAT, MCM1 e
NsdD relacionados a reprodugdo sexuada em membros do filo Ascomycota. Ainda neste
mesmo trabalho foram identificaram os transcritos Ste4, Ste20, Stell, Ste7,
Kss1/Fus3/Cek e Stel? relacionados a via de ativacdo de feromoénios do mating no
transcriptoma de P. brasiliensis, o que representa uma forte evidéncia de mating nesse
fungo. Posteriormente, Matute et al. (2006) identificaram trés espécies cripticas de P.
brasiliensis, decorrentes de dois eventos independentes de especiacdo. Em pelo menos
uma dessas espécies filogenéticas, identificada como S1, observou-se a presenga de
recombina¢do. Com isso, ha fortes evidéncias moleculares para a reproducao sexuada em
P. brasiliensis, mas at¢é o momento ainda ndo foi determinada a fase teleomorfica
(sexual) de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005; Matute et al., 2006).

Analises morfologicas e ultraestruturais de P. brasiliensis revelam a composi¢do da
parede e sua correlacdo com a viruléncia entre diferentes isolados deste fungo. Kashino et
al. (1985 e 1987) analisaram 10 isolados de P. brasiliensis na forma leveduriforme e
mostraram por meio de microscopia eletronica que havia similaridade ultra-estrutural
entre os isolados, sendo que a parede celular se apresentava na forma de duas
subcamadas elétron-densas. A parede celular de P. brasiliensis varia em termos de
composicdo de acordo com a fase morfoldgica analisada, principalmente em relagdo aos
carboidratos constituintes, que constituem mais de 80% do peso seco (San-Blas et al.,
1984; Kanetsuna et al., 1972). E composta por proteinas e¢ carboidratos, sendo que
[3—1,3—glicana e quitina s3o polissacarideos recorrentes na composi¢do de parede celular
no Reino Fungi (Bartnicki-Garcia, 1968), a—1,3—glicana possui ocorréncia infrequente,
sendo encontrada também em Schizosaccharomyces pombe, Aspergillus nidulans,
Aspergillus  niger, Aspergillus fumigatus, Cryptococcus neoformans, Histoplasma

capsulatum e Blastomyces dermatitidis (San-Blas et al., 2002). A quitina ¢ comum em



ambas as fases, embora seja trés vezes mais abundante na fase leveduriforme. Os
polimeros de glicose sdo encontrados principalmente como 0—1,3—glicana na parede da
fase leveduriforme (95%), além de uma pequena quantidade (5%) de 3—1,3—glicana,
sendo a ultima o Unico polimero encontrado na parede da forma miceliana. A
0—1,3—glicana ¢ importante polimero encontrado especificamente na fase leveduriforme
nas relacdes parasito-hospedeiro em P. brasiliensis (San-Blas et al., 1982, 1984, 1986).
Diversos trabalhos tém demonstrado que a a—1,3—glicana pode ser um importante fator
de viruléncia em P. brasiliensis. A viruléncia de diferentes isolados é proporcional ao
conteudo de a—1,3—glicana na parede, sendo que isolados altamente virulentos chegam a
ter grandes quantidades (~40% da parede celular da levedura) desse polissacarideo e
isolados pouco virulentos possuem baixas quantidades (3-5%) desse composto (San-Blas
& San-Blas, 1977; Hallak et al., 1982). Observa-se também que o cultivo in vitro por
longos periodos de tempo de isolados virulentos leva a uma diminui¢ao na quantidade de
0—1,3—glicana e perda de viruléncia e a localizacdo na camada mais externa da parede do
fungo sugere um papel de prote¢ao contra fagocitos (Kanetsuna e Carbonell, 1970; San-
Blas & San-Blas, 1977). Rappleye et al. (2004) demonstraram pela primeira vez que a
0-1,3—glicana é um importante fator de viruléncia para Histoplasma capsulatum, ao
usarem a técnica de RNA interferente para silenciar o gene ags (codifica a 0—1,3—glicana
sintase). Esses autores observaram uma maior susceptibilidade a destruicao in vitro por
macrofagos e uma diminui¢do na coloniza¢do de pulmdes de hospedeiros murinos apos
infeccdo via nasal. Recentemente, Rappleye et al. (2007) mostraram que em células
leveduriformes de H. capsulatum a a—1,3—glicana sintase esta presente na camada mais
externa da parede celular e que contribui para a patogénese ocultando as [(3—glicanas
imunoestimulatorias da deteccao pelas células fagociticas do hospedeiro. Esses autores
também demonstraram nesse trabalho que a produgdo da citocina pro-inflamatéria TNF-
o pelos fagocitos ¢ suprimida pela presenca da camada de a-1,3-glicana ou pelo
silenciamento através de RNA interferente da dectina, receptor de [3—1,3—glicana. A
B—1,3—glicana é uma potente molécula imunoestimulatéria que induz a producdo de
TNF-a por macrofagos, potencializando a resposta inflamatoria e a eliminacdo do

patogeno (Figueiredo ef al., 1993). Esse ¢ um mecanismo através do qual as células



leveduriformes de H. capsulatum evadem do sistema imune do hospedeiro, j4 que uma
baixa resposta imune celular permite a sobrevivéncia do patégeno, juntamente com sua
instalagdo e multiplicagdao no hospedeiro. Varios autores observaram que o isolado pouco
virulento Pb265 induz uma alta producdo de TNF-a e uma aumentada quimiotaxia para
neutrofilos comparado com o isolado muito virulento Pb18, o que pode estar associado as
grandes quantidades de [3—1,3—glicana expostas na parede celular de isolados pouco
virulentos (Alves et al., 1987, Figueiredo et al., 1993, Silva et al., 1994).

A identifica¢do de genes relacionados ao dimorfismo poderia fornecer uma forma
de potencial tratamento da doenca, seja de forma preventiva (vacinas) ou de forma
terapéutica (desenvolvimento de drogas). A identificagdo de genes transcritos
especificamente em um dos morfotipos fornece informagdes importantes relacionadas
com a regulacdo da morfogénese, sintese de parede celular e vias de transducdo de sinal
relacionadas com o controle da transicdo dimorfica. Nesse contexto, nosso laboratorio
estuda hd varios anos genes diferencialmente expressos durante o dimorfismo de
Paracoccidioides. A fim de se obter uma descrigdo molecular rdapida e abrangente dos
dois morfotipos do fungo, o Projeto Genoma Funcional e Diferencial de
Paracoccidioides brasiliensis (MCT/CNPq) foi desenvolvido em nosso laboratdrio junto
a 11 institui¢cdes da regido Centro-Oeste do Brasil (Felipe ef al., 2003, 2005). Esse projeto
teve como objetivo mapear o transcriptoma das formas micélio e levedura de P.
brasiliensis in vitro. Foram identificadas 6.022 sequéncias transcritas no isolado PbO1,
que correspondem a aproximadamente 80% do genoma estimado do fungo e utilizando as
categorias funcionais MIPS, 2.931 PbESTs foram classificadas em 12 categorias
funcionais. Essas categorias sdo: metabolismo celular; transcri¢do; sintese de proteinas;
processamento e enderecamento de proteinas; energia; ciclo celular e processamento de
DNA; transporte celular; transporte de ions ¢ macromoléculas; comunica¢ao celular e
mecanismo de transdugdo de sinal; controle da organizacao celular; reparo celular, defesa
e viruléncia e destino celular. Goldman e colaboradores (2003) identificaram 4.692
sequéncias transcritas do isolado Pbl8 de P. brasiliensis que foram funcionalmente
categorizadas de acordo com a similaridade com genes ja conhecidos. Recentemente,
Tavares et al. (2007), utilizando a tecnologia de microarranjos de cDNA avaliaram a

resposta transcricional inicial de leveduras de P. brasiliensis ao ambiente de macrofagos



peritoniais murinos. Neste trabalho, 1.152 genes foram analisados, sendo que 152 foram
diferencialmente expressos pelo fungo apds 6 horas de interagdo com macrofagos em
cultura e associados a limitacdo de glicose e aminoacidos, constru¢ao da parede celular e
estresse oxidativo. Em paralelo, Silva et al. (2008) analisaram o perfil transcricional de
macrofagos peritoneais murinos durante uma cinética de infec¢do por P. brasiliensis,
observando um aumento na transcricio de moléculas pré-inflamatérias codificando
proteinas de membrana e metaloproteases envolvidas na adesdo e fagocitose. Em um
recente trabalho Derengowski er al. (2008) analisaram leveduras de P. brasiliensis
crescidas em meio contendo acetato como unica fonte de carbono e leveduras
recuperadas de macrofagos da linhagem J774 em nove horas de co-cultivo e observaram
em ambos os casos a indugdo de genes que codificam para enzimas do ciclo do glioxalato
(icl e mls), mostrando que provavelmente o patdogeno modula sua expressao génica para
utilizar compostos de 2 carbonos para a sintese de novo de glicose via gliconeogénese e
sugerindo que o ciclo do glioxilato ¢ uma importante via metabdlica adaptativa para o
fungo. Recentemente, Fernandes et al. (2008) caracterizaram os genes ras em P.
brasiliensis, sendo identificados os genes ras!/ e ras2 que codificam 2 proteinas
diferentes com alta identidade entre si. Estes autores sugerem que estes genes estejam
envolvidos no dimorfismo, resposta ao choque térmico e na interagdo de P. brasiliensis
com a célula hospedeira. Utilizando a técnica de andlise de diferenca representacional
(RDA-cDNA), Bailao ef al. (2007) analisaram genes diferencialmente expressos de P.
brasiliensis quando incubado in vitro com sangue humano, mimetizando a rota
hematolédgica de disseminacdo do patégeno. Neste trabalho, foram observados transcritos
positivamente modulados pelo fungo predominantemente relacionados a degradagdo de
acidos graxos, sintese de proteinas, sensoriamento de variagdes na osmolaridade,

remodelamento de parede celular e defesa celular.

1.2. Reconhecimento molecular na interacio patégeno - hospedeiro

O reconhecimento do patdgeno e a sua adesdo aos tecidos do hospedeiro ¢ uma
etapa crucial para a progressdo da infec¢cdo. Adesdo implica que o patdogeno reconheca
ligantes protéicos ou glicidicos na superficie da célula hospedeira ou reconheca

constituintes das membranas basais que nutrem epitélios e endotélios, tais como



laminina, colageno e fibronectina. O pulmao possui uma membrana basal alveolar que se
localiza entre as células epiteliais alveolares e as células endoteliais alveolares (Patti et
al., 1994).

A matriz extracelular (MEC) ¢é uma mistura complexa composta por
macromoléculas que além de ter funcdo estrutural, também afetam profundamente a
fisiologia de um organismo (Hay, 1991). A matriz extracelular estd intimamente
relacionada a processos como adesdo celular, migracdo, proliferagdo e diferenciagao.
Interagdes entre células eucariodticas e elementos da MEC sdao mediadas por receptores
celulares, dos quais a integrina ¢ a mais bem caracterizada. Membros dessa familia de
receptores sdo compostos por 2 subunidades (0 e 3) e ligam varios tipos de proteinas da
MEC ao citoesqueleto, o que provavelmente influencia nos mecanismos de comunicagdo
celular (Ruoslahti, 1991).

Microrganismos podem utilizar os componentes da MEC do hospedeiro para se
disseminar. Algumas bactérias intracelulares parecem usar integrinas para invadir células
hospedeiras e muitos virus utilizam proteoglicanas associadas ao hospedeiro (Patti et al.,
1994). Proteinas bacterianas envolvidas na ligagdo a integrina incluem pertactina
(Leininger et al., 1991) e hemaglutinina filamentosa (Reiman et al., 1990) de Bordetella
pertussis e invasina de Yersinia pseudotuberculosis (Isberg et al., 1987). A sequéncia
peptidica arginina-glicina-aspartato (RGD) media a interagdo de pertactina com
integrinas da célula hospedeira (Leininger ef al., 1991 e 1992). Esta sequéncia ¢ também
funcional em muitos componentes da MEC do hospedeiro como um sitio de
reconhecimento especifico para muitos tipos de integrinas. A hemaglutinina filamentosa,
uma outra molécula que contém a sequéncia RGD liga-se a integrina CR3 (CDIIb/CD18)
presente em macrofagos humanos (Patti et al., 1994). Varios trabalhos mostram que
elementos da matriz extracelular, como fibronectina, coldgenos, heparan sulfato e
laminina sdo importantes na adesdo de diversos tipos de microrganismos a células
hospedeiras.

A fibronectina ¢ uma glicoproteina dimérica ligada por pontes dissulfeto de 440 kDa
encontrada na matriz extracelular e fluidos corporais de animais. Foi a primeira proteina
de matriz observada agindo como um substrato para a adesdo de células eucarioticas.

Candida albicans ¢ um patdgeno fungico que se liga a fibronectina (Klotz et al., 1991),



assim como as bactérias Treponema denticola, Mycobacterium bovis, Y.
pseudotuberculosis e Staphylococcus aureus (Patti et al., 1994).

Colagenos sdo os principais componentes da matriz extracelular e ja foi
caracterizada uma proteina de ligacdo a colageno presente em S. aureus (Patti et al.,
1994). Streptococcus pyogenes isolados de pacientes com glomerulonefrite aguda
mostraram de moderada a alta afinidade por coldgeno tipo IV (Kostrzynska et al., 1989).
Cepas mutantes de Yersinia em que a regido de ligacdo a colageno da adesina YadA foi
deletada apresentaram uma viruléncia 100 vezes menor quando comparada com a cepa
parental em um modelo murino, indicando que esta proteina e sua atividade de ligagdo a
colageno provavelmente tenham uma importante fung¢do no processo infeccioso
(Tarkkanen et al., 1990).

Laminina ¢ uma glicoproteina de 850 kDa, presente nas membranas basais, com a
capacidade de promover adesdo celular, diferenciagdo, forma e motilidade. Receptores
especificos para laminina presentes na superficie de células normais, tumorais ou de
microrganismos patogénicos auxiliam nessas fungdes. Esta glicoproteina pode estar
exposta apos danos ao tecido resultantes de processos inflamatérios ou de atividade litica
de toxinas ou drogas bacterianas (Hamilton ez al., 1998). Receptores de laminina foram
relatados em células que normalmente interagem com membranas basais, tais como
células epiteliais, endoteliais, musculares e neuronais. Células que migram dos vasos
sanguineos (macrofagos, leucdcitos polimorfonucleares e células provenientes de
tumores humanos ou animais) podem também exibir estes receptores (Bouchara et al.,
1997). Foi demonstrado que a laminina presente na matriz extracelular refor¢a a adesao
de leveduras de P. brasiliensis a superficie de células renais caninas Madin-Darby in
vitro e que a glicoproteina gp43, presente na superficie do fungo ¢ responsavel por essa
adesdo (Vicentini et al., 1994). A injecdo de leveduras de P. brasiliensis cobertas com
laminina em testiculos de hamsters refor¢aram a viruléncia do fungo, resultando em uma
doenga granulomatosa mais severa e de evolucdo mais rapida, sugerindo a importancia
dos elementos constituintes da matriz extracelular na disseminagdo da doenca (Vicentini
et al., 1994). Hanna et al. (2000) demonstraram que a glicoproteina gp43 media a
interagdo in vitro entre leveduras de P. brasiliensis ¢ a linhagem de células epiteliais

Vero. Posteriormente, André et al. (2004) demonstraram que em um modelo murino a
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ligacdo de laminina a células leveduriformes de P. brasiliensis diminui a patogenicidade
do mesmo. Mais recentemene, Andreotti ef al. (2005) isolaram uma proteina de 30 kDa
presente em P. brasiliensis capaz de se ligar a laminina, mas incapaz de se ligar a outros
elementos da matriz extracelular, como fibronectina, colageno tipo I e colageno tipo IV.
Uma adesina de parede celular de 120 kDa, WI-1, foi isolada da superficie do fungo
Blastomyces dermatitidis; esta adesina media a ligagdo a macrofagos derivados de
mondcitos humanos principalmente através da ligacdo a receptores tipo 3 do
complemento. A disrupcao do gene de WI-1 previne a ligagdo a macréfagos e a infecgao
dos mesmos, diminui a adesdo e atenua a viruléncia do fungo (Klein, 2000; Brandhorst et
al., 1999). Dessa forma na blastomicose uma unica molécula afeta a adesdo tanto no
inicio quanto nos estdgios finais da infeccdo (Van Burik, ef al., 2001). Sabe-se que
muitos fungos de importancia clinica como Candida albicans (Gaur et al., 1999; Lopez-
Ribot et al., 1996), Aspergillus fumigatus (Bouchara et al., 1997; Coulot et al., 1994),
Cryptococcus neorformans (Rodrigues et al., 2003), Pneumocystis carinni (Kottom et al.,
2003), Sporothrix schenckii (Lima et al., 2001) e Penicillium marneffei (Hamilton et al.,
1998) se ligam a proteinas da matriz extracelular. Estudos sugerem que fibrinogénio e
fibronectina facilitam a adesdo de conidios de P. brasiliensis a células da linhagem de
pneumocitos humanos A549 (derivada de carcinoma pulmonar de um homem caucasiano
de 58 anos) provavelmente através da interagdo com adesinas (Gonzélez et al., 2008).
Foram isoladas duas proteinas (19 kDa e 32 kDa) da parede celular de P. brasiliensis com
a habilidade de se ligar a laminina, fibrinogénio e fibronectina (Gonzélez et al., 2005).
Todos estes estudos demonstram que os componentes da matriz extracelular sdo
importantes nas etapas iniciais da infec¢ao, possibilitando a adesdo de diversos patdogenos
fungicos e em alguns casos facilitando a invasdo de células ndo-especializadas em
fagocitose. Essas interagdes adesinas do patdgeno - componentes da matriz extracelular
podem facilitar a colonizagdo do hospedeiro e consequentemente auxiliar na progressao
da infec¢do. Além de se ligar a elementos da matriz, ja foi demonstrado que P.
brasiliensis ¢ capaz de invadir células epiteliais ndo-fagociticas e reorganizar o
citoesqueleto das mesmas, alterando a morfologia da actina, tubulina e citoqueratina e
além disso o patogeno também demonstrou ser capaz de induzir a apoptose de células

epiteliais infectadas (Mendes-Giannini et al., 2004). Estudos mostram que P. brasiliensis
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¢ capaz de invadir células Vero e que a adesdo varia de acordo com o isolado analisado
(Mendes-Giannini ef al., 1994). A adesdo a tecidos hospedeiros ¢ considerada uma etapa
fundamental na patogénese das infeccdes fungicas. Fungos possuem uma variedade de
estruturas que aderem na superficie celular e matriz extracelular. Estes organismos
também secretam uma variedade de enzimas, tais como fosfolipases ¢ proteases,
consideradas fatores de viruléncia, dessa forma eles provocam danos a célula hospedeira
e prejudicam as defesas do hospedeiro (Romani, 2004). As células epiteliais sdo a
primeira barreira fisica encontrada por diversos patdgenos fungicos. A ligacdo do fungo a
células epiteliais parece ocorrer através de receptores que se ligam a lectina, laminina e
fibronectina/vitronectina nas superficies epiteliais e essa ligagdo ndo necessariamente
prejudica as fungdes metabolicas e estruturais do epitélio. As células epiteliais nem
sempre agem como uma barreira passiva, ja que varios importantes mediadores,
incluindo defensinas, quimiocinas e citocinas sdo secretados por esses tipos celulares
apos contato com fungos (Benfield ez al., 1999). Paris ef al. (1997) mostraram por meio
de microscopia eletronica que conidios do fungo oportunista Aspergillus fumigatus eram
internalizados por 3 tipos de células em cultura in vitro: células epiteliais traqueais,
células alveolares tipo II e células endoteliais, sendo que os conidios eram circundados
por membranas vacuolares. Esses autores questionam se a internaliza¢do de conidios de
A. fumigatus por células endoteliais e epiteliais seria um mecanismo de defesa do
hospedeiro ou se seria um mecanismo pelo qual os conidios escapem dos fagocitos
profissionais, o que ajudaria na disseminacao do patdogeno. Filler ef al. (1995) relataram a
fagocitose de Candida albicans por células endoteliais. Hanna et al. (2000) mostraram o
parasitismo intracelular de P. brasiliensis em células Vero, uma linhagem de célula
epitelial derivada de rins de macacos africanos (ATCC CCLS81), e também mostram a
replicagdo intracelular do fungo na célula hospedeira. Esses mesmos autores mostraram
que o fungo ¢ circundado por uma membrana vacuolar no interior da célula epitelial, o
que sugere fagocitose. Esses estudos sugerem que a internaliza¢do do fungo por células
epiteliais poderia ser um mecanismo por meio do qual o patégeno escape das células
fagociticas profissionais, dessa forma evitando a resposta imune inata mediada por

células e utilizando os fagdcitos ndo-profissionais como reservatorio. Esses estudos
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também sugerem que o parasitismo intracelular em células epiteliais poderia ser
importante para o desenvolvimento da doenca.

Virios trabalhos sugerem que células epiteliais podem ser importantes para iniciar
uma resposta inflamatdria contra varios tipos de patégenos por meio da produgdo de
citocinas (Benfield et al., 1999). Células epiteliais secretam IL-8, MCP-1 e TNF-a em
resposta a patogenos bacterianos (Jung et al., 1995). Pseudomonas aeruginosa induz a
liberagdo de IL-8 por células epiteliais do trato respiratorio (DiMango et al., 1995),
enquanto que LPS e M. tuberculosis induzem a liberagdo de IL-8 por células A549 (Lin
et al., 1998). Além disso, Pneumocystis carinii induz a producao de IL-6 e ICAM-1
(intracellular adhesion molecule 1) por células A549 (Pottratz et al., 1998; Yu et al.,
1997). IL-8 ¢ uma quimiocina quimiotatica que induz a ativacao de neutrofilos. MCP-1 ¢
também uma quimiocina quimiotatica e ativa macréfagos/mondécitos e linfocitos
(Benfield et al., 1999). Dessa forma, células epiteliais como, por exemplo, a linhagem de
pneumocito A549, analisada no presente trabalho, poderiam contribuir na reacao
inflamatodria decorrente da presenga do patdégeno fungico, auxiliando no recrutamento de

macrofagos para o sitio de infecgao.
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2. Justificativa

Pouco se conhece em nivel molecular sobre o processo de interagdao
Paracoccidioides-células pulmonares. Até ha pouco tempo pensava-se que as células
epiteliais funcionassem como uma barreira fisica passiva para diversos tipos de
patogenos. Varios estudos, entretanto, tém demonstrado que células epiteliais sdo capazes
de liberar moléculas pro-inflamatorias, recrutando células fagociticas para o sitio de
infec¢do de diversos patdgenos e dessa forma, participando ativamente da resposta imune
do hospedeiro. Além disso, estudos mostram que P. brasiliensis é capaz de invadir
células epiteliais e se replicar nas mesmas sugerindo que esse possa ser um mecanismo
por meio do qual o patégeno evade do sistema imune tornando-se indisponivel para a
fagocitose via macrofagos, o que culminaria em uma resposta imune protetora. As células
pulmonares sdo tipos celulares que provavelmente interagem inicialmente com o
patogeno durante a infec¢do, tendo em vista que este ultimo ¢ inalado pelo hospedeiro.
Dessa forma, entender os mecanismos moleculares desta interagdo complexa ¢
importante para elucidar aspectos da progressao da doenca e auxiliar no desenvolvimento
de novas estratégias para combater este patdgeno. A fim de avaliar essas questdes, no
presente trabalho analisamos a resposta transcricional de P. lutzii (PbOl) durante a
cinética de infecc¢ao de células pulmonares - pneumocitos humanos em cultura (48 e 72
h), utilizando experimentos de microarranjos de cDNA e validagdo por PCR em tempo
real. Além de avaliar por esta ultima técnica o perfil transcricional de P. brasiliensis

(Pb18) durante a cinética de infec¢do de pneumocitos.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Analisar o padrao de expressdo génica diferencial de Paracoccidioides- P.
brasiliensis e P. lutzii na cinética de interacdo com pneumocitos humanos visando uma
melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na interagdo patdgeno-

hospedeiro.

3.2. Objetivos especificos
1. Determinar a porcentagem de adesdo e internalizacdo em diferentes tempos, por
contagem de UFC (unidade formadora de colonia) e microscopia Optica, a fim de

estabelecer os tempos de infecgdo a serem analisados;

2. Estabelecer o protocolo de recuperacio das células leveduriformes de

Paracoccidioides apds interacdo com os pneumocitos;

3. Analisar a cinética de interagdo de Paracoccidioides com os pneumocitos humanos

em cultura por meio de microscopia Optica e contagem de UFC;

4. Analisar o perfil de expressdao génica de 4.500 genes de P. [utzii durante a cinética de

interacdo com pneumdcitos humanos em cultura por microarranjos de cDNA;

5. Analisar o perfil de expressao génica de Paracoccidioides — P. brasiliensis e P. lutzii

por PCR em tempo real durante a cinética de interacao;

6. Analisar o padrao metabdlico do Paracoccidioides — P. brasiliensis e P. lutzii na

interagdo do patdégeno — pneumocitos humanos em cultura.
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4. Materiais e métodos

4.1. O isolado flngico e as condicoes de cultura

P. lutzii (ATCC-MYA-826) e P. brasiliensis (Pb18) foram cultivados na forma de
levedura em meio de cultura semi-solido Fava Netto (0,3% protease peptona, 1%
peptona, 0,5% extrato de carne, 4% glicose, 0,5% extrato de levedura, 0,5% NaCl, 1,7 %
agar, p/v pH 7,2) por 7 dias a 37°C com o objetivo de serem utilizados nos experimentos
de infeccdo ex vivo de pneumdcitos humanos em cultura ou para serem utilizado como

controle.

4.2. Cultivo da linhagem A549 de pneumdcitos humanos em cultura

A linhagem de pneumocitos A549 (ATCC CCL-185) foi utilizada nos experimentos
de infec¢ao com Paracoccidiodes. As células foram cultivadas em frascos de cultura de
150 cm? contendo meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Chemical, USA) suplementado
com 20 mM de HEPES, 1,5 g/LL de bicarbonato de sédio, 25 pg/mL de gentamicina e
10% de soro fetal bovino (Gibco-BRL, USA) e foram mantidas a 37°C numa atmosfera
de ar umidificada e com 5% de CO,. Uma vez atingida a confluéncia de 80-90%, foi feita
a passagem das células para um novo frasco. Essas células foram lavadas com meio
RPMI livre de soro para remover o soro fetal bovino residual e em seguida incubadas
com 1 mL de tripisina 0,125% - EDTA 0,02% (Gibco-BRL, USA) a 37°C até se
destacarem (aproximadamente 2 min). Apos essas células se soltarem adicionou-se meio
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino para neutralizar a a¢do da tripsina. As
células foram centrifugadas a 1.200 rpm por 8 minutos, em seguida o sobrenadante foi
removido e o pellet ressuspenso em meio de cultura completo (RPMI 1640 suplementado
com HEPES, bicarbonato de sédio, gentamicina e soro fetal bovino). O meio contendo
as células em suspensdo foi distribuido para uma densidade de 2x10’ células por cada

frasco de cultura de 150 cm?.

4.3. Infeccao dos pneumacitos humanos em cultura com leveduras de P.

lutzii (Pb01) para analise por microscopia optica da cinética de infecgao
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As células A549 foram incubadas overnight para adesdao em laminulas de vidro, as
quais foram incubadas dentro dos pogos de placas de cultura de células de 24 pogos.
Foram utilizadas 5x10° células A549/poco e a propor¢do levedura:célula A549 foi 5:1.
As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera de ar umidificada e com 5% de CO; por
1,6,9, 24,48, 72 ¢ 96 h para definir por microscopia dptica o tempo inicial para analisar
o perfil de modulagdo da expressdo génica de P. lutzii durante a cinética de infec¢ao dos

pneumocitos.

4.4. Contagem de UFCs (unidades formadoras de colonia) de P. lutzii

As células A549 foram incubadas overnight para adesdo em pocos de placas de
cultura de 24 pogos. Foram utilizadas as mesmas quantidades de cé€lulas epiteliais e a
mesma propor¢ao levedura-pneumocito da analise por microscopia Optica descrita no
item 4.3. Os tempos de interagdo utilizados também foram os mesmos. As células foram
inicialmente lavadas com meio RPMI pré-aquecido a 37°C para retirar os fungos nao
aderidos e os fracamente aderidos aos pneumocitos. Em seguida, os pneumocitos foram
lisados com 500 pL. de H,O bidestilada estéril gelada em cada pogo para liberar os fungos
aderidos e/ou internalizados aos pneumocitos. O conteudo foi transferido de forma
homogénea para placas de Petri contendo 20 mL BHI (brain heart infusion) éagar
acrescido de soro de cavalo (Gibco, BRL-USA) a 4% (v/v), fator de crescimento de P.
brasiliensis a 5% (v/v) e incubadas a 37°C por 7 dias. Apos esse tempo de crescimento,
foram contadas as unidades formadoras de colonia nas placas, sendo que cada tempo de

interagdo foi analisado em triplicata.

4.5. Infeccao dos pneumdcitos humanos em cultura com leveduras de P.

lutzii e P. brasiliensis para extracao do RNA total do fungo

Um total de 2x107 células A549 foram adicionadas por frasco de cultura de 150 cm?
contendo meio RPMI suplementado com 20 mM de HEPES, 1,5 g/L de bicarbonato de
sodio, 25 pg/mL de gentamicina e 10% de soro fetal bovino. As células foram mantidas
overnight numa atmosfera de ar umidificada e com 5% de CO,. Apds esse periodo, as
monocamadas de pneumdcitos foram infectadas com 10x107 células leveduriformes de

Pb01 ou de Pbl8, na proporcao levedura-pneumdocito de 5:1. O co-cultivo foi incubado
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numa atmosfera de ar umidificada e com 5% de CO; por 48 e 72 horas para posterior
extragdo do RNA total das leveduras de P. brasiliensis ¢ de P. lutzii recuperadas da

infeccdo.

4.6. Extracio do RNA total de leveduras de Paracoccidioides

internalizadas

Apo6s cada tempo de interagdo analisado, as leveduras ndo aderidas foram
removidas por meio de lavagem com meio RPMI pré-aquecido a 37°C e em seguida os
pneumocitos foram lisados pela adicdo de 5 mL de solugdo de GTC (isotiocianato de
guanidina 4 M, N-lauril-sarcosina 0,5%, citrato trissddico 50 mM e 2-mercaptoetanol 0,1
M) em cada frasco. O tratamento com a solugdo de GTC promove a lise dos pneumocitos
enquanto o fungo ndo ¢ lisado uma vez que sua parede celular rica em glicana e quitina
permanece intacta. As células leveduriformes foram recuperadas por centrifugagao (4.000
rpm por 10 min) e utilizadas para o isolamento do RNA total de Paracoccidioides
empregando o reagente Trizol (Invitrogen, USA) (adaptado de Tavares et al., 2007). A
lise do fungo foi realizada por meio de vigorosa agitacdo em 1 mL de reagente Trizol na
presenca de 80 pL de pérolas de vidros (Sigma) por 15 minutos a temperatura ambiente.
Apo6s esse procedimento as amostras foram centrifugadas (12.000 rpm por 30 s) para
retirar os restos celulares do fungo e o lisado celular foi utilizado para a extracdo do RNA
total do fungo.

Em seguida foram adicionados 200 pL de cloroférmio e ap6s agitagdo vigorosa dos
tubos estes foram submetidos a centrifugacao (12.000 rpm por 15 minutos a 4°C). Apos a
centrifugacdo a solugdo foi separada em uma fase inferior fenol-cloroférmio vermelha,
uma interfase e uma fase superior aquosa. O RNA permanece exclusivamente na fase
aquosa, a qual foi transferida para um novo tubo e o RNA recuperado por precipitagao
com 500 puL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente centrifugada (12.000 rpm por 15 minutos a 4°C). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi lavado com 1 mL de etanol 75%
e submetido a uma nova centrifugagao (7.500 rpm por 5 minutos a 4°C). Em seguida o
precipitado foi deixado secando a temperatura ambiente para posteriormente ser

ressuspendido em 20 pL de H,O livre de RNase. A quantidade e a qualidade do RNA
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extraido foram avaliadas por meio da observacio da razdo das leituras
espectrofotométricas nos comprimentos de onda de 260 ¢ 280 nm ¢ visualizagdo das
bandas correspondentes aos RNAr 18S e 26S em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo (0,5 pg/mL). O RNA extraido foi armazenado a -20°C.

A extragdo do RNA total de P. brasiliensis (Pb18) foi realizada por Marinez

Mariano, estudante de Iniciagdo Cientifica do nosso grupo de pesquisa.

4.7. Microarranjos de cDNA em laminas de vidro

a) Obtencao do RNA total de referéncia (pool)

Estudos mostram que a intensidade de fluorescéncia absoluta de um fluor6foro nao
poderia ser utilizada como uma medida confidvel da quantidade de RNA devido a
variabilidade na geometria do spot de uma lamina de microarranjo, a quantidade de
cDNA depositada em cada spot e a eficiéncia de hibridizacdo. Entretanto, se duas
amostras sao marcadas com diferentes fluor6foros e co-hibridizadas nos spots do mesmo
microarranjo, a taxa das intensidades dos sinais ¢ uma medida mais confiavel das
quantidades relativas do RNA experimental (Novoradovskaya et al., 2004). Muitos
trabalhos utilizam um pool de referéncia que consiste de uma mistura de RNAs
provenientes de varias linhagens celulares, desde que os genes expressos por essas
linhagens celulares ndo representem todos os genes presentes no microarranjo
(Sterrenburg et al., 2002). Estes mesmos autores mostram que utilizando essa técnica e
com uma boa qualidade de hibridizagao, mais de 99,5% dos spots sdo detectados e que ha
uma reproducibilidade experimental de 99,5%. Foi relatado que a intensidade de
fluorescéncia absoluta do fluoréforo Cy5 ¢ de 7 a 8 vezes maior que a do fluoréforo Cy3,
0 que muitas vezes compromete a confiabilidade e reproducibilidade do experimento.
Dessa forma, padronizamos a utilizacdo de Cy5 na marcagcdo do RNA pool de referéncia
e de Cy3 na marcacao do RNA experimental e controle.

Nos experimentos de microarranjos de cDNA em vidro foi utilizado um padrdo de
RNA denominado “RNA de referéncia” o qual foi preparado misturando-se amostras de
RNA das fases micelianas dos isolados Pb01 e Pbl8 de P. brasiliensis (pool de
referéncia). O RNA de referéncia ndo corresponde ao controle experimental, sendo este

ultimo extraido do isolado Pb01 cultivado in vitro.
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b) Preparac¢ao dos microarranjos de cDNA em laminas de vidro

As amostras dos produtos de PCR foram preparadas para deposi¢do em laminas de
vidro adicionando-se mesmo volume (1:1) de reagente D (Amersham Biosciences) e
transferidas para microplacas de 384 pogos (Genetix). Através do robo Array Spotter
Generation III (Amersham Biosciences) as amostras foram depositadas sobre as laminas
por um conjunto de 12 agulhas, sendo que cada uma deposita um volume de 0,9 nL
baseada na acgdo de capilaridade na superficie das laminas de vidro. Apos a deposigdo de
cada conjunto de amostras, as agulhas foram lavadas automaticamente em uma estagdo
de lavagem que utiliza sucessivamente agua purificada (18 megaohm), etanol absoluto
(Merck), solucdo de KOH 0,2 M e agua novamente. As agulhas foram secas com
nitrogénio 5,0 analitico antes das amostras seguintes serem carregadas. A camara de
deposi¢do das amostras em laminas do Array Spotter III possui temperatura e umidade
controladas, sendo a umidade relativa de deposi¢ao proxima de 55% e a temperatura em
torno de 25°C. Apos a deposi¢do e secagem de todas as amostras nas laminas, os pontos
contendo as seqliéncias de cDNA foram fixados por cross-linking irradiando-se com 500

mJ de energia UV (Hoefer UV Crosslinker).

¢) Marcacao das sondas de cDNA com os fluorocromos Cy3 e Cy5

As amostras de RNA (experimento e pool) foram marcadas utilizando o kit Cyscribe
Post-Labelling (Amersham Biosciences) que permite a preparacdo do cDNA em dois
passos. No primeiro passo ocorre a sintese da primeira fita de cDNA com a incorporagao
de nucleotideos amino-alil dUTP (AAdUTP) modificados, e posterior degradagdao da
cadeia de mRNA e em seguida a purificagdo do cDNA para remog¢ao de nucleotideos
livres e oligdbmeros. No segundo passo, o cDNA ¢ marcado com formas reativas de
¢steres NHS Cy3 (utilizado para marcar as amostras) e Cy5 (utilizado para marcar o pool
de RNA) que se ligam aos nucleotideos modificados. Ap6s um processo de purificagdo

para eliminagdo dos CyDye ndo incorporados a sonda est4 pronta para hibridagao.

- Preparacio da primeira fita de cDNA por incorporaciao de AAdUTP
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Em um tubo tipo Eppendorf, em banho de gelo, foram adicionados 10 ug de RNA
total, 1 pL de oligonucleotideo randomico, 3 PUL de oligo dT e 0,5 UL de controle
denominado spike mix para o Universal Score Card em um volume total de 11 pL
(propor¢ao de 2 ML de spike mix para cada 1 pg de mRNA marcado). Todo esse
procedimento ¢ realizado em duplicata. A reacdo foi misturada cuidadosamente e
incubada a 70°C por 5 min, sendo posteriormente resfriada a 4°C durante 5 min. A
extensao da cadeia de cDNA foi realizada utilizando 4 UL de tampao 5X CyScript, 2 UL
de DDT 0,1M, 1 pL de nucleotideo mix, 1 UL de AA-dUTP, 1 pL de transcriptase reversa
CyScript, em um volume final de reacdo de 20 PL. A reagdo foi incubada a 42°C por 1,5
horas. A degradagao do mRNA foi realizada adicionando 2 pL de NaOH 2,5 M com
incubagdo a 37°C durante 15 min, e em seguida adicionando 20 pL. de HEPES 2 M para
equilibrar a solugdo. A purificagdo do cDNA foi realizada usando colunas CyScribe

GFX.

- Incorporacio de Cy3 e Cy5

A amostra de cDNA marcada com amino-alil e purificada foi adicionada a um tubo
contendo a aliquota de CyDye NHS ¢éster e ressuspendida varias vezes. O material foi
centrifugado a 13.800 x g por 1 min e incubado no escuro durante 1 hora. Adicionou-se
15 pL de hidroxilamina 4 M seguida de incubacdo no escuro durante 15 min a
temperatura ambiente. Os cDNAs marcados também foram purificados com as colunas

GFX.

- Quantificacdo do CyDye incorporado no cDNA

Apds a purificagdo dos cDNAs marcados foi realizada a monitoracdo de
incorporacdo dos fluorocromos por meio de leitura em espectrofotdometro VIS (Ultrospec
2100, Amersham Biosciences) em comprimento de onda de 550 nm para Cy3 e 650 nm
para o Cy5 com amostras diluidas 100 vezes. A quantidade de Cy3 ou Cy5 incorporada
no cDNA pode ser calculada através do seu coeficiente de extingdo molar 150.000 L.
.moll.em™ para Cy3 e 250.000 L.mol'.cm™ para Cy5. As propor¢des de Cy3 e Cy5

incorporados no ¢cDNA foram calculadas através da formula: (A)E x Z x fator de
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dilui¢do x 10", em que A= absorbancia de Cy3 a 550 nm ou Cy5 a 650 nm, E=
coeficiente de extingdo molar para Cy3 ou Cy5 x 10 ¢ Z= volume (UL) da sonda apos
purificagao.

Para hibridagdes com os dois fluoroforos foram adicionados os cDNA marcados
com Cy3 e Cy5 em um tubo de microcentrifuga protegido da luz. A solugdo de cDNA foi
evaporada em um aparelho “Speed Vacuum”. A seguir, o cDNA foi dissolvido em 6 PL
de agua livre de nuclease e desnaturado a 95°C por 2 min. A solugdo foi imediatamente
resfriada no gelo por 30 segundos. A essa reagio foram adicionados 1,5 pL de Aso

(Img/mL) e o sistema foi incubado a 75°C por 45 min.

d) Hibridacao das lAminas com os microarranjos

As laminas de microarranjos foram hibridadas utilizando um processador
automatico de laminas, “Lucidea Automated Slide Processor’- ASP (Amersham
Biosciences) que permite a hibridagdo e lavagens de laminas em camaras
independentemente controladas. Este aparelho inclui um programa que automatiza a
injecdo de amostras liquidas e solucdes de lavagens ou ar dentro das camaras e possui
parametros de controle de temperatura, velocidade de injecdo e circulagdo destas solucdes
no interior das mesmas. As sondas de cDNA marcadas com Cy3 (amostras) e Cy5 (pool
de RNA) foram feitas da mesma maneira que no item anterior, € as laminas foram
hibridadas por 15 horas a 42°C. As condig¢des de lavagens foram: 1X SSC/0,2% SDS (2
vezes por 20 segundos a temperatura ambiente); 0,1X SSC/0,2% SDS (2 vezes por 20
segundos a temperatura ambiente); 0,1X SSC (2 vezes por 20 segundos a temperatura
ambiente). A ultima lavagem das laminas foi feita com isopropanol, sendo em seguida
aquecidas a 42°C, e novamente lavadas com isopropanol. Apos as lavagens as laminas
foram aquecidas a 60°C para secagem e posteriormente foram colocadas no “Array

Scanner” (Amersham Biosciences) para obtencao das imagens.

e) Aquisicao das imagens dos microarranjos
As laminas foram colocadas no aparelho “Array Scanner Gen III” (Amersham
Biosciences) e as imagens foram obtidas com feixes de raios laser para as duas cores, o

comprimento de onda de excitagdo do laser de 532 nm para o verde e 633 nm para o
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vermelho para cada um dos spots sobre o microarray. A leitura da lamina gera dois
arquivos com imagens separadas para os dois canais de cores (Cy3 e Cy5) e uma imagem
colorida de sobreposi¢do produzida com auxilio do programa ImageQuant (Amersham

Biosciences).

f) Analise dos Dados

A quantificagdo das imagens dos microarranjos foi obtida com o programa
Spotfinder (TIGR). A filtragem, normalizacdo e anélise dos dados foram realizadas no
ambiente estatistico R versdo 2.7.1 (Ihaka e Gentleman, 1996), com o auxilio dos pacotes
Limma (Smyth, 2004), Bioconductor (Ihaka e Gentleman, 1996), Aroma (Bengtsson,
2004) e KTH (Wirta, 2003). Foram aplicados métodos de normalizagao “Printtip” Lowes
(Lowess por agulhas) e re-escalonamento dos valores M pelo valor de MAD (“Median

Absolute Deviation”) (Yang et al., 2002).

g) Detecciio de genes diferencialmente expressos

Para a deteccao de genes diferencialmente expressos foi utilizado o programa SAM
(Significance Analysis of Microarray) (Tusher et al., 2001). Este programa utiliza um
método de analise baseado no teste-f de Student modificado para a deteccao da expressao
génica diferencial em larga escala. O SAM identifica genes com variagdes
estatisticamente significativas na expressdo pela assimilagdo de uma série de testes-t
gene-especificos. Para cada gene ¢ designado um valor baseado na sua variacdo na
expressao génica relativa a um desvio padrao de repetidas medidas para tal gene (Tusher
et al., 2001). O SAM possui ainda um fator para estimar a significancia, denominado “q-
value” que mede o quao significativa ¢ a diferenca de expressdo de um determinado gene
entre as condigdes de estudo. O “g-value” testa a probabilidade de que uma dada hipotese
nula seja estatisticamente significante, podendo analisar multiplas hipoteses nulas,
enquanto que o “p-value” testa apenas uma hipodtese nula. Valores de q < 0.05 foram
considerados significativos. A porcentagem de genes identificados por mudancas
aleatdrias ¢ denominado de taxa de falsas descobertas-FDR (false discovery rate) sendo
definido como a proporcao esperada falsos positivos. Neste trabalho, adotou-se um

FDR<5%.
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4.8. Desenho de oligonucleotideos para PCR em tempo real
Inicialmente, as sequéncias génicas de interesse de P. [utzii (Pb01) e P. brasiliensis
(Pb18) foram alinhadas utilizando-se 0 software BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) com a finalidade de se analisar as

regides de polimorfismo génico entre as duas espécies e exclui-las da sequéncia final
escolhida para o desenho de oligonucleotideos. Tal estratégia foi escolhida tendo em vista
que o objetivo era desenhar iniciadores compativeis com as duas espécies. Todos os pares
de oligonucleotideos foram desenhados e sintetizados usando o programa Primer 3 Plus

(http://www .bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), baseado nas

sequéncias obtidas do banco de dados do projeto Transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe

et al., 2005 e http://www.biomol.unb.br/Pb-eng) e Projeto Genoma de P. brasiliensis

(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensis/MultiHome.

html). Em seguida, os oligonucleotideos selecionados foram analisados utilizando-se o
programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies (IDT), também disponivel

online (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) e por ultimo

analisados utilizando o software Primer Express (Applied Biosystems). O controle
interno empregado nos experimentos de PCR em tempo real foi o gene alfa-tubulina, cuja
expressao € constitutiva e ndo diferencial entre as fases leveduriforme e miceliana de

Paracoccidioides, conforme verificado no banco de dados do Projeto Transcriptoma.

4.9. Tratamento do RNA total com DNAse I

Apo6s quantificagdo por espectrofotometria (Genequant — Amersham Pharmacia
Biotech) e a verificacdo da integridade do RNA total por eletroforese em gel de agarose
1% em condig¢des livres de RNAse, a amostra foi submetida a precipitagdo com etanol e
acetato de sodio e em seguida foi tratada com DNAse I livre de RN Ase (Promega), com o
objetivo de se eliminar qualquer trago residual de contaminagdo por DNA gendmico. As
condicdes de tratamento com DNAse I, para um volume final de 70 pL de reacao, foram:
tampao da DNAse I 1X; 7U da enzima DNAse I livre de RNAse. O tratamento foi
realizado a 37°C por 30 minutos, parando-se a reagao pela adicdo de 7 pL do tampao de

inativacao da enzima e aquecendo-se a amostra por 10 minutos a 65°C.
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4.10. Sintese de cDNA

Ap6s tratamento com DNAse I, a primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de
2 pg de RNA total de cada amostra. A essa quantidade de RNA total foram adicionados
0,5 pg do iniciador OligodT g e a mistura foi incubada a 70°C por 10 min, seguido de
resfriamento imediato por incubagio no gelo por cerca de 1 min. A amostra foi
adicionado o MIX, para um volume final de 25 pL, contendo os seguintes reagentes em
suas concentragdes finais: tampao da transcriptase reversa 1X; DTT 8 mM; 0,4 mM
dNTPs; 20U RNAse Out (Invitrogen). Em seguida, a reagdo de polimerizacao foi
realizada por incubagdo a 42°C por 2 min, sendo adicionado ao sistema 200U da enzima
transcriptase reversa (SuperScript III, Invitrogen) e incubando-se a 42°C por mais uma

hora. A seguir, a enzima foi inativada por aquecimento a 70°C por 20 min.

4.11. PCR em tempo real de genes diferencialmente expressos

As reacoes de amplificagdo foram realizadas com o aparelho 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) em uma reagdo de 12 UL contendo: 0,4 UM de cada
primer, 6 UL of SYBR Green PCR 2x Master mix (Applied Biosystems) e 0,2 pL de
molde de cDNA. Apos a desnaturagdo inicial a 95°C por 10 min, as amplifica¢des foram
realizadas com 40 ciclos 95°C por 15 segundos, seguidos por 60°C por 1 minuto. Para
confirmar a especificidade da amplificagdo, os produtos da PCR foram submetidos a
andlise da curva de anelamento. O gene constitutivo de P. brasiliensis alfa-tubulina (5°-
CGAGGTTTGCAATCTCCATATT-3" e 3’-AACCTTTCTCACGAACCCTTG-5") foi
escolhido como controle enddgeno para as reagdes de PCR em tempo real de todos os
genes de interesse de Paracoccidioides recuperado de pneumdcitos humanos em
comparacdo com o controle (Paracoccidioides in vitro). Os outros oligonucleotideos
utilizados  foram catalase P (5’- CGCCACATGAACGGCTATT-3> e 3’-
GCACGTCCAGGATGGGTATT-5"), Hsp 104 (5’- TGGCTGGTAACTTGGCTTCTG-
3> e 3’- GGTACGGGCGTAGTCGAGAG-5’), gliceraldeido-3-P desidrogenase (5°-
ATGGGCGTCAACGAGAAGAG-3’ e 3’-GAGTGGAGCGAGGCAGTTG-5’), alfa
ceto-glutarato desidrogenase (5’-TGCTGACTGGCGTGCTACTT-3’ e 3-
GGGTTGGTCGGTTTCATTGT-5’), glicose-6-P isomerase (5-
CCGCCTACCTCCAACAACTC-3" e 3’-CCCGTGCTGTATCGGACATA-5"), alcool
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desidrogenase (5°- GAAGGCGGCACATGTCACT-3’ e 3-
CAGTCACTCCGGCACAGAGA-5’), Hsp70 (5’-GCCACTCAGACCACCATTGA-3’ ¢

3’-GGCGTTCAGATCCTCGAAAC-5’), Hsp60 (5-
TATCACCACCACTGAAGAGATTGC-3’ e 3~ ACTATGGGTACAACCGTTCQG, alfa-
glucana sintase (5’-ACGTAGCTGGAGCCCTAGTATCC-3’ e 3-
TCAAGACCTACGTTACGTTCC-5’) , SOD (5’-CTGTTCGCTGGGTTTGC-3" e 3°-
TACTACCTTCGGCAGTGATGATC-5’), enolase (5°-

GTAACCGAGACTGGGCTTCATC-3’ ¢ 3’-AGATGGCCAGTCGTACTCCG-5’). Os
experimentos de PCR em tempo real foram realizados em triplicata para todos os genes
analisados.

Ensaios de PCR em tempo real permitem monitorar o progresso da reagdo. As
reacoes sdo caracterizadas pelo momento durante o ciclo quando a amplificagdo do alvo ¢
primeiramente detectada contrapondo-se a quantidade acumulada do alvo ao final da
reacdo de PCR comum. A quantificacdo relativa determina a variagdo na expressao de
uma seqiiéncia de um acido nucléico (alvo) em uma amostra teste quando comparada
com a mesma seqiiéncia em uma amostra de referéncia. Esta tltima pode ser um controle
nao-tratado ou uma amostra no tempo zero de um estudo cinético (Livak et al., 2001). Tal
tipo de quantificacdo fornece uma 6tima comparacdo entre o nivel inicial da molécula-
alvo em cada amostra mesmo sem se saber o numero exato de copias desta molécula. O

-AACT

método 2 pode ser utilizado para calcular variacdes relativas na expressdao génica em

experimentos de PCR em tempo real e foi escolhido para as andlises do presente trabalho

(Livak, 2001 e Boletim do Usuario da Applied Biosystems).

5. Resultados
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5.1. Cinética de adesao/internalizacao de leveduras de P. lutzii (Pb01)

por pneumocitos humanos em cultura (A549)

Com o objetivo de verificar a porcentagem de adesdo/internalizagdo de P. lutzii por
pneumocitos humanos foram realizadas a contagem de UFCs das leveduras de P. lutzii
aderidas/internalizadas e a microscopia Optica da interagdo durante o co-cultivo nos
tempos de 1, 6, 24, 48, 72 e 96 horas. Os resultados mostram claramente que o fungo
interage e adere aos pneumdocitos nos tempos iniciais de infec¢do, a partir de 1 hora de
co-cultura (figura 1 A). A partir de 48 horas de co-cultivo ha uma maior quantidade de
fungos aderidos/internalizados aos pneumocitos comparado com os tempos iniciais de
infec¢do. Baseado nesta cinética de interagdo, os tempos de 48 h, 72 h ¢ 96 h foram
escolhidos para anélise da expressdo diferencial por microarranjos dos genes de P. [utzii

internalizados por pneumocitos humanos.
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Figura 1. Cinética da adesdo/internalizacio de pneumoécitos humanos por P. lutzii.

(A) Média de UFCs (unidades formadoras de coldnias) de leveduras de P. lutzii aderidas/internalizadas ao longo de 96
horas de infecg¢do ex vivo. (B) Microfotografia (1000x) representativa do ponto de 96 horas de co-cultivo. Setas:
leveduras internalizadas ou aderidas. Pneumocitos e leveduras foram incubados obedecendo a uma razdo de
levedura/pneumocito de 5:1 a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Os dados mostrados sdo derivados um experimento

realizado em triplicata (média + SEM).

5.2. Andlise em gel de agarose do RNA total extraido de P. lutzii

internalizado

A integridade dos RNAs de P. lutzii controle (crescido em meio Fava-Netto) ou
internalizado foi avaliada através da eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo. Na figura 2 ¢ possivel observar a presenca das bandas ribossomais

bem definidas e auséncia de degradacdo. A quantificagdo e confirmacdo da pureza das
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amostras foram realizadas pelo uso do aparelho GeneQuant (Amersham Pharmacia

Biotech).

«— 268
*— 188

Figura 2. Perfil eletroforético do RNA total extraido de P. lurzii. 1. RNA total extraido de pneumdcitos nao-
infectados. 2 e 3. RNA total extraido de P. [utzii internalizado apds 96 h de co-cultivo com pneumocitos humanos em

cultura. 4. RNA total extraido de P. [utzii controle crescido em meio de cultura.

5.3. Microarranjos de cDNA em laminas de vidro

A expressao génica diferencial foi analisada no isolado Pb01 de P. brasiliensis apds
internalizagdo em pneumocitos nos tempos de 48, 72 e 96 h de infecgdo. A andlise dos
dados de expressao génica de P. [utzii, pelo programa SAM, revelou que nos tempos de
48, 72, e 96 horas, um total de 417, 928 e 611 genes foram diferencialmente expressos,
respectivamente. No entanto, somente aqueles genes com uma indugao/repressao > 1,10
foram considerados para as analises. Dentre estes genes havia varios cujas sequéncias
ainda ndo haviam sido identificadas. Os genes modulados com sequéncias conhecidas
foram agrupados em 25 principais categorias funcionais (metabolismo de acucares,
metabolismo de aminoacidos e proteinas, metabolismo de lipidios, metabolismo de
nucleotideos, metabolismo de esterdis, metabolismo de vitaminas e cofatores, resposta ao
estresse, citoesqueleto, histonas, proteinas ribossomais, proteinas mitocondriais,
regulacdo transcricional/traducional, transducdo de sinal, mating, ciclo celular,
desidrogenases, fosfatases, sintases/sintetases, transferases, ligases/liases, hidrolases,
parede celular, vacuolares/vesiculares, resisténcia a drogas, ciclo celular). No anexo deste

trabalho estdo apresentadas as tabelas 1, 2 e 3 referentes ao genes diferencialmente

29



expressos de P. [utzii internalizado por pneumocitos humanos nos tempos de 48, 72 ¢ 96
horas de infec¢do, respectivamente. Variagdes de expressdo génica maiores que 1 sdo
consideradas indugdes, enquanto que valores menores que 1 sdo considerados repressoes.
Nosso grupo possui experiéncia com experimentos de microarranjos de cDNA (Tavares
et al., 2007; Silva et al., 2008), sendo que os trabalhos realizados utilizando
microarranjos em membranas de nylon apresentaram altos valores de variagcdes na
expressao génica. ApoOs escolher-se a ultilizacdo de microarranjos de cDNA em laminas
de vidro, como no caso deste trabalho, observou-se, de uma forma geral, valores muito
baixos de variagdes de expressdo génica comparados com os obtidos através da
metodologia anteriormente citada. Sabe-se que pneumocitos ndo sdo células
especializadas em fagocitose, dificultando a recuperacdo de leveduras do seu interior e
consequentemente limitando a quantidade de RNA total extraido de P. lutzii, o que exigiu
tempo dispendioso para obter tais amostras. Com isso, a partir da analise das principais
categorias de genes diferencialmente modulados obtidas com os experimentos de
microarranjos, além da andlise das categorias identificadas por Tavares et al.(2007) nos
ensaios de P. lutzii fagocitado por macréfagos peritoniais, definiram-se as categorias
utilizadas nos experimentos de PCR em tempo real. As categorias escolhidas para P.
lutzii (Pb01) também foram utilizadas na analise por PCR em tempo real de P.

brasiliensis (Pb18) internalizado por pneumocitos.

5.4. Analise da expressao génica de Paracoccidioides apoés internalizagao

por pneumocitos humanos

A expressao génica diferencial de P. lutzii (Pb01) e de P. brasiliensis (Pb18) apds
internalizagdo por pneumocitos humanos foi analisada nos tempos de 48 e 72 h de
infeccdo. Como previamente discutido, houve muita dificuldade na recuperagdo do fungo
do interior dos pneumocitos, uma vez que estes ndo sdo células especializadas em
fagocitose, e consequentemente houve limitagdes na quantidade de RNA total extraido de
Paracoccidioides. Desta forma, no caso do isolado Pb18 de P. brasiliensis a analise do

perfil transcricional foi conduzida somente por meio de ensaios de PCR em tempo real,
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técnica extremamente sensivel e que requer pequenas quantidades de amostra, além de
ser amplamente utilizada para este fim.

As tabelas 4 e 5 mostram respectivamente os genes de P. [utzii internalizado por
pneumocitos humanos cuja expressao foi diferencialmente modulada nos tempos de 48 e
72 h de infec¢do quando comparado com este mesmo fungo crescido em meio de cultura
(controle). Pode-se observar que de uma forma geral houve uma reducdo nos niveis dos
transcritos de P. lutzii ao longo da cinética de infecgdo, exceto para aqueles relacionados
a parede celular. Tais resultados evidenciam a ocorréncia de reprogramagdo génica do

fungo em resposta ao ambiente intracelular do hospedeiro.
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Tabela 4. Resultados PCR em tempo real — P. [utzii (Pb01) internalizado por

pneumocitos humanos apds 48 h de infeccao.

Fold
. 2 G -AAC Fold — ;
Categoria Média Cy; do 27 micro-
Gene Amostra repressao/
funcional gene arranjos
inducao***
kkk
Alcool Controle* | 30,34 +0,42 1,04 + 0,31 15
desidrogenase Infecgdo 35,51 +0,44 0,05+ 0,01 -21,0 ’
Glicose-6-P- Controle 26,91 + 0,20 1,01 +0,16 50
Metabolismo isomerase Infecgdo 30,25 + 0,69 0,20+ 0,09 ’ B
de carboidratos a-cetoglutarato- Controle 26,18 + 0,16 1,01 +0,13 27 175
desidrogenase Infeccio | 30,06 + 0,05 0,13 + 0,01 ’ ’
Controle 33,15+0,12 1,00+ 0,11 s
+ b
Enolase Infecgdo 33,46 + 0,03 1,48 + 0,08 a
Parede celular | g-glucana sintase | Controle | 27,13 + 0,08 1,00 + 0,09
-6,2
Infecgdo 30,67 +0,15 0,16 + 0,01 -
Gliceraldeido-3- Controle 26,58 +0,18 1,01 +0,15
NS**
P-desidrogenase Infecgdo 27,55+ 0,66 1,18+ 0,14 a
Controle 29,41 +0,79 1,16 + 0,08 530
Hsp 60 Infeccdo | 35,57 + 0,03 0,02 + 0,01 ’ -
Controle 25,75 +0,10 1,00 + 0,10
-3,3 1,70
Hsp 70 Infecgdo 28,37+0,16 0,30+ 0,03
Controle 25,55 +0,01 1,00 + 0,07
-2,7 1,24
Estresse Hsp 104 Infecgdo 27,89 +0,13 0,37 + 0,03
oxidativo Controle | 27,41 + 0,33 1,03 +0,24
-343 0,81
Catalase P Infecgdo 33,34 +0,11 0,03 + 0,00
Superoxido Controle 26,88 + 0,25 1,01 + 0,09
-1,7
dismutase 3 Infecgdo 30,71+ 0,18 0,13 +0,01 -

*Controle — P. lutzii crescido em meio Fava-Netto na temperatura de 37°C (levedura)

** Inducdo e/ou repressdo Nao Significativa

***Valores positivos representam inducdo e valores negativos representam repressdo génica

****Valores maiores que um representam inducdo e valores menores que um representam repressdo génica
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Tabela 5. Resultados PCR em tempo real — P. [utzii (Pb01) internalizado por

pneumocitos humanos apds 72 h de infeccao.

Fold
; AAC Fold —
Categoria Média Cy; do 27 micro-
Gene Amostra repressao/
funcional gene arranjos
inducao***
kkk
Alcool Controle* | 30,34 +0,42 1,04 + 0,31 13 110
desidrogenase Infeccio | 32,92+ 0,12 0,31 + 0,03 ’ ’
Glicose-6-P- Controle 26,91 + 0,20 1,01 +0,16 . 126
Metabolismo isomerase Infecgio 28,58 + 0,33 0,60 + 0,13 ’ ’
de carboidratos a-cetoglutarato- Controle 26,18 + 0,16 1,01 +0,13 3 128
desidrogenase Infeccio | 27,52 + 0,36 0,76 + 0,19 ’ ’
Controle 33,15+0,12 1,00+ 0,11 13
+ b
Enolase Infecgdo 33,18 +0,22 1,82+ 0,29 a
Parede celular | g-glucana sintase | Controle | 27,13 + 0,08 1,00 + 0,09
-2,8
Infecgdo 29,50 + 0,18 0,36 + 0,05 -
Gliceraldeido-3- Controle 26,58 +0,18 1,01 +0,15 13 110
+ b b
P-desidrogenase Infecgio 26,62 + 0,02 1,81 +0,14
Controle 29,41 +0,79 1,16 + 0,08 5s
Hsp 60 Infecgdo 32,55+0,03 0,21+ 0,01 ’ B
Controle 25,75 +0,10 1,00 + 0,10 13
Hsp 70 Infeccio | 27,49 + 0,06 0,55 + 0,03 ’
Controle 25,55 +0,01 1,00 + 0,07
NS** 0,75
Estresse Hsp 104 Infecgdo 26,62 +0,17 0,89+ 0,11
oxidativo Controle | 27,41 + 0,33 1,03 +0,24 g
Catalase P Infecgdo 31,31 +0,03 0,12+ 0,00 ’ -
Superoxido Controle 26,88 + 0,25 1,01 + 0,09
-1,7
dismutase 3 Infecgdo 28,68 + 0,62 0,58 + 0,23 -

*Controle — P. lutzii crescido em meio Fava-Netto na temperatura de 37°C (levedura).

** Inducdo e/ou repressdo Nao Significativa

***Valores positivos representam inducdo e valores negativos representam repressdo génica

****Valores maiores que um representam inducdo e valores menores que um representam repressdo génica
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5.5. Analise comparativa da expressao génica de P. lutzii (Pb01) e de P.

brasiliensis (Pb18) apos internalizacdo por pneumdcitos humanos

Em paralelo ao presente trabalho, foi conduzida por nosso grupo a andlise da
expressao génica do isolado Pbl8 de P. brasiliensis internalizado por pneumocitos
humanos. Estes experimentos foram conduzidos de forma independente por Marinez
Mariano, estudante de Iniciagdo Cientifica do nosso grupo de pesquisa.

O isolado Pb18 pertence a espécie filogenética S1 de P. brasiliensis (Matute et al.,
2006), enquanto que o isolado Pb01 vem sendo considerado uma nova espécie do género
Paracoccidioides (Teixeira et al., 2009). Devido as diferencas filogenéticas,
morfologicas e fisioldgicas destes dois isolados, optou-se por analisar comparativamente
os perfis transcricionais dos mesmos ap6s infectar pneumocitos humanos.

As tabelas 6 e 7 apresentam os genes do isolado Pbl8 de P. brasiliensis
internalizado por pneumdcitos humanos cuja expressdo foi diferencialmente modulada
nos tempos de 48 e 72 h de infecgdo, respectivamente, quando comparado com este
mesmo fungo crescido em meio de cultura (controle).

Fraga (2008) observou que leveduras de PbO1 possuem um didmetro menor que
leveduras de Pb18 e demonstrou que macrofagos peritoniais murinos (MH-S) fagocitam
mais rapidamente e em maior quantidade leveduras de PbO1 em comparagdo com Pbl8.
O presente trabalho mostra que todos os genes analisados de P. [utzii foram induzidos
quando se compara o tempo de 48 h com 72 h de infeccdo. Por outro lado, os niveis de
transcritos de Pb18 apresentaram uma maior variabilidade no decorrer da cinética quando
se compara o tempo de 48 h com 72 h, mas ainda assim mantiveram indugdes/repressoes
concordantes com as observadas em P. [utzii.

De forma geral, conforme o que foi observado para P. lutzii (Pb01), houve também
uma reducao nos niveis dos transcritos do isolado Pb18 de P. brasiliensis em resposta ao
ambiente do interior do pneumocito, exceto no caso de dois transcritos relacionados a
parede celular e curiosamente no caso do transcrito da enzima superoxido dismutase 3.

Ao se comparar a reprogramacgdo génica das duas espécies na interagdo com
pneumocitos humanos observa-se uma plasticidade transcricional semelhante. Isto
evidencia que mesmo Pb0Ol e Pbl8 sendo representantes de duas espécies

filogeneticamente distintas existem muitas similaridades no que se refere a resposta
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adaptativa ao microambiente do pneumoécito humano, tanto ¢ que até ha pouco tempo

eram considerados como uma espécie unica.

Tabela 6. Resultados PCR em tempo real — Pb18 internalizado por pneumocitos humanos

apos 48 h de infeccao.
Categoria Média Cy 2744C, Fold -
S Gene Amostra do gene Fold repressao/
indugao***
Alcool Controle | 27,83 +0,67 | 1,11+0,48 |-1,6
desidrogenase Infecgdo | 31,11+ 0,03 | 0,66 + 0,05
Glicose-6-P- Controle | 25,73 +0,07 | 1,00+ 0,09 | NS**
Metabolismo | isomerase Infeccdo | 28,70 + 0,65 | 0,89 + 0,08
de a-cetoglutarato- | Controle | 23,82+ 0,32 | 1,02+0,24 | -50
carboidratos desidrogenase Infeccdo | 31,70 +0,13 | 0,02+ 0,01
Controle | 25,00+0,44 | 1,05+0,31 | +4,5
Enolase Infeccao | 25,46 +0,18 | 4,70+ 0,45
Parede celular | a-glucana Controle | 25,40+ 0,31 | 1,02+ 0,22 | NS**
sintase Infeccao | 28,53 +0,07 | 0,73 + 0,28
Gliceraldeido-3- | Controle | 24,26 +0,21 | 1,01 £0,16 | + 1,1
P desidrogenase | Infec¢ao | 26,75+ 0,28 | 1,16 +0,08
Controle | 26,60+ 0,80 | 1,16 0,28 | -2,7
Hsp 60 Infeccao | 30,62 + 0,69 | 0,43 + 0,04
Controle | 23,17+0,15|1,00+0,11 |-2,0
Hsp 70 Infeccao | 27,26 +1,00 | 0,50+ 0,16
Controle | 22,01 +£0,10 | 1,00+0,10 |-3,4
Estresse Hsp 104 Infeccao | 26,50 +0,34 | 0,29 +0,12
oxidativo Controle |25,24+0,12[1,00+0,11 [-1,2
Catalase P Infeccao | 28,55+ 1,00 | 0,79+ 0,08
Superoxido Controle | 32,50+0,22 | 1,01 +0,16 |+ 187
dismutase 3 Infeccdo | 26,75 +0,51 | 366,59 +
179,62

*Controle — P. brasiliensis crescido em meio Fava-Netto na temperatura de 36°C (levedura).
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** Inducdo e/ou repressdo Nao Significativa

***Valores positivos representam inducdo e valores negativos representam repressio génica

Tabela 7. Resultados PCR em tempo real — Pb18 internalizado por pneumocitos humanos

apos 72 h de infeccao.

Categoria Média Cy 2446, Fold=
S Gene Amostra do gene Fold repressao/
indugao***
Alcool Controle* | 27,83 +0,67 | 1,11 +0,48 NS
desidrogenase Infeccdo 31,11 +0,03 | 0,77 + 0,14
Glicose-6-P- Controle 25,73 +0,07 | 1,00 + 0,09
Metabolismo | isomerase Infecgao 28,70+ 0,65 | 0,11 + 0,06 o
de a-cetoglutarato- | Controle 23,82+0,32 | 1,02+ 0,24 oo
carboidratos | desidrogenase Infeccdo 31,70+ 0,13 | 0,10 + 0,05 ’
Controle 25,00 £ 0,44 | 1,05+ 0,31
Enolase Infeccdo 25,46 +0,18 | 2,68 + 0,19 e
Parede celular | g-glucana Controle 25,40+ 0,31 | 1,02+ 0,22 “2s
sintase Infeccao 28,53 +0,07 |1 0,40 + 0,14
Gliceraldeido-3- | Controle 2426 +0,21 | 1,01 £0,15
P desidrogenase | Infec¢do 26,75+0,28 | 1,43 £0,15 e
Controle 26,60 + 0,80 | 1,16 + 0,28
Hsp 60 Infecgdo 30,62 + 0,69 | 0,01 + 0,00 #1000
Controle 23,17+ 0,15 | 1,00 + 0,11
Hsp 70 Infecgdo 27,26 + 1,00 | 0,68 + 0,15 1o
Controle 22,01 +0,10 | 1,00 + 0,10
Estresse Hsp 104 Infecgao 26,50 + 0,34 | 0,63 + 0,23 1o
oxidativo Controle | 25,24+ 0,12 | 1,00 + 0,11 a5
Catalase P Infeccao 28,55+ 1,00 | 0,23 + 0,15
Superoxido Controle 32,50+ 0,22 | 1,01 +0,16
dismutase 3 Infeccao 26,75+ 0,51 | 6,20 + 3,63 Ho2

*Controle — P. brasiliensis crescido em meio Fava-Netto na temperatura de 36°C (levedura).

** Indug@o e/ou repressdao Nao Significativa

***Valores positivos representam indugdo e valores negativos representam repressdo génica
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As figuras 3, 4 e 5 apresentam, respectivamente, a analise comparativa dos niveis de
expressdo de genes relacionados ao metabolismo de carboidratos, parede celular e
estresse oxidativo em P. lutzii (Pb01) e P. brasiliensis (Pb18). Na figura 3 observa-se
que em ambas as espécies houve uma redugdo no nivel de transcritos relacionados a
glicdlise, ciclo do acido citrico e fermentacdo alcodlica, o que pode ser explicado em
parte pela presenca de baixos niveis de glicose no interior do pneumocito humano.
Observa-se ainda uma diferenca na expressao de glicose-6-P isomerase, que no tempo de
72 h apresentou uma maior repressdao, enquanto que em Pbl8 houve uma menor
repressao.

Nota-se na figura 4 uma redugdo nos niveis do transcrito de a-glucana sintase ao
longo da cinética e também um aumento no nivel dos transcritos das adesinas
gliceraldeido-3-P desidrogenase e enolase, sendo o aumento nos niveis desta ultima mais
notaveis em Pb18. Nessa figura observa-se que ao se comparar os niveis de transcritos de
Pb01 nos tempos de 48 e 72 h houve indu¢do de um tempo para o outro, enquanto que em
Pb18 ha variabilidade.

A figura 5 mostra uma redugdo nos niveis de transcritos relacionados ao estresse
oxidativo em ambas as espécies, sendo notavel a repressao do transcrito Hsp60 nos dois

casos analisados.
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Figura 3. Anélise comparativa dos niveis de expressdao de genes relacionados ao

metabolismo de carboidratos em P. [utzii (Pb01) e P. brasiliensis (Pb18).
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Figura 4. Analise comparativa dos niveis de expressao de genes relacionados a parede

celular em P. [utzii (Pb01) e P. brasiliensis (Pb18).
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Figura 5. Anélise comparativa dos niveis de expressao de genes relacionados a resposta

ao estresse oxidativo em P. [utzii (Pb01) e P. brasiliensis (Pb18).
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6. Discussao

A seguir serao discutidos em detalhe os genes das principais categorias funcionais
de P. brasiliensis que foram diferencialmente expressos durante a cinética de infecgdo de
pneumocitos humanos em cultura, considerando os dados existentes na literatura bem

como a analise comparativa entre as espécies P. brasiliensis (Pb18) e P. lutzii (Pb01).

Analise comparativa da expressiao génica entre os isolados Pb01 e Pb18
relacionada a:

6.1. Metabolismo de carboidratos

Tavares et al. (2007) mostraram que P. [utzii fagocitado por macroéfagos murinos
peritoniais apds 6 horas de infeccdo apresentaram uma redu¢do nos niveis de alguns
transcritos relacionados a glicdlise, provavelmente porque o ambiente do fagossoma ¢
descrito como sendo pobre em glicose, induzindo essa resposta adaptativa no patéogeno.
Por outro lado, em condi¢des que mimetizam a via hematolégica de disseminagdo deste
patdgeno, Baildo er al. (2007) ndo verificaram a repressdo de genes da via glicolitica, ja
que o fungo se encontrava em um ambiente rico em nutrientes. No presente trabalho foi
observado um perfil transcricional similar ao de P. brasiliensis fagocitado por
macrofagos murinos, uma vez que houve uma reducdo nos niveis de um transcrito
relacionado a glicdlise (glicose-6-P isomerase) e de um transcrito relacionado ao ciclo do
acido citrico (a-cetoglutarato desidrogenase) em ambos os isolados. Tal resultado foi
observado provavelmente porque o interior dos pneumocitos ndo € um ambiente rico em
glicose.

No projeto Transcriptoma de P. brasiliensis foi relatado que em leveduras de Pb01
cultivado in vitro a élcool desidrogenase aparece induzida, sugerindo que provavelmente
¢ importante a produ¢do de ATP via fermentagdo alcodlica na forma leveduriforme deste
fungo (Felipe et al., 2005). No presente trabalho o gene que codifica a enzima alcool
desidrogenase foi negativamente modulado durante toda a cinética de infec¢do dos
pneumocitos nos dois isolados de P. brasiliensis, sendo que a reducdo no nivel de
transcritos foi maior em Pb01, provavelmente por esse gene ja possuir um maior nivel de

expressao em leveduras deste isolado.
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6.2. Parede celular

Nos ultimos anos, varios trabalhos descreveram inumeras adesinas de P. brasiliensis
(Andreotti et al., 2005; Barbosa et al., 2006; Gonzalez et al., 2005; Mendes-Giannini et
al., 2006; Vicentini et al., 1994). Em fungos patogénicos, varias dessas moléculas com
caracteristicas de adesinas foram capazes de se ligar a elementos da matriz extracelular.

A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), que foi positivamente modulada

no tempo de 72 h de infecgdo em ambos os isolados, constitui uma familia de proteinas
que apresenta diversas atividades em diferentes localizagdes subcelulares, além da sua
bem caracterizada funcdo na glicolise. Recentemente foi caracterizada uma GAPDH de
P. brasiliensis sendo esta associada a parede celular do fungo e reconhecida por laminina,
fibronectina e colageno tipo 1. Além disso, em experimentos de infecg¢do in vitro esta
proteina mostrou ser importante no processo de adesdo e internalizagdo do fungo por
pneumocitos humanos, sugerindo um importante papel de GAPDH no estabelecimento da
doenca (Barbosa et al., 2006). Dessa forma, a modulagdo positiva do gene que codifica
para GAPDH no presente trabalho indica que esta proteina e sua atividade de ligagdo a
elementos da MEC tenham uma importante fungdo no processo infeccioso da PCM.

Enolase ¢ uma abundante enzima da via glicolitica, podendo ter fungdes alternativas
na superficie celular em adicdo a sua atividade enzimatica. Em Candida albicans, a
enolase se associa as glucanas como um antigeno imunodominante na parede celular
(Angiolella et al., 1996). Trabalhos sugerem que a enolase de Candida seja importante
em infecgoes sistémicas de candidiase (van Deventer et al., 1994), mas ainda ndo ¢ clara
a funcdo dessa enzima na patogénese dessa doenca. Um trabalho recente identificou uma
molécula de enolase associada a superficie de leveduras do isolado Pbl8 de P.
brasiliensis (Donofrio et al., 2009). A enolase indentificada por estes autores foi
caracterizada como uma molécula de 54 kDa, que funciona como uma adesina de ligacao
a fibronectina e quando inibida por um anticorpo especifico diminui em 80% a adesdo do
fungo a pneumocitos da linhagem A549. No presente trabalho, a enolase foi
positivamente modulada em ambos os isolados, sendo que houve um maior acimulo de
transcritos no isolado Pb18. Um estudo realizado por nosso grupo analisou as proteinas
totais das formas miceliana e leveduriforme de P. [utzii (PbO1) e proteinas

diferencialmente expressas foram observadas. Uma dessas proteinas, a PbM46 (derivada
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da forma miceliana) foi seqiienciada na sua regido N-terminal e observou-se a presenca
de residuos de aminoacidos similares aos encontrados na enzima enolase de outros
fungos (Cunha er al., 1998). Esses resultados sugerem que a enzima enolase
provavelmente seja importante na colonizacdo de células e tecidos do hospedeiro, uma
vez que ela ¢ importante na adesdo do isolado Pb18 a pneumocitos humanos e como
mostrado no presente trabalho o transcrito da enolase esta positivamente modulado tanto
em Pbl8 quanto em P. [utzii (PbOl). Além disso, esta enzima € uma das principais
proteinas encontradas no micélio (forma infectante) de P. [utzii (Cunha et al., 1998),
reforcando a importancia da mesma na disseminagdo deste fungo nos tecidos do

hospedeiro.

6.3. Resposta ao estresse oxidativo

A familia Hsp70 compreende muitas chaperonas moleculares com duas regides
conservadas caracteristicas, uma ATPase N-terminal ¢ um dominio C-terminal de ligacao
a proteina. Em muitos organismos, Hsp70 constitui uma grande familia de proteinas,
sendo composta de multiplos membros. Estas proteinas estdo presentes em muitos
compartimentos numa célula eucariodtica se ligando a pequenas regides hidrofobicas de
polipeptideos desdobrados, prevenindo dessa forma a sua agregagdo e ela também auxilia
o dobramento de proteinas-alvo de uma forma ATP-dependente (Nicola et al., 2005). O
gene hsp70 de P. brasiliensis ¢ induzido tanto durante o choque térmico de leveduras a
42°C, quanto durante a transicdo de micélio para levedura, sendo importante na
sobrevivéncia do patdogeno em células hospedeiras. A expressdo diferencial deste gene
pode ser observada entre as formas micelianas e leveduriformes, sendo que o nivel de
expressao ¢ muito maior na levedura. Essa expressdo diferencial de hsp70 de P.
brasiliensis parece ser controlada pelo splicing diferencial dos introns de Asp70, que sdo
eficientemente removidos apenas na fase leveduriforme do fungo (Silva et al., 1999). P.
brasiliensis parece sofrer uma adaptagdo as altas temperaturas do hospedeiro e isto ¢
frequentemente concomitante com a diferenciacdo celular do parasita. Dessa forma, a
expressao aumentada de proteinas de choque térmico (Hsps) na fase de levedura,
detectada no transcriptoma de P. brasiliensis (Felipe et al., 2005) seria importante para

que o fungo suportasse o estresse térmico para se diferenciar, infectar e colonizar o
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hospedeiro humano. Hsp104 ¢ uma chaperona associada com a desagregagao de proteinas
in vivo e in vitro, sendo encontrada em fungos, plantas e bactérias, mas nao ¢ encontrada
em animais. Atua em conjunto com Hsp70, na chamada rede bichaperona, desagregando
proteinas. Lindquist et al. (1996) relataram que Hspl04 ¢ suficiente para a
termotolerancia no fungo S. cerevisiae. Ja foi demonstrado que a Hsp60 de S. cerevisiae
¢ importante na defesa contra o estresse oxidativo, uma vez que esta chaperona protege
varios tipos de proteinas Fe/S, evitando a liberagao de ions ferro e dessa forma evitando
danos celulares (Cabiscol et al., 2002).

No presente trabalho foi observada uma redug¢do no nivel dos transcritos das trés
proteinas de choque térmico, Hsp60, Hsp70 e Hspl04 em ambas as espécies,
provavelmente porque o microambiente do interior dos pneumocitos ndo apresenta
condicdes criticas de estresse para a levedura, tais como temperatura ou a presenga de
altos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs). Para se confirmar os niveis de
EROs ainda ¢ necessaria a condugdo de ensaios de dosagem dos niveis dessas substancias
no interior dos pneumocitos

As catalases sdo metaloenzimas que convertem H,O, em dgua e oxigénio molecular.
Esta enzima ¢ importante na infec¢do por Candida albicans, sendo que os mutantes nulos
para o gene que codifica esta molécula apresentam uma menor capacidade de sobreviver
em um modelo murino de infeccao (Wysong et al., 1998). A isozima catalase P de
Paracoccidioides ¢ altamente expressa na fase leveduriforme deste fungo e regulada
positivamente na transi¢cao de micélio para levedura e no contato das células com H,0,
(Moreira et al., 2004). Além disso, a catalase P deste fungo também estd envolvida no
controle de EROs exo6genas (Chagas et al., 2008). No presente trabalho observou-se uma
diminui¢do nos niveis de transcritos da catalase isozima P em ambas as espécies de
Paracoccidioides durante a cinética de infeccdo. Tal resultado pode ser explicado pelo
fato dos pneumocitos aparentemente ndo produzirem quantidades significativas de
espécies reativas de oxigénio. A reducdo dos niveis de transcritos se mostrou maior no
isolado Pb01 (P. [lutzii), provavelmente por este ja possuir a isozima P da catalase
altamente expressa na sua fase leveduriforme. Curiosamente, o transcrito SOD3, que
codifica a superdxido dismutase Cu-Zn esteve presente em altos niveis durante a cinética

de infec¢do de P. brasiliensis (Pb18) em contraste com os baixos niveis observados em
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Pb0O1 (P. lutzii), evidenciando uma diferenga entre estas duas espécies em resposta ao

microambiente do pneumdcito humano.

7. Conclusoes e perspectivas

Este trabalho descreve pela primeira vez o perfil transcricional de Paracoccidioides
em resposta a adesdo/internalizacdo por pneumoécitos humanos, tipo celular abundante
nos pulmoes. Foi proposto para a PCM e para outras micoses sist€émicas como a
histoplasmose e a coccidioidomicose, que o parasitismo intracelular ¢ um evento
marcante para o estabelecimento e progressdo da doenga em hospedeiros suscetiveis,
possibilitando a laténcia do fungo ou disseminagdo a partir dos pulmdes para outros
orgaos e tecidos (Brummer et al., 1989).

Os dados gerados neste trabalho fornecem informagdes relevantes para o
entendimento da interagdo entre Paracoccidioides e pneumocitos humanos,
possibilitando um melhor entendimento do desenvolvimento da PCM e a identificacdo de
genes que codificam para proteinas de adesdo as quais contribuem para o processo de

viruléncia.
Como principais resultados deste trabalho tém-se:

1 - Diminui¢@o nos niveis de transcritos dos genes envolvidos na glicolise e ciclo do
acido citrico, evidenciando uma provavel adaptagdo do patdgeno em ambientes
indspitos (glicose ndo disponivel), em concordancia com o que ja foi descrito para os
macrofagos peritoniais (Tavares ef al., 2007).

2 - Aumento nos niveis de transcritos dos antigenos de superficie enolase e gliceraldeido-
3-P desidrogenase nos isolados Pb01 e Pbl8 internalizados por pneumdcitos
humanos; fato este que nao foi observado na infec¢do de macrofagos por P. [utzii
(Pb01) (Tavares et al., 2007).

3 - Diminui¢do dos niveis de transcritos nos isolados PbOl e Pbl8 relacionados ao
estresse oxidativo, evidenciando que no ambiente dos pneumocitos provavelmente
nao ocorre uma producgdo relevante de espécies reativas de oxigénio, em contraste

com o que ja foi descrito para os macrofagos peritoneais (Tavares et al., 2007).
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4 - Observa-se ainda uma plasticidade transcricional similar entre P. brasiliensis e P.

lutzii para sobreviverem ao microambiente de pneumocitos humanos em cultura.
Como principais perspectivas tém-se:

1 - Anélise por microscopia confocal dos antigenos de superficie enolase e gliceraldeido-
3-P desidrogenase durante a cinética de interacdo P. brasiliensis - pneumocito;

2 - Quantificagdo das citocinas secretadas pelos pneumocitos durante a cinética por meio
de ensaios de ELISA;

3 - Dosagem dos niveis de espécies reativas de oxigénio no interior de pneumocitos
infectados e ndo-infectados;

4 - Quantificagdo das atividades das proteinas codificadas pelos principais genes
diferencialmente modulados neste trabalho para confirmacdo da correlagdo nivel de

RNAm - nivel da proteina codificada.
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Tabela 1. Genes induzidos e reprimidos de células leveduriformes de P. brasiliensis
internalizadas por pneumocitos humanos apos 48 h de infeccao.

Categoria Descricao do gene Inducio/ q-Value
Repressiao (%)

Induzidos
Metabolismo de acucares
o-cetoglutarato desidrogenase 1.75 0.86
Reguladores transcricionais do metabolismo 1.24 0.0
de acucares
Glicoquinase 1.10 0.39
Metabolismo de aminoacidos, proteinas e nitrogénio
Proteina Nit, membro da superfamilia nitrilase 1.96 0.0
Precursor da glutamato N-acetiltransferase 1.28 0.37
Provavel precursor mitocondrial da cisteina 1.27 0.0
dessulfurase
Aspartato aminotransferase 1.18 0.35
Homogentisato 1,2-dioxigenase 1.17 0.75
Uricase 1.13 0.86
Provavel proteina triptofano periodico 1.11 0.58
Metabolismo de lipidios
Precursor da 2,4-dienoil-CoA redutase 1.23 0.0
Proteina peroxisomal multifuncional de beta- 1.11 0.46
oxidagao
Precursor da enoil-CoA hidratase 1.10 1.45
Metabolismo de estérois
Provavel proteina de ligacdo a oxisterol 1.26 0.0
Metabolismo de vitaminas e cofatores
Proteina que cataliza a terceira etapa da 1.61 0.0
biossintese de heme; Hem3p
GTP ciclohidrolase 1.37 0.0
Proteina biossintética do cofator molibdénio 1.12 0.37
Metabolismo de nucleotideos
Provavel fosforilase do nucleosideo purina 1.15 0.58
orotidina-5'-fosfato decarboxilase; URA3 1.11 0.68
Resposta a estresse
Hsp70 1.70 0.0
prolil-peptidil cis-trans isomerase tipo FKBP 1.51 0.0
1
NADH ubiquinona oxidorredutase 1.45 0.0

subunidade 19.3 kDa precursor mitocondrial
(complexo I-19.3 kDa)

Proteina dnaj 1.25 0.39
oxidase alternativa 1.24 1.75
Hsp104 1.24 2.17
NADH ubiquinona oxidorredutase 1.24 0.92

subunidade 9.5 kDa precursor mitocondrial
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Provavel peptideo metionina sulféxido
redutase

Provavel citocromo P450

Subunidade beta da flavoproteina de
transporte eletronico

NADH ubiquinona oxidorredutase
subunidade 23 kDa

Cisteina dessulfurase, precursor mitocondrial

Citocromo b5

Enzima de conjugacdo de ubiquitina
Ligase da proteina ubiquitina
[Schizosaccharomyces pombe]

Citoesqueleto

Histonas

Provével proteina que interage com gama
tubulina, provavel componente dos corpos
polares do fuso

Proteina relacionada ao componente Tral do
complexo SAGA

Miosina [ “myoA”

Histona H2A
Histona H1

Proteinas ribossomais

Proteina ribossomal 60S L15

Proteina ribossomal mitocondrial MRPL9
(YmL9)

Componente da subunidade menor de
pequeno ribossomo mitocondrial
Proteina ribossomal mitocondrial S8

Regulacio transcricional/traducional

Subunidade elongadora da RNA polimerase
I

Componente do fator de transcricao TFIIH;
Sslip

Proteina 10 motivo de ligacdo a RNA
Subunidade de 110 kDa do fator 3 de
iniciacao (eif3 p110)

Proteina relacionada a RNA polimerase 11
Fator de elongacao traducional 3 (eEF-3)
Proteina relacionada a PinX1

NsdD, proteina de ligagdo ao DNA
Provével fator de elongagao traducional EF-
Tu

Transducao de sinal

Provével proteina de ligagdo a GTP

1.23

1.21
1.20

1.18
1.16
1.13

1.12
1.10

1.21

1.18

1.10

1.48
1.47

1.44
1.26

1.22

1.14

1.48

1.30

1.28
1.18

1.17
1.16
1.22
1.21
1.10

1.89

0.65

0.0
0.36
0.0
0.83
0.42

0.56
0.67

0.87

0.58
1.39

0.0
0.0

0.55
0.56

0.0

0.68

0.0
0.0

0.37
0.0

0.61
1.56
4.89
0.54
0.41

0.0
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Hipotética proteina conservada similar a
fosducina
Subunidade 7B do complexo
COPY/signalossoma
Mating (reproducio sexuada)
Proteina de recombinagdo meiotica
Proteina de “mating type” MAT-1-1
Ciclo celular
Provavel homologa de CDC50
Proteina requerida para viabilidade celular
Provavel proteina 4 supressora da catéastrofe
mitotica
Desidrogenases
Alcool desidrogenase
Provével desidrogenase por similaridade
Sintetases/Sintases
Pantotenato sintetase
Fosfatases
Fosfatase associada a fosfolipidios de
membrana
Vacuolares/Vesiculares
ATP sintase vacuolar subunidade G
Relacionado a proteina de membrana
peroxissomal
Provével sinaptobrevina
Provavel ATPase de transporte de calcio
Resisténcia a drogas
Pirazinamidase/nicotinamidase
Cassette de ligacao a ATP da proteina de
transporte multidroga ATRC
Proteina de resisténcia multidroga
Proteinas mitocondriais
OREF hipotética de Mialp
Provéavel proteina supressora de histona
mitoncondrial mutante
Subunidade de 53 kDa da protease de
processamento mitocondrial
Translocase 8 da membrana mitocondrial
interna
Pertencentes a outras categorias funcionais
Proteina relacionada a hospedeiro-especifico
toxina AK Akt2
Proteina pofl com repeti¢des F-box/WD
Proteina similar a regido critica da sindrome
de Down

1.24
1.22
1.15
1.13
1.50

1.21
1.14

1.15

1.13

1.26

1.15

1.85

1.29

1.29
1.11

1.34
1.25

1.16

1.34
1.26

1.19

1.15

1.26

1.25
1.24

0.67
0.0
0.42
0.41
0.0

0.0
0.47

0.62
0.0
0.0
1.75
0.0
0.0

0.59
0.45

0.55
0.37

0.74

0.61
0.52

0.59

0.44

0.0

0.43
0.42
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Provével proteina envolvida em autofagia
homologa a apg7 [Schizosaccharomyces
pombe]

Proteina nuclear

Proteina hipotética de 11.8 kDa

Proteina similar a YNL313C de levedura
Enzima relacionada a “lariat-debranching”
carboxilesterase

Proteina integral de membrana

Six1p

Proteina relacionada a isocorismatase
Relacionado a fosfoproteina nucleolar

Reprimidos

Metabolismo de aminoacidos e proteinas
Provéavel proteina LST8
Glutamina sintase
Metabolismo de vitaminas e cofatores
GTP ciclohidrolase II
Parede celular
Quitina sintase
Proteinas ribossomais
Proteina ribosomal, parte do complexo 60 S
Proteina ribossomal 60S L27
Transferases
Sulfato adenililtransferase
Sintetases/Sintases
Pseudouridilato sintase
Vacuolares/Vesiculares
Proteina de “sorting” vacuolar
Provavel proteina de membrana peroxissomal
PMP20 (alérgeno ASPF 3)
Regulacio transcricional/traducional
Fator de iniciagdo traducional elF3
Fator de iniciagdo traducional elF5
Regulador transcricional positivo de enxoftre
Resposta a estresse
Componente 1 de resposta ao estresse e
integridade da parede celular; Leu 2
Catalase isozima P
Ciclo celular
Proteina necessaria para o ponto de checagem
da fase G2/M
Ligases
Fenilacetil-CoA ligase
Hidrolases
Esterase D/ formilglutationa hidrolase

1.21

1.19
1.19
1.18
1.17
1.16
1.15
1.14
1.10
1.10

0.90
0.83

0.85

0.89

0.89
0.88

0.64
0.82
0.90
0.85

0.88
0.83
0.81
0.86
0.81

0.85

0.87

0.75

0.86

0.65
0.0

0.37
0.92
4.42
1.26
1.91
2.86
0.48

2.97
0.76

0.0
0.72

0.73
2.58

0.0

0.61
2.58
2.58

0.39
0.78
0.0

2.58
0.76

2.58

0.39

0.78
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Pertencentes a outras categorias funcionais
Endonuclease Scel subunidade de 75kDa
Provavel subunidade alfa tipo 1 de
proteassoma
Endonuclease de splicing de tRNA
Provével chaperonina, tipo complexo-t
Proteina hipotética (proteina relacionada a
selenoproteina W)

0.89
0.87

0.86
0.85
0.85

2.28
2.58

4.87
0.76
2.94
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Tabela 2. Genes up- e down-regulados de células leveduriformes de P. brasiliensis
internalizadas por pneumocitos humanos apos 72 h de infeccao.

Categoria Descricao do gene Inducao/ gq-Value
Repressiao (%)

Induzidos
Metabolismo de acucares
o-cetoglutarato desidrogenase 1.28 0.0
Reguladores transcricionais do 1.28 0.0
metabolismo de agucares
Glicose-6-fosfato isomerase 1.26 0.0
Fosfoglicerato quinase 1.18 0.0
Proteina de repressao de glicose 1.13 0.32
beta-glicosidase 4 1.11 0.23
Regulador GPR1 da via do glioxilato 1.11 0.0
Hexoquinase 1.10 0.43
Gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase 1.10 0.42
Metabolismo de aminoacidos e proteinas
Glutamina sintetase 1.23 0.0
Arginase 1.18 0.36
Uricase 1.14 0.67
Decarboxilase de L-aminoacidos 1.13 0.0
aromaticos
Aspartato aminotransferase 1.11 0.68
Metabolismo de lipidios
Precursor de 2,4-dienoil-CoA redutase 1.12 0.0
Precursor da enoil-CoA hidratase 1.11 0.23
Metabolismo de estérois
Provavel proteina de ligacdo a oxisterol 1.28 0.0
Metabolismo de vitaminas e cofatores
Proteina que cataliza a Terceira etapa da 1.33 0.0
biossintese de heme; Hem3p
GTP ciclohidrolase 1.18 0.0
Metabolismo de nucleotideos
orotidina-5'-fosfato decarboxilase; URA3 1.19 0.0
Provavel fosforilase do nucleosideo purina 1.16 0.42

Resposta a estresse
NADH ubiquinona oxidorredutase 1.39 0.0
subunidade 19.3 kDa, precursor
mitocondrial (complexo I- subundade 19.3

kDa)

prolil-peptidil cis-trans isomerase tipo 1.36 0.0
FKBP 1

Proteina Dnaj 1.26 0.0
NADH ubiquinona 1.25 0.0

oxidorredutase subunidade de 23 kDa
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NADH ubiquinona oxidorredutase
subunidade de 9.5 kDa

Proteina similar a cadeia VIlc de
citocromo-c oxidase

Subunidade beta de transferéncia de
elétrons da flavoproteina

Precursor do polipeptideo VI da citocromo
c oxidase

Provavel citocromo P450

Subunidade VI da citocromo ¢ oxidase
Precursor da subunidade flavoproteina da
succinato desidrogenase

Enzima de conjugacdo da ubiquitina
ATPases envolvidas na parti¢ao de
Cromossomos

Citocromo c oxidase subunidade V
Oxidase alternativa
Mono-oxigenase/desidrogenase tipo P450
[Aspergillus parasiticus)

Proteina ubiquitina ligase
[Schizosaccharomyces pombe]

Citoesqueleto

Histonas

Cinesina (proteina KINA)

Componente do complexo de organizagao
de actina ARP2/3

Provavel proteina que interage com gama
tubulina, provavel componente dos corpos
polares do fuso

Histona H1
Histona H2A
Histona H2B

Proteinas ribossomais

Proteina ribosomal 60S L3

Proteina ribosomal 60S L13

Proteina ribosomal 60S L23A (L25)
Proteina ribosomal 40S S25

Proteina ribosomal 40S s3

Proteina ribosomal 60S L10-B (L10A)
Proteina ribosomal 60S L7a (L8)
Proteina ribosomal mitocondrial MRPL9
(YmL9)

Proteina ribosomal 60S L24-B

Regulaciio transcricional/traducional

Subunidade elongadora da RNA polimerase
11

1.22

1.22

1.19

1.18

1.17
1.16
1.15

1.14
1.11

1.11
1.11
1.11

1.10

1.34
1.20

1.16

1.32
1.16
1.11

1.19
1.17
1.15
1.14
1.13
1.12
1.12
1.12

1.11

1.27

0.0
0.0
0.32
0.0

0.0
0.59
0.0

1.52
0.0

0.34
0.82
0.0

0.39

0.0
0.0

0.0

0.0
0.33
0.22

0.0
0.0
0.35
0.0
1.52
0.0
0.38
0.43

0.67

0.0
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Proteina 10 motivo de ligacdo a RNA 1.22 0.0
Provavel fator de transcrigdo dedos de 1.21 0.0
zinco Zn2 Cys6
Fator de transcri¢ao dedos de zinco 1.18 0.0
Provavel regulador transcricional 1.14 0.38
Proteina relacionada a RNA polimerase 11 1.13 0.39
Componente do fator transcricional TFIIH 1.11 0.30
da RNA polimerase; Ssl1p
Subunidade de 110 kDa do fator de 1.10 1.03
iniciacdo transcricional eucaridtico (eif3
pl10)
Proteinas Mitocondriais
Translocase 8 da membrana mitocondrial 1.20 0.0
interna
Precursor intermedidrio da peptidase 1.16 0.0
mitocondrial
Provavel proteina supressora de histona 1.15 3.43
mitocondrial mutante
Provavel precursor mitocondrial de cisteina 1.15 0.36
dessulfurase
OREF hipotética; Mialp 1.13 0.58
Componente da subunidade menor do 1.12 0.0
ribossomo mitocondrial
Transducao de sinal
Provavel proteina de ligacdo a GTP 1.89 0.0
Provavel proteina de ativagao de GTPase; 1.21 0.39
dominio Rap GAp
Histidina quinase 1.18 0.79
Subunidade 7B do complexo 1.13 0.0
COP9Y/signalossoma
Hipotética proteina conservada similar a 1.13 2.08
fosducina
Familia MAP quinase quinase 1.10 0.32
Mating (reproducio sexuada)
Proteina de “mating type” MAT-1-1 1.12 0.40
Ciclo celular
Proteina requerida para viabilidade celular; 1.14 0.31
YkI082cp
Desidrogenases
Alcool desidrogenase 1.10 0.53
Sintetases/Sintases
Pantotenato sintetase 1.15 0.0
Fosfatases
Fosfatase de fosfolipidios associados a 1.12 0.86
membrana
Ligases/liases
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DNA Ligase (polideoxirribonucleotideo 1.12 0.44
sintase [ATP])
Vacuolares/Vesiculares

ATP sintase vacuolar subunidade G 1.42 0.0
Provavel sinaptobrevina 1.27 0.0
Relacionado a proteina da membrana 1.18 0.0
peroxissomal

Resisténcia a drogas
Membro da familia de transportadores com 1.23 0.34
cassete de ligagdo a ATP (ABC)
Proteina de resisténcia multidroga 1.12 0.65
Cassette de ligacdo a ATP da proteina de 1.11 0.31

transporte multidroga ATRC
Pertencente a outras categorias funcionais

Proteina de ligagao a lipidios da ATP 1.33 0.0
sintase de transporte de H+

Phm7p 1.32 0.0
Proteina relacionada a hospedeiro- 1.29 0.0
especifico toxina AK Akt2

Proteina similar a regido critica da 1.25 0.0
sindrome de Down

Proteina pofl com repeti¢des F-box/WD 1.25 0.0
12-oxofitodienoato redutase (OPR1) 1.24 0.78
Proteina hipotética de 11.8 kDa 1.21 0.0
Poliproteina 1.21 0.0
Proteina nuclear 1.19 0.65
Proteina hipotética de 11.8 kDa 1.19 0.0
Proteina similar a YNL313C de levedura 1.18 0.37
Enzima relacionada a “lariat-debranching” 1.17 0.92
Did4p 1.17 0.22
Slx1p 1.16 0.23
Carboxilesterase 1.16 4.42
Proteina integral de membrana 1.15 1.26
Slx1p 1.14 1.91
Multicopias do supressor da mutacao nula 1.14 0.83
ypto

Provavel transcriptase reversa 1.14 0.0
Provavel proteina envolvida em autofagia 1.13 0.59
homologa a apg7 [Schizosaccharomyces

pombe]

Proteina integral de membrana 1.13 2.83
MUSI11 1.11 0.43
Relacionada a fosfoproteina nucleolar 1.11 0.34
Provavel subunidade 26S da proteinase 1.11 0.68
Proteina MG02621.4 [Magnaporthe grisea 1.11 0.0
70-15]
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Proteina de transporte permease
Provavel nuclease

Proteina relacionada a isocorismatase
Relacionado a fosfoproteina nucleolar

Reprimidos

Metabolismo de acucares
Regulador da via do glioxilato
Precursor mitocondrial de citrato sintase
Metabolismo de aminoacidos e proteinas
Sarcosina oxidase
Aminopeptidase B
Aminoacido permease
Bomba de efluxo metabodlico de
aminoacidos
Acetolactato sintase
Metabolismo de lipidios
Carnitina acetil transferase FacC
Resposta a estresse
Componente 1 de integridade da parede
celular e reposta ao estresse; Leu 2
Citocromo ¢ heme liase (CCHL)
Glutationa sintetase
Proteina induzivel por estresse STI1
Provavel peptidio metionina sulféxido
redutase
Hsp104
Provavel ubiquitina ligase
Proteinas ribossomais
Proteina ribossomal 40S S4 (S7)
Parte da subunidade ribossomal menor
(SSU)
Proteina ribossomal 60S L36
Proteina ribossomal 60S L9
Regulacio transcricional/traducional
Fator de iniciagdo transcricional eIF-5
Regulador transcricional positivo de
enxofre
Transducao de sinal
Rho GTPase
Proteina tirosina fosfatase
Fator de ADP-ribosilacao da proteina de
ativagdo de GTPase
Desidrogenases
Provavel acil-CoA desidrogenase
D-mandelato desidrogenase
Sintetases/Sintases

1.11
1.10
1.10
1.10

0.88
0.81

0.88
0.88
0.86
0.84

0.73

0.89

0.89

0.88
0.88
0.87
0.87

0.75
0.67
0.90
0.89
0.88
0.77
0.89
0.88

0.89
0.88
0.81

0.87
0.86

1.40
3.57
2.86
0.48

1.02
2.93

0.0
0.0
0.0
0.69

1.02

1.81

0.31

0.40
0.33
0.41
0.37

3.13
0.35
2.65
2.08
1.48
0.0

0.32
0.65

0.37
0.86
1.19

0.0
0.42
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Pseudouridilato sintase
Acetil-coenzima A sintetase (Acetato-CoA
ligase)
3-oxoacil-sintase [proteina carreadora de
acil]
Diidropteroato sintase
Transferases
Provéavel homoélogo de tRNA
nucleotidiltransferase
UDP glucosiltransferase
Sulfato adenililtransferase
Vesiculares/Vacuolares
Catepsina D (aspartil protease lisossomal)
Ligases/liases
Fenilacetil-CoA ligase
Proteinas mitocondriais
Carreador de oxodicarboxilato
Similar a proteina metaxina da membrana
mitocondrial externa de mamiferos
Mating (reproducio sexuada)
Envolvida em trancrigao de tipos celulares
especificos e resposta a feromonios;
Mcmlp
Ciclo celular
Proteina necessaria para o ponto de
checagem G2/M
Pertencentes a outras categorias funcionais
Proteina conservada similar a YMR310C
de S. cerevisiae [Schizosaccharomyces
pombe]
Relacionada a fosfoproteina nucleolar
Homoéloga ao gene Niemann-Pick tipo C
Provével proteina da membrana de Golgi-
levedura de fissao
Provavel proteina de autofagia AUT7
Provavel ATPase
OREF hipotética; Yor006¢cp
Proteina hipotética ( relacionada a
selenoproteina W)
Proteina 1 do complexo T, subunidade ETA
Proteina hipotética conservada provavel
RNA helicase do fator de splicing de pré-
mRNA
Endonuclease do splicing de tRNA
Similar a proteina de ligagdo a macrofagos
e eritroblastos [Homo sapiens]

0.89
0.86

0.72

0.72

0.90

0.87
0.69

0.90

0.89

0.89
0.88

0.82

0.81

0.90
0.89
0.89
0.88

0.88
0.88
0.87

0.87

0.87
0.85

0.85
0.85

0.42
0.22

3.19
0.59
0.42

1.02
0.0

0.0
0.41

1.77
0.0

0.31

0.0

2.23
1.77
0.33
0.86

0.50
1.52
0.39

0.0

0.0
0.0

0.0
0.60
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Homoéloga a proteina especifica da fase
leveduriforme de Blastomyces

OREF hipotética; Yil041wp [Saccharomyces
cerevisiae]

Proteina de ligacdo a poli(A)+ RNA
Proteina repetida nuc-2 de anquirina
Proteina hipotética de 16.8 KD C30D10.04
no cromossomo 2

M51

Proteina de regulacdo de nitrogénio OTam
Proteina hipotética AN6998.2 [Aspergillus
nidulans FGSC A4]

Antigeno imunodominante Gp43

0.81
0.79
0.74
0.74
0.74
0.69
0.67
0.59

0.53

0.50
0.23
0.32
0.32
1.03
1.45
0.79
0.0

0.0
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Tabela 3. Genes induzidos e reprimidos de células leveduriformes de P. brasiliensis
internalizadas por pneumocitos humanos apos 96 h de infeccao.

Categoria Descricdo do gene Inducao/ g-Value
Repressiao (%)

Induzidos
Metabolismo de acucares
Precursor da subunidade flavoproteina 1.41 0.0
da succinato desidrogenase
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 1.18 0.0
Fosfoglicerato quinase 1.17 1.09
Precursor mitocondrial da malato 1.13 2.11
desidrogenase
Metabolismo de aminoacidos e proteinas
Glutamina sintetase 1.36 0.0
Arginase 1.26 0.0
Relacionada a subunidade beta 1.23 0.0
regulatoria da metionina
adenosiltransferase
Precursor mitocondrial da cisteina 1.20 0.0
dessulfurase
Decarboxilase de L-aminoacidos 1.19 0.0
aromaticos
Precursora da subunidade menor da 1.16 0.0
acetolactate sintase
Proteina envolvida na biossintese de 1.15 0.26
lisina, protecdo contra estresse
oxidativo
Cistationina beta-liase 1.13 0.0
Metabolismo de nucleotideos
orotidina-5'-fosfato decarboxilase; 1.25 0.0
URA3
3" 5'-fosfodiesterase de nucleotideos 1.14 0.0

ciclicos de baixa afinidade
Resposta a estresse

Catalase isozima P 1.36 0.0
Subunidade VI da citocromo ¢ 1.23 0.0
oxidase

Citocromo ¢ 1.13 0.0
NADH ubiquinona oxidorredutase 1.13 1.01
subunidade 9.5 kDa

NADH ubiquinona oxidorredutase 1.12 0.29

subunidade 19.3 kDa precursor

mitocondrial (complexo 1-19.3 kDa)

NADH-citocromo b5 redutase 1.11 2.10
Provavel proteina antioxidante Tsal 1.11 0.59
tiol-especifica
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Provavel enzima conjugadora de
ubiquitina, E2 [S. pombe]
Subunidade beta da flavoproteina de
transferéncia de elétrons

Citoesqueleto

Histonas

Componente do complexo de
organizacao da actina ARP2/3
Proteina relacionada ao componente
Tral do complexo SAGA

Histona H2B
Histona H4
Histona H3
Histona H2A
Histona H1

Proteinas ribossomais

Proteina ribossomal 40S S25
Proteina ribossomal 60S L10-B
(L10A)

Proteina ribossomal 60S L13
Proteina ribossomal 60S L7a (L8)
Proteina ribossomal 60S L19

40s ribossomal S28

Proteina ribossomal L16a
Provéavel proteina ribossomal 60S
RPL4A

Proteina ribossomal 40S S3AE
Proteina ribossomal 60S L20
Proteina ribossomal 60S L27
Provavel proteina ribossomal Rps8bp
Proteina ribossomal 60S L18
Proteina ribossomal 60S L11
Proteina ribossomal S5

Proteina ribossomal 40S s8
Proteina ribossomal L21A
Proteina ribossomal 40S S11
Proteina ribossomal 60S L23A (L25)
Proteina ribossomal 40S s9
Proteina ribossomal 60S L24-B
Provével proteina ribossomal
L15.e.B, citosolica

Proteina ribossomal 60S L24
Proteina ribossomal 40S S12
Proteina ribossomal 40S S17
Proteina ribossomal 60S L18
Proteina ribossomal 40S S27

1.11

1.10

1.12

1.15

1.41
1.32
1.25
1.18
1.18

1.27
1.24

1.23
1.19
1.19
1.18
1.18
1.17

1.17
1.16
1.16
1.15
1.14
1.14
1.14
1.14
1.14
1.13
1.13
1.13
1.12
1.12

1.11
1.11
1.11
1.11
1.10

0.0

2.95

1.02

0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.28
0.51
1.91
0.0
0.0
2.95
0.90
1.95
0.0

0.0
0.0
1.17
0.0
0.0
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Regulaciio transcricional/traducional

Subunidade de 110 kDa de eif3 1.24 0.0
Provavel fator transcricional dedos de 1.23 0.0
zinco Zn2 Cys6

Provavel regulador transcricional 1.18 0.0
Fator de transcri¢ao eucaridtico 4A 1.15 0.0
(eiF-4A)

Fator de elongacdo traducional EF-1 1.14 0.47
alfa

Cadeia gama do fator de elongacdo da 1.13 0.28
transcri¢ao eEF1

Provavel fator de iniciagdo da 1.12 0.28
transcri¢ao eucaridtica eif-3

Regulador pos-transcricional csx1 de 1.12 0.0
ligacdo a RNA

Subunidade de elongacao da RNA 1.10 0.43

polimerase II
Transducao de sinal

Provével proteina de ligagdo a GTP 1.89 0.0
Provavel ATPase tipo P de célcio 1.45 0.0
Subunidade 7B do complexo 1.22 0.0
COP9/signalossoma
Hipotética proteina conservada 1.24 0.67
similar a fosducina
Histidina quinase 1.24 0.0
Familia MAP quinase quinase 1.22 0.0
Proteina nuclear/nucleolar de ligagao 1.19 0.0
a GTP
Proteina de ativagdo de Rho GAP 1.14 0.61
GTPase
Subunidade catalitica da proteina 1.13 0.0
quinase dependente de cAMP
Adenilato quinase (GTP mitocondrial: 1.10 2.60
AMP fosfotransferase)

Ciclo celular
Cinesina (proteina KINA) 1.19 0.45
Proteina homologa a CDC20 1.18 0.0
Relacionado a subunidade 10 do 1.15 0.57
complexo promotor de anafase

Desidrogenases
Monooxigenase/desidrogenase tipo 1.23 0.0
P450 [Aspergillus parasiticus]
Alcool desidrogenase 1.20 0.0
Aldeido desidrogenase ALDH1 1.17 1.08
Provével alcool desidrogenase 1.15 0.28

oxidorredutase zinco-dependente
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Relacionado a piruvato desidrogenase
quinase
Transferases
3-oxo0acido-CoA transferase
N-glicosil-transferase
Acetil-CoA acetiltransferase
Provavel glicosil transferase
Acetiltransferase
Proteina do reticulo endoplasmatico
que transfere Glc-Nac-P de UDP-
GlcNac para Dol-P
Provavel manosiltransferase
Glutamina fosforribosilpirofosfato
amidotransferase
Tirosil-tRNA sintetase citoplasmica
Sintetases/Sintases
Subunidade alfa da ATP sintase tipo
FOF1
Subunidade H da ATP sintase
S-adenosilmetionina sintetase
Fosfatases
Subunidade regulatéria de 65 kD da
proteina fosfatase 2a
Homoélogo 1 da proteina fosfatase 2C
(PP2C-1)
Vacuolares/vesiculares
Receptor de “sorting” de proteina
vacuolar para carboxipeptidase Y e
proteinase A; relacionado a sortilina;
Parede celular
imidase; predita xilanase/quitina
deacetilase
Resisténcia a drogas
Membro da familia de transportadores
de cassete de ligacao a ATP (ABC)
Proteinas Mitocondriais
OREF hipotética de Mialp

Provéavel proteina supressora de
histona mitoncondrial mutante
Subunidade de 53 kDa da protease de
processamento mitocondrial
translocase 8 da membrana
mitocondrial interna

Precursor mitocondrial da
homocitrato sintase

1.10

1.20
1.18
1.18
1.17
1.14
1.14

1.12

1.12

1.10

1.18

1.13
1.11

1.22

1.12

1.15

1.22

1.14

1.34

1.23

1.19

1.15

1.10

0.0

0.51
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

0.47

0.0

0.0

0.28
3.99

0.0

1.03

0.60

0.0

242

0.61

0.0

0.59

0.44

2.00
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Pertencente a outras categorias funcionais

Poliproteina 1.43 0.0
Proteina integral de membrana 1.33 0.0
Elemento retrotransponivel L1 1.29 0.0
Provavel transcriptase reversa 1.28 0.0
Proteina de ligagao a lipidio da ATP 1.22 0.0
sintase de transporte de H

MUSI11 1.19 0.0
Provavel fosfomanomutase 1.18 0.0
Provavel ciclofilina associada a 1.18 0.0
U-snRNP

Provavel subunidade 26S da 1.18 0.27
proteinase

Provavel subunidade alfa tipo do 1.16 0.0
proteassoma

Pode codificar uma proteina 1.13 0.0

envolvida em uma ou mais etapas
mono-oxigenase ou hidroxilase da
biossintese de ubiquitina

Provavel RNA helicase DEAD-box 1.13 0.0
Acumulagdo de DYads; predita 1.13 0.58
proteina de membrana

Proteina relacionada a hospedeiro- 1.11 0.47
especifico toxina AK Akt2

Pequena proteina com 1.11 0.0
tetratricopetideos repetidos e tica em

glicina

Similar a proteina induzida por UV da 1.11 0.0
levedura de fissao

Regulador negative de URS2 do 1.10 2.83
promotor HO

Reprimidos

Metabolismo de aminoacidos e proteinas

Provavel leucina carboxil 0.90 0.75
metiltransferase

Sarcosina oxidase 0.90 0.89
Aminoacido permease 0.89 0.0
Precursor da glutamato N- 0.86 0.0
acetiltransferase

Homogentisato 1,2-dioxigenase 0.86 1.56
Provavel peptideo metionina 0.85 0.0
sulfoxido redutase

Bomba de efluxo metabolico de 0.73 0.49
aminoacidos

Metabolismo de lipidios
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Carnitina acetil transferase FacC
Precursor mitocondrial da citrato
sintase
Resposta ao estresse
Proteina induzida por estresse STI1
Oxidase alternativa
HSP104
Provével ubiquitina ligase
Proteinas ribossomais
Proteina ribossomal L14
Proteina ribossomal 40S S4 (S7)
Proteina ribosomal 60S L9
Regulacio transcricional/traducional
Fator de iniciagdo transcricional elF3
Proteina de ligacdo a poli-A+RNA
Transducao de sinal
Provéavel ATPase de calcio tipo P
Tirosina fosfatase
Desidrogenases
Provavel acil-CoA desidrogenase
D-mandelato desidrogenase
Sintetases/Sintases
Acetil-coenzima A sintetase (Acetato-
CoA ligase)
Pseudouridilato sintase
Metllcitrato sintase
Acetolactato sintase
Diidropteroato sintase
Fosfatases
Fosfo-serina fosfatase
Vacuolares/Vesiculares
Proteina de “sorting” vacuolar;
Vps55p
Resisténcia a drogas
Proteina hipotética similar a
YCRO17C; proteina integral de
membrana envolvida em sensibilidade
a drogas
Provével transportador ABC
Mating
Envolvida em transcrig@o de tipo
celular especifico e resposta a
feromonios; Mcmlp
Ligases/liases
Fenilacetil-CoA ligase

0.89
0.73

0.82
0.81
0.71
0.63
0.89
0.83
0.77

0.90
0.73

0.89
0.86

0.89
0.81

0.89
0.83
0.71
0.65
0.61
0.90

0.95

0.90

0.86

0.87

0.86

1.56
1.31

0.0
0.0
0.49
0.27

0.0
1.05

4.49
1.06

0.0
0.0

1.32
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

4.98

2.60

0.26

0.46

0.61
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Citoesqueleto
Relacionado ao componente Tral do 0.90 2.11
complexo SAGA

Ciclo celular

Proteina necessaria para o ponto de 0.83 0.0

checagem G2/M

Provavel homoélogo de CDC50 0.78 0.0
Pertencente a outras categorias funcionais

Provavel ATPase 0.90 2.15

Similar a proteina de C. elegans; 0.90 0.0

Proteina homologa ao N-terminal de 0.89 3.87

epsina

Proteina de ligagdo a DNA NsdD 0.89 0.44

Regulador do desenvolvimento flbA 0.89 0.0

Provavel proteina da membrane de 0.88 2.51

Golgi- levedura de fissao

Similar a proteina de ligacao a 0.87 0.49

macréfagos e eritroblastos [Homo

sapiens]

ORF hipotética; Yil041wp 0.78 0.0

[Saccharomyces cerevisiae]

Proteina hipotética de 16.8 kDa 0.74 1.11

C30D10.04 no cromossomo II
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