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RESUMO

Paracoccidioides  brasiliensis € o fungo  dimodrfico  responsavel pela
paracoccidioidomicose (PCM). A diferenciacdo celular do P. brasiliensis de micélio para
levedura nos pulmdes é essencial para a ocorréncia da PCM e é dependente de temperatura.
Parte das alteracOes sofridas pelo fungo esta provavelmente relacionada com a expressdo de
proteinas de estresse (Hsp), pouco conhecidas no P. brasiliensis. Em nosso laboratério foram
clonados os genes de P. brasiliensis homologos aos de duas proteinas mitocondriais de choque
térmico: o PbLON, da proteinase Lon, e a porcao 5’ do PbMDJ1, da chaperone Hsp40/Mdj1.
Estes genes estdao ligados por uma regido 5 intergénica comum (ML), o que pode ser
relevante em relacdao a regulagdo transcricional nao apenas porque ambos respondem ao
estresse, mas também pela relacdo funcional. Mdjlp é o membro da familia DnaJl localizado na
matriz mitocondrial, o qual é essencial na digestdo de proteinas desnaturadas pela Lon.

Neste trabalho o gene PbMDJI de P. brasiliensis foi totalmente caracterizado. Sua
sequéncia apresenta uma ORF de 1659pb, organizada em trés exons interrompidos por dois
introns. PbMdjl apresenta 551 aminoacidos com alta similaridade com as homologas de
Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum e Coccidioides immitis. O alinhamento
destas sequéncias permitiu mapear todos os dominios que caracterizam a familia da DnaJ, a
saber, um dominio J, um dominio rico em G/F e um dominio ligante de zinco organizado em
quatro repeticdes de CXXCXGXG. Para a expressao de PbMdj1 recombinante em bactéria, um
fragmento de cDNA de 757pb da regido 5° foi subclonado no vetor pHIS3. A proteina PbMdj1r
foi purificada e utilizada na obtencdao de anticorpos policlonais de coelho. Em microscopia
eletronica e confocal, os anticorpos anti-PbMdjir localizaram a molécula na mitocondria de
leveduras de P. brasiliensis Pb18, mas também abundantemente na parede celular e regido de
brotamento. Em ensaios de “imunoblotting”, os anticorpos revelaram uma proteina nativa de
55 kDa tanto em extratos mitocondriais, com significativo aumento da expressao em condi¢oes
de estresse térmico, como em uma fracdo de parede. Sua localizagdo extramitocondrial foi
confirmada ainda por citometria de fluxo (FACS). Alguns soros de pacientes com PCM reagiram
com a PbMdjir em “immunoblotting”, sugerindo que os pacientes reconhecem essa proteina
durante a infecgao.

Obervamos que locus cromossomico dos genes MDJ1/LON é comum entre fungos
dimorficos e Aspergillus. Na regiao intergénica 5’ compartilhada pelos genes MDJ1/LON de P.
brasiliensis Pb18 e Pb3 foram mapeados e validados 4 elementos de transcricao usando o
ensaio de protecao contra DNase I “footprinting” e em experimentos de retardo da mobilidade
eletroforética (EMSA). Essas regides abrigam um elemento de choque térmico convencional,

dois nao-convencionais e outro ligante de AP-1 (ARE), associado ao estresse oxidativo. Foram
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encontrados motivos similares nos locus correspondente de B. dermatitidis e H. capsulatum.
O Pb3, que pertence a uma espécie criptica filogeneticamente distinta, apresentou
polimorfismo na regido ML. As andlises comparativas entre Pb18 e Pb3 mostraram diferencas
no numero de elementos de transcricdo no padrdo da regulagdo transcripcional de PbLON e
PbMDJ1 durante a transicao de fase. Em Pb18, PbMDJ! parece ser preferencialmente expresso
na fase leveduriforme. Ambos os genes apresentaram aumento nos niveis de transcrigao apds
choque térmico a 42 °C, porém em Pb3 esse efeito foi mais lento.

Este € o primeiro trabalho que detecta elementos de trancricdo em A. brasiliensis e
pode contribuir significativamente para entendimento da regulagao de genes de estresse em
fungos dimorficos. As diferencas detectadas em Pb18 e Pb3 quanto a regulacdo transcricional
dos genes aqui estudados e eventualmente outros podera explicar a distinta relacdao parasita-

hospedeiro que os isolados apresentam em camundongos B10.A.
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1. INTRODUCAO

1.1. Paracoccidioides brasiliensis e paracoccidioidomicose
1.1.1 Aspectos gerais

Paracoccidioides  brasiliensis é o fungo  dimorfico  responsavel  pela
paracoccidioidomicose (PCM), a qual causa no homem uma micose sistémica que pode ser
letal se nao tratada. Foi originalmente descrita em 1908 por Lutz, que observou o fungo em
material de lesdes orais e de linfadenopatia cervical de dois pacientes. A PCM é uma das
quatro micoses granulomatosas causadas por fungos termo-dimoérficos, que incluem o
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis. Estes fungos,
juntamente com P. brasiliensis, estao relacionados filogenticamente como membros da
mesma familia, conforme as analises de sequéncias do gene do RNA ribossomal (Bialek et al.,
2000; Peterson et al., 1998). A. brasiliensis recebeu varias denominagdes ao longo do tempo
(revisao em Lacaz et al., 1994) e atualmente é taxonomicamente classificado como Eukaryota
do reino Fungi, filo Ascomycota, subfilo Pezizomicotina, classe Eurotyomicetes, ordem
Onygenales, familia Onygenaceae, género Paracoccidioides e espécie brasiliensis (Taxonomy

ID: 121759, NCBI/ http//www.ncbi.nIm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/).

A forma teleomorfica ou sexuada do P. brasiliensis ainda ndo é conhecida (Lacaz,
1994). As células leveduriformes do fungo variam entre 4 — 30 um, apresentam
multibrotamentos, sao multinucleadas e os isolados sdo hapldides ou aneupldides, de acordo
com analises recentes (Almeida et al., 2006). A forma miceliana apresenta longos filamentos
septados com conideos terminais e/ou intercalares (Lacaz et al., 1992; San-Blas e San-Blas,
1982). Os conideos sao uninucleares, mas quando incubados a 37 °C transformam-se em
células multinucleares (McEwen et al., 1987). O exato local e condi¢cdes nas quais o fungo
encontra-se na natureza ndo foram determinados, porém evidéncias indiretas indicam que a
forma saprofitica pode ocorrer no solo, produzindo propagulos infectantes tais como

artroconideos e aleuroconideos (Restrepo, 1985; Restrepo-Moreno, 1994).

InfecgOes naturais foram descritas em alguns animais selvagens e domésticos (Grose e
Tramsitt, 1965; Johson e Lang, 1977; Garcia et al., 1992) e o fungo foi isolado de duas
espécies de tatu, Dasypus novemcinctus (Bagagli et al., 1998; Bagagli, et al., 2003; Restrepo
et al., 2000) e Cabassou centralis (Corredor et al., 2005). Estes dados sugerem que o tatu
pode ser um reservatdrio natural importante de P. brasiliensis. Algumas manifestacoes da

doenca foram recentemente observadas em cachorros (Ricci et al., 2004; Farias et al., 2005).

19



A PCM encontra-se geograficamente limitada aos paises da América Latina, sendo
prevalente no Brasil, Argentina, Venezuela e Colombia, onde é endémica em dreas rurais.
Aparentemente, a micose tem sua maior incidéncia no Brasil, onde é diagnosticada com maior
frequéncia em estados das regides Sudeste e Sul, especificamente em Sao Paulo, Parana,
Minas Gerais e Rio Grande do Sul (Coutinho et al., 2002). Nao ha referéncias da doenca na
Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Chile e Nicardgua (Londero, 1994). Alguns casos de PCM
foram diagnosticados nos Estados Unidos, Europa, Africa e Asia, porém os pacientes, em
alguma época de suas vidas, residiram ou trabalharam em paises endémicos, onde
supostamente foram infectados (revisao em Lacaz et al., 1994). As caracteristicas dos locais
com alta endemicidade da PCM sao temperaturas discretas em torno de 18 a 24 °C, chuvas
abundantes com indice pluviométrico de 800 a 2000 mm por ano, altitude média de 47 —
1300 m, predominio de florestas e arvores nativas, além de invernos curtos e verdes
ensolarados (Bagagli et al., 1998). Estima-se que a incidéncia anual da doenca ativa seja de 1

a 3 individuos por 100.000 habitantes em areas endémicas (San-Blas et al., 2002).

1.1.2. Infeccao e relacao parasito-hospedeiro

A infeccao pelo A. brasiliensis ocorre por inalagdo de conideos. Para o desenvolvimento
da doenga, é imprescindivel que os conideos alojados nos alvéolos pulmonares passem para a
fase leveduriforme. A mudanca da fase infectante para a patogénica depende do aumento de
temperatura (revisao em Lacaz et al., 1994). Apds instalagao do fungo no pulmao, ocorre a
formacgao de lesdes que podem: (I) regredir com destruicao do fungo, (II) regredir com fungo
latente ou quiescente, o qual pode desenvolver PCM ativa posteriormente, (III) progredir

imediatamente com o desenvolvimento dos sinais e sintomas da PCM.

A doenca ativa tem caracter granulomatoso e manifesta-se nas formas aguda (juvenil
ou linfatica) ou cronica (adulta ou pulmonar). A PCM aguda progride rapidamente através do
sistema reticulo-endotelial de adultos jovens e criancas de ambos os sexos, sendo responsavel
por cerca de 3 a 5 % dos casos de PCM descritos. A forma cronica é a mais comum,
prevalesce em homens de 30 — 60 anos e tem progressao lenta, geralmente apds longo
periodo de laténcia de focos quiescentes. Esta forma acomete principalmente os pulmoes,
mas pode ser multifocal, disseminando-se para qualquer 6rgao, especialmente para tecidos
mucocutaneos. A disseminacdao ocorre pela via hematogénica e/ou linfatica. Apesar da PCM-
infeccdo ocorrer igualmente entre os sexos, a doenca ativa é detectada com frequéncia 13
vezes superior no sexo masculino (revisio em Brummer et al., 1993). Esse fato esta

possivelmente relacionado a protegdo por hormonios femininos, uma vez que a transformagao
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de micélio em levedura “in vitro” é inibida pelo 17 B-estradiol, mas ndo pela testosterona
(Clemons et al., 1989).

A principal defesa do hospedeiro contra o A. brasiliensis é a resposta mediada por
células, evidenciada pela formacao de granulomas. O granuloma tipico da PCM é composto de
células gigantes e epitelidides, podendo ser observados polimorfonucleares (PMN) préximos
aos fungos. Ao redor das células epitelidides ha um halo de células mononucleares (Franco et
al., 1987; Londero et al., 1990). Em pacientes com formas menos graves da doenca, a
resposta imune induz a formacdao de granulomas compactos contendo nimero reduzido de
células fungicas. Pacientes com formas mais graves da doenca frequentemente apresentam
granuloma “frouxo”, na verdade um influxo celular com capacidade reduzida de combater o
fungo, que tende a se desenvolver em grande numero. Entre os dois extremos ocorre amplo

espectro de manifestacdes clinicas e imunoldgicas (Benard et al., 1994).

A ocorréncia de quadros clinicos diversos de gravidade variada deve estar relacionada
a existéncia de isolados apresentando diferentes graus de viruléncia (Kashino et al., 1985) e
de sua relacdo com fatores inerentes ao hospedeiro, como idade, sexo, genética e nutricao
(revisao em Franco, 1987). As diferencas de susceptibilidade a PCM foram parcialmente
mimetizadas em modelo experimental de camundongos geneticamente selecionados (revisado
em Calich et al., 1998). Desta forma, animais da linhagem A/Sn sdo mais resistentes a
infeccao intraperitoneal e intratraqueal com o isolado Pbl18 de P. brasiliensis, enquanto
camundongos B10.A sdao mais susceptiveis e Balb/C sdo intermediarios (Calich et al., 1985;
Calich et al., 1994; Cano et al., 1995). Camundongos B10.A infectados com Pb18 tendem a
manter altos titulos de anticorpos e imunidade celular baixa, com produgdo insuficiente de
IFN-y (Th2-orientada), ao contrario do A/Sn, cuja imunidade anti-P. brasiliensis é

preferencialmente do tipo Th-1.

O macrdfago é considerado a principal célula de defesa contra o fungo. Estudos “in
vitro” mostraram que o AP. brasiliensis € capaz de se multiplicar dentro de macréfagos
peritoneais e pulmonares (Brummer et al., 1989). Entretanto, macréfagos ativados por IFN-y
sao fungicidas (Brummer et al., 1988). PMNs humanos ou murinos exercem efeito fungistatico
e fungicida contra o A. brasiliensis, os quais aumentam sob ativacao do IFN-y e GM-CSF
(“"granulocyte macrophage colony stimulating factor”) (Kurita et al., 2000). O fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina produzida por mondcitos ou macréfagos envolvida no
recrutamento e ativacao de células inflamatérias e na formacdo do granuloma (Kindler et al.,
1989). INF-y ativa macrofagos a secretar TNF-a, 0 qual inibe a replicacdo do fungo (Souto et

al., 2000). Recentemente, Carmo e colaboradores (2006) demostraram que H,0, liberada por
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mondcitos ativados por TNF-a. teve efeito fungicida sobre A. brasiliensis. Outro mecanismo
efetor é o oxido nitrico (NO) liberado por macréfagos ativados, que leva a morte do fungo. A
inducdo da NO sintetase é dependente do sinergismo de acdo entre IFN-y e TNF-a e de

fatores produzidos pelo préprio fungo (Nascimento et al., 2002).

O desenvolvimento da PCM depende de interagdes entre componentes do fungo e do
hospedeiro. O principal componente antigénico descrito em P. brasiliensis é a gp43, uma
glicoproteina de 43 kDa reconhecida por anticorpos de praticamente todos os pacientes com a
doenca ativa (Puccia et al., 1986; Puccia e Travassos, 1991; Camargo et al., 1994). Esta
molécula possui uma Unica cadeia oligossacaridica “high mannose” N-ligada (Almeida et al.,
1996; Cisalpino et al.,, 1996), que permite sua ligagdo em receptores para manose de
macréfagos (Almeida et al., 1996), e auxilia na protecao contra protedlise “in vitro” (Puccia e
Travassos 1991). A molécula suscita tanto imunidade humoral, permitindo o diagndstico
soroldgico da PCM, quanto o celular, protetora em camundongos (revisao em Travassos et al.,
2004). O gene PbGP43 foi o primeiro caracterizado em P. brasiliensis e sua sequéncia
apresenta grande similaridade com exo-1,3-B-glucanases flngicas. Contudo, um dos sitios
cataliticos conservados de atividade de glucanase foi substituido de NEP para NKP, o que

provavelmente induziu a perda da atividade enzimatica na gp43 (Cisalpino et al 1996).

Esta glicoproteina é considerada um potencial fator de viruléncia uma vez que liga-se a
laminina e com isso aumenta a capacidade do fungo de invadir e destruir tecidos (Vicentini et
al.,, 1994) no modelo intratesicular, ainda que aparentemente esse efeito possa nao ocorrer
no modelo pulmonar (Andre et al., 2004). “In vivo”, anticorpos monoclonais anti-gp43 foram
capazes de modular a infeccao experimental exacerbada do A. brasiliensis recoberto com
laminina (Gesztezi et al., 1996). Além disso, aderéncia de P. brasiliensis em células epiteliais
do hospedeiro é substancialmente reduzida na presenca de anti-gp43, mostrando que gp43
possivelmente age como adesina (Hanna et al., 2000). Recentemente foi demonstrada a
interacdao de gp43 com outro componente de matriz extracelular, a fibronectina (Mendes-
Giannini et al., 2006).

Além de induzir resposta imune humoral, a gp43 suscita resposta imune celular em
humanos (Benard et al., 1997) e animais infectados experimentalmente (Rodrigues e
Travassos, 1994). Taborda e colaboradores (1998) mostraram que um peptideo de 15
aminoacidos da gp43 (P10) é o responsavel pela ativagdao de célula T CD4" em animais
imunizados. Camundongos BALB/c imunizados com a gp43, P10 ou com o gene da gp43 Pinto
et al., 2000) e infectados com AP. brasiliensis apresentaram granulomas pulmonares epiteliodes

em pequeno numero, com poucas células viaveis no seu interior e auséncia de lesdes no
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figado e baco. Os camundongos apresentaram uma resposta imunoldgica humoral e celular
especifica e duradoura, e a protecdo foi mediada pela producdo de IFN-y. O gene PbGP43
apresenta um importante polimorfismo no exon 2, porém é conservado na regido que codifica
0 P10 (Morais et al., 2000).

Outros antigenos do P. brasiliensis tém sido descritos, entretanto poucos foram
purificados e caracterizados. A gp70 destaca-se por ser uma glicoproteina reconhecida por
96% dos soros de pacientes com PCM (Salina et al., 1998), induzir resposta linfoproliferativa
quando testada com linfécitos de individuos com a doenga (Benard et al., 1997) e ser capaz
de modular as funcdes de macrofagos peritoneais murinos (Grosso et al., 2003). Além da
gp70, um antigeno de 87 kDa, detectado no soro de pacientes (Gémez et al., 1997), foi
purificado e a sequéncia N-terminal obtida mostrou homologia com Hsp70 de A. brasiliensis e
de outros fungos (Diez, et al., 2002). Uma proteina antigénica de 27 kDa e outra de 58 kDa

também foram caracterizadas. (McEwen et al., 1996; Figueroa et al., 1995).

Outros antigenos preferenciais da levedura do Pb01 foram identificados por Fonseca e
colaboradores (2001), a saber, catalase, aldolase, gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase
(GADPH), malato dehidrogenase e triosefosfato isomerase, cujos genes foram posteriormente
caracterizados como diferencialmente expressos na levedura (Moreira et al., 2004; Barbosa et
al., 2004; Pareira et al., 2004; Carneiro et al., 2004). Destaca-se a GADPH que em C. albicans
e no proprio P. brasiliensis foram vistos como sendo adesinas de parede celular (Gil-Navarro
et al., 1997; Barbosa et al., 2006). A catalase, por sua vez, apresentou aumento da expressao
apos estresse oxidativo com perdxido de hidrogénio (H,0;) (Moreira et al., 2004), sugerindo

seu efeito protetor contra as defesas do hospedeiro.

O diagnostico confirmatdério da PCM depende da demonstragdo do agente etioldgico
em materiais bioldgicos como: pus de linfonodos, escarros, aspirado bronquico ou lavado
broncoalveolar, material granulomatoso da base de Ulceras, liquido céfalo-raquidiano, medula
Ossea, além de amostras de bidpsias. Na maioria dos casos, as células leveduriformes de A.
brasiliensis sao visualizadas em microscopio otico levando ao diagndstico micoldgico direto
(revisao em Lacaz, 1994). Os testes soroldgicos tém valor diagndstico em associagdo ao
micoldgico, e, principalmente, valor progndstico no acompanhamento dos pacientes. Além
disso, atualmente diversos métodos que utilizam técnicas de PCR tém sido propostos visando
a identificacdo do fungo em material bioldgico (Sandhu et al., 1997; Goldani e Sugar 1998;
Diez et al., 1999; Gomes et al., 2000).
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O tratamento da PCM ¢é usualmente longo, ocorrendo em muitos casos de um a dois
anos de terapia. Atualmente o cetoconazol e o itraconazol sdo os anti-fungicos de escolha,
além de sulfonamidas e anfotericina B (Mendes et al., 1994). A doenca pode ser fatal se o
paciente nao fizer uso da medicacao apropriada ou nao seguir corretamente a terapia
medicamentosa. A auséncia de anticorpos circulantes contra antigenos de A. brasiliensis é um
importante critério de cura da PCM. A manutencdo do tratamento deve se estender por um
ano apds a negativagdo dos testes soroldgicos e o paciente deve ser reavaliado
constantemente. A remissao e as sequelas de fibrose pulmonar sao frequentes na PCM

(revisdao em Brummer et al., 1993).

1.1.3. A variabilidade do P. brasiliensis

E consenso que P. brasiliensis apresenta heterogeneidade entre os diferentes
isolados. Quanto a morfologia encontrada nos tecidos do hospedeiro Lacaz (revisdao de 1994)
descreve amplo espectro de formas compativeis com o fungo. Em estudo detalhado,
Svidzinski e colaboradores (1999) avaliaram o comportamento de 30 amostras de PA.
brasiliensis de pacientes portadores de diferentes formas clinicas de PCM e observaram
variabilidade fenotipica quanto na morfometria, nimero de brotamentos, capacidade de
conversao de micélio (M) para levedura (L) e velocidade de crescimento. Estudando o perfil
de isoenzimas de 10 isolados de P. brasiliensis, pelo menos sete enzimas exibiram padroes
eletroforéticos capazes de diferenciar amostras do fungo (Svidzinski e Camargo 1995).
Isolados foram também agrupados de acordo com o perfil de proteinas secretadas, que

aparentemente foi mais homogéneo na forma patogénica do fungo (Salem-Izacc et al., 1997).

Isolados de P. brasiliensis também apresentam diferencas quanto a sua
patogenicidade (Zacharias et al., 1986; Burger, 1996). Usando modelo animal, Singer-Vermes
e colaboradores (1989) agruparam, de acordo com o perfil de viruléncia, sete isolados
analisados. De acordo com o trabalho, Pb18 foi considerado altamente virulento, e Pb265 e
PbIVI267 pouco virulentos.

O trabalho que originalmente associou polimorfismo genético em A. brasiliensis com
perfil de RAPD (“random amplified polymophic DNA analysis”) foi conduzido por Soares e
colaboradores (1995). Usando essa estratégia, Sano e colaboradores (1999a) demonstraram
que isolados de pacientes e tatus agrupavam de acordo com seu polimorfismo genético,
porém indistintamente em relagdo a sua origem. Os autores propuseram que 0S animais
podem ser reservatdrios do fungo na natureza e que o tatu pode se infectar por diferentes
isolados genotipicamente distintos. Esta observacao foi feita a partir de diferencas nos
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padrdes de RAPD de isolados provenientes de diferentes 6rgaos de um mesmo animal (Sano
et al., 1999b). Outras publicacdes utilizando RAPD relacionam o polimorfismo genético do
fungo com seu poder patogénico (Molinari-Madlum, 1999; Hebeler-Barbosa et al., 2003) ou,
mais consistentemente, conforme suas origens geograficas (Calcagno et al., 1995), sugerindo
que o fungo pode estar sob baixa pressao genética no ambiente. Esta distribuicdo foi
posteriormente confirmada por “Restricted Fragment Length Polymorphism” (Nino-Vega et al.,
2000).

Morais e colaboradores (2000) observaram polimorfismo genético no gene que codifica
a gp43 em 17 isolados de P. brasiliensis. Neste trabalho os autores conseguiram distinguir
gendtipos tipicos de grupos distintos de isolados, nos quais as substituicdes ocorreram
principalmente no exon 2 e na regido promotora. As sequéncias dos isolados Pb2, Pb3 e Pb4
apresentaram o maior numero de substituicdes, formando um grupo distante
filogeneticamente dos demais. Um estudo amplo de multilocus foi realizado por Matute e
colaboradores (2005), onde os autores conseguiram agrupar 65 isolados de P. brasiliensis
representantes de varias areas endémicas da America Latina em trés grupos distintos: S1,
PS2 e PS3. As andlises de sequéncias de oito regides de cinco locus diferentes do genoma,
incluindo o PbGP43, demonstraram a presenga de um grupo criptico (PS2), do qual fazem
parte os isolados Pb2, Pb3, Pb4 e outros trés. PS3 é composto somente por amostras

colombianas.

Em trabalho recente do laboratdrio, que contou com a nossa colaboracdo na analise
transcricional do PbGP43 (anexo), foi demonstrado que o isolado Pb3 foi menos virulento
quando inoculado em camundongos B10.A pelas vias intraperitoneal, intratraqueal e
endovenosa (Carvalho et al.,, 2005). Além disso, nestes animais, Pb3 provocou doenca
regressiva com padrao de resposta do tipo Th1, enquanto Pb18 (grupo S1) induziu resposta
do tipo Th2 com doenca progressiva e letal (Carvalho e Puccia dados ndo publicados). O Pb18
e o Pb3, além do Pb01, foram recentemente incluidas em uma proposta internacional de
sequenciamento do genoma de isolados representativos de fungos dimdrficos térmicos
patogénicos.

O polimorfismo cromossomico em isolados clinicos, de solo e de animais de A.
brasiliensis foi demonstrado por PFGE (“pulsed field gel electrophoresis”) originalmente por
Montoya e colaboradores (1997) e posteriormente em outros trabalhos (Montoya et al., 1999;
Cano et al., 1998; Feitosa et al., 2003). De forma geral, os resultados concordam que 0s
isolados apresentam de 4 a 5 bandas cromossomicas, cujos tamanhos variam entre 2 a 10

Mb. O nimero de nucleos também variou com o isolado.

25



1.1.4. Dimorfismo

A diferenciacdo celular do P. brasiliensis de micélio (25 °C) para levedura (36 °C)
depende da temperatura e é essencial para a ocorréncia da PCM (Restrepo e Jiménez, 1980;
San Blas, 1982), uma vez que isolados incapazes de se diferenciarem em leveduras nao sao
capazes de causar a doenca (Moraes Borba e Shaffer, 2002). Porém alguns fatores
nutricionais podem ser essenciais neste processo, como por exemplo, os aminoacidos cisteina

e metionina (Paris et al., 1985).

As alteracdes morfoldgicas que o fungo sofre no hospedeiro s3ao a consequéncia de
modificagdes bioquimicas e fisioldgicas impostas pelas novas condicdes ambientais que, em
Ultima analise, estimulam uma adaptacdo no padrao transcricional e/ou regulatério de genes e
proteinas. Os fatores que afetam de fato a transicao dimdrfica no nivel molecular sdo pouco
conhecidos, principalmente devido a dificuldade de aperfeicoar um sistema de transformacao
para P. brasiliensis, o qual tende a produzir transformantes instaveis até o momento (Leal et
al., 2004; Soares et al., 2005). Entretanto, esse assunto tem sido alvo de varios trabalhos,
alguns dos quais beneficiados pelo conhecimento de sequéncias do fungo. Atualmente dois
bancos de sequéncias expressas (EST) pelo P. brasiliensis estdao disponiveis. O primeiro foi
fruto do trabalho de grupos paulistas liderados por Goldman e colaboradores (2003), que
identificaram 4.692 genes do isolado Pb18 recém-isolado de baco de camundongo infectado.
Nossa participacdo nesse trabalho (anexo) foi a preparacdo de todo material genético
analisado ndo s6 no sequenciamento, mas também na expressdo de genes durante a
transicao de fases. O segundo banco, que foi o resultado do trabalho de pesquisadores do
Centro-Oeste brasileiro, contém 6.022 genes expressos na fase leveduriforme e miceliana do
Pb01, os quais representam possivelmente 80 % dos genes expressos pelo fungo (Felipe et
al., 2003; Felipe et al., 2005).

A parede celular do P. brasiliensis € composta de proteinas, glicoproteinas e lipideos,
porém os componentes majoritarios sdo polissacaridicos, especificamente quitinas e glucanas,
as quais desempenham um papel importante no dimorfismo, atuando na definicdo da
morfologia celular. Sabe-se, por exemplo, que glucanas da parede flingica sofrem alteragao
da conformacao B, na fase miceliana, para a, na levedura. Evidéncias experimentais sugerem,
inclusive, que a presenca de glucanas o-1,3 na superficie da levedura favoreca sua viruléncia
(revisdo em San-Blas et al., 1994). A mudanca na composicao da parede celular durante a
infecc@do, como a que ocorre em A. brasiliensis, pode ser considerada um mecanismo de
escape da resposta imune inata, a qual é essencial para o controle de infeccdes fungicas.

Receptores para p-glucanas, tais como, CR3, lactosilceramida e dectina-1 contribuem para o
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reconhecimento e fagocitose destes organismos (Brown e Gordon 2003). Na fase
leveduriforme, as formas B da glucana aparecem em pequena proporcao (ao redor de 5%) e
sao protegidas pela a-glucana. Em H. capsulatum, foi comprovado geneticamente que a o-
1,3-glucana é essencial na viruléncia do fungo (Rappleye et al., 2005), ja que cepas contendo
o0 gene deletado ou sob interferéncia de RNA foram recuperadas em numero
significativamente inferior do pulmdo de camundongos infectados em comparagao a cepa
selvagem. Em P. brasiliensis, Marques e colaboradores (2004) utilizaram a técnica de SSH
(“suppression subtraction hybridization”) e andlises de “macroarrays” para identificar genes
diferencialmente expressos na levedura. Foram identificados 20 genes principais, entre os
quais AGS! (o-1,3 glucana sintase) e 7S5A1 (antioxidante tiol-especifico) foram os mais
abundantes na levedura quando comparados ao micélio. Esse trabalho, que estd anexo,
contou com a nossa colaboracdo na preparacao de todo material genético analisado. O 7541,
por sua vez, é um fator de viruléncia conhecido em Criptococcus neoformans (Missall et al.,

2004), onde atua na protecdo ao estresse oxidativo.

A variacdo morfoldgica de micélio para levedura em P. brasiliensis também é
acompanhada por aumento dos niveis de quitina sintase que estaria envolvida no processo de
expansao da parede celular (Fores-Carreon et al., 1979; Kanetsuna, 1981). A quitina € um
componente estrutural importante da parede celular de fungos filamentosos e no A.
brasiliensis encontra-se trés vezes mais abundante na fase leveduriforme que no micélio.
Entretanto, o estudo de “northern blot” da expressao dos genes PbrCHSI1, 2, 4 e 5, que
codificam quitinas sintases, mostrou que eles sao expressos em niveis comparaveis durante a
transicao de micélio para levedura, com expressao preferencial na forma miceliana (Nifio-
Vega et al.,, 2000). Anadlises recentes do perfil de expressdo de genes diferencialmente
expressos durante a transicao dimorfica do Pb18 por “microarray” mostrou que os genes
PbrCHS4 e PbrCHS5 nado apresentaram significancia estatistica na modulacdo dimdrfica
(Nunes et al., 2005). Esses resultados conflitantes podem refletir uma diferenca de expressao
relacionada aos isolados analisados ou as condicoes de cultura. Recentemente foi
caracterizado o gene da quitinase (PbC751) em P. brasiliensis e sua expressao foi observada
em ambas as fases do fungo e durante a transicdo dimorfica de micélio para levedura (Bonfim
et al., 2006).

E interessante reassaltar que fomos colaboradores do trabalho de Nunes et al. (2005),
anexo, novamente no preparo do material genético analisado. Esse trabalho estabeleceu um
“bioship” contendo ao redor de 4.700 genes resultantes da analise de ESTs do Pb18 (Goldman

et al., 2003). Alguns genes estavam abundantemente expressos ao final da transicao para a
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levedura, entre os quais o gene da METR, que codifica um fator de trancricao que ativa genes
envolvidos na assimilacao de sulfato, o gene da alcool dehidrogenase III e o gene da 4-
hidroxifenil-piruvato dehidrogenase (4-HPPD), que esta envolvido no catabolismo de
aminoacidos. A inibicdo de 4-HPPD pela droga NTBC (2-2-nitro-4-4trifluorometilbenzoil-
ciclohenano-1,3-diona) teve efeito fungistatico e inibiu a diferenciacdo do fungo para a fase

leveduriforme “in vitro”.

Nesse trabalho, ao lado do 7547 citado anteriormente, o GS71 (glutationa S
transferase), também relacionado com estresse oxidativo, apresentou expressao especifica na
fase leveduriforme (Nunes et al., 2005). Além destes, o gene PHY20 teve expressao
aumentada 20 vezes ao final da transicao dimorfica para levedura do Pb18 (Nunes et al.,
2005) e foi preferencialmente expresso na fase leveduriforme do Pb01 (Felipe et al., 2005). A
PbY20 é uma proteina especifica de levedura e recentemente foi identificada como membro
da familia flavina mononucleotideo flavodoxina, envolvida em processos de choque térmico e

oxidativo em sistemas bioldgicos (Daher et al., 2005).

Em P. brasiliensis pouco se conhece sobre sinalizagdao no controle das mudancas
morfoldgicas, mas provavelmente a sinalizacdo via AMP ciclico (cAMP) exerce um importante
papel neste processo, uma vez que cAMP exdgeno inibiu o processo de filamentagdo no fungo
(Paris et al., 1985b; Borges-Walmsley e Walmsley, 2000). Elementos da cascata de sinalizacao
do cAMP foram identificados em P. brasiliensis (Borges-Walmsley et al., 2002; Goldman et al.,
2003; Felipe et al., 2005) e carecem de experimentos futuros que estabelecam o teor do seu

papel na transigao.

Parte das alteracGes sofridas pelo fungo na mudanca de fase estd provavelmente
relacionada com a expressdo de proteinas de estresse (Hsp), que sao primordiais na
manutencdo dos organismos em geral (Lindquist e Craig, 1988). A inducdo de Hsps pode ter
papel ndo somente em resposta a termo-adaptacdo mas também durante transicao de fase
de fungos dimdrficos (Goldani et al., 1994). Em A. brasiliensis, alguns genes de estresse ja
caracterizados incluem HSP/0 (Silva et al., 1999), HSP60 (1zaac et al., 2001), CLPB (Jesuino
et al.,, 2002), PbLON (Barros e Puccia, 2001), PbMDJ1 (Batista et al., 2006). Outras
sequéncias de genes que potencialmente codificam Hsp foram encontradas, as quais estao
depositadas nos bancos de genoma deste fungo.

A Hsp70 de P. brasiliensis é diferencialmente expressa durante a transicdo dimorfica,
apresentando super-expressao na forma de levedura. Durante o processo de diferenciagao
celular de micélio para levedura ocorreu o acimulo de mRNA do HSP70 nao-processado

(“splicing alternativo”), fenébmeno este ndo observado nas células leveduriformes crescidas a
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36 °C e submetidas a choque térmico (42 °C) (Silva et al., 1999). Provavelmente a Hsp70
seria requerida para estabilizar as proteinas necessarias para transicao morfoldgica (Borges-
Walmsley et al., 2002).

O gene da proteina mitocondrial Hsp60 de P. brasiliensis foi clonada e caracterizada e
a proteina recombinante foi reativa com soro de pacientes com PCM (Izaac et al., 2001,
Cunha et al., 2002). Esta proteina foi identificada em diversas localidades extramitocondriais,
inclusive na parede celular (Passos et al., 2003). Recentemente foi visto que esta molécula

pode ter papel protetor em modelo de PCM experimental (Soares et al., 2005).

A expressdao de alguns genes durante a transicdo dimorfica do Pb18 foi verificada
através de RT-PCR quantitativo (Goldman et al., 2003, anexo). Os genes putativos da
hidrofobina, isocitrato liase, malato dehidrogenase, entre outros, aparecem altamente
expressos na fase miceliana, enquanto os genes da HSP/0, HSP82, HSP104, ubiquitina (UBI)
e delta-9-desaturase (OLEI) apareceram preferencialmente na fase leveduriforme. Durante a
transicao de micélio para levedura os genes de estresse apresentaram aumento de 5 vezes
nas primeiras 5 horas, seguido por niveis constantes de expressao e diminuicdao apos 48

horas.

Na analise /n silico feita por Felipe et al. (2003), os genes que codificam Hsp70, Hsp60
e Hsp104 foram encontrados significativamente aumentados na fase leveduriforme do Pb01,
enquanto os homdlogos que codificam Hsp82, Hsp10, Hsp30 e Hsp88 foram preferenciais na
forma miceliana. E curioso que HSP82 tem regulacdo oposta nas andlises de Goldman et al.
(2003) e Felipe et al. (2003), o que poderia ser explicado por um comportamento distinto dos
isolados analisados (Pb18 x Pb01). O PbGP43, por exemplo, parece ser reprimido durante o
choque térmico no Pb3, enquanto ndo sofre alteracdo significativa no Pb18, segundo nossos
ensaios de RT-PCR em tempo real na publicacao de Carvalho et al. (2005, anexa).

No trabalho de Nunes e colaboradores (2005), usando a técnica de “microarray”, os
autores observaram que entre 25 genes HSPs, 22 tiveram seu perfil de expressao alterados
durante a transicdo para levedura. Entre eles, aproximadamente 70 % foram claramente
induzidos ap6s mudanca de temperatura (primeiras 5 h). Destacam-se HSP60 e HSP10, cujos
transcritos mantiveram-se elevados ao final da transicdo. No trabalho de Felipe e
colaboradores (2005), entre 48 sequéncias que codificam HSPs encontradas no banco de EST
(Felipe et al., 2003) trés apresentaram expressao diferencial na forma de micélio, sendo a
calnexina, CCT77 (HSP6O citoplasmatica) e SBA1 (HSP90 “co-chaperone” da HSP70) e outras
cinco na forma de levedura, HSP42, HSP60, SSC1 (HSP70 mitocondrial) e HSPI0.
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1.2. As proteinas de choque térmico Mdj1 e Lon
1.2.1. Proteinas de choque térmico (Hsps)

Proteinas de choque incluem uma grande classe de moléculas que foram originalmente
chamadas de proteinas de choque térmico (Hsp) por terem sido detectadas em tecidos
expostos a temperaturas elevadas (revisao em Walter e Buchner, 2002). Todavia as Hsps sao
induzidas por uma variedade de outras espécies de estresse, incluindo nutricional, osmético,
oxidativo e também por varias substancias toxicas. O calor e outros tipos de estresse podem
desnaturar as proteinas celulares, que nessa forma passam a exibir sitios hidrofobicos
normalmente cripticos, os quais levam a interacdo intra-molecular e consequente agregacao.
As proteinas de estresse tém a funcao de proteger a célula de proteinas danificadas (revisao
em Walter e Buchner, 2002). Sua inducdo tem carater de resposta de emergéncia, com inicio
rapido e muito intenso. Porém muitas Hsps desenvolvem tarefas essenciais ha manutengao
das células e sdao expressas constitutivamente. Nesses casos, sua super-expressao frente ao

estresse normalmente tem carater transitorio.

Muitas proteinas de choque térmico sao “chaperones” ou “co-chaperones”. Estas
moléculas estao envolvidas em processos de varias naturezas, como dobramento de proteinas
recém-sintetizadas, passagem de proteinas através da membrana, formacao de complexos
oligoméricos e facilitacao da degradacao de proteinas instaveis ou desnaturadas (Feder et al.,
1999; Lindquist e Craig, 1988; Lindquist, 1981). Geralmente a interacao entre “chaperones” e
substrato ocorre em segmentos hidrofébicos da proteina recém-sintetizada que estdo

expostos antes da molécula adquirir a conformacao final.

Embora a reatividade basica de todos os tipos de “chaperones” seja parecida, suas
caracteristicas estruturais sdo diversas, assim como sua participacdo em processos celulares
distintos (revisao em Voos et al., 2002). As Hsps foram agrupadas com base na massa
molecular e na homologia funcional em: pequenas Hsps, Hsp10s, Hsp40s, Hsp60s, Hsp70s,
Hsp90s, Hsp100s e Hsp110s, as quais formam familias multigénicas (Sghaier et al., 2004). Em
eucariotos, muitas destas familias compreendem multiplos membros que diferem no padrao

de inducao, na localizagdo celular e funcao.

Em leveduras, a inducao da expressao de genes HSP depende dos fatores Msn2 e
Msn4, juntamente com o fator de transcricdo de choque térmico (Hsf). Msn2/4 ligam-se a
sequéncias do promotor denominadas elementos de resposta a estresse (STRE), enquanto Hsf
liga-se a uma sequéncia do promotor conhecida como elemento de choque térmico (HSE)
(Estruch, 2000).
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1.2.2. Mdj1 e a familia DnaJ das Hsp40

Dnal é a denominagdo dada a um grupo de proteinas de estrutura modular que
compartilham similaridades entre 35 e 59 % (revisao em Cry, 1997). Atualmente chamadas
de proteinas com dominio J (“J-domain proteins”), estao localizadas em varios
compartimentos celulares, onde seu papel primario é regular a atividade da Hsp70 cognata
(revisao em Walsh et al., 2004). Foi demonstrado que a Dnal de Escherichia coli é uma
proteina de choque térmico (Lidquist e Craig, 1988), cuja sintese encontra-se dez vezes
aumentada apds indugao a 43 °C (Bardwell et al.,1986). Além disso, a Dnal de bactéria
apresenta atividade de tiol-dissulfito oxidoredutase (Crouy-Chanel et al., 1995; Tang et al.,
2001).

Tipicamente, a molécula Dnal de E. coli possui um segmento de 70 aminoacidos
préximos ao N-terminal chamado de dominio J, seguido de um segmento rico em glicina e
fenilalanina (G/F). Ocupando localizacao mais central, estdao quatro repeticoes do dominio
CxxCxGxG, ligante de Zn™*, seqguido de uma regido C-terminal menos conservada. O dominio
J e 0 segmento G/F sao suficientes para interagcao e estimulacao da atividade de ATPase das
DnaK (Hsp70). A Dnal também é capaz de se ligar a substratos ndo dobrados ou agregados,
0 que a qualifica como uma “chaperone” propriamente dita. Esta interacdao requer o dominio
ligante de zinco e a regido C-terminal da molécula (Szabo et al., 1996). O dominio ligante de
zinco também funciona como sitio ativo para a atividade redutase de Dnal em bactérias (Tang
et al., 2001). Recentemente foi demonstrado que o dominio C-terminal esta diretamente
envolvido na dimerizacdao de DnaJ, a qual é necessaria para exercer a atividade de chaperone
auténoma (Shi et al., 2005).

O dominio J é a regido que caracteriza a familia. Sua estrutura secundaria é formada
por 4 a-hélices, sendo que a regido da segunda é formada por varios residuos basicos. Entre
a hélice II e III é encontrado um tripeptideo HPD (histidina-prolina-acido aspartico) essencial
para interagdao da proteina com Hsp70. Além disso, nas hélices II e III existem residuos
hidrofdbicos em posicdes conservados da molécula (revisdo em Walsh et al., 2004). O motivo

HPD esta presente em todos os dominios J conhecidos.

A ligacao da Dnal estimula a atividade ATPase da DnaK, que passa a apresentar um
ADP no sitio, o qual leva a mudanca conformacional da proteina. Nessa forma, a DnaK
consegue reter a proteina alvo no seu sitio ligante de pepideo. A Dnal abandona o complexo
DnaK-proteina alvo e a GrpE (fator de troca de nucleotideo) estimula a dissociacao do ADP do
dominio de ATPase, permitindo a substituicdo por ATP e o retorno ao estado inicial. Este

processo pode levar ao reinicio do ciclo ou pode ocorrer a associacao da proteina alvo com
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outro sistema de “chaperones” como, por exemplo, o sistema GroEL/ES. Um ciclo similar
ocorre com Hsp70 de eucariotos na presenca de Hsp40 e do fator de troca de nucleotideo.
Aparentemente o homdlogo de GrpE ndo estd presente no citosol de eucariotos, embora
tenha sido detectado na mitocondria (Hennessy et al., 2005). As chaperones da familia
Hsp70/DnaK estdo envolvidas em inimeros processos celulares, entre os quais dobramento
de proteinas recém-sintetizadas, passagem através da membrana, formacdo de complexos

oligoméricos e facilitagdo da degradacado de proteinas instaveis ou desnaturadas.

Com base na constituicdo da Dnal de £. coli e de sua homologa em humanos Hdj1, a
familia das Hsp40 foi dividida em trés categorias, nas quais o tipo I contém todos os dominios
conservados da Dnal de £. cofj, o tipo II ndo contém a regido ligadora de zinco e o tipo III
apresenta apenas um dominio J que pode estar localizado em qualquer parte do polipeptideo
(Fliss et al., 1999). Aparentemente as proteinas do tipo I sdo aquelas responsaveis pelo
dobramento de proteinas (Terada et al., 1997; Lu & Cyr, 1998).

Atualmente sao conhecidas vinte e duas ORFs no genoma de S. cereviseae que
codificam proteinas com dominio J conservado, entre as quais 5 pertencem ao tipo I (Ydj1,
Apjl, Xdj1, Mdjl e Scjl1), 4 ao tipo II (Sis1, Djp1, Cajl e HIj1) e a grande maioria ao tipo III
(Zuol, Swaz2, Jijj1, Jji2, Jji3, Cwc23, Mdj2, Pam18, Jacl, Jid1, Jem1, Sec63 e Erj5). Apenas 5
delas apresentam localizagao mitocondrial, a saber: Mdj1, Mdj2, Pam18, Jid1 e Jacl. A Mdj2 e
a Pam18 auxiliam a translocacao de proteinas para a matriz mitocondrial, Jacl esta envolvida
na biosintese de “clusters” de Fe/S enquanto que a funcdo de Jid1l ainda ndo esta clara
(Walsh, et al., 2004; Voos et al., 2002).

Em levedura, a Mdj1 é a Unica Dnal mitocondrial do tipo I e é essencial na biogénese
da mitocondria funcional (Rowley et al., 1994). A proteina é composta de 511 aminoacidos e
apresenta uma massa molecular de 49 kDa na sua forma madura. Mutantes mdj1, apesar de
ndo serem letais a 30 °C mostraram-se invidveis a 37 °C. Estes mutantes somente cresceram
em meio contendo fonte de carbono ndo fermentavel (glicerol) a 24 °C, apresentando um
fenotipo fragil com defeito no processo de respiracao celular. A proteina Mdjl ndo esta
envolvida no processo de importe mitocondrial, mas sim com o dobramento correto de
proteinas mal formadas evitando a formacao de agregados proteicos na matriz mitocondrial
(Westermann et al., 1997; Prip-Buus et al., 1996). Além do seu papel na biogénese das
proteinas mitocondriais, Mdjl também participa da manutencao da integridade do DNA
mitocondrial (mtDNA). Os mutantes mdjl apresentaram diminuicdo na atividade da DNA
polimerase mitocondrial em condicbes de temperatura mais elevada, resultando em perda

rapida do mtDNA. Aparentemente a DNA polimerase mitocondrial seria um alvo de Mdjl
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nestas condicdes (Duchniewicz et al., 1999). O dominio J e o segmento G/F sdo suficientes
para interacdo e estimulo da atividade de ATPase da Hsp70 e para a manutencao da
integridade do DNA mitocondrial (Lisse & Schwarz, 2000). A funcao da regiao C-terminal de

Mdj1 ndo é totalmente conhecida.

Em levedura, o sistema da Sscl (mtHsp70)/Mdjl (mtHsp40) esta envolvido na
manutencao da configuracdo correta das proteinas mitocondriais, mas também tem a funcao
de manter sua solubilidade em estado desnaturado para degradagao pela proteinase Lon e
outras proteinases ATP-dependentes induziveis pelo choque térmico (Wagner et al., 1994;
Savel'ev et al., 1998).

A importancia da Dnal mitocondrial foi explorada também em organismos superiores.
Em Drosophila melanogaster foi identificado um gene supressor de tumor que codifica uma
Dnal da matriz mitocondrial do tipo I de 56 kDa, denominada Tid56, para a qual os mutantes
exibiram um fendtipo letal (Kurzik-Dumke et al., 1995). O homdlogo humano é o hTid-1, cujo
gene sofre processamento diferencial possivelmente por “splicing” alternativo que leva a
formagao de duas proteinas, uma com 43 kDa e outra com 40 kDa (respectivamente hTid-1, e
hTid-1s), ambas capazes de interagir com Sscl (Syken et al., 1999). A expressao de cada uma
das duas variantes provocou efeitos opostos na habilidade da célula responder a um estimulo
apoptotico exdgeno: enquanto a expressao de hTid-1, aumentou a apoptose desencadeada
por TNFa e por mitomicina ¢, hTid-1; foi capaz de suprimi-la. Ambos os efeitos foram
revertidos por mutagdo nos respectivos dominios J. Desta forma, o produto do gene 77D1

modularia o sinal transducional de apoptose (Syken et al., 1999).

1.2.3. Proteinase Lon

Em bactéria, um grupo de proteinases ATP-dependente é super-expressado durante o
choque térmico. Entre elas encontra-se a proteinase Lon, uma serino proteinase homo-
oligomérica, cujo gene foi originalmente caracterizado em £. coli (Chin et al., 1988). Em
eucariotos, o gene LON (ou PIMI) foi inicialmente caracterizado em Saccharomyces cerevisiae
(Suzuki et al., 1994; van Dyck et al., 1994) e em humanos (Wang et al., 1993), onde a

proteina é sintetizada no citoplasma, mas € importada para a matriz mitocondrial.

Lon é uma proteina multifuncional: participa de processos de degradacao rapida de
proteinas anormais, degradacao de proteinas mitocondriais regulatdrias de meia-vida curta,
pode estar envolvida com regulacdo génica (Langer e Neupert, 1996; Fu et al., 1997) e

viruléncia (Robertson et al., 2000, Boddicker e Jones, 2002) em bactéria. A auséncia do gene
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LON gera leveduras deficientes em atividades proteoliticas ATP-dependente na matriz
mitocondrial, com acUmulo de particulas eletron-densas. As mutantes s3o incapazes de
crescer em meios contendo carbono ndo-fermentaveis (como Unica fonte de carbono), em
consequéncia das delegbes no genoma mitocondrial (Van Dyck et al., 1994; Suzuki et al.,
1994). A base molecular deste fenétipo ndo esta muito clara, mas a propriedade peculiar da
Lon de bactérias e humanos de se ligar em DNA simples fita em um sitio especifico sugere um
papel direto desta protease no metabolismo do DNA mitocondrial (Fu et al., 1997; Fu et al.,
1998).

Em S. cerevisiae, a proteinase Lon, ou PIM1, € um heptamero com unidades de 117
kDa (Stahlberg et al., 1999). E expressa constitutivamente, porém sua expressio aumenta
transitoriamente apo6s choque térmico (van Dick et al., 1994). A proteinase Lon é capaz de
clivar ligagdes peptidicas de uma grande variedade de proteinas, especialmente quando
desnaturadas, e de alguns peptideos (revisdao em Goldberg et al., 1994). A degradacao rapida

de proteinas, mas ndo de peptideos sintéticos, é dependente de ATP.

“In vivo”, a atividade de Lon em bactéria depende da presenca de proteinas de
estresse do tipo DnaK (Hsp70), GrpE e Dnal (Hsp40), o mesmo ocorrendo na mitocondria de
leveduras, onde o complexo é formado pelas correspondentes mitocondriais SSc1, Mgel e
Mdj1 (Wagner et al., 1994). Resultados prévios sugerem que os substratos a serem digeridos
pela Lon sdo selecionados na bactéria pela Dnal (Huang et al., 2001). Foi demonstrado
experimentalmente que essa molécula é essencial na formagdo do complexo Lon/substrato,
do qual a Sscl parece fazer parte. Foi verificado também que o tempo de interacdo entre as
proteinas desnaturadas e Dnal é mais longo quando estdo condenadas a clivagem
proteolitica. Desta forma, as proteinas mal-formadas sdo impedidas de agregar (ou seja, sdo
mantidas em estado soltvel), facilitando o ataque hidrolitico. Ao mesmo tempo, estdao sendo
expostos sitios proteoliticos hidrofobicos naturalmente cripticos em conformagdo correta.
Ainda ndo esta esclarecido se Dnal e DnaK influenciam na degradacdo independentemente ou

em conjunto (Huang et al., 2001).

Em A. brasiliensis, um gene homdlogo ao da proteinase Lon (PbLON) foi clonado e
sequenciado pelo nosso grupo (Barros e Puccia, 2001). Esse gene foi fortuitamente detectado
por PCR com oligonucleotideos destinados a sintetizar um fragmento da serino-tiol
extracelular (Puccia et al., 1999). PbLON é constituido de 3.369 pb interrompidos por dois
introns localizados na regidao 3’ do gene, e origina uma proteina de 1.063 aminoacidos com
alta identidade com Lon de S. cerevisiae (73%) e de Schizosaccharomyces pombe (71%). A

proteinase Lon homologa de P. brasiliensis (PbLon) possui regides conservadas de ligagao
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com ATP e sitio catalitico de serina a Cys656, e a regido conhecida como SSD (“sensor-and-
substrate-discrimination”). Na regido 5 flanqueadora do gene ha varios elementos
semelhantes aos de ligacao de fatores de transcricao para resposta ao estresse e controle do
metabolismo do nitrogénio. A exemplo das homdlogas de eucariotos, a sequéncia deduzida de

P. brasiliensis possui na porcao N-terminal elementos de direcionamento mitocondrial.

Em PA. brasilensis, um gene homdlogo ao MDJ1 de S. cerevisiae foi parcialmente
sequenciado (PbMDJI) adjacente ao PHLON, em direcdao oposta, e provavelmente
compartilhando elementos de transcricao (Barros e Puccia, 2001). A porcao 5’ do PbMDJ1 foi
encontrada em um fragmento genémico Smal contendo PbLON completo. Essa organizagao
cromossomal pode ser relevante, ja que Mdjlp € essencial na degradacao de substratos pela
Lon em S. cerevisiae (Rowley et al., 1994; Lisse et al., 2000). A regiao do PbMDJ1 presente
no fragmento Smal possui uma ORF onde foram encontradas a regido conservada do dominio
], seguida de um segmento rico em G/F e trés repeticdes do dominio CxxCxGxG. O fragmento

Smal abriga cerca de 50% do gene total.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

2.1. Clonar e caracterizar o gene PbMDJI de P. brasiliensis;

2.2. Expressar gene PbMDJ1, purificar a proteina recombinante e obter anticorpos policlonais;

2.3. Analisar a localizagao celular da PbMdj1 em P, brasiliensis;

2.4. Mapear os elementos de transcricao contidos na regido 5 “intergénica comum entre os
genes PbMDJ1 e PbLON (regiao ML);

2.5. Analisar a expressao dos genes PbMDJ1 e PbLON no P. brasiliensis em situagao de

choque térmico e durante transicao de fase.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Solucoes e tampoes

Todas as solucdes eram preparadas com agua bidestilada e deionizada, autoclavadas a

120 °C por 20 min ou filtradas em sistema Millipore, e armazenadas apropriadamente.

> Solucao de acrilamida-uréia 6 % - 81 mL de acrilamida/bis 40 % (38 % de
acrilamida/ 2 % de bis-acrilamida), 252 g de uréia e agua autoclavada até completar
540 mL. Apds filtracao em sistema Millipore (0,45 um), a solucao era armazenada a 4

0C, em frasco escuro.

> Solucao de acrilamida-uréia para gel de sequenciamento - 90 mL de solugdo de
acrilamida-uréia 6 % e 10 mL de TBE 10x. Depois de deaerada por 5 min, a solugdo era
adicionada de 267 pL de APS 10 % e 100 pL de TEMED.

> Solucdao estoque de acrilamida/bis 30 % para gel de proteina — 30 % de

acrilamida, 0,8 % de bis-acrilamida e agua bidestilada 100 mL g.s.p.

> Tampao para gel de proteina (separacao) desnaturante - Tris-HCl 0,75 M, pH
8,8, contendo 0,2 % de SDS (p/v).

> Solucao estoque de acrilamida/bis 12 % para gel de proteina — 12 % de

acrilamida, 1,2 % de bis-acrilamida e agua bidestilada 100 mL g.s.p.

> Tampao para gel de proteina (empacotamento) desnaturante - Tris-HCl 0,25M,
pH 6,8, contendo 0,2 % de SDS.

> Tampao de corrida para SDS-PAGE - Tris 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, € 0,1%
de SDS (p/v).

> Tampao de transferéncia - Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM e 20 % de metanol.

» STET - 50 mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM de EDTA, 8 % de sacarose, 5 % de Triton X-
100.

> TBE 10x - 108 g/L de Tris-base, 55 g/L de acido bdrico, 3,72 g/L de EDTA e agua, pH
8,3.

» TE - 10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0.
> SSC 20x - 0,15 M de cloreto de sddio, 0,015 M de citrato de sddio, pH 7,0-8,0.

> Solucao de pré-hibridizacao para hibridizacdo de DNA - 5 % de dextran sulfato,
liguido de bloqueio 1:20 (Gene Image - Amersham), SDS 0,1 %, SSC 5x.
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> Solucao de denaturacao - 1,5 M de cloreto de sddio e 0,5 de M hidrdéxido de sédio.
> Solucao de depurinagao - 250 mM de acido cloridrico.

> Solucao de neutralizacdo - 1,5 M de cloreto de sddio, 0,5 M de Tris-HCl, pH 7,0.
» Denharts - Ficoll (Tipo 400) 1 %, polivinilpirrolidona 1 % e BSA 1 %.

> PBS - 1,15 g de Na,HPO,, 8 g de NaCl, 0,2 g de KH,PO4 e agua para 1000 mL.

3.2. Meios de cultura e crescimento de microorganismos

3.2.1. Meio LB: Para crescimento e manutencao de bactérias. Composto de 1 % de
triptona (BioBras), 0,5 % de extrato de levedura (BioBras) e 1 % de NaCl, pH 7,3.

3.2.2. Meio LB Amp: Meio LB acrescido de 100 pg/mL de amplicilina no momento do
uso. Em meio LB sdlido, os antibidticos eram adicionados quando a temperatura estava menor
que 60 °C.

3.2.3. Meio YPD modificado (YPDmod): Para crescimento e manutencao de
culturas P. brasiliensis na forma leveduriforme. Composto de 0,5 % de extrato de levedura

(BioBras), 1 % de peptona de caseina (BioBras) e 0,5 % de dextrose (Sigma).

3.2.4. Meio SOC: 20 g/L de bacto-triptona (BioBras), 5 g/L de extrato de levedura
(Difco), 0,5 g/L de cloreto de sddio, 20 mL de glicose 1 M, 10 mL de cloreto de potassio 250
mM, 5 mL de MgCl, 2 M e H,0 até 1000 mL.

Os meios de cultura eram preparados com dagua bidestilada e esterilizados por
autoclavagao a 120 ©°C, por 15 min. As formulagdes abaixo eram seguidas na preparagao dos
meios liquidos. Para a preparacao de meios solidos, eram adicionados 1,8 % de agar
(BioBras). Para a manutengdo de linhagens de bactérias a =70 °C, era adicionado 20 % de

glicerol (v/v) ao meio liquido.

As culturas bacterianas eram crescidas em meio liquido a 37 °C, com agitacao de 150 a
200 rpm.

3.3. Microorganismos

As cepas bacterianas selvagens e recombinantes eram mantidas em meio LB com

repiques regulares ou congeladas a —70 °C na presenca de glicerol (20 %).
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Os plasmidios eram mantidos na bactéria Escherichia coli DH5a., gendtipo F,¢80d /acZ
AM15, recAl, endAl, gyrA96, thiFl, hsdR17 (r., m"), supFa4, relAl, deoR, A-(/lac ZYA-arg F)
U169, phoA (Hanahan, 1985).

A expressao de proteina recombinante era feita em E£. coli BL21pLysS, gendtipo F
ompT, hsdSg (rs-, ms-), gal, dcm, M(DE3), pLysS (Cm") (Studier e Moffatt, 1986).

3.4. Isolados de Paracoccidiodes brasiliensis

Os isolados de P. brasiliensis utilizados neste trabalho eram crescidos em meio YPDmod
liguido, a 37 °C (levedura) ou 26 °C (micélio) sob agitacdo de 100 — 150 rpm. Foram utilizados
os isolados Pb339, Pb18, Pb5, Pb12 e Pb3 (descritos em Morais et al., 2000). Experimentos de
imunolocalizagao utilizaram a Pb18, experimentos de mapeamento de elementos de
transcricao utilizaram Pb18, Pb3 e Pb339 e todas foram comparadas em sequenciamento de

regiao promotora.

3.5. Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA de P. brasiliensis, células fungicas leveduriformes com 5 dias
de crescimento em YPD solido eram utilizadas na obtengdo de um pré-indculo com 4 a 7 dias
de crescimento em 100 mL de meio YPDmod liquido. Este era transferido para 900 mL de meio
fresco e cultivado por mais 7 — 10 dias. A cultura era filtrada em filtro de papel comum (duas
camadas) para separar as células do sobrenadante. A extracdo de DNA era feita segundo o
método descrito por Cisalpino et al. (1994), com modificacdes. As células do fungo,
aproximadamente 10 mL, eram lisadas mecanicamente por trituracdao em gral, na presenca de
nitrogénio liquido, até a formacdao de um pd. Este era ressuspendido em 25 mL de uma
solugdo 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA, 5 % de sarcosil, 500 ug/mL de proteinase K e lisado
por 15 min em Potter-Elvehjen. A suspensao era incubada por 2 h a 56 °C e centrifugada para
deposicao de debris celulares. O DNA do sobrenadante era semi-purificado com 2 extragdes de
fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (50:49:1). A fase orgdnica da segunda extracdo, era
adicionado o0 mesmo volume de 100 mM de Tris-HCI pH 9,0, 100 mM de EDTA. Um volume de
isopropanol era adicionado ao sobrenadante e mantido durante a noite a —20 °C, para facilitar
a precipitacao do DNA. O precipitado seco era ressuspendido em 0,5 mL de tampao Tris/EDTA
(TE), dissolvido a 65 °C por 10 min, e tratado com RNAse (100 pug/mL) por 1 h a 37 °C. O
produto final da extracdo era dosado por espectrofotometria no aparelho Gene Quant

(Pharmacia) e analisado em gel de agarose. As aliquotas eram armazenadas a —20 °C.
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3.6. Extracao de RNA

As amostras de P. brasiliensis utilizadas para a extracao de RNA total eram crescidas
em 50 mL de meio YPD modificado a 36 °C ou a 25 °C, sob agitagdo, por 4 — 7 dias. Para o
estudo de transicdo de levedura para micélio (L - M), aliquotas iguais das células crescidas a
36 °C eram transferidas para frascos contendo 120 mL de meio fresco, crescidas por 4 dias e
entdo transferidas para 25 °C para ocorrer a transicao de fase. As culturas eram recolhidas em
tempos de 0, 5, 10, 24, 48 e 120 h apds a mudanca de temperatura. Para o estudo da
transicdao de micélio para levedura (M - L), um pré-indculo de células leveduriformes era
cultivado por 9 dias a 25 °C para ocorrer a filamentacao total antes de distribuir em frascos
com meio fresco. A partir dai, seguiu-se o procedimento anterior, porém as temperaturas de

crescimento foram inversas (25 °— 36 °C).

Para a extracdo do RNA nas condicOes de estresse térmico, era feito um pré-indculo em
100 mL crescido por 4 -7 dias a 36 °C, o qual era transferido para 500 mL de meio fresco e
cultivado por outros 6 -7 dias. Essas células eram colocadas sob estresse térmico a 42 °C (30 e

60 min) ou 45 °C (15, 30, 60 e 120 min) apds o recolhimento de uma aliquota (tempo zero).

O RNA total era obtido pelo método do Trizol (Invitrogen), com modificacdes. Para o
estudo da transicao M-L, aproximadamente 1,5 mL de P. brasiliensis eram congelados em
nitrogénio liquido, transferidos para um gral (previamente gelado) e triturados até a obtencao
de um po fino. Este era ressuspendido em 4 mL de Trizol e novamente triturado em nitrogénio
liguido até a formacdo de um pd de aspecto rdseo. Apds o descongelamento, este material era
distribuido em varios tubos de 1,5 mL (Eppendorf). No estudo da transicdo L-M e estresse
térmico, aproximadamente 1,5 - 2,0 mL de células fungicas eram lisadas mecanicamente por
agitacao com pérolas de vidro durante 10 min na presenca de 3,5 a 4 mL de Trizol . A partir
deste ponto, o procedimento de extracao era igual para todas as fases de transicao e estresse
térmico. Apds 10 min de repouso a temperatura ambiente, a mistura era centrifugada (1800 x
g, por 10 min a 4 °C) para remocao dos fragmentos celulares. Para cada 0,75 mL do
sobrenadante eram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio e a mistura agitada vigorosamente.
Apds 10 min de repouso a temperatura ambiente, as fases eram separadas por centrifugacao
(1800 x g, por 10 min a 4 °C) e a fase superior aquosa extraida com igual volume de

fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (50:49:1, v:v:v), como descrito anteriormente.

A fase aquosa final era adicionado um volume de isopropanol e acrescentado citrato de
sédio 1,2 N / cloreto de sddio 0,8 N (0,25 mL de solucdo para cada 0,75 mL de Trizol inicial)
para precipitacao do RNA a —20 °C por toda a noite. O precipitado era recolhido por

centrifugacao (1800 x g, por 10 min a 4 °C), lavado com etanol 75 %, seco e ressuspendido
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em agua esterilizada. O RNA era quantificado por espectrofotometria (GeneQuant), analisado
em gel de formaldeido para verificar a integridade do material extraido, aliquotado e

armazenado a —70 °C.

3.7. Oligonucleotideos iniciadores

3.7.1 Oligonucleotideos utilizados nas reacoes de PCR, sequenciamento de
DNA, 3’ e 5' RACE, RT-PCR.

Oligos Direcao Sequéncias
511 anti-senso 5" GACTCGAGTCGACATCGTTITTTITITITITITITIIT 3
512 anti-senso 5" GACTCGAGTCGACATCG 3’

A7 anti-senso 5"CCGCTTTGT ACCCTG TTT 3
2A7 anti-senso 5" TACCATTTTTTGCCTGCC 3’

2A9 anti-senso 5" CTAGAGGCAGATGGTAAG 3’

D4 Senso 5" CGTGAGCAAAGACCAGT 3°

2B3 Senso 5" CACAATAACGGCAACAAG 3’

2B4 anti-senso 5" GTTGTGTTATTGCCGTTG 3°

2B5 Senso 5" ATTCAGCAGGTCTGGTTC 3"

2B7 senso 5" GAGTCAACTAGATGCCTA 3’

B2 anti-senso 5"CGT GAC GTA TGG AGG AGA 3’
B3 Senso 5"CTC CCG GCT CGT CTCCTC 3

B4 anti-senso 5" TGG TGG TGG GTT CTC TGC 3’
D10 anti-senso 5" GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC 3/
E4 anti-senso 5" GCC GCA CGA GGA ACA GG 3

E5 anti-senso 5°CTT TCA CGC ATCTTC TCC 3’

ES Senso 5" TGTAGCTTGGGAGGGAGAA 3’

G5 Senso 5" TGCCTTTGCGGGTGGTTC 3’
SP6 anti-senso 5"ATT TAG GTG ACA CTA TAG AA 3’
T7 Senso 5" TAATACGACTCACTATAGGGCGA 3’
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quantitativo em tempo real.

3.7.2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacoes de RT-PCR

Com o sistema TaqMan (Applied Biosystems)

Oligos Direcao Sequéncia
PbLON senso 5"CCC TAC TCT CACTTG CCCTCA 3’
anti-senso 5" CCG TCA CAG TAAGTT CGC CA 3’
PbMDJ1 senso 5" GGC ATT CGA CCA AAATGG C 3’
anti-senso 5" CCG GAG AAT GGACCAG 3
HSP70 senso 5" GACCACACCCTCGTTCGTTG 3
anti-senso 5" ACTTGATTTTTGGCGGCATC 3~
HSP82 senso 5" ACCGCTGGTGCCGATATTT 3°
anti-senso 5" GGCCACGAGGTAGGCAGAG 3’
HSP104 senso 5" CGAAATCCATGCTCTGGCTC 3
anti-senso 5" TGTTTGGCAGCCTCGAGTC 3°
UBI senso 5" TCCTCCTGACCAGCAACGTC 3°
anti-senso 5" ATCAGAAAGGGTGCGACCG 3°
p-TUB senso 5TGGCCACTTTCT CTGTCG TTC 3’
anti-senso 5" CAG GGT GGC ATT GTA GTATGG CT 3’
Sondas Sequéncia
PbMDJ1 5"6FAM TTC AAT CCT GGC GCC CAT GAC G-TAMRA 3’
PbLON 5" VIC TCC CAT CGA CCC TAC AAT TGC CAT GA-TAMRA 3’
HSP70 5" 6FAM- CTTCACAGACACCGAGCGTCTGATCGT-TAMRA 3’
HSP82 5" TET-TGATTGGTCAGTTTGGTGTCGGCTTCT-TAMRA 3’
HSP104 5" TET-AAAAGGATGCGGCGTCGAAGGC-TAMRA 3’
UBI 5" VIC-TTTTCGCCGGCAAGCAGTTGGAG-TAMRA 3’
p-TUB 5"VIC TTC GCC CAA AGT CTC CGA CAC CG-TAMRA 3’

Abreveatura dos fluoréforos: VIC — patentiado por Applied Biosystems
6FAM — 6 —carboxifluoresceina
TAMRA - 6-carboxi-N, N, N, N<tetramethylrhodamine

TET — 6-carboxi-4,7,2",7 "-tetraclorofluoresceina

Estes oligonucleotideos e sondas utilizados nos ensaios RT-PCR quantitativo em tempo

real foram desenhados a sequéncias obtidas do banco de EST

(http://143.107.203.68/pbver2/default.html).

partir de
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Com o sistema Syber Green (Applied Biosystems)

Oligos Direcao Sequéncia
PbMDJ1 Senso 5" CGGCACATAAAGATCACCAACGC 3°
anti-senso 5" CGAGTGCCTGGAGAGGGAGAT 3~
PbLON sSenso 5" CGGCCTATCACATCTCTATCCGC 3°
anti-senso 5" GCAGCCATACAGGAAATGATGAA 3°
a-TUB senso 5" CGGCTAATGGAAAATACATGGC 3°
anti-senso 5" GTCTTGGCCTTGAGAGATGCAA 3°

3.7.3. Oligonucleotideos utilizados em EMSA

Oligos Sequéncia (5> 3")

ATCTTAGTCATCCAACGCCC
AP1 TAGAATCAGTAGGTTGCGGG

CTTTGTTCCACGAAAAATGGCATCTT
HSE1 GAAACAAGGTGCTTTTTACCGTAGAA

TACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATAG
HSE2 ATGAACTAGTTGAGCCACTTGGAGCAGCTTATC

AGAAGAAGGGAATTTGCCGAGTGA
HSE3 TCTTCTTCCCTTAAACGGCTCACT

TGTATAAATATCTGCTGTCA
BS10*  ACATATTTATAGACGACAGT

* oligonucleotideo utilizado como controle negativo das reacdes (Morais, 2003).

3.8. Clonagem e Transformacao

Os produtos de PCR eram purificados a partir do gel de agarose através dos kits de
isolamento de acidos nucléicos “Concert Gel Extraction Systems” (GibcoBRL) e “Perfectprep Gel
Cleanup” (Eppendorf). O material resultante era estimado de acordo com a intensidade da

banda do padrao de peso molecular.

A clonagem do produto de PCR era feita em vetor pGEM-T (Promega) com a enzima T4
DNA ligase de acordo com as especificagdes do fabricante e usando os reagentes fornecidos

pelo kit pGEM-T easy (Promega). A razao molar de vetor : inserto era de 1:3.

O produto de ligacdo era utilizado para transformar bactérias competentes £. col
DH50.. 0,1 mL de bactérias competentes descongeladas em gelo eram transferidas para tubos

de microcentrifuga esterilizados e incubados em gelo por 30 min com o produto de ligacdo. O
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produto era submetido a um choque de 42 °C por 90 seg, imediatamente colocado no gelo por
2 min e diluido com 0,4 mL de meio SOC. As bactérias eram incubadas a 37 °C sob agitacao
por 1 h e semeadas em meio seletivo LB/amp impregnado com 87,5 ug/mL de X-Gal e 0,1 mM
de IPTG, para a selecdo de colonias transformadas com plasmideo (colonias brancas) ou sem

inserto (colonias azuis).

3.9. Mini-preparacao plasmidial por fervura

As colonias isoladas eram cultivadas em meio liquido LB/amp por 18h a 37 ©°C, sob
agitacao. As bactérias transformadas (2 mL) eram centrifugadas em microcentrifuga, as células
precipitadas eram ressuspendidas em 360 uL de STET, aos quais eram adicionados 40 uL de
lisozima (10 mg/mL) preparada na hora do uso. A suspensao era fervida por 1 min e
imediatamente centrifugada por 15 min. O precipitado era descartado e o DNA do
sobrenadante precipitado com um volume de isopropanol, por 15 min a =70 °C (para
aumentar o rendimento). O precipitado obtido por centrifugacdo era seco e ressuspendido em
50 pL de H,O contendo RNAse/EDTA (50 ug/mL e 1 mM respectivamente). A dissolugao era
feita a 65 °C por 10 min, seguida de incubacao por 3 h a 37 °C, para a digestdo do RNA.

3.10. Mini-preparacao plasmidial por lise alcalina

As preparacoes de plasmideos pelo método da lise alcalina eram realizadas a partir de
colénias removidas de placas contendo meio seletivo, semeadas em LB/amp liquido e
incubadas a 37 °C por 18 h, sob agitacdo. As bactérias eram precipitadas por centrifugacao
(10.000 x g) a partir de 2 mL de cultura e ressuspendidas por agitacao vigorosa em 200 pL de
uma solucdo contendo 50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCl, pH 8,0 e 10 mM de EDTA, pH
8,0 (solucao 1). Eram adicionados 400 uL de solucao 2 (NaOH 0,2 M e SDS 1 %), a mistura
era homogeneizada levemente e acrescida de 300 uL de solugao 3 (acetato de potassio 3 M e
acido acético 5 M). O material era centrifugado por 15 min a 10.000 x g e o DNA plasmidial do
sobrenadante era precipitado em 1 volume de isopropanol, seguido de centrifugacao. O DNA

plasmidial era seco e ressuspendido em uma solugao contendo RNAse 50 pg/mL.

3.11. Digestao de DNA com enzimas de restricao

Os plasmideos resultantes de mini-preparacoes eram digeridos com endonucleases de

restricdo para a verificacdo da presenca do inserto e/ou da natureza da construcao dos
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plasmideos de expressao e para o estudo de funcionalidade da regido promotora. As condicdes
de restricdo eram as mesmas para todas as enzimas, a saber, 5 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 10
mM de NaCl, 1 mM de MgCl, e 0,01 mg/mL de BSA. As digestdes eram feitas por 1 h (no

minimo), seguindo a concentracdo de enzima sugerida pelo fabricante (Fermentas) a 37 °C.

A andlise do material digerido pelas enzimas de restricao era feita por eletroforese
horizontal em gel de agarose impregnado de brometo de etideo (1 pg/mL), usando TBE como
tampao em corrida, a qual era realizada a 5 V/cm. Como padrao de peso molecular, eram
utilizados o DNA de fago A digerido com HindlIl (Fermentas) e de ¢$X-174 RF digerido com

Haell (Amersham Pharmacia).

3.12. Sequenciamento manual de DNA

O método de sequencimento de DNA utilizado era o de terminagao de cadeia por

dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977).

Em um tubo Eppendorf, 32 ulL da solucao contendo DNA plasmidial fita dupla (1,5 a 2,0
ug) era desnaturado com hidroxido de soédio 2 M (8 uL) por 20 min, apds vigorosa agitacgdo, e
precipitado com a adicdo de 7 uL de acetato de sddio (pH 5,2), 4 uL de agua e 120 uL de
etanol gelado. A mistura era incubada a —70 °C por 15 min e centrifugada por 15 min. O
precipitado era lavado com etanol 70 %, seco e ressuspendido em 10 uL de agua bidestilada,
aos quais era adicionados 1 pL de oligonucleotideo iniciador (10 uM) e 2 uL do tampao
concentrado Tris-HCI 1 M (pH 7,6), cloreto de magnésio 1 M, DTT 160 mM. Apds agitacao e
rapida centrifugacdao, a mistura era incubada por 5 min a 65 °C, 10 min a 37 °C e 5 min a

temperatura ambiente.

A marcacdo era imediatamente iniciada através da adicdo de 3 uL da mistura de
marcacao (1,375 uM de cada dNTP ndo radioativo e 333,5 mM de cloreto de sédio), 1 uL de
[35S] dATP (10 uCi), 160 mM e 2 uL de T7 DNA polimerase (1,6 U). A mistura era incubada
por 5 min a temperatura ambiente e 5 min a 37 °C e transferida (4,5 pL/tudo) para cada uma
das quatro (A,T,G,C) misturas de terminacao (2,5 uL) pré-aquecidas. Estas eram compostas de
Tris-HCI 40 mM (pH 7,6), cloreto de sddio 50 mM, 93,5 uM do respectivo dideoxinucleotideo.
Os componentes eram cuidadosamente misturados, incubados por 5 min a 37 °C e a reagao
era interrompida pela adigdao de 5 pL de solucao contendo formamida deionizada 97,5 %/ azul
de bromofenol 0,3 % / xileno-cianol 0,3 % / EDTA 10 mM (pH 7,5). As reagdes de
sequenciamento eram fervidas e imediatamente resolvidas em gel de poliacrilamida ou

armazenadas a —20 °C.
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A eletroforese para sequenciamento era feita no “Sequencing System Model AS” (Gibco,
BRL), segundo as instrucOes do fabricante, em géis de poliacrilamida-uréia (6 %) em TBE. As
corridas eletroforéticas eram realizadas a 45 °C, por 1 — 5 h, a 2100 V, 40 W, 400 mA. As
amostras eram previamente desnaturadas por fervura (10 min) e aplicadas no gel apds uma

pré-corrida. Os géis eram secos e expostos a um filme de raios-X (X-Omat, Kodak) a —70 °C.

As andlises dos dados de sequencimento eram feitas com o programa Lasergene
(DNAstar Inc).

3.13. Sequenciamento automatico

As reagOes para o sequenciamento automatico eram realizadas no Centro de Estudos
do Genoma Humano na USP, no aparelho MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye
Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase), tendo como molde o DNA

plasmidial dupla fita preparado pelo método da lise alcalina.

3.14. Tratamento do RNA com DNAse 1

A reagao para eliminacao de DNA das preraragoes de RNA era feita em um volume final
de 10 pL, onde 2-5 ug de RNA total, 1.1 — 3 U de DNAse I (Pharmacia) e 1 uL de tampao (200
mM de Tris, pH 8,3, 500 mM de KCl e 20 mM de MgCl, ) eram incubados a temperatura
ambiente por 15 min. Em seguida, era adicionado 1 uL de EDTA (25 mM) e o material
incubado por 10 min a 65° C. Algumas modificacdes foram necessarias para o tratamento das
amostras de RNA de transicao de micélio — levedura (M-L), onde eram utilizados 5 U da

enzima DNAse I (Promega) e 2 h de incubacgao a 37 °C.

3.15. 3" RACE e RT-PCR

O DNA complementar era feito com o “ThermoScriptTM RT-PCR System” (Invitrogen).
A primeira fita era sintetizada em volume final de 20 puL, a partir de RNA total livre de DNA (2.5
ug) e com 1 uM do oligonucleotideo iniciador (511, para a estratégia do 3 "RACE) ou internos
da sequéncia de PbMDJ! (E4 ou 2A7), incubados a 65 °C por 5 min € 1 min no gelo. Em
seguida, era adicionado o tampao de sintese do cDNA (0,05 M Tris-HCl, pH 8,3, 0,075 M KCl, 3
mM MgCl,, 0,01 M DTT, 1 mM dNTP, 2 U/mL de RNAseOUT e 10 U da transcriptase
reversaThermoScript) e a mistura incubada a 55 °C por 50 min e 85 °C por 5 min. Apds a

sintese de cDNA, o RNA era removido com 0,1 U/mL RNAse por 20 min a 37 °C. A primeira fita
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de cDNA servia como molde em reacdes de PCR com os oligonucleotideos iniciadores interno
senso do gene (B4) e um anti-senso correspondente a sequéncia cassete (512). As reacoes
(25 pL) eram feitas em 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de Tris-HCI, pH 9,0, 200 uM
de cada dNTP, 1 uM de cada iniciador e 5 U de 7ag Platinum polimerase (Invitrogen). As
amplificagdes eram feitas em termociclador (PTC-200/ MJ] Research), por 5 min a 94 °C,
seguidos de 35 ciclos a 94 °C por 1 min, 52 °C por 1 min e 72 °C por 3 min e finalizados por
uma extensao por 7 min. A reacao do controle negativo (para verificar se o tratamento com
DNAse I foi eficiente) era realizada na auséncia da enzima transcriptase reversa. A partir do
produto desta amplificacdo uma segunda reacao de PCR era feita utilizando um segundo
oligonucleotideo senso especifico da sequéncia de PbMDJI e o anti-senso 512. Como controle
positivo, era utilizado o vetor pUC18 Smal contendo o inserto PbLON/PbMDJ1 de P. brasiliensis

(Barros e Puccia, 2001), utilizando os iniciadores B3/E4.

3.16. “"Southern blot”

As andlises de “Southern blot” eram realizadas com o “Gene Images CDP-Star detection
module” seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Para analisar os produtos de PCR do 3’
RACE, as amostras eram submetidas a eletroforese em gel de agarose (1 %). Apds a
separagao das bandas, o gel era tratado com tampao de depurinagao por 20 min, tampao de
desnaturacao por 30 min, tampao de neutralizacdo por 30 min. O produto de PCR era
transferido por capilaridade para a membrana de nailon (Hybond N+ Amershan) em tampao
SSC 20x por toda a noite. O DNA era fixado na membrana sob a luz UV no aparelho “GS Gene
linker” (BioRad).

As membranas eram colocadas em solucao de pré-hibridizacdo por 4 h a 60 °C. A
sonda (25-50 ng/ulL) era marcada com [a*?P] dCTP segundo instrucdes do fabricante do kit
“Gene Images Random Prime Labelling Module” (Amersham), desnaturada por fervura por 10
min e adicionada a solucdo de pré-hibridizacdo. Apds incubacao por toda a noite, as
membranas eram lavadas em condicOes de alta estringéncia com SSC 1x / SDS 0,1 % a 60 °C
por 15 min e SSC 0,5x / SDS 0,1 % a 60 °C por 15 min. Em seguida, a membrana era
equilibrada sob agitacdo por 1 h em uma solu¢cdo com liquido de bloqueio diluido 1:10 em
tampao A (100 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl, pH 9,5). Seguia-se uma incubacdao em BSA 0,5 %
(em tampao A) com o anticorpo anti-fluoresceina diluido 5.000 vezes, por 1 h sob agitacao.
Uma terceira etapa constava de trés lavagens de 10 min com tampao A acrescido de Tween 20

0,3 %. Por fim, era adicionada uma solugao de revelacao sobre a membrana, que era exposta

49



em um filme de raios-X (X-Omat Kodak) em cassete com tela intensificadora por alguns

minutos e revelada.

3.17. “"Northern Blot”

A andlise por “Northern blot” era realizada utilizando 25 ng do RNA total de A.
brasiliensis, o qual era separado através de eletroforese horizontal em gel de 1 % de agarose
contendo formaldeido, na auséncia de brometo de etideo. Apds a corrida eletroforética, o gel
era lavado com agua bidestilada esterilizada e o RNA transferido para a membrana de nailon
Hybond-N (Amersham) por capilaridade, com tampao de transferéncia SSC 10x, por toda a

noite. O RNA era fixado na membrana sob luz UV no aparelho “GS Genelinker” Bio Rad.

As membranas eram pré-hibridizadas por 2 h a 42 °C em 50 % de formamida, SSC 6x,
solu¢do de Denhardt 2x e SDS 0,1 %. A marcacdo com [«>?P] dCTP do fragmento B3/2A7 do
gene de PbMDJ1 era feita com o kit "RadPrime DNA Labeling System” (Invitrogen), segundo as
especificacOes do fabricante. A sonda marcada radioativamente era desnaturada por fervura e
adicionada a solugdo de pré-hibridizacdo (1x10° cpm/mL). Apds a incubacdo por toda a noite,
as membranas eram tratadas sob condicOes de alta estringéncia de lavagem: SSC 1x, SDS 0,1
% a 42 °C duas vezes de 20 min e SSC 0,2x, SDS 0,1 % trés vezes a 68 °C por 20 min. As
membranas processadas eram cobertas com papel-filme de PVC (Vitafilme-Goodyear) e

expostas ao filme de raios-X (X-Omat-Kodak) a =70 °C em cassete com tela intensificadora.

3.18. Subclonagem do cDNA (parcial) de PbMDJ1 em vetor de expressao

Um segmento de cDNA de 757 pb correspondente a regido 5’ da sequéncia de PbMDJ1
foi obtido por RT-PCR (oligonucleotideos iniciadores B3 e A7) e clonado no vetor pGEM-T
“easy” (Promega). Para expressao em bactérias, o fragmento do cDNA de PbMDJI foi
subclonado no vetor pHIS3 (Sheffield et al., 1999). Este vetor contém o promotor T7, uma
sequéncia de seis histidinas que é transcrita no inicio da proteina e o gene que confere

resisténcia a ampicilina.

O inserto de cDNA do PbMDJ1 foi clonado nos sitios £coRI e Spel de pHIS3, e a ligacao
foi feita na presenca de T4 ligase na proporcao 1:2 (vetor:inserto). O produto de ligagao foi
usado para transformar bactérias competentes £. coli DH5a, as quais foram selecionadas pela
resisténcia a ampicilina. Algumas colonias recombinantes foram selecionadas, o DNA plasmidial

purificado em pequena escala pelo método de fervura, e os plasmideos testados para a
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presenca de inserto por restricdo com as enzimas £coRI e Spel. Um clone contendo o

fragmento de PbMDJ! (pHIS3Mdj1) foi selecionado para as analises posteriores.

3.19. Expressao e purificacdao de PbMdjl recombinante

Para a expressao de PbMdj1 recombinante, o plasmideo pHIS3Mdj1 foi introduzido em
bactérias £. coliBL21 pLysS e algumas colonias recombinantes pHIS3Mdj1 eram induzidas para
a verificagdo da presenca da proteina de A. brasiliensis. Para tal, colonias isoladas eram
incubadas a 37 °C em meio LB/amp-cloranfenicol, sob agitacdo, por 18 h. Esse pré-indculo era
diluido 100 vezes em LB/amp-cloranfenicol e cultivado sob agitacdo até atingir As de 0.6,
quando era adicionado IPTG (0,5 mM) para a inducdo da expressao por 1 e 3 h. Aliquotas das
culturas eram recolhidas e centrifugadas (10.000 x g, 1 min), as células ressuspendidas em
tampao de amostra (Tris 0,065 M, pH 6,8, glicerol 10 %, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 5 % e
0,002 % de azul de bromofenol) e fervidas por 5 min. A andlise elétroforética das proteinas
era feita em géis de 12 % de poliacrilamida com SDS (Laemmli, 1970), no aparato MiniProtean
(BIO RAD). Os géis eram corados pelo Coomassie “briliant blue” (Laemmli, 1970) ou

transferidos para membrana de nitrocelulose.

A confirmagdo da expressao da proteina recombinante era feita por andlise de Western
blot. Apds SDS-PAGE, os componentes proteicos individualizados no gel eram submetidos a
transferéncia para a membrana de nitrocelulose 0,45 um em tampao de transferéncia (Tris 25
mM, glicina 192 mM e metanol 20 % v/v, pH 8,6) por 1 h e 30 min, a 130 V (aparato Protean
III, BioRad). A eficacia da transferéncia era verificada pela coloracao reversivel de Ponceau S
(0,5 % p/v em acido acético 5 %), por 5 min. Apds observacdo das bandas transferidas, os
padrdes de peso molecular eram evidenciados com caneta e a membrana descorada com agua
destilada. A membrana era incubada com TBS (10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,4)
acrescido de 3 % de BSA por 1 h a temperatura ambiente. A membrana era lavada trés vezes
com 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl acrescido de 0,05 % de Tween 20, por 10 min cada
lavagem. Seguiam-se incubacdo com TBS acrescido do conjugado Ni-NTA (1/1000) por 1h a
temperatura ambiente e trés lavagens com TBS acrescido de 0,05 % Tween. A reacdo era

revelada com DAB (diaminobenzidina, Sigma) e/ou por quimioluminescéncia.

Para andlise da solubilidade das proteinas recombinantes em SDS-PAGE, as bactérias
induzidas com ITPG eram precipitadas a 10.000 x g por 5 min e ressuspendidas em 50 mM de
Tris-HCI (pH 7,0), 0.2 M de NaCl e 10 % de sacarose. Em pequena escala, as bactérias eram

lisadas com lisozima (300 pug/mL) por 1 h no gelo e 5 - 15 min a 37 ©°C. A lise era feita na
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presenca de 1 mM de PMSF (phenyl methyl-sulphonyl fluoride). A mistura era centrifugada por
5 min a 10.000 x g e tanto o sobrenadante, como o precipitado eram analisados em géis de
SDS-PAGE 12 %. As bactérias transformantes contendo o gene para expressao de PbMdj1
recombinante eram crescidas em larga escala, induzidas com IPTG por 3 h, centrifugadas e
lisadas por sonicagao. O precipitado era ressuspendido em tampao (100 mM de NaH,PO,4 10
mM de Tris-HCl, pH 8.0) contendo 8 M de uréia, centrifugado e o sobrenadante era submetido
a cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA (Qiagen), que suporta altas concentragdes
do sal. As proteinas ligadas eram eluidas com tampdes de pH acido (6,4; 5,9; 4,5). Os
protocolos seguidos para purificacdo da proteina recombinante eram os sugeridos pelo
fabricante (Qiogen). O teor proteico da preparacao era estimado em gel de SDS-PAGE corado
pelo “Coomassie blue” em comparacao com quantidades conhecidas de BSA aplicadas no

mesmo gel.

3.20. Obtencao e purificacao de anticorpos policlonais anti-PbMdj1r

Aproximadamente 300 ug da proteina PbMdj1r purificada foi fracionada em gel de SDS-
PAGE 12 %. O gel foi corado com “Coomassie blue” e a banda de ~32 kDa, referente a
proteina purificada, foi cortada, macerada e homogenizada em PBS. O homogenizado de gel
foi inoculado por via subcutanea em varios pontos no dorso de um coelho, o qual foi
previamente sangrado para obtencdo de soro controle pré-imune. Apds 40 dias o soro do
animal foi recolhido, testado e um reforgo foi realizado como descrito. Depois de 25 dias foi

realizada nova sangria no animal. O soro resultante foi usado nos experimentos subsequentes.

Para preparacao da fragao IgG, soro de coelho era purificado em coluna de Sepharose-
Proteina A (Pharmacia). Para tanto, o soro era diluido 1:5 (v/v) em tampao PBS pH 7,4 e
aplicado na coluna. Apds lavagem com 10 volumes de tampao PBS, o material era eluido da
coluna com 50 mM de glicina pH 3,0. Os eluatos eram imediatamente neutralizados com 50 uL
de Tris-HCI 1 M, pH 9,0. Os tubos contendo anticorpos eram dializados em PBS e a

concentracdo em mg/mL estimada pelo valor do comprimento de onda a 280 nm X 0,72.

3.21. Purificacao de anticorpo policlonal monoespecifico anti-PbMdj1r

Aproximadamente 150 pg da PbMdjir purificada de bactéria era imobilizada em
membrana de nitrocelulose 0,45 um (Amersham) ao longo de uma area de 12 cm? e incubada
com solucdo de bloqueio (PBS contendo 5 % de leite Molico, Nestlé) por 16 h a 4 °C. A

membrana era lavada com PBS por 10 min e incubada em gelo por 1 h com soro total anti-
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PbMdj1r e/ou IgG purificada diluidos em PBS na proporcao de 1:1 (v/v). Apds varias lavagens
com PBS, os anticorpos eram eluidos com 500 uL de uma solucdo contendo 50 mM de glicina
pH 3,0 e imediatamente neutralizada com 1 M Tris, pH 9,0. A pureza do material eluido era

observada em gel de SDS-PAGE 10 % corado pela prata.

3.22. Acoplamento de IgG policlonal de coelho em Affi-Gel 10

O processo de acoplamento de anticorpos em Affigel 10 (BioRad) foi realizado seguindo
as instrugdes do fabricante com algumas modificacoes. O volume desejado de resina foi lavado
3 vezes com H,0 gelada e uma vez com tampao carbonato de sodio 0,1 M, pH 8,0 (tampao de
acoplamento). Anticorpos purificados (20mg totais em 4ml) dialisados em tampao de
acoplamento foram adicionados a 1 mL de resina lavada em um tubo de 15 mL e incubados
sob agitacdo leve a 4 °C por toda a noite. ApOs este periodo, a resina era incubada, sob
agitacao em temperatura ambiente por 2 h, com 600 puL de etanolamina 1 M, pH 8,0 para
bloqueio dos sitios ativos remanescentes. A resina era empacotada em coluna e lavada com 20

mL de PBS antes do uso.

3.23. Purificagao de proteina nativa

A proteina PbMdjl era purificada a partir de extrato enriquecido de mitocondrias de P~.
brasiliensis do isolado Pb18 por cromatografia de afinidade em coluna de Affi-Gel 10 (BioRad)
acoplada a IgG anti-PbMdj1r, obtida conforme descrita no item 3.25. O extrato de mitocondria
era diluido a 1:10, aplicado em fluxo lento na coluna de afinidade e esta exaustivamente
lavada com PBS contendo NaCl 0,5 M, em fluxo rapido, para remocao de proteinas ligadas
hidrofobicamente. A proteina era eluida com tampao de acido citrico 50 mM, pH 3,0. Fracoes
de 1,5 mL eram coletadas em tudo contendo 130 uL de tampao Tris-HCI 1 M, pH 9,0. O eluato
da coluna era dialisado em agua destilada e liofilizado, para a reducdo do volume. A pureza do

material concentrado era analisado em SDS-PAGE.

3.24. Extracao de proteinas totais da fase leveduriforme de P. brasiliensis

O extrato proteico total de P. brasiliensis (Pb18 e Pb3) foi obtido a partir de
modificacdes nos protocolos de Srikantha et al. (1995) e Tosco et al. (1997). Células
leveduriformes crescidas em meio YPDmod liquido por cerca de 7 dias eram recolhidas e

lavadas 3 vezes em PBS. Para cada 1 mL de células eram adicionados 2 mL de uma solucao
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contendo 200 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 400 mM de [NH4],SO4, 10 mM de MgCl;, 1 mM de
EDTA, 10 % de glicerol, 1 mM de PMSF, 1 mM de orfofenantrolina e 7 mM de B-
mercaptoetanol. As células eram lisadas pela adicdo de pérolas de vidro e agitacdo vigorosa
em vortex (10 ciclos, 30 seg intercalados com 30 seg de incubagdo em gelo). Os “debris”
celulares eram separados por centrifugacao (3.000 x g por 15 min) e o sobrenadante
submetido a uma ultracentrifugacao de 100.000 x g por 3 h (rotor SW55Ti). O sobrenadante
era dialisado em uma solugao contendo 20 mM de HEPES, pH 8,0, 5 mM de EDTA, 10 % de
glicerol, 1 mM de PMSF, 1 mM de ortofenantrolina e 7mM de pB-mercaptoetanol e armazenado
a —20 ou —70 °C para posterior utilizacdo nos experimentos. A estimativa do teor de proteina
do extrato proteico era realizada segundo o método de Bradford adaptado em aparelho MKII -
Titertek Multisakan® MCC/340 (Bradford, 1976), que utiliza “Coomassie brilliant blue” G-250

como reativo e albumina bovina (BSA) como padrao.

3.25. Extracao de proteinas mitocondriais de P. brasiliensis

Este protocolo € uma adaptacao do método proposto por Susuki et al. (1995). Células
de A. brasiliensis congeladas em nitrogénio liquido eram submetidas a lise mecanica,
inicialmente em gral, para fragilizar a parede celular. Este material era descongelado em
tampao BB (0,6 M de sorbitol, 20 mM de HEPES, pH 7,4) e sonicado por 5 min (alterando 15
seg de sonicagao e 15 seg no gelo) para completar a lise celular. A suspensao era centrifugada
a 1.500 x g por 5 min e o sobrenadante mantido em gelo. Para extracdo da fracao
mitocondrial, o sobrenadante era centrifugado a 12.000 x g por 10 min, o que resultava em
um precipitado marrom, caracteristico de mitocondria. Este era ressuspendido em tampao BB e
centrifugado a 1.500 x g por 5 min para a retirada de eventuais “debris”. O sobrenadante era
novamente centrifugado a 12.000 x g por 10 min e o precipitado lavado duas vezes. O
precipitado de mitocondrias era ressuspendido em 0,2 mL de tampao BB acrescido de 1 mM de
PMSF, 1 mM de EDTA e SDS 0,6 %. A concentracdo de proteinas era dosada em
espectofotometro e estimada como sugerido em Susuki et al. (1995), ou seja, A;o de 0,2
corresponde a 10 mg/mL de proteinas mitocondriais. A fracdo mitocondrial era mantida a —70
°oC.

3.26. Preparacao do extrato de parede de P. brasiliensis com p-mercaptoetanol

O extrato de parede de P. brasiliensis (Pb18) foi obtido a partir de modificagdes do

protocolo de Casanova et al. (1991). Este método propicia a extracdo de proteinas presentes
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na parede celular mantendo a célula intacta. As células leveduriformes crescidas por 10 dias
em cultura liquida (YPDmod) foram recolhidas por centrifugacao (1.500 x g por 15 min) e
lavadas 3 vezes em PBS. O precipitado foi ressuspendido em 20 mM de carbonato de aménio,
pH 8,64, 1 % de B-mercaptoetanol e 1 mM de PMSF. Para cada 10 mL de células eram
utilizados 60 mL da solucao. A suspensao era incubada a 36 °C por 1 h sob agitacdo. As
células eram centrifugadas a 1.500 x g por 15 min e o sobrenadante recolhido, dialisado em
agua e liofilizado para a reducdo do volume. O estado intacto das células fingicas era

confirmado por microscopia Optica.

3.27. “Immunoblotting”

A preparacOes a serem analisadas eram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (10 ou 12 %) contendo SDS (Laemmli, 1970). Apds a eletroforese, era feita a
transferéncia das moléculas para membrana de nitrocelulose (Amersham) 0,45 pm (Towbin et
al., 1979). A transferéncia era feita em tampao de transferéncia (25 mM de Tris, 192 mM de
glicina e 20 % de metanol, pH 8,3), por 1 h, com voltagem constante de 100 V, em aparelho
Mini-Trans Blot (BIO RAD). A eficacia da transferéncia era verificada pela coloracao reversivel
com Ponceau S (0,5 %, p/v, em acido acético 5 %, v/v) para visualizacdo das bandas. As
membranas eram mergulhadas, por 1 h, em solucdo de PBS contendo leite Molico (Nestlé) 5
%, para bloqueio de sitios inespecificos, depois incubadas com soro de coelho anti-PbMdj1r
por 1 h, sob agitacao. Reacoes inespecificas eram monitoradas com soro de coelho pré-imune.
Apods 3 lavagens de 15 min com PBS-Tween 20 0,1 %, era feita incubacdo com o anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (IgG de cabra anti-Ig de coelho conjugada a peroxidase,
Sigma), durante 1 h, sob agitacdo. A revelagao era feita com DAB (diaminobenzidina, Sigma)

e/ou quimioluminescéncia Kit ECL (Amersham Pharmacia).

3.28. Imunolocalizacdao da PbMdj1 por microscopia de fluorescéncia e de confocal

Leveduras de P. brasiliensis crescidas em meio YPDmod liquido por 3 - 5 dias (fase
logaritima), com pH do sobrenadante de cultura entre 6 — 7, eram lavadas em PBS estéril.
Apds 10 min de descanso, a suspensao de leveduras era coletada e submetida a quantificacdao
em cAmara de Neubauer (viablidade > 90 %). Para fixacdo dos fungos em suspensdo, 3 x 10°
— 1 x 10 células eram distribuidas em tubos de 1,5 mL, centrifugadas a 5.600 x g por 1 min.
As células precipitadas eram cuidadosamente ressuspendidas em 1 mL de metanol (Merck)

gelado, agitados lentamente por 30 min e lavados em PBS.
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Para bloqueio de interacdes inespecificas, os fungos eram incubados em PBS contendo
3 % de BSA (Sigma) (tampao de bloqueio) por 16 h a 4 °C, sob agitacao constante. As células
fungicas eram centrifugadas em microcentrifuga a 5.600 x g por 1 min, o tampao de blogqueio
era descartado e os fungos incubados com soro (1/200) ou IgG (60 pg/mL) de coelho
hiperimune anti-PbMdj1r. Soro de coelho pré-imune diluido 1/200 em tampao de bloqueio foi
utilizado como controle negativo. Apds incubacao por 4 h a temperatura ambiente, as células
eram lavadas 5 vezes de 6 min em PBS. Posteriormente, eram incubadas com conjugado

I A\Y

marcado com fluoresceina (FITC-polyclonal “anti-mouse” Ig, Pharmigen Becton Dickinson)
diluido 1/50 em tampado de bloqueio, por 2 h a temperatura ambiente, protegidas da luz. O
precipitado de células era ressuspendido em 100 pl de PBS e um volume de 10 ul da
suspensao era adicionado sobre ldmina para microscopia. As ldminas eram montadas em meio
“anti-fading” Vectashield (VECTOR Laboratorios) e seladas. A marcacdao era analisada por
microscopia de fluorescéncia (microscdpio NIKON Eclipse E800, Japan) utilizando objetivas de
40x e 100x. A dupla marcagao era analisada por microscopia confocal, LSM-510 NLO
(microscopio Zeiss, Germany). Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Multiusuarios

— INFAR com a ajuda da Dra. Soraia S. Smaili.

A marcacao com Mitotracker Red (Molecular Probes, Inc, Eugene, OR, USA) era feita
com células vivas, para a incorporacdo do marcador fluorescente de mitocondria. Este corante
é sequestrado e retido seletivamente por mitocondrias ativas. As células em YPDmod eram
incubadas com 20 nM do corante por 20 min a 36 °C sob agitacao e lavadas 3 vezes com PBS.
Uma pequena aliquota era analisada em microscopico de fluorescéncia, em comprimento de
onda de 581 nm, apds o que as células fungicas eram fixadas com metanol. Seguia-se, entdo,

o protocolo de marcagao descrito acima.

3.29. Microscopia eletronica de transmissao

Os procedimentos de ultramicrotomia e reagdes de imunocitoquimica em leveduras de

P. brasiliensis foram realizados no Centro de Microscopia Eletronica (UNIFESP).
3.29.1. Preparacao de leveduras de P. brasiliensis para ultra-microtomia

Leveduras (isolado Pb18) obtidas de culturas em fase logaritimica de crescimento eram
lavadas em tampao cacodilato de sédio 0.1 M, pH 7,2 (TC) e fixadas em Karnovsky modificado
(glutaraldeido 2.5 %, v/v, e paraformaldeido 2 %, p/v, em TC) durante 32 h, a temperatura
ambiente, sob agitagdo constante. As células permaneciam no fixador a 4 °C até o momento

do processamento. O precipitado de leveduras era lavado em TC e incluido em agar 2.5 %
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(p/v) para obtencdo de fragmentos de 1 - 2 mm de largura. A etapa de pds-fixacao era feita
com solucao de tetroxido de dsmio 1 % (v/v) em TC durante 1 h a temperatura ambiente, sob
agitacao constante. Alternativamente, as preparacoes eram poés-fixadas na presenca de
ferricianeto de potassio 1 % (v/v) para melhor preservacao e evidenciacdo dos sistemas de
membranas (Forbes et al., 1977; White et al., 1979; Wright et al., 1988). Parte das amostras
eram lavadas em dagua ultra-pura (2x, 10 min) para contrastacao “in bloc” com acetato de
uranila 1 % (w/v) durante 1 h, protegidas da luz. As amostras nao contrastadas com acetato

de uranila eram lavadas em TC (2x 10 min).

As amostras eram, entao, desidratadas em concentragdes crescentes de etanol (Merck)
70, 90 e 100 % durante 30 min cada e transferidas para éxido de propileno (EMS), com 2
trocas de 30 min. Os fragmentos celulares eram infiltrados com resina Epon (EMS) ou Spurr
(EMS), com aumento progressivo da razao de resina para oxido de propileno (1:1 durante 2 h,
2:1 durante 16 h). Para infiltracao com resina pura, eram realizadas 2 trocas de 2 - 3 h g,
posteriormente, os fragmentos eram transferidos para capsulas contendo resina. As capsulas
permaneciam na estufa a 65 °C durante 48 h para polimerizacao da resina. As amostras

infiltradas com Epon eram pds-fixadas em tetroxido de 6smio sem ferricianeto de potassio.

Segdes ultrafinas (70-120 nm) obtidas no ultramicrotomo Leica (Germany) eram

coletadas em grades de niquel revestidas com formvar e carbono.

3.29.2. Ensaios de imunocitoquimica para localizacao ultra-estrutural de
PbMdjl em P. brasiliensis

As secOes ultrafinas eram tratadas com solugdo saturada de meta-periodato de sodio
durante 15 min (para secoes embebidas em Spurr) ou 1 h (Epon). Em seguida, eram lavadas
extensivamente em agua ultra-pura (MilliQ) e os grupos aldeidos livres eram blogueados com
tampao glicina 50 mM, pH 7,4 durante 30 min a temperatura ambiente. As interacoes
inespecificas eram bloqueadas com 5 % (v/v) de BSA acetilada (Aurion, cBSA), em PBS por 30
min. Apos lavagens das secoes com PBS contendo cBSA 1% (cBSA-PBS), as grades eram
incubadas com 60-100 pg/ml de IgG de coelho anti-PbMdj1r diluido em cBSA-PBS durante 16 h
a 4 °C em camara Umida ou 3 h a temperatura ambiente. Como controle, secdes eram
incubadas com soro (1/50) ou IgG de coelho pré-imune (60 pug/mL). Apds 6 lavagens com
cBSA-PBS, 5 min cada, com cBSA-PBS, seguiu-se incubacao com conjugado anti-IgG coelho

(particulas de ouro coloidal de 12 nm, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc) por 1 h a
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temperatura ambiente. Em algumas reagOes, as lavagens eram feitas com cBSA-PBS contendo
0.1-0.5 % de Tween 20.

As secOes eram entdo lavadas, fixadas com glutaraldeido 2,5 % (v/v) e lavadas em
agua ultra-pura (MilliQ). A contrastacdo era feita com acetato de uranila 2 % e citrato de
chumbo 1 % (1-5 min, cada). As andlises foram feitas em microscdpio eletronico Jeol JEM
1200EX model II.

3.30. Citometria de Fluxo (FACS)

Os experimentos de citometria de fluxo (FACS) com células leveduriformes de A.
brasiliensis eram realizados a partir de modificagdes do protocolo de Soares e colaboradores
(1998).

As células de P. brasiliensis de 4 — 5 dias de crescimento em YPDmod liquido eram
lavadas em PBS e deixadas em repouso por 3 min. A suspensao de células era recolhida e
aproximadamente 1 x 10° células/mL eram fixadas com 1 mL de paraformaldeido 4 % (v/v),
pH 7,2, por 1 h a temperatura ambiente. As células eram lavadas 3 vezes em PBS filtrado e

incubadas por 30 min em tampao contendo 150 mM de NH4Cl, para bloqueio das aminas livres.

Para inibicdo de interacdes inespecificas, os fungos eram incubados em PBS contendo 1
% de BSA (tampdo de bloqueio) por 1 h, sob agitacdo constante. Apds centrifugacdo em
microcentrifuga (5.600 x g por 1 min), o tampao de bloqueio era descartado e as células eram
incubadas com IgG de coelho hiperimune anti-PbMdj1r (50 -200 pug/mL) ou IgG de coelho pré-
imune (200 pg/mL) durante 16 h a 4 °C. As células fungicas eram lavadas 5 vezes em PBS.
Posteriormente, eram incubadas por 1 h a temperatura ambiente com conjugado marcado com
fluoresceina (FITC-polyclonal anti-rabbit Ig, Jackson ImmunoResearch) diluido 1/100 (15
ug/mL) em tampdo de bloqueio, protegidas da luz. Eram feitas 4 lavagens em PBS, o
precipitado de células era ressuspendido em 1 mL de PBS e 10.000 células fungicas eram
analisadas em um citébmetro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA). A
fluorescéncia do FITC era medida em 492 — 520 nm. As células controle, sem marcagao, eram

primeiro analisadas para determinar sua auto-fluorescéncia, tamanho relativo e granulosidade.
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3.31. Ensaios do efeito de anticorpos anti-PbMdj1r sobre o crescimento flingico

O efeito direto de anticorpos anti-PbMdjlr no crescimento de leveduras de PA.
brasiliensis foi avaliado através da quantificacdo do nimero de grumos e da viabilidade de

fungos tratados com IgG policlonal anti-PbMdj1.

Leveduras (isolado Pb18) crescidas em meio YPDmod liquido com 5 - 8 dias de
crescimento eram coletadas e lavadas em meio de cultura. Os fungos eram separados em
seringa de 25 mm. Apds 10 min de descanso para depdsito dos grumos maiores, a suspensao
de leveduras do sobrenadante era coletada e o nimero de fungos viaveis era determinado em

camera de Neubauer utilizando o corante de exclusao Trypan “blue” (Svidzinski et al., 1999).

Uma suspensdo contendo 1 - 5 x 10% fungos vidveis (viabilidade > 90 %) era
adicionada por pogo de microplacas de cultura (96-wells, Costar) contendo YPDmod com
ampicilina (0,5 mg/mL), na auséncia ou presenca de IgG anti-PbMdj1r (25-200 pug/mL) e IgG
de coelho pré-imune. Apds 48-72 h de incubacdo a 36 °C era realizada contagem do nimero
de grumos e feita a avaliagdo comparativa do seu tamanho em microscopia invertida (Olympus
CK40).

3.32. Ensaios de protecao contra DNAse I “Footprinting”

4

Os ensaios de “footprinting” eram realizados com o kit “Core Footprinting System’
(Promega). Aproximadamente 1 ng do fragmento de 434pb correspondente a intergénica de
PbMDJ1 e PbLON era utilizada na reagao.

3.32.1 Defosforilacdo e marcacido do fragmento com [y*’P] ATP

Inicialmente o DNA era tratado com a enzima fosfatase CIAP (Promega) para a
remocdo dos grupamentos fosfato 5 terminais. A quantidade de enzima, de tamp&o e o tempo

de incubacao foram definidos segundo as especificacdes do fabricante.

Em tubo de 1,5 mL eram adicionados: 50 ul da solugao contendo ~1 ug de DNA, 10 uL
de tampao CIAP (50 mM de Tris-HCL, pH 9.3, 1 mM de MgCl,, 0.1 mM de ZnCl, e 1 mM de
espermidina), 8 uL da enzima CIAP diluida 100x (0,08 U) e agua até 100 uL. A reacdo era
incubada a 37 °C por 30 min, adicionada de 4 uL da CIAP diluida (0,04 U) e incubada por
outros 30 min @ mesma temperatura. A reacdo era interrompida pela adicdo de 2 uL de EDTA
0.5 M e aquecimento a 65 °C por 20 min. O DNA era extraido com fenol e precipitado da fase
aquosa com 2 volumes de etanol 100 % a —20 °C por 1 h. A solugdo era centrifugada a 14.000

X g por 15 min, o precipitado seco e ressuspendido em 20 uL de agua.

59



A partir do DNA defosforilado era feita a incorporacdo de fosfato radioativo [y*2P] ATP.
Em um tubo de 1,5 mL eram adicionados 15 uL da solucao de DNA desfosforilado, 2 uL de
tampao kinase (70 mM Tris-HCl, pH 7.6, 10 mM MgCL, e 5 mM DTT), 2 uL da enzima T4
polinucleotideo kinase (Promega) e 1 pL de [y-*2P] ATP (10 mCi/ml, Amersham Biosciences). A
reacao era incubada a 37 °C por 30 min, adicionada de 2 uL da enzima e incubada por outros

30 min a mesma temperatura.

O fragmento marcado era digerido com 40 U de Spel (Fermentas) para a retirada de
um dos lados marcados e dessa forma somente a regidao 5° do fragmento apresentava
marcacao. Em seguida, era feita uma extracdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e a
fase aquosa era precipitada com 2,5 volumes de etanol 100 %. O precipitado era seco a

temperatura ambiente, ressuspendido em 100 uL de tampao TE e mantido a 4 °C.
3.32.2 Ensaio de protegao (“footprinting”)

A sonda marcada era incubada por 10 a 40 min com o extrato total do fungo em
tampao de ligagao (50 mM Tris-HCI, pH8, 100 mM KCl, 12,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT e 20 % de glicerol). Em seguida, era feita a digestdo das amostras na presenca ou
auséncia do extrato por 1 min com Dnase I diluida (0,01 U/uL), para que a clivagem ocorresse
em poucos pontos do DNA. Novamente era feita uma extracdo fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico, precipitacao de DNA da fase aquosa e secagem do precipitado. O material final era
ressuspendido em tampao contendo 1:2 de 0,1 M de NaOH:formamida (v/v), 0,1 % de xyleno

cianol e 0,1 % de azul de bromofenol.

As corridas eletroforéticas eram feitas em gel de poliacrilamida-uréia (6 %) em TBE. As
amostras com ou sem extrato eram aplicadas em paralelo. O gel era seco e exposto em filme
de raios-X (X-Omat, Kodak) a —70 ©C.

3.33. Ensaios de retardo da mobilidade eletroforética (EMSA)
3.33.1. Anelamento

Quantidades equimolares (10 ou 20 puM) de cada oligonucleotideo (senso e anti-senso)
eram adicionadas e homogeneizadas em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, aquecidos por 10
min a 95 °C e mantidas a temperatura ambiente para o anelamento dos oligonucleotideos. O
pareamento dos oligonucleotideos era confirmado por corrida eletroforética em condigdes nao
desnaturantes em gel de poliacrilamida 6 % (37,5:1 acrilamida/bis-acrilamida). O gel era
corado rapidamente com brometo de etidio diluido em agua, lavado e visualizado sob luz UV.
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3.33.2. Marcacao dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos dupla fita eram marcados radioativamente com [y*?P] ATP. Em um
tubo de 1,5 mL eram adicionados 2 uL do oligonucleotideo dupla fita (1,75 pmol/uL), 1 uL de
tampao da T4 polinucleotideo kinase 10x (700 mM de Tris-HCl, pH 7,6, 100 mM de MgCl, e 50
mM de DTT), 1 uL [y*P] ATP e 10 U de T4 polinucleotideo kinase. A reacdo era
cuidadosamente misturada, incubada por 10 min a 37 °C e interrompida pela a adicao de 500
mM de EDTA. Eram adicionados 25 uL de TE e todo o volume era fracionado em coluna
Sephadex G-50 (Amersham), a qual era centrifugada por 1 min a 10.000 x g. A incorporagao
do fosfato (**P) a sonda era quantificada em contador de radioatividade beta e o resultado

expresso em cpm (“counts per min”).
3.33.3. Ensaio de retardo da mobilidade

Em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, eram adicionados 3 a 5 ug do extrato total de
P. brasiliensis (isolados Pb18 e Pb03), 1 uL de poly dI-dC (25 U/mL), 1 uL de BSA (10 mg/mL)
e 2 uL de uma solugao contendo 125 mM de HEPES, pH 7,5, 5 mM de EDTA, 5 mM de DTT e
50 % de glicerol para incubacao por 15 min no gelo. A esta mistura era adicionado o
oligonucleotideo dupla fita marcado e/ou nao-marcado. Os competidores especifico e nao
especifico eram adicionados em excesso molar de 250 a 500x. A reagdo era incubada por 15
min a 37 °C. A mistura era, entao, submetida a eletroforese sob condicdes nao desnaturantes
em gel de poliacrilamida 6 % (37,5:1 acrilamida/bis-acrilamida) em tampao TBE 0,5x, a 100 V
por 45 min. Os géis eram secos em papel de filtro e expostos em filme de raios-X (X-Omat,
Kodak) a =70 °C.

3.34. RT-PCR quantitativo ("Real Time")

Dois kits comercialmente disponiveis foram utilizados nos estudos de quantificacdo da
expressao génica. O primeiro é o sistema 7ag Man EZ RT-PCR (Applied Biosystems), o qual foi
utilizado em uma fase inicial do trabalho, e o segundo é o Sistema Sybr Green (Applied
Biosystems).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados no sistema 7ag Man EZ RT-PCR (Applied
Biosystems) foram desenhados pelo Dr. Gustavo Henrique Goldman USP/Ribeirdo Preto, com
base em regides especificas dos genes PbMDJI e PbLON de P. brasiliensis . O gene da B-
tubulina foi utilizado como normatizador (referéncia interna) das anadlises, pois € expresso
constitutivamente. As moléculas de cDNA eram sintetizadas a partir de 200 ng de RNA total
livre de DNA, 10 pmoles de cada oligonucleotideo iniciadore especifico para cada gene (senso
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e anti-senso), 5 pmoles da sonda especifica, tampao 7ag Man 1x concentrado (250 mM de
bicina, 575 mM de acetato de potassio, 0,05 mM de EDTA, 40 % de glicerol, pH 8.2), 3 mM de
acetato de manganés, 300 uM de dNTPs, 0,1 U/uL r7th DNA polimerase e 0,01 U/uL
AmpErase. O programa de RT-PCR utilizado consistiu de uma etapa inicial de 50 °C por 2 min
e 60 °C por 30 min, uma segunda etapa de um ciclo de 95 °C por 5 min e por fim 40 ciclos
alternados de 94 °C por 20 seg e 60 °C por 1 min, em aparelho ABI Prim 7700 Sequence

Detector System.

A segunda parte dos resultados de quantificacao da expressao dos genes PbMDJ1 e
PbLON foi realizada com o protocolo de deteccao do sistema Syber Green (Applied
Biosystems), seguindo as instrugdes do fabricante. Este sistema utiliza um fluoréforo que se
intercala nas moléculas de cDNA dupla fita no momento da polimerizacdao. Para a sintese de
cDNA eram utilizados 10 ug de RNA total (livre de DNA), 100 uM de oligodT e 200 U de
transcriptase reversa (SuperScript — Invitrogen), para um volume final de 20 puL, 0s quais eram
diluidos para 50 uL ao final da reagdo. Para cada reacao de quantificacdo eram adicionados 2
uM de cada oligocleotideo especifico, 5 uL da Master Mix do sistema Sybr Green (Applied
Biosystems) e 1 uL de cDNA. As condigbes de ciclagem eram: um ciclo de 50 °C por 2 min,
outro de 95 °C por 1 min e 40 ciclos alternados de 95 °C por 15 seg e 60 °C por 1 min em
aparelho ABI Prim 7000 “Sequence Detector System”. O normatizador utilizado nestas analises
foi o gene da a-tubulina de P. brasiliensis. Ao final da reacao era realizado um ciclo adicional
de 95 °C por 15 seg, 60 °C por 20 seg e 95 °C por 15 seg, para a determinagao da curva de
dissociacdo. A fluorescéncia dos dois sistemas era monitorada durante as etapas de
anelamento a 60 °C e analisadas com relacao aos seus correspondentes ciclos. ReagOes
paralelas eram feitas para o conjunto de oligonucleotideos iniciadores e suas respectivas
sondas, usando quantidades decrescentes do nimero de cdpias de cada gene (10, 10%, 103,
10%, 10°, 10° e 107 cdpias tedricas), obtidas através de diluicdes seriadas do DNA gendmico de

P. brasiliensis, para a obtencao das curvas padrao de cada sonda.

Os resultados eram visualizados utilizando o programa “Sequence Detector Software” e
entdo exportados para o programa Microsoft Excel, onde os ciclos lineares (Ct) eram
analisados em relacdo ao logaritmo da quantidade inicial de moléculas alvos. A equacao da
reta era determinada através de analise de regress3o linear. O valor do R? para cada conjunto

dos oligonucleotideos e suas respectivas sondas era também calculado.
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4. RESULTADOS

No processo de caracterizacao do gene PbLON (3.369 pb) de P. brasiliensis (Barros e
Puccia, 2001) foi sequenciado um fragmento gen6mico Smal de aproximadamente 6,5 kb
(pUCSma) contendo a ORF desse gene (Figura 1). Na sua porgao 5’, detectou-se a presenca
de ORFs com homologia com a porcao 5’ do gene de choque térmico MDJI de S. cerevisiae.
Neste trabalho, o gene MDJi1 foi completamente caracterizado (Figura 1), parte dele foi
expressa em bactéria, anticorpos gerados contra a proteina recombinante e estes usados na

caracterizacao da proteina PbMdj1.

4.1. Clonagem e caracterizacao de PbMDJ1

A clonagem da porcao 3" do gene PbMDJI seguiu a estratégia do 3" RACE. Esta
técnica utiliza um oligonucleotideo iniciador contendo uma cauda de poli-timidina e uma
sequéncia cassete (oligonucleotideo 511) para sintetizar a primeira fita por transcricao
reversa. Para essa reacao, foi utilizado como molde o RNA total de células leveduriformes de
P. brasiliensis (isolado Pb18) que receberam choque térmico de 30 min a 42 °C, na tentativa
de aumentar o nUimero de cdpias do transcrito. Para a reacdo de PCR, foi utilizado o
oligonucleotideo interno B4 (senso) e uma segunda amplificacdo com os oligonucletideos
G5/512 (“nested” PCR), a qual resultou na visualizagao de 2 bandas que foram marcadas em
“Southern blot” (Figura 2) com uma sonda especifica (G5/E4 — Figura 1). Ambos os
fragmentos foram clonados no vetor pGEM-T (Promega) e sequenciados a partir de
oligonucleotideos flanqueadores do vetor (Universal e sp6) e internos do inserto através da
estratégia de “primer walking” (Figura 1). Eles corresponderam a amplificagdo com os
oligonucleotideos G5/512 e B4/512 (Figrua 2).

A estratégia de sequenciamento possibilitou identificar o sitio de poliadenilacdo do
gene (Figura 3) e determinar a extensao da cauda de poli A, que estava em torno de 60
adeninas nos dois clones analisados. Esta observagao é interessante uma vez que a cauda de
poli A do mRNA do PbGP43 foi de aproximadamente 20 nt, de acordo com um estudo de 80
clones da regido 3° de 10 isolados diferentes de P. brasiliensis (Morais, 2003). Isto sugere
que o transcrito de PbMDJI é mais estavel do que aquele do PbGP43.
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Figura 1 - Desenho esquematico da regido PbLONPbMDJ1 de P. brasiliensis caracterizada por
Barros et al. (2001) (azul escuro) e do gene PbMDJ! (2.015pb), mostrando a localizacdo e
direcao dos oligonucleotideos usados no sequenciamento por “primer walking”, a regido obtida
pelo experimento de 3 "RACE (azul claro) e os dois introns identificados na sequéncia.

RT- RT+ crtPCR
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1.353 _»'
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Figura 2 - Analise por “Southern blot” do produto da reacao de 3 'RACE e a sonda G5/E4 do
PbMDJ1. A reacao foi realizada na presenca (+) ou auséncia (-, controle negativo) de
transcriptase reversa (RT). O controle (crt) da reacdo de PCR usou como molde o plasmideo
pUCSma e os oligonulceotideos B3-E4. Os dois fragmentos positivos em RT+ foram clonados
em pGEM-T e sequenciados. A seta indica o fragmento correspondente ao produto de PCR
(G5/512) da regidao 3’ do gene PbMDJ1. A banda superior corresponde ao produto de PCR
dos oligonucleotideos B4/512. Valores de marcadores de DNA estdo indicados a esquerda
em pb.
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O préximo passo foi obter e clonar em pGEM-T a sequéncia completa tanto do DNA
gendmico como do cDNA do gene PbMDJ1 (Figura 4). Para tanto, os oligonucleotideos 2B7
(préximo ao ATG inicial) e o 2A7 (préximo ao sitio de poliadenilacao) foram utilizados em
reacao de PCR com DNA total de P. brasiliensis como molde, resultando em um produto da
amplificacdo de 2.112 pb. O cDNA foi obtido por RT-PCR usando os mesmos oligonucleotideos
e RNA total do fungo, resultando em um “amplicom” de 1.872 pb, desprovido de 2 introns
confirmados por sequenciamento. Em resumo, a sequéncia do PbMDJ1 apresenta uma ORF
de 1.897 pb, organizada em trés exons interrompidos por dois pequenos introns localizados
nas regides 5" e 3" do gene, o primeiro entre os nt 206 e 315 (109pb) e o outro entre nt
1.552 e 1.683 (131 pb). Ambos os introns sdo flanqueados pelos sitios GT/AG os quais sao
sequéncias consenso de “splicing” e contém varias repeticoes de TA, TTA e/ou TTAA (Figura
5).

A andlise da regido 5  ndo-traduzida do PbMDJI mostrou a presenca de varias
seqiéncias de elementos putativos de promotor de eucariotos, os quais serdo melhor
detalhados na segunda parte deste trabalho. A regido 3° ndo-traduzida do transcrito de
PbMDJI também contém alguns motivos putativos de poliadenilacao (Figura 5), como os
elementos de eficiéncia (EE) TTATTT (nt 1.924 — 1.929) e TTTTT (nt 1.953 — 1.957), além de
AAAAAA (nt 1.979 — 1.984), possivel elemento de posicionamento (EP) (Zhao et al., 1999).

A sequéncia deduzida do PbMdj1 apresentou 551 aminodacidos, uma massa molecular
deduzida de 58,7 kDa e um ponto isoelétrico basico de 8,9 (Figura 5 e 6). A partir da
sequéncia deduzida da molécula foi possivel mapear todos os dominios que caracterizam a
familia da chaperone Dnal (Rowley et al., 1994). Foram identificados o dominio ] (68
aminoacidos), a regido rica em glicina/fenilalanina (G/F) e os quatros dominios ligantes de
zinco (CXXCXGXG). Esta apresentacao faz com que PbMdj1 esteja classificada no tipo I da
familia DnaJ (Lee et al, 2002 e Fliss et al.,1999). Os membros deste grupo utilizam o dominio
ligante de zinco e uma parte do C-terminal para se ligar as proteinas nao nativas (Szabo et
al.,1996; Lu et al., 1998) para facilitar seu dobramento correto.

A partir de andlises feitas pelo programa de computador TargetP
(http//www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Nielsen et al., 1997; Emanuelsson et al., 2000), foi
possivel identificar o sitio putativo de clivagem do peptidio de direcionamento mitocondrial, do
qual sdo liberados os 28 primeiros residuos de aminoacido (2,94 kDa) (Figura 6 e 7A). A
anadlise comparativa com outras Mdjl fungicas indicou alta porcentagem de identidade,
principalmente com sequéncias dos fungos dimoérficos B. dermatitidis e H. capsulatum (cerca
de 85%), as quais apresentam alta similaridade no padrao de hidrofilicidade (Figura 7B). O
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dominio J foi a regido que apresentou maior grau de conservacao, cuja identidade com
PbMdj1 ficou entre 92 % (H. capsulatum) e 55 % (C. albicans). Este dominio contém quatro
hélices (Kelley, 1998) e o tripeptido HPD conservado entre as hélices II e III, o qual é
essencial para sua interagao com a Hsp70 (Pellicchia et al., 1996). A regiao rica em G/F variou
consideravelmente entre a sequéncia de Mdjl de P. brasiliensis e os membros agrupados na
clade I da arvore filogenética mostrada na Figura 8 e a porcentagem de identidade ficou entre
30 e 19 %. Estas porcentagens sao menores que as encontradas na porgao C-terminal (36 —
29 %), que é a regiao menos conservada entre os membros da familia Dnal em levedura
(Rowley et al., 1994).

A analise da sequéncia deduzida de PbMdj1 (Figura 6 e 7B) mostrou a prevaléncia de
segmentos hidrofilicos e varios com alta probabilidade de expressdao na superficie,
principalmente nas porgdbes N e C-terminal da molécula. Essas regides tém maior
probabilidade de contér epitopos para células B. Nesta analise também foi possivel identificar
uma regiao peptidica de 13 aminodacidos (LYTAQIPLTTALL) entre os aminoacidos 379 e 391,
que tém as caracteristicas de epitopo para células T murinas (apresentada pelo MHC tipo II),
ou seja, deve apresentar pelo menos 12 aminoacidos, os quais sao compostos por um
segmento hidrofdbico localizado entre duas regides hidrofilicas. Este epitopo é conservado
entre os homologos de B. dermatitidis e H. capsulatum. Esta andlise foi feita através do
modulo Protean do programa Lasergene (DNAstar Inc.). Foram encontrados epitopos
similares na Mdjl de C immitis (ADVLYTASIPLTTALL), A. nidulans e A. fumigatus
(ILYTASIPLTTALL), e MNeurospora crassa (ILYTATIPLTTAIL). Em S. cerevisiae
(ITTAALGGTVTIPTV) e C glabrata (ITTAALGGTVSIPTI), um epitopo putativo de célula T de

camundongo somente foi encontrado na porcdo N-terminal da molécula.

A Figura 8 mostra que a organizacdo génica de MDJI e LON é extremamente
conservada entre membros da classe dos Eurotiomycetes, principalmente P. brasiliensis, B.
dermatitidis, H. capsulatum, C. immitis, A. nidulans e A. fumigatus. O nimero e a posi¢ao dos
introns estdo conservados, porém seu tamanho e sua sequéncia variam. O gene MDJI de
Neurospora crassa e Fusarium graminearum tem o mesmo numero de introns que se
encontram na mesma posicao em relacdo a A. brasiliensis, entretanto o gene LON destes
organismos apresentaram somente um intron na posicdo 3’ do gene. Em Cryptococcus
neoformans ambos os genes foram encontrados com varios pequenos intros distribuidos por
toda a sequéncia. Nesta andlise comparativa observou-se que o locus MDJ1/LON é
conservado entre os Eurotiomicetos. Os genes estao adjacentes, inversamente orientados e

separados por uma regiao 5° comum variando entre de 400 a 485 pb (Figura 8). Nestas
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espécies, foi encontrado um gene adjacente (na mesma direcdao) a MDJI e homdlogo a BROA
(Brol). Em S. cerevisiae, BROA codifica uma proteina citoplasmatica envolvida no “sorting” de
proteinas de membrana para dentro de corpos multivesiculares de endossomo (Odorizzi et al.,
2003).
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Figura 3 - Gel desnaturante de poliacrilamida-urea 6% mostrando a corrida eletroforética
de sequenciamento da regido 3°'do gene PbMDJ!I iniciado pelo oligonucleotideo 2B3. As
regioes referentes a cauda de poli A, a sequéncia final do transcrito do PbMDJI e o vetor
pGEM-T estdo indicadas.
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Figura 4 - Gel de agarose 1%, impregnado com brometo de etideo, mostrando os produtos
de RT-PCR com RNA total ou PCR com DNA total (DNA) e os oligoiniciadores B3 (sense) e
2A7 (anti-sense) do gene PbMDJ1 de P. brasiliensis. A reacdo foi realizada na presenca (+)
ou auséncia (-, controle negativo) de transcriptase reversa (RT). Valores de marcadores de
DNA estao indicados a esquerda em pb.
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AGTTCCGGGGTAGTCAAATGCGTGAGCAAAGACCAGTAGTTATACACACAAGCTGCGCATCCACTATCTCCCAGCAGAATTGCAGAAGAGCGTTAA
CCCAGAGATGGCCCAGGCAGAGCAGGCAAGAAGAAGGGAATTTGCCGAGTGAGTTGTTTATCTCTTGTTGTTGCTAACAAAGAACAGTGTTGCTGC
TTACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATAGCAGCGTGTCGGCTAAACTTTGTTCCACGAAAAATGGCATCTTAGTCATCCAACGCCCCAAAGA

ATC CCTTTGCCTGGACGATGATGAACGTGATTGATAGAGGATGAAGATGATATGCCAACTCCGAGTCAACTAGATGCCTAGATAGTAT
ATCCCACCGTCCCG GGCTGTGAACACTGTGTGCAGTCCAGCTTGCTTACCATCTGCCTCTAGCATTGGTGCACTGCTGCGTTGTCTCAGAAG
1 ATG AGT GCG GGT GCT CCA AGC ATA CCC AAG GTG GCC CTG CTC CCG GCT CGT CTC CTC CAT ACG TCA

1 M S A G A P S | P K \% A L L P A R L L H T S
67 CGA CAC TGC TCC ACG CAA TGT GCT GTG ATA CGC CCT CAG ATT CAG CCA AAA TIC TIC CAG AAT GAC
23 R H C S T Q C A \ | R P Q | Q P K F F Q N D
133 TGC AGA GCT TAC CAT GAT AGG CGT CCC CGT ATA GAA CCC TTA AAT GAC CGT AGC CGT CAT CCG TIT
45 C R A Y H D R R P R | E P L N D R S R H P F

199 TGC AAG dtatgictagaatcatacagtaatcgcatctattatacaacaccagggggttggtggccctacggattatgtaccagetaacteggettctatctactattcccag GCC TIT
67 C K A F

320 CAC GCA TCT TCT CCC TCC CAA GCT ACA CGC GAC CCG TAC CGT GTA CTC GGA GTA GGG AAG AAT GCA
71 H A S S P S Q A T R D P Y R \ L G Vv G K N A
386 TCT GCC GCA GAA ATT AAA CGG GCA TAC TAC GGA CTG GCC AAA AAA TAT CAC CCA GAT ACG AAC AAG
93 S A A E | K R A Y Y G L A K K Y H P D T N K
452 GAT GCT AAT GCG AAG GAA AAA TTT GCA GAA GCC CAG TCA GCG TAC GAG CTG CTT TCA GAT GCA GAA
115 D A N A K E K F A E A Q S A Y E L L S D A E
518 AAG AGA CAA GCA TAC GAT CGT TAT GGC TCC GCG GCA TIC GAC CAA AAT GGC GGT TIC AAT CCT GGC
137 K R Q A Y D R Y G S A A F D Q N G G F N
584 GCC CAT GAC GGT ACT GGT GGT CCA TIC TCC GGA GCA GCC ACC GGT GGA TIC CAC GGG TIT GGC GGC
159 A H D G T G G P F S G A A T G G F H G F G G
650 GGG TTC CCT GGT GGT GGG TIC TCT GCG AAT ATA AAT TIC GAG GAT CTT TIT GGT GCC TIT GCG GGT
181 G F P G G G F S A N | N F E D L F G A F
716 GGT TCG GGG CGG AGG GGT CGG TCG AAG GGT GGG CCG TIC CGG TCT ACA GTG GTT GAA GGT GAT GAT
203 G S G R R G R S K G G P F R S T \ \ E G D D
782 ATT GAA GTA CAG ACA AAT ATC TCA TIC ATG GAT GCG GCC AAA GGA ACG ACG AAG GAA GTT TIC ATA
225 | E \ Q T N | S F M D A A K G T T K E \% F |
848 ACT CCC CTT GTT CAG TGC CGT ACT TGT GAC GGC GAG GGG ACA AAA CAG GGT ACA AAG CGG GCA CAA
247 T P L Vv Q C R T C D G E G T K Q G T K R A Q
914 TGC AAA ACA TGC AAT GGT ACG GGG TCA CAA GTT CAT TIC ATC CAG AGT GGA TIT CAT ATG GAA AGT
269 C K T [} N G T G S Q \% H F | Q S G F H M E S
980 ACC TGT TCC TCG TGC GGC GGT GCA GGT GTT TCC ATA CCC CGG GGA TCC GAA TGC AAT ATA TGC GGC
291 T (o} S S (o} G G A G \% S | P R G S E C N | [} G
1046 GGT GAT GGC GTT ATC CGG GAA CGA AAA ACG GTG CAT GTC AAT ATC CCA GGG GGC GTG GAG GAT GGA
313 G D G \ | R E R K T \% H \ N | P G G \ E D G
1112 ATG CGG TIG ATC GTG CCT GGA GAG GGA GAT ATG CCT CCA GTA GAA CCG GGT GCT CAA ATG CGG CGT
335 M R L R \ P G E G D M P P \ E P G A Q M R R
1178 GGT GAT CTT TAT GTC TIT ATC AAG GTA GCC CCT GAT TCC CGA TIC AGC AGG TCT GGT TCG GAT GTC

357 G D L Y \ F | K \ A P D S R F S R S G S D Vv
1244 CTG TAC ACA GCG CAG ATT CCT CTC ACA ACG GCA CTG CTT GGT GGC GAA GTC ACA GTC CCC ACG CTT
379 L Y T A Q | P L T T A L L G G E \% T Vv P T L
1310 GAC AAC GAA GTT AAA GTG AAG GTG GCC ACA CGG GGA ACG GGC ACC GGA GAC AAA ATC ACC CTA TCT
401 D N E \ K \ K \ A T R G T G T G D K | T L S
1376 GGA ATG GGA ATG CGG AAG CTT GAG GGT CGG CGT GGC CAG CAG GGT GAC CTC AAG ATT GAA TTIC AAG
423 G M G M R K L E G R R G Q Q G D L K | E F K
1442 GTT GCC ATG CCG AAA TAC CTG ACT GCG AAC CAG CGA ACC ATT CTG GAA GTG CTT GCT GAC GAG ATG
445 V A M P K Y L T A N Q R T | L E \ L A D E M

1508 GGC GAC GAC ACC GCT CGA CGC ATG ATG AAC GTC CAC AAA TAC GAC A gtdagtatttaticgaaaaactatcacccctacaaggatg
467 G D D T A R R M M N \Y H K Y D

1594 aagccatcatcctgcacgtgtaatgtgttaagattaaagcggaaggttaaccacatgtatcttaattttctcctegttcttttctctctag AG CCT TCC TCT CCC GGC TCT TCC
482 K P S S P G S S
1708 TCG TCG GGC AAA AAA GAT AGC AGC AAC AGC AGC ACT GCC AGC AGT GAC TCA CAC AAA AAT GAA GGC
490 S S G K K D S S N S S T A S C D S H K N E G
1774 TIC CTC AAG TCT GCA TGG CAC AAA CTC ATG CAA CAC AAT AAC GGC AAC AAG GAC ACA GGG TCT GAT
512 F L K S A w H K L M Q H N N G N K D T G S D
1840 GGC AAT ACC AGC GAC GGG AAC AAG ACC GAC GAA TCG AAG AAA GCC TCC GGC TCG GGG TGA

534 G N T S D G N K T D E S K K A S G S G *

1906 TATCCTCTGTCTTCCACGATATGGCAGTTATTTTGTTTCATAATCATTGTCAATTATTTTTCCTTATCATAGCGTTGGCAGGCAAAAAATGGTATTCTGT
2006 GGTTTGCTTTC

Figura 5 - Sequéncia de nucleotideos (1-2015) do PbMDJI e da sequéncia deduzida de
aminoacidos (1-551). Os introns estdo em letras minlsculas. Estdo em destaque os
aminoacidos que correspondem ao dominio J (vermelho), regido rica em glicina/fenilalanina
(verde) e o “motif” CXXCXGXG (azul). As regides sublinhadas sdo os sinais putativos de
poliadenilacao.
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Figura 6 — Representacdo esquematica da PbMdjl mostrando a localizagdo dos dominios
conservados e analise da sequéncia deduzida de aminodcidos. A andlise foi realizada utilizando
o programa Lasergene, médulo Protean (DNAstar Inc.). No grafico de hidrofilicidade de Kyte-
Doolitle, os valores negativos indicam hidrofobicidade e no grafico em amarelo os picos acima
da linha indicam probalidade de localizacdo na superficie. A seta vermelha indica um possivel
epitopo para apresentacdo de células T murinas, o qual estd localizado entre duas regides
hidrofilicas (retangulo). A posicdo dos aminoacidos esta indicado na parte superior da figura.

BHydrophilicity Plot - Kyte-Doolittle
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Figure 7 — A, Representacdo esquematica do PbMdj1 mostrando a localizacdo dos dominios
conservados. B, Plot de hidrofilicidade Kite-Doolittle (Protean module; DNAstar Inc.) de
sequéncias Mdj1-like dos seguintes fungos: Ph, P. brasiliensis (AF334811); Bd, B. dermatitidis

(http://genome.wustl.edu/BLAST/blasto client.cgi); Hc, H. capsulatum
(http://genome.wustl.edu/BLAST/blasto client.cgi); o) C immitis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/coccioides immitis); An, A nidulans

(EAA57980); Cn, C. neoformans (EAL21819); Ca, C. albicans (EAK92195); Sc, S. cerevisiae
(CAAB2189); Ec, E. coli(BAO00007). As barras horizontais indicam a localizacdo do epitopo de
célula T com um minimo de 12 aminoacidos, como predito pelo programa Sette major
histocompatibility complex motif (Protean module; DNAstar Inc). A porcentagem de
identidade com PbMdj1 estd indicada a direita.
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Figura 8 — A, Arvore filogenética de sequéncias flngicas de Mdjl obtida com auxilio do
programa Clustal W. Além das sequéncias indicadas na Figura 7, foram incluidas aquelas do
A. fumigatus (EAL93469), N crassa (EAA76137), F. graminearum (EAA76137) S. pombe
(CAB09769), C. glabrata (CAG60838) e Homo sapiens (AF061749). B, representacdao
esquematica da organizacdo cromossOmica do MDJI e LON e seu direcionamento nas
espécies que apresentam estes genes no mesmo cromossomo. Estao indicadas a localizacdo
dos introns (caixas pretas) e os exons (azul). A distancia de separagdo dos genes (linha
interrompida) em N, crassa, F. graminearum e C. glabrata é, respectivamente, 236.960 kb,
1.982.719 kb e 19.091 kb.

Eurotiomycetes
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4.2. Expressao da PbMdj1 truncada

Para expressao de PbMdj1 recombinante, um fragmento de cDNA contendo 757 pb da
porcao 5’ do gene PbMDJ1 foi subclonado nos sitios £coRI e Spel do vetor pHIS3 (Figura 9A).
O fragmento clonado corresponde aos aminoacidos 14 ao 266 da PbMdj (252 aminoacidos,
25,8 kDa) e inclui o dominio ], a regido rica em G/F e dois dominios ligantes de zinco (Figura
7). Este fragmento contém um grande numero de regides hidrofilicas e epitopos para
anticorpos, como mostrado pelo indice de Jameson-Wolf, indice antigénico do médulo Protean
(Lasergene — DNAstar Inc.). Para verificar a presenca do inserto no vetor de expressao
(pHIS3), alguns clones recombinantes foram digeridos com as mesmas enzimas utilizadas
para a construcao do plasmideo pHIS3PbMdj1 (Figura 9B). O inserto de dois clones positivos

foi sequenciado e verificou-se que a fase aberta de leitura estava correta.

Para expressao da proteina recombinante, os mesmos plasmideos foram introduzidos
em bactérias £. coli BL21pLysS. A indugdo foi feita com 0,5 mM de IPTG em diferentes
tempos a 37 ©C. Nestas condigdes, observou-se o aparecimento de uma banda de
aproximadamente 31 kDa apds 1 e 3 h de inducdo, a qual ndo foi observada no extrato total

das bactéria ndo induzidas (0 h) ou contendo o vetor sem inserto (Figura 9C).

A analise da solubilidade da proteina recombinante foi verificada em SDS-PAGE 12%.
Para tal, as bactérias induzidas com IPTG foram lisadas e as porcdes soluvel e insoluvel foram
analisadas separadamente. Na Figura 10 pode-se observar que a maior parte da proteina foi
expressa na forma de corpos de inclusdo insollveis. Por esse motivo, a purificacdo da
proteina recombinante (PbMdjlr) em coluna de afinidade foi feita apds solubilizacdo com

agente desnaturante (uréia).

Para a purificacdo de PbMdjl recombinante, as bactérias foram induzidas em larga
escala e processadas como descrito em Material e Métodos para a obtencao do extrato total
da bactéria. O precipitado insolavel foi ressuspendido em tampao contendo 8 M de uréia e o
sobrenadante foi analisado em SDS-PAGE (Figura 11). Este material foi paralelamente
aplicado em coluna de Ni-NTA e eluido em tampdo 8 M de uréia em pH acido. Os eluatos
foram analisados em SDS-PAGE 12% (Figura 11), onde se pode observar que a proteina
recombinante foi melhor eluida nas fracoes de pH 5,9 e 4,5. Salienta-se que o “dublet”

observado em 31 kDa é resolvido em uma Unica banda na auséncia de uréia.
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Figura 9: A — Representacdo esquematica do plasmideo de expressdo pHIS3 contendo o
inserto o PbMDJ1 truncado (nt 38 a 795, oligoiniciados por B3/A7). B — Gel de agarose 1%,
impregnado com brometo de etideo, mostrando a digestdo da construcdo pHIS3Mdj1 (1 e 2)
com as enzimas EcoRI e Spel. A banda de 757pb corresponde ao inserto. Marcadores (P)
estdo indicados em pb C — Gel de poliacrilamida 12%, corado pelo “Coomassie blue”,
mostrando o perfil do extrato total de bactérias £ coli BL21pLysS contendo o vetor
(pHIS3Mdj) ou o controle sem inserto (pHIS3), antes (0 h) e apds indugao com IPTG por 1 e
3 h. A proteina recombinante (massa aparente de 31 kDa) esta indicada pela seta.
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Figura 10 — Gel de poliacrilamida 12%, corado com o corante “Coomassie blue”,
apresentando o perfil dos lisados de bactérias (BL21pLysS) transformadas com o plasmideo
pHIS3Mdj1 apds 1 e 3h de indugao com IPTG (0,5mM). S, fracdo solivel e I, fracdo insollvel
(seta); P, padrao de massa molecular em kDa. A seta indica a proteina PbMdj1 recombinante.

]
" O
S ®w T o
S £ 3 T 7
47—
— -
29—
19—

Figura 11 — Purificacdao da PbMdj1 recombinante (seta, 31 kDa) em coluna Ni-NTA, a partir do
extrato bruto de proteinas expressas em bactérias £. coli BL21pLysS, solubilizado em 8M de
uréia. O extrato total de proteinas, proteinas nao ligantes, proteinas eluidas pelos tampGes com
pH 6,3, 5,9 e 4,5, bem como a migracao do padrao de peso molecular em kDa estdo indicados.
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Apds purificacao em coluna de niquel, a proteina recombinante resultante foi utilizada
na producao de anticorpos policlonais anti-PbMdj1 de coelhos. Aproximadamente 300 ug da
proteina foi aplicada em gel de SDS-PAGE 12%. Esse procedimento foi sequido para separar a
proteina recombinante da uréia e de tracos de outras proteinas bacterianas ligantes de niquel.
O gel foi corado por “Coomassie blue” e a banda correspondente a proteina recombinante foi
cortada do gel, ressuspendida em PBS e homogenizada pela passagem em seringa e agulha.

Este material foi aplicado por via subcutanea em varios pontos no dorso de coelho.

Apds 40 dias de imunizacdao, o soro do animal apresentou reatividade fraca com a
proteina purificada em “immunoblotting” (Figura 12A). O soro coletado apds o reforco (65
dias), entretanto, foi fortemente reativo (Figura 12B), com titulos que alcangaram 1:16.000
mesmo quando testado com uma pequena quantidade da proteina recombinante, como visto

na Figura 12C.

Os anticorpos policlonais anti-PbMdjir foram utilizados em experimentos de
imunolocalizacao e de localizagdo da proteina nativa. Para tanto, foi realizada uma purificagdo
de IgG total em coluna de proteina A, como descrito em Material e Métodos. A Figura 13A
mostra as preparacdes obtidas, nas quais as bandas correspondentes a cadeia pesada e leve
da imunoglobulina G estao indicadas pelas setas. Paralelamente, foram purificados anticorpos

policlonais monoespecificos (Figura 13B).
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Figura 12 — “Immunoblotting” mostrando a reatividade do soro policlonal anti-PbMdjl com a
proteina recombinante purificada (300 ug em A e B e 100 ng em C). Observa-se a reacdo com o
soro de coelho pré-imune (1/250) e imune em varias diluicoes apds 40 e 65 dias da imunizacdo.
C, reacdo com soro de coelho imunizado apos 65 dias, revelado por DAB e quimioluminescéncia.
O marcador de massa molecular a esquerda esta representado em kDa.
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Figura 13 - A, Purificagdo de IgG total em coluna de Proteina A Sepharose a partir de soro de
coelho hiperimune anti-PbMdj1 recombinante e B, Purificacdo de IgG policlonal monoespecifica
anti-PbMdj1 a partir de soro total hiperimune. Os eluatos foram submetidos a SDS-PAGE 10% e
os géis corados por “Coomassie blue” (A) e nitrato de prata (B). P, padrdo de massa molecular
(valores em kDa); 1 e 2, fragOes eluidas em tampdo acido. As setas indicam a cadeia pesada e
leve da imunoglobulina G.
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4.3. Deteccao da proteina PbMdj1 nativa

Com o uso do anticorpo policlonal anti-PbMdjir foi possivel identificar e localizar a
proteina nativa no extrato mitocondrial de leveduras de P. brasiliensis. Extratos
citoplasmaticos e mitocondriais totais foram preparados a partir de células recolhidas antes ou
apos choque térmico de 42 °C (Figura 14A) e testados por “immunoblotting” com soros pré-
imune ou hiperimune anti-PbMdj1 (1:1.500). Observa-se na Figura 14B que os soros
reconheceram fortemente uma banda de aproximadamente 55 kDa nas amostras
mitocondriais, a qual ndo foi reconhecida pelo soro pré-imune de coelho. Esta banda
corresponde ao peso molecular estimado de PbMdjl desprovido da sequéncia de

enderecamento mitocondrial clivada.

O componente do extrato mitocondrial proveniente de células que sofreram choque-
térmico mostrou uma marcacdo mais acentuada, sugerindo que PbMdj1 tem sua expressao
aumentada em condicOes de estresse térmico (Figura 14B). O mesmo ocorreu com 0s niveis
de transcricao de PbMDJ1 (Figura 15) analisada inicialmente por ensaio de “Northern blot”,
onde se observou o aparecimento de bandas de aproximadamente 2,05 Kb somente apds o
choque térmico. Apds 60 min o aumento foi mais pronunciado. O normatizador do ensaio foi a
visualizagdo da quantidade relativa das subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal das
amostras testadas, mostrado pelo gel de agarose corado com brometo de etideo (Figura 15).
Desta forma, o aumento da expressdao da transcricdo é acompanhado pelo aumento da

traducdo da proteina ap6s choque térmico a 42 °C (Figura 14B e 15).
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Figura 14 - Reconhecimento da PbMdjl nativa pelo anticorpo anti-PbMdj1l. A, Gel SDS-
PAGE 10% corado pelo “Coomassie blue” do extrato total (T) e mitocondrial (M) de células
leveduriformes de P. brasiliensis crescidas a 36°C antes e apds choque térmico a 42 °C por
60 min. B, Western blot revelado por quimioluminescéncia com os extratos totais e
mitocondriais (20 ng por pogo) utilizando os soros pré-imune e anti-PbMdj1 na diluicdo de
1:1.500. O padrao de peso molecular esta indicado em kDa. Uma banda de 55 kDa (seta)
correspondente a PbMdj1 foi observada apenas nas fracdes mitocondriais.

PbMDJ1

Figura 15 — A, Analise por “Northern blot” de RNA total de células leveduriformes de A.
brasiliensis crescidas a 36 °C antes e apos choque térmico a 42 °C por 30 e 60 min, usando a
sonda o gene PbMDJ1. A seta indica a massa molecular em kb. O painel B mostra gel de

agarose com brometo de etideo, replica daquele transferido, no qual as subunidades 18S e 28S
do rRNA estao visualizadas.
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4.4. Purificacdao de PbMdj1 nativa a partir de extrato total de mitocondrias de P.

brasiliensis

Para a purificacdao de PbMdjl nativa, as células leveduriformes de P. brasiliensis foram
cultivadas e processadas como descrito em Material e Métodos para a obtencao do extrato
mitocondrial do fungo. A fracao IgG dos anticorpos policlonais anti-PbMdj1 foram acoplados
na resina Affi-Gel 10 (BioRad), o extrato mitocondrial foi aplicado na coluna resultante e as
proteinas ligadas foram eluidas em varias fragbes. A proteina PbMdjl foi encontrada
principalmente na fracao 1. Trés purificacdes foram realizadas e as aliquotas da fragao 1
foram reunidas e concentradas. Este material foi aplicado em gel de SDS-PAGE 10%, corado
pela prata e duas bandas foram identificadas (Figura 16A), entre as quais apenas a banda de
55 kDa reagiu em ensaio de “immunoblotting” com soro policlonal anti-PbMdj1 (Figura 16B).
A banda de aproximadamente 65 kDa provavelmente foi carregada como parte de um

complexo proteico.

Os anticorpos anti-PbMdj1 acoplados em resina Affi-Gel 10 foram utilizados em ensaios
de imunocaptura, seguido de deteccdao das proteinas eluidas por “immunoblotting”. Apenas
uma banda de 55 kDa apresentou reatividade com o soro de coelho anti-PbMdjl,

demonstrando a grande especificidade deste anticorpo (Figura 16C).
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Figura 16 — Purificacdo de PbMdjl nativa. A, Gel de SDS-PAGE 10% corado pela prata,
mostrando o produto da purificacdo em coluna de afinidade anti-PbMdjl. B e C,
“Immunoblotting” de anti-PbMdj1lr com o produto de purificacdo da coluna de afinidade (B) ou
de imunocaptura de extrato mitocondrial de P. brasiliensis (C) revelados por quimioluminecéncia.
A banda de 55 kDa (seta) corresponde a PbMdj1. Os marcadores estdo em kDa.
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4.5. Localizacao de PbMdjl1 em P. brasiliensis

Os anticorpos policlonais produzidos contra PbMdjl recombinante purificada foram
utilizados em experimentos de citolocalizacdo da proteina nativa nas células fungicas de P~
brasiliensis. Para tanto, leveduras de P. brasiliensis crescidas em YPD-agar foram
permeabilizadas, fixadas em metanol e incubadas com soro (diluigao 1:200) ou IgG (30 ou 60
ug/mL) de coelho pré-imune ou imunizado com PbMdjlr. As células incubadas com soro
hiperimune apresentaram padrao de marcacao granular (Figura 17B), o qual nao foi
observado com o soro controle pré-imune (Figura 17A). Com anticorpos monoespecificos, o
padrao de marcagao foi semelhante ao observado com o soro hiperimune do coelho,

demonstrando a especificidade da reacao (Figura 17C).

Para verificar se a marcacdo correspondia a localizacdo mitocondrial, o marcador
mitocondrial fluorescente Mitotracker Red 580 foi utilizado. Este corante difunde-se
passivamente através da parede e membrana das células flngicas e acumula em mitocondrias
ativas, tornando-as visiveis em microscopio de fluorescéncia. Com a finalidade de padronizar o
experimento, uma curva de tempo de incubagao e concentracao do corante foi realizada. Para
a marcacao das mitocondrias, as leveduras foram incubadas nas concentracdes de 10, 20 e
50 nM por 10 e 20 min. O melhor ponto para a observacao das mitocondrias foi de 20 nM por
20 min (Figura 18). As mitocondrias puderam ser visualizadas por padrdo de marcacgao
granular no citoplasma celular. O padrao observado na Figura 17 foi semelhante ao obtido
com o corante Mitotracker. Todavia, devido as limitagbes da técnica ndo foi possivel sugerir
uma localizagao mais precisa da marcagao. Estes resultados foram melhor elucidados com os

experimentos de microscopia confocal e eletronica.

Em experimentos de dupla marcacao em microscopia confocal, foi observado um
padrao de marcagao granular com o anticorpo anti-PbMdjlr (verde) e com o corante
MitoTracker Red (vermelho). A sobreposicao das imagens mostrou clara co-localizagao de
PbMdjl com o marcador mitocondrial (amarelo) (Figura 19A). Fraca intensidade de

fluorescéncia foi observada com IgG de coelho pré-imune (Figura 19B).

Além da marcacdo na mitocondria, foi observada reatividade do anticorpo policlonal
anti-PbMdj1r com a superficie do fungo em toda extensdo (Figura 19A). Forte marcacao
(verde) foi também observada na regidao de brotamento, o que pode ser observado
particularmente na Figura 19C. O corte longitudinal desta imagem facilitou uma visao da
grande intensidade de marcacdo na superficie da célula-filha. Foram realizados ainda

experimentos de imunolocalizagao com S. cerevisiae, C. albicans e C. neoformans com soro de
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coelho imune anti-PbMdj1r, porém todas as reagles foram negativas, assim como as reagoes

de “immunoblotting” com extrato mitocondrial de S. cerevisiae (dados nao apresentados).

Detalhes da localizacdo celular de PbMdj1 foram também explorados por microscopia
eletronica de transmissao, utilizando imuno-marcacao com ouro coloidal. Este experimento foi
realizado com a ajuda da Dra. Luciana Ganiko e da Dra. Edna Freymiller no Centro de
Microscopia Eletronica da UNIFESP/EPM.

Na Figura 20 pode-se observar detalhes da localizacdo ultra-estrutural da proteina
PbMdj1 de P. brasiliensis. Nestas microscopias, foi observado um grande numero de
mitocOndrias distribuidas preferencialmente na periferia da célula, as quais apresentaram
morfologia alongada. Os anticorpos anti-PbMdjlr reagiram com moléculas no interior das
mitocondrias (seta), especialmente daquelas localizadas na regido periférica proxima a
membrana celular. As mitocondrias que ndo estavam proximas a parede celular estavam
menos marcadas. A marcagao no citoplasma foi escassa, porém ocorreu em alguns pontos
entre a membrana plasmatica e as mitocondrias. Abundante marcagdo foi observada na
regiao de brotamento (Figura 20D), resultado que estd de acordo com a intensidade de
fluorescéncia vista nesta regiao pela microscopia confocal (Figura 19C). Intensa marcacao foi
visualizada ao longo de toda parede celular do fungo (Figura 20B e C), a qual nao foi

observada nas segdes ultra-finas incubadas com IgG de coelho pré-imune (Figura 20E).
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Figura 17 - Imunolocalizacdo da PbMdjl em leveduras de PA. brasiliensis analisada por
microscopia de fluorescéncia. As células foram incubadas com soro pré-imune (A), soro total
hiperimune de coelho anti-PbMdj1 (B) ou anticorpo policlonal monoespecifico anti-PbMdj1 (C).
As imagens em campo claro estdo a esquerda.

85



Figura 18 - Marcacdo de P. brasiliensis com Mitotracker Texas Red, corante fluorescente
seletivo para mitocondrias. Células viaveis foram incubadas durante 20 min com uma
concentracdo de 20 nM do corante.
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Figure 19 - Localizacdo de PbMdj1 em células leveduriformes de A. brasiliensis por microscopia
confocal. Em vermelho, marcacdo com MitoTracker Red. As imagens em verde mostram a
reacdo do anti-PbMdj1r monoespecifico conjugado com FITC. O controle da reacdo foi realizado
com IgG pré-imune (painel B). A sobreposicdo das imagens mostrou a co-localizagdo da
marcagao (amarelo-laranja). O painel C traz duas imagens de secgOes de células brotantes
mostrando forte reacao com anti-PbMdj1r (painel inferior) ou com sobreposicdo de imagens
(painel superior). Resultados similares foram obtidos com IgG anti-PbMdjir ou anticorpos
monoespecificos.
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Figure 20 — Localizagdo ultraestrutural de PbMdjl em células leveduriformes de A
brasilignsis incubadas com a fragdo IgG (60pg/mL) de ambos anti-PbMdjir (A-D) ou do
confrole pré-imune (E). Cada painel mostra uma célula diferente. A, Fotomicrografia
panoramica. B e C, detalhe em maior aumento, mostrando a marcacdo dentro das
mitocdndrias (M) e marcagdo da parede celular (PC). C, detalhamento da marcacao na

membrana celular e entre a mitocdndria e a parede celular. D, Intensa marcacdo na regido de
bratamento,
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A marcacdo na superficie de células leveduriformes de P. brasiliensis foi também
demonstrada por experimentos de citometria de fluxo (FACS). Para tanto, as células fungicas
foram fixadas em paraformaldeido e incubadas com 50, 100 e 200 ug/mL IgG de coelho pré-
imune ou imunizado com PbMdj1r. Estas células foram analisadas segundo sua fluorescéncia,
granulosidade e tamanho, onde se observou uma nitida curva dose-resposta. A maior
reatividade (marcacao superior a 50 %) foi observada na concentragao de 200 ug/mL de IgG
anti-PbMdj1r, enquanto o controle negativo (IgG de coelho pré-imune) apresentou apenas 7

% de marcacao (Figura 21).

Esta localizacao ectdpica de PbMdjl foi também confirmada em ensaios de
“immunoblotting” com extrato de parede de células leveduriformes de A. brasiliensis. A
principal dificuldade de se identificar componentes de parede consiste na obtencao deste
material a partir de células totais, uma vez que durante a extracdo deve-se garantir que o

extrato ndo esteja contaminado com componentes citoplasmaticos.

Nossa analise foi realizada com uma técnica de extracao branda de componentes
fracamente ligados a parede celular do fungo, a qual ao mesmo tempo garante a integridade
celular. Essa estratégia foi utilizada por Lépez-Ribot e colaboradores (1996), que detectaram
Hsp70 na parede celular de C. albicans extraida pela incubacao de células com uma solugao

levemente alcalina contendo B-mercaptoetanol (3-ME).

Na figura 22A pode-se observar o padrao eletroforético das proteinas extraidas com B-
ME da parede celular de P. brasiliensis. O extrato foi aplicado em gel de SDS-PAGE 10%,
transferido para membrana de nitrocelulose e analisado por “immunoblotting” com IgG (12
ug/mL) monoespecifica purificada do soro pré-imune ou do soro hiperimune anti-PbMdjir.
Observa-se na Figura 22B que os anticorpos reconheceram uma banda de aproximadamente
55 kDa comparavel com a mitocondrial reconhecida pelo mesmo soro, a qual nao foi
detectada pelo soro pré-imune de coelho. Uma banda inespecifica de aproximadamente 85
kDa, com menor intensidade de marcacao, foi visualizada tanto com a IgG anti-PbMdj1r e IgG

de soro de coelho pré-imune.

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram tratadas com a solugdo alcalina com B-
ME e incubadas com 200 pg/mL de IgG anti-PbMdjlr, as quais foram analisadas por
citometria de fluxo. Este ensaio teve por finalidade verificar se haveria diminuicdao na
intensidade de marcacao. Ao contrario do que se esperava, houve aumento na marcacdao com

consequente deslocamento da curva para a direita (Figura 21 - linha amarela).
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Figura 21 — Ensaio de citometria fluxo (FACS) com células leveduriformes de . brasiliansis
incubadas com IgG pré-imune de coelho (200pg/mL) ou anti-PbMdilr (50, 100 e 200
pg/mL). As linha pretas indicam o padrdo de auto-fluorescéneia das células leveduriformes,
Mo dltimo quadro esta apresentado em amarelo o padrao de marcacdo das células que
foram previamente incubadas com solucdo levermente alcalina com F-mercaphoe tanal,
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55

Mito

B-ME

Figura 22 - Localizacao de PbMdj1 na parede celular de P. brasiliensis. A, Padrao do extrato
de parede de A. brasiliensis extraido em solugao contendo B-mercaptoetanol (B-ME) em gel
de SDS-PAGE 10% corado pelo corante “Coomassie blue”. B, “Western blot”, revelado por
quimioluminescéncia, do extrato B-ME utilizando a fracdo de IgG anti-PbMdjlr, anti-PbLonr e
soro pré-imune na diluigdo 1:1.500. O extrato mitocondrial (Mito) foi aplicado em paralelo e
analisado com IgG anti-PbMdj1r. Os pesos moleculares estdo indicados em kDa.
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4.6. Efeito de anticorpos policlonais anti-PbMdj1 no crescimento de P. brasiliensis.

Em virtude da presenca de PbMdj1 na parede celular, buscou-se avaliar se a adicao de
anticorpos policlonais anti-PbMdj1ir em culturas do fungo resultaria em alguma alteragdao no
crescimento. Dessa forma, células de P. brasiliensis crescidas por 6 dias em meio liquido em
microplacas foram incubadas com diferentes concentracoes de IgG de coelho pré-imune ou
imunizado contra PbMdjir. Nenhuma alteracao significativa foi observada em relacao aos

controles negativos, PBS e IgG de coelho pré-imune.

TABELA 1. Falta de inibicao do crescimento de A. brasiliensis por IgG anti-

PbMdj1r

CondigBes (ug/mL)? No de CFUP
Meio de CUtUra ..vveeviiieeiice e, 37 5,2
Anti-PbMdj1r

200, i 38,33 £ 4,7

100, 46,75 £ 9,0

0 TR 37,75 + 2,7

2 ———— 38+0,8

12,5 39+0,8
Soro pre-imune

200,11 iiieirir e ———————— 46,5 + 3,5

100, 41,75 £ 4,9

50— 42,25 £ 5,7

2D 43,25 £ 3,1

12,5 ittt 41,6 +5,8

@ Células leveduriformes (10%) foram cultivadas na presenca de 200, 100, 50, 25 ou 12,5
mg/mL de anticorpos. Depois da incubagdo por 48 ou 72 h at 36 °C, as culturas eram
suplementadas com os anticorpos.

® Nimero de CFU foi determinado no 6° dia de cultura. Ndo houve diferencas estatisticamente
significativa no n° de CFU (p > 0,05).
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4.7. Reatividade de PbMdjl recombinante com soro de pacientes com

paracoccidioidomicose (PCM)

A reatividade de 8 soros de pacientes com PCM, um com aspergilose, outro com
histoplasmose, além de um soro de pessoa saudavel foram testados em experimentos de
“immunoblotting” para proteina recombinante PbMdjl. Todos os soros foram testados na
diluicdo de 1/100. Como controle positivo foi utilizado o soro hiperimune de coelho anti-
PbMdjlr. Observa-se na Figura 23 que 3 soros de pacientes com PCM reconheceram a
PbMdjr.

4.8. PbMdj1 é exportada no sobrenadante de cultura de P. brasiliensis?

Para verificar se PbMdjl é secretada no sobrenadante de cultura, células
leveduriformes de P. brasiliensis foram crescidas por 4, 6, 8, 10 e 14 dias a 36 °C sob
agitacao (Figura 24) e o sobrenadante destas culturas coletados, concentrados e testados
para a presenca de PbMdjl por “immunoblotting”. Em nenhum dos pontos da curva de
crescimento houve reatividade das proteinas secretadas com o soro de coelho anti-PbMdjir. A
viabilidade das células fungicas foi averiguada durante o crescimento, ja que a proteina do
sobrenadante poderia ser o produto da lise de células mortas. O fungo apresentou 98 % de
viabilidade no primeiro dia da contagem e 84 % no ultimo dia (14°) (Figura 24). Pode-se
observar ainda que a fase exponencial ficou evidente a partir do 6° dia e o pico de contagem
foi no 10° dia de cultivo, ponto no qual iniciou a fase estacionaria. A viabilidade das células
fungicas foi determinada através da contagem em cadmara de Neubauer utilizando o corante

vital Tripan “blue”.

Os experimentos de microscopia confocal, eletronica e de FACS foram realizados com
culturas de células fungicas de 5 - 6 dias de crescimento. Na Figura 24 podemos observar que
a viabilidade das células de P. brasiliensis em cultura era superior a 90 % neste periodo. Este
tipo de informacao serviu para descartar a hipdtese de que os resultados encontrados nestes
experimentos fossem produtos da ligagdo de moléculas citoplasmaticas oriundas de lise

celular.
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Figura 23 — Reconhecimento por “immunoblotting” da proteina recombinante PbMdj1 por 3
soros de pacientes (1:200) com PCM. Os controles positivo (PbMdjlr com soro de coelho
1:16.000) e negativo (soro de pessoa saudavel) estao indicados. Os soros dos pacientes
testados reagiram em teste de imunodifusdo com gp43 com titulos de 1:64 e 1:32.
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Figura 24 - Curva de crescimento do isolado Pb1S8 de A brasiienss mostrando a
contagem de células viaveis ( e) e a viabilidades do fungo (») durante 14 dias em meio
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PARTE II

4.9. Caracterizacao dos elementos de transcricao da regiao promotora dos genes
PbMDJ1/PbLON

A segunda parte deste trabalho consistiu na caracterizacdao da regido promotora dos
genes PbMDJI e PbLON, os quais se encontram em direcdes opostas e possivelmente
compartilhando elementos de transcricdo. A Figura 25 apresenta os resultados referentes a
preparacao de reagentes para os experimentos de protecdao contra Dnase I (“footprinting”). O
fragmento correspondente a regido intergénica dos genes PbMDJ1/PbLON (ML) dos isolados
Pb3 e Pb18 foi amplificado por PCR utilizando os oligonucleotideos D4 (sense) e 2A9 (anti-
sense) (Figura 25C) como esquematizado na Figura 25B. O produto desta amplificacao foi
clonado em pGEM-T (Figura 25A).

Extratos totais dos isolados Pb18 e Pb3 de A. brasiliensis foram preparados a partir de
células leveduriformes e utilizados em ensaios de “footprinting” e de retardo da motilidade
eletroforética (EMSA). O perfil eletroforético destes extratos podem ser observados na Figura
25D.

A Figura 26A mostra um esquema da reacao de DNAse I “footprinting”. O plasmideo
contendo o fragmento ML foi digerido com a enzima £coRl, para a liberagao do inserto, o qual
foi purificado e as extremidades marcadas radioativamente com ajuda da T4 polinucleotideo
kinase (Promega) e [y°?P] ATP. Nesses experimentos, apenas uma das extremidades deve
apresentar a marcacao. Para a retirada da extremidade 3 marcada, foi utilizada a enzima de
restricdo Spel, cujo sitio estd presente no fragmento (Figura 26B). A sonda marcada foi
incubada com extrato total do fungo e a enzima Dnase I foi adicionada a mistura em
quantidade suficiente para provocar, em média, apenas uma clivagem por molécula de DNA.
No controle ndo foi adicionado o extrato. Os produtos da clivagem gerados na presenca ou
auséncia do extrato total de A. brasiliensis foram aplicados lado a lado em gel de eletroforese

em condi¢des desnaturantes.

Os melhores resultados estdao nas Figuras 27 e 28, onde foram utilizados 100 ng
(Pb18) e 120 ng (Pb3) de extrato total de A. brasiliensis. Extratos nucleares foram também
preparados, entretanto o rendimento foi insuficiente para utilizacao nos ensaios. Na Figura 27
podemos observar duas regides de protecao (as quais nomeamos AP1 e HSE2) no fragmento
ML do isolado Pb18. Com o extrato do isolado Pb3 foram observadas 5 regides de protecao
(AP1, HSE1, HSE2, HSE3 e GT) (Figura 28). A sequéncia correspondente as regides de
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protecao foi identificada pela comparacao com a reacdao de sequenciamento iniciada pelo

oligonucleotideo D4 aplicada paralelamente.

A sequéncia do fragmento ML foi analisada pelo programa de computador TFSEARCH
(http://molsunl.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), o qual detecta os fatores de
transcricdo putativos que poderiam se ligar nas regides indicadas (Figura 29). Nesta analise,
pode-se verificar que AP1 contém um motivo ligante de AP-1-like (GATGACTAAGA) na direcao
de PbLON, a -265 pb do cddon de iniciacdo, com alta identidade com a sequéncia “AP-1
recognition elements” de mamiferos ARE (G/AC/GTGAGACTNC/ANA/T). Esta regido também
contém um motivo ligante de Skn-1-like (CTTAAGTCAATCCA) na direcao de PbMDJ1. As
regides de protecao HSE1 (CGGCTAACTTTGITCCACGAAAA), HSE2
(ACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATAG) e HSE3 (AGAAGGGAATTIGCCGAGTGAGT)
contém motivos com alta homologia para ligagdo com Hsf (“heat shock factor”). Estes
elementos encontram-se nas posicoes -223, -257 e —-331, respectivamente, do cédon de
iniciagdo de PbMDJ1. A regido de protecdo HSE2 € homodloga a um elemento de choque
térmico ndo convencional (ncHSE) de MDJI de S. cerevisiae (Tachibana et al., 2002). As
sequéncias de HSE-like estdo direcionadas para PbMDJ1. Todavia, as sequéncias identificadas
como HSE-like sdo palindromicas e podem funcionar em ambas as direcdes. O ensaio de
protecao com o fragmento ML e o extrato do isolado Pb3 aparentemente apresentou uma
regiao de protecao contendo homologia com um elemento de GATA-2 e GATA-1 direcionado
para PbMDJ1.
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Figura 25 — A, Modelo esquematico do plasmideo pGEM-T (Promega), mostrando os sitios de
“poli linker”. B, representacdo esquematica do fragmento ML com os sitios de restricdo apds
digestdo com EcoRI. Os sitios das enzimas de restricdo £coRI (E), Spel (S) estdo indicados.
D4/2A9, par de oligonuclotideos utilizado para a amplificacdo do fragmento ML. C, Gel de
agarose 1%, impregnado com brometo de etidio, mostrando o produto purificado do fragmento
da regido intergénica dos genes PbMDJ1/PbLON (ML) apds digestao com EcoRI (434pb) do
pGEM-T onde foi clonado. P, migracdo do padrao molecular, com valores em pb. D, Gel de SDS-
PAGE 10%, corado por “Coomassie blue”, mostrando extrato total de P. brasiliensis utilizado em
reagOes de protecdo a DNAse 1.
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Figura 26 - Estratégia de marcacao radioativa da regido ML para ensaios de DNAse I
“footprinting”. A regido ML esta representada em verde e um fragmento da regidao “poli linker”
do plasmidio de clonagem pGEM-T em azul. Os sitios para as enzimas de restricdo £coRI (E) e
Spel (S) e os oligonucleotideos utilizados para amplificar e clonar o fragmento ML (D4 e 2A9)

estdo indicados, assim como a estratégia para retirada da extremidade 3" marcada utilizando
Spel.
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Figura 27 - Ensaio de protecdo por DNasel “footprinting”. Gel desnaturante de poliacrilamida-
uréia 6% mostrando a corrida eletroforética do sequenciamento do fragmento ML iniciado pelo
oligonucleotideo D4 (esquerda) e o ensaio de protecdo contra DNasel do fragmento ML do Pb18
na auséncia (-) ou presenca (+) de extrato total de Pb18. Estdo indicadas as regides de protecdo
e suas sequéncias, assim como a homologia com os elementos de transcricdo ndo convencionais
(ncHSE) de S. cerevisiae. Em vermelho estdo assinalados os motivos contidos nos
oligonucleotideos.

100



CATG

:

[\ !
!

o
i |

\

|
;

E_

é

|
{

l.lll ll lll‘llllllflr
1Ly gl

oy

+ extrato Pb3

i
e

L E

|

AP1 TCTTAGTCATCCAACGC

HSE 1 CGGCTAAACTTTGTTCCACGAAAAA

HSE 2 GCTTACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATA

HSE 3 AGAAGGGAATTTGCCGAGTGAGT

GT CCCAGAGATGGCCC

Figura 28 — Ensaio de protecdao por DNasel “footprinting”.
Gel desnaturante de poliacrilamida-uréia 6% mostrando a
corrida eletroforética do sequenciamento do fragmento ML
iniciado pelo oligonucleotideo D4 (esquerda) e o ensaio de
protecdo a DNasel do fragmento ML do Pb3 na auséncia (-)
ou presenca (+) de extrato total de Pb3. Estdo indicadas as
regidoes de protecdo e suas respectivas sequéncias. Em
vermelho estdo assinalados os motivos contidos nos
oligonucleotideos.
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Figura 29 — Andlise da regido promotora de PbLONMPbMDJI1 (ML) de P. brasiliensis pelo
programa TFSEARCH (http://molsuni.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), frente a
uma matriz ampla de elementos de transcricdo. As caixas pontilhadas em azul marcam as
regides de protecao encontradas no experimento de “footprinting”. As posicoes dos nucleotideos
a direita estdo em relagdo ao ATG inicial de PbMDJ1. As setas indicam os possiveis fatores de
transcricdo correspondentes.
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As variagOes observadas no numero de regides de protecao entre estes dois isolados
poderiam sugerir a existéncia de sitios de polimorfismo. Dessa forma, buscou-se avaliar se a
propria regido (ML) apresentaria algum tipo de polimorfismo entre os isolados. A sequéncia
originalmente caracterizada foi do isolado Pb339 (Barros e Puccia, 2001; nimero de acesso
AF334811). O primeiro passo foi clonar a regiao ML dos isolados Pb3, Pb5, Pb12, Pb18 de A.
brasiliensis, utilizando como molde o DNA gendmico destes isolados extraidos pela Dra. Flavia
V. Morais e utilizados em sua tese de doutoramento (Morais, 2003; Morais et al., 2000). Este
material clonado foi sequenciado no Centro de Estudos do Genoma Humano na USP utilizando

o oligonucleotideo sp6 do vetor.

O alinhamento das sequéncias ML mostrou que os isolados Pb339, Pb18, Pb12 e Pb5
foram homdlogos, ao passo que em Pb3 foram encontradas 5 regides de polimorfismo, sendo
3 substituicOes, 1 insercdo de 2 nucleotideos e 3 interrupcdes em relagdo aos outros isolados
(Figura 30). Esse resultado foi confirmado em 4 clones e com diferentes oligonucleotideos
iniciadores (sp6, D4 e 2A9). Entretanto, estas diferencas nao foram encontradas nos motivos
mapeados pelo ensaio de DNAse I “footprinting” (Figura 30), exceto pela mudanga de um C
por um G na regido do elemento AP1, fora do nucleo principal de ligagdo ao fator de

transcricao (Figura 30).

Para validar os elementos de transcricdo mapeados pelos ensaios de DNAse I
“footprinting” foram realizados experimentos de EMSA com os oligonucleotideos listados no
item 3.7.3 de Material e Métodos. O método de retardo em gel é uma das formas mais
rapidas de analisar a interacdo entre DNA e proteina “in vitro”. Esta estratégia fundamenta-se
no fato de que a mobilidade eletroforética de um acido nucléico (oligonucleotideo dupla fita)
se altera quando esta ligado a uma proteina (fator de transcricao). Cada oligonucleotideo
dupla fita foi testado com extratos celulares do Pb18 e Pb3. Na Figura 31 podemos observar
uma interacdo especifica entre os oligonucleotideos marcados (HSE132P, HSE23?P, HSE3%?P e
AP1%*’P) e proteina, a qual foi inibida pela adicdo de oligonucleotideo ndo marcado (frio).
Nesta figura pode-se observar ainda uma curva de competicdo entre o oligonucleotideo
marcado e o excesso molar do proprio oligonucleotideo ndo marcado (frio). O padrdo de
migracao das bandas ficou inalterado na presenca do competidor inespecifico (BS10).
Nenhuma interacao foi observada para o elemento GATA nos ensaios de EMSA.

Na Figura 31 observa-se que o complexo AP1 e HSE1/proteina formado com proteinas
de Pb3 apresentou um padrao de migracdo mais rapido quando comparado com o Pb18.
Esses dados sugerem um polimorfismo no complexo dos fatores de transcricao ligantes em
AP1 e HSE1. Nenhuma reacdo foi observada com o oligonucleotideo HSE3 incubada com o
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extrato do isolado Pb18. Este resultado poderia justificar porque nao foi visualizada protegao
da correspondente regido com o extrato do isolado Pb18 (Figura 27). Estes achados vém a
contribuir com os estudos de polimorfismo em A. brasiliensis realizados em nosso laboratorio
(Morais et al., 2000; Carvalho et al., 2004).

A Figura 32 resume o mapeamento dos elementos de transcricdao encontrados na
regiao ML de P. brasiliensis pelo ensaio de “footprinting” e validados por EMSA. Pode-se
observar nesta figura a localizacdo dos elementos putativos e suas respectivas sequéncias.
Nesta figura observa-se ainda que apesar da identidade da regiao ML do A. brasiliensis ser
baixa com H. capsulatum e B. dermatitidis, foi possivel identificar os elementos de transcricao
AP1, HSE1l e HSE2 nesses organismos. Nenhuma regiao com homologia significativa foi

identificada para os elementos HSE3 e GT.
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+— GT
Pb3 CGTGAGCAAAGACCAGTAGTTATACACACAAGCTGCGCATCCACTATCTCCCAGCAGAATTGCAGAAGAGCGTTA/‘CCCAGAGATG-I 86
Pb339, 512, 18 CGTGAGCAAAGACCAGTAGTTATACACACAAGCTGCGCATCCACTATCTCCCAGCAGAATTGCAGAAGAGCGTTAACCCAGAGATG | 86

HSE3 y

— — X o = * *
Pb3 |GCCdAGGCAGAGCAA ,JAGAAGAAGGGAATTTGCCGAGT@AGTTGTTTATCTCTTGTTGTTT AACAAAGAACQAGAGTGTTGCT 172
Pb339, 5 12, 18 IIGCC[]AGGCAGAGCAG HAGAAGAAGGGAATTTGCCGAGTiAGTTGTTTATCTCTTGTTGTTC AACAAAGAAQ--PGTGTTGCT 170

HSE2 HSE1 AP1

Pb3 JGCTTACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAAT GCAGCGTG1'[2GGCTAAACTTTGTTCCACGAAIAATGGClTCTTAGTCATCC-I 258

* *
r
pPb3  gAAGRECCCCAAAGAATCTTTTTTTTTT]--T---C-T--ACGATGATGAACGTGATTGATAGAGGATGAAGATGATATGCCAACTCC 344
Pb339, 512, 18 "ANCECCCCAAAGAATCTTTTTTTTTTICCTTTGCCTGGACGATGATGAACGTGATTGATAGAGGATGAAGATGATATGCCAACTCC 334

Pb3  GAGTCAACTAGATGCCTAGATAGTATATCCCACCGTCCCGTTTTGGCTGTGAACACTGTGTGCAGTC 411
Pb339, 512,18 GAGTCAACTAGATGCCTAGATAGTATATCCCACCGTCCCGTTTTGGCTGTGAACACTGTGTGCAGTC 401

—
PbMDJ1

Figura 30 — Analise comparativa das sequéncias da regido intergénica de PbMDJ1PbLON
(ML) dos isolados Pb18 e Pb3 de A. brasiliensis. Em azul estdo indicadas as regides de
protecdo encontradas no ensaio de “footprinting” com isolado Pb3 (Figura 28) e em vermelho
as mutagdes encontradas na sequéncia. As setas indicam o direcionamento de cada gene.
Foram analisados 4 clones individuais do fragmento de Pb3 e todos resultaram na sequéncia
indicada nesta figura. Os asteriscos indicam os 5 pontos de mutacdo da regido promotora ML

de Pb3.
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Extrato Pb18 Pb3 Extrato Pb18 Pb3
SondaAP13Pl + | + | + [ + | + | + SondaHSE13P | + | + | + | + | + | +
AP1 - + - - + - . HSEI - + - - + -
C ti Competidor
ompetidor { sol - | - |+ -]-[-+ Bsto | - | - -] -]+

HSE2 HSE3
Extrato Pb18 Pb3 Extrato Pb3 Pb18
SondaHSE23P | + | + | + | + | + | + SondaHSE33P I T + [ + | + | + | +
- - - - X HSE3 _ - - -
Competidor HSE2 + ks Competidor + +
BS10 Bsto - -1=1-1-1=

Figura 31 - Ensaios de mobilidade eletroforética em gel (EMSA) com os extratos totais da
fase leveduriforme dos isolados Pb18 e Pb3 e os oligonucleotideos dupla fita HSE1, HSE2,
HSE3 e AP-1 marcados radioativamente. Estdo indicados os competidores especificos e ndo-
especifico (BS10) ndo marcados. Abaixo, inibicdo com excesso molar do competidor
especifico ndo marcado. As setas indicam o complexo DNA/proteina especifico.
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HSE2 HSE1 AP1

Hc TCCTG'TATGGTGAGATGGAGAGAATCCAATCGAATGA AGGACT GGCGTAATATTGTTCCG GAAA AA-CC-AATA - AGTCATGCAAC

T T T T A N
Pb 1|'G CT'IACTTGATCAACTCGGAG/l\ACCTCGTCGAATA Il 'k | | | | | | | | | | !T.LL!AA GG-C | |——— '||"||'|A(|5'||'(|;L'||' | | |

R RN |
Bd 'ITGTG'AT'Il'AGlTGAG/l\CTCGG/|\G|A|A|TCCAATC|:G|A|ACG AGAA -!—CC:I(!:(L(.LCGGALCATT- TCCA | -GAT C}CTGG CAAA| | | |é'||'C|) |'!'| | |

—

PbMDJ1

Figura 32 - Apresentacdo esquematica da regido promotora PbMDJ1/PbLON (ML) mostrando os
genes em direcao opostas, compartilhando a regido 5’ intergénica e a localizagdo dos elementos de
transcrigdo encontrados nos isolados Pb3 (vermelho) e Pb18 (verde). Acima, analise comparativa dos
elementos de transcricdo da regido promotora ML comuns aos fungos P. brasiliensis (Pb), H.
capsulatum (Hc) e B. dermatitidis (Bd). Estdo indicadas em caixas pontilhadas azuis as regides de ~.
brasiliensis mapeadas neste trabalho por ensaios de protegdo contra DNAse I “footprinting” .
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4.10. Expressao de PbMDJ1 e PbLON

A técnica de RT-PCR quantitativo em tempo real consiste no monitoramento da
fluorescéncia liberada durante a reacao de PCR, o que permite quantificar um produto
especifico presente em um determinado momento da reacdo (Tyagi et al., 1998; Bonnet et
al., 1999).

Experimentos de RT-PCR quantitativo em tempo real foram realizados para monitorar
os niveis de transcricdo dos genes PbMDJ1 e PbLON de P. brasiliensis durante a transigao de
micélio para levedura (M - L), levedura para micélio (L - M) e apds estresse térmico a 42 °C. A
resposta ao estresse térmico de outros genes HSPs (HSP70, HSP82, HSP104) e do gene que
codifica ubiquitina (UBI) também foi analisada. Inicialmente foram feitas as curvas padrao
para cada conjunto de oligonucleotideo iniciador (Sistema Sybr Green — Applied Biosystems)
ou sonda (Sistema TagMan — Applied Biosystems) com o DNA total de P. brasiliensis, como
detalhado em Materiais e Métodos. Essas curvas serviram de base para o calculo das
equacdes da reta, as quais foram utilizadas no calculo do nimero de copias (Figura 33). Os
genes das subunidades o e B-tubulina de A. brasiliensis (o. ou B-TUB) foram usados como

normalizadores (referéncia interna) devido a sua expressao constitutiva.

Como pode ser observado na Figura 34, os niveis de mRNA do PbMDJ1 e PbLON do
isolado Pb18 aumentaram 2x e 3,6x apdés 30 e 60 min de choque térmico a 42 ©°C,
respectivamente. No isolado Pb3, entretanto, 0 aumento da expressao desses genes ocorreu
em um momento mais tardio da inducdo (2,9x apdés 60 min) e em menor escala para o
mesmo tempo. Esses resultados confirmam que PbMDJI e PbLON sao genes envolvidos na
protecdao celular ao estresse térmico, assim como ocorre na maioria dos organismos onde

esses genes foram estudados.

Esses resultados foram comparados aos niveis de expressao dos transcritos HSP/0,
HSP82, HSP104 e UBI (Ubiquitina) de A. brasiliensis apos choque térmico e esses resultados
estdo apresentados na Figura 35. A expressao desses genes aumentou de 3x a 3,9x apos 30
min e de 6,4x a 8,2x apds 60 min de elevagao da temperatura a 42 °C. A expressao do gene
UBI aumentou em 2,7x (30 min) e 5,5x (60 min). Em todos os casos, 0 aumento de expressao
foi maior do que para PbMDJI e PbLOMN.

O comportamento de PbMDJ1 e PbLON durante a transicdo dimorfica dos isolados
Pb18 e Pb3 também foi avaliada (Figura 36). Em Pb3, o padrao de expressao de PbLON e
PbMDJ1 foi semelhante durante a transicao M — L e L — M. Ambos os genes alcangaram um

pico de expressao apds 24 h do inicio de transicdo M — L e voltaram aos niveis iniciais em 120
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h. Durante a transicdo L — M, estes genes em Pb3 tiveram expressdao diminuida, no ponto de
48 h os niveis de expressao aumentaram e permaneceram perto dos valores iniciais em 120
h. Em Pb18, PbLON apresentou um padrao similar de flutuagao durante a transicao L — M mas
manteve-se elevado apds o pico de 24 h. No entanto, PbMDJ! apresentou diminuicao dos
niveis de mRNA durante todo o periodo de transicdo analisado. Na transicdo M — L, mRNA de
PbMDJI manteve-se elevado em todos os pontos, com pico em 120 h (2,5x), enquanto que
PbLON teve apenas um aumento transitdrio em 5 h. Estes resultados sugerem que PbLON e
PbMDJ1 tém regulagdao semelhante em Pb3, mas ndo em Pb18. Além disso, PbMDJ! parece
estar preferencialmente expresso na fase leveduriforme do Pb18. E interessante mencionar
que o perfil mostrado aqui difere das outras ASPs analisadas em Pb18 (Goldman et al., 2003):
HSP70, HSP82 e HSP104 apresentaram aumento da expressao (4 a 5x) nas primeiras 5h apos
a mudanca de temperatura, mas os niveis gradualmente diminuiram até chegar proximo aos
valores iniciais no ponto de 120 h. Durante a transicao de L — M, o perfil de expressao destes

genes assemelhou-se ao de PbMDJI em Pb18.
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Figura 33 - Padrdao de amplificacdo (painéis superiores) e curvas padrdo representativas dos
genes PbMDJ1, PbLON e B-tubulina de P. brasiliensis. O padrao de amplificagdo corresponde a
PCRs realizados com diferentes quantidades de DNA gendmico de P. brasiliensis (107, 108, 103,
104, 103, 102, 10! copias), calculadas de acordo com um tamanho de genoma estimado em 30
Mb.
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PbMDJ1

PbLON

N° de vezes aumentado
N

Pb18

0 30 Pb3

Figura 34 — RT-PCR quantitativo em tempo real (SyberGreen) dos genes PbMD.Jj1 e PbLON dos
isolados Pb18 e Pb3 de A. brasiliensis durante um choque térmico a 42 °C. A figura mostra o

numero de vezes em que o mRNA esta aumentado quando comparado com as células no tempo
0 h (valor = 1), nos quais estdo indicados os valores relativos de expressao..

PbMDJ1 = 60 min a 42°C

= 30 min a 42°C

PbLON O 0 min

UBI

HSP104

HSP82

HSP70

4 6 8
N©° de vezes aumentado

Figura 35 — RT-PCR quantitativo em tempo real (7agMan) dos genes PbMDJ1, PbLON, UBI,
HSP104, HSP82 e HSP70 do isolado Pb18 de A. brasiliensis durante um choque térmico a 42 °C.

A figura mostra o nimero de vezes em que o mRNA esta aumentado comparado com as células
no tempo 0 h (valor = 1), nos quais estdo indicados os valores relativos de expressao.
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Figura 36 — RT-PCR quantitativo em tempo real (SyberGreen) dos genes PbMDJI e PbLON
dos isolados Pb18 e Pb3 de P. brasiliensis durante a transicdo de micélio para levedura

(M? L) e levedura para micélio (L? M). A figura mostra o nimero de vezes em que 0 mRNA
estd aumentado comparado com as células no tempo 0 h (valor = 1), nos quais estao
indicados os valores relativos de expressdo. ND, ndo determinado.
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4.11. Construcgoes para o estudo da funcionalidade da regidao promotora ML

A primeira estratégia que sera aplicada ao estudo da funcionalidade do promotor de
PbMDJ1/PbLON consiste em construir plasmideos para expressao em H. capsulatum de genes
reporteres sob o comando da regidao promotora ML. A escolha levou em consideracao o fato
de que esse organismo tem métodos estabelecidos de manipulagdo genética e a possibilidade
de manutencdo episomal ou insercdo cromosomal de plasmideos teloméricos (Woods et al.,
1992; Woods et al., 1998). Por outro lado, foi feito o contacto positivo com o Dr. William
Goldman, da Washington University School of Medicine, no sentido de transformar o fungo e

proceder as analises de expressao em seu laboratdrio.

Oligonucleotideos iniciadores foram desenhados para a construcdo dos plasmideos
teloméricos contendo a regido promotora ligada a um gene “reporter”. Duas estratégias foram
planejadas para avaliar os niveis trancricionais dos genes PbLON e PbMDJI. A primeira
consiste na produgdo de varios fragmentos truncados da regido intergénica. Para a segunda
estratégia, serdo preparados fragmentos com mutacOes pontuais em elementos identificados
neste trabalho. Os genes LacZ (B-galctosidase) e GFP (“green florencence protein”) serao

utilizados como genes “reporter”.

Estas construcdes serdao inseridas no plasmideo pBY33, o qual foi cedido pelo Dr.
Willian Goldman. Este plasmideo foi utilizado por Kiigler e colaboradores para estudar a
funcionalidade do promotor CBP1 de H. capsulatum (Kigler et al., 2000). pBY33 contém um
gene de resisténcia a ampicilina, duas regides de sequéncias teloméricas de H. capsulatum,

uma origem de replicacdo e o gene reporter GFP.

A figura 37 mostra a estratégia de construcao do plasmideo com a regido promotora
truncada. Pode-se visualizar a regiao promotora dos genes PbMDJ1/PbLON com os quatros
elementos encontrados neste promotor. A estratégia consiste em clonar fragmentos da regidao
promotora utilizando um oligonucleotideo iniciador proximo ao ATG inicial de PbMDJ! ou de
PbLON, ambos com um sitio Xbal na sequéncia e um outro oligonucleotideo interno. A estes
diferentes fragmentos sera acrescido, com a ajuda da T4 ligase, um “target” contendo um
sitio BamHI. Estes fragmentos serdo clonados inicialmente em plasmideo de clonagem (pGEM-

T — Promega) e em seguida no plasmideo pBY33 nos sitios Xbal/BarmHL.

A segunda estratégia consiste em produzir fragmentos de toda a regidao promotora
com mutagdes pontuais. A confeccao dos fragmentos mutados se baseia na técnica de PCR
“overlap”. Para tanto, foram desenhados oligonucleotideos “overlap” das regides protegidas

em ensaios de “footprinting” contendo mutagdes pontuais nos nucleotideos mais importantes
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para a ligagao dos fatores de transcricao. Na primeira etapa, duas reagoes de PCR separadas
sao utilizadas para gerar um produto primario de PCR, designado PCR A e PCR B. Ambos
conterdo as mutacdes pontuais em suas sequéncias. O PCR A sera feito com os
oligonucleotideos 1 e 3 e o PCR B com os oligonucleotideos 2 e 4 (Figura 38). A mutacao sera
introduzida via oligonucleotideo 2 e 3. A sequéncia do oligonucleotideo 3 foi desenhada para
complementar a sequéncia do oligonucletideo 2. Os produtos dos primeiros PCRs (fragmento
A e B) serao utilizados em quantidades equimolares como molde para a fusao dos dois
fragmentos mutados em um segundo PCR. No primeiro ciclo do segundo PCR, os produtos A e
B contendo a mutacado irao se anelar por complementariedade, de forma que os fragmentos

se unirdo apds o processo de elongacao realizado pela polimerase ( 7ag DNA polimerase).

Estes fragmentos mutados serdao inseridos no plasmideo pBY33 (modificado), o qual
apresentara outro gene reporter (LacZ) em direcao oposta ao gene da GFP, para simular o
sistema dos genes PbMDJj1/PbLON.

114



Regiao Promotora ML
| 434pb |

Xbal

‘,
% %
2
—> —>

tm| el
=t

“—

XbIaI

T4 ligase +
“Target” BamHI

Xbal BamHl
, L]
(]
' (]

BamHI

pBY33-mod ML truncado

Xbal

GFP

Figura 37 — Apresentacdo esquematica da construcdo dos plasmideos para o estudo da
funcionalidade da regido promotora ML truncada. Os diferentes fragmentos truncados
serdo ligados ao “target” BanmHl e clonados no plasmideo pBY33.
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Figura 38 — Apresentagao esquematica da geragao de fragmentos mutantes pela técnica de
PCR “overlap”. Os produtos dos PCRs A e B (PCR I) serdo utilizados em um segundo PCR (PCR
II) para formar o fragmentos ML mutado. O produto sera clonado no plasmideo com duplo

“reporter”, derivado de pBY33.
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Este trabalho apresenta o primeiro relato da localizagdo extramitocondrial de um
membro da familia Dnal (Hsp40), especificamente a Mdj1, na superficie celular, ja que ela foi
detectada na parede do A. brasiliensis em sua fase leveduriforme. A localizacao ectdpica da
PbMdj1 foi visualizada claramente por microscopia confocal e eletronica e confirmada por
FACS. Os estudos de imunolocalizagao foram realizados com anticorpos policlonais anti-
PbMdj1r obtidos de coelho imunizado com a proteina recombinante. As evidéncias da
especificidade das reacdes imunoldgicas com PbMdjl vém das seguintes observacoes: (I)
anticorpos anti-PbMdj1r reconheceram especificamente, em “immunoblotting”, um Unico
componente de 55 kDa do extrato mitocondrial de A. brasiliensis; (II) os anticorpos anti-
PbMdj1r reconheceram especificamente uma Unica proteina de 55 kDa do extrato de parede
celular obtido de células leveduriformes de P. brasiliensis apds tratamento com solugdo de B-
ME levemente alcalina; e (III) microscopia confocal realizada com anticorpos mono-
especificos resultaram em padrdo de intensa marcacdo na parede celular e regidao do

brotamento, além da mitocondria do fungo.

A presenca de Hsps na parede celular de fungos vem sendo relatada por alguns
autores. Destaca-se um membro da Hsp70 e 90 (47 KDa) em C. albicans (Lopez-Ribot et al.,
1996a; Matthews et al., 1988), a Hsp60 em H. capsulatum (Gémez et al., 1992), um membro
da Hsp70 em S. cerevisiae (Lopez-Ribot et al., 1996b) e Hsp60 no P. brasiliensis (Passos et
al., 2003). Também existem varios trabalhos relatando a presenca de discretas quantidades
de um tipo de Hsp70 mitocondrial e Hsp60 na membrana plasmatica, vesiculas e granulos
citoplasmaticos de células de mamiferos (Singh et al., 1997; Soltys et al., 1996 e Soltys e
Gupta, 2000). Apesar da funcdao das Hsps na parede celular ser pouco conhecida, foi
demonstrado que a proteina a Hsp90 poderia estar envolvida na transicdo dimoérfica ou na
formagao do tubo germinativo de C. albicans (Matthews et al., 1996). Além disso, a Hsp60 da
parede celular de H. capsulatum medeia a interagdo do fungo com macrofago via receptor
CD11/CD18 (Longe et al., 2003).

Embora a presenca de um membro da familia Dnal (Hsp40) na superficie ndo tenha
sido descrito antes, este fato ja havia sido predito por Soltys e Gupta (2000), ja que uma Hsp
de superficie deve necessitar sua co-chaperone para exercer suas fungdes. Desta forma, uma
Mdjl extra-mitocondrial poderia auxiliar sua cognata Sscl (Hsp70 mitocondrial) de A.
brasiliensis ectdpica ou ainda funcionar como uma chaperone independente. Nao

coincidentemente, foi detectada uma proteina homdloga a Sscl na parede celular de C
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albicans (Urban et al., 2003, Edwards et al., 1999). Seria interessante averiguar se a Sscl de

P. brasiliensis esta presente na parede celular e se co-localiza com PbMdj1.

Existem varias evidéncias de que proteinas que ndo apresentam o peptideo sinal, mas
que conseguem alcancar a superficie celular, principalmente em C. albicans e S. cerevisiae,
poderiam estar envolvidas em varios processos importantes na parede, incluindo alteracdes
dindmicas e interacdes com componentes do hospedeiro (Nombela et al.,2006). Especula-se
ainda que estas proteinas poderiam ser “moonlighting”, ou seja, realizar dupla ou
multifungdes dependendo da localizacdo celular. Este é o caso da Tsal, uma proteina nuclear
que conhecidamente esta envolvida no controle da homeostase durante o estresse oxidativo e
que na parede celular de C. albicans esta participa da sua biogénese (Urban et al., 2005). Em
P. brasiliensis, os genes 75A1 e AGSI (a-1,3 glucana sintase) foram altamente expressos na
fase leveduriforme (Marques et al., 2004), porém ainda ndo foi demonstrada a participacao da

Tsal na biogénese da parede celular deste fungo.

A parede celular de fungo é um compartimento dinamico que determina e mantém a
forma da célula, mas também estad envolvida ativamente em outros eventos bioldgicos. As
glucanas e quitinas sdo os principais componentes da parede celular de fungos, que também
comporta proteinas, lipideos e glicoproteinas. Sua estrutura é complexa e dinamica e abriga
enzimas, adesinas, proteinas estruturais e Hsps, cujas caracteristicas dependem de multiplos
fatores intrinsecos e externos (Chaffin et al.,1998). Atualmente vem se demonstrando uma
grande quantidade de proteinas envolvidas com a biogénese da parede. Em S. cerevisiae,
aproximadamente 20% do genoma é direcionado para esta funcdo, o que ilustra a

complexidade da superficie celular (Groot et al., 2001).

A andlise do proteoma de parede celular de C. albicans mostrou basicamente trés
grupos de proteinas que ndo apresentam o sinal de direcionamento para parede celular. No
primeiro grupo estdo enzimas envolvidas com a glicdlise, como é o caso da enolase e da
frutose-bifosfato aldolase. Outro exemplo € o da enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GADPH), que foi detectada na parede celular de C. albicans (Navarro et al.,
1997) e de P. brasiliensis (Barbosa et al., 2006) e que medeia a ligagao do fungo com a
laminina do hospedeiro. O segundo grupo consiste de proteinas de choque térmico (Hsps),
que em S. cerevisiae atuam na regeneracao do protoplasto (Pardo et al., 1999). No ultimo
grupo sao encontrados fatores de elongacao da traducdo, que sao proteinas que interagem
com complexos de outras proteinas e RNA (Pitarch et al., 2002). Alguns destes componentes
dos fungos patogénicos sao promissores alvos de drogas e imunoterapicos (Nimrichter et al.,
2005a).
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Eroles e colaboradores (1997) propuseram que a presenca das proteinas enolase e
Hsp70 na parede celular de C. albicans eram o resultado de sua associacao com a superficie
da célula apds liberacao no meio externo por lise celular. Os autores demonstraram que tais
proteinas podiam ligar-se a parede celular em sistema “in vitro”, ou seja, livre de células.
Entretanto, Nombela e colaboradores (2006) consideram que isto ndo exclui a possibilidade
de que estas proteinas poderiam ser realmente exportadas para a membrana plasmatica por
um mecanismo desconhecido (Nombela et al., 2006). Neste contexto, é digno de nota que as
células leveduriformes de P. brasiliensis utilizadas em todos os experimentos de microscopia
de confocal, eletronica e nas analises de FACS deste trabalho derivaram de culturas com baixo
indice de mortalidade (Figura 24), o que nos leva a crer que a marcagao dos anticorpos anti-
PbMdj1r na parede de P. brasiliensis ndao é fruto da ligacdao de proteinas oriundas de lise
celular. Por outro lado, a auséncia de PbMdj1 no sobrenadante de cultura do fungo descarta a
hipotese de exportacao e re-incorporagdo na parede como acontece com a Badl de B.

dermatitidis, por exemplo (Brandhorst e Klein, 2000).

A interacao entre os constituintes da parede celular parece envolver nao somente
pontes de hidrogénio e interacdes hidrofdbicas, mas também ligacdes covalentes e de
fosfodiester com polisacarideos. Na Figura 20 pode-se verificar uma marcacao abundante da
parede celular com anticorpos anti-PbMdjlr, entretanto, foi obtido pouco rendimento na
extracdo da proteina de 55 kDa com a solucdo alcalina contendo B-mercaptoetanol, sugerindo
que a molécula ndo estaria ligada fracamente a este compartimento. Esta observacao é
reforcada pela analise de FACS com células tratadas da mesma forma, na qual foi observado
aumento na porcentagem de células fluorescentes, ao contrario de diminuicdo dos niveis de
marcacao, como poderia ser esperado se PbMdj1 fosse totalmente extraida da parede celular.
Portanto, é provavel que o tratamento com B-mercaptoetanol em solugdo levemente alcalina
tenha melhorado o acesso dos anticorpos anti-PbMdj1r anteriormente inacessivel a PbMdj1.
Isto também poderia explicar porque, embora a PbMdj1 pareca estar participando ativamente
do processo de brotamento das células leveduriformes de AP. brasiliensis, os anticorpos anti-
PbMdj1r ndo estariam interferindo com o crescimento do fungo “in vitro”, como averiguado

neste trabalho.

Em C. neoformans, foi demonstrado um mecanismo de interferéncia direta no retardo
do crescimento quando o fungo foi incubado com anticorpos anti-CMH (mono-
hexosilceramida), possivelmente por interferéncia na biosintese e organizacdo da parede

celular, onde foi detectada a presenca desse composto (Rodrigues et al., 2000). Em nosso
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laboratdrio, anticorpos anti-paracoccina, que € uma lectina fungica (Coltri et al., 2006), foram
capazes de inibir o crescimento do P. brasiliensis. A paracoccina é um componente de parede
celular ligante de quitina e os anticorpos possivelmente perturbam essa interacao e inibem
brotamento (L. Ganiko, dados nao publicados). No caso da PbMdj1, um componente celular
poderia estar bloqueando o acesso do anticorpo a sua molécula alvo. Um exemplo de tal
mecanismo de bloqueio foi recentemente detectado em Fonsecaea pedrosoi, para o qual anti-
CMH reagiu com a parede celular somente na auséncia de melanina (Nimrichter et al.,
2005b). Outra hipdtese para explicar a nao interferéncia dos anticorpos € que a fungao de

PbMdj1 na parede nao estaria relacionada com o crescimento celular.

A andlise de “Southern blot” feita por Barros e Puccia (2001) sugere a presenga de
uma Unica cdépia do gene PbMDJI no genoma de A. brasiliensis. Essa observacdo esta de
acordo com Feitosa e colaboradores (2003), que mapearam PbMDJ1 e PbLON em uma Unica
banda cromoss6mica em 12 isolados de P. brasiliensis. Em fungos nos quais o genoma esta
completamente sequenciado, como Aspergillus e Candida, MDJI e LON estao presentes em
cdpias Unicas, reforcando estas observagdes. Nenhuma evidéncia de “splicing” alternativo foi
encontrada em PbLMDJ1: as andlises de “Northern blot” mostraram apenas uma banda
marcada (Figura 15A). Em anadlises de RT-PCR somente uma banda era visualizada, tanto em
preparacoes de leveduras crescidas a 36 °C, como induzidas por choque térmico a 42 °C.
Portanto, os componentes reconhecidos pelo anti-PbMdjlr, tanto na mitocondria quanto na
parede celular, derivam do mesmo gene e nao sao produtos resultantes de expressao

diferencial por “splicing” alternativo.

A possibilidade de haver proteinas derivadas de transcritos iniciados em sitios distintos
também foi descartada. Este fendmeno foi observado com o gene que codifica a alanina
glioxilato aminotransferase de amfibios, o qual apresenta dois sitios de inicios de transcricdo.
O transcrito maior contem uma sequéncia de direcionamento mitocondrial, enquanto que o
produto do transcrito menor é citoplasmasmatico (Holbrook e Danpure, 2002). Em PbMDJ1
nao foi possivel identificar o sitio de inicio de transcricdo, entretanto andlises de sequéncia
nao identificaram qualquer inicio de tranducdo além daquele proposto que resultasse em ORF

possivel sem o sinal de direcionamento mitocondrial.

A maioria das proteinas mitocondriais € sintetizada no citoplasma como proteinas
precursoras, as quais apresentam na por¢ao N-terminal uma sequéncia de direcionamento
mitocondrial. Essa sequéncia é reconhecida pela maquinaria de translocacao da mitocondria, a

qual realiza o importe para a matriz mitocondrial. Esse processo normalmente é acompanhado
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da remogdo da sequéncia de direcionamento, a qual ndo é necessaria para a funcdo da
molécula (Waltner et al., 1995). O processamento é realizado pela MPP (“matrix processig
peptidase”), uma metaloprotease que apresenta duas subunidades, a-MPP e B-MPP (Kleiber
et al., 1990). Esta enzima nao reconhece uma sequéncia especifica de aminoacidos para
realizar o processamento da molécula e sim um conjunto de caracteristicas que envolvem as
propriedades estruturais da sequéncia primaria e secundaria da proteina. As sequéncias de
direcionamento mitocondrial devem apresentar alguns aminoacidos basicos (arginina, lisina e
histidina) e hidrofdbicos, os quais formam uma estrutura o-helix amfipatica (Truscott et al,

2003). Uma sequéncia homdloga a MPP foi identificada no banco de ESTs de A. brasiliensis.

Com base nessas caracteristicas, o programa TargetP definiu o sitio de clivagem da
PbMdj1 e, consequentemente, o tamanho da molécula processada em 55 kDa, ja que o
peptideo clivado foi de aproximadamente 3 kDa. Esta informacdo é importante, pois como
observado na Figura 22, o componente do extrato B-ME de parede celular reativo com o soro
anti-PbMdj1r migrou em pararelo com aquele reconhecido no extrato de mitocondria. Este
fato sugere que houve necessariamente um processamento da proteina encontrada na parede

celular de P. brasiliensis.

Segundo Gupta e colaboradores (2000), proteinas mitocondrias que sdo encontradas
em sitios extramitocondriais seriam inicialmente direcionadas para a mitocondria e por algum
mecanismo de exporte, ainda ndao compreendido, seriam encaminhadas para outros
compartimentos celulares. Os autores citam como exemplo o caso da proteina fumarase, de
tem direcionamento mitocondrial, mas que em S. cerevisiae encontra-se majoritariamente
(80-90%) no citoplasma (Stein et al., 1994). Além do mecanismo mencionado anteriormente,
0s autores sugerem que a fumarase escapa da maquinaria de translocacdo apds a clivagem

do peptideo de importe mitocondrial.

Algumas hipdteses levam em consideracao a origem bacteriana da mitocondria (Gray,
1992), que teria conservado diferentes mecanismos de exportacdo e secrecao de proteinas
(Finlay et al., 1997). Nesse sentido, trés vias principais poderiam enviar proteinas de origem
mitocondrial para outras localidades. Uma delas seria a fusao da mitocondria com o reticulo
endoplasmatico, acompanhada de transferéncia de proteinas e posterior distribuicdo para
outros compartimentos celulares (Soltys e Gupta, 1999b). Outra consistiria na “fuga” da
proteina do interior da mitocondria e posterior translocagdo para a superficie celular a partir
de complexos proteicos de exportacdo ndo classicos (Nombela et al., 2006). A terceira via
consistria na formagdo de vesiculas que sairiam da mitocondria em direcao aos diferentes

locais da célula, entre eles a parede celular (Soltys e Gupta, 1999b). Estudos protedmicos de
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“lipid rafts” de membrana plasmatica mostraram que 24 % (196) das proteinas identificadas
eram de origem mitocondrial, no entanto “lipid rafts” ndo foram identificados na mitocondria
(Bae et al., 2004). As imagens mostradas na Figura 20C sugerem que algumas marcagoes
com ouro, em pequenos “clusters”, estdao deixando a mitocondria e se dirigindo a superficie

celular, mas nao é possivel dizer se ha a participagdo de vesiculas.

As anadlises de microscopia eletronica aqui apresentadas mostram as mitocondrias
formando um “colar” préximas a membrana plasmatica, porém ndo em contacto com ela. Este
padrao foi anteriormente relatado em células leveduriformes de P. brasiliensis (Kashino et al.,
1987) e também pode ser visto em leveduras recentemente transformadas, porém ndo em
hifas (Carbonell e Rodriguez, 1968). Em contrapartida, Edwards e colaboradores (1991)
mostram microscopias de leveduras A. brasiliensis com mitocondrias arredondadas, dispersas
por todo o citoplasma e em menor nimero em relacdo aquelas encontradas em nossos
experimentos. Diferencas nas condigdes de cultivo do fungo talvez possam explicar essas
contradicdes. De qualquer forma, uma localizacao periférica das mitocéndrias pode ndo ser
fortuita, mas sim a consequéncia de um intenso trafego de moléculas mitocondriais para a

superficie celular.

As Hsps desempenham um importante papel na ativacdo da resposta imune em varios
tipos de infeccbes (Maresca et al.,, 1994 e Kauffmann et al., 1991). Membros da familia
Hsp60, 70 e 90 ativam tanto a resposta imune celular quanto a humoral contra bactérias,
protozoarios e fungos (Young, et al., 1988; Kumar et al., 1990 e Deepe et al., 1996). Em
alguns casos estas Hsps sdo encontradas como antigenos imunodominantes (Kaufmann et al.,
1987; Garble et al.,, 1992). Cheng e colaboradores (1992), por exemplo, associaram a
viruléncia de C. albicans com a super expressao da Hsp90 (47 KDa) ndao somente durante a
resposta ao estress, mas possivelmente ajudando o fungo a sobreviver no hospedeiro.

Na Figura 6 observa-se que PbMdjl apresenta uma sequéncia (LYTAQIPLTTALL) que
poderia ser reconhecida pelo MHC de classe II e com isto ser apresentada para linfocitos T,
desencadeando uma resposta imune celular. Além disso, a PbMdj1 é composta por varios
seguimentos hidrofilicos que sdo potencias epitopos para anticorpos. Nos verificamos que a
proteina recombinante PbMdjl truncada foi reconhecida pelo soro de alguns pacientes com
PCM, sugerindo que a molécula é capaz de induzir resposta imune humoral em pacientes. A
baixa intensidade das reacdes pode estar relacionada com o fato de a proteina recombinante
representar apenas parte da molécula e/ou a perda de epitopos conformacionais quando
apresentada em fase solida.

123



O crescente interesse no estudo molecular dos fungos, devido a sua importancia
econdmica e em patologias humanas e veterinarias, levou ao estudo do genoma de varias
espécies. Muitos destes projetos genomas ja foram concluidos e outros estao em fase de
finalizacao. A disponibilidade destes dados em bancos de sequéncias possibilitou um estudo
amplo de andlise comparativa com Mdjl homdlogas de diferentes fungos, como 5.
dermatitidis, H. capsulatum, C. immitis, A. nidulans, A. fumigatus, C. albicans, C. glabrata, S.
cereviseae, Schizosaccharomyces pombe, F. graminearum, N. crassa e C. neoformans. A
maioria destas sequéncias esta disponivel em bancos de genes (BLAST), entretanto a
sequéncia dos fungos dimorficos B. dermatitidis e H. capsulatum foram adquiridas com o

consentimento dos autores, uma vez que estes bancos ainda nao estdo disponiveis.

Uma arvore filogenética construida a partir das sequéncias de aminoacidos das Mdjl
fungicas mostrou que A. brasiliensis agrupou com os fungos dimérficos B. dermatitidis e H.
capsulatum em um ramo distinto, entretanto C. immitis, apesar de ser um fungo dimadrfico,
ficou em um ramo isolado da arvore filogenética (Figura 8). Estes dados sdo consistentes com
aqueles encontrados na literatura quando sequéncias de DNA ribossomal foram analisadas
(Bialek et al., 2000).

Foi observado alto grau de conservacdo da organizacdo cromossomica dos genes
MDJ1 e LON entre os membros da classe dos Eurotiomycetes. Os homologos deste locus
inteiro provavelmente também incluem os genes que codificam Brol, CreA e um pequeno
gene hipotético adjacente ao LON. Esta organizacao até o momento foi encontrada em A.
nidulans, A. fumigatus e H. capsulatum. Em termos de genoma comparativo, estes achados

sao relevantes e poderao ser significativos em estudos de evolucao.

Mapeamento de elementos de transcricao da regiao promotora dos genes PbMDJ1
e PbLON

Em P. brasiliensis o gene PbMDJ1 encontra-se adjacente a PbLON, em diregao oposta,
e ambos compartilham a mesma regiao promotora de aproximadamente 385 pb (Barros e
Puccia, 2001). Este tipo de arranjo génico facilitaria uma rapida resposta a estimulo para
genes que compartilham a mesma regidao promotora. Os genes GAL1 e GAL10de S. cerevisiae
apresentam este tipo de arquitetura génica e sua regulacdo foi bem estudada. A expressao
dos genes GALI e GAL10 de leveduras, os quais sao essenciais no metabolismo da galactose,
€ regulada em nivel transcripcional pela disponibilidade de galactose e glucose no meio (St.
John e Davis, 1981). Esta inducdao depende da ativacdao de mudltiplos fatores positivos e
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negativos que controlam os elementos localizados em uma regidao de ativagao de 365 pb
(UASga. — “upstream activation sequences”) (Johnston, 1987, West et al., 1987). A regiao
UAS; encontra-se no promotor de GALI e GAL10em um seguimento equidistante deste genes
(Johnston, 1987).

Recentemente, em analises de “microarray” utilizadas para identificar genes envolvidos
na resposta ao estresse induzidos por substancias reativas de nitrogénio em H. capsulatum,
foi observado que varios genes que participam de uma mesma via além de serem co-
regulados trancrionalmente encontram-se agrupados no genoma do fungo (Nittler et al.,
2005). Os autores citam o exemplo dos genes NPSI e LOMI que codificam uma peptideo
sintase nao ribossomal e uma L-ornitina monooxigenase, respetivamente. No H. capsulatum
estas proteinas estdao envolvidas na aquisicao de ferro (siderdforos) e seus genes estdo

agrupados no mesmo locus genémico.

Em nosso trabalho foram mapeados e validados elementos de transcricao na regiao
5 “intergéncia compartilhada pelos genes PbMDJ1 e PbLON (ML) de P. brasiliensis. Para tanto,
foram utilizados ensaios de protecao contra DNAse I “footprinting” e EMSA. Trés dos
elementos encontrados sdao homdlogos a sitios de ligagdo do “heat shock factor” (HSE) e
outro € homologo a um sitio ARE, de reconhecimento de AP-1 (“activator protein 1”). Este
estudo foi realizado com os isolados Pb18 e Pb3 onde observamos diferencas: (i) no nimero
de elementos detectados entre os isolados; (ii) no padrao da regulagao transcricional de
PbMDJ1 e PbLON durante a transicao de fase entre os isolados; (iii) no padrao da regulacao
transcricional durante a transicao de fase do isolado Pb18. Foi verificado ainda que a regido
ML ¢é polimdrfica no isolado Pb3 e embora as mutacdes tenham ocorrido fora dos elementos
de transcricdo identificados neste trabalho, sua contribuicdo na expressao diferencial nao é
descartada.

Os elementos de choque térmico (HSE) sao formados por varias repeticoes continuas
e/ou invertidas do "motif” nGAAn (Xiao et al., 1991; Amin et al., 1994). Para estas unidades
pentaméricas formarem um HSE s3ao necessarios no minimo trés repeticoes de nGAAn
(Fernandes et al.,, 1994; Slater et al.,, 1987), como aquela da sequéncia consenso
NGAANNTCCnnGAAN, por exemplo. Estas sequéncias classicas sdao encontradas na maioria dos
promotores de genes induzidos por estresse térmico, entre eles HSP/70, HSP60, HSP104 e
HSP10 de S. cereviseae (Amin et al., 1994, Tachibana et al., 2002). Outros genes de choque
térmico de levedura, como o YDJ1, HSP82 e o proprio MDJ1 (Giardina et al., 1995 Tachibana
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et al., 2002; Yamamoto et al., 2005), também sao regulados por HSE ndo-classicas (ncHSE),

onde o nimero de nucleotideos entre as unidades pentaméricas pode variar.

@) elemento HSE2 mapeado neste trabalho
(CTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATAGCAG) foi similar a um ncHSE encontrado na
regiao promotora do MDJI de S. cerevisiae (ATTCTTTACATCCTGTGGAACTCTATTGGAAA)
por Tachibana e coloboradores (2002), apesar do primeiro “gap” apresentar dois nucleotideos
a menos. O elemento HSE1 (CGGCTAAACTTTGTTCCACGAAAAA) mapeado na regiao
promotora ML também pode ser considerado um ncHSE, enquanto a sequéncia de HSE3
apresentou maior similaridade com os elementos de choque térmico tipico
AGAAGGGAATTTGCC. As mutacdes observadas em HSE1 e HSE3 (G/T) sdo toleraveis pelo
Hsf. Entretanto, as variagdes no alinhamento das unidades pentaméricas de HSE1, HSE2 e
HSE3 em A. brasiliensis, o intervalo entre estes elementos e sua distancia em relagdo ao inicio
de transcricdo poderiam explicar a diferenca na resposta ao choque térmico de PbMDJI e
PbLON quando comparados com HSP70, HSP82 e HSP104. Estas caracteristicas poderiam
determinar o grau de afinidade pelo fator(es) correspondente. Desta forma, € possivel
assumir que por questdes de afinidade houve protecao de HSE1 somente com o extrato de
Pb3, enquanto em reagdes de EMSA este elemento foi positivo para os dois isolados testados.
Ja HSE3 ndo apresentou interacdo com o extrato de Pb18 tanto em ensaios de protecdo

quanto em EMSA, sugerindo que nao é ativado nesse isolado.

Ensaios de quantificacdao da expressao de PbMDJI e PbLON mostraram que estes
genes sao aparentemente regulados de maneira coordenada durante o choque térmico e
transicao de fase no isolado Pb3, mas em Pb18 este fenébmeno foi observado apenas durante
0 estresse térmico. Portanto, a regulacdo do locus MDJ1/LON é provavelmente mais
sofisticada em Pb18. Por outro lado, as diferencas encontrados na resposta trancricional de
PbLON e PbMDJ1 nos isolados Pb3 e Pb18 poderiam ser a consequéncia de um polimorfismo
nos fatores de transcricao sugerido pela mobilidade eletroforética em EMSA.

A interacdo Hsf-HSE é conservada da levedura ao homem (revisado por Pirkkala et al.,
2001). O Hsf é uma proteina que compartilha motivos estruturais comuns, incluindo: um
dominio ligante de DNA, uma regido responsavel pela formacdo do trimero e outra regidao
regulatdria ativadora. Em mamiferos, os Hsfs encontram-se ligados as proteinas de choque
térmico no citoplasma em condicdes normais. Quando as células recebem um estresse
térmico, oxidativo ou nutricional ocorre a separacdo. O fator de transcrigdo é fosforilado pela

proteina kinase C ou outra serino/treonina kinase, propiciando a formagado de uma estrutura
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homotrimérica (Kroeger et al., 1993) que entra no nucleo e liga-se aos HSEs (Price e
Calderwood, 1991).

Em S. cerevisiae, embora exista apenas um fator de choque térmico (Hsf), ele pode
ativar a transcricao de uma grande variedade de genes envolvidos na divisao celular, metade
dos quais ndo contém elementos de choque térmico tipicos (Hahn et al., 2004). Ao contrario
de células de mamiferos, os Hsfs de S. cerevisiae encontram-se ligados aos HSEs em
condicdes normais de crescimento (Santoro et al., 1998) e em resposta ao estimulo de
estresse desencadeiam rapido inicio da transcricdo (Jakobsen et al., 1988). A ativacdo da
transcricao em levedura depende de duas regides do Hsf: NTA (N-terminal) e CTA (C-
terminal) (Bulman et al., 2001; Morimoto et al., 1998), entre as quais CTA parece ser
responsavel por uma resposta transcricional sustentada, além de participar da inducdo de
genes com HSE ndo-convencional, entre eles a prépria MDJ1 (Estruch, 2000; Tachibana et al.,
2002). Desta forma, a plasticidade da resposta ao estresse pelo S. cerevisiae depende dos
dois dominios de ativacao da transcricao da Hsf e da arquitetura do HSE (Sakurai et al.,
2001).

Em A. brasiliensis, nao foi identificada uma Hsf nos bancos de ESTs, mas em C. immitis
e A. nidulans existem pelo menos 3 genes classificados de HSF, sugerindo que um ndmero

semelhante possa existir no agente da PCM.

AP1 ¢é a designacao dada a uma familia de fatores de transcricao que se ligam ao sitio
ARE (G/AC/GTGACTNC/ANA/T) (Gutman and Wasylyk, 1990). Em fungos, este fator esta
diretamente relacionado a indugdo de genes durante a resposta ao estresse oxidativo. Entre
eles destacam-se 7RXZ2 (Kuge e Jones, 1994), 7RRI (Urban et al., 2005), GLRI (Grant et al.,
1996), GSH1 (Wu et al., 1994), 7SAI (Urban et al., 2005) que codificam respectivamente
tiorredoxina, tiorredoxina redutase, glutationa redutase, y-glutamilcisteina sintase e
antioxidante tiol-especifico. Stephen e colaboradores (1995) mostraram que leveduras
mutantes desprovidas dos genes yAP1 e yAP2, os quais sao homdlogos de AP1 em levedura,
foram mais sensiveis a oxidagao por peroxido de hidrogénio. Em mamiferos, este fator pode
formar homo e heterodimeros e regular diversos processos celulares, tais como proliferacao,
diferenciacao, apoptose e resposta a estresse (Karin et al., 1997). Em A. brasiliensis, pelo
menos um gene homologo ao AP-1 foi identificado no banco de EST (Campos et al., 2005).
Por outro lado, a presenca de um sitio ARE sugere a ativacdo de PbLON sob condicdes de
estresse oxidativo, porém esse assunto esta ainda sob investigacdo no laboratdrio. Nesse
fungo, Lon tem localizacdo Unica na mitocondria (Batista et al., 2006), onde as proteinas sao

constantemente atacadas por radicais livres resultantes do metabolismo aerdbico normal,
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resposta a drogas ou a um ambiente téxico no hospedeiro (Cadenas e Davies, 2000).
Proteinas oxidadas e danificadas sdo seletivamente degradadas por proteinases mitocondriais
como parte de um mecanismo de protecdao, no qual Lon supostamente desempenha papel

importante (Bota e Davies, 2002).

A fita oposta ao ARE apresenta um sitio ligante de skn-1-like. O fator de transcricao
skn-1 atua no desenvolvimento mesodermal em Caenorhabditis elegans e nao foi encontrado
em outros organismos. Contudo, recentemente foi demonstrado que snk-1 também tem papel
na resisténcia ao estresse oxidativo neste organismo (An e Blackwell, 2003). O presente
estudo sugere que PbMDJ1 é preferencialmente expresso na fase patogénica do Pb18. Neste
isolado foi demonstrado que Mdj1 esta presente na parede e regides de brotamento (Batista
et al., 2006), onde supostamente atua como “chaperone” e/ou “co-chaperone”. Entretanto,
uma possivel fungdo enzimatica também poderia ser considerada, baseada no fato de que
DnaJl de bactérias possui atividade de tiol-redutase na regides de “zinc-finger” (Crouy-Chanel
et al., 1995; Tang t al., 2001). Portanto, PbMDJ1 poderia também ser regulado pelo estresse

oxidativo e exercer uma fungao de protecao celular.

E interessante salientar que além da regulacdo da transcrigdo, a estabilidade do mRNA
também € um importante fator envolvido no controle da expressdao de genes (McCarthy,
1998). O principal caminho de degradacao de mRNA em leveduras envolve os processo de
deadenilacdo, sequido pelo “decapping” e degradacdo por exonucleases 5°'— 3°. Alguns
elementos promovem a degradagao rapida de transcritos instaveis de leveduras, como por por
exemplo, Ye3CAU (Y = C ou U) e U(A/C)AUUUAUU (Muhlrad e Parker, 1992). Na regiao 3'UTR
do PbMDJ1, onde detectamos 60 adeininas, ha apenas duas cdpias do primeiro motivo e
nenhuma do segundo. Em contrapartida, foram encontrados cinco motivos Y¢gCAU na regiao
3'UTR de PbGP43, onde o numero de adeninas gira em torno de 20 (Morais, 2003). Essas
observagdes sugerem que o transcrito do PbMDJ1 é mais estavel que o PbGP43, porém essa

afirmativa carece de evidéncias experimentais.

No Pb18, nao houve semelhanca do perfil de mRNA acumulado do PbMDJI ou do
PbLON (este trabalho) com HSP70, HSP60 ou HSP104 (Goldman et al., 2003) durante a
transicao de micélio para levedura. Nesses genes, o pico de transcricao ocorreu de forma
rapida e intensa, porém gradualmente diminuiu. PbLON sofreu uma super regulacao rapida e
transiente, enquanto PbMDJ1 acumulou gradualmente mais mRNA ao longo da transicao. O
gene da Hspl04 de P. brasiliensis, correspondente a uma chaperone mitocondrial ATP-
dependente ClpB, foi caracterizado em P. brasiliensis e os autores verificaram que tanto o

transcrito como a proteina foram preferencialmente expressos na levedura (Jesuino et al.,
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2002). A mesma observagdo é valida para a Hsp70 e seu gene (Silva et al., 1999). A variacao
positiva do PbMDJ1 vista no presente trabalho é mais discreta do que a dos genes
mencionados. Tanto que passa desapercebida no trabalho de Nunes et al. (2005), do qual
somos colaboradores, e na revisdao de Nicola et al. (2005), onde o nimero maior de transcrito
na fase leveduriforme da Pb01 (8) nao foi significante em relagao ao da fase miceliana (4).
Sua possivel importancia na manutencdo da fase leveduriforme ndo é necessariamente
menor, porém somente podera ser avaliada quando mutantes contendo o gene deletado ou

interferido (iRNA) estiverem disponiveis.

Este € o primeiro estudo de mapeamento de elementos de transcricdo em PA.
brasiliensis. Este trabalho pode auxiliar no entendimento da regulagao de genes de estresse
térmico que poderiam estar envolvidos na relacao fungo/hospedeiro. Por outro lado, as
diferencas na regulagao transcripcional entre Pb18 e Pb3 de PbMDJI, PbLON, PbGP43
(Carvalho et al., 2005) e provavelmente de outros genes poderao explicar os diferentes
padroes de PCM experimental que esses isolados suscitam em camundongos (Carvalho et al.,
2005).
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v' O gene PbMDJ1 de P. brasiliensis foi clonado e caracterizado. A ORF do gene esta

contida em um fragmento de 1897 pb.

v 0 locus cromossomal de PbLON e PbMDJ1 é conservado entre os fungos da classe dos

Eurotiomicetos;

v A sequéncia deduzida de PbMdjl apresentou alta identidade com Mdjl de outros

fungos, principalmente entre os dimdrficos;

v' PbMdjl apresentou dupla localizacdo, presente na mitocondria e na parede celular de

P. brasiliensis;

v A regidgo 5" intergénica dos genes PbMDJI e PbLON do isolado Pb3 apresentou

polimorfismo em relagao aos outros isolados estudados;

v A expressao dos genes PbMDJ1 e PbLON aumentou apds choque térmico em ambos

os isolados estudados, sugerindo tratar-se de genes de estresse;

v As andlises de expressdao do PbMDJI no isolado Pb18 sugerem que este gene é
preferencialmente expresso na levedura e sua expressao esta diretamente relacionada
ao aumento de temperatura. Essa conclusao aparentemente nao se aplica ao Pb3. Por
outro lado, em Pb3 o perfil de expressao do PbLON foi semelhante ao do PbMDJ1 em

ambas as transicoes;

v' Elementos de choque térmico e de estresse oxidativo foram mapeados na regidao
promotora dos genes PbMDJ1 e PbLON.
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8. ABSTRACT

Paracoccidioides  brasiliensis is the dimorphic fungus responsible  for
paracoccidioidomycosis in man, who is infected by inhalation of conidia. The cellular
differentiation of P. brasiliensis from mycelium (M) to yeast (Y) in the lungs is essential for
infection to occur. J-domain (Dnal) proteins, of the Hsp40 family, are essential cofactors of
their cognate Hsp70 chaperones, besides acting as independent chaperones. In the present
study, we have cloned and sequenced the heat shock gene PbMDJ1, which encodes an Mdjl
homologue that is a mitocondrial Dnal in yeasts. The gene sequence consists of an ORF of
1719bp interrupted by three introns and translates 551 amino acid residues. PbMdjl is
organized in modules consisting of a J domain, followed by a glycine/phenylalanine-rich
segment and four CXXCXGXG (zinc finger) domains. The C-terminal is not conserved. We
expressed a His-tagged N-terminal region of PbMdjl and used the recombinant protein to
immunize rabbits to obtain anti-PbMdj1ir serum. Immune-localization was performed using
confocal and electron microscopy, and also flow cytometry.

We demonstrated the presence of PbMdjl not only in the mitochondria, where it is
apparently sorted, but also in the cell wall of A. brasiliensis. Labeling was abundant
throughout the cell wall and especially in the budding regions; however, anti-PbMdj1r did not
affect fungal growth in the concentrations tested in vitro, possibly due to the poor access of
the antibodies to their target in growing cells. Labeled mitochondria stood preferentially close
to the plasma membrane and gold particles were detected in the thin space between them,
towards the cell surface. The anti-rPbMdjl antibodies used in the reactions specifically
recognized a single 55 kDa mitochondrial and cell wall (alkaline B-mercaptoethanol extract)
component, compatible with the predicted size of the protein devoid of its matrix peptide-
targeting signal. This is the first time a Dnal member has been observed on the cell surface,
where its function is speculative.

In the present work we show that Mdjl and the mitochondrial proteinase Lon
homologues are heat shock proteins in the P. brasiliensis and that their gene organization is
conserved among thermodimorphic fungi and Aspergillus, where the genes are adjacent and
have a common 5 “region. We mapped and validaded transcription elements in the 5 -shared
intergenic (ML) region of MDJ1/LON from P. brasiliensis using both DNAse I protection
footprinting and mobility shift assays. Three of them were similar to canonical and non-
conventional heat shock elements and one is a putative AP-1 binding domain (ARE), related to
oxidative stress. Similar motifs were detected in the correspondent locus of B. dermatitidis
and H. capsulatum. Our studies compared P. brasiliensis Pb18 with genetically distinct Pb3,

where the ML region is polymorphic outside mapped motifs. In these isolates, different
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numbers of elements were detected and the pattern of mRNA accumulation of the genes was
distinct during phase transition. In Pb18, PbMDJI was preferentially expressed in the yeast
phase. This is the first study of transcription elements in A. brasiliensis that might help to

understand regulation of stress-related genes involved in fungal adaptation to the host.
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