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Resumo

O fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis € o agente etioldgico da paracoccidioidomicose
(PCM), uma micose sistémica que acomete diversos individuos na América Latina. A forma
miceliana encontrada na natureza constitui a fase infectiva que diferencia para a forma de levedura
no pulmio humano estabelecendo a infec¢do. O fungo promove uma resposta imunitdria mediada
por células e uma resposta inflamatéria no pulmao.Os macréfagos sdo células efetoras do sistema
imunitdrio que reconhecem e eliminam patdgenos invasores. Inicialmente identificada como uma
citocina de linfécitos T, o fator inibitério de macréfago (MIF) é também uma citocina do macréfago
e atua como um importante mediador da inflamacdo. O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de
P. brasiliensis realizado no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia junto a
Rede Genoma Centro-Oeste permitiu a geracdo de ESTs (do inglés “Expressed Sequence Tags”) a
partir de bibliotecas de cDNA das formas de micélio e levedura de P. brasiliensis. Nao ha relatos na
literatura de homdlogos de MIF em fungos, porém, no genoma do P. brasiliensis foi descrito uma
seqiiéncia que possui similaridade génica significativa com o MIF de mamiferos, indicando um
envolvimento potencial na patogénese do P.brasiliensis. O fragmento encontrado (contig 1528:
pbmif) é de aproximadamente 400 pares de bases, especificamente expresso na fase de levedura de
P.brasiliensis. MIF é uma proteina que possui homoélogos em plantas, nematdides e vertebrados. O
objetivo desse trabalho € identificar e caracterizar possiveis clones de cDNA(PbMIF) homoélogos a
MIF isolado da  biblioteca de P. Brasiliensis. Um clone de cDNA de MIF foi seqiienciado e
identificado como homoélogo a MIF. A expressdao do mRNA ¢ restrita a levedura, como detectado
por Northern Blot. A sequéncia de aminoacidos de MIF do P.brasiliensis tem similaridade de 56%
(32% de identidade) com o MIF de Mus musculus. Para a producdo da proteina recombinante em
Escherichia coli, o cDNA de MIF foi clonado no vetor de expressio (pET21).

A deteccdo e caracterizacdo de um homoélogo de fator inibitério de macréfago (MIF) no P.
brasiliensis é um relato inédito descrito em fungos e o papel de MIF mimetizando uma citocina
pode revelar novos fatores de viruléncia para a infeccdo pelo P. brasiliensis. Portanto, pela
coevolucdo com o sistema imunitdrio, patdgenos poderiam desenvolver relevantes estratégias para
evasdo das defesas do hospedeiro desenvolvendo moléculas homdlogas a citocinas, como seria o
caso do MIF de P. brasiliensis. O papel do MIF de P.brasiliensis ¢é desconhecido, assim sua
caracterizacdo poderd gerar informagdes relacionadas ao MIF endégeno, favorecendo o

desenvolvimento de informagdes sobre o mecanismo de patogenicidade do fungo .
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Abstract

The dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis 1s the etiological agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), a fungal disease that affects many individuals in Latin
America. The mycelia found in nature probably constitute the infective phase that
differentiates to yeast form in the human lungs to establish the infection. The fungus
promotes a cell mediated immune and inflammatory pulmonary response. Macrophages are
pivotal effector cells of the innate immune system, recognizing and eliminating invasive
microbial pathogens. Initially identified as a T-cell cytokine, the Macrophage Migration
Inhibitory Factor (MIF) is also a macrophage cytokine and an important mediator of
inflammation. From the project “Functional and Differential Genome of P. brasiliensis”
ESTs (Expressed Sequence tags) database we discover a putative fungi homologue to the
mammalian MIF. There are no previous reports in the literature of MIF homologues in
fungi, however the sequence described in the genome of P. brasiliensis has sequence
similarity to MIF genes found in animal, nematode and plant.

The aim of this work is to investigate the gene encoded by the Pb MIF homolog in order to
characterize its coding sequence and predicted polypeptide.

A MIF related cDNA clone was fully sequenced and the predicted MIF homolog was
identified. The mRNA expression is restricted to the yeast form, as detected by Northern
Blot. Sequence analysis indicated that the predicted amino acid sequence has a similarity of
56% (32% identical) with the MIF of M. musculus. The Pb MIF CDS (coding sequence)
was subcloned into bacterial expression vector (pET21) fused to a histidine tag. This CDS
was expressed in Escherichia coli to produce recombinant protein.

We have detected and characterized a Pb MIF putative homolog. This is the first report of
a MIF homolog among fungi and its role as a cytokine mimetic may reveal new virulent
factors for P. brasiliensis infection. During the co-evolution with immune system,
pathogens must had developed relevant strategies of evasion of host response. Though
incorporating cytokines homologs may be a successful strategy for P. brasiliensis infection.
The Pb MIF homolog may be part of an unknown strategy for P. brasiliensis survival

inside the mammalian host.



Introdugdo

O fungo Paracoccidioides brasiliensis €é o agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sist€émica na América do Sul,
destacando-se no Brasil como oitava causa de mortalidade entre as micoses sistémicas
(Coutinho et al., 2002). A PCM acomete especialmente populacdes de areas rurais e tem
uma importancia em satde coletiva associada aos custos sociais € econdmicos. Ela ocorre
principalmente em individuos em fase produtiva, com freqiientes seqiielas secunddrias,
motivo comum de incapacitagdo para o trabalho.

A classificacdo taxonOmica e a nomenclatura dos fungos sdo classicamente
baseadas na observacdo do fenétipo nos estdgios de reproducdo sexuada. Assim, fungos
com reproducdo sexual desconhecida, como o P. brasiliensis, t€ém sua classificacao
imprecisa e conflitante. Atualmente o P. brasiliensis € considerado um ascomiceto, apesar
de ndo ter ciclo sexual descrito, e por meio de comparagdes de seqii€éncias de nucleotideos
do RNA ribossomal foi classificado como um provdvel membro da ordem Onygenales
juntamente com os fungos Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis (Guarro et
al .,1999).

P. brasiliensis é um fungo dimorfico. Lutz, em 1908, foi o primeiro a relatar a
PCM e observar o dimorfismo, o qual é reprodutivel in vitro por meio de variacdo de
temperatura: 23-36° C micélio, 36-37° C levedura.(San-Blas & Nino-Vega, G, 2001). Esse
processo de transformacdo € reversivel e depende de um conjunto de genes expressos de
forma diferencial, em adi¢do a regulacdo enzimatica para a sintese de glucanas que alteram
a composicdo da parede celular do fungo (Borges-Walmsley et al.,2002).

P .brasiliensis ¢ multinucleado na sua forma patogénica de levedura, enquanto um
unico nucleo é presente na forma miceliana. A ploidia do P.brasiliensis nao esta
completamente definida, porém a literatura disponivel sugere que seja diploéide. Além disso,
quatro ou cinco cromossomos variando o tamanho entre 2 e 10 Mb foram identificados e o
tamanho do genoma € estimado em 20-23 Mb, o que indica presenca de 10.000-15.000
genes (Cano et al.,1998; Montoya et al.,1999).

O habitat natural de P. brasiliensis ainda nao foi precisamente determinado, embora

esse fungo tenha sido ocasionalmente isolado do solo (Silva-Vergara et al.,1998). Virios



estudos tém sido feitos no intuito de determinar o micro-habitat de P. brasiliensis:
condicOes favoraveis a existéncia do micro-habitat de P. brasiliensis foram presumidas a
partir de caracteristicas geoclimaticas das regides onde houve isolamento do fungo e das
areas endémicas. Acredita-se que na sua fase miceliana esse fungo apresenta-se como
sapréfita em regides com solos Umidos, ricos em matéria organica € com minimas
alteragdes de temperatura. Em condi¢cdes adversas (falta de umidade e/ou nutrientes) o
fungo produz propagulos da forma miceliana denominados conidios, os quais podem
infectar o homem. Além do homem (Homo sapiens), um outro hospedeiro que apresenta
relevancia na elucidacdo da ecologia de P. brasiliensis € o tatu (Dasypus novemcinctus ).
Esse animal pode ndo ser apenas um simples carreador como também parece desenvolver a
PCM, pois ha formagdo de granuloma relacionado ao fungo que pode ser encontrado no
pulmao, baco, figado e linfonodos mesentéricos. O tatu pode ser o principal reservatorio

natural do fungo (Restrepo et al., 2001).

Interacao parasito-hospedeiro:

O complexo processo envolvendo a interagdo parasito-hospedeiro pode levar a
diferentes resultados, tais como: infec¢do, comensalismo, colonizacdo, resisténcia, doenca
ou erradicacdo do microorganismo (revisto por Casadevall & Pirofzki, 2000).

No progresso da infeccdo, os fungos dimoérficos transitam para uma fase
morfolégica mais favordvel a sua adaptacdo. A forma infectiva produz fatores de aderéncia
e exoenzimas para a fixacdo inicial, crescimento e mobilidade do fungo no tecido do
hospedeiro. Essa mudanga morfolégica do patégeno promove uma troca nas moléculas
antigénicas de superficie, controla a expressdo da cdpsula de certos fungos que vao
determinar a natureza comensal ou invasiva do micrébio, além de permitir mudancas no
hospedeiro essenciais para o seu ciclo de vida (San —Blas et al., 2000).

A adesdo as células do hospedeiro e superficies mucosas € uma etapa crucial no
estabelecimento da infec¢do por P. brasiliensis. Existe uma forte relacdo entre aderéncia e
viruléncia, como sugerido por Hanna e colaboradores (2000) que observaram que linhagens
mais virulentas apresentam maior capacidade de adesdao. Essa abordagem ¢é baseada no
postulado de Falkow, originalmente descrito para identificacdo de genes de viruléncia em

bactéria, requeridos especificamente para evadir da resposta imune especifica do



hospedeiro (Falkow et al., 1988). Esse postulado preconiza que para um gene ser
considerado de viruléncia deve haver atenuag¢do ou perda da capacidade de isolados com
um determinado gene nocauteado em sobreviver/crescer/promover doenca em modelos
animais bem estabelecidos, quando comparado a isolados do tipo-selvagem e
reconstituidos. E importante ressaltar que um mutante nulo para um determinado gene de
viruléncia pode ser cultivado sob certas condicdes in vitro, porém tem sua capacidade de
produzir doenca atenuada ou completamente perdida quando introduzido no ambiente do
hospedeiro in vivo (Perfect & Cox, 2000ab).Apesar do P.brasiliensis ser um patégeno que
infecta o homem, pouco ainda € conhecido a respeito de seus genes de viruléncia. Tavares e
colaboradores (2005) compararam provdveis genes de viruléncia obtidos no transcriptoma
do P.brasiliensis (Felipe et al, 2003); distribuiu-se as ESTs(do inglés Expressed Sequence
Tags) em cinco classes metabolismo,parede celular, genes relacionados a toxicidade,
fatores de secrecao e outros. Esses resultados sugerem que esse organismo pode utilizar um
arsenal vasto de possiveis fatores de viruléncia, que permitem a sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes.

Portanto, o desenvolvimento da PCM, bem como de diversas outras micoses,
depende de interagdes entre o fungo e componentes do hospedeiro, caracteristicas
desenvolvidas para uma versatilidade fisiologica e nutricional que simplesmente permitem
a sobrevivéncia do patégeno no ambiente do hospedeiro mamifero. Navarro-Garcia e
colaboradores (2001) observaram que mudangas na parede celular podem modificar a
adesdo e reconhecimento do fungo pelo sistema imunitario do hospedeiro, ocasionando
alteragcdes na viruléncia.

A transicdo para a morfologia associada a doenca pode auxiliar o patégeno no
aumento da resisténcia as defesas do hospedeiro. No processo de transi¢do, ocorre a
indugdo de genes fase-especificos cujos produtos podem contribuir para a sobrevivéncia do
fungo no ambiente do hospedeiro (Felipe et al., 2005a,b).

A capacidade que os microorganismos possuem de sintetizar € secretar
componentes toxicos exerce um papel importante na sobrevivéncia das espécies. Ha
proteinas transmembranicas (transportadores) envolvidas na captacdo de nutrientes e
excrecdo celular. Em células cancerosas e em patdgenos, particularmente em alguns fungos,

algumas dessas proteinas sdo responsaveis por um importante fendmeno conhecido como



“multi-resisténcia a drogas” (MDR do inglés: Multi-Drug Resistance). Foram identificados
22 ESTs em P.brasiliensis relacionados a tranportadores ABC e que estdo envolvidos na
resisténcia a drogas, com similaridade em outros fungos (Costa et al.,2005).

Estudos moleculares estabeleceram fatores gerais de viruléncia para diferentes
fungos patogénicos: termotolerancia, dimorfismo, componentes polissacarideos da parede
celular, moléculas de adesdo, producdo de enzimas (proteinases, fosfolipases, lipases) entre
outros (van Burik et al.,2001; San-Blas et al.,2000). Esses dados mostram que a viruléncia
fingica € um evento altamente complexo e polivalente, resultante da expressdo de
multiplos genes em diferentes estigios e em diferentes locais de infeccao (Odds et al.,
2001).

Os fungos dimorficos sdo responsaveis pela maioria das infecgdes sistémicas de
humanos e outros mamiferos. O progresso da doenga é marcado pela conversao da forma
infecciosa, ndo patogénica, para uma morfologia distinta, patogénica (Rooney et al., 2002).
A patogenia parece estar intimamente ligada a morfogénese devido ao fato de que algumas
linhagens de P. brasiliensis, e também de outros fungos patogénicos como H. capsulatum e
B dermatitidis, sdo incapazes de fazer a transi¢do dimérfica e ndo sao virulentas. (Meddof
et al., 1986; Borges-Walmsley et al., 2002)

Componentes do hospedeiro tém mostrado afetar a morfogénese dos fungos
patogénicos. Devido a uma maior incidéncia da PCM em homens em relacao as mulheres,
apresentando uma proporcao de 78:1, sugere-se um possivel papel protetor do horménio
feminino P-estradiol (Restrepo et al., 1997; revisto por Borges-Walmsley et al., 2002).
Estudos in vitro demonstraram que 17-B-estradiol inibe a transi¢dio de micélio para
levedura. Os hormonios progesterona e estriol possuem menor efeito na inibicdo da
transicdo enquanto que andlogos como testosterona e 17-o-estradiol ndo possuem efeito
(Salazar et al., 1988; revisto por Rooney & Klein, 2002). Esses dados sugerem que a
infeccdo por P. brasiliensis € menos observada em mulheres porque os hormdnios
femininos suprimem a conversdao de micélio para levedura, um evento precoce € pivd no
processo infeccioso. Além disso, outras caracteristicas do individuo, como idade, estado
nutricional, patrimdnio genético e integridade da resposta imunoldgica sdo importantes

fatores para o estabelecimento do fungo, assim como a viruléncia e antigenicidade



(Franco,1987). A PCM € na maioria dos casos assintomatica, evoluindo em cerca de 2% de
todos os individuos infectados (McEwen et al.,1995).

Acredita-se que o micélio e seus conidios constituam a forma infectiva que se
transforma em levedura e estabelece a infeccdo nos pulmdes, podendo também atingir
outros 6rgdos do hospedeiro. Assim, no ambiente natural, os conidios produzidos pela
forma miceliana de P. brasiliensis atuariam como propéagulos infecciosos que ao serem
inalados, chegariam ao pulmdo e transformariam em levedura, estabelecendo a infeccao.
Posteriormente, dependendo da relagdo parasito-hospedeiro, a infeccdo poderia disseminar
para os demais tecidos do hospedeiro, tornar-se latente ou ser erradicada (Franco,1987;
San-Blas et al., 2002; revisto por Rooney & Klein, 2002 e Casadevall & Pirofski, 2000).

A infeccdo inicia-se principalmente nos pulmdes e pode ser disseminada via
corrente sanguinea ou pelos vasos linfaticos para vérios tecidos do corpo. A maioria dos
individuos infectados desenvolve apenas a infeccdo pulmonar assintomadtica; no entanto,
alguns pacientes apresentando manifestacdes clinicas da doenga dao origem a forma aguda,
subaguda (tipo juvenil), e a forma cronica (tipo adulto). A progressao para a doenca
depende tanto das condi¢cdes imunoldgicas do hospedeiro, como da viruléncia do fungo. A
PCM afeta principalmente a faixa etdria de 3-25 anos ocorrendo excepcionalmente em
pacientes com idade mais avangada. As manifestacoes da doenca refletem principalmente o
grande comprometimento do sistema fagocitdrio mononuclear. Essa forma da doenca
progride rapidamente e dissemina pelo sistema linfatico, com hipertrofia do linfonodo,
hepatoesplenomegalia intensa e o envolvimento de outros 6rgaos. Nas formas cronicas, que
sdo as mais comuns, a doen¢a acomete individuos com mais de 25 anos de idade e tende a
progredir mais lentamente. As lesdes sao restritas a determinados 6rgiaos que podem surgir
diretamente de um foco primario ou a partir de um foco quiescente apds um determinado
periodo de laténcia (Franco,1987; Martinez, 2004).

A resposta imunitaria celular efetiva mediada por linfécitos e a imunidade celular
ndo especifica mediada por macréfagos, neutréfilos e células citotoxicas naturais
constituem a principal defesa contra infeccdes por fungos parasitas intracelulares como
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces

dermatitdis e Paracoccidioides brasiliensis (Romani, 1997).



A resisténcia as infeccdes também tem sido associada ao papel protetor do
interferon gama (IFN-3) (Cano et al., 1998), cuja deplegdo in vivo aumenta a severidade da
doenca desenvolvida tanto em camundongos resistentes (A/Sn) quanto em susceptiveis (B
10). A resisténcia esta ligada principalmente a resposta imune do tipo Th 1 com elevada
secrecao de IFN-y e Interleucina 12 (IL-12) e a suceptibilidade estd associada com baixos
niveis destas citocinas. (Kashino er al , 2000)

O IFN-y age na ativacao de macréfagos, na produgdo de 6xido nitrico (NO), o maior
agente microbicida dos macréfagos, que inibe a transformacdo de conidio para levedura.
Entretanto, quando produzido exageradamente parece ter um papel na imunossupressao
obervada na paraccocidioidomicose experimental e humana (Bocca et al , 1998; Gonzalez
et al 2000). IFN-y também estimula macréfagos infectados por P. brasiliensis a secretar
fator de necrose tumoral (TNF-a), que é requerido para a persisténcia dos granulomas
(Souto et al, 2000). Assim, tanto IFN-y quanto TNF-a conferem resisténcia a P.
brasiliensis por estimular a formacdo do granuloma e produg¢do de Oxido nitrico,
controlando a infec¢do.

Foi demonstrado recentemente que culturas in vitro de macréfagos de camundongos
resistentes infectados com P. brasiliensis produzem muito TNF enquanto que macréfagos
de camundongos sensiveis produzem somente NO. Na presenca de um inibidor de NO
ocorre a produgdo de TNF, o que sugere que o aumento de TNF ou a produgdo de NO estao
associados, respectivamente, a resisténcia e a susceptibilidade na PCM (Nascimento et al.,
2002).

A falha na sinalizag¢do da ativacdo de fagdcitos pode contribuir para a predisposi¢ao
a infeccdo, limitar a eficdcia terapéutica a antifingicos e favorecer a persisténcia flingica
e/ou comensalismo (Calich et al., 1998 revisto por Romani, 2004)

O estabelecimento do fungo no tecido pulmonar induz uma resposta inflamatéria
que permite a formacdo de granuloma, o qual é definido como uma cole¢do compacta de
células do sistema fagocitario mononuclear, podendo transformar em células epitelidides e
gigantes. Linfécitos, plasmocitos, eosinofilos e fibroblastos também estdo presentes
(Williams et al., 1983; De Brito et al., 1994). A resposta inflamatéria induzida pelos fungos

auxilia no controle da infec¢do, entretanto, também contribui para a patogenicidade, como



observado pela ocorréncia de infeccdes severas em pacientes imunossuprimidos (Cheng et
al., 2000).

O granuloma € a lesdo fundamental na PCM e como em outras doengas infecciosas
(tuberculose, hanseniase, esquistossomose e histoplasmose) é resultado de uma reagao de
hipersensibilidade tardia (DTH do inglés Delayed Type Hipersensibility) contra antigenos
do agente infeccioso (Romani,1997). O macréfago € a principal célula componente do
granuloma, e vérios estudos clinicos e experimentais sugerem que macréfagos ativados por
linfécitos T tém papel fundamental como a primeira barreira de resisténcia a P. brasiliensis.
Dessa forma, o granuloma € um componente essencial na defesa contra o P. brasiliensis,
pois € onde ocorre a cooperacao linfécito T-macréfago, permitindo que o macréfago nao sé
exerca as suas atividades microbicidas e de apresentador de antigenos, mas também,
juntamente com o linfécito T, produza citocinas e outros fatores que proporcionem um
granuloma competente e eficaz na contencao e eliminacdo do fungo, evitando assim a sua
disseminacdo pelo organismo. Convém ressaltar que hd uma plasticidade marcante do
linfécito T em resposta as infec¢des flingicas, como por exemplo, a acdo antiftingica direta

e lise dos fagdcitos parasitados pelo fungo (Romani, 2004).



Fator Inibitorio de Macroéfago:

O fator inibitério de macréfago (MIF- do inglés: Macrophage Migration Inhibitory
Factor), descrito primeiramente hd 40 anos, era considerado um mediador linfocitario que
inibia a migracdo randomica de macréfago (David et al. 1966). Posteriormente, MIF foi
descrito novamente como um fator secretado pela hipéfise e com propriedades neuro-
enddcrinas (Bernhagen et al., 1993; Calandra et al., 1995).

Atualmente, MIF € considerado uma proteina pleiotrépica secretada principalmente
por macréfagos, linfocitos e células endoteliais. Exerce atividades inflamatérias e
imunitdrias, induz a secre¢do de citocinas inflamatérias, a formacdo de 6xido nitrico e
anions superdxidos e a proliferacdo linfocitaria (Nguyen et al., 2003). A atividade de MIF
também ¢ associada a regulacdo do macréfago e a DTH (Bernhagen e al., 2002).

As atividades imunorregulatdrias de MIF sdo baseadas na regulacdo transcricional
de produtos gé€nicos inflamatérios, na modulagdo da proliferacdo celular e no controle do
ciclo celular, na inibicao da apoptose inativando P53 e em diversos efeitos metabdlicos
(Bucala, 1996; Hudson et al., 1999, Mitchell,2000; Lue et al., 2002; Petrenko et al., 2005).
P53 € uma proteina supressora tumoral que atua como um fator de transcri¢do responséavel
por uma ativacao direta de genes envolvidos em diversos eventos celulares, incluindo a
apoptose (Vogelstein et al.,2000; Vousden et al.,2002).

MIF apresenta atividade enzimatica além da caracteristica de citocina e, de acordo
com a literatura, um residuo de prolina na posi¢do 2 é o que determina a atividade de
tautomerase (Swoope et al., 1998; Subramanya et al.;1996).

MIF exerce um papel relevante na patogé€nese de uma variedade de condigcdes
inflamatérias e imunitdrias, tais como choque séptico, artrite reumatdide, cancer e doengas
pulmonares. Conseqiientemente, abordagens terapéuticas baseadas em MIF tém sido
bastante sugeridas (Bozza et al., 1999; Chesney et al., 1999; Calandra et al., 2000). Roger e
colaboradores (2001) identificaram um papel crucial de MIF na resposta imunitdria inata
por meio da modulacdo dos receptores do tipo TOLL-Like4, indicando o tratamento anti-
MIF como uma importante estratégia para a terapéutica de individuos com choque séptico
induzido por bactérias GRAM negativas.

Apesar da estrutura génica e molecular de MIF ser bem descrita (Benhagen et

al.,1998) os mecanismos moleculares da acdo de MIF ainda nao foram bem elucidados.
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Nao ha relatos de identificacdo de um receptor de membrana. MIF modula a fosforilacdo e
a atividade de proteinas quinases (Mitchell et al.,1999) e interage e regula a atividade de
coativador transcricional JAB 1/ CSN 5 atuantes no ciclo celular (Kleemann et al., 2000;
Burger-Kentischer et al, 2002; Burger-Kentischer et al., 2005). Porém, ainda ndo € claro o
que esses eventos moleculares regulatérios representam na interacdo do MIF com a célula
alvo.

O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis realizado no
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia junto a Rede Genoma
Centro-Oeste permitiu a geragdo de ESTs a partir de bibliotecas de cDNA das formas de
micélio e levedura de P. brasiliensis (Felipe et al, 2005; Felipe et al., 2003). Nao ha relatos
na literatura de homoélogos de MIF em fungos, porém, no genoma do P. brasiliensis foi
descrito uma seqiiéncia que possui similaridade génica significativa com o MIF de
mamiferos, indicando um envolvimento potencial na patogénese do P.brasiliensis.

Pela coevolucdo com o sistema imunitdrio, patégenos desenvolvem estratégias
relevantes de evasdo e adaptacdo as defesas do hospedeiro (Tosta, 2001) e podem assim
desenvolver moléculas homoélogas a citocinas, o que pode ser o caso do MIF de P.
brasiliensis. Como o P.brasiliensis ¢ um patégeno intracelular, conseqiientemente, uma
interferéncia na sobrevida do macréfago através de MIF, inativando P53 e interferindo no
ciclo celular, pode permitir a sobrevivéncia do fungo ao microambiente do hospedeiro. O
papel de MIF mimetizando uma citocina pode revelar novos fatores de viruléncia para a
infeccdo pelo P. brasiliensis. Esse fendmeno sugere que caso seja confirmada a expressao
de uma proteina homologa a MIF em P. brasiliensis,o seu estudo favorecera a elucidagao

de informagdes sobre o mecanismo de patogenicidade do fungo.
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Objetivos e estratégia experimental

O objetivo geral desse trabalho € a clonagem e caracterizacio do cDNA completo
do gene homoélogo ao fator inibitério de macréfago (MIF) do fungo dimoérfico

Paracoccidioides brasiliensis.
Estratégia experimental:

1. Clonagem e sequenciamento do clone de cDNA similar a MIF isolado de

biblioteca de P. brasiliensis.
2.Confirmacao do perfil de expressao diferencial do gene mif (Northern blot).

3.Clonagem do fragmento de cDNA correspondente ao MIF no vetor de expressdo pET

21 a ( Novagen) fusionado a uma cauda de histidina.

4 Expressdao de MIF recombinante na linhagem BL21(DE3)-pLys S de Eschericchia

coli.

5.Confirmacgao da expressao heterloga da proteina de fusdo por SDS-PAGE e Western

blot.
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Justificativa:

A detec¢do e caracterizacdo de um homodlogo de fator inibitério de macréfago
(MIF) no Paracoccidioides brasiliensis € um relato inédito para fungos; caso se confirme o
papel de MIF mimetizando uma citocina podem ser identificados novos fatores de
viruléncia para a infeccio pelo Paracoccidioides brasiliensis. E importante ressaltar que foi
demonstrado uma molécula homéloga a MIF em nematdides biologicamente ativa em
macréfagos (Zang et al., 2002). Portanto, pela coevolu¢do dos patdgenos com o sistema
imunitdrio, estes poderiam empregar estratégias relevantes para a evasdo das defesas do
hospedeiro, desenvolvendo assim moléculas homologas a citocinas. Este seria o caso do
MIF de P. brasiliensis. Desta forma, uma nova faceta da relagdo patdgeno-hospedeiro pode
ser postulada. A compreensdo desses mecanismos miméticos pode sugerir novas formas de

intervengdo no tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).



MATERIAL

1. Meios de Cultura- Escherichia coli
Meio Luria-Bertani (LB)

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de Levedura  0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)
pH=7,2

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

Meio 2XYT

Peptona de caseina 1,6% (p/v)
Extrato de levedura 1,0% (p/v)

NaCl 0.5% (p/v)
pH=7,2

Meio SB
Triptona 3,0% (p/v)
Extrato de levedura 2,0% (p/v)
MOPS 1,0% (p/v)
pH=7,0

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

pH=7,0
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Meio SOC

Ao meio SOB foram adicionadas as seguintes solugdes estéreis, nas concentragdes

finais indicadas:

Glicose 20 mM
MgCl2 10 mM
MgSO4 10 mM

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

2. Antibiéticos e solucdes utilizadas para selecao de transformantes:
Ampicilina

Solucido estoque: 50 mg/mL em dgua estéril.

Estocar protegida da luz, a -20° C.

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

eletroporacdo, a concentragao final utilizada é de 200 pg/mL.

Tetraciclina

Solucgdo estoque: 20mg/mL em etanol 70%

Concentracgdo final de uso: 30pug/mL.

Cloranfenicol

Solucgdo estoque: 20 mg/mL em etanol

Concentragdo final de uso: 20 ug/mL

IPTG (isopropil-p-D-tiogalactosideo)

Solugdo estoque: 100 mM de IPTG em H20. Solugdo esterilizada por filtragdo em

membrana Millipore® de 0,2 um.
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X-Gal (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-Dgalactopirasosideo)

Solucdo estoque: 2,5% de X-Gal dissolvida em N-N-dimetilformamida. A solugdo €

estocada em vidro ou tubo de polipropileno a — 20 ° C, protegido da luz.

3. Linhagens bacterianas :

Tabela 1. Linhagens de Escherichia coli utilizadas.

Linhagem Genétipo

XL 1-Blue (utilizada para amplificagdo de rec A I endAl gyr A 96 thi-1 hsdR17

plasmideos supE44 relAl lac [ F’ proAB lacl’ZAM15
TnlO(tet")]

BL-21 (DE 3)pLysS (utilizada para hsdSgal (Aclts857) indl Sam7 nin5

producio de proteina recombinante) lacUV5-T7 genel

4, Plasmideos utilizados:

-pGEM-T Easy: 2.975 pb, ori fl, amp', promotores T 7 e SP6, lacZ, miiltiplos sitios de
clonagem (Promega®, Madison, Wisconsin). O pGEM-T Easy é obtido a partir do corte do
vetor pGEM®,-5Zf(+) com EcoRV, e a adicdo de timidina as por¢des 3’ das duas
extremidades. Esta timidina que se sobressai na por¢ao 3’ aumenta a eficiéncia de ligagao
dos produtos de PCR, por prevenir a religacdo do vetor, e por fornecer extremidades
compativeis com produtos de PCR que tiveram adeninas acrescentadas as suas
extremidades, o que pode ocorrer com o uso de determinadas Tag DNA Polimerases, que

apresentam atividade de terminal deoxinucleotideo-transferase.

-pET 21a : vetor de fusdo de 5.443 pb, oriPbr322, amp', promotor T7lac, lac T,
multiplos sitios de clonagem (Novagen). E utilizado para a expressio de proteinas
fusionadas ao T7-tag na regido amino-terminal e ao His-tag, que € muito ttil como parceiro
de fusdo para purificacdo de proteinas, na regido carboxi-terminal. O gene de interesse fica
sob controle do promotor T7lac que necessita da RNA polimerase viral proveniente da
célula hospedeira. O pET também carrega a seqiiéncia natural promotora e codante do

repressor lac (lac 1) orientado de forma oposta ao promotor T7lac. Dessa forma, o
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repressor age tanto no promotor lacUVS5 no cromossomo da célula hospedeira para reprimir
a transcricdo do gene T7 RNA polimerase pela polimerase da célula quanto no promotor
T7lac, o vetor, para bloquear a transcricdo do gene alvo pela T7 RNA polimerase que €
produzida. Isso possibilita que a proteina de interesse somente seja expressa na presenca do

indutor IPTG, que se liga ao produto do gene lac I', levando a sua inativagao

5.Enzimas de restricao:

Tabela 2. Enzimas de restricao utilizadas.

Enzima Sitio de clivagem | Tampdo Temperatura Fornecedor
EcoR 1 G"AATT_C Tampao III 37°C Qbiogene
Nde 1 CANTA_TG NEB II 37°C Biolabs
Pyu 1l CAGMCTG Tampao B 37°C Promega
Xho 1 C"TCGA_G NEB II 37°C Biolabs

6. Outras enzimas:

T4 DNA ligase- 400 U/uL (New England Biolabs)

Fosfatase alcalina de camarao- SAP- 1000 U/uL (Boehringer Mannheim)
Taq DNA polimerase-2 U/uL (Cenbiot-RS)

7. Tampoes de enzimas:

Tampao de ligacdo 10 X (New England Biolabs®)

Tris-HCI pH 7.4 0,50 M
MgCl2 0,10 M
DTT 0,10 M
Espermidina 0,01 M

ATP 0,01 M




Tampao da Taq DNA polimerase 10X

Tris-HCI pH 8.3 0,1M
KCl 0,5M
BSA 0,1%
MgCl2 15 mM

Tampao de reacao para T4 DNA ligase (10X)

Tris-HCI pH 7.8 50 mM
MgCl2 10 mM
DTT 10 mM
ATP 1 mM
BSA 25 (g/mL)
Tampao da SAP (10X)
Tris-HCI pH 8,5 500 mM
Mg Cl2 50 mM

8. Solucoes de uso geral:

Tampao TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
Glicerol 70%
Glicerol 70% (vIv)

Solucio de equilibrio
Tris-HCI pH 8,0 100 mM
NaCl 100 mM
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Fenol equilibrado

Fenol 10v
B-hidroxiquinolina 0,1% (p/v)
B-mercaptoetanol 0,2% (vIv)

Homogeneizar repetidas vezes com solucdo de equilibrio. Estocado protegido da luz

e manipulado com luvas.

Clorofane

Fenol (equilibrado em pH 7,6) Iv

Cloroférmio lv
B- hidroxiquinolina 0,05% (p/v)
Equilibrado com Tris-HCI 100 mM pH 7,6. Estocado protegido da luz e manipulado
com luvas.
Clorofil
Cloroférmio 24 v
Alcool isoamilico lv

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

9. Solucoes utilizadas nos protocolos de transformacio:

Cloreto de calcio

CaClz 100 mM

Esterilizar por filtragdo em membrana Millipore ® de 0,2 pum.

Estoque de Mg 2+ 2M
MgCl2.6H20 M
MgS04.7H20 IM

Estoque de glicose 2M
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Solucio de glicerol 10% (v/v)

Esterilizada por autoclavagem a 120°C por 30 minutos.

10. Solucoes para preparacao de DNA plasmidial

Solucao I
Tris-HCl pHS,0 50 mM
EDTA pHS8,0 10 mM
RNAse A 100 pg/mL
Solucao 11
NaOH 02M
SDS 1,0% (p/v)

Preparada na hora do uso

Solucao IIT
Acetato de potéssio SM 60 mL
Acido acético 11,5 mL
H20 qsp 100 mL

Utiliza-se o acetato de potdssio a uma concentragdo final de 3 M e o dcido acético a

2M. pH=5,5.

RNAse A
RNAse A 10 mg/mL
Dissolvida em tampao acetato de sédio SOMm (pH 4,8) e fervida em banho-maria

por 20 minutos. Estocada a -20°C.



11. Solucoes para eletroforese em gel de agarose:

Tampao de Corrida Tris-Borato TEB (10X)

Trizma base 0,89 M
Acido bérico 0.89 M
EDTA 0,02 M

O pH € ajustado para 8,0 com 4cido bérico.

Tampao de amostra para DNA/RNA (10X)

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

Tampao de corrida TEB 10X 50% (viv)

Solucao de brometo de etidio

Brometo de etidio 10 mg/mL

12. Solucoes para eletroforese em gel de poliacrilamida:

Solucio estoque acrilamida 30% (29:1)
Acrilamida 20%(p/v)
Bis-acrilamida 1% (p/v)

Filtrar e estocar na geladeira protegida da luz

Solucido de Persulfato de Aménio (APS)
Persulfato de Amonio 10% (p/v)

TEMED (N,N,N’N’-tetrametietilenodiamina)
Foi utilizado o reagente TEMED da Companhia Organic Research.

Gel concentrador SDS-PAGE
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Solu¢do Acrilamida/Bis-acrilamida

29:1 4%((p/v)
Tris-HCI pH 6,8 125mM
SDS 0,1%(p/v)

Gel separador SDS-PAGE

Solug@o Acrilamida/Bis-acrilamida

29:1 12%(p/v)
Tris-HCI pH 8,8 400mM
SDS 0,1%(p/v)

Tampao de Corrida para SDS-PAGE (Tris-Glicina)

Trizma base 125 mM
Glicina 960 mM
SDS 0,5% (p/v)
PH=8,3.

Tampao de amostra 2X para proteina

Tris-HCI pH 6.8 200 mM

SDS 4% (p/v)
Glicerol 20% (v/v)
B-mercaptoetanol 4% (vIV)
Azul de bromofenol 0,1%(p/v)

Solucio Corante de Azul de Comassie para Gel SDS-PAGE

Metanol 40%(v/v)
Acido acético 10%(v/v)
“Comassie Blue (R-250)” 1% (p/v)

Solucio Descorante para Gel de SDS-PAGE
Metanol 40% (v/v)
Acido acético 105 (v/v)
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13. Solucoes para Western Blot

Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X pH7,4

NaCl 1,37M

KCl 2, 7M

Na2HPOu4 1.2M

KH2 PO+ 1,2M

NalNs 0,02% (p/v)
Tampao PBST

PBS 1X adicionado de Tween 20 a 0,05% (v/v)

Tampao de Fosfatase Alcalina (Alkaline Phosphatase Buffer-APB)

Tris-HCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 5 mM

Tampao para Transferéncia Semi-Seca de Proteinas

Trizma-base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0,037% (p/v)
Metanol 20% (v/Iv)

Solucio de bloqueio
BSA 3% (p/v)
Dissolvido em PBS 1X
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Solucio reveladora para Western Blot
O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) foram
preparados em uma solucdo estoque de 50 mg/mL (Pierce), sendo o NBT dissolvido em
N,N-dimetil formamida 70% enquanto o BCIP em 4gua. Para preparar 10mL de solugao
reveladora adicionava-se 66l do estoque de NBT e 33ul do estoque de BCIP em 10 mL de

APB, nesta ordem para evitar a formagao de precipitado.

Membrana de nitrocelulose

Hybond C+ (Amersham Biosciences)

14. Anticorpos e conjugados para Western Blot

Anti-HIS tag (Santa Cruz, SC 804)
Anticorpo IgG produzido em coelho, anti-HIS tag.

“Anti-Rabbit-IgG(Fc) Alkaline Phosphatase Conjugated”(PIERCE®, n° de
catdlogo: 31341)

Anticorpo IgG produzido em cabra, anti-IgG de coelho, conjugado a fosfatase alcalina.

15. Solucoes para Northern-blot

MOPS/EDTA 10X

MOPS 0,2 M
Acetato de s6dio 50 mM
EDTA pH 8,0 10 mM

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 0,2M. A solucdo deve ser mantida em frasco

escuro, a 4 °C.



24

Tampao de amostra para eletroforese desnaturante de RNA

Formamida deionizada 0,75 mL
MOPS/EDTA 10X 0,15 mL
Formaldeido 0,24 mL
H20 0,10 mL
Glicerol 100% 0,10 mL

Azul de bromofenol 10% 0,08 mL

SSC 20X
NaCl 3,0M
Citrato Trissédico 0,3M

Ajustar o pH para 7,0. Esta solucdo deve ser filtrada ou autoclavada apds o preparo.

SSPE 20X
NaCl 3,6 M
NaH2PO4 02M
EDTA 0,02 M

Ajustar o pH para 7,4 com NaOH. Esta solucdo deve ser filtrada ou autoclavada

apds o preparo.

DEPC 0,1% (v/v)

Membrana de Nylon

Hybond N+ (Amersham Biosciences)
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16. Reagentes e Kits utilizados:
“BenchMark™ Pré-stained Protein Ladder” (Invitrogen Life Technologies) —

Marcador de massa molecular pré-corado para eletroforese em gel de poliacrilamida

desnaturante (SDS-PAGE).

Cubetas de 0,2 cm — Utilizadas para eletroporacdo no equipamento Gene Pulser com

Pulser Controller da Bio-Rad (Bio-Rad, nimero de catdlogo 165-2086)
Glicogénio — 20 mg/mL (Invitrogen, niimero de catdlogo: 10814-010)
High DNA Mass™ Ladder (Invitrogen, nimero de catdlogo: 15618-010)
Marcador de Massa Molecular 1kb Ladder™ — (Invitrogen, nimero de catilogo:

15615-016)

Marcador de Massa Molecular 1kb Plus Ladder™ ( Invitrogen, nimero de catélogo:
10787-026)

“pGEM-T®Easy Vector System I’ (Promega, nimero de catdlogo:A3600 )

QIAprep Spin Miniprep Kkit- usado para preparagdo de plasmidios para o

sequenciamento automatico. (QIAgen, nimero de catdlogo: 27106)
QIAquick Gel Extraction kit (QIAgen, nimero de catdlogo: 28704)
Wizard®SYV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, nimero de catdlogo: A9281)

Os Kits foram utilizados de acordo com a instruc¢ao dos fabricantes.
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17. Oligonucleotideos dos vetores

-Universal para M13
5’-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3’-23mer

- Reverso para M13
5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3’-23 mer

-T3
S’ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3’-20 mer

-T7 S TAATACGACTCACTATAGGG-3’-20mer

METODOLOGIA

1. Desenho dos oligonucleotideos para amplificacao e clonagem da ORF do PbMIF, a

partir da seqiiéncia de nucleotideos do cDNA.

A estratégia para expressao heteréloga da ORF do PbMIF (ORF do inglés: Open
Reading Frame do MIF de P.brasiliensis) envolveu sua amplificagcdo (a partir do respectivo
cDNA), seguido por clonagem no vetor de expressdo de E. coli, pET21a (Novagen). Os
oligonucleotideos utilizados nesses experimentos foram desenhados a partir da anélise da
seqiiéncia nucleotidica do cDNA pbmif, flanqueando os provaveis cddons de iniciagdo e
terminacdo da tradugdo e adicionando-se a seqiiéncia, sitios de enzimas de restri¢do visando
a clonagem no vetor escolhido.

As caracteristicas dos oligonucleotideos desenhados durante esse trabalho,

encontram-se esquematizadas na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados.

Nome | Seqiiéncia®(5’°-3") Tamanho | GC | Tm"(°C) | Sitios  de

(%) restricao
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MIF5’ | CCACATATGCCTTTCATTGAGCT 23 43,457 Ndel

MIF3’ | ACCCTCGAGTGCACCATAATTTAGCT |26 46,160 Xhol

* As posigdes dos sitios de restricao encontram-se sublinhadas nas seqiiéncias dos oligonucleotideos.

> Método para célculo da Tm: Tm=[2(A+T)+4(G+C)] (Silva-Pereira, 2003)

2. Amplificacao da ORF do PbMIF para clonagem no vetor de expressao.

Foram utilizados 40 ng do cDNA pbmif em um sistema de amplificacdo de S0uL,
contendo: tampao de reacdo 1X; 1,5mM de MgCl2; 0,2mM de cada dANTP; 0,2 uM de cada
oligonucleotideo (MIF5’ e MIF3’) e 2U da enzima Tag DNA polimerase (Cenbiot/RS-
Brasil).

A amplificacdo foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

a. Desnaturacao: 94°C por 3 minutos.
b. Anelamento: 42°C por 1 minuto.

c. Extensdo: 72°C por 2 minutos.

d. Desnaturacdo: 94°C por 4 minutos.
e. Repeticdo das etapas a-d por 4 vezes.
f. Anelamento: 55°C por 1 minuto.

g. Extensdo: 72°C por 2 minutos.

h. Desnaturacao: 94°C por 1 minuto.

1. Repeticdo das etapas a-i por 19 vezes.
] Anelamento: 55°C por 1 minuto.

k. Extensao final: 72°C por 10 minutos.

O fragmento obtido na reagdo de PCR apoés ser analisado por meio de eletroforese em
gel de agarose 1% foi purificado utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction”(Qiagen) e
utilizado para clonagem no vetor pPGEMT (Promega). Posteriormente, foi digerido com as
enzimas de restricdo Xhol e Ndel e clonado no pET21a (Novagen). Esse fragmento de
DNA, correspondendo a ORF do PbMIF, também foi usado como sonda em um

experimento de northern blot, descrito a seguir.
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3. Clonagem da ORF do PbMIF no vetor pGEMTe (Promega)

Os fragmentos obtidos por PCR, com os primers MIF5’ e MIF3’, referentes a ORF do
PbMIF ap6s serem analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), foram
purificados e clonados no vetor pGEMT-Easy (Promega), de acordo com as instru¢des do
fabricante. A reacdo de ligacao foi efetuada utilizando-se uma razdo molar de 1:6 (vetor:
inserto), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds incubagdo a 4°C durante a noite,
o sistema de ligacdo foi utilizado para transformar células eletrocompetentes da linhagem
XL1-Blue. Apés a obtencdo de clones recombinantes, os plasmideos preparados foram
analisados por perfil de restricdo e um clone positivo foi submetido ao sequenciamento

automadtico para confirmac¢do da sequéncia.

4. Clonagem da ORF do PbMIF no vetor de expressao pET21a (Novagen)

O fragmento de cDNA correspondente a ORF do PbMIF, obtido conforme descrito
anteriormente, foi clonado no vetor de expressdao pET21a (Novagen) Inicialmente, este
vetor foi usado para transformar células de E.coli da linhagem XL1-blue, por eletroporagao,
no intuito de manter o plasmideo em uma linhagem de células mais estavel . A reacdo de
ligacdo constituiu em uma razao molar de 1:5 (vetor: inserto), de acordo com as instru¢des
do fabricante. Apds incubacdo a 16°C durante a noite, o sistema foi utilizado para
transformar células eletrocompetentes da linhagem XL1-blue de E .coli. Apds preparagcao
do plasmideo intacto, a partir de um clone recombinante confirmado por perfil de restri¢ao,
este foi quantificado para sequenciamento automético e usado para transformar a linhagem
BL21(DE3)-pLysS de E .coli para expressdao heterdloga da proteina recombinante de

interesse.

5. Preparacao de Células Eletrocompetentes (adaptado de Rader et al., 2000)

Uma colonia isolada da linhagem XL1-blue de E.coli foi inoculada em 10 mL de

meio SB, contendo tetraciclina a uma concentracao final de 30pug/mL, e cultivada durante a
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noite a 37°C sob agitacdo a 250 rpm. Na manha seguinte, 7,5 mL desse pré-inculo foi
inoculado em 250 mL de meio SB em um Erlenmeyer de 1L contendo 25 mL de glicose
20% (p/v) e 25 mL de MgCl2 1M, na auséncia de antibiético. Os frascos foram entdo
incubados a 37 °C sob agitacdo a 250 rpm, até o inoculo atingir uma densidade de células
medida como ODesoo= 0,7. Apds atingir essa taxa de crescimento, os frascos foram
resfriados no gelo, assim como todo o material e solucdes a serem usados posteriormente
(frascos de centrifugacdo, pipetas, ponteiras, microtubos, etc.). A cultura foi centrifugada a
3.000xg por 20 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. O sedimento de células foi
submetido a sucessivas lavagens em diferentes volumes de glicerol 10% gelado, seguido
por centrifugacio, como descritas a seguir: inicialmente, o sedimento foi ressuspenso em 25
mL de glicerol 10%(v/v) e o volume final completado com glicerol 10% para 100mL. As
células foram novamente centrifugadas nas condi¢des anteriores e o sedimento ressuspenso
em um volume final de 50 mL. Apds nova centrifugacdo o sedimento era ressuspenso em
um volume final de 25 mL. Por fim, uma nova centrifugacdo era realizada e o sedimento de
células era ressuspenso em um volume residual de glicerol (tipicamente 1 a 2 mL).
Aliquotas de 100pl eram distribuidas em microtubos e em seguida congeladas em banho

alcool/gelo seco ou N2 liquido e estocadas a - 80°C.

6. Transformacao de células competentes (E.coli) — Eletroporacio - (adaptado de

Maranhéo,2000)

Uma aliquota de células eletrocompetentes era descongelada em um banho gelo-
agua. A uma aliquota de 100uL dessas células, em um microtubo gelado, era adicionado
20ng de DNA plasmidial ou até SpL do sistema de ligacdo, € o tubo era entdo incubado no
gelo por cerca de 20 minutos. Com o auxilio de uma micropipeta a mistura células/ DNA
era colocada em uma cubeta de eletroporagao pré-resfriada, com um espago de 0,2 cm entre
os eletrodos (BioRad). As eletoporagdes eram realizadas no aparelho ‘“BioRad
eletroporator” segundo os parametros: 2,5kV/200€2/25 pF com uma durac¢do de pulso de
aproximadamente 5 milissegundos. Imediatamente apds o pulso era adicionado a cubeta 1

mL de meio SOC a temperatura ambiente e o conteddo transferido para um tubo tipo
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Falcon de 50 mL, a cubeta era lavada mais duas vezes com 1 mL de meio SOC totalizando
3 mL de meio de cultura. O tubo Falcon era incubado a 37°C sob agitagdo (250 rpm) por 1
hora. Eram plaqueados 100 pL do sistema de transformacdo contendo o plasmidio intacto
fazendo diluicdes quando necessdrias. Quando se tratava de um sistema de ligacdo, as
células eram sedimentadas por centrifugacdo, ressuspensas em 300uL de meio SOC e
plaqueados 100-200uL da suspensdo de células em meio LB dgar contendo o antibidtico
apropriado na concentragdio adequada. As placas eram incubadas a 37°C por

aproximadamente 16 horas.

7. Preparo e transformacao de células de Escherichia coli competentes congeladas

pelo método de cloreto de calcio (adaptado de Sambrook et al., 2001)

Inoculavam-se 50 mL de meio LB com 50uL. de um pré-inéculo de Escherichia coli
crescido durante a noite. Incubavam-se a 37 °C sob agitacdo até a cultura atingir uma
densidade 6ptica a 600 nm de 0,5. Em seguida, a cultura era submetida a centrifugacdo a
5000 rpm a 4 °C por 5 minutos. O sedimento era ressuspendido em 30 mL de solugdo de
CaCl2 100mM estéril gelada com uma suave agitacdo. A seguir as células eram incubadas
no gelo por 30 minutos. Apds este periodo de incubacdo as células eram submetidas a uma
nova centrifugacio durante 7 minutos a 5.000 rpm a 4°C. O sobrenadante era descartado e o
sedimento ressuspendido em 5 mL de solucdo gelada de CaCl2 100mM/ glicerol 15% (v/v)
estéril. Neste ponto, as células eram consideradas competentes e poderiam ser utilizadas
imediatamente para transformacdo ou congeladas em aliquotas de 100uL em nitrogénio
liquido e estocadas a —-80 °C. Quando as células congeladas eram utilizadas para
transformacdo, estas eram descongeladas em gelo por pelo menos 30 minutos antes de
serem utilizadas. A transformacdo era feita utilizando-se 100 a 500 ng de DNA e 50uL de
células (em tubos eppendorf estéreis). O tubo era agitado suavemente e deixado em repouso
no gelo por pelo menos 30 minutos. Em seguida, aplicava-se um choque térmico a 37°C
por 3 minutos e os tubos recolocados no gelo imediatamente. Adicionavam-se 200uL de
meio LB aos tubos submetidos ao choque térmico e incubava-se por 1 hora a 37°C para

crescimento das células. Um volume de 50- 100 pL de células transformadas eram
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semeadas em placas contendo meio LB dgar com 100 pg/mL do agente seletivo especifico.

As placas eram mantidas a 37°C durante a noite.

8. Preparacido de DNA plasmidial

As extracOes de DNA plasmidial em pequena e média escala foram feitas pelo
método de lise alcalina de acordo com o protocolo padriao (Sambrook et al., 2001).
Alternativamente, foi empregado o kit QIAgen (QIAprep Spin Miniprep kit) seguindo-se as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. O DNA plasmidial purificado foi ressuspenso em
agua milliQ, analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo

de etidio, e quantificado por espectrofotometria.

9. Digestao do DNA com enzimas de restricao

As digestdes dos plasmideos com enzimas de restri¢do eram realizadas conforme

instrugdes do fabricante.

10. Sequenciamento automatico

O sequenciamento automdtico realizado nesse trabalho empregou cerca de 100ng de
DNA plasmidial (purificado com o kit Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System), 5
picomoles do oligonucleotideo adequado, o kit “DyEnamic ET DYE Terminator Cycle
Sequencing” (Amersham Biosciences) e o seqiienciador MegaBACE 500 plus Molecular

Dynamics, disponivel no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia.

11. Analise da seqiiéncia de nucleotideos
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As seqiiéncias de nucleotideos obtidas pelo seqiienciador automadtico sao
diretamente submetidas ao programa PhPh (http://adenina.biomol.unb.br/phph) para a
leitura dos cromatogramas e filtragem para retirada de seqii€éncia dos vetores. Os programas
BLAST (NCBI) e Fasta 3.0 foram utilizados para andlise da seqiiéncia de interesse em
banco de dados. As andlises das seqiiéncias também foram feitas utilizando-se o programa

BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Hall,1999).

12. Anadlise da expressao diferencial pelo experimento de northern blot

As condi¢des de eletroforese em gel de agarose desnaturante e transferéncia para a
membrana de nylon (Hybond N*- Amersham), bem como as condi¢des de preparo da
sonda, hibridizacdo e lavagem foram realizadas conforme rotina estabelecida no
Laboratorio de Biologia Molecular Universidade de Brasilia (Silva-Pereira et al., 1992;
Venancio et al., 2002). Nesse experimento foram utilizados cerca de 15ug de RNA total de

células de levedura (L) e micélio (M).

Sintese da sonda

A sonda utilizada para experimentos de “northern blot” consistiu do produto de
PCR purificado correspondente ao cDNA da ORF do PbMIF como descrito no item 2.
Cerca de 25 ng desse fragmento de cDNA foram marcados pela técnica de ‘“random
priming” com ((x—32 P) dATP utilizando-se o kit Megaprime (Amersham Bioscience) de
acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. A sonda foi purificada por meio de
colunas MicroSpin S300 (Amersham Bioscience) seguindo instru¢des do fabricante, sendo
a radioatividade incorporada quantificada pelo “Liquid Scintillator Analyzer” 1600
(Packard Canberra Company). Apds desnaturagdo, a sonda foi utilizada na hibridizagdo da

membrana preparada anteriormente.

Hibridizacdo e Lavagem
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A membrana foi submetida a uma pré-hibridizag¢ao por 2 horas a 42°C em solugio
de hibridizagdo (50% formamida; SSPE 4X; Solu¢do de Denhardt 5X; 0,5% SDS acrescido
de 100pg/mL de DNA de esperma de arenque desnaturado). Apds esta etapa, as membranas
foram hibridadas durante a noite com a sonda nas mesmas condi¢des descritas na pré-
hibridiza¢do. Seguiram-se a hibridizacdo sucessivas lavagens da membrana até uma
estringéncia final de 0,1X SSPE, SDS 0,1% a 65°C por 20 minutos. A membrana foi
exposta a tela sensivel do aparelho Typhoon 9210-Variable Mode Imager (Molecular

Dyamics, GE) para varredura e interpretagdo, por um periodo de tempo adequado.

13. Expressao heterologa em E.coli

Preparo de células competentes para transformacao por choque térmico (uso imediato)

As células foram preparadas pelo método de cloreto de cdlcio, conforme descrito
anteriormente no item 7.

Na manha seguinte a transformac¢do, para selecio do melhor clone recombinante,
cerca de 50 clones eram repicados em duas placas de Petri, na auséncia e na presenca do
indutor IPTG (ImM). Desta forma, os melhores clones eram selecionados, isto é, aquele
que crescia mais na placa sem indutor do que na placa com IPTG, sugerindo provavelmente

um maior nivel de expressdo da proteina de interesse.

Curva de inducio

Com o intuito de estabelecer as melhores condi¢des de expressdo da proteina de
fusdo T7-tag/POMIFORF/His-tag (PbMIF recombinante), foi feita uma curva de inducao da
expressao em pequena escala. Para tanto, uma colonia isolada de um clone recombinante
contendo a construcao de interesse (pET 21a-PbMIFORF) foi inoculada em 20 mL de meio
2XYT. Uma cultura bacteriana controle (contendo o vetor pET21a) foi utilizada em
paralelo nesse experimento. Apds crescimento a 37°C, sob agitacdo, até atingirem uma
ODs00=0,8, uma aliquota de 1 mL de cada cultura foi coletada (controle negativo- sem
indugdo Oh), sendo em seguida adicionado o indutor IPTG (1mM concentragdo final) as

culturas. Seguindo a adi¢cdo de IPTG, foram coletadas aliquotas de 1 mL de cada cultura,
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nos intervalos de tempo de 2 horas e 4 horas para andlise da cinética de inducdo. Apos a
leitura da ODeoo de cada amostra, as células foram coletadas por centrifugacao (10.000xg
por 10 minutos a temperatura ambiente) e em seguida, ressuspensas em 100uL de tampao
de amostra SDS-PAGE 2X. Cerca de 15 pl. das amostras foram a seguir desnaturadas
(100°C por 5 minutos) e analisadas por meio de eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Esse mesmo gel foi repetido e transferido para
membrana de nitrocelulose, para experimento de western blot utilizando anticorpo anti-

polihistidina.

14. Analise dos extratos protéicos de E. coli por SDS-PAGE (Laemmli et al, 1970).

As proteinas eram analisadas em gel desnaturante de poliacrilamida a 12 %. Eram
preparados dois géis de 1,0 mm de espessura, que eram utilizados simultaneamente em um
aparato de eletroforese submetido a uma corrente elétrica constante de 25mA. As amostras
eram preparadas na presenca de tampao de amostra contendo 5% de [B-mercaptoetanol
(v/v), fervidas por 10 minutos e aplicadas no gel de poliacrilamida logo em seguida. Apds o
término da eletroforese um dos géis era corado com uma solug¢do de azul de Comassie por
aproximadamente seis horas sob leve agitacdo enquanto que o outro era utilizado na
transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose para o experimento de

imuno-detec¢ao (western blot).

15. Transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose e imunodeteccao

Eram cortadas doze folhas de papel de filtro Whatmann ¢ uma membrana de
nitrocelulose (Hybond C+) do mesmo tamanho do gel a ser utilizado na transferéncia.
Depois de terminada a corrida eletroforética, era montado sobre a plataforma do pdlo
positivo do aparelho de transferéncia de proteinas semi-seco (Macrodive 1 Power Supply-
LKB Bromma 2301), um “sanduiche” da seguinte forma : 6 folhas de papel de filtro
Whatmann (cerca de 3 mm) umedecidos em tampao de transferéncia, uma membrana de
nitrocelulose umedecida em tampao de transferéncia, o gel, 6 folhas de papel de filtro

Whatmann (cerca de 3 mm) também umedecidos no mesmo tampao de transferéncia. Apds
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remog¢ao das bolhas de ar o aparelho era fechado e submetido a uma corrente elétrica
constante igual a 0,8 vezes a drea do gel, pelo periodo de 1 hora. Depois de terminada a
transferéncia, a membrana era corada com vermelho de Ponceau para verificar a eficicia da
transferéncia Apds a remocao e lavagem em 4gua destilada, adicionava-se a solucdo de
bloqueio e a membrana era entdo incubada durante a noite a 4 °C, sob leve agitacdo. A
solucdo de bloqueio era removida e a membrana lavada com PBST por trés vezes. Uma
solucdo de anticorpo primdrio (anticorpo IgG produzido em coelho, anti-HIS tag/titulacao
1: 2500) era incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A solu¢do de anticorpo era entdo
removida e a membrana lavada 3X com PBST. Uma solu¢do do anticorpo secundario
(anticorpo IgG produzido em cabra, anti-IgG de coelho, conjugado a fosfatase alcalina./
titulacdo 1:5000) era adicionada a membrana que era incubada por 1 hora a temperatura
ambiente. A soluc@o de anticorpo secunddrio era removida e a membrana lavada por trés
vezes com PBST. Era adicionada a solugdo reveladora NBT/BCIP a qual era incubada, sob
leve agitacdo, até o aparecimento dos sinais correspondentes a interacao antigeno-anticorpo
(proteina imobilizada- anticorpo primdrio- anticorpo secundario). A reagdo de revelacdo era
interrompida por sucessivas lavagens com dgua destilada e as membranas eram secas sobre

um papel de filtro, a temperatura ambiente.

16. Analise da filogenia do MIF de P. brasiliensis

Para o calculo da filogenia do MIF de P.brasiliensis foi utilizado o alinhamento
das seqiiéncias de aminodcidos produzidos no programa Bioedit. Posteriormente, foi
empregado o programa PHYLIP com o algoritmo Neighbour Joinning.

(http://www .hku.hk/bruhk/phylip.html).
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Resultados e Discussdo

1. Obtencao do cDNA de MIF

A habilidade de P.brasiliensis iniciar a infec¢do, invadir o tecido do hospedeiro e
sobreviver perante suas defesas estd ligada a inducao de genes especificos, que possibilitam
a sobrevivéncia e eventual estabelecimento da infec¢do. A descoberta de fatores em P.
brasiliensis que modulam a atividade de macrofagos pode contribuir com esse
conhecimento.

A andlise das ESTs geradas pelo Projeto Genoma de P.brasiliensis (Rede Centro-
Oeste) mostra uma contig (1528), com um fragmento de aproximadamente 400pb, expressa
na fase de levedura e com uma sequéncia prevista de aminodcidos com similaridade génica
com o MIF de diversos organismos, indicando um envolvimento potencial na patogénese
do P.brasiliensis. Consideramos essa ORF para a caracterizacdo do MIF de P.brasiliensis
(Pb). Esse contig era formado por duas ESTs (PBDMF-M1-008t_C10.esd e PBDEX-Y1-
051t_CO02.esd) isoladas da biblioteca de cDNA de P. brasiliensis (figura 1). O clone CO2 de
cDNA foi escolhido para sequenciamento e identificagdo da seqiiéncia completa do POMIF

(figura 2).

Contipl528

1 - PBOMF
2 - PBOEX-Y

Figura 1. Esquema indicando as duas ESTs isoladas da biblioteca de ¢cDNA de Paracoccidioides

.brasiliensis.

MIF de todos os organismos ndo possui um peptideo sinal amino-terminal cldssico e
o seu mecanismo de secre¢cdo € desconhecido. Flieger e colaboradores (2003)
demonstraram que a regulacdo da secre¢cdo de MIF é mediada por uma via ndo cldssica
envolvendo um transportador ABC. A seqiiéncia homdloga a MIF presente no
transcriptoma de P.brasiliensis também ndo possui peptideo sinal classico (figura 2), assim

€ possivel propor a existéncia de uma via de secrecdo envolvendo transportador ABC.
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Costa e colaboradores (2005) identificaram ESTs do P.brasiliensis relacionadas aos

transportadores ABC neste fungo.

1 ACT AGG TGG ATC CCC CGG GCG TGC AGG AAA TTG GAA GCA TCG GAG ATT TCA CCATTA ATC
61 AGC CACTGC TCT TCG CCG CAT TGT GCT AAA ATG CCT TTC ATT GAG CTT CTC ACA AAT GTA
Met Pro Phe Ile Glu Leu Leu Thr Asn Val

121 TGC TCT CTC ACG CGA GCA GAG CAA AGA ACT CGC CCT TTC ACT CTC CAA GGT GTC AGC GAG
Ala Leu Ser Arg Glu GIln Ser Lys Glu Leu Ala Leu Ser Leu Ser Lys Val Se rAla Arg

181 GAT CCT TAA AAA GCC CGA GTC TTT CAT TTC AGT TCA AAT CCG CTC TGA TGA GGT CTT GAC
Ile Leu Lys Lys Pro Glu Ser Phe Ile Ser Val GIn Ile Arg Ser Asp Glu Val Leu Thr

241 GTT TGC GGG CAC TCA TGA TCC ATG CTT TCA AAT GCG CGT AAC TTC TCT GGG CAA TCT AAA
Phe Ala Gly Thr His Asp Pro Cys Phe GIn Met Arg Val Thr Ser Leu Gly Asn Leu Asn

301 CCC AGA CGA TAA TGT TAA TTT CTC CAA GGC CTT TGC TGA ATT CCT CAA GGA GGA GAT TGG
Pro Asp Asp Asn Val Asn Phe Ser Lys Ala Phe Ala Glu Phe Leu Lys Glu Glu Ile Gly

361 TGT CAC GAA CGA TAG AGG ATA TGT TAT CTT TTA CGA TCC GGA CTA TGC AAA TCT AGG ATA
Val Thr Asn Asp Arg Gly Tyr Val Ile Phe Tyr Asp Pro Asp Tyr Ala Asn Leu Gly Tyr

421 TAA AGG GAC AAC TGG AGC TAA ATT ATG GTG CTG AAG GGG TAA ACG CTT ACA CGC AGA CAT
Lys Gly Thr Thr Gly Ala Lys Leu Trp Cys End

481 GTA AGG CAT GAA ACT GTC GCC CAC CTT GAG GCT TGG GAT TCG CGA GAG GTT ACT TGC ACT
541 TGT CAT GTT GGC ATG GAG TCT CTT CTT TTT TTC GGC CTG GGA ATA AAA GAA ACC CTT TGC

601 CAT TTA GCC TGA TAA CGA GAT TTT GCA TCG TTT ATC TAT TTG AAA TTT TAT TTT TTG CTA

661 CNG CTA ACA TGG TCT TTT TCA AAAAAAAAAGAAAAAA

Figura 2. Seqiiéncia de nucleotideos do clone C02. A seqiiéncia de nucleotideos estd apresentada em
caracteres pretos, enquanto a seqiiéncia deduzida de aminodcidos é apresentada abaixo da seqiiéncia

nucleotidica. O aminoécido Prolina estd destacado em azul, o “stop codon” estd representado em verde.

Como jéa dito anteriormente, MIF € considerado uma proteina pleiotrépica e possui a
estrutura génica e molecular bem descrita, porém os mecanismos moleculares e a interagao
do MIF com a célula alvo ainda ndo sao bem definidos. MIF € uma proteina que possui
homoélogos em plantas, nematdides e vertebrados (Bucala er al., 2001). Comparamos a
sequéncia prevista de aminodcidos do PbMIF com o MIF de diversas espécies a fim de
analisarmos a homologia e caracteristicas do MIF de diferentes organismos com o MIF de

P.brasiliensis.(figura 3).
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%]1dentidade ao Pb MIF

1 A1QSIE.A.SL-S K FHQIR- PBMIF

1 SADRV-SASVHDEVTALVAKAHNGKBVQYVAJHVVPGOLMS PmMIF 27%
1 IPVDAVTCSDILKDAT KHIG YVMILLNBGVPIA AtMIF 30%
1 1PABKIPNDFEKTT-ANfVAD SHGKBLE yvviinEN2BoLEsEG AaMIF 30%
1 PHASVPEGFHS-ELTQQOLEOATGRBAQYHANHVVPBOLM MmMIF 29%
1 PRASVPEGFHS-ELTQOLBOATG AQYI? HVVPBOLM ROMIF 29%
1 c-—RBpsvPDTLESDLTKQLAKATGKPAEY IATHIVPDQIMSF, XIMIF 25%
1 -BoxvPODFLKKTEALVEKSHS ASMIF 28%
1 P-§ENISVDFLKSTSRL IAGMEG TtMIF 33%
1 PRASVPDGLES-ELTQOLBOATG BtMIF 31%
1 IPQNSISSAFEKKA-BNfivAKARG IHVNGGQAM BmMIF 25%
1 SHESDEKKTSELKELEDMIGKL KyMCIHENTBOATS CPMIF 27%
1 S-ELTQOLHEoATGREPQYEAfiHVVPBOLMA HSMIF 28%
1 IKATDVPSDFES-STEALVGNElsKBGEyvAlHENTEOOES TSMIF 30%
1 KKASETH-BxAEG OVMIF 24%
1 LOKDISKMIAVETGKPENYVMTIMIQRNAKMTFAGSPEPCC PAMIF 30%
1 pPvDAVVAADI IKDCERALARETGRBES Y VMU sEscsvPMsERASEEBAAY OSMIF 29%
1 ALPSDQTTSLEQSLSTTLAQQLGKPERYVMTLLETDVPMTFAGTTAPAC SIMIF 32%
1 RE~1P-RoFLTE TERLVEDEECEBEGCVClicvEABVLMTYGESDABBCL BIMIF 29%
1 RADVP-AABLSEAHQRAGNRSCEKPAQYIAVQINTDOMMMFEGKGDPCA TOMIF 28%
1 KADVP—V:ILSEATNELIKAMG.AQYIAIHINT oMMMEBGEK GBBBAL TrMIF 28%
1 SAPQKAEIESMBLNLSAKLAKHLGKPESYVMTAFEPHIPMTFAGNTDPVC NmMIF 30%
1 PRESVP-EGHLSELTQOLEOATGREAQYEAREVVPDOLMEESES SBBEAL MuMIF 28%
1 CKDAVP-DSHLGELTQOLAKATGRBAQYEANHEVPBOMSEGES TBPEAL GgMIF 25%
1 PRASVP-DGFLSELTQQLVQAMGKBAQYMANHVVPBOLMAEGES SEBEAL GKMIF 27%
1 PRASVP-DGFLSELTQQLVQAMGKBAQYHAMHVVPPOLMAEGES SEBEAL SSMIF 25%

NENBDDNvEF SR BEr TNBRG G POMIF
KISPAENKKYSALLSEAMNTHLEIPK I FAl 115  pmMIF
GHGBGVNGKLEETISHIBOIKLSIDSSRFEIK 114  AtMIF
CESBKENKKHSAVLFEHIEKTLEIKEN FB 115 aaMIF
KIGGAONRNYSKLLCGLESDRLHISP I FA 115  MmMIF
KIGGAQNRNYSKLLCGLESDRLHISP, I FBl 115 RoMIF
VCSLCSIGKIGGPQNKSYTKLLCDILTKQLNIPANRVYINMYDLNBANVGWNGSTFA 115  XIMIF

NAHAEKLYKHENETLEIPKNRME 1S NESEFE 115  asmir
GVGGEKNRSHEAKLFKHETDGLEIPGNRME N NES 113 TtMIF
KIGGAQ RSYLLLCGL TERLRISPBRININ WNESHEFR 115  BtmIF
CVGBKVNNSHAEKLYKLEADELK IPKNRCHIEEVBIEASSMAFNGS 113 BuMIF
GVGTAKQONNAISDKVYPIITQHVGIPGDRLYIEFVSLGEADIAFEGHTFA 116  CbMIF
KIGGAONRS YBRLLCGLEABRLRISP INYEBMN WNNSEFE 115 HsMIF
GIEBSRNRDHSAKLFDHENKKLEIPKNRMY I HEVNLNGDDVEWN| 113 TsMIF
CVGENVNNSHSEKLFKLEADELKIPKN
SENB-—-ss LCHLIASKTNINTN
GIGBGVNGKLEAALRE 1HETKLSHisRS
OMKBTOTAQMERLFCNQIASHL

KEGLEENKTHTABICDEVEKHL
KIBRAQ KLYﬁLLCGL HKHL

NIBASTMAFN 113 OvMIF
FG--115 PAMIF
F---114 OsSMIF
G-116 SIMIF
--115 BIMIF
--115 TnMIF

H H H H H H H H

KINGAONKQYSKLLCDOESKHL --115  TrMIF
EIKSIGTMKPDQTAAMSQ-EFCQOINQTL --115  NmMIF
CSLHEIGKIGGAQ RTYILLCGLIADRLRISP --115  MuMIF

T

HHHHBE H M+ Q

CSLYSIGKIGGQQONKTY LLCDMIAKHLHIS --115 GgMIF
LLCGLLAERLRISP FG--115 GkMIF
LLCGLLAERLRISPPRIMINYNYDMNAANVEGWNG—————— 111 SsMIF

CSLH IIKIGGAQ RSY

CSLHSIGKIGGAQNRSY]

Figura 3. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos de MIF do Paracoccidioides brasiliensis/ PbMIF com:. Petromyzon marinus / PmMIF;
Arabidopsis thaliana | AtMIF; Amblyoma americanum | AaMIF; Mus musculus / MmMIF; Rattus norvegicus/RnMIF; Xenopus laevis | XIMIF;
Ascaris suum | AsMIF; Trichuris trichiura | TtMIF; Bos taurus/ BtMIF; Brugia malayi/ BmMIF; Caenorhabditis briggsae/ COMIF; Homo sapiens/
HsMIF; Trichinella spiralis | TsMIF; Onchocerca volvulus / OvMIF; Prochloron didemni/-PAMIF; Oryza sativa /OsMIF; Synechococcus
leopoliensis/SIMIF; Branchiostoma lanceolatum/BIMIF; Tetraodon nigrovidis /TnMIF; Takifugu rubripes/TtMIF; Nostoc microscopicum
INmMIF; Meriones unguiculatus/MuMIF; Gallus gallus/GgMIF; Gekko geckol/GKMIF; Sus scrofa /ISsMIF As regides destacadas em cinza sdo
regides de aminodcidos conservadas entre as espécies, além disso encontra-se em azul a Prolina na posi¢do 2 , que confere atividade enzimadtica.
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A andlise e comparacdo das seqiiéncias de aminodcidos foi obtida a partir da
traducdo da seqiiéncia nucleotidica do MIF presente no banco do P brasiliensis através do
programa BLAST (do inglés: Basic Local Alignment Search Tool). O BLAST € o
programa mais usado a fim de avaliar a similaridade de seqii€ncias de proteinas e
nucleotideos (Altschul et al,1997).

Considerando a similaridade génica do MIF de P.brasiliensis com o MIF dos
nematéides Trichuris trichiura, Trichinella spiralis e Brugia malayi é importante ressaltar a
habilidade desses organismos de sobreviverem por longos periodos em uma constante
interface com o sistema imunitdrio de seus hospedeiros, através da producdo de fatores
imunomodulatérios (Tan et al,2001), caracteristica também da infec¢do pelo P.brasiliensis..
As moléculas de MIF desses parasitos ja foram isoladas e caracterizadas quanto a
similaridade e atividade bioldgica em relacdo ao MIF de mamiferos (Zang et al.; 2002;
Pennock et al.,1998). Esses estudos permitiram elucidar claramente a atividade enzimatica
e imunomodulatéria dessa citocina. Com 55% de similaridade com o MIF de P.
brasiliensis, o MIF de Brugia malayi, por exemplo, apresentou funcdes paralelas ao MIF de
Homo sapiens : sdo quimiotaticos para mondcitos humanos e os ativam para secretar 1L-8,
TNFa e MIF end6geno; possuem atividade enzimatica que € abolida com uma mutacio do
residuo amino-terminal de prolina. A atividade bioldgica e a estrutura cristalografica é
conservada entre o MIF humano e o MIF nematéide, apesar da distancia filogenética entre
estes organismos (Zang et al.; 2002). Essa similaridade permite uma proposicdo de que
mecanismos envolvendo MIF exercem um papel importante nas estratégias de evasdo do
sistema imunitdrio pelo parasito.

MIF apresenta atividade enzimatica além da caracteristica de citocina e, de acordo
com a literatura, um residuo de prolina na posi¢ao 2 é o que determina a atividade de
tautomerase (Swoope et al., 1998; Subramanya et al.;1996). Porém, pouco se conhece a
respeito das interacdes imunoldgicas dessa citocina que podem interferir na interagdo
parasito-hospedeiro e que, conseqiientemente, seriam importantes na patogénese e
adaptacdo ao microambiente. Talvez o mecanismo imunolégico seja através da atividade
enzimatica. MIF apresenta caracteristicas comuns as citocinas pré-inflamatérias TNF-a e

IL1 (interleucina 1) mas difere de outras citocinas pré-inflamatérias devido a uma
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diversidade de propriedades bem caracteristicas, dentre elas os aspectos funcionais e
estruturais que envolvem a expressdo de MIF, a sua localizacdo, a secrecdo e interacdo com
a célula alvo (Bernhagen et al 1998). Convém ressaltar que o TNF € requerido para a
persisténcia do granuloma em P.brasiliensis (Souto et al., 2000), permitindo assim uma
sugestdo de que o MIF também pode estimular a formagao e proliferacdo do granuloma
além de interferir no ciclo celular e apoptose do macréfago através da inativagdo de P53.

A presenca de MIF em organismos que ndo apresentam caracteristicas de
patogenicidade, como por exemplo a planta Arabidopsis thaliana, evidencia o papel
enzimdtico como uma caracteristica marcante dessa molécula. Apesar do mecanismo ainda
ser desconhecido, jd é comprovado que MIF também atua no ciclo celular através de sua

atividade enzimatica conferida pela prolina na posi¢do 2 (Burguer-Kentischer et al.,2005).

2. Anadlise da filogenia do MIF de P. brasiliensis

A associacdo intima e prolongada entre o hospedeiro e agentes infecciosos é capaz
de gerar diversidade e mutua adaptacdo e, conseqiientemente coevolucao. A similaridade
do MIF de P.brasiliensis com outros organismos inclusive com o MIF de Homo sapiens
(figura 3) permite a consideracdo de que esse mimetismo molecular € uma estratégia de
sobrevivéncia do P.brasiliensis. Apesar do mecanismo molecular de atuacdo do MIF ainda
permanecer obscuro, é importante ressaltar que a homologia manifesta-se principalmente
pela atividade enzimadtica, determinada pela prolina conservada na posigao 2.

Uma alternativa a manuten¢do do gene mif em P. brasiliensis seria a captura de
genes (transferéncia lateral).Essa possibilidade pode ser descartada diante da andlise da
filogenia do MIF de P.brasiliensis, que esta relativamente distante do MIF de H.sapiens e
outros mamiferos (figura 4).

Para entender a evolucdo da proteina MIF foi construida uma arvore filogenética
com diversas seqiiéncias de aminodcidos encontradas em praticamente todos os Reinos. E
possivel observar que o MIF € um peptideo bem distribuido na natureza, porém € tnico no
Reino Fungi. Mesmo com a determinacdo do genoma de diferentes espécies de fungos, a

presenca de possiveis homélogos ainda ndo foi detectada (Magee et al, 2003). E possivel
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que os outros fungos tenham perdido esse peptideo ao longo da evolucdo, enquanto o

P.brasiliensis provavelmente manteve sua copia através de pressao seletiva.

Oryza sativa
Arabidopsis thaliana

Prochloron didemni

Branchiostoma lanceolatum
Nostoc microscopicum

Amblyoma americanum

Caenorhabditis briggsae
Synechococcus leopoliensis

Brugia malayi
Paracoccicoides brasiliensis

Onchocerca volvulus

Ascaris suum
Petromyzon marinus

Takifugu rubripes

Tetraodon nigrovidis
Homo sapiens

Meriones unguiculatus Gallus gallus

Xenopus laevis

Rattus norvegicus

Sus scrofa
Mus musculus Gekko gecko

Figura 4 Arvore filogenética do MIF de Paracoccidioides.brasiliensis

Com o objetivo de obter um fragmento de DNA contendo a ORF do PbMIF para
andlise da expressdo diferencial por Northern blot e clonagem em vetor de expressao,
procedemos a amplificagdo da ORF do PbMIF. Foram desenhados oligonucleotideos
flanqueando o sitio de iniciagdo (ATG) e terminacdo (CTG), utilizando o clone CO2 de

cDNA de MIF como molde para PCR (figura 5).
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1. PCR com iniciadores para os sitios de Ndel / Xhol

57 37
c¢DNA Pb MIF

Ndel Xhol

2. Clonagem do produto amplificado no vetor pGEM-T (Promega) e posterior
seqiienciamento automatico.
3. Clonagem no vetor pET 21a digerido com as enzimas de restricdo Ndel / Xhol

4. Transformacdo de E. coli (BL21-DE3 pLys-S) com a constru¢do pET 21a / ORF PbMIF

Figura 5. Estratégia para amplificacio e clonagem do fragmento correspondente a ORF do PbMIF.

O resultado da amplificagdo do fragmento de cDNA do MIF de P. brasiliensis

apresentou o tamanho esperado, de aproximadamente 400 pares de bases (397pb) (figura 6)

3.000 pb

2.000 pb
1.650 pb

1000 pb

500 pb

Figura 6. Amplificacdo da ORF do PbMIF.. Cerca de 1/10 de cada reagdo de PCR foi analisada em gel de

agarose 1% corado com Brometo de Etidio. Amostras: (1). PCR mostrando o fragmento de cDNA de
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aproximadamente 400pb (MIF com sitios para as enzimas de restrigdo Ndel/ Xhol). (2).Controle - (PCR com
apenas um dos oligonucleotideos Xho I). (3).Controle + (PCR sem o cDNA de MIF). (4). MM Marcador de
Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen).

O fragmento de cDNA correspondendo a ORF do PbMIF foi clonado no plasmideo

pGEM-T (Promega)- seqiiéncia mostrada na figura 7 ; foi utilizado ainda como sonda em
um experimento de northern blot comprovando a expressdo diferencial do MIF de
P.brasiliensis (figura 8). Esse fragmento de cDNA foi também clonado no vetor pET21a
(Novagen) e transformado em células de E.coli da linhagem XI-1blue para andlise de
restri¢ao (figura 9). Posteriormente, esta ORF do PbMIF clonada no vetor de expressao foi

utilizado nos experimentos de expressao heteréloga.

2 CGA ATG GGC CCG ACG TCG CAT GCT CCC GGC CGC CAT GGC CGC GGG 46
1 Arg Met Gly Pro Thr Ser His Ala Pro Gly Arg His Gly Arg Gly 15
47 ATT CCA CAT ATG CCT TTC ATT GAG CTT CTC ACA AAT GTT GCT CTC 91
16 Ile Pro His Met Pro Phe Ile Glu Leu Leu Thr Asn Val Ala Leu 30
92 TCA CGC GAG CAG AGC AAA GAA CTC GCC CTIT TCA CTIC TCC AAG GIG 136
31 Ser Arg Glu Gln Ser Lys Glu Leu Ala Leu Ser Leu Ser Lys Val 45

137 TCA GCG AGG ATC CTT AAA AAG CCC GAG TCT TTC ATT TCA GTT CAA 181
46 Ser Ala Arg Ile Leu Lys Lys Pro Glu Ser Phe Ile Ser Val Gln 60

182 ATC CGC TCT GAT GAG GIC TTIG ACG TTIT GCG GGC ACT CAT GAT CCA 226
61 Ile Arg Ser Asp Glu Val Leu Thr Phe Ala Gly Thr His Asp Pro 75

227 TGC TTT CAA ATG CGC GTA ACT TCT CTG GGC AAT CTA AAC CCA GAC 271
76 Cys Phe Gln Met Arg Val Thr Ser Leu Gly Asn Leu Asn Pro Asp 90

272 GAT AAT GTT AAT TTC TCC AAG GCC TTT GCT GAA TTC CTC AAG GAG 316
91 Asp Asn Val Asn Phe Ser Lys Ala Phe Ala Glu Phe Leu Lys Glu 105

317 GAG ATT GGT GTC ACG AAC GAT AGA GGA TAT GTIT ATC TTT TAC GAT 361
106 Glu Ile Gly Val Thr Asn Asp Arg Gly Tyr Val Ile Phe Tyr Asp 120

362 CCG GAC TAT GCA AAT CTA GGA TAT AAA GGG ACA ACT GGA GCT AAA 406
121 Pro Asp Tyr Ala Asn Leu Gly Tyr Lys Gly Thr Thr Gly Ala Lys 135

407 TTA TGG TGC ACT CGA GGG TAA TCA CTA GIG CGG CCG CCT GCA GGT 451
136 Leu Trp Cys Thr Arg Gly End Ser Leu Val Arg Pro Pro Ala Gly 150

452 CGA CCA TAT GGG AGA GCT CCC AAC GCG TTG GAT GCA TAG CTT GAG 496
151 Arg Pro Tyr Gly Arg Ala Pro Asn Ala Leu Asp Ala End Leu Glu 165

497 TAT TCT ATA GTG TCA CCT AAA TAG CTT GGC GTA ATC ATG GTC ATA 541
166 Tyr Ser Ile Val Ser Pro Lys End Leu Gly Val Ile Met Val Ile 180

542 GCT GTT TCC TGT GTG AAA TTIG TTA 565
181 Ala Val Ser Cys Val Lys Leu Leu

Figura 7: Seqiiéncia de nucleotideos da ORF do PbMIF. A seqiiéncia de nucleotideos estd apresentada em
caracteres pretos, enquanto a seqiéncia deduzida de aminodcidos é apresentada abaixo da seqiiéncia
nucleotidica. Os oligonucleotideos usados na PCR estio em verde, e em azul o aminodcido prolina,

caracteristico de atividade enzimatica
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3. Confirmacao do perfil de expressao diferencial do gene pbmif por northern blot.

O estudo da expressdao diferencial de genes comprova o seu envolvimento no
processo de viruléncia de P.brasiliensis na interface hospedeiro-patégeno. Uma vez que a
forma de levedura é a fase infectante de P.brasiliensis, a expressao de MIF nesta fase
sugere seu papel como um possivel fator de viruléncia (figura 8).0 desenvolvimento da
PCM, bem como de diversas outras micoses, depende de interagdes entre o fungo e
componentes do hospedeiro, caracteristicas desenvolvidas para uma versatilidade
fisiolégica e nutricional que simplesmente permitem a sobrevivéncia do patégeno no
ambiente do hospedeiro.

Como ja citado anteriormente, os mecanismos moleculares da acdo de MIF ainda
nao foram bem elucidados, porém, devido ao fato de MIF exercer um papel relevante na
patogénese de uma variedade de condi¢des inflamatdrias e imunitdrias (Nguyen et al.,
2003), a presenca de MIF na fase infectante de P.brasiliensis favorece o entendimento
sobre o mecanismo de patogenicidade do fungo e permite sugerir abordagens terapéuticas
baseadas em MIF.

A hibridizagdo de membranas contendo RNA isolado de P.brasiliensis na forma
leveduriforme e micelial resultou em um perfil tipico de expressdo diferencial. E possivel
verificar que a sonda hibridizou especificamente com a forma leveduriforme. A
equivaléncia entre a quantidade de RNA nas duas amostras (micélio e levedura) pode ser
observada pelo fragmento de RNA correspondente ao constitutivo L34, expresso em ambas

as fases.
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L34 =>

Figura 8. Analise do perfil de expressido do gene pbmif de Paracoccidioides .brasiliensis nas formas de
micélio(M) e levedura(L). Northern blot mostrando a expressdo diferencial de MIF na fase de levedura(L)

Controle: L.34- gene que codifica para a proteina constitutiva da subunidade ribossomal 60S do P.brasiliensis

4. Expressao heterdloga em E.coli

Embora a andlise da seqiiéncia do cDNA pbmif indique uma ORF, e o cariter
especifico de expressdo diferencial seja um indicio da importincia desse gene, ndo temos
qualquer dado indicando que esse mRNA seja realmente traduzido e que seu produto
protéico desempenhe um papel bioldgico relevante nesse fungo. Nesse sentido, optamos
por expressar a provavel PbOMIF em um sistema heter6logo

O vetor de expressdo utilizado foi o pET21a (Novagen) que produz a proteina de
interesse na forma de proteina de fusdo contendo um T7-tag na regido amino-terminal e um
His-tag na regido carboxi-terminal. O gene de interesse clonado no vetor pET fica sob o

controle do promotor T7lac, dessa forma a expressao € induzida ao prover uma fonte de T7
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RNA polimerase na célula hospedeira. A enzima T7 RNA polimerase € muito seletiva e
eficiente, recrutando quase todos os recursos da célula para a expressdo do gene alvo que
pode compreender até mais de 50% das proteinas totais da célula. O vetor pET contém uma
seqiiéncia operadora lac downstream ao promotor T7. Ele também carrega a seqii€éncia
promotora natural e codante do repressor lac (lacl’) orientado em orientacdo oposta a
T7lac. Quando esse tipo de vetor € utilizado, o repressor lac age tanto no promotor lacUV5
no cromossomo da célula hospedeira para reprimir a transcricio do gene da T7 RNA
polimerase pela RNA polimerase da célula bacteriana quanto no promotor T7lac do vetor
bloqueando dessa forma a transcricdo do gene alvo pela T7 RNA polimerase residual. Isso
possibilita que a proteina de interesse somente seja expressa na presenca do indutor IPTG,
que se liga ao produto do gene lacl levando a sua inativagao.

Outra forma de provermos estabilidade adicional aos genes alvos foi expressa-lo em
linhagem hospedeira que contem o plasmideo pLys S (resistente a cloranfenicol) que prové
uma quantidade de lisozima do fago T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase. A
lisozima viral é uma proteina bifuncional: cliva uma ligacdo especifica na camada de
peptidoglicana na parede celular de E.coli e se liga a T7 RNA polimerase inibindo a
transcricdo de genes sob controle do promotor T7. Dessa forma, pode ser usada para inibir
os baixos niveis de atividade da RNA polimerase viral presente no estado nao induzido e
assim estabilizar plasmideos que codificam proteinas estranhas que podem ser toxicas
a célula hospedeira. Como marca de selecdo esse vetor apresenta um gene de resisténcia a
ampicilina (p lactamase) na mesma orientagdo do gene alvo. A seqiiéncia His-tag é muito
itil como parceiro de fusdo, favorecendo a posterior purificacio de proteinas em geral. E
particularmente usada para proteinas inicialmente expressas como corpos de inclusdo, pois
a purificacdo por cromatografia de afinidade pode ser feita em condicdes totalmente
desnaturantes. Além disso, a fusdo com His-tag apresenta a grande vantagem de permitir a
deteccdo da proteina de fusdo por western blot.

Ap06s a construgdo do vetor contendo T7-tag/ORF do PbMIF/His-tag (figura 9), foi
realizada indugdo utilizando-se células de E.coli da linhagem BL21-DE3 pLys S. Essa
linhagem, além de produzir a T7 RNA polimerase necessdria para a producido do gene de

interesse dirigido pelo promotor T7 contém ainda o plasmideo pLys S.
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Figura 9. Analise de restricao do clone recombinante com as enzimas Nde I e Xho 1. (em gel de agarose
1% corado com Brometo de Etidio.) Amostras: (1) MM Marcador de Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen).
(2) T7-tag/lORF do PbMIF/His-tag intacto. (3) T7-tag/lORF do PbMIF/His-tag digerido com Ndel e Xhol

mostrando um fragmento de aproximadamente 400 pares de bases.

A andlise de restricdo do clone recombinante (T7-tag/ORF do PbMIF/His-tag) foi
satisfatoria, porém nao foi possivel confirmar a clonagem por sequenciamento automético.

O experimento de western blot, empregando anticorpo anti-polihistidina, mostra um
fragmento peptidico com massa molecular de aproximadamente 15 kDa, correspondente ao
tamanho esperado para a proteina de fusdo. Comparando-se a presenca do fragmento nas
células induzidas com as amostras nio induzidas é possivel observa-lo apenas nas células
induzidas. E possivel visualizar a proteina PbMIF em extratos protéicos de E. coli mas nio
hd uma cinética de inducdo o que torna necessdrio ressaltar que esse € um resultado
preliminar que precisa ser validado, visto que esse resultado foi observado uma tnica vez.

(figura 10).
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Figura 10. Analise dos extratos protéicos de Escherichia. coli por western blot. Os extratos protéicos de
E.coli transformadas com T7-tag/ORF do PbMIF/His-tag foram submetidos a eletroforese em gel de SDS-
PAGE 12% e transferidas para membrana de nitrocelulose. Foi utilizado para a detec¢do da proteina
recombinante, anticorpo anti-polihistidina na dilui¢do de 1 : 2.500. Apds a reagdo de imunodetec¢do
(anticorpo IgG produzido em cabra, anti-IgG de coelho, conjugado a fosfatase alcalina./ titulagdo 1:5000) a
membrana foi revelada com solugdo NBT/BCIP, possibilitando a visualizacdo de um fragmento peptidico
com massa molecular de ~15 kDa, correspondente a proteina de fusdo de tamanho esperado. Amostras: (1).
Controle negativo: células transformadas com o plasmideo pET21a e sem inducdo Oh. (2) e (3) células
transformadas com o plasmideo pET21a: 2h e 4h ap6s a indugdo com IPTG. (4) Padrdo de Massa Molecular
pré-corado da Invitrogen (5) Controle negativo: células transformadas com o plasmideo T7-tag/ORF do
PbMIF/His-tag e sem indugdo Oh. (6) e (7) células transformadas com o plasmideo pET21a-ORF do PbMIF:
2h e 4h ap6s a indugdo.
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Conclusdo e Perspectivas

No presente trabalho foi possivel uma caracterizacdo da seqiiéncia prevista de
aminodcidos, da andlise filogenética e da expressdo diferencial de um provavel gene de
MIF de P. brasiliensis por meio da andlise da seqiiéncia de nucleotideos presente no banco
de ESTs geradas pelo Projeto Genoma Funcional de P.brasiliensis (Felipe et al, 2005;
Felipe et al., 2003). A observacdo da sequéncia prevista de aminodcidos possui
similaridade génica com o MIF de diversos organismos, indicando um envolvimento
potencial na patogénese do P.brasiliensis. A andlise do cDNA de MIF por northern blot
comprovou a expressao na fase de levedura e a andlise filogenética mostra que a presenca
de MIF no P. brasiliensis é um fato inédito em fungo.

A clonagem do MIF no vetor de expressao foi realizada com sucesso, porém a
ocorréncia de baixos niveis da proteina recombinante obtida no ensaio de inducdo e a
auséncia de uma cinética de inducdo observadas no ensaio de western blot indicam que
deverdo ser realizados ajustes na metodologia empregada, com a finalidade de otimizar o
rendimento na obten¢do das proteinas recombinantes.

E necessdrio ainda um sequenciamento completo do clone pET21a- PbMIFORF,
visando confirmar a eficiéncia da clonagem.

Apdés a otimizacdo dos experimentos de expressdo heterdloga, SDS-PAGE e
western blot ha perspectivas de producdo para purificacdo protéica e teste da atividade
bioldgica. Estes ensaios deverdo indicar se o POMIF apresenta algum efeito sobre o sistema
imunitdrio de mamiferos, permitindo uma extrapolacdo de seu papel na infeccdo do

hospedeiro animal.
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