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RESUMO

Paracoccidiodes brasiliensis ¢ o fungo termodimdrifco patogénico causador
da Paracoccidioidomicose (PCM). Esse agente infeccioso produz antigenos
importantes como a gp43, ja bem caracterizada, e a glicoproteina de 70 kDa (gp70)
que é reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM. No presente estudo
reportamos que o gene codificador do antigeno gp70 possui uma fase de leitura
aberta de 2.154 pares de bases. A estratégia utilizada na clonagem do gene
PbGP70 incluiu analises in silico de sequéncias contidas no banco de dados de
sequéncias expressas de P. brasiliensis (P. brasiliensis’ Expressed Sequence Tags
Databank) e sequenciamento por meio da técnica de primer-walking. A analise da
sequéncia da proteina deduzida mostrou a presenga de dois motivos para N-
glicosilagcédo, epitopos para células B e T com putativas fungdes antigénicas e
protetoras, respectivamente. Analises comparativas in silico classificaram a proteina
pertencente a familia das flavoproteinas monoxigenases. Muitas proteinas dessa
familia possuem fungbes antioxidativas em diversos modelos bioldgicos e sao
compostos bioativos importantes. Anticorpos policlonais produzidos contra gp70
recombinante foram capazes de reconhecer a proteina nativa no extrato celular total
de P. brasiliensis. A proteina recombinante parcial foi reconhecida por 5 de 7 soros
de pacientes com PCM e pelo anticorpo monoclonal previamente produzido contra
gp70 nativa (MAb C5F11). Experimentos de microscopia confocal com o anticorpo
policlonal anti-gp70 recombinante e o MAb C5F11 mostraram co-localizacdo da
marcagao citoplasmatica, como esperado para gp70. Analises da expressao génica
por RT-PCR quantitativo em tempo real mostraram baixos niveis de expressio do
gene PbGP70 em condigbes normais, porém sob condicbes de estresse oxidativo,
induzido pela adi¢do de H»O, e durante o crescimento do fungo, a expresséao foi
significativamente aumentada. Por fim, apds incubagao de células leveduriformes de
P. brasiliensis com macréfagos derivados de medula 6ssea, foi observado aumento
da expressao génica nas leveduras aderidas ou fagocitadas apos 24 horas e, nas
leveduras nao aderidas, a expressao foi aumentada apos 48 horas. Esses achados
sugerem que a gp70 possa desempenhar um papel duplo na biologia e infecgao por
P. brasiliensis. Por um lado, a molécula estimula resposta imune celular e humoral
no hospedeiro e por outro protege o fungo do estresse oxidativo gerado por células

fagociticas.



ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is a thermodimorphic pathogenic fungus that
causes Paracoccidioidomycosis (PCM). This infectious agent produces important
antigens as gp43, already fully characterized, and a 70 kDa glycoprotein (gp70)
recognized by 96% PCM patients’ sera. In the present study, we report that the gene
encoding gp70 antigen has an open reading frame in a 2,154 base pair fragment.
The gp70 gene in P. brasiliensis (PbGP70) has been cloned using in silico screening
of the P. brasiliensis' Expressed Sequence Tag databank and primer-walking
sequencing approach. In the deduced protein sequence, we found two motifs for N-
glycosilation, B and T-cell epitopes, with putative antigenic and protector functions,
respectively. Comparative in silico analysis showed that this protein belongs to
flavoprotein monooxygenasis family. Many proteins of this family show anti-oxidative
functions in several biologic models thus, being important bioactive compounds. Anti-
recombinant gp70 polyclonal antibodies recognized the native protein in the total cell
extract of P. brasiliensis. Moreover, the partial recombinant protein was recognized
by 5 out of 7 PCM pacients’ sera and by the gp70 C5F11 monoclonal antibody
previously produced against native gp70. Confocal microscopy with polyclonal
antibodies anti-gp70 recombinant and C5F11 MAb anti-native gp70, showed co-
localization in the cell cytoplasm, as expected for gp70. Gene expression analysis
using Real-Time PCR showed low levels of gp70 gene expression in normal
conditions, but under oxidative stress induced by H,O, and during the fungal growth,
expression is significantly increased. Finally, when we incubated P. brasiliensis with
bone-marrow derived macrophages, the phagocyted or attached cells showed
increased gp70 gene expression at 24 hours and, in the non-phagocyted cells, the
expression was increased after 48 hours. These findings suggest that gp70 might
play a dual role in P. brasiliensis, both eliciting immune cellular and humoral
responses in the host and protecting the fungus from oxidative stress generated by

phagocytic cells.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Paracoccidiodes brasiliensis

O Paracoccidiodes brasiliensis € o fungo termo-dimérfico causador da
paracoccidioidomicose (PCM), doengca endémica da América Latina (San-Blas,
1993). A PCM é uma micose humana, sistémica e de carater granulomatoso que
pode ser letal se ndo diagnosticada e tratada adequadamente. Foi descrita pela
primeira vez por Adolpho Lutz (1908) que relatou a presenga do fungo em lesbes
de dois pacientes. Somente apds 22 anos desde a primeira descricdo, Floriano
Paulo de Almeida, em 1930, por meio de estudos sistematicos, estabeleceu o
novo género Paracoccidiodes dentro do reino fungi e adotou o nome da espécie
brasiliensis, anteriormente criado por Alfonso Splendore (1912) (revisado por
Lacaz, 1994a).

Do ponto de vista taxonémico, o P. brasiliensis, durante muito tempo, foi
considerado um fungo imperfeito, pois ndo é possivel identificar sua fase
telomorfica ou sexual. Recentemente, com o emprego de técnicas moleculares
avancadas, esse fungo foi 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.nlm.nih.gov/
Taxonomy/taxonomyhome.html/).

Os fungos termo-dimérficos causadores de micoses sistémicas
Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis tem
sido relacionados como membros da familia Onygenaceae, segundo analises de
sequéncias do gene do RNA ribossomal (Peterson et al., 1998; Untereiner et al.,
2004). Atualmente, foi proposta como uma nova familia (Onygenales,
Ajellomycetaceae). Essa clade engloba o grupo monofilético Ajellomyces, que
inclui o género anamorfico Blastomyces, Emmonsia, Histoplasma e
Paracoccidioides (Herr et al., 2004; revisado por Bagagli et al.,2008).

Quando cultivado a 25°C, o P. brasiliensis se apresenta na forma miceliana
(saprofitica) e cresce na forma de colbnias brancas aderidas ao meio, com
aparéncia de “pelos de rato”. Ao microscépio Optico sdao observados longos

filamentos septados com presencga de artroconideos terminais e/ou intercalares
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(Lacaz, 1994b). Os artroconideos podem se transformar em células
leveduriformes a 37°C (McEwen et al., 1987). Leveduras de P. brasiliensis
produzem colénias do tipo cerebriformes, possuem multiplos brotamentos, sao
multinucleadas e seu tamanho varia entre 4 e 30um (Lacaz, 1994b; Brummer et
al., 1993).

Embora se acredite que o principal mecanismo de infeccdo por P.
brasiliensis seja por meio da inalagdo dos conideos presentes no ambiente,
poucas vezes o fungo foi isolado diretamente do solo. Em areas endémicas de
maior prevaléncia foi possivel isola-lo no Brasil (Silva-Vergara et al., 1998;
Theodoro et al.,, 2005), na Argentina (Negroni 1966) e na Venezuela (De
Albornoz, 1971). Além disso, existe um relato de seu isolamento em fezes de
morcego (Grose e Tramsitt, 1965), em fezes de pinguins (Gesuele, 1989) e em
racédo de caes (Ferreira et al., 1990).

Alguns casos esporadicos de infeccdo natural em animais selvagens e
domésticos também foram relatados (Grose e Tramsitt, 1965, Johnson e Lang,
1977; Garcia et al., 1993; Tercarioli et al., 2007, Richini-Pereira et al., 2008),
inclusive em caes, nos quais a infecgao foi demonstrada por estudos soroldgicos
(Ono et al., 2001; Faria et al., 2005; Silveira et al., 2006), analise histopatologica e
PCR (Ricci et al., 2004).

Entretanto, os animais que apresentam a maior incidéncia da infec¢ao por
P. brasiliensis s&o tatus das espécies Dasypus novemcinctus (Bagagli et al.,
1998; Bagagli, et al., 2003; Restrepo et al., 2000, Richini-Pereira et al., 2008) e
Cabassou centralis (Corredor et al., 2005). Diante desses dados, tem sido
proposto que os tatus possam ser reservatorios naturais do fungo. Entretanto, o

habitat natural do P. brasiliensis ainda nao esta definido.

1.2. Paracoccidiodomicose

A PCM é geograficamente limitada aos paises da América Latina (Brummer
et al., 1993; Wanke e Londero, 1994), sendo prevalente na Argentina, Brasil,
Colébmbia e Venezuela, onde é endémica em areas rurais. Embora a doenca nao
seja de notificagdo obrigatéria, o Brasil apresenta o maior numero de casos
reportados e os estados de Sao Paulo, Parana, Minas Gerais, e Rio Grande do

Sul apresentam as areas de maior prevaléncia e mortalidade da doenca,

2



principalmente nas regiées ndo metropolitanas (Wanke e Londero, 1994; Coutinho
et al., 2002). Estima-se que a taxa de incidéncia anual seja de 3 casos a cada
100.000 habitantes nas areas endémicas (Restrepo, 2001; revisado por Coutinho
et al., 2002). De acordo com dados epidemiologicos recentes, a PCM representa
a causa mais importante de morte entre as micoses sistémicas (cerca de 51,2%)
entre os casos relatados no Brasil de 1996 a 2006 (Prado et al., 2009).

Nao ha referéncias da doenca no Chile, Suriname, Guiana, Nicaragua e
Belize (Wanke e Londero, 1994; Restrepo et al., 2008). Alguns casos de PCM
foram detectados nos Estados Unidos, Europa, Africa e Asia, porém os pacientes
ja haviam residido ou trabalhado em paises endémicos, onde se acredita que eles
tenham sido infectados (revisado em Lacaz, 1994a).

Caracteristicas climaticas como temperaturas discretas em torno de 18 a
24 °C, chuvas abundantes (indice pluviométrico de 800 a 2000 mm por ano),
altitude média de 47 — 1300 m, predominio de florestas e arvores nativas,
invernos secos e verdes chuvosos locais parecem ser fatores determinantes para
o estabelecimento do fungo em areas onde a PCM é endémica (Bagagli et al.,
1998)

O mecanismo de infecgdo por P. brasiliensis em humanos ainda nao foi
totalmente esclarecido, porém se acredita que os conidios produzidos pelo micélio
saprofitico no ambiente, provavelmente os propagulos infecciosos, sejam inalados
(McEwen et al., 1987). Ao atingir os pulmdes, o fungo pode ser rapidamente
destruido ou transformar-se em leveduras patogénicas, formando o foco inicial da
infeccdo. As lesdes primarias podem: (l) regredir com destruigao total do fungo;
(1) regredir, porém com manutengao de fungos viaveis, formando focos latentes
ou quiescentes que podem posteriormente ser reativados; (lll) progredir
rapidamente com o desenvolvimento dos sinais e sintomas da PCM (Montenegro
e Franco, 1994). Além disso, a infecgdo pode atingir outros 6rgaos e sistemas
pela via linfatica e vasos sanguineos.

Clinicamente, duas formas da Paracoccidioidomicose estdo bem
estabelecidas: a forma aguda ou subaguda (juvenil ou linfatica) e a forma crénica
(adulta ou pulmonar), porém as manifestagbes podem apresentar grandes
variagbes um individuo para outro (Franco et al., 1987). A forma aguda afeta
principalmente criangas e adolescentes de ambos os sexos, é de rapida

progressao por disseminagao linfatica e/ou hematogénica e provoca alta taxa de
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mortalidade por comprometer o sistema reticulo-endotelial (bago, figado,
linfonodos e medula 6ssea) (Benard et al, 1994). A forma crbénica é
predominante, ocorre em 90% dos casos, acomete preferencialmente individuos
do sexo masculino entre 30 e 60 anos, é de progressédo lenta e manifesta-se
principalmente nos pulmdes, mas pode ser multifocal e disseminar-se para
qualquer érgéo, especialmente para tecidos mucocutaneos.

Dados epidemiologicos mostraram que o desenvolvimento da doencga
ocorre com maior frequéncia em individuos do sexo masculino, sendo a
propor¢gao homem/mulher de 13:1 no Brasil em areas endémicas (Brummer et al.,
1993; Wanke e Londero, 1994) e de 78:1 na Colémbia (Restrepo, 1994).
Trabalhos experimentais demonstraram que a transformacéo in vitro dos conideos
para forma de leveduras € inibida por horménios femininos (estrégenos) (Salazar
et al., 1988; Aristizabal et al., 1998), mas nao pela testosterona (Loose, et al.,
1983; Clemons et al., 1989). Em contraste, teste de hipersensibilidade tardia
(DTH) em individuos sadios de areas endémicas, nado apontou diferencas
baseadas no sexo. Embora a progressao da doencga seja muito mais frequente no
sexo masculino, especula-se que a taxa de infecgdes subclinicas adquirida seja
semelhante para ambos os sexos (Restrepo et al., 2008).

A PCM (principalmente sua forma pulmonar) deve ser diferenciada de
outras micoses e da tuberculose para ser diagnosticada corretamente. Por isso, o
diagnostico laboratorial deve incluir técnicas de cultura, sorologia ou
histopatologia para a identificagdo do agente. O diagnéstico confirmatorio da PCM
depende da demonstracao do agente etioldgico em materiais biolégicos (escarros,
aspirado brénquico ou lavado broncoalveolar, material granulomatoso da base de
ulceras). O fungo pode ser observado em preparagdes a fresco com KOH
(hidréxido de potassio) ou em material de bidpsia (90% dos casos). No exame
micologico direto podem ser observadas, ao microscépio 6tico, pequenas cadeias
de blastoconideos ou células com brotamento simples. Preparacdes
histopatoldgicas coradas revelam leveduras com mutibrotamentos, especialmente
no interior de granulomas. Embora nem sempre seja possivel isolar o agente,
pode ser feita a semeadura e cultura do material biolégico a 25-30°C e posterior
analise morfolodgica das coldnias e das células (revisdo em Restrepo et al.,2008).

Testes soroldégicos sao comumente empregados para auxiliar o

diagnostico, monitorar a evolugdo da doenga e a resposta ao tratamento desta
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micose (Camargo, 2008; Camargo e Cano, 1994; Mendes-Giannini et al., 1984).
Imunodifusdo radial usando filtrado de cultura da fase leveduriforme é utilizada
mais frequentemente pela alta sensibilidade e especificidade (Restrepo, 1966;
Camargo et al., 1989). Métodos sensiveis como immunoblotting, para deteccéo de
anticorpos especificos (Mendes-Giannini, 1989) e ELISA de competicdo, para
pesquisa de antigeno na circulagado (Gémez et al., 1997; Marques et al., 2003),
tém sido desenvolvidos para monitoramento dos pacientes. Métodos moleculares
utilizando a técnica de PCR também foram propostos para facilitar o diagnéstico
definitivo do fungo (Sandhu et al., 1997; Goldani e Sugar, 1998; Diez et al., 1999;
Gomes et al., 2000; San-Blas et al., 2005).

A primeira droga a ser utilizada no tratamento da PCM foi a Anfotericina B,
em 1958. Embora apresente algumas limitagcdes como a administracédo apenas
pela via endovenosa e alta nefrotoxicidade, este antifungico é ainda a droga de
escolha em tratamentos ineficientes devido a resisténcia as drogas (Shikanai-
Yasuda et al., 2006). Amaral e colaboradores (2009), recentemente, utilizaram a
tecnologia de nanoparticulas para desenvolver uma nova formulacdo de
Anfotericina B, que nao apresentou nefro nem hepatotoxicidade para
camundongos, indicando novos caminhos para terapia. Outro avango terapéutico
no tratamento da PCM foi a descoberta dos azdlicos. Os imidazdlicos
(cetoconazol) e triazdlicos (fluconazol e particularmente o itraconazol) tém sido as
drogas de escolha, pois apresentam menos efeitos colaterais (Restrepo et al.,
2008). Em geral, o tratamento é longo e, em alguns casos, atinge até dois anos.
Embora os antifungicos possam impedir a progressdo da PCM, recidivas e
sequelas, como fibroses pulmonares sdo comuns apés o término do tratamento

(revisado por Borges-Walmsley et al., 2002).

1.3. Relagao parasita-hospedeiro

A diversidade de manifestagbes clinicas observadas na PCM é resultado
de muitos fatores inerentes tanto a resposta do hospedeiro quanto a viruléncia do
parasita, que juntos determinam a gravidade da doenca (Musatti et al., 1976;
Biagione et al., 1984; Franco, 1987; Mota et al., 1985; Brummer et al., 1993).
Tanto na PCM, como em outras micoses profundas, a imunidade celular parece

desempenhar papel fundamental nos mecanismos imunolégicos de protegao do
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hospedeiro (Brummer et al., 1993; Borges-Walmsley et al., 2002). Pacientes com
a forma crénica apresentam imunidade celular preservada e baixos titulos de
anticorpos especificos, ao passo que individuos com a forma aguda mostram
altos titulos de anticorpos especificos, ativagao policlonal de células B e resposta
imune celular enfraquecida (Musatti et al., 1976; Franco et al., 1993; Benard et al.,
1997).

Uma das caracteristicas da infeccao por P. brasiliensis é a formagao de
granulomas, os quais parecem impedir a disseminagao do parasita para tecidos
sadios. O granuloma formado na PCM apresenta uma ou mais células fungicas no
centro e €& composto por células gigantes e epitelidides. Células
polimorfonucleares (PMNs) podem ser observadas na regido central (préximas ao
fungo) e, ao redor das células epitelidides, existe um halo de células
mononucleares (Montenegro e Franco, 1994). Entretanto, os mecanismos pelos
quais ocorre a migragao celular que forma e mantém esses granulomas ainda néo
estdo bem esclarecidos. Em pacientes com a forma menos grave da doenga, a
resposta imune do hospedeiro induz a formagao de granulomas compactos com
numero reduzido de fungos no seu interior, j3 nos pacientes com a forma
disseminada da doenga os granulomas sao frouxos, em menor quantidade e
apresentam grande numero de células fungicas viaveis em seu interior
(Montenegro e Franco, 1994).

Do ponto de vista imunolégico, existe um consenso na literatura de que
formas agudas ou subagudas da PCM estdo associadas a modulagdo negativa do
padrao de citocinas Th1 e expressdo dominante da imunidade Th2, com altos
niveis de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-, maior quantidade de anticorpos IgG4,
IgE e IgA, com eosinofilia e baixa produgéo de IFN-y. Por outro lado, em pacientes
com forma menos grave observa-se padrao de citocinas tipico da resposta Th1,
alta produgéo de TNF-a e IFN-y e niveis basais de IL-4, IL-5 e IL-10 (Benard et
al., 2001; Oliveira et al., 2002; Mamoni e Blotta, 2005; Mamoni e Blotta, 2006;
Restrepo, et al. 2008).

Células dendriticas e macréfagos pulmonares sao provavelmente as
primeiras células a interagir com o fungo. Os macrofagos tém papel importante na
doenga, pois parecem participar tanto da disseminagdo quanto da contengao da
infeccao (revisto em Benard et al., 2008). Estudos in vitro mostraram que o P.
brasiliensis € capaz de sobreviver e se multiplicar dentro de macrofagos
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peritoneais e pulmonares (Brummer et al.,, 1989; Cano et al.,, 1992). Por isso,
acredita-se que essas células poderiam fazer o transporte do fungo pela via
linfatica. Entretanto, macrofagos ativados por IFN-y tem alto potencial fungicida
para a levedura internalizada (Brummer et al., 1988). Macréfagos ativados por
INF-y produzem TNF-a, este esta envolvido no recrutamento e ativagéo de células
inflamatorias e na formagdo do granuloma (Kindler et al., 1989; Vigna et al.,
2006). Além disso, TNF-a. e INF-y juntos podem participar da resisténcia ao P.
brasiliensis por mecanismos que incluem aumento da expressao de moléculas
MHC (classe | e Il), moléculas coestimuladoras (CD80 e CD86) e burst oxidativo
em macréfagos. Os PMNs exercem efeito fungistatico e fungicida sobre P.
brasiliensis, atividade que aumenta quando ativadas pelas citocinas INF-y, GM-
CSF e IL-1B (McEwen et al., 1987; Kurita et al., 1999; Kurita et al., 2000).

Camundongos isogénicos foram utilizados pela primeira vez como modelo
experimental da PCM por Calich e colaboradores (1985), e possibilitaram a
correlagao entre as formas clinicas e padrdao de resposta imune. Neste modelo,
camundongos da linhagem A/Sn foram resistentes a infecgdo intraperitoneal
enquanto camundongos B10.A foram susceptiveis e BALB/c intermediarios,
quando infectados com o isolado Pb18 de P. brasiliensis (Calich et al., 1985).
Animais resistentes (A/Sn) inoculados pela via intratraqueal desenvolveram
infeccdo pulmonar crénica benigna. Por outro lado, infecgdo similar nos
camundongos susceptiveis (B10.A) resultou em doenga cronica progressiva,
disseminagao do fungo para figado e bago, maior taxa de mortalidade, discreta
reacdo de DTH, pouca ou nenhuma ativagdo das células do lavado
broncoalveolar (Cano et al., 1995).

O termodimorfismo celular do P. brasiliensis € essencial para o
estabelecimento da PCM (Restrepo e Jiménez, 1980; San-Blas, 1982), uma vez
que isolados que nao se diferenciam em leveduras sado incapazes de causar a
doenca (Moraes Borba e Shaffer, 2002). A associagdo entre morfogénese e
viruléncia tem sido descrita em varios fungos dimorficos (B. dermatitidis, C.
immitis, H.capsulatum, P. brasiliensis, P. marneffei e S. schenkii) (Medoff et al.,
1987; San-Blas e Nifio-Vega, 2001; Broges-Walmsley et al., 2002; Rooney e
Klein, 2002). Os mecanismos do controle da morfogénese sdo complexos e

envolvem alteragdes na estrutura da parede celular, processos metabdlicos e



cascatas de sinalizagao (revisado por San-Blas et al., 2002). Durante a transicéo
dimorfica, P. brasiliensis modifica os polimeros de glucana da parede celular de B-
glucana, predominante na fase de micélio, para a-glucana, encontrada em maior
quantidade na fase de levedura (San-Blas e San-Blas, 1994). Esse processo pode
ser considerado como mecanismo de escape do fungo, ja que B-glucanas podem
induzir resposta pro-inflamatoéria e antimicrobiana através de receptores Toll-like
(TLR) e dectina-1 (Brown e Gordon, 2003).

1.4. Componentes antigénicos de P. brasiliensis

Alguns componentes antigénicos de P. brasiliensis sao capazes de induzir
resposta imune humoral e celular. Entre esses componentes, o principal e melhor
caracterizado € uma glicoproteina de 43kDa, secretada, denominada gp43
(Puccia et al., 1986).

Anticorpos especificos para gp43 estdo presentes em praticamente 100%
dos soros de pacientes com PCM (Puccia et al., 1986; Puccia e Travassos,
1991a; Camargo et al., 1994). Esta glicoproteina € do tipo high manose e tem
uma unica cadeia oligossacaridica N-ligada (Puccia e Travassos, 1991b;
Cisalpino et al., 1996), a qual interage com receptores para manose em

macrofagos murinos (Almeida et al., 1998; Popi et al., 2002).

O gene PbGP43 foi o primeiro gene caracterizado em P. brasiliensis e sua
sequéncia apresenta grande similaridade com exo-1,3-B-glucanases fungicas.
Contudo, um dos sitios cataliticos conservados de atividade de glucanase
apresentou a substituicdo do residuo E para K, de NEP para NKP, o que
provavelmente induziu a perda da atividade enzimatica da gp43 (Cisalpino et al.,
1996). Estudos moleculares de 17 isolados do fungo mostraram polimorfismo no
gene que codifica gp43 (Morais et al., 2000). Além disso, apds a clonagem e
caracterizagdo foi possivel realizar estudos objetivando o uso da proteina
recombinante no diagnéstico da PCM (Carvalho et al., 2008; Diniz et al., 2002).

Além de induzir resposta imune humoral, a gp43 é capaz de estimular
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
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responsavel pela ativacdo de célula T CD4" em animais imunizados.
Camundongos BALB/c imunizados com a gp43, P10 ou com o gene da gp43 e
infectados com P. brasiliensis apresentaram granulomas pulmonares epitelidides
em pequeno numero, com poucas células viaveis no seu interior e auséncia de
lesdes no figado e bago (Pinto et al., 2000). Estudos mais recentes mostraram
que a imunizagdo com P10 associada a quimioterapia, em camundongos
infectados com P. brasiliensis potencializa ainda mais a protegdo contra fungo
(Marques et al., 2008).

A gp43 é considerada potencial fator de viruléncia, pois pode ligar-se a
laminina murina, resultando no aumento da capacidade do fungo de invadir e
destruir tecidos (Vicentini et al., 1994) no modelo intratesticular. Esse efeito foi
modulado por anticorpos monoclonais anti-gp43 (Gesztesi et al, 1996).
Entretanto, no modelo de infeccdo pulmonar a ligacdo da laminina ao P.
brasiliensis levou a diminuicdo da patogenicidade (Andre et al., 2004). Mendes-
Giannini e colaboradores (2000) mostraram que o fungo pode também se ligar a
outros componentes da matriz extracelular e mais recentemente, este mesmo
grupo mostrou a interagcado da gp43 com fibronectina humana, sugerindo que essa
glicoproteina tem papel importante na adesao do fungo a diferentes componentes
da matriz extracelular do hospedeiro (Mendes-Giannini et al., 2006). O papel da
gp43 como adesina foi reforgado por estudos que mostraram a participagao direta
da molécula na interagdo do fungo com pneumdcitos da linhagem A549 e a

células Vero (Hanna et al., 2000; Mendes-Giannini et al., 2004).

Outra caracteristica da gp43 que tem sido bastante explorada é a
capacidade que de modular negativamente a resposta imune, 0 que sugere sua
possivel participagdo nos mecanismos de evasao do fungo. Popi e colaboradores
(2002) mostraram que gp43 inibiu a fagocitose de P. brasiliensis vivo ou morto
pelo calor, de hemaceas de carneiro opsonizadas (via receptor Fc), de particulas
de zimosan (via receptor de manose) e, além disso, inibiu a producdo de NO e
H,O, de macrofagos peritoneais murinos. Mais recentemente, os mesmos
resultados foram demonstrados com gp43 e macrofagos derivados de medula
Ossea e os epitopos da molécula responsaveis por esse efeito foram identificados
(Konno et al., 2009). Em experimentos com células dendriticas imaturas, gp43
inibiu a expressdo de MHC, CD80 e CD54 (Ferreira et al., 2004).



Outro antigeno relevante de P. brasiliensis é a gp70, uma glicoproteina de
70 kDa reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM (Salina et al.,
1998). Por ser o foco do presente trabalho a gp70 sera melhor detalhada no item

1.4.2 a sequir.

A Paracoccina possui massa molecular de 70kDa, é proteina secretada
pelo fungo, mostrou capacidade de ligagdo a laminina murina e induziu alta
producao de TNF-B e NO por macréfagos peritoneais murinos (Coltri et al., 2006).
Além disso, a proteina parece estar envolvida no crescimento de P. brasiliensis e

localiza-se na regido de brotamento (Ganiko et al., 2007).

Outros antigenos com distintas massas moleculares também foram
identificados e caracterizados. Dentre eles, destaca-se uma proteina de 87 kDa,
encontrada no soro de pacientes com PCM (Gémez et al., 1997) e com N-terminal
apresentando homologia para Hsp70 de varios fungos, incluindo P. brasiliensis
(Diez et al., 2002).

A Hsp60, caracterizada e clonada por Cunha e colaboradores (2002),
apresenntou alto indice de reatividade com soros de pacientes com PCM e,
posteriormente, a imunizagdo com a Hsp60 recombinante conferiu imunoprotecao

frente a infeccao experimental por P. brasiliensis (Soares et al., 2008).

Recentemente foi identificada por meio de analises de gel-bidimensional
uma proteina de 54kDa com propriedades de adesao a fibronectina e homadloga a
uma enolase de P. brasiliensis (Donofrio et al., 2009). Outra enolase, com
propriedades semelhantes, porém ligante de laminina foi descrita em
Staphylococcus aureus por nosso grupo. (Carneiro et al.,, 2004). Proteinas
antigénicas com massa molecular de 27 e 58 kDa também foram caracterizadas
(McEwen et al., 1996; Figueroa et al., 1995).

Fonseca e colaboradores (2001) identificaram seis proteinas
preferencialmente sintetizadas na fase de leveduriforme do fungo: catalase,
frutose 1,6-bifosfato aldolase (aldolase), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GADPH), malato desidrogenase e triosefosfato isomerase. As enzimas catalase,
aldolase, triosefosfato isomerase e GADPH foram posteriormente clonadas e
sequenciadas (Moreira et al., 2004; Carneiro et al., 2005; Pereira et al., 2004;
Barbosa et al., 2004).
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Além disso, a GADPH foi encontrada na parede celular do P. brasiliensis e
a molécula recombinante correspondente ligou-se a laminina, fibronectina e
colageno tipo | e anticorpos policlonais anti-GADPH inibiram a adesao do fungo a
linhagem de pneumdcitos A549, demonstrando assim a importancia biolégica da
molécula (Barbosa et al., 2006).

Além dessas, proteinas como PbMdj1 encontrada na mitocéndria e parede
celular do fungo (Batista et al., 2006), gp75 presente na membrana e regides de
brotamento (Xander et al., 2007) e a calnexina, presente no reticulo
endoplasmarito das células leveduriformes (Feitosa et al., 2007), também foram

reconhecidas por soros de pacientes com PCM.

1.4.2. A Glicoproteina gp70

Puccia e colaboradores (1986) ao estudarem a natureza de antigenos
extracelulares de P. brasiliensis, verificaram que componentes com grande
reatividade nos testes de imunodifusdo podiam ser isolados por exclusdao em
colunas de gel filtragdo, seguida pela passagem em coluna de sepharose
acoplada a Concanavalina A e posterior eluicdo. Somente as fracbes que se
ligavam a esta lectina continham antigenos que reagiam com soros de pacientes
com PCM. A analise por SDS-PAGE do material eluido revelou a presenga quatro
componentes de 43, 55, 70 kDa e um componente de alto peso molecular, com
migracao difusa.

A fracao de 70kDa obtida por gel filtragao foi testada por ELISA em soros de
pacientes com PCM e outras micoses sistémicas, e foram observadas reacgdes
cruzadas intensas com soros de Jorge Lobo e Histoplasmose (Unterkircher,
1988).

Posteriormente foi verificado por immunoblotting que soros de pacientes com
PCM reconheciam predominantemente o componente de 43 KDa (gp43) e que
96% desse soros também reagiam com o componente de 70 kDa, a glicoproteina
gp70. Em pacientes que se submeteram a terapia antimicotica, significante
diminuicdo nos titulos de anticorpos anti-gp70 foi observada, sugerindo que a
gp70 possa ser considerada um marcador para a doenga (Camargo et al., 1989;
Silva et al., 2004).
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Foi demonstrado por Benard e colaboradores (1997) que a gp70 é capaz de
induzir resposta linfoproliferativa quando testada em pacientes com PCM. Salina e
colaboradores (1998) demonstraram a presenca da gp70 na urina de pacientes
com PCM e, posteriormente, o antigeno circulante foi detectado em pacientes
com Neuroparacoccidioidomicose, bem como anticorpos especificos anti-gp70
estavam presentes no fluido cerebroespinhal desses pacientes (Silva et al., 2005).

A gp70 vem sendo alvo de estudo em nosso laboratério ha alguns anos. A
primeira tentativa de se estudar essa molécula para caracteriza-la e entender
melhor seu papel na PCM foi realizada por Grosso e colaboradores (2003). Nesse
trabalho a proteina nativa foi capaz de modular fun¢gdes de macrofagos
peritoneais murinos como fagocitose (via receptor de manose e via receptor Fc) e
producao de NO e Hy0,. Além disso, foram produzidos anticorpos monoclonais
anti-gp70 os quais conferiram protegdo a animais infectados experimentalmente,
pois a instalagdo do fungo nos pulmbes foi diminuida assim como o
desenvolvimento da PCM. Esses dados sugerem que a gp70 possa participar de
mecanismos de evasdo do fungo na instalagdo da infec¢do primaria (Grosso et
al., 2003).

Uma das dificuldades encontradas no trabalho de Grosso e colaboradores
(2003), foi a obtencdo de maiores quantidades do antigeno, mesmo apés a
obtencdo de anticorpos monoclonais especificos, visto que esse antigeno era
pouco expresso e pouco secretado no sobrenadante de cultura do fungo. Devido
aos baixos rendimentos na purificagdo desse antigeno, uma alternativa seria
realizar a clonagem e caracterizacdo do gene e posterior obtengcao da proteina
recombinante, o que possibilitaria a realizacdo de mais ensaios para sua
caracterizagao.

As primeiras tentativas de clonagem desse gene foram realizadas também
em nosso laboratério. Feitosa e colaboradores (2007) realizaram
microssequenciamento de peptideos internos da gp70 de P. brasiliensis isolado
01, desenharam oligonucleotideos iniciadores degenerados correspondentes a
esses peptideos e, posteriormente, obtiveram um fragmento de DNA gendmico de
384 pb. Esse fragmento foi utilizado como sonda para realizar o rastreamento da
biblioteca de cDNA de P. brasiliensis isolado 01, porém o resultado final desse
trabalho resultou na clonagem fortuita do gene da calnexina (PbCNX), uma

proteina também importante, como mencionado anteriormente.
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1.5. Heterogeneidade de P. brasiliensis

A heterogeneidade entre os diferentes isolados de P. brasiliensis tem sido
descrita por varios autores. Variagdes quanto as caracteristicas de viruléncia,
velocidade de crescimento, composi¢do bioquimica, imunogenicidade, perfil de
isoenzimas, cariétipo ja foram descritas (Zacharias et al., 1986, Burger et al.,
1996; Calcagno et al., 1998; Molinari-Madlum et al., 1999; Svidzinski et al., 1999;
Feitosa, et al., 2003; Carvalho et al., 2005). E possivel que tal diversidade esteja
correlacionada as diversas manifestacdes clinicas (Franco, 1987).

Estudos com diversos modelos experimentais da PCM demonstraram que
os isolados de P. brasiliensis variam quanto a viruléncia (Zacharias et al., 1986;
Singer-Vermes et al., 1989; Burguer et al., 1996; Hebeler-Barbosa et al., 2003).
Singer-Vermes e colaboradores (1989) por meio da infeccdo de camundongos
susceptiveis (B10.A) com diferentes isolados do fungo, observaram distintos
padrdées de viruléncia: (I) fracamente viruletos — isolados Pb265 e IVIC Pb267; (II)
de viruléncia intermediaria — isolados Pb192, IVIC Pb9 e Pb SN; (lll) virulento —
isolado Pb2052; (IV) altamente virulento — isolado Pb18. Alguns autores
relacionaram essa diferenga no padrao de viruléncia apés a variabilidade genética
entre os isolados de P. brasiliensis (Molinari-Madlum et al., 1999; Sano et al.,
1998; Carvalho et al., 2005).

Svidzinski e colaboradores (1999) avaliaram o comportamento de 30
amostras de P. brasiliensis isoladas de pacientes portadores de diferentes formas
clinicas de PCM e observaram variabilidade fenotipica na morfometria, niumero de
brotamentos, capacidade de transicao de fase de micélio (M) para levedura (L) e

velocidade de crescimento.

Isolados de P. brasiliensis também apresentam diferengas quanto a sua

patogenicidade (Zacharias et al., 1986; Burger, 1996).

Morais e colaboradores (2000) observaram polimorfismo genético no gene
que codifica a gp43 em 17 isolados de P. brasiliensis. Nesse trabalho os autores
conseguiram distinguir gendtipos tipicos de grupos distintos de isolados, nos

quais as substituicbes ocorreram principalmente no exon 2 e na regiao promotora.
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As sequéncias dos isolados Pb2, Pb3 e Pb4 apresentaram o maior numero de
substituigdes, formando um grupo distante filogeneticamente dos demais.
Analises filogenéticas maiores utilizando varias sequéncias codificadoras
de proteinas nucleares de P. brasiliensis foram realizadas para diferenciar trés
grupos genéticos, sugerindo que este fungo consista de, no minimo, trés espécies
distintas identificadas como S1 (espécie 1 originaria do Brasil, Argentina,
Paraguai, Peru e Venezuela), PS2 (espécie filogenética 2 originaria do Brasil e
Venezuela) e PS3 (espécie filogenética 3 originaria da Colémbia). Também foi
observado que, enquanto as espécies S1 e PS2 sofreram recombinagao sexual, a
reproducdo de PS3 foi clonal (Matute et al., 2006). Analises da Inteina PRP8
(Theodoro et al., 2008) e de um isolado atipico de P. brasiliensis (Takayama et al.,
2009) apontaram para classificacdo do isolado Pb01 como uma nova espécie de
Paracoccidioides. Mais recentemente, Teixeira e colaboradores (2009), por meio
de analises filogenéticas mais complexas, recomendaram a descricdo formal de
um grupo de isolados Pb0O7-like como uma nova espécie denominada

Paracoccidioides lutzii, em homenagem a Adolpho Lutz.

1.6. Transcriptoma e genoma de P. brasiliensis

1.6.1. Transcriptoma

Grande quantidade de dados transcricionais tém sido obtidas através do
empenho de pesquisadores que trabalham com P. brasiliensis. (Almeida et al.,
2007; Ferreira et al., 2006; Felipe et al., 2005; Nunes, et al., 2005; Goldman et al.,
2003).

A estratégia metodoldgica para a obtencdo desses dados reuniu técnicas
moleculares basicas e analises de bioinformatica. Brevemente, todo o cDNA
obtido a partir do RNA total de P. brasiliensis foi clonado em vetor de expresséo,
as porcoes 5’ e 3’ de cada clone foi sequenciada utilizando os oligonucleotideos
iniciadores do vetor. Os dados obtidos foram analisados e organizados em
bancos de dados de sequéncias expressas, também chamados de
Transcriptomas ou Bancos de ESTs (Expressed Sequence Tags) (Andrade et al.,
2005; Felipe et al., 2005; Goldman et al., 2003).
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Goldman e colaboradores (2003) identificaram 4.692 genes expressos pelo
fungo na fase de levedura e também analisaram por RT-PCR quantitativo a
expressao de alguns deles durante a transicao dimorfica levedura-micélio.

A partir do sequenciamento de ESTs de ambas as fases, Felipe e
colaboradores (2005) encontraram 6.022 genes expressos, OS quais
provavelmente representam 80% do genoma estimado do P. brasiliensis.

As informacbdes contidas nesses bancos de dados tém facilitado a

identificagdo e clonagem de varios genes de P. brasiliensis.

1.6.2. Genoma

Quanto aos aspectos genéticos do P. brasiliensis, o tamanho inicial do
genoma foi estimado entre 23 a 31Mb (Montoya et al., 1997; Montoya et al., 1999;
Cano et al., 1998; Feitosa et al., 2003; Almeida et al., 2007), com a presenca de 4
ou 5 bandas cromossdmicas variando entre 2 a 10Mb de tamanho (Feitosa et al.,
2003). No entanto, experimentos de microfluorometria utilizando marcagdo com
4’ 6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) obtiveram valores duas vezes maior que 0s
obtidos por PGFE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) (Cano et al., 1998). Desta
forma, a ploidia deste fungo ainda n&o esta totalmente esclarecida, existindo
evidéncias tanto de haploidia ou aneuploidia (Almeida et al., 2007), quanto de
diploidia (Cisalpino et al., 1996; Morais et al., 2000).

Recentemente, o crescente interesse no estudo molecular dos fungos,
devido a sua importancia econémica e em patologias humanas e veterinarias,
levou o Broad Institute (MIT - Massachusetts Institute of Technology) em
colaboragdo com diversos grupos de pesquisas no mundo, a desenvolver o
projeto do “Estudo comparativo do genoma de Coccidioides immitis e outros
fungos dimorficos patogénicos” (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome
/dimorph_collab.1/MultiHome.html). Esse projeto teve o suporte do Dimorphic
Fungal Genomes Consortium e disponibilizou para os pesquisadores os genomas
dos fungos: Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum, Coccidioides
immitis, Lacazia loboi, Paracoccidiodes brasiliensis, isolados 18, 3 e 01 (Puccia et
al., 2008).

15



Os genomas de P. brasiliensis foram finalizados no inicio de 2008 e estao
disponiveis em: http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides

_brasiliensis/MultiHome.html.

1.6.3. Anadlises moleculares e genes identificados

Apos a obtencao e disponibilizagdo dos dados do genoma e transcriptoma
de P. brasiliensis, muitos estudos moleculares vem sendo realizados e o que tém
possibilitado a identificagdo de muitos genes e suas fungdes.

Goldman e colaboradores (2003) analisaram in silico 4.692 genes do banco
de ESTs comparando com genes relacionados a viruléncia e patogenicidade de
C. albicans. Entre os putativos fatores de viruléncia foram encontrados genes
relacionados ao metabolismo (isocitrato liase e malato sintase), a biossintese da
parede celular (B-Glucosiltransferase e quitina-sintase) e a sinalizag&o intracelular
(fatores das vias AMPc e MAPK). Neste mesmo trabalho, foram realizadas
analises de expressao génica, durante a transicado micélio-levedura. Os genes
codificadores de proteinas de choque térmico (HSP70, HSP82 e HSP104, de
poliubiquitina (UBI1) e de uma delta-9-desaturase (OLE1) apresentaram aumento
na expressao do mRNA.

Por meio de técnicas de Suppression Subtraction Hybridization (SSH) e
Macroarray foram identificados 20 genes preferencialmente expressos na fase
patogénica, incluindo o AGS17 (a-1,3-glucana sintase) e TSA71 (antioxidante tiol
especifico) (Marques et al., 2004). Nunes e colaboradores (2005) desenvolveram
um biochip que possibilitou a analise de aproximadamente 4700 genes. Alguns
destes estavam abundantemente expressos ao final da transicdo para levedura,
entre os quais o gene METR, que codifica um fator de transcricdo que ativa genes
envolvidos na assimilagdo de sulfato, o gene da porteina alcool desidrogenase |lli
e 0 gene da 4-hidroxifenil-piruvato desidrogenase (4-HPPD), as quais estédo
envolvidas no catabolismo de aminoacidos.

Na analise in silico feita por Felipe et al. (2003) os genes que codificam
Hsp70, Hsp60, Hsp104 e calmodulina tiveram expressédo significativamente
aumentada na fase leveduriforme de Pb01. Posteriormente, foram identificados
cerca de 30 ortdlogos anteriormente descritos como genes de viruléncia ou

essenciais para C. albicans, C. neoformans e Aspergillus fumigatus, sendo
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subdivididos em genes relacionados ao metabolismo, parede celular ou
transducdo de sinais (Felipe et al., 2005). Mais recentemente, Parente e
colaboradores (2008) descreveram 43 genes envolvidos nos processos iniciais da

transicao micélio-levedura.

Outros modelos que mimetizam o ambiente no interior do hospedeiro foram
utilizados nos estudos de transcriptoma. Baildo e colaboradores (2007)
identificaram genes relacionados a aquisicdo de ferro, sintese de melanina e
defesa celular regulados positivamente no modelo de infeccdo em camundongo.
As leveduras incubadas com sangue humano modularam genes principalmente
relacionados a sintese e remodelamento da parede celular.

Andlises de Microarray identificaram 152 genes diferencialmente expressos
em leveduras apos a internalizagao por macréfagos murinos peritoneais in vitro e
trés desses genes foram validados por RT-PCR: metG, relacionado a produgao
de metionina e dois genes relacionados ao stress oxidativo SOD3 e HSP60
(Tavares et al., 2007). Mais recentemente, trés membros da familia das catalases
(PbCatA, PbCatP e PbCatC) (Chagas et al., 2008) e genes relacionados ao ciclo
do glioxilato foram regulados positivamente apds passagem em macrofagos
murinos (Derengowski et al., 2008).

Foram identificados e caracterizados também os genes que codificam as
proteinas de transicdo de fase e choque térmico HSP70 (Silva et al., 1999;
Theodoro et al., 2008), HSP60 (lzaac et al., 2001), CLPB (Jesuino et al., 2002),
PbLON (Barros e Puccia, 2001) e PbHSP90 (Nicola et al., 2008).

Apesar de todos esses avangos na clonagem e caracterizagdo de genes,
muitos genes em P. brasiliensis ainda permanecem sem funcdo identificada e

apresentam notacao de “proteinas hipotéticas” nos bancos de dados existentes.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

- Clonar o gene que codifica a glicoproteina gp70 de P. brasiliensis;

- Analisar a sequéncia de nucleotideos do gene PbGP70 e a sequéncia

deduzida de aminoacidos da proteina.

- Expressar e purificar a proteina recombinante.

- Analisar a antigenicidade da proteina recombinante em soros de pacientes

com paracoccidioidomicose.

- Obter anticorpos anti-gp70 recombinante, analisar a localizagcao celular da

proteina nativa reconhecida por esses anticorpos;

- Analisar situagdes em que a expressao do gene PbGP70 poderia

aumentar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Solugobes

As solugdes descritas a seguir foram preparas com agua bidestilada ou

filtrada em sistema Millipore (padréo Mili-Q) e armazenadas apropriadamente.

e Solucao estoque de Tampao fosfato-salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCI
0,053 M, Na;HPO4 0,1301 M e Ky;HPO,4 0,0229 M. A solugéo estoque foi
diluida 20 vezes para o uso (PBS 1X).

e PBS-Tween 0,2%: 0,2% Tween-20 (v/v) em PBS para uso (PBS 1x).

e Tampao de amostra para SDS-PAGE desnaturante: Tris-HCI 62 mM, pH
8,8, contendo 0,2% (p/v) de SDS, B-mercaptanol 50mM, 0,005% (p/v) de

azul de bromofenol e 10% (v/v) de glicerol.

e Solugcao estoque de acrilamida/bis 30% para SDS-PAGE: 30% de

acrilamida, 0,8% de bis-acrilamida e agua bi-destilada 100 mL qg.s.p.

e Tampao para gel de proteina (separagao) desnaturante: Tris-HCI| 1,5M,
pH 8,8, contendo 0,4% de SDS (p/v).

e Tampao para gel de proteina (empacotamento) desnaturante: Tris-HCI
0,5M, pH 6,8, contendo 0,4% de SDS (p/v).

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

e Tampao para transferéncia de proteinas: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM

e 20% de metanol (v/v).

e Solugao de Metaperiodato de sédio: 45 mg de metaperiodato de sodio
em 10 mL de tampéo acetato de sédio 50 mM pH 4,5. Preparar na hora do

uso.

e Corante de azul de Coomassie: 0,2% de coomassie R250 (p/v) em 50%

de metanol e 10% de acido acético (v/v).
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Descorante forte para Coomassie: 50% de metanol, 10% de acido acético

e 40% de agua destilada (v/v).
Corante Ponceau: 0,5% (p/v) de Ponceau S em 5% de acido acético (v/v).

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 sodio, pH 7,0-
8,0.

Solugcao de pré-hibridizacao para hibridizacao de DNA: 5% de dextran
sulfato, liquido de bloqueio 1:20 (Gene Image - Amersham), SDS 0,1%,
SSC 5x.

Solugao de desnaturagao (para acidos nucléicos): 1,5 M de cloreto de

sodio e 0,5 M de hidréxido de sddio.

Solugao de depurinagao (para acidos nucléicos): 250 mM de acido

cloridrico.

Solugao de neutralizagao (para acidos nucléicos): 1,5 M de cloreto de
sédio, 0,5 M de Tris-HCI, pH 7,0.

Denharts: Ficoll (Tipo 400) 1%, polivinilpirrolidona 1% e BSA 1%.
Tampao Tris-Ca®*: Tris-HCI (pH 8,8) 20 mM, CaCl, 2 mM.
Tampao SM: NaCl 100 mM, Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM, MgSO4 10 mM.

Tampao de amostra para DNA 6X: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% de

xileno-cianol e 30% de glicerol.

Tampao de amostra para RNA com uréia: 0,25% azul de bromofenol,

0,25% de xileno-cianol, 30% de glicerol e 7 M de uréia.
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3.2. Meios para cultivo de microrganismos

Os meios descritos a seguir foram preparados com agua bidestilada e
autoclavados por 15 min a 120°C. Para a formulagdao dos meios solidos foram

adicionados 1,5% de agar.

e Meio YPD modificado (YPDmod): utilizado para crescimento e
manuteng¢ao de culturas leveduriformes de P. brasiliensis. Composto de
0,5% de extrato de levedura (BioBras), 1% de peptona de caseina
(BioBras) e 0,5% de dextrose (Sigma), pH 6,5.

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

e Meio LB Ampicilina: Meio LB acrescido de 100 ug/mL de ampicilina no
momento do uso. Em meio LB sélido, o antibiético foi adicionado quando a

temperatura estava abaixo dos 60°C.

e Meio LB Ampicilina/Cloranfenicol: Meio LB acrescido de 100 ug/mL de
amplicilina e 35 ug/mL de cloranfenicol no momento do uso. Em meio LB
sélido, os antibidticos foram adicionados quando a temperatura estava
abaixo dos 60°C.

e Meio BHI (infusdo de cérebro e coragio) enriquecido: 3,7% de DIFCO™
Beef Heart for Infusion. Quando a temperatura do meio atingia cerca de
60°C eram adicionados 4% de soro equino, 5% de sobrenadante de cultura
de P. brasiliensis B-339, como fator de crescimento (Castafieda et al., 1998)

e ampicilina-estreptomicina (100 uyg/mL e 100 Ul/mL, respectivamente).
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3.3. Meios de cultivo para células de mamiferos

Os meios seguintes foram preparados com agua bidestilada e esterilizados

por filtragdo positiva em filtros com poros de 0,22 pm.

e Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma) acrescido de acido N-2-hiroxietilpiperazina-
N-2-etanosulfénico 10 mM (HEPES - Sigma), bicarbonato de sddio 24 mM
(Sigma) e 40 ug/mL de garamicina (Schering).

e Meio R-10 (RPMI suplementado): meio RPMI suplementado com 10% de

soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas).

3.4. Cepas Bacterianas

As cepas bacterianas selvagens e recombinantes foram mantidas em meio LB

com repiques regulares ou congeladas a —70 °C na presenga de glicerol (20 %).

Os plasmidios foram mantidos na bactéria Escherichia coli DH5a, gendtipo F°
,080d lacZ-AM15, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17 (ry, my'), SupE44, relA1,
deoR, A-(lac ZYA-arg F) U169, phoA (Hanahan, 1985).

A expressao de proteina recombinante foi feita em E. coli BL21pLysS, genétipo
F" ompT, hsdSg (rs-, mg-), gal, decm, L(DE3), pLysS (Cm") (Studier e Moffatt, 1986).

3.5. Isolado de Paracoccidiodes brasiliensis

3.5.1. P. brasiliensis isolado 18 (Pb18)

O isolado de Pb18, gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de
Camargo (Disciplina de Biologia Celular — Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia (DMIP), UNIFESP, Sao Paulo) e caracterizado por

Morais et al., 2000, foi utilizado em todos os ensaios.
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3.5.2. Manutencao do Isolado

O isolado leveduriforme foi mantido em meio YPDmod sdlido a 36°C e
repicado semanalmente. Para os experimentos que se seguem foram utilizados
fungos entre o 1° e 6° repiques consecutivos para evitar variagdo nas

caracteristicas do isolado.

3.6. Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, machos, com 2 a 3 meses
de idade foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP). A
manipulagdo e manutengao dos animais estiveram de acordo com procedimentos

padrao (NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals).

3.7. Preparagao do extrato celular de P. brasiliensis

O extrato celular foi obtido segundo descrito por Fonseca et al., 2001.
Células leveduriformes do isolado Pb18 foram crescidas por 7 dias em meio
YPDmod a 36°C. As células foram retiradas do meio, lavadas com agua bidestilada
estéril e centrifugadas. Apds centrifugagcéo, o sobrenadante foi descartado e as
células, trituradas das em gral de porcelana estéril na presenga de nitrogénio liquido.
O material triturado foi transferido para um tubo contendo tamp&o Tris-Ca®* (20 mM
Tris-HCI pH 8,8, 2 mM CacCly) com os inibidores de protease N-a-p-tosyl-L-lysine
chloromethylketona (50 pg/mL), phenylmethyl-sulfonylfluorida (4 mM),
iodoacetamida (5 mM), EDTA (1 mM) e leupeptina (20 pg/mL). A mistura foi
homogeneizada vigorosamente por 15 min a 4°C e centrifugada a 12000 x g por 20
min Apds centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado e estocado a -70°C. A dosagem

protéica foi realizada segundo método de Bradford, 1976.
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3.8. Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA de P. brasiliensis, células fungicas leveduriformes
com 5 dias de crescimento em YPDmod sdlido foram utilizadas na obtengao de
um pré-indculo com 4 a 7 dias de crescimento em 100 mL de meio YPDmod
liquido. Este foi transferido para 900 mL de meio fresco e cultivado por mais 10
dias. A cultura foi filtrada em filtro de papel comum (duas camadas) para separar
as células do sobrenadante. A extracdo de DNA foi feita segundo o método
descrito por Cisalpino et al. (1994) (com modificagdes). Células do fungo,
aproximadamente 10 mL, foram lisadas mecanicamente por trituragdo em gral, na
presenca de nitrogénio liquido, até a formacdo de um pdé. O triturado foi
ressuspendido em 25 mL de solugao contendo 50 mM de Tris, 100 mM de EDTA,
5% de sarcosil, 500 pg/mL de proteinase K e lisado por 15 min em Potter-
Elvehjen. A suspenséo foi incubada por 2 h a 56°C e centrifugada para deposi¢cao
dos residuos de células. Em seguida, o DNA do sobrenadante foi semi-purificado
com 2 extracdes de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (50:49:1). A fase organica
da segunda extragdo, foi adicionado igual volume de tampao contendo 100 mM
de Tris-HCI pH 9,0, 100 mM de EDTA e de isopropanol. A solucéo foi mantida por
16-18 h a —20 °C, para facilitar a precipitacdo do DNA. O precipitado seco foi
ressuspendido em 0,5 mL de tampéao Tris/EDTA (TE), dissolvido a 65 °C por 10
min e tratado com RNAse (100 upg/mL) por 1 h a 37 °C. O produto final da
extracdo foi dosado por espectrofotometria no aparelho DanoDrop
(ThermoScientific, USA), e a integridade, analisada em gel de agarose 1%. As

aliquotas foram armazenadas a —20 °C.

3.9. Extracao de RNA

Células fungicas de P. brasiliensis cultivadas por 5 dias em 50 mL de meio

YPD mod a 36°C, sob agitagao foram utilizadas para extracédo do RNA total.

O RNA total foi obtido pelo método do Trizol (Invitrogen), com modificagdes.
Aproximadamente 1,5 - 2,0 mL de células fungicas eram lisadas mecanicamente

por agitagcdo com pérolas de vidro durante 10 min na presenca de 3,5 a 4 mL de
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Trizol. Apés 10 min de repouso a temperatura ambiente, a mistura foi centrifugada
(1800 x g, por 10 min a 4°C) para remocao dos fragmentos celulares. Para cada
0,75 mL do sobrenadante foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio e a mistura
agitada vigorosamente. Apds 10 min em repouso a temperatura ambiente, as
fases foram separadas por centrifugagao (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). A fase aquosa final foi adicionado um volume de isopropanol e
acrescentado citrato de sodio 1,2 N / cloreto de sodio 0,8 N (0,25 mL de solugao
para cada 0,75 mL de Trizol inicial) para precipitagdo do RNA a —20 °C por um
periodo de 16-18 h. O precipitado foi recolhido por centrifugacéo (1800 x g, por 10

min a 4°C), lavado com etanol 75%, seco e ressuspendido em agua esterilizada.

Para a avaliacdo da expressao génica no experimento de incubagao de
leveduras de P. brasiliensis com macréfagos, descrito mais detalhadamente no
item 3.27 deste capitulo, utilizou-se a metodologia descrita por Batista et al., 2007,
salvo algumas modificacées: aproximadamente 0,5 mL de células de P.
brasiliensis coletadas foram congelados em nitrogénio liquido, transferidos para
um gral (previamente gelado) e triturados até a obtengdo de um pé fino. Este, foi
ressuspendido em 3 mL de Trizol e novamente triturado em nitrogénio liquido até a
formacao de um po6 de aspecto réseo. Apds o descongelamento, este material foi
distribuido em tubos de 1,5 mL (Eppendorf). A partir deste ponto, o procedimento
de extracdo foi igual para todas as amostras obtidas nos experimentos para

analise da expressao génica (item 3.27 deste capitulo).

3.10. Tratamento do RNA com DNAse |

Para a eliminagdo de DNA remanescentes nas preparagdes de RNA, 2-5 ug
de RNA total, 1.1 — 3 U de DNAse | (Promega) e 1 uL de tampao (200 mM de Tris,
pH 8,3, 500 mM de KCI e 20 mM de MgCl, ) foram incubados a temperatura
ambiente por 15 min. Em seguida, foi adicionado 1 uL de EDTA (25 mM) e, o
material incubado por 10 min a 65°C. Todas as amostras de RNA livres de DNA
foram quantificadas por espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermo

Scientific, USA), analisadas em gel de agarose, com tampao desnaturante
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contendo uréia, para verificagdo da integridade do material extraido. Em seguida

as amostras foram aliquotadas e armazenadas a —70°C (Sanbrook et al., 1989).

A eficiéncia da hidrolise do DNA foi confirmada por PCR de regides do gene
PbGP43 (Cisalpino et al., 1996) ou PbCAM (calmodulina) intercaladas por intron.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1.
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3.11. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdées de clonagem,

sequenciamento, RT-PCR e RT-PCR quantitativo em tempo real (Real-time

PCR).

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados

Oligonucleotideos Diregcao Sequéncia (5’ -3’) Tm

PbGP70384-pb  Senso 5' GAGGTAAACGAGCTGTTCGAT 3' 56°C
Anti-senso 5' TATATTCACTTCGTTTATGTAGAC 3'

PbGP70 S1 Senso 5" GGGAAAAATTGGCCAAGG 3' 52,0°C
Anti-senso 5‘GACATATTATAC GGTTTTAGTGTTG 3'

PbGP70 Expr1 Senso 5' ATACGAATTCAATGGGAAAAATTGGC 3' 55,0°C
Anti-senso 5' TAGCGTCGACTTATACGGTTTTAGT 3'

PbGP70 Expr3 Anti-Senso 5' TAGCACTAGTTTAGACCAAGGAAATG 3' 54,6°C

PbGP70 S4 Anti-senso 5' GGACTGGAAGGGAACCGAATCGCC 3' 57,0°C

PbGP70 SE3 Anti-senso 5' CGAGAATGCTCAAGAAAGCAATAG 3' 52,0°C

PbGP70 SE1/E2  Senso 5' AGA TTG AGC GAG GGC CATTTCCTT 3' 60°C
Anti-senso 5' CAAGCGCTGCTCTTCTTCCATTCT 3’

PbGP43 Senso 5' TGGGACACCTTTATCACT 3' 52°C
Anti-senso 5' TTTGATCGTGTCACCCTT 3'

a-TUB Senso 5' CGGCTAATGGAAAATACATGG C 3' 60,0°C
Anti-senso 5' GTCTTGGCCTTGAGAGATGCA 3'

PbCAM Senso 5 ATCTCTCGCTATGGCCGACTCTTT 3’ 60,0°C
Anti-senso 5 TTTGTCCCAAAGACCGATCACAG 3’

SP6 Senso 5" ATT TAG GTG ACA CTATAG AA 3’ 55,0°C

T7 Anti-senso 5 TAATACGACTCACTATAGGGCGA 3’
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3.12. Estratégia para clonagem do gene PbGP70

Foram obtidos, por meio de microssequenciamento protéico, dois peptideos
internos da glicoproteina gp70 de P. brasiliensis isolado 01 (Pb01).
Oligonucleotideos iniciadores degenerados correspondentes a esses peptideos
foram sinteizados e, posteriormente, um fragmento de DNA de 384 pb foi obtido

por Feitosa e colaboradores (2007), em nosso laboratdrio.

A partir desses dados preliminares, foram desenhados e sintetizados
oligonicleotideos iniciadores especificos (PbGP70 384-pb - Tabela 1), os quais
permitiram a amplificacdo do fragmento de 384-pb a partir do DNA gendmico de P.
brasiliensis isolado 18 (Pb18). Apds o sequenciamento desse fragmento, foi
realizado o alinhamento in silico da sequéncia frente ao banco de sequéncias
expressas de Pb18 (Expressed Sequence Tags databank — EST Databank)
(Goldman et al., 2003). O fragmento apresentou 97% de similaridade com a EST
111-F10 e apds andlises no genoma de Pb18, foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores especificos para as extremidades 5’ e 3’ da ORF que
continha a sequéncia formada pelo alinhamento entre fragmento de 384 pb e a
EST-111-F10 foram desenhados (PbGP70 S1 — Tabela 1).

3.13. PCRs e RT-PCRs

O DNA complementar foi feito com o kit SuperScript || RNAse H RT Kit
(Invitrogen). A primeira fita foi sintetizada em volume final de 20 uL, a partir de
RNA total livre de DNA (2,5 nug) e com 1 uM do oligonucleotideo iniciador (S1 R —
Tabela 1) ou oligo DT (Invitrogen). A mistura foi incubada a 65°C por 5 min e em
gelo por 1min Em seguida, foram adicionados tamp&ao de sintese do cDNA (0,05 M
Tris-HCI, pH 8,3, 0,075 M KCI, 3 mM MgCl,, 0,01 M DTT, 1 mM dNTP, 2 U/mL de
RNAseOUT e 10 U da transcriptase reversa SuperScript Il) e seguiu-se uma
incubagéo a 55°C por 50 min e 85°C por 5 min Apos a sintese de cDNA, o RNA foi

removido pela adicao de 0,1 U/mL RNAse e incubagao a 37°C durante 20 min.
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A primeira fita de cDNA ou o DNA genémico de Pb18 serviram como molde
para as PCRs com os oligonucleotideos PbGP70 S1, PbGP70 384 pb, PbGP70
Expr1/PbGP70 Expr 3, PbGP43, a-TUB e PbCAM, T7/SP6, descritos na Tabela 1.
As reacgoes, todas com volume final de 25 uL, foram 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 Taq Platinum polimerase (Invitrogen). As amplificagdes foram
realizadas em termociclador (Eppendorf MasterCycler Gradient) e as condi¢des de
ciclagem foram: 5 min a 94°C, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 52°C a
60,0°C (de acordo com a Tm dos oligonucleotideos iniciadores utilizados em cada
reagao) por 1 min e 72°C por 3 min e finalizados por um ciclo de 7 min de
extensdo. Para os experimentos de Southern Blot, foram realizadas reagbes como
controle negativo na auséncia da enzima transcriptase reversa com o objetivo de

verificar a eficiéncia do tratamento com DNAse |.

3.14. Clonagem e Transformagao

Os produtos de PCR foram purificados a partir de gel de agarose por meio
do kit de isolamento e purificacdo de acidos nucléicos Wizard PCR and Gel
Cleanup (Promega). O produto purificado foi quantificado em aparelho NanoDrop
(Thermo Scientific, USA) por espectrofotometria e também pela avaliacdo da
intensidade da banda em gel de agarose impregnado com brometo de etidio na
concentracdo de 1 pg/mL. A quantificacdo em gel de agarose foi estimada de
acordo com a intensidade das bandas do padrdo de peso molecular A Hind llI
(DNA de fago A digerido com Hindlll).

As clonagens dos produtos de PCR foram feitas em vetor pGEM-T
(Promega) com a enzima T4 DNA ligase de acordo com as especificacées do
fabricante e com a utilizagdo dos reagentes fornecidos pelo kit pGEM-T easy

(Promega). A melhor razao molar vetor:inserto foi de 1:3.

Bactérias competentes E. coli DH5a. (Invitrogen) foram transformadas por
choque térmico com os produtos de ligagbes da seguinte maneira: 0,1 mL de
bactérias competentes descongeladas em gelo foram transferidas para tubos

estéreis de 0,5 mL e incubados em gelo por 30 min com os produtos de ligagdes.
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ApoOs incubagdo, os tubos foram submetidos a choque de 42°C por 90 seg,
imediatamente colocados no gelo por 2 min. A reagdes foram diluidas com 0,4 mL
de meio SOC e incubadas a 37°C sob agitagdao por 1h e 30 min. Em seguida, as
culturas de bactérias resultantes foram semeadas em meio seletivo LB/amp
impregnado com 87,5 ug/mL de X-Gal e 0,1 mM de IPTG, para a selegcéo de
colénias transformadas com plasmideo contendo o inserto (colénias brancas) ou

sem inserto (col6nias azuis).

3.15. Extracao do DNA plasmidial por lise alcalina (Mini-Prep)

As preparacbes de plasmideos pelo método da lise alcalina foram
realizadas segundo o protocolo descrito em Sambrook et al, 1999 (com
modificagdes). Colbnias foram removidas das placas contendo meio seletivo,
semeadas em 10 mL de LB/amp liquido e incubadas a 37°C por 18 h, sob
agitacdo. Em seguida as culturas foram centrifugadas a 2000 x g, por 5 min a 4°C
e os pellets de células bacterianas foram ressuspendidos em 0,1 mL de solucéo |
contendo glicose 50 mM, Tris-base (pH 8,0) 25mM e EDTA (pH 8,0) 10 mM. Apds
esta etapa, foram adicionados 0,2 mL de solugao Il contendo NaOH 0,2 N e SDS
1% e as preparagdes foram submetidas a agitagdo lenta por 5 min a temperatura
ambiente. Foram adicionados 0,2 mL de solucdo Il contendo acetato de potassio
5M e acido acético glacial 11,5 mL, q.s.p. 100 mL agua, os tubos foram invertidos
varias vezes e o material centrifugado a 12.000 g por 5 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e transferidos para outro tubo de 1,5 mL, em
seguida, adicionou-se 0,45 mL de isopropanol por tubo e material foi agitado por 1
min. As misturas foram, entdo, centrifugadas a 12.000 x g por 5 min a 4°C e os
sobrenadantes, desprezados. Os precipitados resultantes foram lavados com
etanol 70% gelado e centrifugados novamente a 12.000 g por 10 min a 4°C. O
material foi seco a temperatura ambiente por 30 min e ressuspendido em 30 uL de
TE. Seguiu-se o tratamento com 5uL de RNAse na concentragao de 10 mg/mL a
37°C por 30 min.
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3.16. Digestdao do DNA com enzimas de restricao

Os plasmideos resultantes de mini-preparagdes foram digeridos com
endonucleases de restricdo para a verificagdo da presenca do inserto. As
condicdes de restricao foram 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
digestbes 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 restricdo foi feita por
eletroforese horizontal em gel de agarose impregnado de brometo de etideo (1
ug/mL), usando TBE como tampédo em corrida. A eletroforese foi realizada a 5
V/cm durante aproximadamente uma hora. Foram utilizados como padrao de peso
molecular os marcadores A Hind lll (Gibco) ou outros marcadores para fragmentos
entre 100 e 5000pb (DNA Mass Ladders, Invitrogen).

3.17. Sequenciamento automatico

As reagbes para o sequenciamento automatico foram realizadas no Centro
de Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo, no aparelho
MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo
Sequenase™ |l DNA Polimerase), tendo como molde o DNA plasmidial dupla fita
preparado pelo método da lise alcalina. Como controle das reagdes foi realizado
sequenciamento de amostras com o plasmideo vazio (sem inserto). Os

oligonucleotideos iniciadores utilizados nessas reagdes foram T7 e SP6.

3.18. Analises in silico da sequéncia do gene PbGP70 e regiao promotora

As sequéncias recebidas do Centro de Estudos do Genoma Humano foram
primeiramente analisadas o auxilio do programa de computador Sequence

Analyzer software Chromas 2.0. Em seguida, as sequéncias foram comparadas
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com aquelas obtidas do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
disponiveis no banco de dados universal GenBank com o intuito de encontrar
sequéncias homologas de outros organismos. Para a comparagao e alinhamento
dessas sequéncias foram utilizados algoritmos da ferramenta BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi). Analises

mais detalhadas da sequéncia génica e da sequéncia deduzida de aminoacidos
foram realizadas com o auxilio dos programas EditSeq, SeqMan, MegaAlign e
Protean pertencentes ao Lasergene System (DNAstar Inc., Madison, Wis.).

Apos o banco de dados on-line do genoma de Paracoccidioides brasiliensis
ter sido disponibilizado ao publico (http://www.broadinstitute.org/ annotation /
genomome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html), analises adicionais
foram realizadas a fim de comparar as sequéncias obtidas no presente estudo
aquelas disponiveis nesse banco de dados. Por meio dessas analises foi possivel
confirmar a sequéncia génica de PbGP70 no genoma de Pb18 e obter
informacdes sobre a localizacdo desse gene, presenca de introns e outras
informagdes relevantes, nos genomas de outros isolados de P. brasiliensis (Pb01
e Pb3).

A sequéncia deduzida de aminoacidos da gp70 foi também analisada para
a presenca de peptideo sinal de direcionamento a organelas com o auxilio dos
algoritmos  SignalP e TargelP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ e
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/). Adicionalmente, a presen¢a de dominios
conservados nessa sequéncia foi investigada de acordo com o algoritmo
Conserved Domain Search disponivel na ferramenta BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

A sequéncia da regidao promotora 5° a montante da regido codificadora do
gene PbGP70 foi extraida do banco de dados on-line do genoma de Pb18 e
analisada para a presencga de regides que poderiam ser alvo de ligagdo para
diferentes fatores de transcricdo comuns em eucariotos. Essa analise foi realizada
com o) emprego do programa computacional TFSEARCH
(http://molsun1.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html).
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3.19. Analises graficas dos parametros antigénicos e estruturais da

sequéncia deduzida da proteina codificada por PbGP70

Os métodos de index antigénico de Jameson-Wolff, grafico de
hidropaticidade de Kyte-Doolittle, regides anfipaticas de alfa hélice de Eisenberg,
grafico de probabilidade de superficie de Emini, e motifs de complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) Il de Sette foram analisados graficamente usando o
programa Protean (DNASTAR Inc., Madison,Wis.). Os indexes antigénicos de
Jameson-Wolff mostram potencial antigénico determinado por reconhecimento de
anticorpo pelos métodos de combinagdes para predicdo estrutural da proteina,
comegando com valores de hidropaticidade (Hopp-Woods) e probabilidade de
superficie (Emini); e finalmente, métodos para demonstrar a flexibilidade da
estrutura ou cadeia. Parametros de flexibilidade e hidropatia ou acessibilidade
solvente sdo combinados para determinar o indexes antigénicos. No grafico de
hidropaticidade de Kyte Doolittle, a regiao hidropatica da proteina € mostrada por
meio de suas sequéncias de aminoacidos. Valores positivos correspondem no
grafico, a estrutura hidrofilica, e os valores negativos correspondem a estruturas
hidrofébicas. Valores de hidropatia sdo determinados por todos os aminoacidos e

calculados com base em uma janela definida.

3.20. Subclonagem da sequéncia parcial de PbGP70 em vetor de expressao

Um fragmento de 946-pb da regido codificadora 5 do gene PbGP70, foi
obtido por PCR do DNA genémico de Pb18 com os oligonucleotideos iniciadores
Expr1/Expr3 (Tabela 1), os quais incluem sitios de restricdo para as enzimas
EcoRI e Spel. O amplicon foi clonado em vetor pGEM-T easy (Promega). Para
expressdo em bactérias, o fragmento de PbGP70 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 946-pb do gene PbGP70 foi clonado nos sitios EcoRIl e Spel de

pHIS3, e a ligagcdo foi feita na presengca de T4 ligase na proporciao 1:3
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(vetoriinserto). O produto de ligacdo foi usado para transformar bactérias
competentes E. coli DH5a, as quais foram selecionadas pela resisténcia a
ampicilina. Algumas colbnias recombinantes foram selecionadas, o DNA plasmidial
purificado em pequena escala pelo método de lise alcalina (item 3.15 deste
capitulo) e os plasmideos testados para a presenga de inserto por restricdo com
as enzimas EcoRI e Spel. Clones contendo o fragmento de PbGP70 (pHIS3gp70)
foram sequenciados para confirmar se a sequéncia do fragmento estava inserida
na mesma fase de leitura da sequéncia codificadora das seis histidinas presente
no vetor. Apdés essa confirmacao, alguns clones foram selecionados para as

etapas seguintes.

3.21. Expressao e purificagao da proteina recombinante Pbgp70 parcial

Para a expressao da proteina Pbgp70 parcial, o plasmideo pHIS3gp70 foi
introduzido em bactérias E. coli BL21 pLysS e algumas colbnias recombinantes
pHIS3gp70 foram induzidas para a verificagdo da produgdo da proteina
recombinante. Colbnias isoladas foram incubadas a 37°C em meio LB/amp-
cloranfenicol, sob agitagdo, por 18 h. Esse pré-inéculo foi diluido 100 vezes em
LB/amp-cloranfenicol e cultivado sob agitagao até atingir Aspo de 0.6. Em seguida,
foi adicionado IPTG (0,5 mM) para a indugao da expressao por 1 a 6 h. Aliquotas
das culturas foram a cada hora 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%, p-mercaptoetanol 5% e 0,002% de azul de bromofenol) e fervidas por
5 min A analise elétroforética das proteinas foi feita em géis de 12% de
poliacrilamida com SDS, no aparato MiniProtean (BIO RAD). Os géis foram

corados pelo Coomassie briliant blue (Laemmli, 1970).

Para analise da solubilidade das proteinas recombinantes em SDS-PAGE,
as bactérias induzidas com ITPG foram 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 foram lisadas com lisozima (300
ug/mL) por 1 h no gelo e 5 - 15 min a 37°C. A lise foi feita na presenga de 1 mM de
PMSF (phenyl methyl-sulphonyl fluoride). A mistura foi centrifugada por 5 min a
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10.000 x g e tanto o sobrenadante, como o precipitado foram analisados em géis
de SDS-PAGE 12 %.

Bactérias transformantes contendo o gene para expressao de Pbgp70
parcial recombinante eram crescidas em larga escala, induzidas com IPTG (0,5
mM) por 4 h, centrifugadas e lisadas por sonicagdo. Apds essa etapa, o
precipitado foi ressuspendido em tampao (100 mM de NaH,PO4 10 mM de Tris-
HCI, pH 8,0) contendo 8 M de uréia, centrifugado e o sobrenadante foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de Ni-NTA (Qiagen), que suporta altas
concentragdes do sal. As proteinas ligadas a coluna foram eluidas com tampdes
de pH acido (6,4; 5,9; 4,5). A purificacdo da proteina foi realizada seguindo
protocolos sugeridos pelo fabricante (Qiagen). O teor protéico da preparacao foi
estimado por meio da comparagéo entre quantidades conhecidas de BSA e os
eluatos do proteina recombinante aplicados no mesmo gel de SDS-PAGE. Os géis

foram corados por Coomassie briliant blue.

3.22. Obtengcao e purificagdo de anticorpos policlonais anti-Pbgp70

recombinante

Aproximadamente 300 ug da proteina Pbgp70 recombinante (Pbgp70r)
purificada foram fracionados em gel de SDS-PAGE 12 %. O gel foi corado com
Coomassie briliant blue e a banda de ~35 kDa, referente a proteina purificada, foi
excisada, descorada, triturada e homogenizada em PBS. O homogenizado de gel
foi inoculado por via subcutdanea em varios pontos no dorso de um coelho. Esse
procedimento foi repetido por mais 2 vezes a cada 20 dias. O soro do animal foi
coletado 30 e 45 dias apds a primeira imunizagao para utilizagdo nos experimentos

subsequentes.

Para preparagao da fragao 1gG, soro de coelho foi purificado em coluna de
Sepharose-Proteina A (Pharmacia). Para tanto, o soro foi diluido 1:5 (v/v) em
tampao PBS pH 7,4 e aplicado a coluna. Apos lavagem com 10 volumes de
tampao PBS, o material foi eluido da coluna com 50 mM de glicina pH 3,0. Os
eluatos foram imediatamente neutralizados com 50 uL de Tris-HCI 1 M, pH 9,0. Os

tubos contendo anticorpos foram dializados em PBS e a concentragcdo em mg/mL
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estimada pelo valor do comprimento de onda a 280 nm, de acordo com a

proporgcao 1,3 Azgp= 1 mg/mL de IgG.

3.23. Obtencao de anticorpos monoclonais C5F11 anti-gp70 nativa de P.

brasiliensis

Hibridomas produtores de anticorpos monoclonais especificos anti-gp70
nativa (MAb C5F11) foram originalmente produzidos em nosso laboratoério
(Grosso et al., 2003).

Para obtencdo de grande quantidade desses anticorpos monoclonais,
camundongos BALB/c foram injetados intraperitonealmente com 0,5 mL de 6leo
mineral e, apds 24 h, aproximadamente 2 x 10° células de hibridoma produtoras
desse anticorpo suspensas em 0,5 mL de RPMI foram injetadas na cavidade
peritoneal dos animais para produgao de ascite. Apds 7-10 dias, o liquido ascitico
foi coletado, centrifugado e ao sobrenadante foi adicionado fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), em concentracao final de 1 mM. O liquido ascitico foi

armazenado a —20°C.

3.24. Purificagdao de anticorpos monoclonais C5F11 anti-gp70 nativa de P.

brasiliensis

A purificagdo do anticorpo monoclonal especifico anti-gp70 nativa C5F11

(MAb C5F11) foi realizada segundo protocolo descrito por Grosso et al., 2003.

Anticorpos do isotipo 1IgG1 foram purificados por afinidade em coluna de
Sepharose® acoplada a proteina G (Pharmacia). A coluna foi equilibrada em
tampao fosfato 0,02M pH 7,0 com aproximadamente 30 mL e o liquido ascitico
diluido 1:15 (2 mL de ascite e 28 mL de tampao) no mesmo tampao. A ascite
diluida foi aplicada lentamente em circuito fechado a coluna de afinidade e apés a
passagem de todo o material a ser purificado, a coluna foi exaustivamente lavada
com 100 mL do tampéao fosfato em fluxo rapido para remocido de proteinas

irrelevantes. Os anticorpos foram eluidos com tampéao glicina 0,15 M contendo 0,5
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M de NaCl, pH 2,8. Fragcbes de 2 mL foram coletadas em tubos contendo 50 uL
de tampdo Tris-HCI 1M, pH 9,0. O eluato da coluna foi entdo dialisado
exaustivamente contra PBS e analisado por SDS-PAGE, apds determinacdo do
conteudo protéico em espectrofotdmetro a 280 nm.

Os anticorpos monoclonais purificados foram sempre testados por
Immunoblotting para verificar se mantinham o reconhecimento da proteina em

exoantigeno de P. brasiliensis.

3.25. Experimentos de Immunoblotting

3.25.1 Deteccgao da proteina gp70 nativa em Pb18

As preparagdes do extrato celular do fungo a serem analisadas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (10 %) contendo SDS
(Laemmli, 1970). Apos a eletroforese, foi feita a transferéncia das moléculas para
membrana de nitrocelulose (Amersham) 0,45 um (Towbin et al, 1979). As
proteinas foram transferidas em tamp&o contendo 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 foi verificada pela
coloragéao reversivel com Ponceau S (0,5 %, p/v, em acido acético 5 %, v/v) para
visualizagdo das bandas. Os sitios inespecificos das membranas foram
bloqueados com solugdo de PBS contendo leite Molico (Nestlé) 5 % por 1h e, em
seguida, as membranas foram incubadas com 20 pug/mL do anticorpo monoclonal
C5F11 ou com o soro policlonal anti-gp70 recombinante ou pré-imune na diluicdo
1:200 por 2 h, sob agitacdo. Apos 5 lavagens de 10 min com PBS-Tween 20 0,2
%, as membranas foram incubadas com anticorpo espécie-especifico anti-IgG-
peroxidase (Bio-Rad), durante 1 h, sob agitagdo e protegidas da luz. A revelagéo

era feita por quimioluminescéncia com o kit ECL (Pierce).

Alternativamente, para verificar se o anticorpo monoclonal C5F11 era
capaz de reconhecer a porgéao peptidica da molécula gp70, o extrato foi tratado
com a enzima Endoglicosidase H (para remocgado das cadeias sacaridicas N-

ligadas) ou as membranas, apds a transferéncia, foram tratadas com
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Metaperiodato de sodio, para o bloqueio sitios de ligacdo a agucares O-ligados
que pudessem estar presentes na molécula.

O protocolo utilizado para deglicosilagao do extrato celular de Pb18 com
Endoglicosidase H (endoH, BioLabs) seguindo instrugdes do fabricante: 10 ug do
extrato foram desnaturados por meio de incubacdo a 100°C por 10 min em
tampdo de desnaturagdo e em seguida, incubados por 1 hora a 37°C com
tampao de reacdo contendo endoH (BiolLabs), na concentragdo de 0,1U/ug de
extrato.

O protocolo de tratamento com metaperiodato de sddio foi realizado da
seguinte forma: as membranas foram lavadas com 50 mM de acetato de sddio pH
4.5 por 2 vezes durante 10 min. Apds as lavagens, foram incubadas protegidas da
luz com 10 mM de Metaperiodato de sédio (Sigma) em tampao50 mM de acetato
de sédio pH 4,5 e em seguida foram feitas trés lavagens com PBS 1x e a reagéo
foi bloqueada por meio da incubacgao das tiras com 50 mM de boroidreto de sédio
por 30 min e trés lavagens subsequentes em PBS 1x.

Apds esses tratamentos, foram realizados immunoblotting conforme

descrito acima.

3.25.2. Detecgao da proteina Pbgp70 recombinante pelo anticorpo

monoclonal anti-gp70 nativa (MAb C5F11)

As preparagdes contendo a proteina recombinante purificada foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %) contendo SDS e, em
seguida, a transferéncia das moléculas para membrana de nitrocelulose

(Amersham), conforme descrito anteriormente no item 3.25.1 deste capitulo.

Para avaliar se a proteina recombinante era reconhecida pelo soro do
coelho ao longo das imunizagdes ou pelo MAb C5F11 anti-gp70 nativa, as
membranas foram incubadas com soro policlonal anti-gp70 recombinante ou pré-
imune na diluigdo 1:100, 1:200 ou 1:400 (apds padronizacgao, utilizou-se apenas a
diluicdo 1:200) ou ainda, com 20 ug/mL do anticorpo monoclonal C5F11 por 2 h,
sob agitagdo. Deste ponto em diante seguiu-se o0 mesmo protocolo descrito em
3.25.1.
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3.25.3. Deteccao da proteina Pbgp70 recombinante por soros de

pacientes com PCM

Experimentos de immunoblotting foram realizados para avaliar se a proteina

recombinante era reconhecida por soros de pacientes com PCM.

Membranas contendo a proteina recombinante purificada foram incubadas
com soros pacientes na diluicdo 1:100, soro policlonal anti-gp70 recombinante na
diluicdo 1:200 (controle positivo) e soros de individuos normais na diluigao 1:100
(controle negativo) por 2h sob agitagdo. A partir desse ponto os experimentos

seguiram o protocolo descrito no item 3.25.1 deste capitulo.

3.26. Imunolocalizagao da Pbgp70 recombinante por microscopia confocal

A marcagao das células leveduriformes de P. brasiliensis foi realizada
conforme descrito em Batista et al., 2006, com algumas modificagdes.

Leveduras de P. brasiliensis crescidas em meio YPDmod liquido por 7 dias
foram coletadas em tubos de 15 mL (Costar) contendo 5 mL de PBS estéril. As
particulas maiores foram separadas por sedimentacdo e a por¢cao superior,
contendo células isoladas ou com poucos brotamentos foi utilizada. As células
foram lavadas 3 vezes com o mesmo tampao e contadas em camara de
Neubauer. A viabilidade das células foi determinada por meio de contagem com o
corante de exclusao trypan blue (Svidzinski et al., 1999). Aproximadamente 3 x 10°
células foram distribuidas por tubo de 1,5 mL, fixadas e permeabilizadas em 1,0
mL de metanol gelado por 30 min a 4°C. O bloqueio dos sitios remanescentes foi
realizado com 1,0 mL de PBS acrescido de 3 % de albumina bovina (PBS-BSA 3
%) por toda a noite a 4°C. Apds 6 lavagens de 5 min com PBS, as leveduras foram
incubadas por 3 h a temperatura ambiente com 500 uL de PBS-BSA 3% contendo
20 pg/mL do MAb C5F11 (anti-gp70 nativa). Foram realizadas mais 6 lavagens de
5 min em PBS e em seguida, as células foram incubadas por mais 3 h a
temperatura ambiente com 100 upg/mL de anticorpos policlonais anti-gp70
recombinantes purificados por cromatografia de afinidade. Como controle negativo

foram utilizados 1gGs policlonais purificadas do soro pré-imune do coelho utilizado
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nos experimentos de imunizagdo. Novamente foram realizadas 6 lavagens de 5
min com PBS e finalmente as células foram marcadas com anticorpos secundarios
espécie-especificos. Para a marcagao dos anticorpos anti-gp70 recombinante,
utilizou-se anti-lgG de coelhos conjugado a isotiocianato de fluoresceina (goat anti-
IgG rabbit — FITC, Jackson Immoreaseacrh, WestGrove, PA) e para a marcacgao
dos anticorpos monoclonais anti-gp70 nativa, utilizou-se anti-IgG murino conjugado
a isotiocianato de tetrametilrodamina (goat anti-lgG mouse — TRITC, Jackson
Immoreaseacrh, WestGrove, PA). Para marcacdo nuclear foi adicionado DAPI
(4’,6’-diamidino-2-phenylindole, Sigma). Todos os anticorpos secundarios foram
utilizados na diluicdo 1:50 em solu¢cao de PBS-BSA 3% com volume final de 100uL
e incubados a temperatura ambiente por 1 h protegidos da luz. Apds incubagéao, as
leveduras foram lavadas com PBS, ressuspendidas em 50 yL do mesmo tampéo e
aplicadas a laminas montadas com VectaShield (Vector) para analise em
microscopio de fluorescéncia e confocal. As marcagdes foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia (microscépio NIKON Eclipse E800, Japan) utilizando
objetivas de 40x e 100x e/ou em microscopio confocal (microscopio LSM-510 NLO
- Carl Zeiss, Jena, Germany). As analises e aquisicdes de imagens de microscopia
confocal foram feitas no Laboratério de Multiusuarios — Instituto Nacional de
Farmacologia (INFAR).

Em alguns experimentos, foi utilizado como controle o anticorpo anti-gp75
produzido em nosso laboratério (Xander et al., 2007), o qual marca as regides de
brotamento e superficies de células leveduriformes de P. brasiliensis. Nesses
experimentos utilizou-se 30 pg/mL do MAb 5E7C (anti-gp75) como anticorpo
primario e, como secundario um anti-IlgG murino conjugado a Rodamina
(Invitrogen) na diluicdo 1:200. Esta etapa foi realizada em substituicdo a incubagao
com anticorpo monoclonal anti-gp70 nativa e o restante do protocolo experimental

foi o mesmo descrito acima.
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3.27. Experimentos para analise da expressao génica

3.27 1. Analise da expressao do gene PbGP70 durante o crescimento

As amostras de Pb18 utilizadas para a extragdo de RNA total foram
crescidas em 50 mL de meio YPD modificado a 36 °C, sob agitagédo, por 4 — 7
dias. Apés isso, aliquotas iguais das células crescidas a 36 °C foram transferidas
para frascos contendo 120 mL de meio fresco, crescidas durante 4, 6, 8, 10 e 14.
ApoOs esses periodos, as células foram coletadas por centrifugagdo (10 min a
1800 x @), a viabilidade celular, verificada pela adicdo do corante de excluséo
trypan blue. O RNA total foi extraido RNA total foi extraido e processado de
acordo com a metodologia descrita anteriormente (itens 3.9 e 3.10 deste capitulo)
para posterior detecgdo dos niveis de expressao génica por RT-PCR quantitativo

em tempo real.

3.27.2. Analise da expressao do gene PbGP70 em condi¢cées de

estresse oxidativo

Para extragdo do RNA em condicbes de estresse oxidativo foram feitos
pré-indculos em 100 mL de YPDmod e apds 4-7 dias de crescimento a 36°C
foram transferidos para 500 mL de meio fresco e cultivados por mais 5 dias. Apds
esse periodo, as células foram centrifugadas (10 min a 1800 x g) e
ressuspendidas em 500 mL de meio fresco e divididas em aliquotas iguais. Em
seguida foram adicionados 1,0 mM, 2,5mM ou 5mM de H,O, a cada aliquota. A
inducdo do estresse oxidativo foi promovido por meio da incubagdo dessas
aliquotas a 36°C por 1 h sob agitacao (Batista et al., 2007, modificado). Apds a
incubacao as células foram coletadas por centrifugacao (10 min a 1800 x g) e
verificada sua viabilidade celular. O RNA total foi extraido e processado de acordo
com a metodologia descrita anteriormente (itens 3.9 e 3.10 deste capitulo) para
posterior detecgdo dos niveis de expressao génica por RT-PCR quantitativo em

tempo real.
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3.27.3. Analise da expressao do gene PbGP70 apés a incubagdao com

macroéfagos derivados de medula 6ssea

3.27.31. Cultura de macréfagos derivados de medula 6ssea

Células nédo diferenciadas foram extraidas da medula Ossea de
camundongos BALB/c com 2 a 3 meses de idade. Para tanto, os fémures destes
animais foram extraidos e deixados por 3 min em alcool iodado; apés este periodo
as epifises do fémur foram cortadas e a medula foi lavada delicadamente
utilizando uma seringa de 10 mL acoplada a uma agulha de insulina. A medula foi
lavada com aproximadamente 3 mL de meio RPMI-1640 (Sigma) para cada fémur
e a extracao das células de medula pode ser observada pelas gotas turvas que
saem do fémur apds as lavagens. As células foram recolhidas em tubos de 15 mL
(Costar) em banho de gelo. Em seguida foram lavadas e ressuspendidas em 10
mL de meio de diferenciacdo composto por RPMI-1640 (Sigma) e suplementado
com 30% de sobrenadante de cultura de células da linhagem L929 (grandes
produtores de GM-CSF) e 20% de soro fetal bovino (Gibco BRL). Essas células
foram colocadas em garrafas de cultura (Costar) e mantidas em atmosfera umida
com 5% de CO; a 37°C por 4 dias. Apds esse periodo foram adicionados a cultura
mais 10 mL de meio de diferenciacdo e as células foram mantidas por mais sete

dias nas mesmas condigdes.

Ao final destes sete dias considera-se que as células estejam diferenciadas

em macrofagos e prontas para uso (Zamboni e Rabinovitch, 2003).

3.27.3.2. Incubacao de macréfagos murinos com P. brasiliensis

Para avaliacdo da expressao do gene PbGP70 em leveduras de Pb18
apo6s serem incubadas com macréfagos murinos, foi seguido o protocolo descrito
por Tavares et al, 2007 (com modificagdes). Macréfagos diferenciados (2 x 10°
células) foram plaqueados e mantidos a 37°C na presenga de 5% deCO, em
meio R-10. As monocamadas celulares foram infectadas, como descrito

previamente (Brummer et al., 1989), com células leveduriformes de Pb18. As
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células foram coletadas em tubos de 50 mL (Costar) contendo 30 mL de PBS
estéril. As particulas maiores foram separadas por sedimentagdo e a porcao
superior, contendo células isoladas ou com poucos brotamentos, foi utilizada. As
células foram lavadas 3 vezes com o mesmo tampé&o e contadas em camara de
Neubauer. A viabilidade das células foi determinada por meio de contagem com
trypan blue. Os macrofagos foram infectados com as células leveduriformes na
proporcao de 1:5 (macrofago:levedura) e incubados a 37°C na presencga de 5% de
CO2 em meio R-10. Como controle deste ensaio foram incubados, nas mesmas
condi¢cdes de cultivo, macréfagos néo infectados e leveduras sem macrofagos.
Para cada um dos tempos de analise (6, 12, 24 ou 48 h), leveduras extracelulares
ou fracamente aderidas foram coletadas separadamente por lavagem com RPMI
pré-aquecido e subsequente centrifugacdo e reservadas para extracdo do RNA
total. Os macréfagos foram entdo lisados com agua padrdao MiliQ (solugao
hipoténica) por 30 min e as leveduras intactas foram coletadas por centrifugacéo
e imediatamente processadas para extragdo do RNA e sintese de cDNA (itens 3.9
e 3.10 deste capitulo) para posterior detecgao dos niveis de expressao génica por
RT-PCR quantitativo em tempo real. Como controle deste experimento foi
extraido o RNA total dos macréfagos néo infectados bem como das células

leveduriformes de Pb18 ndo incubadas com macrofagos.
3.28. RT-PCR quantitativo em tempo real

A quantificacdo dos niveis de expressédo génica de PbGP70 foi realizada
com protocolo de detecgdo do sistema Syber Green® (Applied Biosystems),
seguindo as instrugdes do fabricante. Este sistema utiliza um fluoréforo que
intercala nas moléculas de cDNA dupla fita no momento da polimerizacédo. Para a
sintese de cDNA foram utilizados 600 ng de RNA total (livre de DNA), para
amostras obtidas pela incubagdo de macrofagos murinos com P. brasiliensis ou
2,5ug de RNA total (livre de DNA)e para as demais amostras, 100 uM de oligodT
e 200U de transcriptase reversa (SuperScript || — Invitrogen), para um volume final
de 20 uL, os quais foram diluidos para 50 pL ao final da reacédo. Para cada reagao
de quantificagao foram adicionados 2 yM de cada um dos oligocleotideos SE1/E2
(Tabela 1), 10 uL da Master Mix do sistema Sybr Green® (Applied Biosystems) e 3

ML de cDNA. As condigdes de ciclagem foram: um ciclo de 50°C por 2min, outro

43



de 95°C por 1 min e 40 ciclos alternados de 95°C por 15seg. e 60°C por 1min em
aparelho ABI Prim 7000 “Sequence Detector System”. O normatizador utilizado
nestas analises foi o gene da a- tubulina de P. brasiliensis (a-TUB — Tabela 1). Ao
final da reacao foi realizado um ciclo adicional de 95°C por 15seg, 60°C por 20seg
e 95°C por 15seg, para determinagdo da curva de dissociagao. A fluorescéncia
dos sistemas foi monitorada durante as etapas de anelamento a 60°C e
analisadas com relagdo aos seus correspondentes ciclos. Reacbes de
padronizagao foram feitas para os conjuntos de oligonucleotideos iniciadores.
Diluicbes do cDNA pré-definadas foram utilizadas para obteng¢ao da curva padrao
de amplificagdo para os oligonucleotideos iniciadores comparados sempre contra
0 normatizador.

Os resultados foram visualizados utilizando o programa Sequence Detector
Software e entdo exportados para o programa Microsoft Excel, no qual os ciclos
lineares (Ct) foram analisados em relagdo ao logaritmo da quantidade inicial de
moléculas alvos. A equagao da reta foi determinada pela de analise de regressao
linear. O valor do R? para cada conjunto dos oligonucleotideos também foi

calculado (Semighini et al., 2002).

3.29. Southern blot

As condi¢des para analises de Southern blot foram seguidas de acordo com
Sambrook et al. (1989). Produtos de PCRs realizados com oligonucleotideos
iniciadores SE1/E2 (Tabela 1) e DNA genbmico de P. brasiliensis (controle) ou cDNA
obtido do RNA total proveniente leveduras de P. brasiliensis coletas apds 5 e 14 dias
de cultivo, foram hibridizados com a sonda SE1/SE2 de 384 pb.

Primeiramente, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose (1 %) e apds a separagao das bandas o gel foi tratado com tampéao de
depurinagao por 20 min, tampao de desnaturagao por 30 min, tampao de neutralizacao
por 30 min Apds os tratamentos, géis foram transferidos por capilaridade para
membranas de nailon (Hybond N+ Amershan) em tampao SSC 20x por 16 h. O DNA
foi fixado as membranas sob a luz UV no aparelho “GS Gene linker” (BioRad).

A sonda SE1/E2 utilizada nos experimentos foi obtida por meio de purificagao

do produto de PCR do DNA génomico de P. brasiliensis com os oligonucleotideos
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iniciadores SE1/E2. Foi realizada a radiomarcagéo da sonda (25-50 ng/uL) com [o*?P]
dCTP segundo instru¢des do fabricante do kit Gene Images Random Prime Labelling
Module (Amersham) seguida de desnaturacao por fervura durante 10 min.

As membranas foram incubadas com solucado de pré-hibridizacdo por 4 h a
42°C para bloqueio dos sitios remanescentes e, em seguida, adicionou-se a sonda
radiomarcada. A hibridizagdo ocorreu por cerca de 16 h a 42°C sob lenta agitagao.
ApOs esse periodo, as membranas foram lavadas em condigdes de alta estringéncia
com SSC 2x / SDS 0,1% a 42 °C por 15 min e SSC 1x / SDS 0,1% a 56 °C por duas
vezes de 30 min e entdo, colocadas sobre papel de filtro e expostas a filmes de raio X
(X-Omat, Kodak) em cassete com tela intensificadora a —70 °C por 16h. Apds esse

periodo, os filmes foram revelados.

3.30. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t-Student ou quando
cabivel pela analise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey-Kramer utilizando o
programa INSTAT (GraphPad, San Diego CA).
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4, RESULTADOS

Tentativas de clonagem do gene que codifica a proteina gp70 de P.
brasiliensis tinham sido realizadas anteriormente em nosso laboratério.

Inicialmente, foi feito o microssequenciamento protéico da Pbgp70 nativa P.
brasiliensis isolado 01 (Pb01) o que possibilitou desenhar oligonucleotidios
iniciadores degenerados correspondentes aos peptideos obtidos. Esses
oligonucleotideos foram utilizados para amplificar e sequenciar um fragmento de
384-pb a partir do DNA génomico de Pb01 (Feitosa et al., 2007). A partir desses

resultados anteriores foi iniciado o presente estudo.

4.1. Clonagem e caracterizagao do gene PbGP70

Oligonucleotideos iniciadores especificos flanqueadores do fragmento de
384-pb foram desenhados e sintetizados (PbGP70 384-pb - Tabela 1) e um
fragmento similar foi amplificado a partir do DNA gendmico de P. brasiliensis
isolado 18 (Figura 1). Esse fragmento foi sequenciado e analisado in silico frente
ao banco de sequéncias expressas de Pb18 (Expressed Sequence Tags databank
— EST Databank) (Goldman et al., 2003). Nesse banco de dados estédo
depositadas as sequéncias da maioria dos genes expressos na fase leveduriforme
de P. brasiliensis, porém para cada gene anotado apenas as regides das
extremidades 5 e 3 foram sequénciadas. Dessa maneira, as regides
sequénciadas (extremidades 5’ e 3’ — “Tags”) sdo muito uteis para identificar e
estimar o tamanho de pequenos genes, porém nao é possivel avaliar o tamanho

real de genes ou transcritos maiores que os das regides analisadas.

O resultado das analises in silico mostrou que a porgao 3’ do fragmento
384 apresentou 97% de similaridade com a porgao 5 da EST 111-F10 e alinhou
com a sequéncia conhecida da EST (424 nucleotideos), formando um Contig de
708 nucleotideos, conforme representado no desenho esquematico do
alinhamento de 100 pb (Figura 2A). Apds analises no genoma de Pb18, novos
oligonucleotideos iniciadores especificos correspondentes a extremidade 5’ da
ORF que continha a sequéncia de 384 nucleotideos e a porgdo 3’ da sequéncia
da EST-111-F10 foram desenhados (PbGP70 S1 — Tabela 1 e Figura 2B) a fim de
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se obter o fragmento correspondente a sequéncia completa do gene. Para tanto,
os oligonucleotideos iniciadores S1F/S1R foram utilizados em reacdo de PCR
com DNA genémico do isolado Pb18 como molde. O produto de amplificacédo
desta reacao foi um amplicom de 2.154 bp. Este fragmento foi clonado no vetor p-
GEM-T (Figura 3) e sequénciado a partir de oligonucleotideos flanqueadores do
vetor (T7 e SP6) e internos do inserto (SE1/SE2, SE3 e S4) através da estratégia
de primer walking (Figura 2B).
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Figura 1 - Gel de Agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando o marcador de peso
molecular A Hind Ill (coluna 1) e o fragmento PbGP70 (384 pb) amplificado a partir do DNA
gendmico de Pb18 com os oligonucleotideos iniciadores 384F/384R (coluna 2).
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Figura 2 — A: Representagao esquematica do alinhamento entre a sequéncia do amplicom de
384-pb (sequenciado de Pb18) e as porgdes 5’ e 3' da EST-111-F10, obtido pelo rastreamento in
silico do banco de ESTs de Pb18 EST DataBank. As linhas pontilhadas representam a sequéncia
da EST nao conhecida no momento do alinhamento. Cada quadrado equivale aproximadamente a
100 nucleotideos B: Representagédo esquematica da ORF PbGP70 e regides flanqueadoras 5’ e 3’
analisadas. As cabegas de seta indicam a posicdo dos oligonuleotideos iniciadores utilizados
nesse trabalho. A barra de 200 nucleotideos (200 nt) representa a escala utilizada no esquema.
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Figura 3 - Gel de agarose 1% corado por brometo de etidio mostrando o fragmento de 2,154 kb,
amplificado por PCR do DNA genémico de P. brasiliensis com os oligonucleotideos iniciadores
S1F/S1R (coluna 2) e 0o mesmo fragmento clonado em vetor pGEM-T ap6és digestdo enzima EcoR/

(coluna 3). A coluna 1 indica o padréo de peso molecular AHind Ill.
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Apos exaustivas analises in silico das sequéncias obtidas, pode-se verificar
que o gene PbGP70 apresenta uma ORF de 2.154-pb sem introns (Figura 4),
corroborando com as sequéncias recentemente depositadas do banco de dados
dos Genomas de Pb18- lécus PADG_06694.1 e Pb3- locus PABG 06019.1
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/G
eneDetails.html?sp=S7000001960945371n e http://www.broadinstitute. org/annota
tion/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html, respectivamente). Em
Pb01, isolado que vem sendo classificado como a nova espécie Paracoccidioides
lutzii (Teixeira et al., 2009), o gene homodlogo (l6cus PAAG_05352) apresentou
um intron na por¢ao 5’ da sequéncia.

Diante desses achados e da dificuldade em se amplificar o gene PbGP70 a
partir cDNA, foram utilizados para os experimentos seguintes amplicons obtidos a
partir do DNA gendémico de Pb18.

Foram analisadas também sequéncias flaqueadoras 5’ (nt- 440 a nt-1) e 3’
da ORF de PbGP70, conforme representado no desenho esquematico (Figura
2B). Mediante essas analises foi possivel identificar sequéncias de elementos
putativos de promotor de eucariotos (as quais serdo mais bem detalhadas no item
4.5 deste capitulo), um elemento TATA (TATATAT) na posi¢ao -212 e um motivo
GGGGG na posicao -104 da extremidade 5’, os quais marcam inicio da
transcricdo em eucariotos (Dobson et al., 1982). A regido nao traduzida da
extremidade 3’ pode conter sequéncias consenso para término da transcrigao e
poliadenilacdo. Apds analise dessa regido, foi possivel encontrar no gene
PbGP70 (posigao +2456) um hexanucleotideo 5- AATAAA -3’ idéntico aos ja
descritos proximos a sitios de poliadenilagdo em muitos mRNAs de eucariotos
(Proudfoot e Brownlee, 1976). Esses achados, bem como a sequéncia de 384-pb
utilizada no inicio do presente trabalho para a identificagdo do gene em estudo

estdo evidenciados na Figura 4.
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GATTCAGATGAGCTTCTCGTTTTGTTGATTTTATTTTTTAAATTGTTAAATTTTTACATTGGGGAACTGCTACATCTTATCCGGGAGTGAGATAGGGAACCTACTATGCCATCCT
TGTTTTTTGTACAGAATACCAGGTTACATGCATTTACCGCTATATATGATCGATTTTGTGAACCTTCAAAGCATTGACTAGATCTCTTATACTTTCCTCGACGATCTCCGCACCG
AAACACCCCAACAGTATTTCGGGGGCCCGCAATAAAGCACAGACCGTGATATTCTTTAAGTTAAGTATACCGAGACCGCGTTGAACAAAGAAATACGAAGGAAAAGGCAGTT
AGATATGGCATGTTTAGGATCAGACATGGCAGCAACGGATGTCTTAGAAGCAAACAGCTGTGGCAATAGTGAAATCGATCAATCGCCATCTCCCACA

1 ATG GGA AAA ATT GGC CAA GGC GAA TCT CAT CCA CGG GAG GAG GCT ACA GAT GGG ACA GTT GAA CAA GAC ACA
+ M 6 K I 6 @ 6 E 8§ H P W E E A T D G T V E Q D T
73 TCT TCC CAG AAG AAA ACT GAG GAA ACT GAT GCC CAT GAG CGA CCT CGT TCC TCC TCT TCC TCG TCC CAT CCC
% § §$ Q@ K K T E E T D A H E R P R § S 8§ 8§ 8§ § H P
145 TCC GAA ACA TTT ACG GGT GAA GAA AAT GAT CAT TTC GAT CGG AGG AGT GAA ATA GGA CGA ACT GCA AGA ACG

94 $§ E T F T G E E N D H F D R R 8 E I G R T A R T
217 ATG TCG AGC CGC ACT TCC ATA TCT TCA TTA CCA GGA TCC GTC ATC GTA TGC CCA CCC GAA AAG TAT GAT GGC
7 M s § R T S$ | s § L P G § V I v ¢ P P E K Y D G
289 AGT GGC ACC ATA ACG CCG AGT TTC CGG GGG CAT TAC ATG CAG CAT TAC TCC GAA CGC AAT ACC AAT GAC GGC
¢ 8§ 66 T | T P 8 F R G H Y M Q H 'Y 8 E R N T N D G
361 CCA ATG CCC GTG AAC GGA AAC AGG CCG AAA AGG AAC AAT TAC TCT TCC CGA CTT TCT AAA ATT GCGCCT AGT
29 P M P V N G N R P K R N N Y S S8 R L S§ K I A P S

433 GTG CGC GAT CAT GAT TCG CCG TTT AGA CAC CCC AGT TCT GTT CGC GCA ATG CAG ATG GGA GAC GAG GAT GAG
45 V R D H D 8 P F R H P 8 8 V R A M Q@ M G D E D E
505 TAT GAT GGG TAT GGC TAT GGC TAC AAC AAC GAG GAT CTG ATG CCT TCG AAG TCA TGG AGG AAT CAC AGT GGA
%9 Y D 6 Y 6 Y G Y N N E D L M P S R 8 W R N H S G
577 GGG CGT GGG CAT TCA TGT CAG AGC GTA TCG GGG ATG TCT ATG CGC TCG CTG GGT TCA TCA CCA GTA TCT GCC
% 6 R G H § ¢C @ § v s 6 M §s M R 8 L G 8 S P V § A
649 AAG CGG AGC TAC AAA TCG CCC CGG GCA AAA GAG GCA GCT GTC CAG AAG GAG TAC CCG CTT ATC CTG CTT CAT

27 K R 8 Y K 8 P R A K E A A V Q K E Y P L I L L H
721 TGC ACT CTG TTA CCA CCA TCT CTT TCC CTA CCT CAG GGT TTG GGA CTG CCC AGC GCC CAA ATT TTA AAA GAG
44 C T L L P P S L § L P Q@ G L G L P S A Q I L K E
793 GTG TTG CCC CCT AAG CTC TGG GCA AGA TGG AAA TTA CTC GAG GAT AAA ATC ATT AAT TCG GGG GTG TTG CGG
% V L P P K L W A R W K L L E D K I I N § G V L R
865 GAT CGT GGA TTG CTG ATA TCA CAT CCA CAG GAA ATG TAT GAC ATG CTT GAA GAG CGT TTG TTG GAG AGT CTA
2% D R G L L I 8§ H P @ E M Y D M L E E R L L E S L

937 GAA CTA GTC CGG CCG AGA TTG AGT GAG GGC CAT TTC CTT GGT CGA GAA AAT GAT GAT GAC CCC GAC GGA GGT
33 E L V R P R L 8 E G H F L G R E N D D D P D D G
1009 GGA GGG GGC TCT GAG AAA GAA GGT ATT GGA TAT GTC AGT GAC GGA TGT GAT GGA GAG AAA TGC GCT GAC TGC
% 6 6 6 6 8§ E K E 66 I 6 Y v 8§ D €C b G E K C A D ¢
1081 GGC GCA AGG CTC ATG AAG CAT TTG GAG GGG GAG AAG AGG CGA TGG GAT GTC AGA GTT TAT GCT GCC AAC GGT

%% 6 A R L M K H L E 6 E K R R W D V R V Y A A N G
1153 CTG ATG GGA GCT GGG GCC TGG GCA GCA GCC TGG AGA GAT ATG GAA AAA GTC GAT GTC GAG GTT GGA TTA GCT

% L M G A G A W A A A WR DM E K V D V E V G L A
1225 CTG CCA GTT GAG ATC AGG CGG GAA CTG GAG CGG AGG ATT GTC GAG GAA AAT ACG TTA AGA ATG GAA GAA GAG

49 L P V E I R R E L E R R I vV E E N T L R M E E E
1297 CAG CGC TTG GTG GAG GAG GAG AAA CGA AGG CGG GAG ATA TAT GGA GTG CCA ACG GCT CCG ACA CAG GAA GCT
4 Q@ R L VvV E E E K R R R E I Y G V P T A P T Q E A

52




1369 ATT GAT GGA CTG GAG GAT GGC GAT TCG GTT CCC CGC TTC CAG TCC AAA TTT GAC CAG TCA TCG CCT CCG CTT
47 | D G L E D 6 D 8§ V P R F @ § K F D Q@ S S P P L
1441 TTA TTT ACA CGC CCA GAG CCA CCG CCG ATA ATG CCC TCT ACT GAC TTC TAT GAG CGT GAG CGA GAG TCT ATC
4 L F T R P E P P P I M P S T D F Y E R E R E § 1
1513 TAC ACC AAG GAA GTT AAC CTC CAG ATA CTA TTA TCA AAT TAT ATC CGT ATC CTT GCC AGC GAC AGA CGG AAC
5% Y T K E vV N L @ I L F s N Y I R I L A S D R R N
1585 GTT GCT ATT GCT TTC TTG AGC ATT CTC GTC CTC TAC TTC TCT ATG GGT ATG GCA AAA CAA GGT GAG ATT TTC
29 V. A I A F L S I L VvV L Y F 8§ M G M A K Q G E I F
1657 GCC TCT CAC GCC ATT ACT AGC CCG CCA CAT GTC GTT CCT CCC ACT GTT TCC TCC CCA ATG GTT CTG GAG CAT
53 A S H A I T 8§ P P H V V P P T V § § P M V L E H
1729 AAC CTG CCT TCA ATT GTT AAC TCT CCT GTC ATG GTT TCC ATG GAA CCT CGC ACC CAA ATA CAC TCC GGG GCT
sw N L P § | V N 8§ P V M V 8§ M E P R T Q I H S G A
1801 GAA AAT AAA ATT ACC CCC ACA ATA TCT GGA TGT GGG GTG CTT GCT ACC GAA CCC CGG TCC GTC GGT CAA ACA
60 E N K I T P T I 8§ 6 C G V L A T E P R S V G Q T
1873 ATG GCA CGA CAG CTA GGC GCG TCG CAC CCG GCT GAG AGC GAC TCC ATT TAT CAT TGC CAA GAT CTC TCT ACT
65 M A R Q L G A 8§ H P A E S8 D S | Y H €C Q@ D L 8§ T
1945 AAA GCA TCA ACA CAA CCT CAA CCA CAA CCA TCC CCA GCG AAA TCC ACC GAC GTG GCC GAG TCA AGC TAT TGC
649 K A § T Q@ P @ P @ P 8§ P A K S T D V A E S S Y ¢
2017 GCA ACA GAG ACT CAA CTT CAT GTA GCT CCA CCA CCT GCG GAA GCA GCA GCA CAT CAC GAG ACA CCG CCT ACC
e3 A T E T Q L H V A P P P A E A A A H H D T P P T
2088 ATG TCG AAG TTA AGC GCA GTA GTG AAG GAC GAC GAT CCT GCA CTC AAC ACT AAA ACC GTA TAA

gy M § K L S A V V K b b D P A L N T K T V *
TATGTCCAATTACCTTTAGCGTCAGATCATCGACCCTTGCCGTCACTAATACCAGCAGTTGTTGAATGCCGACCCACAAACACAGCAACAAGCCCCACCGTGTGTATCTTCTC

AGATTGCTGTTGATGAATAAACATAATCCTTTCATGGATGATACGAGCATTGGGAAATTATTGCCACACATGACAGAGGAAGGAGAGGAAGACGCGAATGCTCCAGACCTTAC
GTTGGAATCACAAAAAGGTCCATTTCCACTTCCCGATATTACATATTTAGACCCTATACCCCTGTTATTCGCTTATTCCCCCACCTACTTTCCTGTTCTTTTGAAGCATCACGGC
CAGCACATGATTTTCCCCCGCCCCCCAACAACCGGAGCGGGCAGTGGTTTCGCACCTCACAATCCCACAGGGCACTATACTACTCTTCTCCCGTAGTATACCTCCTTAATTCA
GTCATTGAGTTTTGACCAACATCCCCTTCATTCCATTCTTCTTTGCCCCGCTGATCTTCGCGCGGGGAGGGGATATATATGCGTATCAAGAATAGCTTACTTAGCATGTTTAGC
ATTTCAATTTTTGATTCTTTTGGATTATCATTTTGTTTATATTCGCAAGCTGATAATATCTCTTTTACGTGATGCTCTACTCTTTCCTAAGCAAGAGTATGAATTGATGAAATAGTT
TGTGACATTGATGGATAGATAGATGTTTTCATAGATGTATTCAGGATATCTAGATTAGTAGATAGGAAATATTGAAACAATGAGTTTTAACTTCATGAAGAAAAAATGGGGTGG
ATAATTGCCTTCCCTTGTCTTCCGGTGTTGGTAAAGCCTGCGATCCCCGTGCCGCCGAGATATAATTCCCTACCGCAAGGCCATTCGAAACGGATATCCACGATTTTAA

Figura 4 - Sequéncia de nucleotideos (1-2154) do gene PbGP70 e sequéncia deduzida de
aminoacidos (1-718) . As regides flanqueadoras 5’ e 3’ ndo apresentam numeragdo. Em destaque
(laranja) esta a sequéncia de 384pb utilizada para o rastreamento in silico do banco de ESTs de
Pb18. As regides marcadas em amarelo correspondem a putativos sitos de inicio da transcri¢cao e
as regides sublinhadas s&o os possiveis sinais de poliadenilagao.
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Analises adicionais da sequéncia de PbGP70 no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) mostraram alto grau de identidade
com proteinas hipotéticas de Coccidioides immitis, Aspergillus fumigatus e
Aspergillus clavatus (Tabela 2), fungos filogenéticamente proximos ao P.
brasiliensis. O gene homolgo em Histolpasma capsulatum apresenta dois introns,
porém nos fungos C. immitis, A. fumigatus e A. clavatus ndo sao encontrados
introns nas sequéncias. As proteinas deduzidas apresentam maior grau de
conservagao na regiao central da proteina enquanto que as regides N-terminal e
C-terminal da molécula sdo menos conservadas. Na regido central da proteina

existem dois dominios conservados entre os aminoacidos 105 e 404 (Figura 5)

Tabela 2 - Homologia do gene PbGP70 com sequéncias de nucleotideos de

outros fungos no banco de dados GeneBank (NCBI)

BLAST E-value/
Homologia/ Numero de Tamanho

5 %identidade/ mRNA 1
acesso no GenBank Notagdo ° (kDa) P
%positividade
Ajellomyces capsulatus Predicted
Jellomyces cap | 1e-126 /63/76 | 1,6 Kb 62 5,51
Nam1/XP_001542128.1 protein
Coccidioides H ical
o ypotetical | 16 30/51/63 | 1,9 Kb 70 5,37
lmm/t/s/XP_001 243766.1 protein
Aspergillus Hypotetical
eperd yP 3e-24/45/58 | 2,1 Kb 76 519
fumigatus/XP_75906.1 protein
Conserved
Aspergillus clavatus .
hypotetical 4e-23/45/58 | 2,3 Kb 84 4,47

NRRL1/XP_001264221.1 .
protein

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

Recentemente, por meio de comparagdes entre sequéncias homdlogas, a
proteina deduzida codificada pelo gene em estudo foi anotada como sendo
pertencente a familia das flavoproteinas monoxigenases no banco de dados do
genoma de Pb18, Pb3 e Pb01 (http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
paracoccidioides_brasiliensis/GeneDetails.html?sp=S7000001960945371).
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Corroborando estas informagdes, foi encontrado na sequéncia deduzida da
proteina um motivo GXGXGX (Figura 5 — sublinhado roxo). Esse motivo foi
reportado na literatura como sendo o dominio conformacional que permite a
ligacdo dos co-fatores NAD ou FAD as flavoproteinas oxigenases (Van Berkel et
al., 2006).

A proteina deduzida codificada por PbGP70, contém 718 aminoacidos,
massa molecular estimada em 79kDa e ponto isoelétrico (pl) de 5,87 (Figura 5 e
Figura 6). Além disso, foi possivel identificar na sequéncia dois potenciais sitios
para N-glicosilagdo Asp-X-Ser/Thr (Figura 5 — sublinhado vermelho) (Chang et al.,
2007). Um sitio semelhante foi encontrado na sequéncia da gp43 de P.
brasiliensis por Cisalpino et al., 1996.

Peptideos internos identificados previamente por Feitosa et al., 2006, por
meio do microssequenciamento da molécula de gp70 nativa, foram encontrados
na sequéncia protéica deduzida (Figura 5 — retédngulos azuis).

A analise do perfil de hidrofilicidade (Kyte-Doolittle Hydrofilicity-Plot) da
sequéncia deduzida de Pbgp70 (Figuras 6 e 7) mostrou a prevaléncia de
segmentos hidrofilicos, com alta probabilidade de expressédo na superficie e
distribuidos ao longo da sequéncia. Essas regides tém maior probabilidade de
conter epitopos para células B. Nesta analise também foi possivel identificar dois
peptideos de 12 aminoacidos (ARTMSSRTSISS e LSLPQGLGLPSA - Figura 5,
retdngulos verdes), localizados na regido N-terminal da proteina entre os residuos
70 e 270 (Figura 6), que tém as caracteristicas de epitopo para células T murinas
(apresentada pelo MHC tipo Il). Esses epitopos apresentam pelo menos 12
aminoacidos compostos por um segmento hidrofobico localizado entre regides
hidrofilicas. Os dois epitopos sdo conervados em H. capsulatum e um deles em
C. immitis e A. fumigatus (Figuras 5 e 7). Esta analise foi feita através do médulo
Protean do programa Lasergene (DNAstar Inc.).

Além disso, a proteina Pbgp70 deduzida tem alto indice antigénico
principalmente na por¢do N-terminal (Figura 6), corroborando com o perfil de
hidrofilicidade. Esses altos indices antigénicos eram esperados uma vez que, a
proteina nativa é reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM (Silva et
al., 2004).

A partir de analises feitas pelos programas de computador SignalP e

TargelP (http://lwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/e http://www.cbs.dtu.dk/services
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/TargetP/) (Nielsen et al., 1997; Emanuelsson et al., 2000), ndo foram
identificados peptideos de direcionamento a organelas nem sitios putativo de
clivagem de peptideos-sinal, corroborando os dados de Grosso et al., 2003 que
mostraram a localizagao predominantemente citopasmatica da gp70 nativa.

Como apresentado acima, Pbgp70 apresenta dois sitios putativos de N-
glicosilagdo Asp-X-Ser/Thr (Figura 5 — sublinhado vermelho). Dessa forma
buscou-se verificar se a proteina nativa de fato era glicosilada. Para tanto,
experimentos de immunoblotting com extrato cellular de Pb18 tratados com
Endoglicosidase-H e revelados com anticorpo monoclonal especifico anti-gp70
nativa (MAb C5F11) foram realizados e confirmaram que a proteina nativa € N-
glicosilada e que a forma deglicosilada da proteina possui massa molecular
estimada de 61 kDa (Figura 8). Em experimentos nos quais membranas contendo
extrato celular de Pb18 foram submetidas a tratamento prévio com metaperiodato
de sddio (o qual bloqueia os sitios de ligacdo a sacarideos O-ligados), o MAb
C5F11 também foi capaz de reconhecer a banda correspondente a Pbgp70,
mostrando que o anticorpo monoclonal se liga a por¢cao peptidica da molécula
(Figura 8).
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Figura 5 — Alinhamento da sequéncia de aminoacidos deduzida de PbGP70 de P. brasiliensis com
sequéncias homologas de outros fungos. Comparagéo feita pelo método (MegaAlign module,
DNAstar Inc.) da sequéncia de aminoacidos deduzida de PbGP70 de P. brasiliensis e sequéncias
de outros fungos depositadas no GeneBank (NCBI-BLAST): H. capsulatum (XP_001542128.1), C.
immits (XP_001243766.1) and A. fumigatus (XP_75906.1). Os retangulos pretos indicam
aminoacidos conservados; retangulos azuis indicam aminoacidos da gp70 nativa obtidos por
microssequenciamento; retangulos verdes indicam putativos epitopos para células T murinas
presentes na sequéncia de P. brasiliensis. O sublinhado vermelho indica putativos sitios de N-
glicosilaticdo e o sublinhado roxo, aponta o motivo GxGxGx caracteristico das flavoproteinas.
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Figura 6 — Representagdo esquematica da Pbgp70 deduzida. A analise foi realizada utilizando o
programa Lasergene, modulo protean (DNAstar Inc.). Os graficos mostram perfis de hidrofilicidade
de Kyte-Doolitle (valores negativos indicam hidrofobicidade), em azul; probabilidade de localizagao
na superficie, em amarelo; indices antigénicos, em magenta. O retangulo vermelho marca a regido
da sequéncia utilizada na expressao da proteina Pbgp70 recombinante (Pbgp70r). As regides
destacadas na linha inferior indicam os possiveis epitopos para apresentacdo de células T
murinas, o qual esta localizado entre duas regides hidrofébicas. A posicdo dos aminoacidos esta
indicada na parte superior da figura.
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i H ! P. brasiliensis

H. capsulatum
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A. fumigatus

r=2 Regides conservadas
H Epitopos putativos para células T

Fiugra 7 - Perfil de hidrofilicidade Kite-Doolittle (Protean module; DNAstar Inc.) de sequéncias
homodlogas a Pbgp70 dos seguintes fungos: H. capsulatum
(http://genome.wustl.edu/BLAST/blasto_client.cgi); C.immitis(http://www.broad.mit.edu/annotation/f
ungi/coccioides_immitis); A. Fumigatus (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). As barras
horizontais mostram a localizagao do epitopo de célula T com um minimo de 12 aminoacidos,
como predito pelo programa Sette major histocompatibility complex motif (Protean module;
DNAstar Inc). O retangulo vermelho indica as regides mais conservadas.
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Figura 8 — Reacgbes de immunobloting do extrato celular de Pb18 (20 ug/pogo) tratados (T) ou ndo
(NT) com Metaperiodato de Soédio (10mM) — M-periodato ou Endoglicosidase-H (0,1U/ug de
proteina) — Endo-H e MAb C5F11 anti-gp70 (10ug/mL). Como controle o extrato celular(20
ug/pogo) foi corado por Comassie blue (coluna da direita). A migracdo da proteina gp70 esta

indicada na altura de 70 kDA..
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4.2. Expressao da proteina recombinante Pbgp70 parcial

Para expressao heterologa foi escolhida a porgdo N-terminal da sequéncia
deduzida de aminoacidos. A escolha desta regido levou em consideragdo os
seguintes aspectos: os altos indices de antigenicidade da molécula, os putativos
epitopos para células T, os peptideos identificados no microssequenciamento da
gp70 nativa e provaveis sitios de N-glicosilagdo, como mostrado na Figura 6

(regido assinala pelo retangulo vermelho).

Um fragmento de DNA gendmico com 946 pb em fase de leitura aberta, foi
subclonado nos sitios EcoRI e Spel do vetor pHIS3 (Figura 9A). O fragmento
clonado corresponde aos aminoacidos 1 ao 315 de proteina Pbgp70 deduzida.
Para verificar a presenga do inserto no vetor de expressao (pHIS3), alguns clones
recombinantes foram digeridos com as mesmas enzimas utilizadas para a
construcao do plasmideo pHIS3Pbgp70 (Figura 9B). O inserto de clones positivos

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

Os mesmos plasmideos foram introduzidos em bactérias E. coli
BL21pLysS, apropriadas para expressao heteréloga de proteinas recombinantes.
A inducdo da expressao foi feita apdés a adicdo de 0,5 mM de IPTG e foi
monitorada ao longo do tempo de incubagao a 37°C. Nestas condi¢des, observou-
se 0 aparecimento de uma banda de aproximadamente 35 kDa apds 4 e 6h de
indugao, a qual nao foi observada no extrato total das bactéria ndo induzidas (0 h)

ou contendo o vetor sem inserto (Figura 9C).

Foi realizada em seguida a analise da solubilidade da proteina
recombinante por SDS-PAGE 12%. Para tal, as bactérias foram induzidas a
expressao com IPTG por 4 horas e em seguida, foram lisadas. As porgdes soluvel
e insoluvel foram analisadas separadamente e, como observado na Figura 10, a
maior parte da proteina foi expressa na forma de corpos de inclusao insoluveis.
Diante desses resultados, a purificagdo da proteina recombinante (Pbgp70r) em

coluna de afinidade foi feita apds solubilizagdo com agente desnaturante (uréia).

Para a purificacdo de Pbgp70r, as bactérias foram induzidas em larga
escala e processadas como descrito em Materiais e Métodos para a obtengao do
extrato total bacteriano. O precipitado insoluvel foi ressuspendido em tampao

contendo 8 M de uréia e o sobrenadante foi analisado em SDS-PAGE (Figura 11).
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O material foi aplicado em coluna de Ni-NTA e eluido em tampao 8 M de uréia em
pH acido e os eluatos foram analisados em SDS-PAGE 12%. Na Figura 11, é
possivel observar que a proteina recombinante foi melhor eluida nas fragbes de
pH 4,5.

Apo6s purificagdo em coluna de niquel, a proteina recombinante resultante
foi utilizada na producdo de anticorpos policlonais anti-Pbgp70r de coelhos.
Aproximadamente 300 pg da proteina foram aplicados em gel de SDS-PAGE 12%
para separar a proteina recombinante da uréia e de tragcos de outras proteinas
bacterianas ligantes de niquel. O gel foi corado por Comassie blue e a banda
correspondente a proteina recombinante foi excisada do gel, descorada,
ressuspendida em PBS e homogeneizada pela passagem em seringa e agulha de
diferentes calibres. Esse material foi aplicado por via subcutanea em varios

pontos no dorso de coelho.

Apos 30 e 45 dias de imunizagao, o soro do animal apresentou reatividade
com a proteina recombinante purificada em reagcbes de immunoblotting (Figura
12). O soro anti-gp70 recombinante mostrou titulos de 1:800 quando testado
contra pequenas quantidades da proteina recombinante purificada (Figura 12). A
partir desses resultados foi padronizado o uso do soro coletado 45 dias apds a

primeira imunizagao na diluicao 1:200 para ensaios de immunoblotting.

Para a realizagédo de alguns experimentos foi realizada a purificagdo de IgG
total do coelho imunizado em coluna de proteina A, como descrito em Materiais e

Métodos.
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Figura 9 — Expressao da proteina Pbgp70 recombinante parcial. A — Representacdo esquematica
do plasmideo de expressdo pHIS3 contendo o inserto o PbGP70 truncado (nt 38 a 984,
oligoiniciados por Expr1/Expr3). B — Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo,
mostrando a digestdo da construgdo pHIS3gp70 (colunas 2 a 6) com as enzimas EcoRl e Spel. A
banda de 946pb corresponde ao inserto. Coluna 1- Padrdo de peso molecular 1Kb (Invitrogen). C
— Gel de poliacrilamida 12%, corado por Comassie blue, mostrando o perfil do extrato total de
bactérias E. coli BL21pLysS contendo o vetor pHIS3gp70 (pHIS+inserto) ou o controle sem inserto
(pHIS3 @), antes (0 h) e apds indugédo com IPTG por 2 a 6 h. A proteina recombinante (massa
aparente de 35 kDa) esta indicada pela seta.
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Figura 10 — Solubilidade da proteina Pbgp70 recombinante parcial. Gel de poliacrilamida 12%,
corado com o corante Coomassie blue, apresentando o perfil dos lisados de bactérias
(BL21pLysS) transformadas com o plasmideo pHIS3gp70 ap6s 2 e 4h de indugdo com IPTG
(0,5mM). S, fracado soluvel e |, fragao insolavel. A primeira coluna representa o padrdo de massa
molecular em kDa. A seta indica a proteina Pbgp70 recombinante.
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Figura 11 - Purificacdo da Pbgp70 recombinante (seta, 35 kDa) em coluna Ni-NTA, a partir do
extrato bruto de proteinas expressas em bactérias E. coli BL21pLysS, solubilizado em 8M de
uréia. O extrato total de proteinas (Total), proteinas n&o ligantes (Nao Ligados), proteinas eluidas
pelos tampdes com pH 6,3, 5,9 e 4,5, bem como a migracédo do padrdo de peso molecular em kDa

estao indicados.
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Figura 12 — Reagbes de immunoblotting da proteina recombinante purificada de 35 kDa frente as
dilui¢des 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 dos soros de coelho obtido apds 30 e 45 de imunizagao.
A primeira coluna representa a reagdo como soro Pré-imune na diluigdo 1:50.
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4.3. Reatividade de Pbgp70 recombinante com soros de pacientes com

paracoccidioidomicose (PCM)

A reatividade da proteina recombinante com soro de pacientes com PCM
das formas aguda e crbnica foi testada por immunobloting. Como controle
positivo, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-gp70r e como controle negativo,

soro de individuo normal.

Cinco dos sete soros testados apresentaram reacédo positiva na diluicao
1:100 (Figura 13). Esses achados corroboram com dados da literatura que
mostram que 96,5 % dos soros de pacientes com PCM reconhecem a gp70 nativa
(da Silva et al., 2004; Camargo et al., 1989).Devido as analises in silico terem
demonstrado regides altamente conservadas entre a sequéncia deduzida da
proteina Pbgp70r e as homdlogas em outros fungos, foi testada a reatividade da
proteina recombinante com alguns soros de outras micoses. Dois soros de
paciente com histoplasmose e um de paciente com aspergilose na diluigao 1:100,
foram testados por immunoblotting com a proteina recombinante purificada. A
reacao foi positiva para um dos soros de histoplasmose e para o soro de

aspergilose (dados ndo mostrados).

4.4. Localizagao da proteina nativa e reatividade de anticorpos com a

proteina recombinante

Para determinar se o soro policlonal anti-Pbgp70r era capaz de reconhecer
a glicoproteina nativa de 70 kDa (gp70), o extrato celular de Pb18 foi testado por
immunoblotting com soros pré-imune ou hiperimune anti-Pbgp70r (1:200) e como
controle positivo foi utilizado o anticorpo monoclonal C5F11 o qual reconhece a

proteina nativa.

Na figura 14, observa-se a reatividade do soro com a proteina de 70 kDa
cuja migracao no gel foi similar aquela reconhecida pelo MAb C5F11 anti-gp70

nativa.
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Uma vez que proteina deduzida possui alto indice de antigenicidade,
principalmente na porgdo escolhida para expressao, foi testada a reatividade do
MAb C5F11 anti-gp70 nativa com preparagdes contendo proteina recombinante
purificada. A reacéao foi positiva para as duas concentragdes testadas (Figura 15).
Esses achados sugerem que o gene clonado e caracterizado no presente trabalho

corresponde ao gene que codifica a proteina gp70 de P. brasiliensis.

Grosso et al. (2003) demonstraram por microscopia confocal que a proteina
gp70 nativa de P. brasiliensis é predominantemente citoplasmatica. Portanto, para
verificar a localizacdo celular da proteina reconhecida pelo anticorpo policlonal
anti-gp70r e para confirmar os achados apresentados neste estudo, foi realizada a
microscopia confocal de células leveduriformes de Pb18 incubadas com
anticorpos policlonais anti-Pbgp70r e com anticorpos monoclonais anti-gp70

nativa.

Para a realizacdo desses ensaios as imunoblogulinas (IgGs) totais foram
purificadas dos soros pré e hiperimune por cromatografia de afinidade conforme

descrito em Material e Métodos.

Primeiramente foi realizado um ensaio de microscopia confocal com o
anticorpo anti-Pbgp70r e IgGs do soro pré-imune (nas concentragdes de 100
Mg/mL), como controle adicional foi utilizado o anticorpo anti-gp75 (MAb 5E7C),
que sabidamente marca a regido de brotamento e a superficie de células
leveduriformes de P. brasiliensis (Xander et al., 2007). Os anticorpos policlonais
anti-Pbgp70r foram marcados com anti-IgG de coelhos conjugados a FITC (verde)
e 0s monoclonais anti-gp75 com anti-IgG de camundongo conjugado a Rodamina
(vermelho), o corante nuclear DAPI foi utilizado como controle (Figura 16). Pode-
se observar na Figura 16 que nao houve sobreposicdo da marcagao com o
anticorpo anti-gp70r em relacdo ao anticorpo monoclonal MAb S5E7C. A
localizagdo da marcacado do anti-Pbgp70r foi predominantemente citoplasmatica
(Figura 16).

Em seguida foi realizado outro experimento de microscopia confocal, agora
com o intuito de demonstrar se a marcagéao observada com o anticorpo anti-gp70r
seria igual ao observado por Grosso et al., 2003. Dessa forma, foram utilizados os

anticorpos anti-Pbgp70r e o anticorpo monoclonal anti-gp70 nativa (MAb C5F11).

67



Primeiramente as células foram incubadas com o MAb C5F11 (20 pg/mL)
marcado com anti-lgG de camundongo conjugado a TRITC (vermelho). Apds
incubacdo e lavagens, as células foram entdo incubadas com os anticorpos
policlonais anti-Pbgp70r (100 ug/mL) marcados com anti-IgG de coelho conjugado
a FITC (verde). O corante nuclear DAPI foi utilizado como controle de marcagéo
nuclear (Figura 17). A localizagdo citoplasmatica da proteina nas células
leveduriformes foi evidenciada em dois planos de imagens longitudinais, um 3 pm,
mostrando forte marcagao azul no nucleo (DAPI) (Figura 17, painel superior), e
outro a 7 ym, o qual mostra forte marcacao citoplasmatica das células com cada
um dos anticorpos utilizados (Figura 17, paniel inferior). A sobreposicédo das
imagens mostrou forte co-localizagdo no compartimento citoplasmatico,
resultando na marcagdo cor de laranja observada na Figura 17. No
compartimento citoplasmatico, podem ser vistos pontos mais fortemente
marcados pelos dois anticorpos de maneira similar, 0 que sugere um acumulo da
gp70 em algumas regides. Esses achados confirmam experimentalmente que o
gene caracterizado no presente trabalho corresponde ao gene que codifica a

proteina gp70 em P. brasiliensis.
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Figura 13 — Sete amostras de soro de pacientes com PCM (1 to 7) testadas por immunoblotting
contra proteina Pbgp70r purificada. C+, reagdo com soro hiperimune anti-Pbgp70r na diluigdo
1:200. Nao houve reacao entre soros de individuos saudaveis e Pbgp70r. A seta indica a banda
reativa de 35kDa.
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Figura 14 — Reacgbes de immunoblotting do soro policlonal anti-Pbgp70r (Poli 1:100 e 1:200) ou
soro pre-imune (1:100) com 150ug de extrato celular total de P. brasiliensis; C+, reagao do extrato
com MAbC5F11 (20 pg/mL) anti-gp70 nativa. A seta indica a banda reativa de 70kDa.
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Figura 15 - Immunoblotting da proteina recombinante purificada de 35 kDa (Pbgp70r) com MAb
C5F11 anti-gp70 (10pg/mL ou 20ug/mL). C+, extrato celular de Pb18 (20ug) com MAb C5F11 anti-
gp70 (20pg/mL). C — proteina de 35kDa purificada com anti-lgG de coelhos conjugado a
peroxidase (anticorpo secundario). A seta indica a banda reativa de 35kDa
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Pré imune Anti-gp75 5E7C Sobreposicao

Figura 16 - Localizagdo da gp70 em células leveduriformes de P. brasiliensis por
microscopiaconfocal. Em vermelho, reagdo com MAb 5E7C, anti-gp75 a conjugado a Rodamina;
em verde, reagdo com anti-Pbgp70r ou IgGs purificadas do soro pré-imune conjugados com FITC;
em azul, marcagédo do nucleo das células leveduriformes com o corante DAPI. Painel superior,
reagdo com anti-Pbgp70r; Painel inferior, reagdo com IgGs purificadas do soro pré-imune.
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Figura 17 - Localizagdo da gp70 em células leveduriformes de P. brasiliensis por microscopia
confocal. Em vermelho, reagdo com MAb C5F11 anti-gp70 nativa conjugado a TRITC; em verde,
reagdo do anti-Pbgp70r conjugado a FITC; amarelo-laranja, co-localizagdo da marcagao os
anticorpos anti-gp70 nativa e anti-Pbgp70r; em azul, marcacdo do nucleo das células
leveduriformes com o corante DAPI. Painel superior, plano de imagem a 3 ym evidenciando a
marcac¢ao nuclear; Painel inferior, plano de imagem a 7 um evidenciando a marcagéo
citoplasmatica e co-localizagao.
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4.5. Analises in silico dos elementos de transcrigao da regiao promotora do
gene PbGP70

A regidao 5 flanqueadora do gene PbGP70 (nucleotideos — 440 a -1) foi
analisada pelo programa de computador TFSEARCH
(http://molsun1.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), o qual detecta
putativos sitios conservados em eucariotos para ligagao de fatores de transcrigao.
Nessa analise, foi possivel verificar que a sequéncia contém motivos conservados
para fatores de transcricdo como HSF (heat shock factor), indicados na Figura 18
pelas setas azuis. Uma das sequéncias identificadas como sendo putativo sitio de
ligaggo para HSF, o HSE (elemento de choque térmico) -
TTGAACCAAGAAATACGAAGGAAAGGC - encontrado entre as posicoes -101 e
-130 (Figura 18, sublinhados vermelhos) foi similar ao um elemento n&o classico
(HSE nao classico) encontrado em P. brasiliensis no promotor do gene PbMDJ1-
ACTTGATCAACTCGGAGAACCTCGTCGAATAG (Batista et al, 2007). Em
leveduras HSEs néo classicos estdo presentes nas regides promotoras de genes
expressos nao apenas sob condi¢cdes de estresse térmico, mas principalmente,

sob estresse nutricional e oxidativo (Ruis e Schiuller, 1995).

Outro putativo elemento de ligagdo encontrado na regiao 5° UTR do gene
PbGP70 foi para o fator de transcrigdo ADR-1 (Alcohol Deshydrogenase-1). Este
fator esta relacionado, em eucariotos, com a expressao de genes envolvidos nas
vias metabdlicas do glicerol, etanol e acidos graxos. Motivos de ligagdo para
ADR-1 também estdo presentes nos promotores de genes que sao super-
expressos em condicbes de estresse nutricional e oxidativo, de acordo com
analises de microarray realizadas por Gasch et al. (2000). Motivos conservados
para ligagdo de ADR1 foram encontrados na sequéncia analisada e os principais

resultados estéo indicados pelas setas verdes na Figura 18.

Também foi possivel detectar nessa analise sequéncias para possivel
ligacdo de fatores GATA os quais, entre outras fungdes, regulam genes
envolvidos na resposta ao metabolismo do nitrogénio e ao estresse nitrosativo

(Scazzocchio, 2000; Marzluf, 1997). Os principais resultados de homologia a
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elementos de ligagdo de fatores GATA estdo indicados pelas setas magenta na

Figura 18.

Esses dados e a recente notagdo do gene PbGP70 como sendo da familia
das flavoproteinas monoxigenases nos levou a investigar a modulagdo da

expressao génica de PbGP70 sob condigbes de estresse oxidativo e nutricional.
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Figura 18 — Analise da regido promotora de PbGP70 de P. brasiliensis pelo programa TFSEARCH
(http://molsun.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html), frente a uma matriz ampla de
elementos de transcrigdo. As setas laranja indicam as sequéncias CAP (sitios possiveis para de
inicio da transcricdo). Setas azuis, melhores resultados de identidade com HSEs, regido
sublinhada em vermelho — sequéncia homodloga aos HSEs nédo classicos; Setas magenta,
melhores resultados de identidade com elementos de ligagdo aos fatores GATA; Setas verdes,
melhores resultados de identidade com elementos de ligagédo aos fatores ADR1.
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4.6. Expressao de PbGP70 durante o crescimento do fungo e em situagoes

de estresse oxidativo.

A técnica de RT-PCR quantitatvo em tempo real consiste no
monitoramento da fluorescéncia liberada durante a reagcdo de PCR permindo
quantificar um produto especifico presente em na fase logaritmica da reagéo
(Tyagi et al., 1998; Bonnet et al., 1999). O Sistema de Sybr Green®, utiliza um
agente intercalante de DNA fluorescente, que vai sendo incorporado as novas
fitas de DNA formadas.

Inicialmente foram feitas as curvas de amplificacdo e eficiéncia para cada
conjunto de oligonucleotideo iniciador, sempre comparado a curva do
normalizador (Sistema Sybr Green — Applied Biosystems), como detalhado em
Materiais e Métodos. O gene da subunidade alfa da tubulina de P. brasiliensis (a-
TUB) foi usado como normalizador (referéncia interna) devido a sua expressao
constitutiva. As curvas quantitativas serviram de base para o calculo da eficiéncia

da reacao, sempre comparado ao normalizador.

Experimentos de RT-PCR quantitativo em tempo real foram realizados para
monitorar os niveis de transcricdo do gene PbGP70 apds a indugédo de estresse
oxidativo com a adigédo de diferentes concentragdes de H,0, (1,0; 2,5 e 2,5 mM)
durante uma hora em culturas de Pb18, a 37°C e o RNA foi extraido para

posterior avaliacdo da expresséo génica.

A Figura 19 exibe significante aumento de expressdo génica de PbGP70,
cerca de 12,5 vezes, com a adicdo de 1mM de H,O,. Porém para as amostras
tratadas com concentracbes maiores, a expressao diminuiu de maneira dose-
dependente. Esses resultados permitem especular que concentragbes maiores
que 2,5mM de H,O, podem ser tdxicas para fungo e bloquear funcdes celulares
apés uma hora de contato, embora nido tenha sido observada diminuicido da
viabilidade celular nessas amostras. Esses dados sugerem que a gp70 possa

participar da resposta do fungo ao estresse oxidativo.

O préximo passo foi investigar se o crescimento do fungo e, consequente
estresse nutricional, poderiam estimular a expressdo de PbGP70. Para tanto, os

niveis de acumulo do transcrito foram avaliados ao longo de 14 dias de cultivo do
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fungo em meio complexo (YPDmod). Aliquotas com igual quantidade de células
de um mesmo pré-indculo foram postas em cultura e a expressdo génica foi

avaliada apds o 4°, 6°, 8°, 10° e 14° dias de cultivo.

Na figura 20 podemos observar um significante aumento da expressao
génica apos o 8° dia de cultura e pico da expressao foi atingido no 14° (aumento

de 11 vezes) (Figura 20).

Ensaio de Southern blot foi realizado com o objetivo de confirmar o
resultado apresentado anteriormente. Para tanto, foi feita uma amplificagdo por
RT-PCR, a partir de outras amostras de cDNA de 5 e 14 dias de crescimento do
fungo, utilizando os mesmos oligonucleotideos iniciadores do ensaio de RT-PCR
quantitativo em tempo real (Figura 20, painel inferior). Nesta figura é possivel
notar que a banda de 356-pb, correspondente ao cDNA amplificado, apresentou
maior intensidade nas amostras crescidas por 14 dias quando comparada com a
amostra de 5 dias de crescimento. Esses resultados sugerem a participagado do
gene estudado no crescimento do fungo. Possivelmente o estresse nutricional
devido alteragbes quimicas no meio durante o cultivo prolongado pode ser um
estimulo para a expressédo do gene, uma vez que esta aumenta significantemente

em periodos maiores de cultivo do fungo.

A fim de investigar o papel do gene PbGP70 em situagdo de estresse
oxidativo, contexto no qual o fungo encontra-se durante a resposta imunolégica
do hospedeiro, leveduras de Pb18 foram incubadas com macrofagos nao ativados
derivados de medula 6ssea, para que as células fungicas fossem fagocitadas.
Dados da literatura mostram que mesmo em estagios iniciais da fagocitose, 6 e
12 h apéds a internalizacao de leveduras de P. brasiliensis por macréfagos, ocorre
intensa modulagdo da expressao génica no fungo (Tavares et al., 2007). Dessa
forma avaliou-se a modulacado da expressao génica de PbGP70 durante estagios
iniciais e tardios de fagocitose ou ainda apenas pelo contato do fungo com
macrofagos. Para tanto, o RNA total foi extraido apos 6, 12, 24 e 48 h de
incubacdo com os macréfagos murinos. Para melhor avaliar a modulagéo na
expressdo foram extraidos os RNAs das células fungicas ndo aderidas (ou
fracamente aderidas) aos macréfagos separadamente das células que se

encontravam aderidas ou fagocitadas.
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De acordo com dados recentes, fatores presentes no soro sdo capazes de
modular a expressao génica em P. brasiliensis logo apos o inicio do contato
(Baildao et al., 2007). Por isso, para avaliar se a modulagdo na expressédo de
PbGP70 ocorria em resposta apenas aos estimulos do soro presente no meio de
cultura utilizado nesse experimento, foram utilizados como controle os RNAs de
células fungicas mantidas por 6, 12, 24 ou 48 horas em meio-R10 na auséncia de
macrofagos. Além disso, a expressao génica também foi avaliada antes da troca
de meio de cultura de YPD (pré-inéculo) para R-10. Esse grupo foi chamado de

YPD T=0 e logo apés as células serem incubadas com R-10, grupo R-10 T=0.

Finalmente, com a intencdo de garantir a especificidade da anadlise da
expressdo génica das células do P. brasiliensis neste experimento, foram
utilizados como controle RNAs extraidos de macréfagos incubados na auséncia

de P. brasiliensis durante os periodos estabelecidos.

A Figura 21 mostra a integridade do RNA total extraido para cada grupo
experimental. E possivel notar que para o grupo de células aderidas ou
fagocitadas a quantidade de RNA obtida € bem menor, principalmente nos
periodos iniciais de incubagéo (6 e 12 h). Isto ocorreu devido ao baixo indice de
adesao e fagocitose das células leveduriformes de P. brasiliensis aos macrofagos

neste curto periodo do ensaio.

Para garantir que as amostras de RNA utilizadas estivessem livres de
contaminagao por DNA gendmico, foi realizada a reagdo de RT-PCR para o gene
da Calmodulina de P. brasiliensis (PbCAM), uma vez que é possivel diferenciar a
banda de amplificacdo gendmica (310pb) daquela amplificada a partir do cDNA

(120 pb), como mostrado na Figura 22.

Por fim, as amostras foram utilizadas no experimento de PCR quantitativo
em tempo real para avaliar a modulagdgo de PbGP70 apds o contado e/ou
fagocitose do P. brasiliensis por macréfagos. Os dados obtidos nesse
experimento estdo expressos no grafico de quantificagao relativa. Na Figura 23
podemos observar aumento significativo no acumulo de mRNA nas células
internalizadas ou aderidas aos macrofados com 12 e 24 h apds o estimulo, em 48
h houve diminuicdo nos valores , mostrando possivelmente uma tendéncia de
queda na expressao PbGP70 (Figura 23, barras magenta). Em contrapartida, os

niveis de expressao em leveduras nao aderidas aumentaram significativamente
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com 48 h apés o contato com os macréfagos (Figura 23, barras verdes). E
possivel observar ainda que, apos 6 h de cultura houve aumento significativo na
expressdo de PbGP70 nas leveduras incubadas na auséncia de macrofagos
(Figura 23, barras azuis). Uma provavel explicagao para esse efeito pode ser a
ocorréncia de modulagao inicial induzida pela troca de meio de cultura de

YPDmod para R-10, o qual contém 10% de soro fetal bovino.

Os resultados observados nesse experimento reforcam a idéia de que o
gene PbGP70 é modulado sob estresse oxidativo tanto em condic¢des artificiais,
pela adicdo de compostos oxidantes, quanto em situagdes mais proximas da

realidade, como durante o contato com macroéfagos.
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Figura 19 - Expressao do gene PbGP70 apés uma hora de indugédo de estresse oxidativo pela
adicdo das concentragdes indicadas de H,O, as culturas leveduriformes de P. brasiliensis.
Significancia: *p < 0.05, **p < 0.01, obtida por comparagdo com os valores do grupo que nao
recebeu H,0,.
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Figura 20 — Gréfico: Expressdo do gene PbGP70 durante a curva de crescimento de células
leveduriformes de P. brasiliensis em cultura liquida. Significancia: *p < 0.05, **p < 0.01 e ***p <
0.001 obtida por comparagdo com os valores do grupo de 4dias de cultivo. Os resultados séo
representativos de dois experimentos individuais. Painel inferior: Analise de Southern blot dos
produtos de RT-PCR com os oligonucleotideos iniciadores SE1/E2 e RNA total de P. brasiliensis
extraido no 5° e 14° dias de cultivo; (—RT), reacdes realizadas na auséncia de transcriptase
reversa (controle negativo); (+ RT), rea¢des realizadas na presencga de transcriptase reversa. (C+),
produto de PCR com DNA gendmico e os oligonucleotideos iniciadores SE1/E2 (controle positivo).
O fragmento SE1/E2 produzido por PCR foi utilizado como sonda.
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Aderidas/Fagocitadas Nao Aderidas Pb em meio R-10 (YPD) Macréfagos
6 12 24 48 6 12 24 48 0 6 12 24 48 0 6 12 24 48 horas

Figura 21 - Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, no qual as subunidades 28S
(banda superior) e 18S (banda inferior) do rRNA estéo visualizadas, demonstrando a integridade
dos RNAs utilizados. Foram aplicados 3 pL de RNA de cada amostra.

Aderidas/Fagocitadas Nao Aderidas Pb em meio R-10 C+ M@ C+
(YPD) DNA

6 12 24 48 6 12 24 48 O 6 12 24 48 O 6 48 gen C- horas

Figura 22 — Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, mostrando produto de RT- PCR do
gene PbCAM. O C+ corresponde a banda amplificada a partir do DNA génomico, o C-
corresponde ao mix utilizado na reagdo sem adi¢ao de amostra. Foram aplicados 2 pyL de amostra

no gel.
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Figura 23 - Expressdo do gene PbGP70 apods a incubagéo de leveduras de P. brasiliensis com
macréfagos murinos derivados de medula 6ssea por 6, 12, 24 ou 48 horas. YPD, expressdo em
leveduras de P. brasiliensis crescidas em YPD antes da incubagdo em meio R-10 (controle). R10,
expressdo génica nas células leveduriformes incubadas em meio R-10 na auséncia de macréfagos
(controle). Pb+Mo Nao Ad, expressdo em células de P. brasiliensis nao aderidas aos macréfagos.
Pb+Mo Ad, expressdo em células de P. brasiliensis aderidas/internalizadas por macréfagos.
Significancia: *p < 0.05, **p < 0.001 e ***p < 0.001 foi obtida por comparag¢do com os valores do
grupo R10 T=0. Os resultados sao representativos de dois experimentos individuais.
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5. DISCUSSAO

O Paracoccidioides brasiliensis, assim como muitos outros parasitas
eucaridticos, expressa moléculas antigénicas que podem ser reconhecidas pelo
sistema imunologico do hospedeiro, além de exercer fun¢gdes imunomoduladoras.

O uso de ferramentas computacionais para analises genéticas e técnicas
moleculares como clonagem, expressao e producédo de proteinas recombinantes
tem ajudado na caracterizagdo e entendimento do papel dessas moléculas na
interacao parasita-hospedeiro.

A glicoproteina de 70 kDa de P. brasiliensis (gp70), foco do presente
trabalho, vem sendo alvo de estudo em nosso laboratorio ha alguns anos devido a
sua importancia. Essa molécula é reconhecida por 96% dos soros de pacientes
com PCM (Camargo et al., 1989) e possui propriedades imunomoduladoras como
capacidade de induzir resposta linfoproliferativa quando testada in vitro com
linfécitos de pacientes com PCM (Benard et al., 1997).

Grosso e colaboradores (2003), os primeiros a estudarem a gp70 em nosso
laboratorio, mostraram que a molécula € capaz de modular negativamente
funcdes de macréfagos peritoneais (fagocitose, producdo de NO e H»0O;) e
produziram anticorpos monoclonais anti-gp70 que conferiram protecdo em
animais infectados experimentalmente. No entanto, uma das dificuldades
encontradas nesse trabalho foi a obtengcdo de maiores quantidades do antigeno
para a realizacdo de mais ensaios na tentativa de melhor caracterizar a molécula.
Para tentar contornar esse problema, uma alternativa seria realizar a clonagem e
caracterizagcao do gene e posterior obtengao da proteina recombinante.

As primeiras tentativas de clonagem desse gene em nosso laboratorio
foram realizadas por Feitosa e colaboradores (2007); esse trabalho, porém
resultou na clonagem do gene da calnexina (PbCNX) de P. brasiliensis.

Finalmente, no presente estudo, foi possivel desvendar a natureza do
antigeno gp70 por meio da clonagem e caracterizagdo do gene que o codifica. A
porcdao N-terminal da proteina deduzida Pbgp70 foi expressa em bactérias
(Pbgp70r) e anticorpos policlonais anti-Pbgp70r foram obtidos e utilizados como
ferramentas bioldgicas na confirmacao de sua identidade imunoldgica. Anticorpos
monoclonais anti-gp70 nativa (MAb C5F11) reconheceram a proteina parcial

recombinante de 35 kDa, assim como, anticorpos policlonais anti-Pbgp70r
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reconheceram o componente de 70 kDa correspondente a gp70 no extrato celular
total de P. brasiliensis.

Estruturalmente, o gene PbGP70 n&o apresenta introns nos isolados Pb18
e Pb3 e codifica uma proteina de 718 aminoacidos. Na sequéncia protéica
deduzida foram encontrados: (i) peptideos da gp70 nativa; (ii) dois possiveis sitios
para N-glicosilacdo; (iii) alto indice antigénico e de hidrofilicidade; (iv) dois
possiveis epitopos para apresentagdo por células T murinas. Esses elementos
estavam situados na por¢cao N-terminal expressa, a qual parece ter dominios
conservados entre as proteinas correspondentes de outros fungos.

Um plasmideo com a construgdo para a expressdao da proteina
recombinante inteira também foi obtido (pHIS3Pbgp70-2, dados ndo mostrados).

A Pbgp70r foi reconhecida em ensaios de immunoblotting por 5 de 7 soros
de pacientes com PCM. Mattos-Grosso (2003) mostrou resultados semelhantes
utilizando a técnica de EIA (imunoensaio enzimatico) e a gp70 nativa purificada,
que foi reconhecida por soro de pacientes com PCM e histoplasmose. A proteina
recombinante produzida (Pbgp70r) também foi reconhecida por soros de
histoplasmose e aspergilose por Immunoblotting (dados n&o mostrados),
sugerindo que essa proteina possa vir a ser utilizada em ensaios bioldgicos ou,
eventualmente, em experimentos de screening para o diagnostico de micoses
sistémicas. Esses resultados também confirmam dedugdes apontadas nas
analises in silico que mostraram que regido expressa possui alto indice antigénico
e € conservada entre os fungos homoélogos ao P. brasiliensis (Figuras 5, 6 e 7).

A imunidade celular especifica (células T) e a imunidade celular nao-
especifica (macréfagos, células NK e neutrofilos) sdo consideradas os principais
mecanismos homeostaticos do hospedeiro frente a maioria, sendo a todas as

infecgdes fungicas (Levitz, 1992).

Foi possivel identificar na sequéncia deduzida de Pbgp70 dois potenciais
epitopos para células T murinas. Esta bem estabelecido que a resposta imune
celular ao P. brasiliensis é protetora em humanos (Brummer et al., 1993; Franco
et al.,, 1993) e em modelos murinos (Cano et al.,, 1995; Calich et al., 1985;
Travassos et al., 2004b). Estudos com epitopos para células T derivados da

molécula gp43 sao promissores para o desenvolvimento de novas estratégias

85



para immunoterapia na PCM (Marques et al., 2008; Taborda et al., 2004) e de
uma possivel vacina para a doencga (Braga et al., 2009; Travassos et al., 2008).

Dessa maneira, estudos futuros utilizando os peptideos correspondentes
aos dois epitopos para células T identificados na sequéncia de Pbgp70 seriam
importantes. E possivel especular que esses epitopos sdo conservados entre as
proteinas correspondentes em outras espécies de fungos homodlogos ao P.
brasiliensis, o que reforga ainda mais a necessidade de estudos com esses
peptideos, objetivando o desenvolvimento de tratamento ou vacina, os quais
podem ser polivalentes para micoses sistémicas.

Um ponto intrigante entre os presentes achados € que o peso molecular
estimado da proteina deduzida Pbgp70 é cerca de 79 kDa. Além disso, a gp70
nativa perde cerca de 9 kDa apdés a N-deglicosilagdo mediada por
endoglicosidase H (Figura 8).

Uma possivel explicagdo para essas diferengcas é o fato de que algumas
proteinas sofrem modificagdes pds-traducionais, resultando na perda de residuos
de aminoacidos, como no caso das modificagées do tipo GPI nas proteinas que
possuem ancora de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) na membrana. Nesse caso,
cerca de 13 a 25 residuos hidrofébicos da porgao C-terminal sdo substituidos por
uma ancora constituida de glicosil fosfatidilinositol (GPI) pela qual a proteina se
liga @ membrana (lkezawa, 2002, Yan et al., 1998, Caras et al., 1989).

Outro tipo de processamento pés-traducional que leva a perda de residuos
de aminoacido é a clivagem endoproteolitica. Esse processo € requerido para
gerar a forma madura e biologicamente ativa de algumas proteinas,
principalmente enzimas (revisado por Rehemtulla e Kaufman, 1992). Essa
clivagem geralmente ocorre em sitos que contém motivos com pares de
aminoacidos basicos (lisina, histidina, arginina) (Devi, 1991).

A primeira enzima eucariética conhecida com essa capacidade de clivagem
foi a kexina (EC 3.4.21.61), uma serina-protease subtilisina-like que € codificada
pelo gene kex2 em Saccharomyces cerevisiae (Van de Ven et al., 1993). Em
Phanerochaete chrysosporium, um basidiomiceto ambiental, os pares de
aminoacidos di-basicos que sé&o sitios de clivagem para a kex estdo presentes na
sequéncia deduzida da enzima 1,4-bezoquinona redutase, a qual, assim como a

proteina estudada neste trabalho, faz parte da familia das flavoproteinas. Nessa
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proteina o processamento via kex resulta na perda de 71 aminodacidos
(Akileswaran et al., 1999).

Em P. brasiliensis o gene que codifica a proteina kex-like foi identificado
recentemente e apresenta fungdes homodlogas as da kexina de S. cerevisiae
(Torres et al., 2008). Desse modo, pode-se especular que a gp70 seja um
potencial alvo para a proteina kex.

A notacgéo da proteina Pbgp70 deduzida no genoma de P. brasiliensis foi,
recentemente, atualizada de proteina hipotética para proteina pertencente a
familia das flavoproteinas monoxigenases. Antes de essa informacao ser liberada
tentou-se, no presente estudo, entender um possivel papel para a gp70 na
biologia de P. brasiliensis, por meio da investigagdo da regulacdo do gene
PbGP70, uma vez que, em condigdes normais, esse gene € pouco expresso e a
proteina gp70 é pouco encontrada nos antigenos celuares (Figura 8) e
exoantigenos do fungo (Grosso et al., 2003).

Uma abordagem inicial, na tentativa de verificar em que condi¢gdes os
niveis de expressao de PbGP70 poderiam aumentar foi a utilizacdo de analises
computacionais da regido 5 flanqueadora do gene. Por meio dessas analises foi
possivel identificar na sequéncia a presenca de elementos de ligacdo para os
fatores de transcricdo HSF, ADR-1 e GATA, entre outros. Todos esses fatores
sao relacionados a uma grande variedade de respostas ao estresse em fungos
(Ruis e Schueller, 1995; Yamamoto et al., 2005; Gasch et al., 2000; Scazzocchio,
2000; Marzluf, 1997).

Os resultados de RT-PCR quantitativo em tempo real mostraram que o
gene PbGP70 aumenta sua expressao apos exposi¢cdo a peroxido de hidrogénio
(estresse oxidativo) bem como durante o crescimento do fungo (estresse
nutricional), corroborando as analises in silico.

O isolado Pb18 tem o pico de sua viabilidade celular apés o 8° dia de
cultivo e que a fase exponencial do crescimento esta entre o 4° e 10° dias apds o
inicio do cultivo (Kashino et al, 1985). Durante o crescimento, devido ao
metabolismo do fungo, o meio de cultivo sofre alteragées quimicas, limitando os
nutrientes disponiveis. Dessa maneira, o fungo pode ser induzido a modificar seu
metabolismo para continuar obtendo energia. Tal fato também ocorre quando o
fungo cresce em meios de cultivo controlados contendo diferentes fontes de

carbono, como no trabalho de Derengowski e colaboradores (2008) que mostrou
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aumento na expressao de genes do ciclo do glioxilato em condi¢cdes de estresse
nutricional. Esse ciclo permite que compostos que contenham dois carbonos,
como aqueles derivados do metabolismo de acidos graxos, sejam utilizados na
gluconeogénese.

Mattos-Grosso (2003) demonstrou em sua tese de doutoramento que a
gp70 nativa esta presente no extrato de P. brasiliensis a partir do 4° dia de cultivo
até, pelo menos, o 12° segundo dia.

Em conjunto, esses dados reforcam os presentes achados (aumento de
expressao do gene PbGP70 durante a curva de crescimento do fungo a partir do
4° dia) e a importancia dessa molécula na fase exponencial do crescimento fungo.

Uma proteina intracelular citoplasmatica especifica da fase leveduriforme
de P. brasiliensis, a Pby20, foi recentemente caracterizada como membro da
familia das flavina mononucleotideo flavodoxinas WrbA -like (Daher et al., 2005).
Nesse estudo foi demonstrado que o gene PbY20 também aumenta sua
expressdao em leveduras sob estresse oxidativo induzido pela adigdo de H2O,,
também corroborando os resultados encontrados no presente trabalho.

Intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio tém extrema importancia no
mecanismo fungicida de macrofagos. Diante dos resultados obtidos com as
proteinas nativas gp43 e gp70 as quais parecem inibir a fagocitose, liberagao de
NO e H»0, por macréfogos peritoneais né&o ativados (Poppi et al., 2002; Grosso et
al., 2003), uma abordagem mais fisioldgica para avaliacdo da expressdo génica
de PbGP70 sob condigbes estressoras foi investigada por meio da incubacao de
leveduras de Pb18 com macréfagos derivados de medula 6ssea nao ativados.

Apos 12 h de incubacgao, foi possivel detectar aumento dos niveis de
acumulo do transcrito o que estava diretamente relacionado a interagdo do fungo
com os macrofagos. Apos 48 h, as leveduras ndo aderidas e ndo internalizadas
pelos macréfagos também apresentaram expressao aumentada de PbGP70. Os
grupos controle mostraram que o gene também é regulado por fatores presentes
no soro, como sugerido pelo aumento da expressdo apds 6 h de contato com
meio R-10 na auséncia de macrofagos.

Esses achados permitem-nos inferir que leveduras internalizadas ou
aderidas aos macrofagos tém aumento na expressdo de PbGP70 em resposta a

niveis basais de NOS e ROS produzidos pelos macrofagos. Apos 48 h de contato,
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esses compostos reativos podem ter sido liberados no sobrenadante induzindo a
expressao de PbGP70 nas células nao aderidas.

Analises de microarray de células leveduriformes de Pb01 aderidas ou
internalizadas por macréfagos também mostraram o aumento de genes
comumente relacionados a estresse oxidativo e nutricional como os genes da Cu,
Zu superoxido dismutase (SOD) e cistationina beta-liase (MET-G) (Tavares et al.,
2007).

Como mencionado acima, o gene em estudo foi anotado como membro da
familia das flavoproteinas monoxigenases. As flavoproteinas sdo a classe de
proteinas mais estudadas na bioquimica e participam dos mais diversos
processos bioldgicos entre eles bioluminescéncia, combate ao estresse oxidativo,
reparo do DNA e outros. Quimicamente, flavoproteinas sdo definidas como
enzimas dependentes dos co-fatores FAD (Flavina-adenina dinucloetidio) ou FMN
(Flavina mononucleotidio) (Massey, 2000).

Uma das primeiras flavoproteinas descobertas foi uma proteina de aspecto
amarelado isolada de levedura, cuja fungdo era essencial para a respiragao
celular. Por meio de cromatografia foi possivel separar a apoproteina do co-fator
FMN e entdo determinar que esse co-fator era essencial para a atividade
enzimatica (Theorell, 1935). Desde entdo essas enzimas também sdo chamadas
de Old Yellow Enzymes (OYEs).

Flavoproteinas monoxigenases sdo uma classe de flavoproteinas que
catalisam reacdes de oxigenagdo por meio da transferéncia de um atomo de
oxigénio (O7) para um determinado substrato. Para essas reagdes pode-se utilizar
o NADH ou NADPH como doadores de elétrons para seus co-fatores (Alfieri et al.,
2007; Suske et al., 1999). Essa classe de flavoproteinas € divida em subclasses
de acordo com a natureza quimica das reagdes de oxigenagdo que catalizam
(hidroxilacdes, sulfoxidagdes, oxidacdes de Baeyer-Villiger, etc) (van Berkel et al.,
2006).

As flavoproteinas monoxigenases pertencentes a classe A, possuem as
seguintes caracteristicas gerais: sdo codificadas por um unico gene; utilizam o
FAD como co-fator; dependem do NADH e NADPH como co-enzimas e
estruturalmente possuem uma sequéncia GxGxGx caracteristica na regiao N-

terminal que € um dominio de ligagdo para o ADP conhecido como Rossmann
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fold (van Berkel et al., 2006). Essa sequéncia foi identificada na proteina deduzida
Pbgp70r (GYGYGY — Figura 5).

Biologicamente, as flavoproteinas monoxigenases participam de inumeros
processos importantes como: sintese e degradacdo de compostos
antimicrobianos, metabolismo oxidativo de drogas, biossintese de compostos
antitumorais e outros compostos bioativos e processos de resposta ao estresse
oxidativo (Alfieri et al., 2007; van Berkel et al., 2006).

Haarer e Amberg (2004) mostraram que OYEs protegem o citoesqueleto de
S. cerevisiae de danos causados pelo estresse oxidativo induzido por compostos
oxidantes, incluindo o H;O,. Em Bacillus subtillis a enzima OYE YqjM, esta
envolvida no combate ao estresse oxidativo também gerado por nitrocomposotos
(Fitzpatrick et al., 2003).

Os dados apresentados reforcam a idéia de que a proteina estudada
pertenca a familia das flavoproteinas monoxigenases e participe da resposta de
P. brasiliensis a situagdes de estresse oxidativo. Porém, estudos futuros sao
necessarios para a completa caracterizagao da proteina gp70 como flavoproteina
monoxigenase e identificacdo de possiveis substratos. Para isso, as construgbes
contendo o inserto correspondente a proteina inteira necessitariam ser expressas
na forma soluvel em um sistema mais eficiente do que o utilizado. Isso
possibilitaria a produgdo da proteina recombinante em maior escala e seu
emprego na realizagao de ensaios biologicos.

Os experimentos de microscopia confocal mostraram co-localizacédo da
proteina gp70 com o componente reconhecido pelos anticorpos anti-Pbgp70r.
Houve intensa marcagao com padrao predominantemente citoplasmatico similar,
tanto com o anticorpo anti-Pbgp70r quanto com o anticorpo monoclonal anti-gp70.
Esses dados confirmam os achados prévios (Grosso et al.,, 2003) e fornecem
fortes evidéncias de que o gene PbGP70 clonado codifica o antigeno gp70
anteriormente estudado.

Existem evidéncias de que proteinas citoplasmaticas de fungos que nao
apresentam o peptideo sinal de direcionamento alcancam a superficie celular e
eventualmente sao liberadas para o meio extracelular (Nombela et al., 2006).
Esse processo parece ser o que ocorre com a gp70, devido sua localizagao

celular, a auséncia de peptideo sinal de direcionamento a organelas na sequéncia
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codificadora e, ao fato de ser pouco secretada no sobrenadante de cultura do
fungo como demonstrado por Grosso e colaboradores (2003).

Especula-se ainda que essas proteinas possam ser moonlighting, ou seja,
realizar dupla ou multifuncbes dependendo da localizagdo celular. Como
exemplo, a proteina Tsa1, proteina nuclear de C. albicans que conhecidamente
esta envolvida no controle da homeostase durante o estresse oxidativo e que
pode localizar-se na parede celular e participar da sua biogénese (Urban et al.,
2005). Conforme demonstrado por Batista e colaboradores (2006), em P.
brasiliensis a proteina mitocondrial Mdj1 também pode ser encontrada na parede
celular das leveduras, porém sua funcdo nessa estrutura ainda nao foi bem
definida.

Apesar de ser localizada predominantemente no citoplasma, a gp70 possui
alto potencial imunogénico. Além disso, experimentos realizados in vivo
mostraram que anticorpos monoclonais anti-gp70 (MAbC5F11) conferiram
imunoprotegdo quando administrados no inicio e durante o curso da PCM em
camundongos (Grosso et al., 2003). Estes achados sugerem que, de alguma
forma, o bloqueio da gp70 inibe a infeccdo, o que reforga sua importancia,
principalmente nos estagios iniciais da patogénese.

Seguindo essa linha de raciocinio e diante dos dados apresentados, pode-se
especular que a gp70 seja secretada pela célula, ou permanega na membrana
(possivelmente ancorada por GPI), realize fungbes imunomoduladoras e tenha
efeito antioxidativo também fora da célula, modulando o ambiente extracelular em

prol do fungo.

Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que a
gp70 pode desempenhar papel duplo na infeccéo e biologia de P. brasiliensis. Por
um lado, poderia induzir a resposta imune do hospedeiro devido ao potencial de
antigenicidade e putativos epitopos protetores. Por outro lado, poderia atuar
protegendo o fungo do estresse oxidativo gerado durante o crescimento ou
durante os mecanismos da resposta imune do hospedeiro, como por exemplo, na

fagocitose.

O gene PbGP70 gene poderia, ainda, apresentar uma funcédo bioldgica
importante na fase miceliana do fungo, talvez participando da manutencédo da

sobrevivéncia do fungo no ambiente hostil encontrado no solo, como ocorre com
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diversos genes em outros fungos dimarifcos patogénicos como C. neoformans, H.
capsulatum e Sporothrix schenckii (Casadeval et al., 2003; Steenbergen et al.,
2003; Steenbergen et al., 2004).

Além disso, este estudo abre um novo campo de investigacdo, ndo soé
voltado para a biologia do P. brasiliensis, mas como sobre as possiveis
implicagdes na patogenia da PCM. No entanto, estudos futuros sdo necessarios

para ratificar cada uma destas suposicoes.
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6.

CONCLUSOES

O gene PbGP70 de P. brasiliensis foi clonado e caracterizado. A ORF do

gene esta contida em um fragmento de 2.154 pb.

PbGP70 apresenta alto indice de homologia com genes de fungos

filogeneticamente préximos ao P. brasiliensis;

Foram encontrados na sequéncia da proteina Pbgp70 deduzida
aminoacidos presentes na sequéncia da gp70 nativa, putativos epitopos de

apresentacao para células T murinas e alto indice antigénico;

A proteina Pbgp70 recombinante parcial de 35 kDa foi reconhecida por 5
de 7 soros de pacientes com PCM e pelo anticorpo monoclonal especifico
(MAb C5F11) anti-gp70 nativa;

Anticorpos anti-gp70 recombinante reconheceram a banda de 70 kDa

correspondente a gp70 no extrato citoplasmatico de P. brasiliensis;

Anticorpos anti-gp70 recombinante reconheceram uma proteina

predominantemente citoplasmatica que se co-localiza com a gp70 nativa,;

A expressdo do gene PbGP70 aumenta durante o crescimento e apds

exposicao do fungo a estresse oxidativo;

O gene clonado e caracterizado no presente trabalho corresponde ao que
codifica a glicoproteina gp70 de P. brasiliensis. Esse gene é possivelmente

membro da familia das flavoproteinas monoxigenases.
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Glycoprotein gp70 is an important intracellular antigen from Paracoccidioides brasiliensis that elicits both
humoral and cellular immune responses. Herein, the PbGP70 gene cloning from isolate Pb18 using inter-
nal peptide sequence information is reported. The deduced protein sequence bears two N-glycosylation
sites, antigenic sites and two mouse T-cell epitopes. Anti-recombinant gp70 (rPbgp70) polyclonal anti-
bodies reacted with a 70-kDa component in total cell extract of P. brasiliensis, while MAbC5F11 and par-

geyword; des brasiliensi acoccidioidomycosis patients’ sera recognized rPbgp70. Confocal microscopy with anti-rPbgp70 and
A‘:lrt‘;ge’;a fotdes brastitensis MADBC5F11 showed intense staining and cytoplasmatic co-localization. The protein sequence belongs

to the flavoprotein monooxygenase family which groups important anti-oxidative bioactive compounds.
We found increased PbGP70 transcript accumulation under oxidative stress induced by H,0,, during fun-
gal growth and in macrophage phagocyted/bound yeasts. Therefore, gp70 might play a dual role in P. bra-
siliensis by both eliciting immune cellular and humoral responses in the host and protecting the fungus
from oxidative stress generated by phagocytic cells.

Flavoprotein
Oxidative stress

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Paracoccidioides brasiliensis is a thermodimorphic fungus that
causes paracoccidioidomycosis (PCM), a human systemic granu-
lomatous mycosis prevalent in Latin America (San-Blas, 1993).
According to recent epidemiological reports, PCM represents the
most important cause of deaths among systemic mycoses (about
51.2%) between 1996 and 2006 in Brazil (Prado et al., 2009).

P. brasiliensis grows at 25 °C as a saprophytic mycelium and as
multi-budding yeasts when incubated at 36 °C or in parasitism.
Infection in humans occurs by inhalation of propagules present
in the soil and can be established when the fungus undergoes
transformation to the yeast parasitic phase (McEwen et al.,
1987). Clinical manifestations and prognosis of PCM depend on
the balance between fungal and host’s factors (Brummer et al.,
1993).

According to sequence analysis of the ribosomal RNA gene lo-
cus, P. brasiliensis is phylogenetically related to other thermodi-
morphic fungi, such as Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis and Coccidioides immitis (Leclerc et al., 1994; Peterson

* Corresponding author. Fax: +55 11 5572 3328.
E-mail address: jdlopes@unifesp.br (J.D. Lopes).

1087-1845/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fgb.2009.10.002

and Sigler, 1998), which have been classified as Ascomycetes of the
Onygenaceae family (Untereiner et al., 2004).

Phylogenetic analysis using 65 isolates of P. brasiliensis (Matute
et al., 2006) allowed separation of three distinct phylogenetic spe-
cies: S1 (a major paraphyletic group that contains isolates from
Brazil, including Pb18, Argentina Peru and Venezuela); phyloge-
netic species PS2 (monophyletic group with six isolates that in-
clude Pb3) and PS3 (monophyletic group with 21 isolates from
Colombia). Recently, Pb01 and 17 other isolates from central Brazil
(“Pb01-like”) have been grouped in a new clade, which is very dis-
tant from S1/PS2/PS3 (Teixeira et al., 2009). Consequently, the
“Pb01-like” group has been proposed as a new species named
Paracoccidioides lutzii in a tribute to Adolpho Lutz, discoverer of
P. brasiliensis in 1908.

P. brasiliensis transcriptional data are organized for Pb18 and
Pb0O1 in Expressed Sequence Tags (EST) Databanks (Goldman
et al., 2003; Felipe et al., 2005). The Pb18 EST Databank assembles
over 50% (4692 genes) of annotated Pb18 genes in the yeast phase
(Goldman et al., 2003). The PbO1 ESTs overlap 6022 expressed
genes from the yeast and mycelial phases (Felipe et al., 2005),
which represent 67% of annotated genes for this isolate. About
40-50% of the expressed genes in P. brasiliensis remain classified
as hypothetical proteins. In 2008, with the efforts from the Broad
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Institute (MIT) supported by the Dimorphic Fungal Genomes
Consortium, the comparative genomes of Coccidioides and other
pathogenic dimorphic fungi became available (http://www.
broadinstitute.org/annotation/genome/dimorph_collab.1/MultiHome.
html). It includes the Pb18, Pb03 and PbO1 P. brasiliensis
genomes (URL: http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/
paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html).

Clinically, two forms of PCM are well characterized: acute/sub-
acute and chronic. In acute/subacute forms, both genders are
equally affected, and primarily the reticuloendothelial/lymphatic
system is involved. The chronic form manifests mainly in male
adults and is characterized by pulmonary and/or mucocutaneous
commitment (Franco et al., 1987). Cell-mediated immunity is more
effective than humoral to protect hosts against P. brasiliensis in
experimental and human PCM, in which high levels of specific anti-
bodies were associated with severe forms of the disease (Calich
et al., 1998; Benard et al., 1997; Castafieda et al., 1988). Besides,
there is a correlation between the severity of disease and impair-
ment of delayed type hypersensitivity (DTH) response (Musatti
et al.,, 1994). Some antigenic components of P. brasiliensis elicit cel-
lular and humoral immune responses, and the main diagnostic
antigen so far characterized in P. brasiliensis, the secreted glycopro-
tein gp43, presents antigenic and immunomodulatory properties
(Travassos et al., 2004).

Another relevant antigen from P. brasiliensis is glycoprotein
gp70 whose molecular mass is estimated to be 70 kDa. This is a
concanavalin A-binding component (Puccia et al., 1986) that is rec-
ognized by about 96% of sera from untreated patients with PCM; in
patients undergoing chemotherapy this percentage was reduced,
pointing to its role in the disease prognosis (Camargo et al.,
1989; Silva et al., 2004). Isolated gp70 was also able to induce lym-
phoproliferative responses when tested with PCM patients’ lym-
phocytes (Benard et al., 1997) and down-regulate peritoneal
macrophage functions such as phagocytosis, NO and H,0, produc-
tion. In addition, monoclonal antibody anti-gp70 (MAbC5F11) con-
ferred immunoprotection when administrated in the beginning
and during PCM infection in mice, as previously demonstrated by
our group (Grosso et al., 2003).

To date, the nature of gp70 is unknown, and the glycoprotein is
expressed in very low amounts by yeast cells, preventing further
characterization (Grosso et al., 2003). Hence, due to the potential
importance of gp70 in immune modulation of PCM, our group
has been trying to clone and characterize the PbGP70 gene. The
first attempts to achieve this goal resulted in the fortuitous charac-
terization of a calnexin gene PbCNX from Pb01 (Feitosa et al., 2007).
The strategy employed microsequences of internal peptides from
native Pb01 gp70 to design degenerated primers, with which a
384-bp PCR probe was obtained to screen a PbO1 cDNA library.

In the present work, this PCR probe sequence information was
used to design specific primers and obtain a PCR amplicon from
P. brasiliensis isolate 18 (Pb18). Using this probe, we have been able
to characterize the PbGP70 gene, which has been annotated as a
member of the flavoproteins monooxygenase family. We ex-
pressed the protein in bacteria and demonstrated the immunolog-
ical identity between the gene product and native gp70.
Furthermore, we showed that the gene expression is increased
during fungal growth and oxidative stress.

2. Materials and methods
2.1. Fungal strains and culture conditions
We worked with P. brasiliensis isolate 18 (Pb18), provided by

Zoilo P. Camargo (Brazil), whose characteristics are detailed else-
where (Morais et al., 2000). Cultures were maintained at 36 °C

(yeast phase) in solid, modified YPD (0.5% casein peptone, 0.5%
yeast extract, 1.5% glucose, pH 6.3).

2.2. Isolation of total DNA and RNA

For DNA extraction, Pb18 was expanded for 10 days at 36 °C in
liquid modified YPD under agitation (100 rpm). Total DNA was ex-
tracted from a 10-mL pellet of nitrogen-frozen cells, which were
mechanically broken in a mortar and then briefly in a pestle, as de-
scribed previously (Cisalpino et al., 1996). Total RNA was isolated
from fresh cells disrupted by vortexing with glass beads for
10 min in the presence of TRIzol reagent (Invitrogen), following
the manufacturer’s instructions. Contaminating DNA in these prep-
arations was eliminated by digestion with RNAse-free DNAse I
(Promega), as described previously (Goldman et al., 2003). The effi-
ciency of hydrolysis was confirmed by PCR with primers of the
PbGP43 gene (Cisalpino et al., 1996) or PbCAM (calmodulin) gene
(Table 1).

For gene expression analysis by real-time reverse transcriptase-
PCR during growth, cells growing at 36 °C under shaking in modi-
fied YPD were collected at 4, 6, 8, 10 and 14 days and processed for
RNA purification. For oxidative stress induction with 0, 1.0, 2.5 or
5.0 mM of H,0,, cells were grown logarithmically at 36 °C under
shaking in modified YPD and processed as described (Batista
et al., 2007). For evaluation of gene expression after incubation
with macrophages, yeast cells were recovered from the culture
media or from macrophage pellets as described previously (Tav-
ares et al., 2007) with some modifications; fungal RNA was ex-
tracted following mechanical disruption of cells with maceration
in liquid N,; the resulting powder was defrosted in TRIzol (Invitro-
gen) and processed as already described. All DNA-free RNA sam-
ples were quantified using a NanoDrop apparatus (Thermo
Scientific, USA), analyzed for integrity in formaldehyde agarose
gels and stored at —70 °C in DEPC-treated water.

2.3. PbGP70 gene cloning and sequence analysis

A 384-bp genomic DNA fragment from the P. brasiliensis isolate
01 (Pb01) was amplified using degenerated oligonucleotides corre-
sponding to peptides obtained by microsequencing of the 70 kDa
glycoprotein (gp70) from Pb01 (Feitosa et al., 2007). After sequenc-
ing, specific primers for the 384-bp flanking regions were designed
(Table 1), and a similar-sized fragment was amplified using geno-
mic DNA from Pb18. The 3’ end of this amplicon showed 97% sim-
ilarity with the 5 end of EST 111-F10 from the Pb18 Expressed
Sequence Tags databank (Goldman et al., 2003). A specific primer

Table 1
Primers used in PCR, cloning and quantitative RT-PCR.

P. brasiliensis genes

PbGP70 384-pb

Primer sequence (5’ -3')

5" GAG GTA AAC GAG CTG TTC GAT 3’ forward

5 TAT ATT CAC TTC GTT TAT GTA GAC 3’ reverse

5" GGG AAA AAT TGG CCA AGG 3’ forward

5" GAC ATA TTA TAC GGT TTT AGT GTT G 3’ reverse
5 ATA CGA ATT CAA TGG GAA AAA TTG GC 3’ forward
5 TAG CGT CGA CTT ATA CGG TTT TAG T 3’ reverse
5" TAG CAC TAG TTT AGA CCA AGG AAA TG 3’ reverse
5" GGA CTG GAA GGG AAC CGA ATC GCC 3’ reverse

5’ CGA GAA TGC TCA AGA AAG CAA TAG 3’ reverse

5" AGA TTG AGC GAG GGC CAT TTC CTT 3’ forward

5" CAA GCG CTG CTC TTC TTC CAT TCT 3’ reverse

PbGP70 S1
PbGP70 Expr1

PbGP70 Expr3
PbGP70 S4
PbGP70 SE3
PbGP70 SE1/E2

PbGP43 5" TGG GAC ACC TTT ATC ACT 3’ forward
5’ TTT GAT CGT GTC ACC CTT 3’ reverse
o-TUB 5" CGG CTA ATG GAA AAT ACA TGG C 3’ forward
5" GTC TTG GCC TTG AGA GAT GCA 3’ reverse
PbCAM 5" ATCTCTCGCTATGGCCGACTCTTT 3’ forward

5" TTTGTCCCAAAGACCGATCACAG 3’ reverse
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pair S1 (Fig. 1B and Table 1) was then designed corresponding to
the 5 end of the 384-bp fragment and the 3’ end of EST-111-F10
(Fig. 1A). Primer pair S1 was used to obtain genomic and cDNA se-
quences. We managed to amplify a genomic PCR product of
2154 bp, which was fully sequenced by primer-walking from the
end to the middle of the sequence using specific overlapped prim-
ers SE1/SE1, SE3 and S4 (Table 1 and Fig. 1B). The PCR products
were purified using Wizard PCR and Gel Clean-up Kit (Promega)
and cloned into pGEM-T Easy Vector (Promega), according to the
manufacturer’s instructions, for maintenance and sequencing.
Nucleotide sequencing was carried out in the facilities of the Cen-
ter of Human Genome at S3o Paulo University. The sequences were
analyzed with Sequence Analyzer software Chromas 2.0. Se-
quences were compared with those of the National Center for Bio-
technology Information (NCBI) through the GenBank database and
the BLAST network service and analyzed with the EditSeq, SeqMan,
MegaAlign and Protean programs of the Lasergene System (DNA-
star Inc., Madison, Wis.). After exhaustive sequence analysis, it
was clear that there were no introns in the gene, as recently con-
firmed in the PADG_06694.1 locus of the Pb18 Genome databank
(URL:http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoc-
cidioides_brasiliensis/GeneDetails.html?sp=S7000001960945371).
Therefore, genomic inserts were used for heterologous expression
of the corresponding protein. On the other hand, reverse transcrip-
tion reactions were carried out using SuperScript Il RNAse H RT Kit
(Invitrogen), 2.5 pg of DNA-free RNA from Pb18 and either oligo-
DT or 3’ S1 to amplify the first strand. Despite many efforts, we
never managed to clone the corresponding cDNA.

2.4. In silico analysis of the PbGP70 gene sequence and 5' intergenic
region

Sequences retrieved from the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) through the GenBank database and the BLAST
networks were analyzed with the EditSeq and MegaAlign programs
of the Lasergene System (DNAstar Inc., Madison, Wis.) using Clu-
stalW alignment. Jameson-Wolff antigenic index, Kyte-Doolittle
hydrophilicity plot, Eisenberg’s alpha helix amphipathic regions,
Emini’s surface probability plot and the Sette major histocompati-
bility complex (MHC)II motif method were analyzed and graphi-
cally shown by the Protean program (protein sequence analysis)
of Lasergene biocomputing (DNASTAR Inc., Madison, Wis.).

The putative gp70 amino acid sequence was also analyzed for
the presence of signal peptide using SignalP and TargelP algo-
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rithms (URL: http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ and http://
www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) and for the presence of con-
served domains according to Conserved Domain Search in BLAST
network service (URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsb.cgi). Analyses of the 5 promoter region in the PbGP70
gene were carried out using the TFSEARCH computer program
(http://molsunl.cbrc.aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html).

2.5. P. brasiliensis cell extracts

Yeast cells were scraped from solid medium and washed in
Tris-Ca?* buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8.8, 2 mM CaCl,) containing
protease inhibitors N-o-p-tosyl-i-lysine chloromethylketone
(50 pg/mL), 4 mM phenylmethyl-sulfonylfluoride (PMSF), 5 mM
iodoacetamide, 1 mM EDTA and leupeptin (20 pg/mL). Cells were
collected by centrifugation at 5000 g for 5 min, frozen in liquid
nitrogen and disrupted by maceration. The cellular extract was agi-
tated in a vortex for 15 min at 4 °C, centrifuged at 12,000g during
20 min, and the supernatant was kept at —70 °C (Feitosa et al.,
2007).

2.6. Expression of recombinant Pbgp70 partial protein

A 946-bp fragment from the 5’ coding region from PbGP70
(boxed in Fig. 3A) was obtained by PCR with primers Expr1/Expr3
(Fig. 1B; Table 1), which contained EcoRI and Spel restriction sites.
The amplicon was cloned into pGEM-T and subcloned in the EcoRI/
Spel sites of the expression vector pHIS3 (Sheffield et al., 1999), in-
frame with the sequence encoding a Hg tag. The resulting construct
was called pHISgp70. Plasmid pHisgp70 was used to transform
Escherichia coli DH5o for maintenance and amplification, from
which positive clones were selected for resistance to ampicillin.
Correct in-frame ligation was checked by endonuclease restriction
and sequencing. Selected plasmids were inserted into E. coli BL21/
pLysS (Novagen) for IPTG (isopropyl-p-p-thiogalactopyranoside)-
induced protein expression. For purification of recombinant pro-
tein Pbgp70 (rPbgp70), individual bacterial clones were cultivated
overnight at 37 °C under agitation in LB medium (Merck) contain-
ing ampicillin (100 pg/mL) and chloramphenicol (37 pg/mL). An
aliquot of this initial culture was diluted 1:100 in fresh medium
and grown to an Aggg of 0.6. At this point, protein expression was
induced for 4 h with 0.5 mM IPTG. Bacterial cells were centrifuged
(10,000g, 5 min) and resuspended in 50 mM Tris-HCI (pH 7.0),
0.2 M Nacl, 10% sucrose, 1 mM PMSF and disrupted by sonication
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Fig. 1. PbGP70 cloning strategy. (A) Schematic representation of the alignment between the 384-bp amplicon from Pb18 (pbgp70), obtained with specific primers encoding
gp70 peptides, and EST 111-F10 5’ and 3’ fragments, as achieved by in silico screening of the Pb18 EST DataBank. Dotted lines represent the missing sequence of EST 111-F10.
(B) Schematic representation of the PbGP70 ORF, 5’ and 3’ intergenic regions; head arrows indicate the localization of the primers used in this work. (C) Agarose gel stained
with ethidium bromide showing the PCR genomic product with the primers S1F/S1R corresponding to the PbGP70 gene. Lane 1, DNA ladder and lane 2, 2.15-kb fragment

(PbGP70 gene).
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Fig. 2. Alignment of the deduced amino acid sequence of PbGP70 gene and fungal homologs. Comparison, by ClustalW method (MegaAlign module, DNAstar Inc.), of the
deduced amino acid sequence of PbGP70 from P. brasiliensis and reported sequences from other fungi in the GenBank (NCBI-BLAST): H. capsulatum (XP_001542128.1), C.
immitis (XP_001243766.1) and A. fumigatus (XP_75906.1). Black-filled boxes indicate conserved amino acids and blue boxes indicate amino acids from native gp70 obtained
by microsequencing; putative T-cell epitopes in P. brasiliensis sequence are green-boxed. Red underline indicates putative N-glycosylation sites, and purple underline

indicates the GXGXGX motif that is characteristic of flavoproteins.

for 5min (15-s pulses alternated with 15s in ice). Precipitates
were pelleted by centrifugation (10,000g, 5 min), suspended in
100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0) containing 8 M urea
and centrifuged. The supernatant was chromatographed in Ni-
nitrilotriacetic acid (NTA) columns (QIAGEN), according to the
manufacturer’s instructions. The rPbgp70 fractions eluted at pH
4.5 with NaH,PO4 (100 mM), Tris-Cl (10 mM) and 8 M urea buffer
were pooled for further use. Fractions eluted at pH 6.3 and 5.9 were
discarded.

2.7. Rabbit immunization, antibody purification and Western
immunoblotting

Ni-NTA-eluted rPbgp70 (about 300 pig) was fractionated in
preparative SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
(Laemmili, 1970) followed by Coomassie blue staining. The
35kDa corresponding bands were excised from the gels, de-

stained, homogenized in PBS and immediately inoculated subcu-
taneously on the shaved backs of rabbits at several spots. The
same procedure was followed twice every 20 days, and at 30 days
and 45 days after the first immunization, rabbits were bled, and
the serum was separated, tested and aliquoted at —20 °C. The rab-
bits were also bled before immunization to obtain pre-immune
sera. Polyclonal rabbit immunoglobulin G (IgG) anti-rPbgp70
was purified from both pre-immune and immune sera in protein
A-Sepharose (Pharmacia) and checked for purity as described (Ba-
tista et al., 2006). Western immunoblotting reactions with sera
from hyperimmune rabbits or patients with PCM were carried
out for 2h at room temperature under agitation, after which
membranes were washed, for 10 min each, five times with 0.2%
Tween 20 in PBS and incubated for 1 h at room temperature with
goat anti-rabbit or horse anti-human Ig conjugated to peroxidase
(Bio-Rad). The reactions were developed with an enhanced
chemiluminescence kit (Pierce). Total cell extracts of P. brasiliensis
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complex motif. Analyses by the Protean module, DNAstar Inc.

were tested at 150 pg/lane. As positive control, we used anti-na-
tive gp70 MADbC5F11 at 20 pg/mL and goat anti-mouse Ig conju-
gated to peroxidase (Bio-Rad). The reactions were developed
with an enhanced chemiluminescence kit (Pierce).

2.8. Confocal analysis

Labeling for fluorescence microscopy was performed as previ-
ously described with modifications (Batista et al., 2006). P. brasili-
ensis yeast cells (3 x 105, all viable) were fixed in cold methanol for
30 min in the dark and incubated with 3% (wt/vol) BSA in PBS
(blocking buffer) for 16 h at 4 °C. Next, they were washed three
times with PBS and then incubated with 20 pg/mL of anti-native
gp70 MAbC5F11 for 3 h at room temperature followed by incuba-
tion with 100 pg/mL of affinity-purified anti-rPbgp70 or pre-im-
mune polyclonal rabbit IgG (negative control) for 3 h at room
temperature. Between each step, fungal cells were washed six
times with PBS. The cells were incubated for 1 h in the dark with
fluorescein iso-thiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-rabbit IgG
(Jackson Immunoresearch, WestGrove, PA), tetramethyl rhoda-
mine iso-thiocyanate (TRITC)-conjugated goat anti-mouse IgG
(Jackson Immunoresearch, WestGrove, PA) and DAPI (4'-6-Diami-
dino-2-phenylindole di-lactate, Invitrogen), all of them diluted
1:50 in blocking buffer. A drop of 10 pl of each suspension was
mounted on glass slides with 80% glycerol, and the slides were
sealed with nail polish. Labeling was analyzed in laser scanning
confocal microscope LSM-510 NLO (Carl Zeiss, Jena, Germany).

2.9. Incubation of murine macrophages with P. brasiliensis

Murine bone marrow-derived macrophages (BMM) were gener-
ated as previously described (Zamboni and Rabinovitch, 2003)
from 6- to 8-week-old BALB/c mice. Cultures were kept at 37 °C

in the presence of 5% CO, in RPMI supplemented with 10% fetal bo-
vine (R10) serum and 5% of conditioned medium from cultures of
1929 cells known to be high producers of GM-CSF. Differentiated
macrophages were counted and plated at 2 x 10° cells per
75 cm? bottles and kept at 37 °C in the presence of 5% CO- in RPMI
supplemented with 10% fetal bovine serum. Macrophage monolay-
ers were infected, as previously described (Brummer et al., 1989),
with Pb18 yeast cells at a ratio of 1:5 (macrophage/yeast) and incu-
bated at 37 °C with 5% CO, atmosphere in R10 media. As controls,
yeast cells were incubated as described earlier without macro-
phage monolayers and macrophage monolayers without yeast
cells. At each time point of the assay (6 h, 12 h, 24 h or 48 h), extra-
cellular and weakly adherent fungi were removed by washing with
pre-warmed RPMI and collected by centrifugation for further RNA
extraction. Macrophages were then lysed with H,O0 MilliQ (hypo-
tonic solution) for 30 min, and intact yeast cells were harvested
by centrifugation and immediately processed for total RNA isola-
tion, as described earlier (Tavares et al, 2007, with some
modifications).

2.10. Quantitative real-time RT-PCR

For experiments of quantitative real-time RT-PCR, we used a
Syber Green detection system (Applied Biosystems, USA). For
detection of PbGP70 expression levels, the reactions were carried
out using 2 uM of SE1/E2 primers (as target) and alpha-chain tubu-
lin (o-tub) primers as endogenous control (Table 1), 10 pL of the
Syber Green PCR master mix (Applied Biosystems) and 3 pL of
cDNA. Cycling was carried out in an ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, USA) starting with one
cycle of 50 °C (2 min) and 95 °C (1 min), followed by 40 cycles at
95°C (15s) and 60 °C (1 min). The dissociation curve was deter-
mined with an additional cycle of 95°C (15s), 60 °C (20s) and
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95° (15 s). Reactions were performed in triplicates, and the endog-
enous control (a-tub) was used as calibrator. Basic procedures and
calculations were performed as described by Semighini et al.
(2002).

2.11. Southern blot analysis

Standard conditions for electrophoresis and Southern blotting
analysis were used (Sambrook et al., 1989). Total PCR products from
P. brasiliensis genomic DNA (control) or RT-PCR product from P. bra-
siliensis RNA extracted from 5-day-old and 14-day-old cultures
were hybridized with radio labeled probe SE1/E2, a PCR product
of genomic DNA with SE1/E2 primers (Table 1). High-stringency
conditions were used. Hybridizations were carried out at 42 °C,
16 h, in formamide (50%), 1x SSC, NaCl (0.15 M), sodium citrate
(0.015 M) buffer, 5x Denhardt’s solution, herring sperm DNA
(100 pg/mL) and SDS (0.1%), followed by washes in 2x SSC/SDS
(0.1%) at 42 °C and 1x SSC/SDS (0.1%) at 56 °C (twice, for 30 min).
Membranes were exposed to X-ray films for 16 h at —70 °C.

2.12. Statistical analysis

Results were expressed as the mean + the standard deviations
(SD). Data were analyzed by unpaired Student’s t test with Welch’s
correction (two-tailed) used for comparison of the two groups
when the data met the assumptions of the t tests. Analysis of var-
iance (ANOVA) followed by the Tukey-Kramer test was sometimes
applied (INSTAT software, GraphPad, San Diego, CA). P values un-
der 0.05 indicated statistical significance.

3. Results
3.1. Cloning and characterization of the PbGP70 gene

The strategy for cloning the PbGP70 gene is described in detail
in materials and methods. A 384-bp PCR fragment from Pb18
was amplified using primers corresponding to internal peptides
from purified gp70. The 3’ sequence of this amplicon was then
found within a 424-bp 5’ fragment from EST 111-F10 deposited
in the Pb18 EST databank (Goldman et al.,, 2003). A schematic
drawing of the contig obtained is shown in Fig. 1A. Specific primers
from the amplicon 5’ sequence and the 3’ end from EST 111-F10
were used to amplify the full sequence using total DNA from
Pb18 as template and the primer-walking strategy to sequence
the PCR product.

The putative PbGP70 ORF lies within a 2154-bp fragment with-
out introns (Fig. 1B). This sequence has been later confirmed in the
Pb18 (locus PADG_06694.1) and Pb3 (locus PABG_06019.1) se-
quences of the Genome Database (http://www.broadinstitute.org/
annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/Multi-
Home.html). In Pb01, which probably belongs to a different species
(Teixeira et al., 2009), the homologous gene (locus PAAG_05352)
has one intron at the 5’ end. Fig. 1C shows the 2154-bp genomic
DNA fragment from Pb18 amplified with the primer pair S1.

The original in silico analysis of the 2154-bp sequence at the
GenBank database showed high identity of the deduced protein
with hypothetical proteins from H. capsulatum, C. immitis, Aspergil-
lus fumigatus and A. clavatus, which are phylogenetically closer to
P. brasiliensis (Fig. 2). Recently, through comparative in silico
analysis, this protein has been annotated as a member of the flavo-
protein monooxygenase family in the Pb18 Genome Database
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/paracoccidioides_
brasiliensis/GeneDetails.html?sp=57000001960945371). Accord-
ingly, we found in the Pbgp70 deduced sequence a GXGXGX motif
(purple underlined in Fig. 2) reported as conformational domain

that allows the co-factors NAD or FAD to bind to the flavopro-
tein-oxygenases (Van Berkel et al., 2006).

The translated Pbgp70 protein contains 718 amino acids, a de-
duced molecular mass of about 79 kDa and an acidic isoelectric
point (pl) of 5.87 (Fig. 3A). In addition, we identified two potential
N-glycosylation sites (Asp-X-Ser/Thr). Immunoblotting analysis
using Pb18 cell extracts treated with endoglycosidase H and spe-
cific monoclonal antibodies anti-gp70 (MAbC5F11) confirmed that
gp70 is N-glycosylated; in the deglycosylated form, gp70 has an
estimated molecular mass of about 61 kDa (data not shown).

The alignment of the deduced Pbgp70 amino acid sequence
with homologous sequences from H. capsulatum, C. immitis and A.
fumigatus showed that the region between aa 105 and aa 404 con-
tains conserved domains (Fig. 2). The internal peptides identified in
the native gp70 protein can be seen in all sequences. There are two
predicted mouse T-cell epitopes in the N-terminal half of the pre-
dicted protein (ARTMSSRTSISS and LSLPQGLGLPSA): both are con-
served in H. capsulatum, and only one is conserved in C. immitis and
A. fumigatus (Figs. 2 and 3). Besides, as shown by the Kyte-Doolittle
hydrophilicity-plot, the molecule is predominantly hydrophilic.
Therefore, the deduced Pbgp70 protein has high antigenic index
mainly located at the N-terminal half (Fig. 3A). High antigenic in-
dex would be expected, since 96% of the PCM patients’ sera can rec-
ognize native gp70 (Silva et al., 2004).

3.2. Heterologous expression of partial PbGP70 and localization of the
corresponding protein

To achieve heterologous expression of the Pbgp70 recombinant
protein, we chose to express the N-terminal half, considering that
it includes the highest antigenic peaks, T-cell putative epitopes
and conserved regions; it also includes the peptides identified in
native gp70 and the putative N-glycosylation sites, as boxed in
Fig. 3A. Therefore, a histidine-tagged N-terminal region of Pbgp70
(315 amino acids, 35.12 kDa) was expressed as a major insoluble
cytoplasmic protein of estimated molecular mass of about
35 kDa, as demonstrated by SDS-PAGE (Fig. 4A). The recombinant
protein (rPbgp70) was partially purified in Ni-NTA columns
(Fig. 4A, lane 4), and the corresponding SDS-PAGE band was cut
off the gel and used to immunize rabbits. Anti-rPbgp70 showed
titers of 1:800 when tested by immunoblotting against small
amounts of the corresponding recombinant protein (Fig. 4A - low-
er panel). More importantly, anti-rPbgp70 rabbit immune serum
reacted with a 70-kDa component in total cell extract of Pb18,
which migrated similarly to native gp70 reacting with anti-gp70
MADC5F11 (Fig. 4B). Conversely, MAbC5F11 recognized the Pbgp70
recombinant protein (Fig. 4C). These results strongly suggested
that the gene we here characterized corresponds to that encoding
gp70. In addition, we observed that the recombinant protein was
recognized by five out of seven PCM patients’ sera (Fig. 4D).

To confirm these previous findings, we performed confocal
microscopy of Pb18 yeast cells and both anti-rPbgp70 polyclonal
IgG purified in protein A-Sepharose columns from rabbit’s sera (la-
beled green with anti-IgG rabbit-FITC) and anti-native gp70
MADbC5F11 (labeled red with anti-IgG mouse-TRITC). Cytoplasm
localization of the protein in yeast cells has been evidenced in
two frames of longitudinal images, one at 3 pm, showing strong
blue DAPI labeling in the nuclei (Fig. 5A), and another at 7 pm
which shows strong labeling of the cell cytoplasm with each of
the antibodies. Image merge resulted in strong co-localization at
this compartment, as seen by the orange color (Fig. 5B). In a couple
of regions of the cytoplasm, it was possible to observe some points
strongly labeled in a similar manner by both antibodies (Fig. 5B),
suggesting an accumulation of gp70 in some regions. These results
experimentally confirm that the gene characterized in the present
work corresponds to the PbGP70 gene.
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Fig. 4. Expression of partial Pbgp70 recombinant protein and immunological reactivity. (A) Upper panel shows Coomassie blue-stained 12% SDS-PAGE: lane 1, molecular
weight marker (in kDa); total E. coli BL21/pLys extracts from bacteria transformed with pHISgp70 before (lane 2) and after 4 h (lane 3) expression induction; lane 4, rPbgp70
eluted from Ni-NTA columns with pH 4.5 buffer. Lower panel: titration of anti-rPbgp70 rabbit immune sera (1:100-1:800) in immunoblotting using rPbgp70 as substrate. Pre
1:100, pre-immune rabbit’s serum at 1:100 used as control. (B) Immunoblotting reactivity of anti-rPbgp70 rabbit immune sera (Poly 1:100 and 1:200) or pre-immune serum
(1:100) with 150 pg of P. brasiliensis total cell extract; C+, anti-native gp70 MAbC5F11 (20 ng/mL) reactivity with total cell extract; (C) Immunoblotting reactivity of anti-
native gp70 MAbC5F11(20 pg/mL and 10 pg/mL) with rPbgp70; C+, MAbC5F11 (20 pg/mL) reactivity with total cell extract from P. brasiliensis. (D) Seven serum samples from
PCM patients (1-7) were tested in immunoblotting assays against rPbgp70. C+, anti-rPbgp70 rabbit immune serum at 1:200. There was no reaction between sera from
healthy individuals and rPbgp70. Arrows indicate the 70 kDa or 35 kDa reacting bands.
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Fig. 5. Co-localization of native gp70 and the PbGP70 gene product by confocal microscopy of P. brasiliensis yeast cells. Upper (3 pm longitudinal image) and lower (7 pm
longitudinal sections) panels evidence strong cytoplasm staining with both rabbit IgG anti-rPbgp70 conjugated with FITC (green) and anti-native gp70 mouse MAbC5F11
conjugated with TRITC (red). Merged images in both panels show co-localization of the labels (yellow-orange). Blue images are nuclei stained with DAPI. Controls with pre-
immune rabbit serum and irrelevant MADb IgG were negative.

3.3. Role of PbGP70 gene in the oxidative stress and fungal growth aist.go.jp/research/db/TFSEARCH.html) suggested the presence of
predicted transcription elements conserved among eukaryotes,

In silico analysis of the 5’ intergenic region of the PbGP70 gene such as HSF, ADR-1 and GATA-binding sequences (data not shown).
using the TFSEARCH computer program (http://molsunl.cbrc. Active HSF (heat shock factors) binding elements in yeast are
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present in promoter regions of genes expressed under stress condi-
tions as thermal, nutritional, oxidative and/or nutritional privation
(Ruis and Schiiller, 1995). The ADR-1 (alcohol dehydoregenase-1)
motif is involved in glycerol, ethanol and fat acid metabolism in
eukaryotes. In addition, it is also present in the promoter region
of genes up-regulated under nutritional and oxidative stress in
yeast (Gasch et al,, 2000). GATA elements act in fungi control,
among other functions, of nitrogen metabolism and nitrosative
stress responses (Scazzocchio, 2000; Marzluf, 1997). These data
and the recent classification of Pbgp70 into the flavoprotein mono-
oxygenase family prompted us to investigate whether the PbGP70
mRNA accumulation would increase under oxidative and nutri-
tional stress conditions.

Oxidative stress was induced by adding different concentrations
of H,0, in Pb18 cultures, and 1 hour later total RNA was isolated
for further real-time RT-PCR analyses. Fig. 6A shows that there
was significant mRNA accumulation increase (about 12.5-fold)
upon addition of 1 mM of H,0,; higher concentrations resulted
in decrease in a dose-dependent way. We speculated if H,O, con-
centrations higher than 2.5 mM could be toxic to the fungus and
could impair cell functions after 1 hour of contact, although it
has not been observed to decrease fungal viability. These results
suggested that the gp70 participates in the oxidative stress re-
sponse of P. brasiliensis.
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To investigate whether the fungal growth and consequent
nutritional stress would stimulate PbGP70 expression, mRNA accu-
mulation was followed during 14 days of growth in complex med-
ium (Fig. 6B). It is possible to observe significant mRNA increase
after the 8th day of growth, but the peak was reached at 14 days
(11-fold increase). To confirm this result, we carried out Southern
blot assays with the PbGP70 RT-PCR product obtained with mRNA
from 5- and 14-day cultures, using the same real-time PCR primers
used in Fig. 6A (Fig. 6C). Note that the PbGP70 mRNA band was vis-
ibly more intense at 14 days (at least 10 times more than at
5 days), suggesting its participation in fungal growth.

In order to investigate the role of PbGP70 in a more physiolog-
ical stress situation, we incubated Pb18 yeast cells with non-acti-
vated bone-marrow-derived macrophages and carried out
phagocytosis assays. At the indicated time points in Fig. 6D, total
RNA was isolated from the internalized or macrophage-bound
and not-bound Pb18 cells. In the internalized or macrophage-
bound cells, an increase in mRNA accumulation could be observed
at 12 h and 24 h after the beginning of the experiment, but there
was a decrease at 48 h (Fig. 6D - white bars). Conversely, in not-
bound yeasts, the expression levels enhanced significantly at
48 h (Fig. 6D - back bars). The remarkable accumulation of PbGP70
transcript observed at 6 h in the Pb18 + R10 group might be due to
the culture medium exchange from YPD to R10, which contains
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Fig. 6. PbGP70 gene expression assays determined by real-time RT-PCR and Southern blot. (A) PbGP70 gene expression evaluation under oxidative stress of 1 hour after the
addition of the indicated concentrations of H,0, to P. brasiliensis yeast cell cultures. Significance: p < 0.05 and ~p < 0.01 were obtained when comparing control groups not
exposed to H,0,. (B) PbGP70 gene expression during growth of P. brasiliensis yeast cells in liquid cultures. Significance: 'p <0.05, “"p <0.01 and ~p <0.001 were obtained
when compared with the 4-day growth group. (C) Southern blot analysis of RT-PCR products with SE1/E2 primers and total RNA extracted from P. brasiliensis cells at 5 and
14 days of growth; (-RT), reactions carried out in the absence of reverse transcriptase (negative controls); (+RT), reactions carried out in the presence of reverse transcriptase.
(C+), genomic PCR product with primers SE1/E2 (positive control). SE1/E2 fragment produced by PCR using genomic DNA was used as probe. (D) PbGP70 gene expression after
the incubation of P. brasiliensis yeast cells with murine BMM at the indicated time points. YPD, expression in P. brasiliensis yeast cells grown in YPD media prior to incubation
in R10 medium (control). R10, expression in P. brasiliensis yeast cells incubated in R10 medium in the absence of BMM (control). Pb + M@ Not Att expression in non-bound P.
brasiliensis; Pb + M@ Att expression in P. brasiliensis bound or internalized by BMM. Significance: ‘p < 0.05, "p <0.001 and ""p < 0.001 were obtained when compared with the
R10 Oh group. Results are representative of at least two individual experiments.
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10% FBS, suggesting that the serum itself probably stimulates
PbGP70 gene expression in the early stages of the assay.

4. Discussion

The focus of the present work is the glycoprotein gp70 from
P. brasiliensis, which is recognized by 96% of the sera from un-
treated patients suffering from PCM (Camargo et al., 1989). This
important molecule not only is a marker for active disease, but also
has in vitro immunomodulatory abilities, including induction of
lymphoproliferative responses when tested with PCM patients’
lymphocytes (Benard et al., 1997) and down-regulation of perito-
neal macrophage functions such as phagocytosis, NO and H,0,
production, as demonstrated previously by our group (Grosso
et al., 2003). In vivo, MAbC5F11 monoclonal antibody anti-gp70
conferred immunoprotection when administrated in the beginning
and during PCM infection in mice. Hence, gp70 blockade somehow
prevents the infection, reinforcing its role in pathogenesis.

Presently, we managed to unravel the nature of the gp70 anti-
gen by cloning and characterizing its gene. We expressed the
N-terminal half of PbGP70 in bacteria (rPbgp70), raised polyclonal
anti-rPbgp70 and used these biological tools to confirm immuno-
logical identity. Anti-native gp70 MAbC5F11 recognized the partial
35-kDa recombinant protein as much as polyclonal IgG anti-
rPbgp70 recognized the 70-kDa component corresponding to
gp70 in total cell extract from P. brasiliensis. More importantly,
confocal microscopy showed co-localization of gp70 and the com-
ponent recognized by anti-rPbgp70. There was intense and pre-
dominantly cytoplasm staining with both anti-rPbgp70 and
MADC5F11, confirming previous findings (Grosso et al., 2003) and
providing strong evidence that the cloned PbGP70 gene encodes
the gp70 antigen.

The PbGP70 has no introns in Pb18 and Pb3 and encodes a pro-
tein sequence of 718 amino acids. In that sequence, we found the
presence of (i) gp70 native peptides; (ii) two putative sites for
N-glycosylation; (iii) high antigenicity and hydrophilicity index;
(iv) two putative T-cell epitopes. These features were concentrated
in the expressed N-terminal half of Pbgp70. Hence, it was not
surprising that rPbgp70 was recognized in immunoblotting by 5
out of 7 PCM patients’ sera, showing its possible application as
an additional tool in PCM diagnosis.

One important finding was the presence of two potential T-cell
epitopes in the Pbgp70 sequence. It is well established that cellular
immune response to P. brasiliensis is protective in humans (Brum-
mer et al., 1993; Franco et al., 1993) and in murine models (Cano
et al., 1995; Calich et al., 1985; Travassos et al., 2004b). Studies
with T-cell epitopes derived from gp43 are promising to develop
new strategies of PCM immunotherapy (Marques et al., 2008; Ta-
borda et al.,, 2004), as well as a vaccine for PCM (Braga et al.,
2009; Travassos et al., 2008). Thus, further studies using synthetic
peptides corresponding to the two T-cell epitopes found in Pbgp70
sequence would be necessary. We speculate that as these epitopes
are conserved among the protein homologs in other fungal species
phylogenetically close to P. brasiliensis, it might be relevant to carry
out studies aiming at the development of a polyvalent vaccine to
systemic mycosis.

An intriguing point in the present findings is that the esti-
mated molecular weight of the deduced Pbgp70 protein is about
79 kDa. In addition, gp70 looses about 9 kDa after endoglycosi-
dase H-mediated N-deglycosylation (data not shown). One possi-
ble explanation for these differences is the fact that some proteins
undergo post-translational modifications resulting in loss of ami-
noacid residues. This is the case of GPI modifications in proteins
having a glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) membrane anchor
(Yan et al., 1998) or even of endoproteolytic processing that is re-

quired to generate proteins in a mature and biologically active
form. This cleavage generally occurs at sites containing motifs
of basic amino acids often paired basic residues. The first known
eukaryotic enzyme with this ability was kexin (EC 3.4.21.61), a
subtilisin-like serine protease that is encoded by the kex2 gene
from Saccharomyces cerevisiae (Van de Ven et al., 1993). In Phan-
erochaete chrysosporium, an environmental basidiomycete, the
dibasic pair of amino acids motifs, that are cleavage sites for
kex, are present in the deduced sequence of the 1,4-benzoqui-
none reductase, which is also a member of the flavoprotein fam-
ily. In this protein, kex processing results in loss of 71 amino
acids (Akileswaran et al., 1999). In P. brasiliensis, the gene encod-
ing a kexin-like protein was identified and presents homologous
functions to S. cerevisiae kexin (Torres et al., 2008). Thus, gp70
may be a potential target for kexin protein.

The annotation of the Pbgp70 deduced protein in the P. brasili-
ensis genome at the Broad Institute site has recently been updated
from hypothetical protein to a member of the flavoprotein mono-
oxygenase family. Before that piece of information was released,
we tried to understand a possible role for gp70 in the biology of
P. brasiliensis by investigating the expression regulation of the
PbGP70 gene. Computer analysis of the 5 intergenic region pre-
dicted the presence of transcription factor binding sites for, among
others, HSF, ADR-1 and GATA sequences (data not shown), all of
them related to a variety of stress responses in fungi (Ruis and
Schiiller, 1995; Yamamoto et al., 2005). Present real-time RT-PCR
results suggested that the PbGP70 gene was overexpressed upon
exposure to hydrogen peroxide (oxidative stress) and with time
during growth (nutritional stress). It is of note that in P. brasiliensis,
PbY20 is an intracellular, cytoplasmatic, yeast-phase specific mol-
ecule that has recently been characterized as a member of the fla-
vin mononucleotide flavodoxin-like WrbA family (Daher et al.,
2005). The gene encoding this protein also showed increased
expression in cells under oxidative stress induced by H,0,.

A more physiological approach of stress situation was also
investigated by incubating Pb18 yeast cells with non-activated
bone-marrow-derived macrophages. After 12 h of incubation, it
was possible to detect increased accumulation of the PbGP70 tran-
script that was directly related to interaction with macrophages.
After 48 h, unbound yeasts also had up-regulated PbGP70 expres-
sion. Control assays showed that the gene was also probably regu-
lated by serum factors, as suggested by the accumulation increase
after 6 h in the absence of macrophages. These results could be ex-
plained as follows: the bound/internalized yeasts had an increased
PbGP70 expression in response to basal intracellular levels of NOS
and ROS produced by the macrophages. After 48 h of contact, these
reactive compounds were released in the supernatant, which in-
duced PbGP70 expression in not-bound cells. As mentioned above,
the PbGP70 gene was annotated as a member of the flavoprotein
monooxygenase gene family; since these proteins are mainly re-
lated to anti-oxidative stress in fungi and bacteria (Van Berkel
et al.,, 2006; Haarer and Amberg, 2004; Fitzpatrick et al., 2003;
Massey, 2000), this putative function of gp70 could be reinforced
by our findings. Microarray analysis of Pb01 cells bound/internal-
ized by macrophages showed increased expression of genes com-
monly related with oxidative and nutritional stresses as Cu, Zu
superoxide dismutase (sod) and cystathionine beta-lyase (metG),
respectively (Tavares et al., 2007)

Together, these findings suggest that gp70 might play a dual
role in P. brasiliensis biology and infection. On the one hand, it
would elicit immune response in the host due to antigenic and
putative protective epitopes. On the other hand, gp70 might
act protecting the fungus against the oxidative stress generated
during growth or by the host immune responses, as in phagocy-
tosis. Further investigation is necessary to prove these
hypotheses.
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