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RESUMO:

A paracoccidioidomicose é micose sistémica causada pelo fungo dimérfico
Paracoccidioides brasiliensis. As manifesta¢cfes clinicas incluem desde formas
localizadas até doenca disseminada que pode evoluir para letalidade, dependendo
provavelmente da relagcdo entre a viruléncia do fungo, a resposta imunologica e a
habilidade deste em interagir com as estruturas superficiais do hospedeiro e
invadir células epiteliais e mononucleares. P. brasiliensis tem a capacidade de
invadir células epiteliais de linhagens humanas e animais, pode circunscrever 0s
sinais celulares via actina e tubulina para invadir células normalmente nao
fagociticas, assim como a citoqueratina parece desempenhar um importante
papel. Neste projeto foi estudado o comportamento de P. brasiliensis quanto ao
perfil de infeccdo aos queratindcitos e as células epiteliais pulmonares. Por outro
lado, identificou-se a expressao diferencial de RNAm e de proteinas quando o
fungo foi posto em contato com os dois tipos celulares, no intuito de caracterizar
genes diferencialmente expressos e proteinas durante a infeccdo de P.
brasiliensis. Verificou-se que a porcentagem de fungos que interagiu com os dois
tipos celulares foi bastante semelhante. No entanto, 0 mecanismo de interacéo
pode ser diferente, uma vez que as proteinas encontradas ligadas fracamente a
parede do fungo apresentaram diferencas significativas no perfil eletroforético. O
fungo apds o contato com as células NOK aparentemente induziu alteracdes
expressivas nas células, aparecendo prolongamentos celulares, fruto da provavel
alteracao do citoesqueleto em que actina pode estar envolvida, principalmente em
cinco e oito horas de infeccdo. Por outro lado, a técnica de RDA foi extremamente
atil, fornecendo-nos uma visdo global da situacdo da célula nas horas iniciais de
contato entre P. brasiliensis, pneumdcitos e queratinécitos. Os produtos destes
genes apresentaram homologia com 28 proteinas envolvidas nos diferentes
processos biologicos. Foram encontrados transcritos com varias fungdes, incluindo
a inducdo de citocinas, metabolismo de proteinas, metabolismo alternativo de
carbono, transporte de proteinas e de zinco e resposta de estresse durante o
contato do fungo com células. Foram encontradas proteinas que sugerem que a

levedura esta numa situacdo de estresse (RDS1), mas apesar disso, esta parece



estar proliferando e metabolicamente ativa (proteassoma, acetiladores de cadeia
curta, glicosamina isomerase e carreadores de ADP/ATP). Adicionalmente, vias
metabdlicas estdo sendo ativadas com o objetivo de eliminar substancias toxicas a
célula (Transportador de Zinco), sendo este dUltimo, alvo potencial para o
desenvolvimento de futuras drogas.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, RDA, gueratindcitos, pneumdcitos.



ABSTRACT:

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis caused by the dimorphic
fungus Paracoccidioides brasiliensis. Clinical manifestations range from localized
forms to disseminated disease that can progress to lethality, probably depending
on the relationship among the virulence of the fungus, the immune response, the
ability to interact with the surface structures and invade epithelial cells and
mononuclear cells of the host. In order to study the steps involved from the initial
contact of P. brasiliensis until the events of adhesion and invasion culminating in its
entry into the cell. Using this model, it was demonstrated that not only P.
brasiliensis has the ability to invade human and animal epithelial cells, as
correlated for the first time, the degree of virulence with the adhesion ability of the
isolates. Among the components of the cytoskeleton, P. brasiliensis probably using
the actin and tubulin to invade cells, and cytokeratin seems to play an important
role. In this study, we evaluated the behavior of P. brasiliensis and the profile of
infection to keratinocytes and lung epithelial cells. Furthermore, we identified the
differential expression of mMRNA and protein when the fungus was placed in contact
with the two cell types in order to characterize differentially expressed genes and
proteins during P. brasiliensis infection. The percentage of fungi that interacted
with the two cell types was very similar. However, the mechanism of interaction
may be different, since the expressed proteins showed significant differences in
electrophoretic profile. We analyzed two cDNA populations of P. brasiliensis, one
obtained from contact between P. brasiliensis and pneumocytes, and other PB and
keratinocytes. Our analysis identified transcripts related to 28 proteins involved in
different biological processes. Transcripts were found with multiple functions
including induction of cytokines, protein metabolism, alternative carbon
metabolism, zinc transport proteins and stress response during contact with the
fungal cells. The proteins found suggest that the yeast is in a stress situation
(RDS1), but nevertheless, the yeast seems to be proliferating and metabolically
active (proteasome, acetylators short-chain glucosamine isomerase and e ADP /
ATP carriers). Additionally, metabolic pathways may be activated in order to



eliminate toxic substances from the cell (zinc transporter), the latter being a
potential target for the development of future drugs.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, RDA, keratinocytes, pneumocytes.
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l. INTRODUCAO:

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimoérfico, que pertence
taxonomicamente ao Reino Fungi, a Ordem Onygenales, na Familia
Ajellomycetaceae, formando um clado monofilético que inclui os géneros
Blastomyces, Emmonsia e Histoplasma (UNTEREINER et al., 2004). Matute et al.
(2006) estudaram 65 isolados de P. brasiliensis e os classificaram em trés
diferentes espécies filogenéticas, S1, PS2 e PS3 sendo a espécie S1, um grupo
parafilético encontrado no Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela, a
espécie PS2, um grupo monofilético encontrado no Brasil e Venezuela e a espécie
PS3, um grupo monofilético encontrado apenas na Colémbia. Carrero et al. (2008)
classificaram o isolado Pb0l1 separado dos demais, propondo uma nova espécie
filogenética. A correta taxonomia molecular deste fungo tem aberto novas
possibilidades para o estudo e o0 entendimento de suas relacdes
ecoepidemioldgicas com seus hospedeiros (BAGAGLI et al., 2006).

P. brasiliensis € um fungo termo-dependente, assim, a 25-27°C encontra-se
na fase miceliana, saprobiotica, com culturas de aspecto cotonoso, esbranquicado
e microscopicamente sdo observados filamentos hialinos, finos e septados. A fase
leveduriforme, a 35-37°C, constitui a forma parasitaria do fungo e, as células
encontradas sdo arredondadas, de parede dupla refringente e com multiplos
brotamentos caracteristicos (LACAZ, 1994).

A paracoccidioidomicose (PCM) é geograficamente limitada a América
Latina, com regifes de maior endemicidade, como o Brasil, Colombia, Venezuela,
seguidas por outras areas, de menor incidéncia, como Bolivia, Paraguai,
Argentina, Uruguai e outros territérios da América Central. Entretanto, outros
casos foram relatados fora desta area em geral com periodos longos de laténcia,
representando reativacdes enddgenas de focos infecciosos previamente
adquiridos nessas regides (MANNS et al., 1996). Pouco se sabe sobre o habitat
de P. brasiliensis, achados do fungo tém sido relatados em solo, agua e plantas
das areas endémicas, mais recentemente em tatus, mas nenhum desses estudos
até o momento pode estabelecer definitivamente seu nicho ecolégico (FRANCO et
al., 2000; BAGAGLI et al., 2006; BARROZO ET AL., 2010). Acredita-se que P.
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brasiliensis necessite de um reservatorio heterotérmico, capaz de manté-lo na fase
leveduriforme e, também, de manter a existéncia de um nicho no subsolo.

O fungo tem acesso ao organismo via inalagdo de propagulos da fase
miceliana, artroconidios e aleuroconidios, que invadem as vias aéreas terminais,
alvéolos e bronquiolos terminais, onde se transformam em células leveduriformes
(RESTREPO, 1985). Os individuos infectados por P. brasiliensis podem
permanecer assintomaticos ou desenvolver a doenca nas formas aguda/
subaguda ou cronica. A primeira acomete principalmente criancas e adolescentes,
mas eventualmente pode atingir individuos com até 35 anos de idade. A
distribuicdo da forma aguda / subaguda é semelhante em criancas dos géneros
masculino e feminino, causando principalmente linfadenomegalia, manifestacdes
digestivas, hepatoesplenomegalia, envolvimento 6steo-articular e lesdes cutaneas.
(SHIKANAI-YASUDA et al, 2006). A forma crbnica da doenca se manifesta em
individuos com faixa etaria entre 30 e 49 anos, atingindo indice de 15 homens
para cada mulher. Acredita-se que o menor nimero de mulheres com PCM esteja
relacionado ao efeito protetor exercido pelos horménios femininos. Em estudos
realizados em camundongos infectados intranasalmente, a transicdo dos conidios
foi observada no lavado bronco-alveolar para as formas intermediarias e
leveduriformes apds um periodo de 24 a 96 horas; esta transicdo ndo foi
observada no lavado bronco-alveolar de fémeas. Estes eventos “in vivo” s&o
consistentes com as observagbes epidemiolégicas e estudos “in vitro”
(RESTREPO et al.,, 1984; SALAZAR et al., 1998), sugerindo que horménios
femininos blogueiam a transi¢cdo, tornando as fémeas menos susceptiveis a
doenca (ARISTIZABAL et al., 1998). A forma crbnica pode progredir lentamente
podendo levar anos para sua implantacdo (SHIKANAI-YASUDA et al, 2006). O
principal alvo da PCM € a mucosa da via respiratoria baixa até a cavidade oral,
sendo considerada resultante da reativagdo do fungo a partir de focos que
permaneceram quiescentes durante anos (FRANCO, 1986). As manifestacdes
pulmonares estdo presentes em 90% e em até 25% dos casos, esses, podem ser
0 Unico ¢6rgao afetado. Mas, geralmente, a doenca envolve mais de um 0Orgao

simultaneamente, na apresentacdo multifocal, sendo pulmdes, mucosas e pele os
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sitios mais acometidos pela infeccdo (SHIKANAI-YASUDA et al, 2006). Durante a
PCM pode ocorrer um processo inflamatorio granulomatoso crénico, com
consequente fibrose. A resposta inflamatéria, em estagio avancado, leva a um
aumento substancial na producédo de citocinas, TNF-a e TGF-, que sdo capazes
de induzir o acumulo de colageno gerando alterac6es anatdmicas e funcionais nos
orgdos acometidos pela infeccdo podendo levar a perda da funcéo especifica,
principalmente no pulméo, glandulas adrenais, sistema nervoso central e pele,
além das mucosas (BENARD & MENDES-GIANNINI, 2009; SHIKANAI-YASUDA
et al, 2006).

P. brasiliensis tem como caracteristicas a capacidade de aderir, extravasar
e invadir barreiras impostas pelos tecidos do hospedeiro (MENDES-GIANNINI et
al. 1994; LOPES et al., 1985; LENZI et al., 2000), sintetizando varias substancias
gue participam direta ou indiretamente da relagao parasito-hospedeiro. A estrutura
antigénica de P. brasiliensis € bastante complexa; cerca de 60 componentes
soliveis foram descritos incluindo glicoproteinas e proteinas com e sem atividade
enzimatica (YARZABAL, 1982).

Esforcos no sentido de caracterizar a composicao antigénica e de identificar
um extrato espécie-especifico levaram diferentes autores a isolar a glicoproteina
de 43 kDa (gp43) considerada como molécula antigénica altamente especifica
para o diagnostico sorolégico da paracoccidioidomicose (BLUMER et al., 1984; DE
CAMARGO et al., 1988; MENDES-GIANNINI et al., 1989; PUCCIA et al., 1991).

A gp43 tem papel também nos mecanismos de adesdo de P. brasiliensis
(HANNA, 1995; VICENTINI et al., 1994). Vicentini et al. (1994) desenvolveram
estudos e propuseram que esta proteina estaria envolvida na ligacdo de P.
brasiliensis a elementos da matriz extracelular, sugerindo ainda que o
revestimento do fungo pela laminina pudesse explicar, inclusive, a disseminacgao
do fungo no hospedeiro a partir do foco infeccioso. Em recente estudo, foi
observada em camundongos, a influéncia do pré-tratamento com laminina,
empregando-se isolados de alta (Pb 18) e de baixa viruléncia (Pb 265). A ligacéo
da laminina diminuiu a viruléncia de P. brasiliensis em face de ocorrer baixa

resposta inflamatéria quando foi empregado isolado virulento e na diminuigdo do
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dano pulmonar no isolado de baixa viruléncia, indicando um efeito inibidor no
tratamento de P. brasiliensis com laminina e na interagdo com as ceélulas
pulmonares do hospedeiro ou proteinas de matriz extracelular (ANDRE et al.,
2004). A glicoproteina de 43kDa tem papel na aderéncia desde que soro anti-gp
43 inibiu o processo de adesdo em 85% (HANNA et al., 2000). Mas
provavelmente, outros componentes do fungo tenham papel no processo de
adesao (MENDES-GIANNINI et al., 2000). Em ensaios de afinidade de ligacéo,
verificou-se que a gp43 foi capaz de se ligar tanto a fibronectina quanto a laminina
e gue esta ligacdo foi inibida quando se tratou as células Vero com peptideos
sintéticos derivados da laminina (YIGRS) e fragmentos de ambos componentes de
matriz (sequéncia RGD), indicando que a gp43 participaria do processo de adeséo
(MENDES-GIANNINI et al., 2006). O sequenciamento do gene que codifica a gp43
revelou similaridade a exo-1,3-B-p-glucanase e, conseqlientemente poderia ter
papel como ligante de carboidratos, possivelmente a molécula de laminina
(CISALPINO et al., 1996; BORGES-WALMSLEY et al., 2002). Uma adesina de 30
kDa de P. brasiliensis, com capacidade de ligacdo a laminina foi isolada sendo
mais expressa num isolado de P. brasiliensis que apresentava alta capacidade de
adesdo (ANDREOTTI, 2002; ANDREOTTI et al., 2005). P. brasiliensis também
apresenta em sua superficie celular duas proteinas com massas moleculares de
19 e 32 kDa que interagem com diferentes proteinas da MEC, tais como laminina,
fibronectina e fibrinogénio (GONZALEZ et al., 2005). A proteina gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase (GAPDH), recombinante de P. brasiliensis, foi capaz de se
ligar a laminina, colageno | e fibronectina. O tratamento de formas leveduriformes
de P. brasiliensis com anti-GAPDH e de pneumécitos com GAPDH recombinante
promoveu a inibicdo da infeccdo do fungo as células epiteliais (BARBOSA et al.,
2006). Os avancos na caracterizacdo de P. brasiliensis tém sido obtidos com os
estudos de transcriptoma (FELIPE et al., 2003; FELIPE et al., 2005 ; GOLDMANN
et al., 2003; ANDRADE et al., 2005; NUNES et al., 2005; San-Blas & Nifio-Veja,
2008; Costa et al., 2007; Bastos et al., 2007; Parente et al., 2008; Silva et al.,
2008).
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Castro et al., 2005 realizaram um screening das proteinas Glicosil Fosfatidil
Inusitol (GPI) ancoradoras de P. brasiliensis. As proteinas GPI ancoradoras séo
uma familia de proteinas funcional e estruturalmente modificadas poés-traducgéo
encontradas na membrana plasméatica ou parede celular de uma variedade de
células eucaritticas. Entre as proteinas possivelmente envolvidas ha adesinas
ligantes da matriz extracelular. Da mesma forma, em estudos de transcriptoma,
Tomazett et al., 2005 estudaram as enzimas possivelmente envolvidas na
biossintese e remodelagem de polissacarideos da parede celular, bem como
varias moléculas associadas a esta. Ainda, Bonfim, et al., 2006 analisaram a
quitinase de P. brasiliensis demonstrando através de ensaios de atividade glicosil-
hidrolase que P. brasiliensis é capaz de produzir e secretar esta enzima
principalmente durante a transicdo L para M. A analise do transcriptoma permitiu
inferir novos alvos para drogas antifingicas (AMARAL et al. 2005).
Recentemente, foi isolada e caracterizada uma lecitina de P. brasiliensis, de
70KDa, denominada paracoccina, capaz de ligar a N-acetil-glucosamina (GlcNac).
Esta lecitina interage com laminina e a ligacao é inibida por GlcNac, D-glucose e
D-manose, mas ndo por D-galactose, N- acetil- galactosamina e L-fucose. A
presenca desta in vitro revelou niveis persistentes de TNFa o0 que leva ao
aumento da producdo de 6xido nitrico (NO) e conseqlentemente a supressao da
imunidade celular (COLTRI et al, 2006).

P. brasiliensis ndo é considerado um parasita essencialmente intracelular,
todavia foi observado no citoplasma de células epiteliais (DE BRITO et al., 1973),
podendo, esta interacdo, representar uma via de escape ao sistema imunitario do
hospedeiro (MENDES-GIANNINI et al., 1994, HANNA,1996; MONTEIRO DA
SILVA et al., 2001; HANNA et al., 2000). Com a finalidade de estudar a interagéo
fungo-hospedeiro, modelos envolvendo técnicas de culturas de células de
mamiferos vém sendo utilizados. MENDES-GIANNINI et al., (1994) utilizaram
culturas de células da linhagem Vero (rim de macaco verde da Africa) e
demonstraram que P. brasiliensis deve apresentar mecanismos de adesao e de
invasdo (MENDES-GIANNINI et al., 1992; MENDES-GIANNINI et al., 2000).

Inicialmente, pequenos brotos apareciam aderidos as células, mudando



24

visivelmente sua morfologia e, decorrido algum tempo, estruturas esféricas foram
observadas no citoplasma, com aparente migracdo para o nucleo (MENDES-
GIANNINI et al., 1994). HANNA (1995) e UEMURA (1996) estudaram a cinética do
processo de interacdo de P. brasiliensis as culturas celulares Vero e Hela,
respectivamente e, os provaveis fatores envolvidos nesta interacdo. P. brasiliensis
foi capaz de aderir as células epiteliais e os isolados mais virulentos para animais
também tinham maior capacidade de adesdo (HANNA et al.,, 2000), feita
aparentemente por um pequeno tibulo (HANNA, 1995; HANNA, 1996; UEMURA,
1996), com presenca de cavitacdes circunscritas ao redor do elemento fungico e
também vacuolos, resultantes provavelmente dos produtos extracelulares do
fungo ou através de um processo fagocitario da prépria célula hospedeira
(MONTEIRO DA SILVA et al., 2001).

A interacdo com receptores celulares, que estdo normalmente envolvidos
no contato célula-célula ou célula-matriz (especialmente integrinas), pode ser
usada pelo patbégeno para invadir e coexistir como parasita intracelular. O
patébgeno tem opcdo de interagir com Vvarios componentes do hospedeiro
(HOSTETTER, 1994; FINLAY & FALKOW, 1989; HO & WHITE, 1999). Desta
maneira, 0 entendimento e identificacdo de moléculas envolvidas na adeséo de
microrganismos a diferentes substratos no hospedeiro podem ser opcdes a serem
seguidas na descoberta de tratamentos eficientes para as micoses sistémicas.

A internalizacdo de patégenos pode envolver diferentes vias e requer
interacdes coordenadas entre uma variedade de moléculas como proteinas e
lipidios. O citoesqueleto de actina é parte integrante do cortex celular (Engqvist-
Goldstein & Drubin, 2003) e controla diversas fungdes celulares, tais como
transporte, sinalizagdo e migracdo celular (Cantinello, et. al, 1997). A
remodelacdo actinica € constante, devido a agregacdo de mondmeros de actina
globular sobre o controle de ATP, assim, o controle de vias e proteinas que
promovam a formacgéo de filamentos actinicos, €, portanto, capaz de direcionar a
polimerizacéo de actina em sitios especificos auxiliando a entrada do patégeno. P.
brasiliensis é capaz de invadir as células epiteliais por meio de alteracdes da

actina e tubulina, bem como sua disseminagao pode ocorrer por modificacdes da
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citoqueratina (MENDES GIANNINI et al., 2004; 2008). Toscano, 2006, demonstrou
que P. brasiliensis possui fatores viruléncia capazes de ativar a familia Rho
GTPases (Rho, Rac e Cdc42), que sado reguladores essenciais na reorganizacao
da actina.

O fungo induz células epiteliais para produzir pseudépodes (um movimento de
actina do cértex celular) englobando o organismo e puxando-o para dentro da
célula. A formacdo destes pseuddépodes €é acompanhada pelo acumulo
citoplamatico de microfilamentos, necessarios a endocitose (Mendes-Giannini et.
al., 2004).

O epitélio da mucosa oral estratificada € composto principalmente de
queratinocitos que fornecem uma barreira protetora contra agentes patogénicos,
contra abrasdo mecéanica e quimica. O epitélio da mucosa oral exibe graus
variaveis de estratificacdo em fungdo da sua localizacdo anatémica na cavidade
oral e da sua fungcdo. A maioria das superficies é coberta por epitélio estratificado
escamoso, nao queratinizado. Em contraste, a gengiva e o palato sao cobertos por
epitélio queratinizado. Queratindcitos de varias regides do epitélio oral e da
epiderme continuam a exibir padrdes de diferenciacao distintos.

Enquanto modelos animais fornecem valiosas informacdes para a
compreensdo global da biologia de diversas doengas, modelos de cultura
celulares in vitro sdo Uteis para dissecar os varios mecanismos e as vias de
sinalizacao celular sob diferentes condicbes. Devido a facilidade de obtencao de
cultura de células epiteliais e da habilidade de manipular a expressao génica
nessas culturas, muito da nossa compreensao molecular de sinalizagcdo associada
com a proliferagcéo epitelial, a diferenciagdo e morte celular programada é derivada
de estudos realizados com queratinécitos cultivados. As linhagens mais
freqientemente disponiveis sdo de origem da epiderme. O desenvolvimento de
linhagens de origem bucal também foi feita nos ultimos anos e aplicadas ao
estudo de diferentes doencas (NAGLIK et al., 2008; KANG & PARK, 2001).

Por outro lado, a epiderme é composta também por células denominadas
queratinocitos, que estao distribuidas em diversas camadas sobrepostas formadas

por células firmemente unidas entre si. Os queratinécitos originam-se na camada
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basal da epiderme e sdo deslocados para a superficie da pele. Durante esse
processo, essas células tornam-se anucleadas e preenchidas por queratina, uma
proteina que impermeabiliza a superficie da pele e impede sua desidratacéo e
danos causados por agressbes ambientais. Queratindcitos basais podem ser
dissociados e podem proliferar em placas de culturas, dando origem a novas
células basais, diferenciando-se. Dependendo das linhagens celulares de
gueratindcitos, estes podem expressar queratinas diversas (LINDBERG &
RHEINWAL, 1990).

A forma multifocal da paracocidioidomicose € caracterizada pelo
envolvimento de sitios extrapulmonares, tais como a pele, a mucosa bucal
(estomatite moriforme), a faringe ou laringe (ou uma combinacdo das duas) e a
regido apical dos dentes. Portanto, esta doenca apresenta diversos quadros
clinicos com repercussdes na cavidade bucal e camada cutanea (BENARD &
MENDES GIANNINI, 2009). Paracoccidioidomicose € caracterizada por
inflamacao granulomatosa e hiperplasia pseudoepiteliomatosa. Até 0 momento, a
adeséo a queratinécitos nao foi estudada com o fungo P. brasiliensis.

Em dermatofitos, o modelo de cultura de queratindcitos tem sido utilizado
para o entendimento da natureza da interacdo entre os dermatofitos e a pele
humana, através dos estudos dos processos de adeséo e invasdo (SHIRAKI et al.,
2006) e, também, na determinacdo do tipo de resposta imunitaria apresentada
pelo hospedeiro frente a diferentes espécies de dermatofitos (DUEK et al., 2004).
O estudo de Candida albicans em cultura de queratinécitos tem sido Gtil para o
reconhecimento das moléculas responsaveis pela adesédo. Ollert et al. (1993)
observaram a dependéncia do tamanho do in6culo e da temperatura de incubacéo
para o sucesso da adesdo aos queratindcitos, além do grau de inibicdo da adeséo
por diversas moléculas, como fibronectina, laminina, colageno tipo Ill, ou seus
peptideos derivados, além dos agucares D (+) — glicosamina, D (+) -
galactosamina, D (+) - glicosamina e alfa-D (+) — fucose, sugerindo a existéncia de
multiplos mecanismos moleculares para o sucesso da adeséo de C. albicans aos
gueratinocitos. Em dermatites atopicas, os queratindcitos tém um papel critico nas

respostas inflamatérias e na secrecdo de citocinas. A pesquisa dessas células
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demonstrou o perfil de secrecdo de citocinas diferentes para as espécies de
Malassezia. Malassezia globosa induz principalmente IL-10 e IL-13 enquanto a M.
restricta IL-4, demonstrando o possivel motivo da exacerbacdo da resposta
imunitéria por Th2 (ISHIBASHI et al., 2006). Ainda quanto a inducdo de citocinas,
Staphylococcus aureus tem capacidade de induzir a producdo tanto de RNAmM
quanto de TNF-alfa durante a sintese bacteriana ativa na interacdo com
gueratindcitos, mesmo sem que ocorra a invasdo da célula do hospedeiro
(AUFIERO et al.,2007). Propionibacterium acne pode induzir a expresséo de betal
integrinas tanto em queratindcitos em proliferacdo, como nos diferenciados.
(JARROUSSE et al., 2007).

P. brasiliensis é fungo com capacidade de modificar a expresséo de genes
para se adaptar e colonizar o hospedeiro, desse modo, a identificacdo de genes
diferencialmente expressos durante a interagdo fungo-hospedeiro pode ajudar a
elucidar os mecanismos utilizados para a sobrevivéncia, resisténcia e crescimento
deste fungo.

Nos ultimos anos, algumas técnicas tém sido desenvolvidas com o propésito
de avaliar a expressdo diferencial de genes em um organismo ou célula e
identifica-los (LIANG et al., 1994; WADA et al., 1997). Estas técnicas sao
ferramentas poderosas, que permitem detectar mudancas na expressdo dos RNAs
mensageiros (RNAm) sem qualquer conhecimento prévio dos genes em questao
(PASTORIAN et al., 2000). Os métodos mais comumente usados para detectar
genes diferencialmente expressos, sdo: RDA (representational differential analysis)
(HUBANK e SCHATZ, 1994), DD (Differential Display) (LIANG e PARDEE, 1992) e
SH (Subtractive Hybridization) (DIATCHENKO et al., 1996). Basicamente, todos
estes métodos foram desenvolvidos para amplificar e isolar sequéncias de acido
nucléico, presentes em uma amostra e ausentes (Ou expressos em menor
extensdo) em outra.

O RDA em sua forma original foi designado para identificar diferencas entre
populagbes de DNA gendmico (LISITSYN et al.,, 1995). Esta metodologia foi
subsequentemente modificada para permitir a analise de populacdes de RNAm,

sendo uma técnica poderosa e sensivel para identificacdo de genes expressos
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diferencialmente (HUBANK e SCHATZ 1999), permitindo o isolamento de
sequéncias mais e menos expressas em duas diferentes populacdes de cDNAs
(PASTORIAN et al., 2000). Mais recentemente, populacbes de cDNAs foram
caracterizadas pela técnica de RDA para identificar possiveis genes envolvidos no
processo de infeccdo de Metarhizium anisopliae em carrapatos Boophilus
microplu, comparacdo entre C. neoformans e C.gatti, e também durante a
infecgdo de ambos em macréfagos, e em P. brasiliensis tem sido avaliado atraves
dessa técnica situacdes de infeccdo em camundongos e humanos(DUTRA et al.,
2004, , Rosa e Silva et al., 2008, Goulart et al., 2010 e BAILAO et al., 2006 e
2007).

Muitos genes de P. brasiliensis tém sido descritos como provaveis
codificadores de proteinas indispensaveis para essa interacdo, participando em
varias vias metabdlicas, captacdo e transporte de metais como o ferro, cobre e
zinco e a sintese de fatores de viruléncia, tais como a melanina e seus
precursores, entre outras fungcdes (COSTA et al, 2007, RATLEDGE & DOVER,
2000, BAILAO et al., 2006, HAMILTON & GOMEZ, 2002, TABORDA et al., 2008,
SILVA et al, 2006). A expressdo elevada de genes envolvidos na autofagia
peroxissomal, transporte de membrana, metabolismo lipidico e na resposta ao
estresse oxidativo tem sido associada com a infec¢do por fungos e viruléncia (HU
et al. 2008, FAN et al., 2005, BAEZA et al 2007 e BAILAO et al. 2008). Perfis de
expressao génica podem variar substancialmente para infec¢bes agudas ou
cronicas em tecidos diferentes do hospedeiro, como foi observado com Candida
albicans, mostrando a importédncia de mais estudos com esta abordagem
(LORENZ e FINK, 2001; FRADIN et al., 2003; BARELLE et al., 2006).

Neste trabalho, com intuito de avancar no conhecimento da interacdo de
P.brasiliensis com diferentes tipos celulares, foi proposto pela primeira vez o
estudo da interacdo deste fungo com queratinécitos, a expressdo de proteinas e
de genes envolvidos na interacdo fungo-hospedeiro no modelo de culturas
celulares. Para tanto, foram empregadas as técnicas de eletroforese bidimensional
e de RDA (Analise de diferenca representacional) para avaliar o perfil

transcricional de P. brasiliensis em contato com pneumdocitos e queratinocitos.
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Il. PROPOSICAO:

Neste projeto foi avaliada a capacidade de infecgdo de P. brasiliensis aos
gueratindcitos e as células epiteliais pulmonares, bem como a expressédo de
proteinas e de transcritos, quando P.brasiliensis foi posto em contato com os dois
tipos celulares, no intuito de caracterizar genes diferencialmente expressos

durante a infeccao.

lIl. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar capacidade de infeccdo de P. brasiliensis frente a tipos celulares
diferentes: pneumdcitos e queratindcitos;
o Verificar a expressdo de proteinas e identificar genes diferencialmente

expressos durante a interacdo com pneumacitos e queratinocitos.

IV. METODOLOGIA:

1. Microrganismo.

Foi empregado o isolado 18 de P. brasiliensis mantido na fase
leveduriforme, a 36°C, em meio solido de Fava Netto, por 03 a 04 dias,
gentilmente cedido pela Dra. Vera Lucia Calich do ICB, Sdo Paulo, USP. Este
projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

2. Cultura de células.

Neste estudo foi utilizada a linhagem de pneumdcitos A549, células
epiteliais de pulmdo humano (obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro), e a
linhagem NOK de queratinécitos (células orais normais imortalizadas com o gene
h-tert doadas pelo Department of Medicine Harvard Medical School-Dr Karl
Hunger). Os pneumacitos foram cultivados em meio HAM F-12 suplementado com

100 pl de soro fetal bovino ml™, enquanto os queratindcitos foram cultivados em
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5% de CO, em meio Keratinocyte SFM (Invitrogen). As duas linhagens foram

mantidas a temperatura de 36.5° C.

3. Avaliacéo, por citometria de fluxo, da infecgdo por P. brasiliensis a A549 e
NOK.
3.1. Marcacgéao da suspensao de P. brasiliensis com CFSE.

A suspensao padronizada de P. brasiliensis em PBS (Tampéo salina
fosfato) foi incubada por 10 minutos a 37°C com CFSE (5(6)-Carboxyfluorescein
diacetate N-succinimidyl Ester, BioChemika), em seguida foi adicionado 5 volumes
de PBS-BSA 0.1% gelado e incubou-se a amostra no gelo por 5 minutos. A
amostra foi, entdo, centrifugada a 2500 x g por 5 minutos, foram feitas duas
lavagens em PBS e, novamente, o fungo foi ressuspenso em PBS e a seguir

realizou-se a infeccdo a monocamada de celular.

3.2. Infeccéo de P. brasiliensis a monocamada celular.

Os ensaios de infeccéo foram realizados em placas de seis orificios. Apds a
formagdo da monocamada celular, cada poco foi inoculado com 1000uL da
suspenséao de P. brasiliensis em PBS marcado com CFSE e 1000uL de meio sem
suplementos, Ham-F12 para pneumocitos e DMEN para queratindcitos. A seguir,
as células infectadas foram incubadas por 2, 5 e 8 horas a 36,5°C. As células
foram tripsinizadas, lavadas em meio com soro fetal bovino, centrifugadas, fixadas
em paraformaldeido 4% e avaliadas por citometria de fluxo para avaliar a
guantidade de fungos, diferenciando a capacidade de infeccdo do isolado 18

frente aos dois tipos celulares avaliados.

4. Anélise protéica.
4.1. Obtencao do extrato “cell-free”.

O antigeno “cell-free” foi obtido da amostra 18 de P. brasiliensis, na
fase leveduriforme (L) antes e depois do contato de cinco horas do fungo com
pneumacitos e queratindcitos. Cerca de 300mg de crescimento foram suspensos

em 01 ml de PBS e levados ao vortex por 30s, a suspenséo foi centrifugada a
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1620 x g por 1min e a concentracdo protéica dos antigenos foi quantificada pelo
método de LOWRY, et al. (1951) e mantidos a —20°C.

4.2. Eletroforese bidimensional.

Os componentes protéicos de P. brasiliensis foram primeiramente
submetidos a focalizagao isoelétrica, utilizando o Ettan IPGphor 3 (GE Healtcare).
A segunda dimensao foi realizada para a separacao das proteinas de acordo com
a massa molecular, realizada em gel de poliacrilamida de 12,5% de acordo com
Laemmli, 1970. Os géis foram corados com Coomassie Azul Brilhante G-250
segundo Neuhoff et al. (1988). A anélise dos géis foi realizada por meio do

software Image Master 2D Platinum(GE Healtcare).

4.3. Ensaio de binding

O extrato “cell-free” do Pb reisolado de A549 e NOK foi submetido a
biotinilagdo utilizando o kit ECL Protein Biotinylation Module (Amersham
Pharmacia Biotech). ApGs esse processo, foi colocado em contato com células, de
forma que o “cell-free” de Pb reisolado de NOK foi posto em contato com a
monocamada de NOK e cell-free de Pb reisolado de A549 incubado com a
monocamada desta célula, ambas por 5 horas a 37 °C e posteriormente lavadas
trés vezes com PBS, para retirar proteinas que ndo se ligaram a superficie das
células. Foi realizada a lise com 1mL de agua bidestilada, seguindo-se incubacao
por 4h a 25°C. As células lisadas foram centrifugadas a 1400 X g por 5min e o
sobrenadante submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE,
posteriormente transferidos para membrana de nitrocelulose durante 4h a 400mA.
Esta foi bloqueada, com o reagente do kit, por 4h sob agitacdo a temperatura
ambiente e incubada com o conjugado Streptavidin-HRP no titulo de 1/1000 por
1h a temperatura ambiente. A revelacdo foi realizada com DAB diluida em 20mL
de PBS acrescido de 200uL de agua oxigenada. A reacao foi bloqueada com agua

destilada.
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5. Ensaios de microscopia
5.1 Imunofluorescéncia para visualizacao dos filamentos de actina.

Apés ensaios de infeccdo a monocamada celular sobre laminulas redondas
em placas de 24 orificios, cada poco foi inoculado com 500uL da suspensao
padronizada de P. brasiliensis em PBS acrescida de 500uL de meio, Ham-F12
sem suplementos. Estas laminulas fixadas com paraformaldeido 4% foram
submetidas a reacdo de imunofluorescéncia tripla. As laminulas foram
permeabilizadas com solugao de Triton X-100, 0,5% em PBS por 20 minutos.
Nova lavagem foi feita e, a seguir, foi adicionado o soro anti “cell-free”, feita
incubacdo a temperatura ambiente por 1 hora, nova lavagem e adicdo de
conjugado anti coelho marcado com Alexa 594 (Invitrogen) no titulo 1:300. Apos
lavagem acrescentou-se o conjugado faloidina-FITC (Sigma ) no titulo de 1:100, a
4°C overnight. As laminulas foram novamente lavadas e montadas em lamina
com glicerina tamponada, examinadas em microscopio 6tico de fluorescéncia

(Leica) e microscopio confocal.

5.2. Microscopia eletrénica de Varredura

A metodologia foi baseada na técnica utilizada por Hanna, 2000. A
suspensdo de 1,2x10° de células NOK foi incubada a 36,5°C overnight em um
suporte de silica em placas de 24 wells para a formacdo da monocamada celular,
em seguida foi realizada a infegccao por P. brasiliensis como descrito no item 5.
Apo6s os periodos de 2, 5 e 8 horas as células foram lavadas com tampéao
cacodilato 0.1M, fixadas com glutaraldeido 2% em tampado cacodilato 0.1M
overnight e pés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% durante 2 horas.

Apos fixacdo, nova série de lavagens com tampéao cacodilato foi realizada e
em seguida o material foi submetido a uma bateria de banhos de imerséo, de 15
minutos cada, em alcodis 30%, 50%, 70% e 100%, a desidratacdo completa foi
realizada através da técnica de ponto critico, em seguida realizou-se a

microscopia eletrénica de varredura de emissao de campo (FEG-SEM).
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6. Analise dos genes diferencialmente expressos por RDA.
6.1. CondicOes de tratamento.

Uma suspensao padronizada do isolado 18 de P. brasiliensis foi posto em
contato durante cinco horas com as culturas A549 e NOK isoladamente. Decorrido
o tempo de infec¢do realizou-se trés lavagens com PBS, as células foram lisadas
e realizou-se uma centrifugacdo para recuperar as leveduras que estavam em
contato, invadidas ou aderidas, as células epiteliais. Entdo, a extracdo de RNA foi
realizada das situacdes avaliadas (testes) e também do isolado cultivado em meio

de Fava-Netto (controle).

Tabela 1: Descricdo dos testes e controles avaliados nas situagbes de RDA

realizadas.
Situacgao Controle Teste
B Pb cultivado em meio Fava Netto Pb em contato com NOK

6.2. Extracdo de RNA total.

As células fangicas foram maceradas com nitrogénio liquido e rapidamente
transferidas para um tubo (tipo falcon) contendo 3,5mL de Trizol e pérolas de
vidro. A amostra foi agitada vigorosamente em vortex por 15 minutos e apés,
centrifugadas a 1620 x g por 10 minutos. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo, adicionado de 0,2mL de cloroférmio para cada 0,75mL de trizol
recuperado, agitado vigorosamente e deixado em repouso por 10 minutos. Apds o
repouso, a amostra foi centrifugada a 1620 x g por 15 minutos e a fase aquosa,
transferida para um novo tubo. Foram acrescentados 0,25mL de isopropanol e
0,25mL de solucéo de citrato de sodio 0,4M e cloreto de sodio 0,8M para cada
0,75mL de trizol recuperado inicialmente, agitado gentiimente e deixado em
repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada a

1620 x g por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, lavado
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com etanol a 75%. Nova centrifugacéo foi realizada a 1620 x g por 5 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente.
Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em 30uL de agua DEPC (Dietil

Pirocarbonato) 0.01% e armazenado a -70 °C.

6.3. Metodologia de RDA.
Foi seguido o protocolo descrito por Pastorian et al., (2000) modificado por
Dutra et al., (2004).

6.3.1. Sintese de cDNA fita simples.

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita em uma reacdo contendo 1ug
de RNA total, 10pmol/luL da sequéncia iniciadora cDNA (5'-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3') e essa mistura foi aquecida por
2 minutos a 72°C. Em seguida foi acrescentado 10pmol/uL do oligo dT modificado
CDS (5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)3N;:N, onde N=A, C, G ou T;
N;=A, G ou C), 2uL de uma mistura de dNTPs (10 mM), 2uL de RNaseOUT
(40U/uL) (Invitrogen), 0,4uL de DTT (100mM), 1,2ulL de cloreto de magnésio
(50mM), 2uL da enzima transcriptase reversa (200U/uL) (RT Superscript Il -
Invitrogen) e 4uL de tampéo 5X (Tris-HCI 250mM pH 8,3; KCI 375mM; MgCl,
15mM). Esta reacéo foi aquecida durante 1 hora e trinta minutos a 42°C. Apds este
periodo foi adicionado 80uL de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM pH 8,0) e aquecida

por mais 7 minutos a 72°C.

6.3.2. Sintese de cDNA fita dupla.

Para sintese da segunda fita de cDNA foi utilizado 3uL da primeira fita,
10pmol/uL da seqiiéncia iniciadora PCR Il (5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-
3), 10uL de tampéo 10X (Tris-SO4 600mM pH 8,9, (NH4)>SO4 180mM), 2uL de
uma mistura de dNTPs (10mM), 2uL de sulfato de magnésio (50mM), 2uL de Taq
Hi-Fi (Invitrogen) e agua milli-Q estéril tratada com DEPC 0,01% para volume final

de 100uL. As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: um ciclo inicial por 1
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minuto a 95°C, seguido por 20 ciclos de desnaturacdo por 15 segundos a 95°C,
anelamento por 30 segundos a 55°C, e extensdo por 5 minutos a 68°C e um ciclo
final de extensdo por 7 minutos a 68°C. A figura 1 apresenta um esquema da

sintese da primeira e segunda fita de cDNA a partir do RNA total.

6.3.3. Digestdo com Sau3Al.

1ug da fita dupla de cDNA de ambos teste e controle foi digerido com 1uL
da enzima Sau3Al (10U/uL) (Promega), 5uL de tampéao B (Tris-HClI 60mM pH 7,5;
NaCl 500mM; MgCl, 60mM; DTT 10mM), e agua milli-Q estéril para volume final de
50uL durante 3 horas e trinta minutos a 37°C. Posteriormente, a reacdo foi

purificada atraves do kit QIAquik (Qiagen) e quantificados a 260nm.

6.3.4. Anelamento do primeiro par de adaptadores.

Os produtos da digestdao das amostras teste e controle (300ng) foram
ligados ao primeiro par de adaptadores RBam12 (5-GATCCGTTCATG-3’) e
RBam24 (5-ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3’) (500pmol/uL), nas seguintes
condi¢des: 55°C/20 minutos; 54°C/10 minutos; 53°C/1 minuto; 52°C/1 minuto;
50°C/1 minuto; 45°C/5 minutos; 40°C/5 minutos; 30°C/5 minutos; 25°C/5 minutos;
20°C/3 minutos; 15°C/5 minutos; 10°C/5 minutos; 4°C/30 minutos.

RNA total

Primer cDNA CDS
Primeirafita
sintetizada por RT

Adigdo de dC
independente de
molde

Ligacdo do cDNA
e extensao

Sintese da segunda fita
com o primer PCR

Dupla fita
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Figura 1: Sintese da primeira fita com os iniciadores 3' CDS e 5' PCR a partir de
RNA total.

6.3.5. Ligagdo do primeiro par de adaptadores.

Apés anelamento foi adicionado 1ulL de ligase (5U/uL) (Fermentas), 3ulL de
tampao ligacao 10X (Tris-HCI 400mM; MgCl, 100mM; DTT 100mM; ATP 5mM) e
3uL de ATP (10 mM) (Invitrogen), por 18 horas a 16°C em seguida a reacgéo foi
purificada atraves do kit QIAquik (Qiagen).

6.3.6. Teste de ligacéo do primeiro par de adaptadores.

Para confirmar a ligagdo dos adaptadores, foi feito o teste utilizando-se:
0,5uL da reacao de ligacéo- antes da purificacdo, 5uL de uma mistura de dNTPs
(ImM), 2,5uL de tampé&o 10X (Tris-SO4 600mM pH 8,9; (NH4).SO,4 180mM), 2uL de
cloreto de magnésio (50mM), 0,5uL de Taqg Hi-Fi (Invitrogen) e agua milli-Q estéril
para volume final de 25uL, o excesso de adaptador adicionado no item 6.3.5
funcionou como primer para esta reacdo. A PCR foi realizada nas seguintes
condi¢cdes: um ciclo inicial por 1 minuto/95°C, seguido por 25 ciclos de
desnaturacao por 45 segundos/95°C e extensdo por 4 minutos/72°C e um ciclo final
por 10 minutos/72°C. A reacdo foi visualizada em gel de agarose 1% em tamp&o

TBE 1X, corado pelo brometo de etidio (0,5ug/mL) e observado a luz ultra-violeta.

6.3.7. Primeira amplificacéo.

Foi feito um mix contendo 10,4uL de tampao 10X (Tris-SO4 600 mM pH 8,9;
(NH4)2SO,4 180 mM), 8,3uL de cloreto de magnésio (50mM), 5,2uL de uma mistura
de dNTPs e agua milli-Q estéril para volume final de 93,4uL. Foram retirados 10uL
desta mistura e adicionado 0,5uL de Taq Hi-Fi (Invitrogen) e reservado, ao restante
foi adicionado 0,1uL da sequiéncia iniciadora RBam24 e 6uL do produto de ligacgéo,
esta foi aquecida durante 2 minutos a 72°C, em seguida foi adicionado o restante

do mix e aquecido por mais 5 minutos a 72°C, seguido de: 1 ciclo inicial de 1
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minuto/95°C, seguido por 7 ciclos de 45 segundos/95°C; 4 minutos/72°C e um ciclo
final de 10 minutos/72°C.

Posteriormente foi realizada uma nova PCR, onde 6uL da primeira foi
utiizado como amplicon para uma segunda reacdo realizada nas mesmas
condicdes da anterior, entretanto esta foi amplificada 30 vezes. Como controle
negativo foi utilizado a mesma mistura exceto o produto de ligacdo. A reacao foi
visualizada em gel de agarose 2,0% em tampao TBE 1X, corado pelo brometo de
etidio e observado a luz ultravioleta.

O produto final foi purificado e digerido com a enzima de restricdo Sau3Al
para remocao dos adaptadores e uma nova purificacéo foi feita. A segunda ligagéao
foi feita usando-se os adaptadores NBam12 (5-GATCCTCCCTCG-3') e NBam24
(5-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG-3’) que foram anelados e ligados apenas
aos produtos de amplificagdo da condicdo teste Para isso, foram utilizadas as
mesmas condi¢cdes da primeira reacdo de anelamento e ligacdo (itens 6.3.4. e

6.3.5.) e depois, purificada novamente antes da primeira subtracéo.

6.3.8. Primeira subtracéo.

Para primeira subtracdo, o teste (cCDNA digerido e ligado aos adaptadores) e
o controle (cDNA digerido sem os adaptadores) foram misturados na proporcgéo de
1:10, acrescido de 50uL de acetato de amoénio 7,5M e 375uL de etanol absoluto, a
reacdo foi incubada por 3 horas a -20°C. Posteriormente, esta foi centrifugada a
20800 x g por 30 minutos e lavada com etanol 70%. O pellet foi ressuspendido em
4uL de tampéo EE 3X (EPPS 30 mM (Sigma) pH 8,0; EDTA 3 mM), aquecido por
95°C/2 minutos. Em seguida, esta foi transferida para um tubo contendo 1,5uL de
NaCl 5M, coberta com 6leo mineral e incubada nas seguintes condicdes: 95°C/3
minutos; 67°C/24 horas. Apos este periodo foi adicionado 40uL de agua milli-Q

estéril.

6.3.9. Segunda amplificacéao.
Apdés a primeira subtracdo, os produtos foram amplificados nas mesmas

condicdes do item 6.3.7., porém, utilizando o iniciador NBam24.
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O produto amplificado foi purificado e digerido com a enzima de restricao
Sau3Al e a terceira ligacdo foi feita usando-se os adaptadores JBam12 (5'-
GATCCGTTCATG -3’) e JBam24 (5-ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3’) que
foram anelados e ligados apenas aos produtos da condicdo teste (produtos da
terceira ligacéo) e depois, purificado novamente antes da segunda subtracdo. Esta
foi realizada de acordo com o item 6.3.8., porém na propor¢édo de 1:100 de teste e
controle. A amplificacéo foi feita com o iniciador JBam24, seguindo-se o protocolo
descrito no item 6.3.7., ap6s purificacdo, esta foi clivada com a enzima de restri¢cdo
Sau3Al para remocdo dos adaptadores, novamente purificados e, por fim,
verificados em gel de agarose 2% em tampao TBE 1X corado pelo brometo de
etidio, observado a luz ultra-violeta e em seguida serd feita a clonagem e

sequenciamento. A figura 2 mostra um esquema resumido das etapas do RDA.

Controle Teste

| Digestdo com SAU3AI

Ligacé&o do primeiro
par de adaptadores

Amplificacdo

Ligacéo do segundo
par de adaptadores

Hibridizagéo
Subtrativa 1/10

Digestdo com SAU3AI, ligacdo do segundo par
de adaptadores e nova hibridizagdo Subtrativa

- - (1/100)
R

: gy
Produto Diferencial s  ———

Figura 2: Esquema simplificado das etapas do método RDA.
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6.3.10. Ligacao dos fragmentos em vetor de clonagem.

Os fragmentos de interesse foram ligados ao vetor de clonagem pGEM T
Easy, na proporcdo de 1.5 (vetor / inserto). A reacdo de ligacdo foi efetuada em
1uL de tampéo ligase (1X), 1uL de T4 DNA ligase, 1uL de ATP num volume final de
10 pL. Apos incubacdo a 16°C/18horas, este foi precipitado e a transformacéo foi

realizada em células de Escherichia coli.

6.3.11. Preparo de células competentes para transformacdo por
eletroporacao.

Uma colonia de E. coli XL1 blue foi inoculada em 10mL de meio LB (Luria-
Bertani) liquido por 18 horas a 37°C. Em seguida, foi inoculado 5mL deste pré-
inéculo em 500mL de meio LB, incubado a 37°C sob agitacéo até atingir uma D.O.
de 0,35-0,4 em comprimento de onda de 550nm. A cultura foi entdo resfriada em
banho de gelo por 30 minutos e centrifugada a 4500 x g por 15 minutos a 4°C. As
células foram ressuspendidas em 450mL de agua milli-Q estéril gelada,
centrifugadas 4500 x g por 15 minutos a 4°C e ressuspendidas em 200mL de agua
gelada e submetidas a uma nova centrifugacdo. Em seguida as células foram
ressuspendidas em 10mL de glicerol 10% gelado e centrifugadas. O precipitado foi
ressuspenso em aproximadamente 2mL de glicerol 10% (3X10™ células/mL), em
seguida estas foram aliquotadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -
80°C.

6.3.12. Transformacéao de células de E. coli por eletroporacéo.

Uma aliquota de 20uL de células competentes foi descongelada em banho
de gelo e recebeu a adi¢do de 1uL do sistema de ligacao (item 6.3.9.). Esta mistura
foi entdo colocada em uma cubeta de 0,2cm previamente gelada. A cubeta foi
colocada no aparelho de eletroporacdo com 0s seguintes parametros: 2,5mV e
125Q. Ap6s o0 pulso as células foram recolhidas com 1mL de meio SOC
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e incubadas por 1 hora a 37°C. A suspenséo foi
plagueada em agar LB acrescido de 100pug/mL de ampicilina, IPTG (isopropil-tio-f3-

D-galactopiranosideo) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo),
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nas concentracdes de 0,1mM e 30ug/mL, respectivamente, e incubada por 18

horas a 37°C para a selecéo de clones recombinantes.

6.3.13. Extracdo de DNA plasmidial em microplaca.

As colonias positivas foram crescidas em 1mL de meio LB contendo
50ug/mL de ampicilina em microplacas tipo deep well, por 18 horas (overnight), a
37°C sob agitacéo constante. Apds este periodo 100uL dos clones cultivados foram
transferidos para placas tipo ELISA, adicionado v/v de glicerol 50% e estocadas a -
80°C. O restante do crescimento foi centrifugado a 2250 x g por 6 minutos, o
sobrenadante foi descartado e 250uL de solucdo GTE (glicose 50mM; Tris-HCI
25mM pH 8,0; EDTA 10mM pH 8,0) foram adicionados a cada poc¢o. A microplaca
foi submetida a agitagdo em vortex e novamente centrifugada a 2250 x g por 10
minutos a 20°C. O sobrenadante foi descartado e 80uL de solugdo GTE foram
adicionados a cada poco. ApOs agitacdo em vortex as suspensfes foram
transferidas para uma placa tipo ELISA (fundo redondo) contendo 2uL de RNase
(10mg/mL). Em seguida, 80uL de NaOH 0,2N; SDS 1% foram adicionados a cada
poco, a placa foi homogeneizada por inversdo e mantida a temperatura ambiente
por 10 minutos. 80uL de acetato de potassio 3M foram adicionados a cada poco.
Apo6s homogeneizagdo por inversao a reacgdo foi mantida a temperatura ambiente
por 10 minutos. Apds esse periodo, as placas foram incubadas a 90°C por 30
minutos e em seguida resfriadas em banho de gelo e centrifugada a 2250 x g por 9
minutos. A reacao foi transferida para um sistema contendo uma placa Millipore
(MAGV N22) no topo de uma placa tipo ELISA (fundo cbnico) o qual foi
centrifugado a 2250 x g por 6 minutos. O sistema foi desmontado, e a etapa
seguinte consistiu na precipitacdo do DNA. Para tanto, 100uL de isopropanol foram
adicionados ao filtrado, e a placa centrifugada a 2250 x g por 45 minutos, o

precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em agua milli-Q estéril.

6.3.14. Sequienciamento.
O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger et al., (1977)

utilizando o sequenciador automatico MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences).
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As reacdes foram realizadas com o kit DYEnamic ET e Dye Terminator Cycle
Sequencing (Amersham Biosciences), seguindo os protocolos recomendados pelo
fabricante, utilizando o oligonucleotideo M13 forward onde se utilizou um ciclo
inicial por 95°C/2 minutos seguido de 35 ciclos a 95°C/20 segundos, 50°C/20
segundos, 60°C/1 minunto. A seqiiéncia nucleotidica foi determinada através da
incorporacdo de dideoxinucleotideos (ddNTP) terminadores e foram analisadas e
avaliadas automaticamente através dos cromatogramas gerados e interpretados

pelo software MegaBACE 1000 sequencer convertidos em sequéncia de DNA.

6.3.15. Analise das sequéncias.

Inicialmente, as ESTs foram processadas utilizando o programa Phred
(EWING et al., 1998). Somente as sequéncias com mais de 100 nucleotideos e
com qualidade Phred maior ou igual a 20 foram selecionadas. A retirada de
sequéncias contaminantes de vetor foi realizada, utilizando-se o programa
Crossmatch (GREEN, 1996) e para a montagem dos contigs foi utilizado o
programa CAP3 (HUANG & MADAN, 1999). Finalmente, as ESTs resultantes
foram comparadas com o banco de dados ndo redundante GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando-se o programa BLASTx (ALTSCHUL, et al.,
1997).

6.4. Confirmac&o dos resultados obtidos por RDA.
6.4.1 RT-PCR

Para confirmacdo dos resultados por RT-PCR, foram desenhados
iniciadores especificos para as ESTs, entre elas: Glucosamine 6 phosphate
isomerase (200pb): S CCCAGCCAACATCAATATCCI3e5GATG
GTGTCGTATGCGAGTG3;PenR2(283ph): 5 CCCTAGTTTCGA
GAGCAACG3e5GACCATCTTGGCGATTTCATI3e
Ubiquitina-MMS2: 5 TGGCCTAGCTAACGGAGATG3 e5ATTTT
CACCGCATTGGATGT 3(120pb). Foi utilizado nas reacdes, 0 mesmo
RNA usado para o RDA e a sintese da primeira fita foi realizada conforme o item

6.14.1. Iniciadores para o gene da proteina ribossomal L34: 5 ATGTCCTGT
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CTACACTGCGCAAG3e5TGCTAACAGGGATACAGATG
G A G A G 3, foram utilizados como controle da reacdo e para ajuste de
concentracdo de cDNA.

As reacdes foram realizadas utilizando-se o kit OneStep RT-PCR Kit PCR
(Qiagen), com concentragbes de 25pmol de cada sequéncia iniciadora e RNA, o
volume final na reacdo de amplificacdo foi de 25ulL. As reacdes foram realizadas
com temperatura inicial 50°C, para a sintese da primeira fita e 95°C e 15 minutos
para inativagdo das transcriptases e ativacao da polimerase, a seguir foi realizado
o ciclo de amplificacdo com 35 ciclos com temperatura de desnaturacédo de 94°C
por 1 minuto; a temperatura de anelamento foi ajustada de acordo com os
iniciadores variando de 55 a 63°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e um
ciclo final a 72°C por dez minutos, utilizando-se aparelho termociclador Perkin
Elmer modelo GeneAmp PCR System 9700. O produto amplificado foi separado
em gel de agarose 1,5%, em tampdo TBE 1X, durante 1,5 hora a 100 volts,

corados com gel red (Uniscience) e observados a luz ultravioleta.

6.4.2. PCR em tempo real.

Para esse ensaio alem dos genes avaliados por RT-PCR, também foi observada a
expressao da proteinaRDS1-5 CTATCACACACAATCGAACT3 e?¥
AGGTAGTGTTAAGCTGTGAAZ3 (177pb). As reacbes foram
realizadas com 12,5 pl de master mix e 2 ul de RT mix do kit QuantiTect SYBR
Green RT PCR (Qiagen), cada primer foi adicionado a 400 nM e o volume foi final
ajustado a 25 pl. O programa de reacéo foi iniciado com 50°C, para a execucao da
primeira fita e 95°C e 15 minutos para inativagdo das transcriptases e ativagédo da
polimerase, a seguir foi realizado o ciclo de amplificacdo com 45 ciclos com
temperatura de desnaturacdo de 94°C por 30s; a temperatura de anelamento foi
60°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos e um ciclo final a 72°C por dez
minutos. Para confirmar que cada pico correspondia a um uUnico fragmento foi
realizada a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1X, durante 2
horas a 100 volts e corados com gel red e observados a luz ultravioleta. As

reacOes foram realizadas em duas repeticées, em triplicata, usando o aparelho
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Applied Biosystems 7500 cycler. Os dados foram analisados pelo método 22 2%;

(Livak & Schmittgen, 2001,).

V. RESULTADOS:

1. Ensaio de infeccao de P. brasiliensis as monocamadas celulares.

Foram realizados trés experimentos independentes, em duplicata, para o
teste de infeccdo. Na figura 3 esta representado o padrdo de infec¢do das células
avaliadas nesta etapa do trabalho. Os indices de infec¢cdo nas células A549 e
NOK foram semelhantes, em torno de 30% para os tempos de 2 e 5 horas e 25%

em 8 horas.

S A549
704 I NOK

% de Infecgao

2horas 5horas 8horas

Figura 3: Ensaio de infecgcdo do isolado 18 de P. brasiliensis avaliado por
citometria de fluxo em periodos de incubacdo de 2, 5 e 8h com células A549 e
NOK. O nivel de significancia entre os indices de infec¢do para as duas ceélulas foi

avaliado, mas todos os tempos apresentaram valores de p>0,05.

2.Microscopia de Varredura.
Foi possivel observar em maior detalhe a adesédo de P. brasiliensis as

células NOK. O fungo apds este contato aparentemente induziu alteractes
expressivas nas células, aparecendo prolongamentos celulares, fruto da provavel
alteracdo do citoesqueleto em que actina pode estar envolvida, principalmente em
cinco e oito horas de infecgcdo. P. brasiliensis adere as células por uma estrutura



44

tubular, e ha alteracdes destas com o aparecimento de depressdes na superficie
celular, sugerindo um processo de cavitacao ativa. Nas zonas de contato entre
fungo e célula nota-se material lancado pelo fungo provavelmente para facilitar
sua entrada na célula (Figura 4).
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Figura 4; Infeccdo das células NOK por P. brasiliensis, nos periodos de 2,5¢e 8

horas, demonstrado através de microscopia eletrénica de varredura.

3. Analise protéica dos extratos “cell-free” do isolado 18 de P. brasiliensis.
3.1. Eletroforese Bidimensional.

Os extratos “cell free”, do isolado 18, 18 reisolado de A459 e de NOK, foram
submetidos a eletroforese bidimensional para a analise da expresséo das diversas
proteinas de acordo com o0s pontos isoelétricos e massas moleculares. De
maneira geral foram observados de 167 a 243 spots com pl variando de 3.2 a 9.5
e massas moleculares de 11 a 121 kDa. A figura 5 demonstra a eletroforese
bidimensional nas trés situa¢des, assim como a analise dos géis de cada extrato
“cell free” pelo programa Image Master 2D Platinum, determinando o nimero e

localizac&o dos spots, bem como os valores dos pls e massas moleculares.
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Figura 5: Eletroforese bidimensional dos extratos “cell free”. (A) isolado 18 que
apresentou 167 spots, com pl variando de 3.8 a 8.3 e massa molecular de 13.1 a
95.3kDa; (B) isolado 18 reisolado de A549 que apresentou 191 spots, com pl
variando de 3.3 a 8.8 e massa molecular de 11 a 96 kDa; (C) isolado 18 reisolado
de NOK que apresentou 243 spots, com pl variando de 3.2 a 8.5 e massa
molecular de 13.2 a 121 kDa.

A andlise comparativa da eletroforese bidimensional demonstrou a
existéncia de 80 spots semelhantes entre os trés extratos “cell-free” do isolado 18,
deste em contato com A549 e em contato com NOK. O isolado 18 em contato com
A549 apresentou 95 spots semelhantes ao isolado 18, cultivado em meio de Fava
Netto, apresentando uma similaridade de 46%. Enquanto que o isolado 18
cultivado em meio de Fava Netto, apresentou 100 spots semelhantes com o
mesmo isolado em contato com NOK, com uma similaridade de 49%. Na figura 6
podem ser observados, em verde, os spots semelhantes e, em vermelho estdo
marcados 0s spots exclusivos de cada situacdo. Foram observados 53, 96, 143
spots exclusivos para os extratos “cell-free” do isolado 18, deste em contato com

A549 e em contato com NOK, respectivamente.
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Figura 6: Eletroforese bidimensional dos extratos “cell free” do isolado 18 (D), do
isolado 18 reisolado de A549 (E) e isolado 18 reisolado de NOK (F). Em verde
estdo marcados os spots semelhantes e em vermelho os spots exclusivos de cada

situacao.

3.2. Ensaio de binding.

Os extratos “cell-free” biotinilados foram submetidos ao ensaio de “binding”
em células A549 e NOK, para a exploracdo de possiveis ligantes. Na figura 7 é
possivel observar a existéncia de uma banda em torno de 70 KDa, indicando que
P. brasiliensis apresenta ligantes protéicos para ambas as células com

caracteristicas semelhantes.

Figura 7: Ensaio de “binding” dos extratos “cell-free”: (1) somente “cell-free” Pb18
reisolado de A549; (2) somente “cell-free” Pb 18 reisolado de NOK; (3) ensaio de
“binding” com “cell-free” na condicdo 1 em células A549; e (4) ensaio de “binding”

com “cell-free” condicdo 2 em células NOK.

4. Imunofluorescéncia para observacao de microfilamentos de actina.

A remodelacéo do citoesqueleto foi observada previamente na interacéo de
P. brasiliensis com células A549 (Monteiro, 2004). No intuito de realizar a
comparacao entre as duas linhagens celulares foi utilizada a microscopia confocal
para verificar as alteracfes devido a presenca deste fungo em contato com a
célula NOK.
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Os filamentos de actina das células NOK mostraram-se condensados na
margem com projecdes nas zonas de contato com as células vizinhas. Os
filamentos apresentavam-se finos e ndo arranjados em paralelo. ApGs duas horas
de contacto com o fungo houve uma aparente perda de filamentos ao redor da
célula aparecendo uma intensidade diminuida de fluorescéncia. Nos tempos
maiores houve uma aparente recuperacdo na organizagdo da actina celular
(Figura 8).

Figura 8: Microscopia confocal de filamentos de actina marcados com faloidina-
FITC e P. brasiliensis marcado com Alexa 594. NOK indica queratindcitos, NOK
nao infectado (CN) e NOK infectado com o fungo nos tempos de duas horas (2h),

cinco horas (5h) e oito horas (8h) de infeccao.

5. Analise do RNAm por RDA.

A caracterizacdo da expressao génica diferencial foi realizada por meio da
técnica de RDA. Para tanto, o RNA total foi extraido, individualmente para cada
caso (Tabela 1). A partir do cDNA resultante apos digestdo com a enzima de
restricdio SAU 3Al foi construida uma biblioteca. Os cDNAs resultantes foram

reunidos, hibridizados a 67°C por 20 horas e amplificados por PCR, sendo
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utilizados dois ciclos sucessivos de subtracdo e PCR utilizando as sequéncias ndo
hibridizadas nos titulos de 1:10 e 1:100. Os produtos diferencialmente expressos
das quatro situacdes foram amplificados, resultando em padrdes distintos (Figura
9).

Figura 9: RDA, respectivamente, dos produtos diferencialmente expressos de P.
brasiliensis: A e B correspondem as subtracdes 1/10 das situacdes descritas na

tabela 1. Al e B1, as subtracdes 1/100 das mesmas situacoes.

Os produtos diferencialmente expressos entre o fungo cultivado em meio
de Fava Netto e da condicdo de infeccdo de P. brasiliensis a NOK e A549, apés
clonagem e extracdo do DNA plasmidial, foram submetidos ao seqtienciamento
automatico. Um total de 384 clones foi sequenciado para cada situacdo, 143 e 177
foram de boa qualidade para a infeccdo em NOK e A549, respectivamente. A
condicéo de infecgdo P. brasilensis em NOK gerou 19 clusters, com dez contigs e
nove singletes, enquanto a infeccdo em A549 foi agrupada em dezoito clusters,
com 12 contigs e seis singlets. As sequéncias (contigs e singlets) geradas a partir
das duas subtracbes apresentaram homologia com 28 proteinas que estdo
representadas na tabela 2.
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Tabela 2: Proteinas homologas as sequéncias encontradas no RDA para a

infecgdo de P. brasiliensis em NOK e A549 em relagdo ao cultivo em meio de

Fava Netto. Estdo representadas os valores de e, 0 nimero de acesso das

proteinas encontradas no Gene Bank, o niUmero de clones para cada proteina (a)

infeccdo em NOK e (b) infeccdo em A549 a partir de P. brasiliensis, e a funcéo

biolégica segundo Gene Ontology (GO).

Proteina Tipo e-value Numero de Acesso Frequéncia Funcao biol6gica
Celular (nimero de
clones)
40S ribosomal protein S9 de  NOK/A549 3e-27 gb|EEH50187.1| 5%/3° Constituinte estrutural dos
Paracoccidioides ribossomos
brasiliensis (Pb18)
60S ribosomal protein L27-A°  NOK 2e-22 gb|EEH44323.1| 1%/3° Constituinte estrutural dos
de Paracoccidioides ribossomos
brasiliensis (Pb18)
ADP,ATP carrier protein de NOK 9e-11 gb|EEH45290.1| 18 Antiporte de ATP-ADP na célula
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)
Conserved hypothetical NOK/A549 3e-59 gb|EEH46428.1| 14°/26° Catalise da oxirredugéo de grupos
protein de Paracoccidioides sulfeto
brasiliensis (Pb18)
Conserved hypothetical A549 2e-12 gb|EEH44515.1| 2° Desconhecida
protein de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)
conserved hypothetical A549 le-87 gb|EEH48267.1| 2° Catdlise da transferéncia de
protein de Paracoccidioides residuos de manose para
brasiliensis (Pb18) aminoacidos de proteinas
Cytokine inducing- NOK 2e-56 emb|CAC78984.1| 18 Inducgéo de citocina
glycoprotein de
Cryptococcus neoformans
var. Neoformans
Elongation factor 2 de A549 7e-41 PADG_08125.1 1° Catdlise de sintese protéica
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)
Glucosamine 6 phosphate NOK/A549 3e-19 gb|EEH44112.1| 142 /30° Catalise da transformagéo de D-
isomerase de glucosamina-6-fosfato em D-
Paracoccidioides frutose 6-fosfato
brasiliensis (Pb18)
Golgi to plasma membrane NOK/A549 le-10 ref|XP_568859.1| 1%3° Transporte de substancias a partir
transport-related protein de do Golgi para a membrana
Cryptococcus plasmatica
neoformans var.
neoformans JEC21
Heat shock protein 90 de A549 le-23 gb|AAX33296.1| 1° Resposta ao estresse como
Paracoccidioides resultado de uma perturbacdo na
brasiliensis (Pb18) homeostase; dobra de proteina,
interacdo seletiva e ndo-covalente
com ATP

Hypothetical protein NOK 4e-10 ref|XP_775740.1| 92 Desconhecida
CNBD4690 de Cryptococcus
neoformans var.
neoformans
B-3501A
Hypothetical protein NOK 2e-11 ref|XP_772265.1| 12 Simporte transmenbrana

CNBMO0020 de Cryptococcus
neoformans var.
neoformans

B-3501A

anion/cétion
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Hypothetical protein de
Cryptococcus neoformans
var. neoformans

JEC21

Hypothetical protein de
Cryptococcus neoformans
var. neoformans

JEC21

Hypothetical protein de
Cryptococcus neoformans
var. neoformans

Hypothetical protein de
Cryptococcus neoformans
var. neoformans

JEC21

Hypothetical protein
PAAG_02259 de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb01)
Hypothetical protein
PABG_06807 de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb03)
Low-affinity zinc ion
transporter de
Cryptococcus neoformans
var.

neoformans JEC21
PENR2 protein de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)
Predicted protein de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)

Proteasome component
PREG6 de Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)

Rds1 protein de
Cryptococcus neoformans
var. neoformans JEC21
RNA binding protein de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)

Short chain fatty acid CoA
ligase de Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)

Stress response protein
Rds1, putative de
Aspergillus fumigatus
A1163

Ubiquitin conjugating
enzyme variant MMS2 de
Paracoccidioides
brasiliensis (Pb18)

A549

A549

A549

A549

NOK/A549

NOK

NOK/A549

NOK/A549

NOK

NOK

NOK/A549

NOK

NOK/A549

A549

NOK/A549

2e-17

8e-32

2e-46

9e-13

5e-11

4e-42

le-8

8e-44

9e-12

3e-25

4e-17

2e-26

3e-16

4e-13

3e-52

ref[XP_572912.1|

ref]XP_571062.1]

ref]XP_570403.1]

ref(XP_570610.1|

gb|EEH40204.1|

gb|EEH16720.1]

ref]XP_570392.1]

gb|EEH49739.1|

gb|EEH47615.1]

gb|EEH46637.1]

ref|XP_568514.1|

gb|EEH48229.1|

gb|EEH42484.1]

gb|EDP51986.1|

gb|EEH45652.1|

3!7

1b

1h

141°

1a

1%2%

5%2°

la

23

322/ 5°

63

43°/84°

2b

4°5°

Catélise da ligacéo de ubiquitina a
residuos de lisina; interacédo
seletiva e ndo-covalente com
zinco

Mudangas no estado ou atividade
celular indicando estresse do
organismo

Desconhecida

Catdlise da transformacgéo de D-
manose-6-fosfato em D-frutose 6-
fosfato

Desconhecida

Desconhecida

Transportador de baixa afinidade
de zinco (Zn),de fora para dentro
ou entre as células

Regulacédo da transcricdo

Respiragao aerébica;
incorporagéo de ferro e enxofre
exdgeno em um cluster metalo-
enxofre; transferéncia de elétrons
do ubiquinol para citocromo ¢
Catdlise da hidrdlise de peptideos
internos em uma cadeia
polipeptidica

Mudangas no estado ou atividade
celular indicando estresse do
organismo

Interacéo ndo-covalente seletiva
com uma molécula do RNA ou
uma parte dele

Catalise da formacéo de acidos
graxos de cadeia curta com
menos de 8 carbonos

Mudancgas no estado ou atividade
celular indicando estresse do
organismo

Catélise da ligagcéo de proteinas
semelhantes a ubiquitina ou
ubiquitina-semelhante a um
residuo de lisina

5.1. Validacao dos resultados obtidos por RDA.

5.1.1.RT-PCR.
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Para confirmacdo dos resultados por RT-PCR, foram desenhados
iniciadores especificos para as ESTs Glicosamina 6 fosfato, PenR2 e Ubiquitina-
MMS2, além do controle L34 . Apos a amplificacdo dos produtos das duas
condi¢des, infeccdo de P. brasiliensis em A549 e NOK, foi possivel comprovar a
regulacdo aumentada dos transcritos nas situacdes de infeccdo em relacdo ao

mantido em meio de cultura, para os genes testados (Figura 10).

300 4 . FN
[ ] A549
L34 - 2501 . NOK
200
150 +
50
g ——— BN
[
L34 GL uB PE

Figura 10: Confirmacao dos resultados do RDA pela técnica de RT-PCR: controle
(L34); Glicosamina 6 Fosfato Isomerase; (GL), Enzima de conjugacdo de
ubiquitina variante MMS2 (UB); PenR2; (PE).

5.1.2.PCR em tempo real.
Para estimar os niveis reativos de transcritos diferencialmente expressos foi
realizada a PCR em tempo real. A Figura 11 mostra a quantificacdo relativa dos

transcritos de quatro genes avaliados, glicosamina, ubiquitina, RDS e PenR2
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Figura 11: Quantificacdo dos niveis de transcritos de genes diferencialmente
expressos durante a infec¢do de P. brasiliensis as células A549 e NOK relativos
ao fungo cultivado em meio Fava Netto. Os valores representam 0s niveis de
expressao dos genes normalizados para Glicosamina 6P isomerase (GL), Enzima
de conjugacdo de ubiquitina variante MMS2 (UB), RDS (RD) e PenR2(PE). O *

representa o nivel de significancia para valores de p<0,05.

VI. DISCUSSAO:

No presente trabalho foi observado um perfil bastante semelhante de
infeccdo de P. brasiliensis as células A549 e NOK. Pode-se confirmar a sua
capacidade de adesdo, invasdo e modificacdes no citoesqueleto para células
NOK, semelhante ao observado anteriormente as A549 e outras células epiteliais
(Hanna, 2000), além de ser observada a presenca de uma adesina de 70kDa para
ambas as células. O padrao de genes transcritos diferencialmente também foi
bastante semelhante entre as células, demonstrando ser prevalente a capacidade
de P. brasiliensis de metabolizar fontes alternativas de carbono e responder ao
estresse gerado para a adaptacdo ao novo ambiente em tempos iniciais de
infeccao.

A infeccdo de P. brasiliensis aos diferentes tipos celulares pode auxiliar no
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na paracoccidioidomicose e o

papel dos diferentes fatores de viruléncia deste fungo. Estudos tém demonstrado a
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capacidade de adesado e invasédo de P. brasiliensis (MENDES-GIANNINI et al.,
2008), sendo o fendmeno de aderéncia variavel dependendo do isolado (HANNA
et al., 2000). Em estudos empregando cultura de células epiteliais foi observado
gue o isolado 18 de P. brasiliensis, considerado mais patogénico para animais e
com maior capacidade de adeséo, ap0s varios subcultivos perdia esta capacidade,
havendo, portanto relagdo entre viruléncia e capacidade de ades&do. Amostras
recém isoladas, tanto de animais como de culturas celulares, recuperavam a
capacidade de aderir e invadir células epiteliais (ANDREOTTI et al., 2005). Neste
estudo, na parte inicial foi verificada a capacidade de infec¢édo do isolado 18 de P.
brasiliensis a cultura de células epiteliais pulmonares e queratinécitos de mucosa
bucal. Pela primeira vez, a linhagem NOK foi empregada no modelo de interacéo
P.brasiliensis-célula. Nossos dados mostram um padrao semelhante de infeccdo
entre os tipos celulares, em relagdo ao tempo e intensidade. Em até cinco horas,
os indices de infeccao foram em torno de 30% e em oito horas estavam ao redor
de 25%. Estes indices estdo de acordo com dados de trabalhos anteriores (Hanna
et al., 2000; Andreotti et al., 2005). A adeséo de células de P. brasiliensis aos
tecidos do hospedeiro deve ser um dos passos cruciais no estabelecimento da
paracoccidioidomicose.

Esta doenca é sistémica, com comprometimento pulmonar no inicio, mas
sitios extrapulmonares, tais como a pele, a mucosa bucal (estomatite moriforme),
a faringe ou laringe (ou uma combinacéo das duas) e a regido apical dos dentes
podem ser também afetados. Portanto, esta doencga apresenta diversos quadros
clinicos com repercussbées na cavidade bucal e camada cutanea (BENARD &
MENDES GIANNINI, 2009). Como e porgue este fungo atinge a cavidade bucal,
fruto de disseminacgéo do fungo, causando sérias consequéncias, ndo se conhece.
Neste trabalho, a interacdo de P.brasiliensis com os queratindcitos foi realizada
também por microscopia de varredura, em que se observou que o fungo adere, e
invade as células, sinalizando alteracdes provavelmente ligadas ao citoesqueleto
actinico. Da mesma forma em trabalhos anteriores foi demonstrado que este fungo
pode circunscrever e alterar células normalmente ndo fagociticas e invadi-las
(MENDES-GIANNINI et al., 2008).
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A adeséao de P. brasiliensis aos queratindcitos foi feita aparentemente por
uma estrutura similar a um pequeno tubo, como descrito por HANNA, 1995 e
UEMURA, 1996, respectivamente em células VERO e Hela. Alteracdes nas
membranas celulares foram observadas em torno da area de adesdo, com a
presenca de elementos fldngicos circunscritos e cavitagdes provavelmente
resultantes de seus produtos extracelulares. Este mecanismo parece exigir
grandes modificacfes, tanto das células do hospedeiro como no citoesqueleto do
fungo. O mecanismo de internalizacdo em queratinécitos bucais descrito pela
primeira vez sugere que essa capacidade pode ser importante no
desenvolvimento da doenca. P. brasiliensis ndo € essencialmente parasita
intracelular (Tuder et al., 1985), mas células epiteliais e endoteliais podem ser
usadas como local de escape das células de defesa, como demonstrado em
outras doengas.

P. brasiliensis, como outros patégenos (Sebghati et al., 2000) é capaz de
penetrar mucosas, principalmente dos pulmdes, alcancando o interior de células
eucaridticas, ou invadindo tecidos para posterior colonizacdo e crescimento
(Franco et al., 1989; Lenzi et al.,, 2000). Nossos dados confirmaram dados
anteriores em relacdo ao comportamento da actina para a infeccdo de
pneumacitos por P. brasiliensis (MENDES GIANNINI, et al., 2008). Pela primeira
vez na literatura foi verificada a infeccdo em células epiteliais NOK. O mesmo
padréo foi observado em queratindcitos, pois, aparentemente, apés a infeccao
com o fungo, as células perderam parte dos filamentos ao redor da célula
aparecendo uma intensidade diminuida de fluorescéncia e nos tempos maiores
houve a recuperacao da organizacao da actina celular. Esses resultados sugerem
que a ligacdo de P. brasiliensis aos queratindcitos, aparentemente, induz sinais
levando a mudancas no citoesqueleto, tais como a desorganizacao dos filamentos
de actina préximos a area de contato e sua redistribuicdo sob a forma de feixes na
periferia das células epiteliais, sugerindo a participacdo dos microfilamentos no
processo de internalizacdo de P. brasiliensis.

Um aspecto essencial no ciclo de vida de muitos patdégenos € sua

habilidade de entrar e se manter no hospedeiro para facilitar sua continua
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infeccdo. Portanto, varios patégenos dispdem de mecanismos que utilizam a
polimerizacdo de actina a seu favor para entrar ou sair das células do hospedeiro.
Em circunstancias normais, a polimerizacdo de actina e a mobilidade celular sé&o
reguladas via cascatas de transducg&o de sinais. Patdgenos ndo somente usam o
citoesqueleto de actina para facilitar sua entrada, mas desenvolvem também
mecanismos para subverter os sistemas regulatorios normais que controlam a
polimerizacdo da actina na célula. Os patdgenos com capacidade de invasdo
frequentemente alteram os componentes do citoesqueleto para promover a sua
entrada na célula e isto € feito pelo rearranjo da actina e vérios fatores de
viruléncia que sdo reguladores fundamentais da reorganizacdo de actina. Muitos
patdgenos entéricos invadem células de mamiferos em cultura, influenciando os
rearranjos de actina que resultam na formacgédo de pseudodpodes (lamelipédios) e
na internalizacdo da bactéria (SWANSON e BAER, 1995). Os organismos
invasores ligam-se diretamente ou via componentes da MEC as integrinas ou suas
assemelhadas na superficie do hospedeiro. Apés esta ligacdo, um sinal é
disparado na célula hospedeira para que os filamentos de actina liguem-se ao
receptor da membrana e assim possibilitem a entrada do microrganismo na célula.
Uma vez dentro, estes sdo capazes de causar significante rearranjo no
citoesqueleto (FINLAY e FALKOW, 1988; ROSENSHINE et al., 1992).

No presente trabalho pretendeu-se ampliar este conhecimento, estudando
extratos “cell free” do isolado 18 em contato com queratindcitos, além de
pneumdcitos. E desta forma tentar verificar se o fungo expressa diferentes
proteinas frente aos diferentes tipos celulares. Além dos constituintes protéicos
antigénicos, P. brasiliensis possui uma variedade de outros componentes, cujo
papel na patogenia da doenca e na resposta inflamatéria do hospedeiro é ainda
desconhecido. Diferentes componentes estdo presentes no extrato denominado
“cell-free” que foi primeiro utilizado por Blotta e Camargo (1993). Este preparado
corresponde aos componentes mais superficiais da célula fungica e sé&o
provavelmente os que mais diretamente entram em contato com as células do
hospedeiro. Em nosso estudo foram preparados trés extratos, a partir do isolado

18 cultivado em meio de Fava Netto, reisolado de pneumdcitos e de
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queratinocitos. Os padrdes eletroforéticos mostraram primeiramente diferencas em
relacdo ao numero e a intensidade de bandas majoritarias. Extratos protéicos de
diferentes microrganismos tém sido caracterizados por eletroforese bidimensional,
que além de diferenciar proteinas por massa molecular, também as separam de
acordo com seu pl (ponto isoelétrico). Em P. brasiliensis esta metodologia foi
utilizada para caracterizar novos antigenos da fase leveduriforme do fungo e
comparar a expressao destes com a fase miceliana (FONSECA et al., 2001), na
descricdo da adesina de 30kDa (ANDREOTTI et al., 2005). Neste trabalho, a
eletroforese bidimensional foi utilizada no intuito de verificar a expressédo de
proteinas do isolado Pb 18 quando em contato com diferentes tipos celulares. Foi
observada uma heterogeneidade da expressdo de proteinas do isolado
dependendo da condicdo. Aparentemente, o contato do fungo com as células
induziu a maior expressao de proteinas, principalmente com queratindcitos (143
spots exclusivos em relagdo ao isolado subcultivado). Também nessa condicao
observa-se a presenca de proteinas com maior massa molecular. Assim, estes
dados iniciais indicam a heterogeneidade de resposta deste fungo quando
submetido as diferentes condi¢des, o que pode sugerir mudancas também no
padrdo de expressdo de adesinas. Em ensaio de binding, uma proteina em torno
de 70kDa foi observada tanto nos gueratinocitos como nos pneumocitos. Coltri et
al., 2006 descreveram a paracoccina, molécula de 70 kDa e pl aproximado de
5.63 que esta relacionada a adesdao a matriz extracelular, principalmente a
laminina. Maricato et al., 2010 também descreveram uma proteina de 70 kDa
encontrada principalmente no citoplasma e pertencente a familia das
flavoproteinas. Assim, moléculas com esta massa molecular foram descritas e
estdo relacionadas a imunidade humoral, celular e como provavel adesina (Coltri
et al., 2006; Maricato et al., 2010). Futuramente seré realizado o seqienciamento
da proteina de 70kDa, descrita em nosso estudo e poder-se-a verificar qual a sua
relacdo com as ja descritas na literatura. Também se pretende sequenciar aquelas
que apresentam uma expressdo mais acentuada e diferencial em relacdo as

condicdes estudadas.
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O estudo da expressdo de genes durante o processo infeccioso por P.
brasiliensis, pode trazer diversas informagdes sobre as moléculas envolvidas no
desenvolvimento da patogénese durante o contato parasito/hospedeiro. Costa et
al., 2007, encontraram 4.932 ESTs, sendo deste total, 35,47% relacionadas a
novos genes e 23,75% pertencentes a genes induzidos durante 0 processo
infeccioso em figado de animais experimentais, enzimas de Vvarias vias
metabdlicas, como fermentacdo alcoodlica, biossintese de aminoacidos,
metabolismo de nitrogénio e biossintese de lipideos e esterdis, importantes na
biossintese/remodelamento da membrana, que devem ser relevantes para o
processo infeccioso. A aquisicdo de ferro tem sido descrita como fator de
viruléncia em patogenos (RATLEDGE & DOVER 2000), uma vez que a captacao
de ferro é importante para a sobrevivéncia destes nos tecidos do hospedeiro onde
a quantidade de ferro deve ser limitante. Transcritos codificantes para
transportadores de ferro de alta e baixa afinidade, para membros da familia das
cobre oxidases foram encontrados com alta redundancia em ensaios de RDA de
células recuperadas de figado de camundongo infectado (BAILAO et al., 2006).
Por outro lado, a sintese de melanina esta implicada na patogénese de fungos
(HAMILTON & GOMEZ 2002, TABORDA et al., 2008). O crescimento de P.
brasiliensis com L-DOPA (precursor da melanina) resulta na melanizacdo das
células fungicas (GOMEZ et al.,, 2001), bem como a melanina protege P.
brasiliensis de fagocitose (SILVA et al., 2006). Os transcritos que codificam para L-
amino acido descarboxilase aromatica, para tirosinase e para policetideo sintase
foram induzidos em células leveduriformes de P. brasiliensis recuperadas de
figado de camundongos e demonstraram a relevancia da sintese de melanina no
processo (BAILAO et al., 2006).

Em nossos estudos, a condi¢cdo de subtracdo para os dois tipos celulares,
resultou em aumento da expressdo de genes para a producdo de energia e
crescimento, incluindo enzimas que participam, indiretamente, da gliconeogénese,
via glicolitica e do ciclo do TCA. Das 28 proteinas expressas diferencialmente,
cinco foram hipotéticas, nove na condicdo diferencial com células NOK, oito com

as células A549 e as demais com ambas as linhagens. Durante a infec¢do, os
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nutrientes sao limitados, os desvios em vias metabdlicas sdo necessarios para
substituir a glicose utilizada na sintese de muitas macromoléculas necessarias
para a proliferacdo. Os acidos graxos podem servir como fonte Unica de carbono e
energia, acil-CoA é um importante intermediario em diversas funcées metabdlicas,
como o transporte de &cidos graxos, degradacdo oxidativa de &acidos graxos e
biossintese de fosfolipidios, bem como a ativagdo enzimética, sinalizagéo celular e
regulacdo da transcricdo (MORGAN-KISS & CRONAN, 2004). Metabolismo dos
acidos graxos € importante no desenvolvimento e patogenicidade de muitos
fungos, no processo de infeccdo de C. albicans em macrofagos, a aquisicédo e
utilizacdo de &cidos graxos no fagolisossomo, ambiente pobre em compostos
complexos de carbono, é a resposta metabdlica predominante sobre qualquer
resposta ao estresse convencional, sugerindo que a privacdo de nutrientes € o
principal estresse sofrido por essas leveduras. Mas durante a infec¢do no sangue,
a glicose esta presente em niveis suficientemente elevados (0,06-0,1%) para
limitar a expressado de enzimas responsaveis pela utilizacdo de fontes alternativas
de carbono, indicando que C. albicans regula diferencialmente as vias de
assimilacdo de carbono, dependendo do estagio de infeccdo (BARELLE et al.
2006, LORENZ & FINK 2001), este fato € semelhante a informacéo registrada em
C. neoformans, porque os padrfes de expressdo génica e adaptacdo foram
tecidos especificos, tanto a infecgdo pulmonar, como em um modelo experimental
de meningite em coelho (HU et al 2008). Diversos estudos tém enfocado os
caminhos da gliconeogénese, do ciclo glioxilato e da B-oxidagdo dos acidos
graxos, uma vez que estes caminhos sao positivamente regulados durante o
contato com o hospedeiro em uma variedade de microrganismos patogénicos
humanos, P. brasiliensis (DERENGOWSKI, et al 2008 ), C. neoformans (HU et al,
2008, RUDE, et al 2002 e FAN et al, 2005), C. albicans (RAMIREZ & LORENZ,
2009, BARELLE, et al 2006 e FRADIN, et al 2005), Mycobacterium tuberculosis
(MCKINNEY, et al 2000 e MUNOZ-ELIAS & MCKINNEY, 2005), S. cerevisiae
(SCHULLER, 2003) e A. fumigatus (EBEL, et al 2006, OLIVAS, et al 2008).

A N-acetilglicosamina (GlaNAc) é a unidade de formacdo de quitina, o

principal componente das paredes celulares de fungos e outros microorganismos.
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Em P. brasiliensis a hidrélise da quitina pode ser essencial a sobrevivéncia do
patdgeno durante a deficiéncia nutricional no novo microambiente. A GlaNAc é
precursora de glucosamina (GIcN), um substrato de glucosamina 6 fosfato
isomerase, proteina que apresentou um elevado numero de clones em nosso
trabalho, capaz de formar frutose-6-P a partir de GIcN, e pode assim suprir a
deficiéncia de glicose, alimentando a via glicolitica. Espécies de Candida sao
capazes de usar os aminoacgucares como GIcNAc e GIcN como fontes de carbono
alternativas (SINGH & DATTA, 1979). C. albicans necessita de um caminho
funcional para o catabdlico GIcNAc para que desta forma possa estabelecer
infeccdes sistémicas com sucesso, havendo, portanto, uma correlacdo entre
adaptacdes especificas e a viruléncia do organismo, (SINGH, et al 2001).

HSPs estdo envolvidos na adaptacdo a tensdes térmicas, estresse
oxidativo, pH baixo e tratamento com drogas citotoxicas. HSP90 é uma chaperona
molecular que in vivo auxilia um pequeno conjunto de proteinas, dependentes de
ATP, para que suas funcdes sejam executadas corretamente (NATHAN et al
1997), como tirosina e serina / treonina quinases, receptores de esterbides e
fatores de transcricdo (BUCHNER 1999). HSP90 é conhecida por ser essencial
para a funcdo de quinases de transducdo de sinal em varios organismos
(CUTFORTH et al 1994, MILLSON et al 2005 e PERDEW et al 1997), incluindo os
membros das MAPK, PKA e familias envolvidas na morfogénese fungica
(DHILLON et al 2003). Pbhsp90 é um gene altamente expresso durante sinais de
estresse oxidativo e mudancas morfologicas, tais como outras chaperonas
moleculares, € essencial para garantir a viabilidade das células do patégeno
durante a adaptacdo dimérfica de P. brasiliensis e sobrevivéncia dentro do
hospedeiro mamifero (NICOLA, et al 2008).

A proteina RDS1, também muito expressa principalmente na infeccdo em
NOK, ja foi identificada em varios fungos como Neurospora crassa, Magnaporthe
grisea, Aspergillus nidulans, Fusarium graminearum e Ustilago maydisparece e
parece estar relacionada a resposta do fungo a situacdes de estresse. Em
Schizosaccharomyces pombe, alteracfes de sua expressdo foram observadas

guando o fungo foi submetido a diferentes condicdes como privacédo de glicose,
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amonia e fosfato, além de mudancas na concentracdo de CO, e temperatura
(LUDIN et al.,, 1995). KRAUS et al. (2004), verificaram pela técnica de
microarranjo, uma expressdo aumentada dessa proteina em C. neofomans
mantidos a 37°C e de forma similar, Rosa e Silva et al. (2008), comparando a
levedura mantida a 25 e a 37°C, verificaram pela técnica de RDA, aumento de
sua expressao.

A célula é dotada de sistemas enzimaticos complexos que sinalizam e
controlam, de forma precisa, a resposta celular a uma determinada condi¢cao do
meio. Proteinas relacionadas ao controle celular também foram encontradas em
nosso estudo. Proteassomas sdo complexos proteoliticos encontrados em células
eucaridticas responsaveis pela degradacdo de muitas proteinas celulares
(DEMASI et al. 2003). Este complexo tem papel importante na regulacdo do ciclo
e da sinalizacao celular, incluindo apoptose, eliminacdo de proteinas anormais
geradas por mutacdo e danos oxidativos (GIULIVI et al., 1994; COUX et al., 1996;
BERLETT et al., 1997; BOCHTLER et al., 1999; ULLRICH et al., 1999; DEMASI
et al. 2003). Por outro lado, estudos tém demonstrado que 0s proteassomas Sao
controlados por proteinas S-glutationadas relacionadas ao controle de reacfes
de oxido reducdo e producdo de fatores de transcricdo (DEMASI et al. 2003;
SILVA et al., 2008). Por fim, tém-se verificado que a atividade proteolitica
controlada por proteassomas esta aumentada na fase proliferativa (logaritmica) e
gradativamente diminui a medida que vai entrando na fase estacionaria
(BAJOREK et al., 2003; LAPORTE et al., 2008). Esses achados sugerem que,
nas condi¢cOes testadas no presente trabalho, a forma leveduriforme do fungo
esta em situacdo de estresse, mas metabolicamente ativa.

O zinco € nutriente essencial para a célula, compondo estruturalmente os
motifs de muitos cofatores transcricionais, bem como, exercendo papel de cofator
de enzimas diversas como, por exemplo, RNA polimerase (BIRD et al., 2000;
RUTHERFORD et al., 2004; LIEU et al.,, 2006; KIM et al., 2008). O zinco &
importante nutriente que, embora em pequena quantidade, é necessario para a
proliferacdo e viabilidade celular (LULLOFF et al., 2004). Por outro lado, a

disponibilidade deste nutriente em condicdo de infeccdo, € grandemente
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diminuida por acdo de neutrdfilos que apresentam em seu citoplasma, uma
proteina com atividade antimicrobiana que se liga ao zinco, privando a sua
utilizacdo pelo microorganismo (MAMBULA et al., 2000; LULLOFF et al., 2004).
Em Saccharomyces cerevisiae, o fator de transcricdo Zapl é considerada a peca
chave na resposta celular a privacdo de zinco, controlando expressédo de varios
genes, muitos destes, presentes em outras leveduras (ZHAO et al., 1997; EIDE et
al., 2009). Em condic¢des de privagao de zinco, Zapl induz a expressao de genes
envolvidos no transporte (transportadores ZRT1, ZRT2 e FET4) e
armazenamento em vacuolos (ZRC1 e ZRT3) (ZHAO et al.,1998; MACDIARMID
et al.,2000; WATERS et al.,2002; MACDIARMID et al., 2003). Adicionalmente,
Zapl regula a expressdo de genes responsaveis pelo transporte em vias
secretérias (ZRG17) e controla o nivel de enzimas envolvidas na biossintese de
lipidios com finalidade de manter a integridade da membrana fosfolipidica (PI1S1 e
EKI1) (LYONS et al.,2000; ELLIS et al., 2005; HAN et al., 2005; KERSTING et al.,
2006). Genes homologos para o fator Zapl ja foram descritos para C. albicans
demonstrando serem importantes para o processo de filamentacdo e em
Aspergillus fumigatus, os fatores de transcricdo tém sido considerados como
fatores de viruléncia e candidatos promissores para elucidar os mecanismos de
patogenicidade (KRAPPMANN et al., 2004; BIGNELL et al., 2005; MORENO et
al., 2007). Em C. neoformans, podemos citar como exemplo, o fator de
transcricdo calcineurina que é uma fosfatase ativada por Ca*?/calmodulina.
Varios estudos tém demonstrado que a atividade de calcineurina e o influxo de
calcio na célula séo interrelacionados e rigorosamente controlados para que
possam exercer suas funcées na adaptacdo do fungo frente as mudancas do
ambiente, na regulacdo da morfogénese e na patogenia (FOX e HEITMAN,
2002). Por fim, o transporte de zinco, assim como de ferro e cobre, é importante
para a funcdo de muitas proteinas, pois eles estabilizam a estrutura protéica e
facilitam as reacdes de oxireducdo (RADISKY e KAPLAN, 1999). Estudos tém
demonstrado que a deficiéncia de zinco pode levar a um aumento intracelular de
espécies reativas de oxigénio, causando oxidacao de lipidios e proteinas além de

danos ao DNA e mutacao (Eide et al., 2009). Neste sentido, embora, em Nnosso
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estudo, ndo tenhamos encontrado nenhuma enzima relacionada a detoxificacédo
celular, é possivel que, indiretamente, a expressao aumentada de transportador
de zinco seja reflexo de uma maior necessidade de enzimas que eliminem
espécies reativas de oxigénio, tais como a superoxido dismutase citosolica que é
uma enzima Cu/Zn dependente importante para detoxificagdo da célula durante o
metabolismo oxidativo, sendo considerado também como um fator de viruléncia
em potencial (COX et al., 2003; NARASIPURA et al., 2003; NARASIPURA et al.,
2005; DIAS et al., 2006).

Por fim, outra proteina com expressdo aumentada encontrada neste
estudo foi o carreador de ADP/ATP. Esta proteina parece ter papel critico no
transporte e fornecimento de ATP gerados na mitocondria transportados para o
citosol (TRABA et al., 2009). Mais recentemente, estudos tém sugerido que o0s
carreadores de ADP/ATP teriam participacdo importante para a ocorréncia de
apoptose. Neste processo, 0s carreadores seriam um dos constituintes dos
chamados poros de permeabilidade transitéria que controlaria a liberacdo de
fatores apoptogénicos como o citocromo ¢ (PEREIRA et al., 2007; LAWEN, 2007,
TRABA et al., 2009). Portanto neste estudo tém-se dados adicionais da interacéo
P.brasiliensis-células. E pela primeira vez a observacdo da interacao deste fungo
com queratinocitos, abrindo-se a oportunidade de estudar mais profundamente a

patogenia desta importante doenca.

VII. CONCLUSAO:

A interacdo fungo-hospedeiro abrange uma rede complexa de vias
metabdlicas e de sinalizacao que se interligam para responder a uma determinada
situacdo ou condicdo do meio. Um dos objetivos deste trabalho foi caracterizar os
perfis de infecgcdo em dois tipos celulares, queratindcitos e pneumdcitos. Pode-se
avaliar que embora a porcentagem de fungos que interagem seja bastante
semelhante, € bastante provavel que o mecanismo de interacdo com estas células
apresentem diferengas, uma vez que as proteinas encontradas ligadas fracamente

a parede do fungo apresentaram diferencas significativas no perfil eletroforético.
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Por outro lado, a técnica de RDA foi extremamente Uutil, fornecendo-nos uma viséo
global da situagdo da célula nas horas iniciais de contato entre P. brasiliensis,
pneumacitos e queratinocitos. Foram encontradas proteinas que sugerem que a
levedura estd numa situacdo de estresse (RDS1), mas apesar da situacdo de
estresse, esta parece estar proliferando e metabolicamente ativa (proteassoma,
acetiladores de cadeia curta, glicosamina isomerase e carreadores de ADP/ATP).
Adicionalmente, vias metabdlicas estdo sendo ativadas com o objetivo de eliminar

substancias toxicas a célula (Transportador de Zinco), sendo este ultimo, alvo

potencial para o desenvolvimento de futuras drogas.
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