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Resumo

O fungo termodimoérfico Paracoccidioides brasiliensis € agente etioldogico da
paracoccidioidomicose, uma micose sistémica de alta incidéncia em paises latino
americanos. O processo infeccioso ocasionado por esse microrganismo ¢ marcado pela
conversao do fungo de uma forma ndo patogénica para uma forma patogénica,
leveduriforme. O estabelecimento e o sucesso do processo infeccioso estdo relacionados
com a aquisi¢ao de micronutrientes essenciais, como o zinco, ferro e cobre, os quais sdo
requeridos como cofatores em varios processos bioldgicos essenciais como a respiracao,
crescimento do organismo e composicao de proteinas. Estudos prévios desenvolvidos em
nosso laboratorio demonstraram que os genes codificantes dos transportadores de alta
(PbZrtl) e de baixa afinidade (PbZrt2) de ferro e zinco sao moléculas induzidas durante o
processo infectivo do fungo P. brasiliensis em modelo animal. No presente estudo foram
realizadas andlises in silico no banco de dados do genoma estrutural de P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome
.html), nas quais possiveis genes envolvidos na homeostase de zinco foram identificados e
utilizados para a elabora¢do de um provavel modelo de manutengdo da homeostase de zinco
em P. brasiliensis. A técnica qRT-PCR em tempo real foi usada para avaliar o perfil de
expressdo dos genes Pbzrtl e Pbzrt2, bem como de outros genes possivelmente envolvidos
na homeostase de zinco, durante a exposi¢ao de células leveduriformes do referido fungo,
nas seguintes condi¢des de cultivo: diferentes concentragdes de ZnSOg4, deplecdo de zinco,
deplecao de ferro e deple¢dao de cobre. qRT-PCR em tempo real foi utilizada ainda para
analisar a expressdo dos genes Pbzrtl e Pbzrt2 em células leveduriformes de P. brasiliensis
derivadas de bago infectado, durante 15 dias. Os dados obtidos ao fim desse trabalho
sugerem tanto a relagdo entre ions zinco e ferro na homeostase de zinco, quanto a
importancia do transportador de alta afinidade de ferro e zinco PbZrtl durante o processo

infeccioso.

Palavras chave: Paracoccidioides brasiliensis, transporte de ferro e zinco € homeostase de

zinco.
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Abstract

The thermally dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis is the agent responsible for
causing paracoccidioidomycosis, a common systemic mycosis in Latin America. The
infectious process is characterized by the fungus conversion from a non-pathogenic to a
pathogenic form. The infectious process establishment depends on the acquisition of essential
micronutrients such as zinc, iron and copper, which are required as cofactors in several
biological processes such as respiration, fungal growth and protein maturation. Previous
studies developed in our laboratory showed the genes coding for high (PbZrtl) and low
(PbZrt2) affinity iron and zinc transporters are induced during the infective process caused by
P. brasiliensis in animal model. In the present study in silico analysis was performed on the
database of the structural genome of P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html).

Genes involved in maintaining the homeostasis of zinc have been identified and used for the
development of a probable model of zinc homeostasis in P. brasiliensis. The technique of real
time qRT-PCR was used to evaluate the expression profile of Pbzrtl and Pbzrt2 and the
probable genes involved in zinc homeostasis during exposure of yeast cells of P. brasiliensis
to different concentrations of ZnSQOy, as well as in absence of zinc, iron and copper. Real time
qRT-PCR was also used to analyze the expression of Pbzrt! and Pbzrt2 in yeast cells of P.
brasiliensis derived from spleen of infected mice. All together data of this study suggest the
relationship between zinc and iron ions in the homeostasis of zinc and the importance of high-

affinity transporter of iron and zinc during the infectious process.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, zinc and iron transport and zinc homeostasis.

XViii



I- Introducao

I.1- Biologia e aspectos gerais do fungo Paracoccidioides brasiliensis

O fungo Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo termodimoérfico que compoe o filo
Ascomycota junto aos seguintes fungos termodimorficos Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Sporothrix schenkii e Penicillium marneffei.
O processo infeccioso ocasionado por esses fungos ¢ marcado pela conversdo desses
microrganismos de uma forma ndo patogénica presente, na natureza, facilmente encontrados
no solo para uma forma patogénica que ¢ essencialmente distinta morfologicamente. Assim
humanos e outros animais sdo infectados por esses microrganismos quando esporos ou
fragmentos presentes no solo sdo inalados e uma vez presentes nas vias respiratorias do
hospedeiro convertem-se para a forma patogénica, ou leveduriforme, iniciando uma possivel
micose sistémica (San-Blas & Nifio Vega, 2004; Nemecek et al., 20006).

P. brasiliensis ¢ agente etiologico da Paracoccidioidomicose (PCM), tendo sendo
descrito no ano de 1908 por Adolph Lutz. Esse microrganismo ¢ encontrado em condic¢des
ambientais ou quando cultivado in vitro em temperaturas inferiores a 28°C sob a forma
miceliana. Em contrapartida, quando presente em tecidos infectados ou quando cultivado em
temperaturas variando entre 28°C e 37°C esse microrganismo ¢ encontrado sob a forma
leveduriforme. A forma miceliana de P. brasiliensis é caracterizada por hifas septadas, com
a presenga de conidios terminais ou intercalares. Ja4 as células leveduriformes sao
caracterizadas por serem constituidas por multiplos brotamentos originados de uma célula-
mae, onde uma célula central e grande ¢ circundada por células periféricas menores,
apresentando uma estrutura semelhante a uma roda de leme de navio (San-Blas et al., 2002;

Restrepo et al., 2008).
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Embora, a forma sexuada do fungo P. brasiliensis permaneca desconhecida, analises
filogenéticas, que ao longo dos anos vem sendo de extrema importancia para a classificagao
dos fungos utilizando como ferramentas basicas tanto o RNA, quanto o DNA ribossomal
(James et al., 1996), atualmente classificam taxonomicamente esse patdogeno como
pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, subdivisio Euascomycotina, classe
Plectomyceto, subclasse Euascomycetidae, ordem Onygenales, familia Onygenaceae,
subfamilia Onygenaceae = Anamorficos, género Paracoccidioides, espécie TUnica
Paracoccidioides brasiliensis (San-Blas et al., 2002).

Estudos baseados em dados de polimorfismo genético identificaram trés linhagens
distintas de P. brasiliensis S1 (espécie 1), PS2 (espécie filogenética 2), PS3 (espécie
filogenética 3) e que por sua vez diferem do isolado Ph0O1 (Carrero et al., 2008). PS3 ¢
possivelmente um grupo monofilético tendo sido encontrado apenas na Coléombia, em
contrapartida a linhagem S1 que tem como representante o isolado Ph18, encontrada no
Brasil, Venezuela, Argentina, Paraguai e Peru. Isolados de PS2 também foram encontrados no
Brasil e na Venezuela. E relevante o fato que todos os trés grupos possuem a capacidade de
induzir a PCM tanto em humanos, quanto em outros mamiferos; no entanto PS2 apresentou
menor viruléncia (Matute et al., 2006). Carrero et al. (2008), discutiram as relagdes
filogenéticas entre esses isolados, através de andlises realizadas com base na comparagio de
sequéncias de regides codantes, ndo codantes e regides ribossomicas, ITS (sequéncia
espacadora interna) de sete novos isolados e 14 isolados previamente conhecidos. Todos os
i1solados se agrupam nos trés grupos filogenéticos descritos acima e diferem apenas do isolado
Pb01, o que sugere que esse isolado possa ser uma nova espécie do género Paracoccidioides.
Diante desses resultados Teixeira ef al. (2009), prosseguiram os estudos iniciados por Matute
et al. (2006), com o objetivo de estudarem o status taxonomico do isolado PhO1, via

concordancia genealdgica pelo Método de Reconhecimento de Espécies Filogenéticas
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(GCPSR) e sugeriram que o isolado Pb01 deve ser classificado como um novo grupo
filogenético, propondo que a espécie se chame Paracoccidioides lutzii.

A organizacao genomica de P. brasiliensis tem sido esclarecida. Feitosa et al. (2003),
através de andlises de gel em eletroforese de pulso alternado (PFGE) identificaram de quatro a
cinco cromossomos com 2-10Mb de doze isolados clinicos do fungo de diferentes regides
geograficas. Diante disso, estima-se que esse microrganismo possua um genoma variando de
23 a 31 Mb. Almeida et al. (2007), através de estudos analisando conidios e leveduras de dez
isolados de P. brasiliensis provenientes de diferentes areas geograficas, via citometria de
fluxo, observaram que os conidios possuem um genoma que varia entre 26,3 a 35,5 Mb e que
leveduras possuem um genoma entre 30,2 a 30,9 Mb, concluindo que ndo ha diferenca
significativa entre células micelianas e leveduriformes.

Foi realizado o genoma estrutural dos isolados Pb01, Pb03 e Ph18 o que confirmou
que cada isolado possui cinco cromossomos. Foi observado ainda que o isolado PHO1
apresenta o maior genoma tanto em nimero de bases, quanto em quantidade de genes, quando
comparado como outros dois isolados. As sequéncias geradas estdo depositadas em um banco
de dados do projeto "Fungal Genome Iniciative™
(http://www.broad.mit.edu/science/projects/msc/data-release-summary). O fungo P. brasiliensis
assim como os fungos dimorficos citados acima, geralmente sdo encontrados em dareas
geograficas restritas também conhecidas como reservarias, em que fatores como o clima e o
solo, provavelmente contribuem na adaptacdo dos fungos nesse ambiente (Nemecek et al.,
2006). Ainda ndo se determinou ao certo o nicho ecologico de P. brasiliensis, embora varias
hipoteses tenham sido postuladas ao longo dos anos. Uma delas sugere que o fungo viva de
forma saprobidtica na natureza, por ja ter sido isolado de plantas, solo e agua (Restrepo et al.,
2001). Tergarioli et al. (2007), através do cultivo de alguns isolados do fungo, demonstraram

que o mesmo pode se desenvolver tanto em solos argilosos, quanto em solos arenosos quando
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na presenca de umidade o que € confirmado pela ocorréncia desse patdgeno em solos tipicos
de agricultura.

Conti-Diaz (2007), ndo s6 propoe a ocorréncia do fungo P. brasiliensis em ambientes
proximos a rios, onde possa ter como possiveis hospedeiros espécies aquaticas
heterotérmicas, como moluscos, anfibios, peixes e artropodes, como discute o fato de que
animais domésticos e silvestres ndo podem ser considerados reservas naturais do fungo pelo
fato dos mesmos serem infectados por esse microrganismo. Ainda estudos utilizando animais
silvestres mortos foram realizados por Rinchini-Pereira et al., (2007) confirmando através de
Nested-PCR (reagdo da cadeia em polimerase) e oligonucleotideos especificos para o fungo, a
presenca desse microrganismo em animais, como tatu (Dasypus sp.), porco-da-india (Cavia
aperea), porco espinho (Sphigurrus spinosus), guaxinim (Procyon cancrivorus) e furdo

(Gallictis vittata).

I.2- Paracoccidioidomicose (PCM)

A PCM ¢ caracterizada por ser uma micose sist€émica e granulomatosa (Ramos-e-
Silva & Saraiva, 2008). O primeiro contato parasito-hospedeiro se dd nos alvéolos
pulmonares. A partir dos pulmdes o fungo pode alcancar outros 6rgdos e sistemas, como
figado, bago e sistema nervoso central, tanto através da via hematogénica, quanto através da
via linfatica (San-Blas, 1993; Valera ef al., 2008).

Relatos atuais indicam que em paises Latino-Americanos cerca de 10.000 pessoas ja
foram acometidas pela PCM e apenas 2% desses individuos desenvolvem a doenga (Ramos-e-
Silva & Saraiva, 2008). No Brasil essa micose foi considerada a oitava moléstia, entre
infec¢des cronicas e doencas parasitarias, que levam o individuo a obito (Taborda et al.,
2008). A referida micose ainda foi descrita em paises, como Chile, Guatemala, Belize e

Antilhas, como casos autdctones (Ramos-e-Silva & Saraiva, 2008).
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A infeccdo ¢ adquirida nas duas primeiras décadas de vida, principalmente em
individuos entre 10 e 20 anos, embora as manifestagdes clinicas da doenga possam ocorrer em
adultos, geralmente imunocomprometidos, entre 30 ¢ 50 anos, como reativacdo de foco
endogeno latente. O progresso da doenca e a diversidade das formas clinicas ainda dependem
da viruléncia apresentada pelos diversos tipos de isolados do fungo. Dessa forma, a PCM
apresenta-se sob duas formas clinicas principais: forma aguda ou subaguda (juvenil) e forma
cronica (adulta) (San-Blas & Nifio-Vega, 2001; Ramos-e-Silva & Saraiva, 2008).

Assume-se que o trabalho com solo e plantacdes em area rural seja fator ocupacional
predisponente para a aquisi¢do da PCM (Franco 1987, Brummer et al., 1993; Restrepo et at.,
2008). A incidéncia da doenga até a puberdade ¢ a mesma em ambos os sexos, porém na fase
adulta, mais de 80% dos individuos acometidos sdo do sexo masculino. Estudos iniciados
realizados por Sano et al. (1999) e relatos atuais de Fortes ef al., (2009), sugerem uma agao

protetora conferida pelos hormdnios estrogenos presentes no sexo feminino.

I.3- Homeostase de zinco — Aspectos Gerais

Os ions metalicos sdo elementos vitais que participam de iniimeros processos
metabolicos em todos os tipos celulares, sendo ligados diretamente ao metabolismo do DNA e
ao processamento pos-transcricional da maioria das proteinas. Em microrganismos
patogénicos os ions metalicos ainda garantem uma coloniza¢do bem sucedida do parasita no
hospedeiro. Dessa forma, ¢ de extrema importancia para o bom funcionamento celular que
haja tanto a distribuicdo correta dos metais, quanto sua devida concentracdo, nos
compartimentos intracelulares, ja que aparentemente qualquer distirbio na concentracdo de
ions metalicos em meio intracelular pode causar danos a elementos metabolicos vitais,

geralmente acarretando em morte celular (Nelson, 1999).
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Zinco, ferro e cobre, sdo os trés metais mais prevalentes em sistemas biologicos,
embora em grandes quantidades em meio intracelular, se tornam agentes potencialmente
toxicos. Dessa forma, as células em geral, desenvolveram mecanismos homeostaticos que
garantem as concentracdes necessarias dos metais para a sobrevivéncia celular. Uma série
desses mecanismos homeostaticos ja foram identificados e estudados, dentre eles o controle
da transcricao de genes envolvidos na aquisi¢do, distribui¢do e armazenamento de metais
(Rutherford et al., 2004). O mecanismo de como o zinco gera toxicidade a célula nao ¢
conhecido, porém sabe-se que o ion metélico ¢ capaz de se acoplar em ligantes intracelulares
inapropriados, ou, por exemplo, competir com outros metais por sitios ativos enzimaticos

(Gaither & Eide, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido estabelecida como organismo modelo
para o entendimento dos mecanismos fisioldgicos e moleculares responsaveis pela
manuten¢do da homeostase intracelular de ions metalicos, dentre eles ferro, zinco e cobre.
Estudos iniciais sugeriram que a captura de metais ¢ mediada por um conjunto de
transportadores especificos, para cada metal. Geralmente, esse conjunto de transportadores ¢
composto por uma permease de alta afinidade, que € expressa somente em condi¢des
limitantes do ion metdlico e por uma permease de baixa afinidade, que ¢ expressa em
condi¢des em que ¢ abundante a concentracdo do ion metalico. Em meio intracelular, duas
formas de garantir a homeostase dos metais captados por seus respectivos transportadores, sao
conduzir esses metais para o limen de organelas ou imobiliza-los até estruturas conhecidas
por vacuolos (Desbrosses et al., 2005). Estudos em S. cerevisiae, identificaram uma grande
quantidade de familias génicas atuantes no transporte de ions metalicos e que possuem
similaridade com proteinas relacionadas a esse processo de captacao de metais em plantas e

animais (Van Ho et al., 2002).
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Investigagdes envolvendo o mecanismo de autofagia vém demonstrando sua
importancia em varios processos biologicos, entre eles: adaptagcdo, diferenciacdo e
desenvolvimento celular. A homeostase de ions metalicos, visando tanto a adaptacao celular
em relagdo a nutrientes especificos, quanto a sobrevivéncia dos organismos em condigdes de
estresse esta relacionada ao processo de autofagia (Onodera & Ohsumi, 2005). Os organismos
de forma geral possuem mecanismos que visam a homeostase para garantir que quantidades
minimas de metais essenciais estejam disponiveis para o estabelecimento de sua cascata
metabolica. Estudos realizados por Richie ef al. (2008), com o fungo filamentoso Aspergillus
fumigatus indicaram que a autofagia esta entre esses mecanismos. Foi demonstrado que esse
fungo quando cultivado em meio com deplecdo de metal, apresentava deficiéncia em seu
crescimento, passando a realizar processos de autofagia, reciclando proteinas associadas a
metais pré-existentes. Assim, foi observado que ha a liberagdo dos ions metalicos, deixando-
os livres para a utilizacdo em processos metabolicos essenciais para o crescimento do fungo e
restabelecimento da homeostase. Como forma de comprovar os resultados obtidos 0 mesmo
experimento de crescimento do fungo, em meio com deple¢do de metais, foi realizado com
meio acrescido de metais, como zinco, magnésio e cobre em que foi observado que o

crescimento do fungo foi normalizado.

O comportamento de microrganismos eucariotos, em ambiente privado de metal,
vem demonstrando que os sistemas regulatorios envolvidos na aquisi¢do de metais funcionam
em rede (Rutherford & Bird, 2004), o que durante o processo infectivo ¢ de extrema
importancia. Estudos recentes, como o realizado por Dainty et al. (2008), em
Schizossacharomyces pombe, confirmam os estudos de Waters & Eide (2002), que
demonstraram que a permease de baixa afinidade de ferro, Fetd (low-affinity Fe’™
transporter), ¢ regulada por multiplos sinais que levam a modula¢do de sua expressao em

resposta ao ferro, zinco e oxigénio, em leveduras. Pagani et al. (2007), demonstraram em S.
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cerevisiae, que a inativacao do gene, aftl (iron-responsive transcriptional regulator 1), fator
transcricional requerido na resposta a privagao de ferro, acarreta sensibilidade da levedura a
altas concentracdes de zinco. Sabiha er al. (2009), ao estudarem o comportamento de A.
fumigatus, em meio com auséncia de ions ferro, observaram que assim como em S. cerevisiae,
o fungo fica susceptivel a concentragdes de zinco o que influencia tanto na captagdo de ferro

por siderd6foros, quanto na sobrevida do fungo.

Os atomos de ferro sio disponiveis em dois estados ionizantes, Fe’" (ion
férrico/estado oxidado), sendo esse estado insolivel, portanto ndo reativo e Fe®™ (ion
ferroso/estado reduzido), sendo esse estado soluvel e reativo (Ibrahim et al., 2008). Essa
habilidade apresentada pelos ions ferro em ocupar multiplos sitios de valéncia de forma
estavel o torna um micronutriente essencial por ser participante de reacdes acido-base (Sutak
et al., 2008) e cofator de inumeras enzimas, incluindo as metaloproteinas que estdo
envolvidas na transferéncia de elétrons (Frausto da Silva & Williams, 2001; Jbel et al., 2009).
Essas enzimas dependentes de ferro sdo essenciais em inimeros processos bioquimicos,
como, por exemplo, a respiracdo, o ciclo do 4cido tricarboxilico, fotossintese e fixacdo do
nitrogénio (Haas et al., 2008). Por outro lado, essa mesma propriedade redox conferida ao
ferro, gera toxicidade a célula quando hd a formacdo de espécies reativas de oxigénio via
reacdo de Fenton (Halliwell et al., 1992; Jbel et al., 2009). Assim, mecanismos celulares que
envolvem o transporte e a utilizacdo de ferro devem ser precisamente regulados de acordo

com a disponibilidade e a quantidade de ferro necessaria para a célula (Philpott, 2006).

Diante do importante papel desse fon metalico, o fato dos ions Fe’'serem pouco
disponiveis principalmente em tecidos do hospedeiro e de sua natureza insolivel tanto na
presenca de oxigénio, quanto em pH fisioldgico, os microrganismos de forma geral
desenvolveram diversos mecanismos especificos que mediam a captacdo de ions ferro, o que

contribui para a sobrevivéncia e muitas vezes para a viruléncia desses organismos. Dentre
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esses mecanismos foram observadas trés estratégias comuns que aumentam a solubilidade
desse metal, nesses organismos: a acidificagdo do ambiente no qual estdo inseridos, a reducao
dos ions férricos para ions ferrosos e a secrecao de moléculas soluveis que captam ferro, os
sider6foros. Os siderdforos sdo pequenas moléculas organicas que possuem uma alta
afinidade por ferro o que contribui para uma maior captacdo desses ions. Em fungos
patogénicos essas moléculas captam ions de ferro ligados a proteinas do hospedeiro, como
lactoferrinas, transferrinas e ferritinas, sendo consideradas um importante fator de viruléncia

(Chipperfield & Ratlege, 2000; Sutak et al., 2008).

Em S. cerevisiae sistemas celulares envolvendo o metabolismo de ferro sdo bem
compreendidos, o que facilitou para que estudos sobre a homeostasia desse ion metalico
fossem iniciados em outros fungos. Em geral, estdo presentes sistemas de alta e de baixa
afinidade de ferro, conhecidos por sistemas redutivos, sendo o complexo formado pelas
permeases Fet3 (high-affinity system multicopper ferroxidase) e Frtl (high-affinity system
iron transporter) responsavel pela captacdo de ferro por alta afinidade, enquanto a permease
Fet4 ¢ responsavel pela captacdo de ferro de baixa afinidade. Esses sistemas, assim como
outros sistemas de captacdo, sdo regulados de acordo com a presenca do ion metalico no
ambiente extracelular e pelos ativadores transcricionais ferro dependentes, Aftl e Aft2 (iron-
responsive transcriptional regulator 2) (Philpott, 2006). Rutherford & Bird, (2004),
discutiram que em experimentos previamente realizados com mutantes para os genes aft/ e
aft? utilizando S. cerevisiae foi observado que cepas mutadas para o gene aft/ quando
cultivadas em meio depletado de ferro cresciam de forma lenta e exibiam uma baixa captagao
de ferro, enquanto que em cepas mutadas para o gene aft2 nao houve nenhuma alteragdo
fenotipica. Apesar desses resultados, pouco se conhece sobre os mecanismos ¢ as diferencas

funcionais de Aftl e Aft2.
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O zinco ¢ considerado um ion metalico essencial para todos os organismos, por ser
requerido como cofator para inimeras enzimas, como a RNA polimerase sendo importante no
mecanismo de transcricdo génica, por prevenir a formacao de radicais livres, por participar
dos processos de divisdo e diferenciacao celulares, ser agente funcional para biomembranas e
garantir o funcionamento correto de varios tecidos, 6rgdos e sistemas (Mocchegani &
Muzzioli, 2000; Eide, 2003; Vicentefranqueira et al., 2005; Kim et al., 2008). Em humanos,
foi observado que mais de 3% das proteinas identificadas possuem motivos de ligagdo a
zinco, o que confere importancia metabolica a esse metal (Stefanidou et al., 2006; Dainty et
al., 2008). O zinco possui ainda um papel critico em vérios tipos de processos bioquimicos,
sendo um importante cofator estrutural para inumeras proteinas, com dominio de dedo de
zinco, que se ligam ao DNA (Gaither & Eide, 2001). A aquisi¢do de zinco ¢ reconhecida

como chave nos processos infectivos para qualquer patégeno.

Muito do conhecimento a respeito do transporte de zinco e de sua regulagdo, foi
proveniente de estudos com S. cerevisiae. Gaither & Eide (2001), citam que estudos com S.
cerevisiae, demonstraram que o transporte desse ion metalico ndo ¢ dependente somente da
concentracdo de zinco, mas de fatores, como temperatura e saturagdo do metal em meio
intracelular. Ja estudos realizados por Vicentefranqueira et al. (2005), focando o mecanismo
de captagdo de zinco em ambientes acidos e com deplecao do ion metélico, observaram que
em A. fumigatus a captacdo de zinco ¢ dependente da concentragdo do ion e pH do meio.
MacDiarmid et al. (2000), verificaram que aproximadamente 1,5x10’ atomos de zinco, sdo
requeridos para o crescimento O6timo de S. cerevisiae, sendo que esse valor provavelmente
representa o nivel 6timo do ion metalico requerido por proteinas zinco-dependentes (Outten et

al. 2001).

Virias classes de moléculas estdo envolvidas no transporte de zinco. Em estudos

realizados com bactérias gram-negativas cultivadas sob deple¢do do ion metalico, foi
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observado inicialmente em Escherichia coli a presenca de genes que codificam um conjunto
de proteinas, denominadas transportadores znuABC (Zn’" uptake systems ABC), que fazem a
captura de fons Zn*", do meio extracelular. Esse sistema ¢ constituido pelas permeases znuA
(periplasmic binding protein), znuB (integral membrane protein), znuC (ATP-ase
component), sendo znuA responsavel pela captura de zinco para o meio intracelular, znuB
uma permease membranar ¢ znuC o componente ATPase utilizado por znuA e znuB (Patzer
& Hantke, 1998; Patzer & Hantke, 2000). Berducci et al. (2004) e posteriormente Chandra et
al. (2007), observaram que esse conjunto de proteinas pertencem a familia ATP-ase, ou seja
dependem de ATP para promoverem a captagdo de zinco. Em eucariotos foram encontradas
duas familias de transportadores envolvidas no processo de captagao de zinco: a familia ZIP
(Zrt/Irt like proteins) que € composta tanto por proteinas Zrt (zinc-regulated transporter)
presentes inicialmente na levedura S. cerevisiae, quanto por proteinas Irt (iron-regulated
transporter) presentes em Arabidopsis thaliana, possivelmente localizadas na membrana
plasmatica e a familia CDF (cation diffusion facilitator) que ¢ composta por proteinas
possivelmente localizadas na membrana de vactiolos, sendo que nenhuma das duas familias

pertence a classe das ATP-ases, ou seja, nesse caso sdo gradiente - dependentes.

Zhao & Eide (1996a), estudaram a presenca de um sistema de alta afinidade expresso
pelos gene zrtl e um de baixa afinidade expresso pelo gene zrt2, em S. cerevisiae homodlogo
ao sistema presente em Arabidopsis thaliana (proteinas Irt). Vicentefranqueira et al. (2005),
identificaram, em A. fumigatus, os genes zrfA (high-affinity zinc transporter) e zrfB (low-
affinity zinc transporter), que codificam proteinas estruturalmente similares, aos
transportadores de alta e baixa afinidade, Zrtl e Zrt2, respectivamente, em S. cerevisiae. Os
sistemas de captacdo de alta e baixa afinidade, entre S. cerevisiae e A. thaliana, sdo
estreitamente relacionados, afinal possuem uma taxa de 44% e 67% de identidade e

similaridade, respectivamente. Através de analises de topologia ainda foi descrito que os
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transportadores Zrtl e Zrt2, de S. cerevisiae possuem oito dominios transmembranares assim
como a permease transportadora de ferro, Irt, de 4. thaliana. As caracteristicas referentes a

topologia da permease Zrtl estdo ilustradas na figura 1 (Gaither & Eide, 2001).

Sitios de selecéo
de substrato

Citoplasma
Y K195 (Zrt1)

...HGHGHGHG... . s
Regiao variavel

Figura 1: Topologia predita para os transportadores da familia Zip. Para os transportadores da familia Zip a
topologia predita sugere a presenga de oito dominios transmembras (I-VIII). A regido variavel dessas permeases

se encontra nos dominios IV e V, os quais possuem regides importantes que sdo conservadas.

A familia das proteinas facilitadoras da difusdo de céations (CDF), assim como a
familia ZIP, esta presente em todos os organismos, embora seu mecanismo de transporte
ainda ndo tenha sido examinado detalhadamente. Sabe-se que esses grupos de transportadores
promovem o transporte de zinco, do citoplasma para o interior de vacuolos, ou do citoplasma

para o lumen de organelas (Gaither & Eide, 2001).

Em S. cerevisiae foram descritos trés transportadores potenciais para o zinco, que
transportam esse metal do citoplasma para o interior dos vactiolos e do Reticuo
Endoplasmético, os quais pertencem a familia CDF, Zrcl (intracellular Zn’" transporter),
Cotl (intracellular Zn’"/Co”" transporter) e Msc2 (endoplasmic reticulum Zn’" transporter)

(Gaither & Eide, 2001), sendo Zrcl e Cotl homologos ao transportador ZnT1 (human zinc
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transporter 1), presente em humanos. MacDiarmid & Eide (2000), identificaram outro gene,
zrt3, em S cerevisiae, o qual codifica uma permease responsavel por transportar ions zinco do
interior dos vactolos, quando hé a escassez do metal no meio intracelular. Esse transportador,
ao contrario dos demais, pertence a familia ZIP, assim como os transportadores de alta e baixa
afinidade, e possivelmente sdo regulados pelo mesmo fator de transcricdo, Zapl (zinc-

responsive transcriptional regulator).

Uma vez que o zinco ¢ transportado através da membrana plasmatica e chega ao
meio intracelular, primeiramente esse ion ¢ utilizado para suprir organelas, como o Reticulo
Endoplasmatico e para auxiliar na sintese de metaloproteinas dependentes desse metal.
Conklin et al. (1994), demonstraram que em leveduras, os atomos excedentes de zinco
presentes em meio intracelular, sdo em sua maioria mobilizados e estocados em vacuolos,
sendo essas organelas o principal sitio de estoque de zinco presente nesses microrganismos.
Dessa forma, essas estruturas auxiliam nos processos de desintoxica¢do celular gerada pelo
excesso do ion no citoplasma (Simm et al., 2007). Por serem sitios de estoque de zinco, os
vactolos se tornam uma organela de extrema importincia na atuagdo e sobrevivéncia de
fungos patogénicos (Lulloff ef al., 2004; Liuzzi et al., 2005). A figura 2 representa, de forma
sucinta, a possivel rota metabdlica percorrida pelos atomos de zinco, bem como as principais
permeases envolvidas nesse mecanismo, em S. cerevisiae (Gaither & Eide, 2001; Rutherford

& Bird, 2004).
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Figura 2: Possivel rota metaboélica percorrida por atomos de zinco em S. cerevisiae. As permeases de alta e
baixa afinidade, Zrtl e Zrt2, respectivamente, provavelmente estio localizadas na membrana plasmatica e sdo
envolvidas na captag@o de ions zinco presentes no meio extracelular. Os transportadores Zrcl, Cotl e Zrt3 estdo
localizados na membrana dos vactolos, exercendo tanto a fungdo de mobilizar o excesso de zinco presente no
citoplasma, quanto de transportar ions zinco do interior de vactiolos para o citoplasma, quando os niveis do metal
encontram-se limitados. Zapl é o possivel fator de transcri¢do que provavelmente regula a expressdo dos

transportadores Zrtl, Zrt2 e Zrt3, de acordo com a concentragao de ions zinco disponiveis em meio inracelular.

Até hoje dois fatores de transcri¢do que controlam a expressdo génica em resposta a
deficiéncia de zinco sdo bem caracterizados. Esses sdao: o fator de transcri¢do zinco-
responsivo, Zapl, presente em S. cerevisiae, que ativa a expressao génica dos transportadores
de alta e baixa afinidade de zinco mediante a deficiéncia do metal e o fator de transcri¢cdo
zinco-responsivo, Mtf-1 (metal-regulatory transcription factor 1), em humanos que ¢ ativado
por ions zinco. Para ambos os fatores, os ativadores transcricionais possuem mecanismos em
comum, dentre eles, dominios de ligagdo ao DNA ricos em motivos de dedo de zinco,
conhecidos por Cyh; (Rutherford & Bird, 2004). Lyons et al. (2000), através de estudos por
microarranjos de DNA, em levedura, sugeriram que o gene zap! ¢ responsavel por controlar

a expressao de mais 42 genes relacionados a homeostase de zinco celular.
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As atividades dos transportadores de zinco, pertencentes a familia ZIP, em S.
cerevisiae podem ser reguladas tanto em nivel transcricional, quanto pds-transcricional. A
nivel transcricional, em S. cerevisiae, os mecanismos de captacao de zinco sdao regulados em
resposta a concentracdo de zinco intracelular, através do produto génico gerado por zapl que
por sua vez se liga a elementos zinco-responsivos (ZREs) presentes nas regides promotoras
dos genes zrtl, zrt2 e fet4 que codificam respectivamente, os transportadores de alta e de
baixa afinidade de zinco e o transportador de baixa afinidade de ferro (Zhao & Eide, 1997;
Zhao et al., 1998; Waters & Eide, 2002; Dainty et al., 2008; Sabiha et al., 2009). Vale
ressaltar que cada gene envolvido no transporte de alta e de baixa afinidade pode ter mais de
um elemento zinco-responsivo (ZRE) em sua respectiva regido promotora o que diferencia a
resposta em relagdo a disponibilidade de zinco intracelular entre os genes envolvidos na
captagdo do metal (Gaither & Eide, 2001). Zapl pode se ligar também a elementos zinco
responsivos localizados em sua propria regido promotora por um mecanismo de auto-
regulacdo. Assim, a diferenca de sensibilidade em relacdo ao nivel de zinco intracelular
observada nos genes envolvidos na captacdo de zinco e do proprio Zapl pode ser relacionada
as fungdes desempenhadas por cada proteina envolvida nos processos de captagdo e regulacio
de zinco. Dessa forma, quando as células entram em periodos nos quais hd a escassez de
zinco, a primeira resposta celular gerada ¢ o aumento da atividade das permeases de baixa
afinidade, Zrt2 e Fet4. Se a escassez de zinco ficar mais severa entdo ¢ induzida a expressao
do transportador de alta afinidade, Zrtl. Entdo a expressdo de Zap1 ¢ induzida para que haja a

regulagdo dos mecanismos de captacdo de zinco.

Ainda ndo ¢ bem entendido como ions zinco regulam o fator Zapl. Bird et al. (2000),
observaram in vivo dois dominios de ativacdo, com regides dedo de zinco, presentes na
proteina Zapl: ADI e ADII, que possivelmente estdo ligados a esse processo de regulacao. Ja

Gaither &Eide (2001), sugeriram que o produto do gene zap! ¢ um sensor direto de zinco que
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possui em sua topologia um ou mais sitios de regulagdo de baixa afinidade para o metal que
se ligam ao dominio de ligagdo do DNA, em adi¢do a dedos de zinco C,h; de alta afinidade.
Dessa forma, a ligacao de zinco nesses sitios regulatorios pode estabilizar a conformagao da

interface de ligagdo ao DNA proporcionando a regulagdo de Zapl.

Ja a nivel poés-traducional, quando hd o aumento da concentragdo extracelular de
zinco, Zrtl, perde rapidamente sua funcdo através do processo de endocitose seguida de
degradagdo protéica intra-vacuolar (VanHo ef al., 2002). Gitan et al., (1998), observaram que
para células mutadas para o gene zapl, o processo de regulagdo pds-traducional continuava a
acontecer , 0 que torna ambos os processos de regulagdo independentes, apesar de que esses
processos devem acontecer de forma harmonica para que haja a manutengdo de homeostasia
celular. Gaither & Eide (2001), verificaram que o aumento extracelular de Co®" e de Cd**
podem também induzir o processo de endocitose da permease Zrtl, o que pode ser explicado
pelo fato de ambos os metais possuirem caracteristicas quimicas que se assemelham ao Zn*".
Assim, esses ions se ligam aos sitios de ligagdo da mesma maneira que o zinco mimetizando a

cascata de sinal para o processo de ubuquitina¢do do transportador de alta afinidade de zinco.

Em Candida albicans estudos realizados por Kim et al. (2008), demonstraram a
existéncia do fator de transcri¢do zinco-responsivo, Crsl (Candida Supressor of ROK1/ zinc-
responsive transcription factor), que ¢ codificado por um gene homoélogo ao gene zap/ em S.
cerevisiae, que regula a expressdo dos genes zrt/ e zrt2, sendo de extrema importancia para o
crescimento filamentoso e patogenicidade do fungo. Moreno et al. (2007), discutiram o papel
do gene zfaA (zinc-responsive transcriptional activator), que possivelmente codifica um fator
de transcri¢do para proteinas zinco-responsivas, homologo ao gene zap! de S. cerevisiae, na
regulacdo da homeostase de zinco e aumento da viruléncia, em A. fumigatus, ao observarem
que cepas mutadas do fungo para o gene zfa4 quando inoculadas em modelos murinos nao

eram capazes de estabelecer um processo infeccioso. Dainty et al. (2008), ao avaliarem os
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niveis de mRNA, de cepas mutadas para o gene zapl, em Schizossacharomyces pombe
cultivados sob condi¢des limitantes de zinco, observaram que apenas 2,5% dos genes
identificados por microarranjo sao regulados em condi¢des de deficiéncia de zinco, dentre

eles estdo, zrtl, zrt2 e zap 1.

Para melhor entender a resposta de fungos a condi¢des de deple¢do de metais, como
zinco e ferro, estudos tem sido conduzidos ndo s6 com o intuito de elucidar o comportamento
desses microrganismos em ambientes onde ha a escassez ou excesso desses metais, mas de
avaliar uma resposta global de como esses microrganismos se comportam in vivo, ja que a
homeostase de ions metalicos parece funcionar em rede. Estudos como o de Sabiha et al.
(2009), que observaram o comportamento de 4. fumigatus em camundongos infectados, em
relacdo a disponibilidade de ferro e zinco, tanto em meio extracelular, quanto em meio
intracelular, tornam-se essenciais para que novos estudos acerca dos mecanismos de

homeostase de metais sejam desenvolvidos em fungos.

1.4 Transportadores de zinco de alta e baixa afinidade (Zrtl/Zrt2) em P.

brasiliensis.

A avaliagdo dos perfis de expressdo génica de microrganismos patogénicos tem sido
amplamente estudada com o objetivo de compreender as estratégias de adaptagao,
sobrevivéncia e viruléncia que estes microrganismos utilizam durante o processo infeccioso.
Com o proposito de identificar genes potencialmente envolvidos na adaptacao e sobrevivéncia
de P. brasiliensis no hospedeiro durante a infeccdo, Baildo et al. (2006), utilizaram a Analise
de Diferenca Representacional de cDNA (cDNA-RDA) para identificar genes de P.
brasiliensis induzidos durante o processo infectivo e em condigdes que mimetizam a via

hematoldgica de disseminacdo fingica. No modelo de infecgdo experimental foi observada
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alta freqiiéncia dos transcritos homoélogos a zrtl e zrt2, que codificam os transportadores de
alta e baixa afinidade de ferro e zinco, respectivamente. Baildo ef al. (2007), ao continuarem
os estudos de avaliagdao do perfil transcricional, através da técnica de Andlise de Diferenca
Representacional de ¢cDNA (cDNA-RDA) do fungo P. brasiliensis, utilizando dessa vez,
células do fungo incubadas com plasma humano por 10 e 60 min., novamente observaram a
presenca dos genes que codificam os transportadores de alta e baixa afinidade de ferro e

zinco.

A alta freqiiéncia dos transcritos homoélogos aos genes zrt/ e zrt2 em P. brasiliensis,
em condi¢des que mimetizam o comportamento do fungo durante o processo infectivo, levou
0 nosso grupo a iniciar estudos sobre esses transportadores e de outros genes envolvidos na
homeostase de zinco em P. brasiliensis. Analises comparativas de seqiiéncias de DNA,
usando o programa BLAST (Altschul et al., 1990), demonstraram homologia entre
seqiiéncias de genes envolvidos tanto na captagdo do metal, quanto na homeostase do mesmo,
entre P. brasiliensis e outros fungos patogénicos, como C. albicans e A. fumigatus e na
levedura S. cerevisiae. Diante dessas analises, nosso interesse € estudar o padrao de expressao
dos transportadores de alta e baixa afinidade de ferro e zinco e dos possiveis genes envolvidos
na homeostase de zinco durante condigdes de cultivo do fungo P. brasiliensis utilizando

diferentes concentragdes dos metais zinco ferro e cobre.
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II — Justificativa

Sabe-se que micronutrientes, como zinco, ferro e cobre sdo essenciais para o
metabolismo de organismos, por participarem de processos bioquimicos vitais. Dessa forma,
condigdes, como a baixa propor¢ao de ions metélicos disponiveis em tecidos do hospedeiro,

garantem uma das principais defesas do mesmo contra varios patdogenos.

Investigacdes, através de ferramentas de bioinformatica, de possiveis genes envolvidos
na homeostase de metais, em conjunto com estudos realizados com cepas mutadas de S.
cerevisiae para os possiveis genes ligados a captura de metais, contribuiram para o inicio dos
estudos sobre os possiveis mecanismos de captagdo de metal existentes em microrganismos
patogénicos, em meios que mimetizam tecidos do hospedeiro. Estudos recentes evidenciam
que os mecanismos ligados a captacdo e a homeostase de metais estdo fortemente ligados
entre si € sdo por sua vez um importante fator de viruléncia para patogenos. Ressalta-se ainda

a ligagdo entre a homeostase de metais e o sistema imune de humanos e outros animais.

Estudos prévios em nosso laboratorio, através da técnica de Analise de Diferenga
Representacional de cDNA (cDNA-RDA), utilizando o fungo patogénico P. brasiliensis,
revelaram transportadores de alta e baixa afinidade de zinco (PbZrtl/PbZrt2), como
moléculas altamente expressas em condi¢des que mimetizam o processo infeccioso. Essas
andlises tornaram-se o ponto de partida para o inicio dos estudos de genes envolvidos na

homeostase de micronutrientes nesse patdgeno.
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IIT — Objetivos

Em fung¢do do exposto, foi proposto no presente trabalho a caracterizacdo dos

transportadores de alta e baixa afinidade de zinco (PbZrtl/PbZrt2) e de genes relacionados a

manuten¢do da homeostase de zinco em P. brasiliensis. As metas experimentais foram:

Rastreamento e identificagdo in silico de genes relacionados a manutencdo da
homeostase de zinco em P. brasiliensis, no banco de dados do genoma estrutural de
P.brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides brasili

ensis/MultiHome.html).

Analises por PCR em tempo real do perfil de expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo de zinco em P.brasiliensis, em condi¢Oes de restricao de zinco, ferro e

cobre;

Andlises por PCR em tempo real do perfil de expressdo dos genes envolvidos no
metabolismo de zinco, a partir de RNAs extraidos de células leveduriformes de

P.brasiliensis derivadas de 6rgdos de animais infectados.
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IV-  Materiais e Métodos

IV.1-Fluxograma

O fluxograma dos experimentos realizados no trabalho ¢ apresentado na figura 3.

Analises in silico de genes envolvidos na
homeostase de zinco em P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/
paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.htmil).

v

Analise da expressao de genes envolvidos na
homeostase de zinco através da metodologia de
gRT-PCR em tempo real.

|
. v .

Analise da EXPreSSﬁo Analise da expressﬁo Anfll'ise da expreSS.fm génica
génica em diversas génica durante a dep]e(}ﬁo em 'celulas le‘iedurlformes y
concentragdes de zinco dos metais: ferro e cobre derivadas de infeccdo experi-
mental
0al,omM  TPEN: BPS: BCS: BPS+BCS: derivadasde  porioq, de
de ZnSO, quelante quelante  quelante quelantes baco infec¢do:
de zinco deferro  de cobre  9€ f‘;"“ ¢ 15 dias
cobre

(g

Condigio Condicio Condigio  Condigio Condigiio
com diferentes de deplecio de deplecio de deplecio  de deplecio
concentracdes de zinco de ferro de cobre de ferro e cobre
de ZnSO,

Figura 3: Fluxograma representativo das metas experimentais realizadas neste trabalho.
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IV. 2 — Microrganismo e condicoes de crescimento.

Foi utilizado o isolado 01 (colecio ATCCMYA-826) de P. brasiliensis, ja
caracterizado e padronizado em nosso laboratorio. Células leveduriformes do fungo foram

cultivadas e mantidas em meio de cultura Fava-Netto por 7 dias (Fava-Netto, 1955) a 36°C.

IV. 3 — Rastreamento e identificacdo in silico de genes relacionados a

manutencao da homeostase de zinco em P. brasiliensis.

O rastreamento e a identificagdo dos genes envolvidos no metabolismo de zinco
foram realizados no banco de dados do Broad Institute of Massachussetts Institute of
Technology and Harvard
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.htm)
no qual esta depositado o genoma estrutural de trés isolados do fungo P. brasiliensis (01, 03 e
18). Inicialmente, seqiiéncias de genes descritos como envolvidos na manuten¢do da
homeostase de zinco em S. cerevisae, foram obtidas no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990) e comparadas com o banco de
dados do genoma estrutural, para a obtencdo de genes homologos nos trés isolados de P.
brasiliensis. As seqiiéncias identificadas foram utilizadas para elaboracdo de um modelo

presumivelmente utilizado pelo fungo na manuten¢do da homeostase de zinco.
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IV. 4 — Analises de Bioinformatica.

As analises de identidade e similaridade entre as possiveis sequéncias de
aminodcidos derivados de genes envolvidos na homeostase de zinco foram realizadas a partir
de sequéncias  depositadas no tanto no banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.giv), quanto no banco de dados do genoma estrutural de P.
brasiliensis(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/Multi
Home.htm) através do programa BLAST (Altschul et al., 1990). Em seguida, o alinhamento
entre as sequéncias homologas foi gerado pelo programa CLUSTAL X (Thompson et al.,

1997).

IV. 5 — Cultivo de células leveduriformes de P. brasiliensis em diferentes

concentracoes de sulfato de zinco.

Para os experimentos utilizando diferentes concentracdes de zinco, 2x10% células
leveduriformes de P. brasiliensis foram removidas de meio solido Fava-Neto (Fava Neto,
1955) e transferidas para meio liquido Fava-Neto, no qual foram mantidas durante 72 h a 37
°C sob agitacdo, a 200 rpm. Apds o periodo de incubagdo, a cultura foi centrifugada a 12.000
g por 10 min e as células foram lavadas em tampao fosfato (PBS 1 X) estéril (Tabela 1). As
células foram ressuspensas em 5 mL de meio de cultura McVeigh & Morton (MMcM) —
Modificado (Restrepo & Jiminez, 1980) (Tabelas: 2, 3 e 4). Um inoculo de 2x10° células foi
introduzido em meio MMcM e a cultura foi incubada por 16 h a 37 °C sob agitacdo de 200
rpm. As células entdo foram transferidas para meio MMcM, adaptado para as seguintes
concentragdes finais de ZnSOy4: 2,75 uM, 10 uM e 1,0 mM (Figura 4). Para a condi¢ao

controle as células foram crescidas em meio MMcM sem adigdo de ZnSO,4. As células foram
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entdo incubadas por 1 h sob agitagdo de 200 rpm a 37 °C. Para a execucao desse experimento

0 meio MMcM foi preparado com agua MilliQ em vidrarias tratadas com 5 N de HCI durante

20 min, para garantir a auséncia de ions zinco das mesmas.

Tabela 1 — Tampao Fosfato 10 X*

Fosfato de Sodio Monobasico (Na,PO,) (10mM) 1,189 g

Fosfato de Potassio Monobasico (KH,PO,) (2mM) 02¢g
Cloreto de Sodio (NaCl) (137mM) 8¢g
Cloreto de Potassio (KCI) (2,7mM) 0,15¢g
Agua desstilada q.s.p. ImL

*O pH foi ajustado para 7,2 com NaOH. O tampao foi autoclavado a 120 °C por 20 min.
Tabela 2 — Meio Minimo Mc Veigh & Morton (MMcM)*

Glicose 10g
Fosfato de Potassio Monobasico (KH,POy,) 15¢g
Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado (MgSO, . 7H,0) 0,5¢g
Cloreto de Calcio (CaCl, . 2 H,0) 0,15¢
Sulfato de Amdnia (NH4SO,) 2,0¢g
L-asparagina 20¢g
L-cistina 02¢g
Solucdo de vitaminas * 10 mL
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Soluc¢do de elementos tragos ImL

Agua bidestilada q.s.p. 1000mL

* O Meio ¢ apropriado para cultura de P.brasiliensis na fase leveduriforme, facilitando estudos das
caracteristicas antigénicas, fisiologicas e metabdlicas desse microrganismo (Restrepo & Jiminez, 1980). Todos
os componentes foram misturados, exceto a solucdo de vitaminas. O pH foi ajustado para 7,0 com NaOH. O
meio foi autoclavado a 120 °C por 20 min. Apds, o resfriamento do mesmo, foram adicionados a solugdo de
vitaminas e os antibiéticos penicilina (120.000 U.I/mL) e cloranfenicol (100 mg/mL). A cistina foi dissolvida,
por aquecimento, em volumes de agua, onde gotas de NaOH 1 M foram adicionadas até completa dissolugdo e

logo apds adicionada ao meio de cultura.

Tabela 3 - Solucio de Vitaminas

Tiamina 6,0 mg
Niacina 6,0mg
Pantotenato de Ca 6,0mg
Inositol 1,0 mg
Biotina 0,1 mg
Riboflavina 1,0 mg
Acido Folico 10 mg
Cloreto de colina 10 mg
Piridoxina 10 mg
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL
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Tabela 4- Solucao de Elementos Tracos

Acido Bérico (H;BOs) 5,7 mg
Sulfato de Cobre Penta-hidratado (CuSO,4.H,0) 15,7 mg
Sulfato Ferroso Amoniacal Hexa-hidratado (FE&(NH,4),(SOy), . 6H,0) 140,4 mg
Sulfato de Manganés MnSO, . 14H,0 8,1 mg
Molibdato de amonio (NH4)sMO-0,, . 4H,0) 3,6 mg
Sulfato de Zinco (ZnS0O,.7H,0) 79,2 mg

Agua bidestilada q.s.p. 100 mL

Sulfato de zinco foi adicionado somente nos meios que contém BCS e BPS. Sulfato de cobre foi adicionado

somente nos meios que ndo contém BCS e o componente sulfato ferroso foi adicionado somente nos meios que

ndo contém BPS.
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Figura 4: Condicoes de cultivo de P. brasiliensis em diferentes concentracoes de zinco

(ZnS0y).

Apds incubacdo em meio com diferentes concentragdes de ZnSQy, as células foram
coletadas por centrifugacdo. Os precipitados formados foram lavados em MMcM para
posterior extragdo de RNA. O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol,
seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante (Invitrogen', Life Technologies,

Carlsbard, CA).
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IV. 6 — Experimentos de deplecdo de zinco em P. brasiliensis.

Para os experimentos de deplecio de zinco intra e extracelular, 2x10® células
leveduriformes de P. brasiliensis foram removidas de meio sélido Fava-Neto (Fava Neto,
1955), e transferidas para meio liquido Fava-Neto, no qual foram mantidas durante 72 h a 37
°C sob agita¢dao de 200 rpm. Apds o periodo de incubagao, a cultura foi centrifugada a 12.000
g por 10 min, as células foram lavadas em tampao PBS estéril 1 X e em seguida foram
ressuspensas em 5 mL de meio de cultura MMcM. Um indculo de 2x10° células foi
introduzido em meio MMcM, complementado com quelante zinco-especifico TPEN
[N,N,N ,N - tetrakis (2-pyridyl-methyl)ethylenediamine] (Sigma-Aldrich), nas seguintes
concentragoes finais: 0,125 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM e 2,0 mM. As culturas foram
crescidas durante 24 h sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C (Figura 5). A condi¢do controle
continha células leveduriformes de P.brasiliensis cultivadas em meio minimo MMcM sem a
presenga de agentes quelantes de metais. Para que fossem realizadas analises de viabilidade
celular, com a finalidade de padronizar as varidveis concentra¢do e tempo de incubagdo na
presenga do quelante que ndo fossem letais as células leveduriformes, foram retiradas
aliquotas a varios tempos na presenga do quelante de zinco. As células coletadas foram
diluidas na propor¢ao de 1:10 em corante Trypan Blue 0,4%, para avaliacdo da viabilidade
celular em camara de Neubauer. Mediante as analises obtidas, o procedimento de incubagao
foi realizado para a obten¢ao do RNA total. Apos a incubagdao em meio depletado de zinco, as
células foram centrifugadas a 12.000 g por 10 min. Os precipitados formados foram lavados
com tampao PBS 1 X estéril para posterior extracio de RNA. O RNA total foi extraido
utilizando-se o reagente Trizol, seguindo os procedimentos indicados pelo fabricante

(Invitrogen™).
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Controle TPEN TPEN

MMcM 0,125mM 0,25mM
TPEN TPEN TPEN
0,5mM 1,0mM 2,0mM

Figura 5: Condic¢oes de cultivo de P. brasiliensis durante privacio de zinco.

IV. 7 — Experimentos de deplecio de ferro e/ou cobre em P.brasiliensis.

Para os experimentos de deplegdo de ferro e cobre, 2x10® células leveduriformes de
P. brasiliensis foram removidas de meio s6lido Fava-Neto (Fava Neto, 1955), e transferidas
para meio liquido Fava-Neto, no qual foram mantidas durante 72 h a 37 °C sob agitagdo de
200 rpm. Apo6s o periodo de incubagao, a cultura foi centrifugada a 12.000 g, as células foram
lavadas em tampao PBS estéril 1 X e em seguida foram ressuspensas em 5 mL de meio de
cultura MMcM. Um inéculo de 2x10° células foi introduzido em meio MMcM, adaptado para
as condicdes de restricao de ferro e cobre (Figura 6). A condi¢do controle continha células
leveduriformes de P.brasiliensis cultivadas em meio minimo MMcM sem a presenca de
agentes quelantes de metais. A condi¢do de privagdo de ferro continha células leveduriformes

em meio minimo MMcM na presenca de um agente quelante especifico de ferro (BPS:
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batofenantrolinadisulfonato sodico; 50 uM). A condicao de privacdo de cobre continha
células leveduriformes em meio minimo MMcM na presenga de um agente quelante
especifico de cobre (BCS: batocuproinadisulfonato sddico; 50 uM). A condi¢do de deplecao
de cobre e ferro continha células leveduriformes em meio minimo MMcM na presenca dos
dois agentes quelantes BCS e BPS (50 uM). As células leveduriformes foram crescidas por
um periodo de 3h sob agitagdo de 200 rpm a temperatura de 37 °C. Apos a incubagdo em
meio com privacdo dos micronutrientes ferro ou cobre, as células foram coletadas por
centrifugacdo. Os precipitados foram lavados com PBS 1 X estéril para extragdo de RNA. O
RNA total foi extraido utilizando-se o reagente Trizol, seguindo os procedimentos indicados

pelo fabricante (Invitrogen™™).

Deplecio de Ferro Deplecio de Cobre
Controle
MMcM MMcM
MMcM
Adicdo de 50pM BPS Adicgdo de 50pM BCS

Deplecio de Ferro e Cobre

MMecM

Adigdo de 50uM BPS e BCS

Figura 6: Condicgdes de cultivo de P. brasiliensis durante a privacio de ferro e cobre.
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IV. 8 — Infecciao Experimental.

Seis fémeas de camundongos isogénicos da linhagem BALB/c foram infectadas por
via intraperitoneal com 5 x 10° células P. brasilensis na forma de levedura e foram
sacrificadas 15 dias apds a infeccdo. O baco dos animais infectados por via intraperitoneal,
foram removidos e homogeneizados em 5 mL de PBS 1 X. Aliquotas de 100 pl do material
homogeneizado foram plaqueadas em meio BHI Agar (Acumedia®), suplementado com 4%
de soro fetal bovino (InvitrogenTM) e 1% de glicose (Vetec). Devido ao fato de as células
leveduriformes de P. brasiliensis derivadas de 6rgdos de animais infectados demorarem no
minimo 10 dias para crescerem em meio de cultura, apos 14 dias de crescimento a 37 °C as

células foram utilizadas para extragao de RNA.

IV. 9 — Extraciio de RNA (Trizol ®).

Todos os procedimentos envolvendo manipulagdo de células foram realizados em
condigdes livres de RNAses. Por essa razdo, todos os materiais e solugdes utilizados
receberam tratamentos especiais. As vidrarias foram embaladas em papel aluminio,
autoclavadas e tratadas em estufa a 180 °C por um periodo de 4 h. Os materiais plasticos
utilizados eram novos e tratados com agua DEPC 0,1%, durante 2 h. As cubas de eletroforese
foram tratadas com perdxido de hidrogénio 3 %, durante 4 h. As solu¢des foram feitas com

agua previamente tratada com DEPC 0,1 %.

Para a extracio de RNA de P. brasiliensis foi utilizado o método Trizol (GIBCO™

Invitrogen Corporation), seguindo o protocolo do fabricante. Células leveduriformes de P.
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brasiliensis nas diferentes condigdes experimentais foram, apds centrifigagdo, pesadas e em
seguida foi acrescido trizol na propor¢do de 3,5 mL para 1,5 mL de células. Foi entdo
adicionado o mesmo volume de pérolas de vidro livres de RN Ases. O material foi agitado em
vortex por 10 min, mantido em repouso por 10 min a temperatura ambiente e centrifugado a
12.000 g por 10 min a 4 °C. Com o auxilio de uma pipeta, a fase superior foi transferida para
um tubo novo. A essa fase foi adicionado cloroféormio (200 uL para cada 0,75 mL de trizol).
O material foi homogeneizado por 5 min. em vortex, incubado durante 10 min a temperatura
ambiente e centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa foi recolhida, sendo
adicionado a mesma, uma mistura de cloroférmio: fenol: alcool isoamilico (v/v). O material
foi agitado, incubado durante 10 min 4 temperatura ambiente e centrifugado a 12.000 g por 15
min a 4 °C. A fase aquosa foi recolhida e 0 RNA nela contido foi precipitado pela adi¢do da
solucao contendo citrato de sodio 1,2 M, cloreto de s6dio 0,8 M e isopropanol (0,25 ml para
cada 0,75 mL de trizol). O material foi agitado, incubado a temperatura ambiente por 10 min e
centrifugado a 12.000 g por 30 min a 4 °C. O sedimento obtido foi lavado com etanol 75 % (1
mL para cada 0,75 mL de trizol), e centrifugado a 12.000 g por 5 min a 4 °C. O RNA
resultante foi seco a temperatura ambiente por 10 min e ressuspendido em agua tratada com

DEPC 0,1 %. O RNA foi quantificado por espectrofotometria, aliquotado e estocado a -80 °C.
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IV. 10 — Sintese de cDNA.

Apos a extragdo do RNA total, foi realizada a reagdo de sintese da primeira fita de
cDNA. Primeiramente, foram adicionados a um tubo tipo eppendorf 0.6 mL (Axygen®), 4ul
de RNA total (concentragdo final 1 pg), 2 L. de dNTPs (10 mM cada: dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) (Invitrogen™), 2 pL de oligonucleotideo oligo(dT);s e 12 pL de 4dgua milliQ. A
mistura foi incubada a 65 °C por 5 min, em um termociclador. Em seguida, foram adicionados
ao mesmo eppendorf, 4 pL de tampao de primeira fita 5X (250 nmol Tris-HCI pH 8.3, 375
nmol KCI, 15 nmol MgCl,), 0,5 pL de RNAse out, 2 pL de 10 mM DTT (ditiotreitol), 1 pL
da enzima transcriptase reversa SuperScript II (kit Invitrogen™) e 4gua milliQ para um

volume final de 100 pL. A reacdo foi submetida a uma incubagao de 42 °C por 1h30min.

IV. 11 — Analise da expressao génica por RT- PCR quantitativa em Tempo

Real (QRT-PCR).

Os cDNAs foram utilizados em reacdes de qRT-PCR que foram realizadas
utilizando-se a mistura SYBR green (Applied Biosystems, Foster City, CA) no sistema
StepOnePlus™ real time PCR (Applied Biosystems.). As reagdes foram realizadas em
triplicatas. A especificidade de cada par de oligonucleotideos utilizados foi confirmada pela
visualizacdo de um Unico produto de PCR em gel de agarose 1,2 %. Os oligonucletideos com
as seqliéncias correspondentes estdo descritos na tabela 5. A reacdo de PCR em tempo real
foi realizada em 40 ciclos de 95 °C por 15 s € 60 °C por 1 min. A mistura SYBER Green PCR
foi utilizada adicionada de 10 pmol de cada oligonucleotideo e 40 ng de cDNA molde, em um
volume final de 25 pl. As curvas padrdes foram geradas para se confirmar um unico produto

de PCR e foi realizada utilizando-se uma aliquota de cDNA de cada amostra, serialmente
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diluidas (1:5 da diluig¢do original). Os dados foram normalizados com o transcrito codificante
para a proteina ribossomal .34 amplificado em cada conjunto de experimentos de qRT-PCR.
Os niveis de expressdao relativa dos genes de interesse foram calculados utilizando-se o
método de curva padrao para quantificagdo relativa (Bookout ef al., 2006). Os resultados
foram validados pelo teste ¢ de Student, sendo consideradas diferencas significativas as

amostras que apresentaram p < 0,05.
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Tabela S - Oligonucleotideos utilizados para analise da expressdo génica por qRT-PCR em tempo real

Oligonucleotideos Seqiiéncia *T™M °C
S-zrtl (sense) 5’- CTA.TCC.GCT.GTG.TTC.GTC.AT -3’ 62°C
AT-zrtl (anti-sense) 5’- GGA.GAT.GGA. TGA.AAG.CTG.TG-3 60°C
S-zrt2 (sense) 5°- GCA.AAA.TCC.CCC.AAT.GGT.AGT -3 62°C
AT-zrt2 (anti-sense) 5’- GGG.TAA.GGC.CGA.TTA.TGA.TAG-3¥ 62°C
S-c,h; (sense) 5°- AAA.TGG.CCG.AAA.AGA.ACT.CCC-3 62°C
AT- c,h; (anti-sense) 5’- GTT.CTG.ACA.GTC.ATT.CGA.CAG -3 62°C
S-ccch (sense) 5’- GAT.TGG.ACA.ACT.TGC.TGG.GC -3’ 62°C
AT-ccch (anti-sense) 5’- CTA.TCC.GCT.GTG.TTC.GTC.AT -3’ 62°C
S-ca (sense) 5°- GTG.TCT.ACT.CCT.TCC.ACG.GT - 3 60°C
AT-ca (anti-sense) 5- CTC.TGT.TGC.TGT.AGT.CCA.CG -3’ 62°C
S-gata (sense) 5°- GGC.CAA.AGC.GGA.AAC.CAAAT-3 60°C
AT-gata (anti-sense) 5- AGT.TTG.GTG.TAT.TGG.TGC.GG -3’ 60°C

* TM: Temperatura de anelamento dos oligonucleotideos.
zrtl: Transportador de ferro e zinco de alta afinidade.
zrt2: Transportador de ferro e zinco de baixa afinidade.
cohy: Ativador transcricional de zrtle zrt2.
ccch: Transportador de cation divalente.
calcium (ca): Transportador de célcio em zinco sarcoplasmatico/Reticulo Endoplasmatico.

gata: Proteina zinco dependente.



V- Resultados

V. 1 — Rastreamento e identificacio in silico de genes relacionados a

manutencao da homeostase de zinco em P. brasiliensis.

Baseando-se em estudos prévios acerca dos possiveis mecanismos de homeostasia de
zinco observados na levedura S. cerevisiae, sequéncias génicas referentes a esses estudos
foram identificadas, atraveés do banco de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.giv/BLAST/) e em seguida foram comparadas, utilizando-se o
programa BLAST com o banco de dados do genoma estrutural de P. brasiliensis (isolado
Pb01)(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides brasiliensis/MultiHom
e.html). Ao fim do rastreamento foram obtidas oito sequéncias codificantes para proteinas que
possivelmente estdo envolvidas na homeostase de zinco no fungo P. brasiliensis. As
sequéncias identificadas sdo referentes as seguintes proteinas: Transportadores de alta e de
baixa afinidade de ferro e zinco (PbZrtl e PbZrt2, respectivamente), o fator de transcricao
zinco dependente PbCsh;, o Transportador de cation divalente (PbCcch/provavelmente
presente no Reticulo Endoplasmatico Rugoso), o Transportador de Caélcio e Zinco
(PbCalcium (Ca) / provavelmente presente no Reticulo Endoplasmatico Rugoso), a Proteina
Zinco-dependente (PbhGata) e os Transportadores de zinco intra-vacuolares PbCot e PhCdf.
Com a identificagdo das sequéncias citadas foi possivel propor uma via de homeostasia de

zinco para o fungo P. brasiliensis, a qual estd ilustrada na Figura 7.
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Figura 7: Possivel via de homeostase de zinco utilizada pelo fungo P. brasiliensis. Os ions zinco sdo
capturados pelos transportadores de alta de baixa afinidade (PbZrtl e PbZrt2), alcangando o meio intracelular,
aonde poderdo ser mobilizados, e em seguida transportados através dos transportadores intravacuolares PbCotl e
PbCdf e assim estocados em vactiolos. Os ions zinco podem ainda ser transportados através das proteinas
PbCcch e/ou PbCa alcangando o interior do Reticulo Endoplasmatico Rugoso, onde por sua vez serdo utilizados
tanto como componentes estruturais para varias proteinas, quanto no processo de homeostasia de calcio. A

expressdo de PbZrtl e PbZrt2 é regulada durante a deficiéncia de metal, através do fator de transcri¢gao PhCshs.
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V. 2 — Analises de identidade e similaridade das sequéncias deduzidas de

PbZrxtl e PbZrt2 em treés isolados de P. brasiliensis.

De acordo com as sequéncias de aminodcidos referentes a PbZrtl e PbZrt2 foi
possivel fazer comparagdes de identidade e similaridade entre as sequéncias génicas nos trés
isolados, as quais estdo depositadas no banco de dados do genoma estrutural de P. brasiliensis
(http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasiliensis/MultiHome.html).  Foi
gerado um alinhamento através do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). As
analises realizadas das sequéncias deduzidas de aminoacido revelaram que Zrtl em PbHO1
apresenta 93% de identidade e 96% de similaridade com Ztrl tanto em Ph03, quanto em
Pb18. Andlises comparando ainda a sequéncia deduzida de aminoacidos para Zrtl dos
isolados PH03 e Ph18 demonstraram 98% de identidade e 99% de similaridade entre esse
transportador. Para Zrt2 em Pb01 foi observado 92% de identidade e 94% de similaridade
com Ztr2 em Pb03 e 94% de identidade e 96% de similaridade com Zrt2 em Pbh18. Andlises
comparativas de Ztr2 em Pb03 e Pb18 revelaram 97% tanto de identidade quanto de
similaridade entre esses transportadores. Foram observados ainda sitios ricos em histidina e
sitios de N-glicosilacdo nas sequéncias deduzidas de aminoécidos de Zrtl e sitios de N-
glicosilacdo nas sequéncias deduzidas de aminoacidos de Zrt2 nos trés isolados de P.
brasiliensis, através do programa Prosite/Expasy (http://www.expasy.org/prosite) (Hofmann
et al., 1999) (Figuras 8 e 9). Através do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997),
também foram comparadas as sequéncias deduzidas de aminodacidos, referentes ao fator de
transcricdo zinco-dependente, ao transportador de cation divalente, ao transportador de calcio
e zinco e a proteina zinco-dependente do fungo P. brasiliensis em relagdo a levedura S.

cerevisiae (Tabela 6).
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Figura 8: Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de Zrtl do isolado Pb01, com proteinas

homologas em P. brasiliensis. As sequéncias correspondentes a Zrtl sdo: isolado 01 de P. brasiliensis (nimero

de acesso no GenBank DS 572854; numero de acesso no banco de dados do genoma estrutural de P. brasiliensis

PAAG _08727.1); isolado 03 de P. brasiliensis (nimero de acesso no banco de dados do genoma estrutural de P.

brasiliensis PABG_07725.1); isolado 18 de P. brasiliensis (mimero de acesso no banco de dados do genoma

estrutural de P. brasiliensis PADG_08567.1). Posigdes de identidade completa sdo indicadas com asterisco (*),

dois pontos (:) indicam substituigdes conservadas e um ponto (.) indica uma substitui¢do semi-conservada. O

primeiro e o ultimo aminodcido de cada sequéncia estdo em negrito. O sitio de N-glicosilagdo estd marcado com

preenchimento em cinza e o sitio rico em histidina estd marcado com preenchimento em amarelo, no qual os

residuos conservados de histidina estdo indicados por setas.
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Figura 9: Alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de Zrt2 do isolado Pb01, com proteinas

homologas em P. brasiliensis. As sequéncias correspondentes a Zrt2 sdo: isolado 01 de P. brasiliensis (nimero

de acesso no GenBank DS 572817; niimero de acesso no banco de dados do genoma estrutural de P. brasiliensis

PAAG _03419.1); isolado 03 de P. brasiliensis (nimero de acesso no banco de dados do genoma estrutural de P.

brasiliensis PABG_07098.1); isolado 18 de P. brasiliensis (numero de acesso no banco de dados do genoma

estrutural de P. brasiliensis PADG_06417.1). Posi¢oes de identidade completa sdo indicadas com asterisco (¥),

dois pontos (:) indicam substituigdes conservadas e um ponto (.) indica uma substituigdo semi-conservada. O

primeiro e o ultimo aminoacido de cada sequéncia estdo em negrito. Os sitios de N-glicosilagdo estdo marcados

com preenchimento em cinza
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Tabela 6 — Identidade e similaridade das sequéncias deduzidas de aminoacidos referentes as

possiveis proteinas envolvidas na homeostase de zinco em P. brasiliensis

P. brasiliensis X S. cerevisiae* Identidade (%) Similaridade (%)
Fator de transcri¢ao CAAS89347.1 . .
zinco-dependente 70% 79%
(PhC2h2)
Transportador de cation NP010435 50% 65%
divalente (PbCcch)
Transportador de calcio CAA59762 40% 43%,
e zinco (PbCa)
Proteina zinco- CAA60126-1 60% 61,5%
dependente (PbGata)

*Numero de acesso no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank).
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V. 3 — Analise da expressao dos transportadores de alta e de baixa afinidade
de ferro e zinco em células leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas em

diferentes concentracoes de sulfato de zinco.

Células leveduriformes do fungo foram cultivadas em meio MMcM modificado, em
condigdes com 0 uM, 2,75 uM, 10 uM e 1,0 mM de sulfato de zinco (ZnSQO,), durante 1 h de
incubacdo, objetivando avaliar a expressao dos genes referentes aos transportadores de alta e
baixa afinidade, PbZrtl e PbZrt2. O crescimento do fungo nas condi¢des teste e na condi¢ao
controle (condi¢do em que ndo houve a adicdo de ZnSO4 ao meio) foi similar (dados ndo
mostrados). Em seguida, os RNAs obtidos na condic¢ao controle e nas condi¢des de 2,75 uM,
10 uM e 1,0 mM foram utilizados para a avaliagdo dos niveis de expressdo génica por qRT-
PCR, em tempo real, em triplicatas bioldgicas. Os resultados obtidos demonstraram que a
expressao do gene Pbzrtl foi induzida sob a condi¢do de cultivo controle, em que ndo havia a
presenca de ZnSO, e gradativamente diminuiu nas condi¢des de cultivo celular com 2,75 uM,
10 uM e 1,0 mM de ZnSO4 (Figura 10, painel A). Ja para o gene Pbhzrt2 foi observada uma
indugdo gradativa em sua expressdo na presen¢a de ZnSO,4 em relagdo ao controle (Figura 10,

painel B).
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Figura 10: Analise da expressio dos genes Pbzrtl e Pbzrt2 em diferentes concentracdes de sulfato de zinco
(ZnS0y). A expressdo dos genes foi avaliada através de qRT-PCR em tempo real, em diferentes condigdes
experimentais. (A) perfil de expressdao de Pbzrtl em células leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas em 2,75
pM, 10 uM e 1,0 mM de ZnSO,. (B) perfil de expressdo de Pbzrt2 em células leveduriformes de P. brasiliensis
cultivadas em 2,75 pM, 10 pM e 1,0 mM de ZnSO,. Os valores da expressdo dos genes foram normalizados
utilizando-se os valores de expressdo do gene constitutivo codificante para a proteina ribossomal L.34. Analises
estatisticas para avaliar o nivel de significancia foram realizadas, utilizando o teste de ¢ Student, adotando p <

0,05 (*).

V. 4— Experimentos de deplecio de zinco em P. brasiliensis.

Com o intuito de padronizar o uso do quelante especifico de zinco, TPEN, avaliando
as variaveis tempo de incubagdo e concentragdo 6tima desse agente quimico, foi realizado o
experimento de avaliagdo da viabilidade celular de P. brasiliensis, no qual células
leveduriformes do fungo foram cultivadas em meio MMcM modificado, com as seguintes
concentracdes de TPEN: 0,125 mM; 0,25 mM; 0,5 mM;1,0 mM e 2,0 mM, em 1, 2, 3,4, 6, 8
e 24 h de incubacdo. Para cada condicdo teste, referente a concentracdo de quelante e ao
tempo de incubacdo celular havia uma condicdo controle, com células leveduriformes
cultivadas em meio MMcM sem o complemento de quelante e sob mesma temperatura de

incubacdo. Durante as analises de viabilidade celular observou-se que células leveduriformes
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de P. brasiliensis quando crescidas nas concentracdes de 1,0 e 2,0 mM do quelante TPEN e
incubadas durante 1 h apresentavam-se inviaveis (dados nao mostrados) (Figura 11). O
resultado obtido mediante as contagens celulares originou um grafico que demonstra que as
células leveduriformes do fungo sdo viaveis durante um maior periodo de incubagdo quando

cultivadas com 0,125 mM e 0,25 mM do quelante de zinco TPEN.

100
2 Hcontrole
%)
Z 80
= 20,125 mM
= 60 =0,25 mM
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Figura 11: Viabilidade celular de P. brasiliensis na presenca do quelante de zinco (TPEN). Células
leveduriformes do fungo P. brasiliensis crescidas em diferentes concentragdes do quelante especifico de zinco
TPEN; em 1, 2, 3, 4, 6, 8 ¢ 24 h de incubagdo.

Diante dos resultados de viabilidade celular obtidos foram extraidos RNAs das
células cultivadas nas concentragdes de 0,125 mM e de 0,25 mM do quelante TPEN durante 4
h e 6 h de incubacdo. A partir desses RNAs, cDNAs foram sintetizados e em seguida
utilizados para avaliar, através de qRT-PCR em tempo real a expressao do gene Pbzrtl. Os
resultados mostraram que o gene Pbzrtl possui uma maior expressao em células cultivadas

com 0,125 mM de quelante de zinco durante 4 h (Figura 12).
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Figura 12: Andlise da expressido génica de Pbzrtl em condicdes de deplecio de zinco em P. brasiliensis. O
nivel de expressdo génica de Pbzrt] foi avaliado através de qRT-PCR em tempo real durante o cultivo celular do
fungo nas concentrag¢des de 0,125 mM e 0,25 mM do quelante de zinco TPEN, nos periodos de incubagdo de 4 h
e 6 h e com auséncia de quelante de zinco (controle). Os valores da expressdo do gene foram normalizados
utilizando-se em relacdo ao gene constitutivo codificante para a proteina ribossomal L-34. Analises estatisticas

para avaliar o nivel de significancia foram realizadas, utilizando o teste ¢ Student, adotando p < 0,05 (¥).

Foi realizada a técnica qRT-PCR em tempo real, também para avaliar a expressao
dos genes referentes ao transportador de baixa afinidade Pbzrt2, ao transportador de cation
divalente Pbccch e a proteina zinco -dependente Pbgata (Figura 13). Os resultados revelaram
que em células leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas durante 4 h sob condi¢cdo de
deplecdo de zinco, na concentragdo de 0,125 mM do quelante TPEN, ocorre indugdo dos
genes Pbzrtl e Pbzrt2 em relacdo ao controle (auséncia de quelante). Por outro lado, os genes
Pbgata, Pbccch mostraram expressdo diminuida comparado ao controle (auséncia de

quelante).
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Figura 13: Analise da expressio de genes envolvidos na manutencio da homeostase de ferro e zinco em P.
brasiliensis. A expressdo génica foi avaliada através de qRT-PCR em tempo real, sob condig¢des de deplecao de
zinco, utilizando o quelante TPEN. O grafico acima representa o perfil de expressdo dos genes Pbzrtl, Pbzrt2,
Pbgata e Pbccch em células crescidas com adicao de 0,125 mM de quelante TPEN, durante 4 h de incubagdo,
em relacdo a condi¢do controle (sem adicdo de TPEN). Os valores da expressdo dos genes foram normalizados
utilizando-se os valores de expressdo do gene constitutivo codificante para a proteina ribossomal L-34. Analises

estatisticas para avaliar o nivel de significancia foram realizadas, utilizando o teste ¢ Student, adotando p < 0,05

()
V. 5— Analise da expressiao dos possiveis genes envolvidos na homeostase de

zinco durante a deplecao de ferro e cobre em P. brasiliensis.

Com o objetivo de analisar a expressdo dos genes codificantes dos transportadores de
ferro e zinco de alta e de baixa afinidade PbZrtl e PbZrt2, do transportador de cation
divalente PbCcch, da proteina zinco-dependente PbhGata, do transportador de Calcio/Zinco
PbCa e do fator de transcricio PbC,H,, durante auséncia de ferro e cobre, células
leveduriformes do fungo P. brasiliensis foram cultivadas na presenga de quelantes especificos

de ferro, BPS e de cobre, BCS. E importante ressaltar que o crescimento do fungo nas
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condigdes teste e controle foi similar (dados ndo mostrados). Os niveis de expressao génica
foram avaliados por qRT-PCR em tempo real em triplicatas biologicas. Os resultados
demonstraram que a expressao dos genes Pbzrtl e Pbzrt2 foi induzida em células crescidas
durante um periodo de 3 h de incubagao, em meios depletados para ferro e para ferro e cobre,
se comparado a condi¢ao controle (Figura 14, painéis A e B). No entanto, para células
leveduriformes cultivadas em meio depletado para ferro, durante um periodo de 18 h de
incubagdo foi observado que o perfil de expressao de Pbzrtl foi similar ao encontrado para a
condicdo controle (Figura 14, painel C). Os resultados indicaram ainda uma indugdo dos
genes Pbgata e Pbccch em células tratadas com o quelante especifico para cobre, embora
Pbccch tenha sido induzido também em condi¢des de deplegdo de ferro e ferro e cobre, se
comparado ao controle (Figura 14, painéis D e E). Os genes Pbcyh; e Pbca apresentaram uma
expressao significativamente menor que o controle nas condi¢des de deplegdo de ferro, cobre

e de ferro e cobre (Figura 14, painéis F e G).
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Figura 14: Anilise da expressio de genes envolvidos na via de homeostase de zinco em células
leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas na auséncia de ferro e cobre. A expressdo dos genes de P.
brasiliensis foi avaliada através de qRT-PCR em tempo real em diferentes condi¢des experimentais (controle,
deplecdo de ferro, deplecdo de cobre e deplecdo de ferro e cobre). (A) perfil de expressdo do gene Pbzrtl em
células cultivadas em meio com adicdo de BPS, BCS e BPS/BCS, durante 3 h de incubagdo. (B) perfil de
expressdo do gene Pbzrt2 em células cultivadas em meio com adi¢do de BPS, BCS e BPS/BCS, durante 3 h de
incubacao. (C) perfil de expressdao do gene Pbzrt! em células cultivadas em meio com adigdo de BPS, durante 18
h de incubagdo. (D) perfil de expressao do gene Pbgata em células cultivadas em meio com adi¢do de BPS,
BCS e BPS/BCS, durante 3 h de incubacdo. (E) perfil de expressdo do gene Pbccch em células cultivadas em
meio com adi¢cdo de BPS, BCS e BPS/BCS, durante 3 h de incubagdo. (F) perfil de expressao do gene Pbc,h, em
células cultivadas em meio com adi¢do de BPS, BCS e BPS/BCS, durante 3 h de incubagdo. (G) perfil de
expressdo do gene Pbca em células cultivadas em meio com adi¢do de BPS, BCS e BPS/BCS, durante 3 h de
incubacdo. Os valores da expressdo dos genes foram normalizados utilizando-se os valores de expressdao do gene
constitutivo codificante para a proteina ribossomal L-34. Andlises estatisticas para avaliar o nivel de

significancia foram realizadas, utilizando o teste ¢ Student, adotando p < 0,05 (*).
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V.6 — Perfil da expressao de genes codificantes para os transportadores de
alta e de baixa afinidade de ferro e zinco em células leveduriformes de P.

brasiliensis derivadas de baco de animais infectados.

Os niveis de expressao de Pbzrtl e Pbzrt2 foram avaliados por qRT-PCR em tempo
real em células leveduriformes de P. brasiliensis derivadas de bago de camundongos
infectados durante 15 dias (Figura 15). O gene Pbzrtl apresentou uma expressao
significantemente maior que o controle na infeccdo (Figura 15, painel A), enquanto que o

gene Pbzrt2 (Figura 15, painel B) apresentou uma baixa expressao se comparado ao controle.

quantificaciio relativa
—

Controle Pbzrtl Pbzrt2

Figura 15: Analise da expressdo dos genes Pbzrtl e Pbzrt2 durante o processo infectivo. A expressdo dos
genes foi avaliada através de qRT-PCRq sob condi¢des de infecgdo experimental. (A) expressdo de Pbhzrtl em
células leveduriformes derivadas de infeccdo em bago. (B) expressdo de Pbzrt2 em células leveduriformes
derivadas de infeccdo em bago. Os valores da expressdo dos genes foram normalizados utilizando-se os valores
de expressdo do gene constitutivo codificante para a proteina ribossomal L-34. Andlises estatisticas para avaliar

o nivel de significancia foram realizadas, utilizando o teste ¢ Student, adotando p < 0,05 (*).
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V- Discussao

Metais de transi¢ao, como zinco, ferro e cobre sao micronutrientes essenciais para o
desenvolvimento de inumeros processos vitais. Dessa forma, para que microrganismos
patogénicos se proliferem em tecidos do hospedeiro e tenham um processo infectivo bem-
sucedido, esses patdgenos desenvolveram mecanismos especificos de alta e de baixa afinidade
que garantem a captacdo de metais que sao pouco disponiveis em tecidos de mamiferos e de
outros animais (Eide, 1998; Lullof ez al., 2004).

O inicio dos estudos acerca dos mecanismos que envolvem, tanto a captagdo, quanto
a homeostase de metais em microrganismos patogénicos eucariotos foi possivel, mediante os
estudos realizados na ultima década, com a levedura S. cerevisiae. Dessa forma, através do
rastreamento de genes ortdlogos envolvidos no processo de captacdo de zinco, Kim et al.
(2008), isolaram o gene crsl, responsavel pela transcricdo zinco-responvisa, em C. albicans.
Baildo et al. (2006) e Bailao et al. (2007), no intuito de identificar genes do fungo P.
brasiliensis induzidos durante o processo infectivo e expressos durante o contato do fungo
com plasma humano, ao utilizarem a técnica de Andlise de Diferenga Representacional de
cDNA (cDNA-RDA), encontraram alta freqiiéncia dos transcritos Pbzrtl e Pbzrt2,
codificando os transportadores de alta e de baixa afinidade de ferro e zinco. Diante disso
iniciou-se a investigacao dos possiveis genes ligados a homeostase de zinco no fungo P.
brasiliensis.

Foram identificados ort6logos de possiveis genes envolvidos na homeostase de zinco
em P. brasiliensis, através de andlises no banco de dados do genoma estrutural de
P.brasiliensis (http://www.broad.mit.edu/annotation/genome/paracoccidioides_brasili
ensis/MultiHome.html). Dentre os genes identificados pode-se citar aqueles codificantes para
o transportador de alta afinidade de ferro e zinco (PbZrtl), o transportador de baixa afinidade
de ferro e zinco (PbZrt2), o transportador de cations divalentes (PbCcch) possivelmente
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localizado no Reticulo Endoplasmatico, o transportador de calcio e zinco (PbhCa)
possivelmente localizado no Reticulo Endoplasmatico, os transportadores de zinco intra-
vacuolares (PbCot e PbCdf) e uma proteina zinco-dependente (PbGata). Além disso, as
analises in silico revelaram o gene Pbcyh,, descrito como regulador da expressdao dos
transportadores de alta e de baixa afinidade de zinco em S. cerevisiae (Figura 7). Rutherford
& Bird (2004), descreveram que sob condi¢des limitantes de zinco, em S. cerevisiae esse fator
transcricional aumenta a expressao dos genes codificantes para os transportadores Zrtle Zrt2,
de alta e baixa afinidade, respectivamente.

Analises baseadas no alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos para os
transportadores PbZrtl e PbZrt2 através do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997)
revelam identidade e similaridade tanto para transportador de alta afinidade de zinco PbZrtl,
quanto para o transportador de baixa afinidade PbZrt2, nos trés isolados do fungo P.
brasiliensis. Foram identificados ainda sitios de N-glicosilagdo e sitios ricos em residuos de
histidina para o transportador PbZrtl e sitios de N-glicosila¢do para o transportador PbZrt2 o
que ja ¢ descrito por Eide (1998), por Gaither & Eide (2001) e por Van Ho ef al. (2002) em
transportadores de alta e de baixa afinidade de S. cerevisiae.

Os resultados obtidos através da técnica de qRT-PCR em tempo real, utilizando
cDNAs oriundos de células leveduriformes de P. brasiliensis crescidas tanto em meio de
cultura MMcM complementado com diferentes concentragdes de ZnSOy4; quanto em meio de
cultura MMcM, complementado com 0,125 mM do quelante especifico de zinco TPEN
demonstram que a expressao do gene Pbhzrtl (transportador de alta afinidade de ferro e zinco)
foi induzida em células crescidas na auséncia de ZnSO, e na presenca de TPEN (Figura 10,
painel A; Figura 12 e Figura 13). Essas analises sdo similares aos resultados discutidos em
estudos prévios com transportador de alta afinidade de zinco, utilizando a levedura S.

cerevisiae crescida em meio de cultura com diferentes concentragdes do referido metal. O
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transportador de alta afinidade foi induzido somente em células crescidas em meio depletado
para zinco (Zhao & Eide, 1996a, Van Ho et al., 2002). Sabe-se que os transportadores de alta
e de baixa afinidade de zinco possivelmente sdo as principais moléculas envolvidas
diretamente no processo de manutencao da homeostase do referido metal, justificando assim a
indugdo simultdnea dessas duas permeases em células leveduriformes de P. brasiliensis
cultivadas na presenca do quelante especifico de zinco TPEN (Figura 13). Pode-se ainda
observar com esses resultados que o gene Pbzrt2 (transportador de baixa afinidade de ferro e
zinco) foi induzido na presenca de ZnSO, (Figura 10, painel B). Zhao & Eide (1996b), ao
cultivarem cepas de S. cerevisiae mutadas tanto para zr¢/, quanto para zrt2, em meio de
cultura SD complementado com diferentes concentragdes de zinco, observaram que o gene
zrt2 € expresso de forma constitutiva, sugerindo assim que o transporte de baixa afinidade ¢ o
mecanismo mais eficiente de captura de zinco disponivel no meio extracelular.

Para melhor compreendermos o comportamento da suposta via de homeostase de
zinco proposta nesse trabalho, o cDNA proveniente das células tratadas com o quelante de
zinco TPEN foi utilizado também em experimentos de qRT-PCR em tempo real, envolvendo
os genes Pbccch e Pbgata. As analises obtidas em relagdo ao gene Pbccch revelaram que o
mesmo apresentou-se significativamente menor que o controle. O fato do quelante TPEN se
ligar a ions zinco tanto em meio intracelular, quanto em meio extracelular pode estar
associado a diminuigcdo da expressao do gene Pbccch, pois a ligacdo de ions zinco ao
quelante provavelmente impede que esse metal seja transportado através da permease
PbCcch. A auséncia de ions zinco em meio intracelular explica ainda a diminui¢do na
expressao do gene Pbgata, que codifica uma proteina zinco dependente. Resultados
semelhantes foram observados por Trainor et al., (2000) que relataram a dependéncia
existente entre a proteina Gata e ions zinco. Entretanto, as andlises realizadas através de

qRT-PCR em tempo real de Pbgata em células leveduriformes do fungo P. brasiliensis
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tratadas com os quelantes especificos para ferro e para cobre, BPS e BCS, respectivamente
revelaram que esse gene apresentou uma menor expressao em células tratadas com BPS e
BPS/BCS, quando comparadas a condi¢do controle (Figura 14, painel D), o que sugere que
em P. brasiliensis a proteina Gata seja tanto dependente de zinco quanto de ferro.

Sabiha et al. (2009), com o objetivo de estudar o envolvimento entre o transporte e
a homeostase de zinco e de ferro no fungo A4. fumigatus basearam-se nas investigagdes
realizadas por Waters & Eide (2002) e observaram que tanto o transporte, quanto a
homeostase de zinco e de ferro estdo intrinsecamente ligadas. Por exemplo, os ions zinco
interferem de maneira drastica na captura de ferro, o que contribui para uma menor
viruléncia do fungo em tecidos hospedeiros. No intuito de averiguar a correlacdo existente
entre o transporte ¢ a homeostase de zinco em relagdo a outros metais, foi avaliado através
de qRT-PCR em tempo real, o perfil de expressio dos possiveis genes ligados ao
metabolismo de zinco em P. brasiliensis, utilizando o cDNA de células leveduriformes do
fungo crescidas em meio depletado para ferro, cobre e para ferro e cobre.

Os resultados obtidos demonstram que genes Pbzrtl e Pbzrt2 apresentaram uma
expressdo significativamente maior que o controle em células cultivadas na presenca de BPS
(Figura 14, painéis A e B). Esses resultados sugerem que os transportadores PbZrtl e
PbZrt2 possuam afinidade por ions ferro, o que torna ainda mais forte a evidéncia de que em
P. brasiliensis as permeases PbZrtl e PbZrt2 capturem ferro do meio extracelular, a0 menos
durante um intervalo de tempo em que as cé€lulas do fungo tenham sido submetidas a
deple¢ao do referido metal. Ressalta-se que as permeases classificadas como Zrt, podem
transportar tanto ions zinco, quanto ions ferro, embora pouco se conheca sobre a afinidade
dessas permeases por ferro (Gaither & Eide, 2001).

Ainda com o objetivo de estudar o transporte de ferro através da permease de alta

afinidade de P. brasiliensis, anélises da expressao génica de Pbzrtl realizadas em células
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cultivadas na presenga de 50 uM de BPS, durante 18h, por qRT-PCR em tempo real
demonstraram que o gene Pbzrtl apresentou o mesmo perfil de expressao para as condigdes
de deplecao de ferro e controle (Figura 14, painel C). Pulg et al. (2008), discutem através de
estudos utilizando a levedura S. cerevisiae, que a deficiéncia de ferro pode acarretar uma re-
programacao metabolica; assim as cé€lulas ao invés de utilizarem vias em que o ferro ¢
empregado como fator co-enzimatico utilizam outras vias metabolicas que garantem a
viabilidade da levedura em meios depletados de ferro.

As andlises através de qRT-PCR em tempo real ainda revelaram que o gene Pbc;h;,
responsavel por codificar o fator de transcricdo zinco-responsivo, apresenta-se menos
expresso em células crescidas em meio complementado com os quelantes BPS, BCS e
BPS/BCS (Figura 14, painel F). Esse resultado corrobora os resultados de Zhao & Eide
(1997), que observaram que os genes codificantes para os fatores de transcri¢cdo, Aftl (ferro-
responsivo), Macl (cobre-responsivo) e Zapl (zinco-responsivo) podem possuir elementos
comuns referentes a regulacdo génica, em S. cerevisiae, quando cultivado em ambiente
depletado de ferro, cobre e zinco.

Os resultados acerca da expressdo do gene Pbccch, que codifica um transportador de
cations divalentes, mostraram que houve indu¢do em sua expressao nas células cultivadas na
presenca dos quelantes BPS, BCS e BPS/BCS, sendo a inducgdo predominante na presenga de
BCS (Figura 14, painel E). Diante disso, sugere-se que esse transportador de cations
divalentes possua uma maior afinidade por ferro se comparada ao cobre, ja que nas células
tratadas com BPS sua expressdo ¢ diminuida. Outro resultado observado foi a expressdao do
gene que codifica a permease responsavel por transportar ions calcio e zinco, PbCa,
significantemente menor que o controle em células tratadas com BPS, BCS e BPS/BCS
(Figura 14, painel G). Sabe-se que ions, como cobre, ferro, zinco, cadmio e aluminio

competem por sitios de ligacdo de diversas proteinas (Zhao e Eide, 1996a, Gaither & Eide,
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2001). Diante disso, o resultado sugere que o transporte de ferro e cobre através dos
transportadores PbZrtl e PbZrt2 possa diminuir a entrada de zinco para o meio intracelular.
Assim a indugdo da expressdo do gene Pbca torna-se desnecessaria. De acordo com o
conjunto de resultados obtidos torna-se relevante a sugestdo da existéncia de uma rede
responsavel pela geracdo da homeostase de metais no fungo P. brasiliensis, assim como foi
observado para S. cerevisiae e A. fumigatus (Waters & Eide, 2002; Jbel et al., 2008; Sabiha et
al., 2009).

A expressao dos transportadores PbhZtrl e PbZrt2 também foi analisada durante o
processo infectivo. Diante dos resultados obtidos foi observada uma indugdo na expressao
do gene Pbztrl em baco dos camundongos infectados, enquanto que o gene Pbzrt2
apresentou uma baixa expressdo (Figura 15). Considerando que o zinco ¢ um
micronutriente essencial para o processo de formacao dos eritrocitos ¢ relevante o fato de
que esse metal se encontre pouco disponivel em tecidos do baco (Mafra & Cozzolino, 2000).
Dessa forma, pode-se sugerir que PbZrtl participa na captura de ions zinco durante a
infec¢do, desempenhando, assim um papel essencial na estratégia de sobrevivéncia do
patdgeno em tecidos do hospedeiro.

Muitos sdo os papéis desempenhados por ions metalicos na biologia de varios
organismos e em mecanismos de viruléncia empregados por microrganismos patogénicos. No
entanto, o conhecimento da regulacdo da homeostase de zinco e de outros metais, assim como
a relacdo existente entre essas vias permanece escasso e, portanto, apresenta-se como um
estudo nascente. Os resultados obtidos com esse trabalho corroboram para o fato de haver
uma possivel via de captacdo e homeostase de zinco em P. brasiliensis e de que essa via
provavelmente esteja intrinsecamente ligada a outras que levam a homeostase de ferro, nesse
fungo, assim como ja foi estudado na levedura S. cerevisiae e em A. fumigatus. Mediante os

resultados obtidos, através do perfil de expressdo dos provaveis genes envolvidos na
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homeostase de zinco e o cultivo de células leveduriformes do fungo P. brasiliensis tratadas
com o quelante de cobre, BCS foi observado uma pequena relagao entre a homeostase de
zinco e ions cobre no fungo P. brasiliensis. A diferenca de expressao entre transportadores de
alta e de baixa afinidade, em experimentos de infeccdo experimental revelam que ambas as
permeases possuam comportamentos diferentes no processo infeccioso. Diante os resultados
observados, esse trabalho torna-se um dos pontos de partida para a continuacao de estudos

referentes a homeostase de metais em P. brasiliensis.
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VI- Perspectivas

A partir dos resultados obtidos, as perspectivas sdo:

e Estudar o transporte vacuolar de zinco em células leveduriformes de P. brasiliensis.

e Construir bibliotecas subtraidas de cDNA a partir de RNAs obtidos a partir de

leveduras de P. brasiliensis crescidas na presenca e auséncia de zinco.

e Realizar andlises protedmicas em cé¢lulas leveduriformes de P. brasiliensis cultivadas

na presenga e auséncia de zinco.

e Identificar as proteinas PbZrtl e PbZrt2 no proteoma de P. brasiliensis através de

espectrometria de massas.

e Obter transformantes do fungo P. brasiliensis deficientes na captura de zinco.
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