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Resumo

O fungo dimarfico Paracoccidioides brasilienss é o agente etiol 6gi co da paracocci dioidomicose (PCM), uma
micose sistémica e endémica na América Latina. Estima-se que 10 milh&es de individuos estejam infectados,
mas apenas 2% desenvolvem a doenca. A forma miceliana encontrada na natureza constitui a fase infectiva
gue diferencia para a forma de levedura no pulméo humano estabel ecendo a infecgcdo. O fungo promove uma
resposta imunitéria mediada por células e uma resposta inflamatéria no pulméo. Os macréfagos sdo células
efetoras do sistema imunitario que reconhecem e eliminam patdgenos invasores. Inicialmente identificada
como uma citocina de linfécitos T, o fator inibitério de macréfago (MIF) é também uma citocina do
macréfago e atua como um importante mediador da inflamagdo, devido as suas caracterigticas
imunomodulatérias. MIF apresenta atividade enzimética de tautomerase, conferida pelo aminoécido Prolina
conservado na posicdo 2 e também tem uma participagdo importante no ciclo celular por meio da inibigdo da
apoptose ao inativar p53. O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis realizado no
Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia junto a Rede Genoma Centro-Oeste permitiu a
geracdo de ESTs (do inglés “Expressed Sequence Tags') a partir de bibliotecas de cDNA das formas de
micélio e levedurade P. brasiliensis. Nao harelatos naliteratura de homdélogos de MIF em fungos, porém, no
genomado P. brasilienss foi descrito uma sequiéncia que possui similaridade génica significativa com o MIF
de mamiferos, indicando um envolvimento potencial na patogénese do P .brasliensis. O fragmento
encontrado (contig 1528: pbmif) € de aproximadamente 400 pares de bases, diferencialmente expresso na fase
de levedura de P.brasliensis MIF é uma proteina que possui homdlogos em plantas, nematdides e
vertebrados. O objetivo desse trabalho é identificar e caracterizar possivels clones de cDNA (PbMIF)
homdlogos a MIF isolado da  biblioteca de P. brasilienss. Um clone de cDNA de MIF foi segiienciado e
identificado como similar a MIF humano. A expressdo do mRNA é diferencial em levedura, como detectado
por Northern Blot. A sequéncia de aminoacidos de MIF do P. brasiliensis tem similaridade de 56% (32% de
identidade) com o MIF de Mus musculus. Para a producao da proteina recombinante em Escherichia coli, o
cDNA de MIF foi clonado no vetor de expresséo (pET21).

A detecgdo e caracterizacdo de um homdlogo de fator inibitério de macréfago (MIF) no P. brasiliensis € um
relato inédito descrito em fungos e o papel de MIF mimetizando uma citocina pode revelar novos fatores de
viruléncia para ainfeccdo pelo P. brasilienss. Portanto, pela coevolugdo com o sistema imunitario, patdégenos
poderiam desenvolver relevantes estratégias para evasdo das defesas do hospedeiro desenvol vendo moléculas
homdlogas a citocinas, como seria 0 caso do MIF de P. brasiliensis. O papel do MIF de P.brasliensis é
desconhecido, assim sua caracterizacao favorecera o desenvolvimento de informagdes sobre o mecanismo de

patogeni cidade do fungo .
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Abstract

The dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis is the etiological agent of paracoccidioidomycosis
(PCM), afunga disease that is endemic in Latin America. This infection affects 10 million individuals but
only 2% devel op the disease. The mycelia found in nature congtitute the infective phase that differentiates to
yeast form in the human lungs to establish the infection. The fungus promotes a cell mediated immune and
inflammatory pulmonary response. Macrophages are pivotal effector cells of the innate immune system,
recognizing and eliminating invasive microbial pathogens. Initialy identified as a T-cell cytokine, the
Macrophage Migration Inhibitory Factor (MIF) is also a macrophage cytokine and an important mediator of
inflammation, it has immunomodulatory characteristics. MIF has enzymatic activity relationed to the N-
terminal proline residue in the position 2 and MIF can inhibit apoptosis through the inactivity of p53. From
the project “Functional and Differential Genome of P. brasiliensis’ ESTs (Expressed Segquence tags) database
we discover a putative fungi homologue to the mammalian MIF. There are no previous reports in the
literature of MIF homologues in fungi, however the sequence described in the genome of P. brasiliensis has
sequence similarity to MIF genes found in animal, nematode and plant.

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

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

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

O fungo Paracoccidioides braslienss €é o agente iol6gico da
paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sistémica na América do Sul,
destacando-se o Brasil como oitava causa de mortalidade entre as micoses sistémicas.
Estima-se que ha 10 milhdes de individuos infectados mas apenas 2 % desenvolvem a
doenca(Coutinho et al., 2002). A PCM acomete especialmente populagdes de areas rurais e
tem uma importancia em salde coletiva associada aos custos sociais e econdémicos. Ela
ocorre principamente em individuos em fase produtiva, com freguentes seqielas
secundérias (fibrose pulmonar), motivo comum de incapacitacéo para o trabal ho.

A classificagdo taxonOmica e a nomenclatura dos fungos sdo baseadas na
observacdo do fendtipo nos estagios de reproducdo sexuada. Assim, fungos com
reproducdo sexual desconhecida, como o P. brasiliensis, tém sua classificagdo imprecisa e
conflitante. Atualmente o P. brasiliensis é classificado como um ascomiceto, apesar de ndo
ter ciclo sexual descrito, e por meio de comparagdes de seqiiéncias de nucleotideos do RNA
ribossomal foi classificado como um provavel membro da ordem Onygenales juntamente
com os fungos Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis (Guarro et al .,1999).

P. brasiliensis € um fungo dimoérfico. Lutz, em 1908, foi o primeiro a relatar a
PCM e observar o dimorfismo (Lacaz, 1994), o qual é reprodutivel in vitro por meio de
variagao de temperatura: 23-26° C micélio, 36-37° C levedura (San-Blas & Nifio-Vega, G,
2001). Esse processo de transformagdo é reversivel e depende de um conjunto de genes
expressos de forma diferencial, em adi¢cdo aregulacdo enzimética para a sintese de glucanas
gue alteram a composi¢cdo da parede celular do fungo (Felipe et al., 2005 a)

P. brasiliensis é multinucleado na sua forma patogénica de levedura, enquanto um
unico nucleo é presente na forma miceliana. Feitosa e colaboradores (2003) estimaram que
o tamanho do genoma é de 30 Mb e estudos de microscopia confocal sugerem que P.
brasiliensis pode ser hapléide/dipléide, ou eventualmente, aneupléide. . Além disso, quatro
OU cinco cromossomos variando o tamanho entre 2 e 10 Mb foram identificados (Feitosa et
al., 2003; Montoyaet al.,1999; Cano et al.,1998 ). Baseado no sequenciamento de ~ 50Kb
de um fragmento gendmico de P. brasiliensis, é possivel estimar a presenca de 7.500-9.000
genes. (Reinoso et al., 2005)
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O habitat natural de P. brasiliensis ainda ndo foi precisamente determinado, embora
esse fungo tenha sido ocasionalmente isolado do solo (Silva-Vergara et al.,1998). Varios
estudos tém sido feitos no intuito de determinar o micro-habitat de P. braslienss:
condigBes favoraveis a existéncia do micro-habitat de P. brasiliensis foram presumidas a
partir de caracteristicas geocliméticas das regides onde houve isolamento do fungo e das
areas endémicas. Theodoro e colaboradores (2005) utilizaram diferentes técnicas
moleculares para a deteccdo do P. brasiliensis no solo. O P. brasiliensis parece utilizar a
quitina como fonte de carbono, ensaios de atividade de glicosil hidrolase demonstraram que
o P. brasiliensis produz e secreta quitinases durante a transicdo dimorfica (Bonfim et al.,
2006). Acredi). Acreditase que na sua fase miceliana esse fungo apresenta-se como
saprofita em regides com solos Umidos, ricos em matéria organica € com minimas
alteragOes de temperatura. Em condi¢Oes adversas (falta de umidade e/ou nutrientes) o
fungo produz propagulos da forma miceliana denominados conidios, os quais podem
infectar o homem. Além do homem (Homo sapiens), um outro hospedeiro que apresenta
relevancia na elucidagdo da ecologia de P. brasiliensis é o tatu (Dasypus novemcinctus)
(Bagagli et al., 2005; Bagagli et al.,1998) Esse animal pode ndo ser apenas um simples
carreador como também parece desenvolver a PCM, pois h& formacdo de granuloma
relacionado a0 fungo que pode ser encontrado no pulmdo, baco, figado e linfonodos
mesentéricos. O tatu pode ser o principal reservatorio natural do fungo (Restrepo et al.,
2001).

Interacdo parasito-hospedeiro:

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

No progresso da infeccdo, os fungos dimorficos transitam para uma fase
morfolégica mais favoravel a sua adaptacdo. A formainfectiva produz fatores de aderéncia
e exoenzimas para a fixagdo inicial, crescimento e mobilidade do fungo no tecido do
hospedeiro. Essa mudanca morfolégica do patégeno promove uma troca nas moléculas
antigénicas de superficie, controla a expressdo da capsula de certos fungos que véo
determinar a natureza comensal ou invasiva do microbio, além de permitir mudangas no
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hospedeiro essenciais para 0 seu ciclo de vida (Bonfim et al., 2006; Tavares et al., 2005;
San -Blas et al., 2000).

A parede celular de P. brasiliensis é congtituida basicamente por proteinas, lipideos,
quitina e glucanas. A parede celular de levedura apresenta maior quantidade de quitina,
sendo composta na sua grande maioria por a-1,3 glucana (95%), tendo apenas (5%) b-1,3
glucana. Ja a forma miceliana possui em sua maioria b-1,3 glucana (San Blas & San Blas,
1994). San Blas, (1993) mostrou que a diferenca no padréo de sintese de glucanas, entre as
formas de micélio e levedura, deve estar envolvida no processo de diferenciagdo celular de
P. brasiliensis, uma vez que durante a diferenciacéo da forma de levedura para a forma de
micélio, a sintese de a-1,3 glucana é interrompida por um periodo de 8 horas, sem que haja
indicio de sintese de b-1,3 glucana. No processo inverso, ocorre reducéo da sintese de b-1,3
glucana. Essa sintese e degradacdo de glucanas durante 0 processo celular possivelmente
permitem a adaptacdo do fungo as novas condicdes externas

A adesdo as células do hospedeiro e superficies mucosas € uma etapa crucial no
estabelecimento da infeccdo por P. braslienss. Barbosa e colaboradores (2006)
caracterizaram a gliceraldeido- 3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) do P. brasiliensis como
uma adesing, que pode estar relacionada a adesdo e invasdo da matriz extracelular do
hospedeiro pelo fungo. Essas observagOes indicam que a GAPDH de P. braslienss,
associada a parede celular do fungo pode estar envolvida na aderéncia das células flngicas
a fibronectina, colédgeno do tipo | e laminina presentes no tecido hospedeiro. Na fase
crénica da PCM experimental, é possivel detectar laminina e fibronectina na superficie de
leveduras nas lesdes granulomatosas (Gonzalez et al., 2005). .

Existe uma forte relagdo entre aderéncia e viruléncia, como sugerido por Hanna e
colaboradores (2000) que observaram que linhagens mais virulentas apresentam maior
capacidade de adesdo. Essa abordagem € baseada no postulado de Falkow, originalmente
descrito para identificagcdo de genes de viruléncia em bactéria, requeridos especificamente
para evadir da resposta imune especifica do hospedeiro (Falkow et al., 1988). Esse
postulado preconiza que para um gene ser considerado de viruléncia deve haver atenuagdo
ou perda da capacidade de isolados com um determinado gene nocauteado em
sobreviver/crescer/promover doengca em modelos animais bem estabelecidos, quando
comparado a isolados do tipo-selvagem e reconstituidos. E importante ressaltar que um
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mutante nulo para um determinado gene de viruléncia pode ser cultivado sob certas
condi¢cbes in vitro, porém tem sua capacidade de produzir doenca atenuada ou
completamente perdida quando introduzido no ambiente do hospedeiro in vivo (Perfect &
Cox, 2000ab).Apesar do P. brasiliensis ser um patdgeno que infecta 0 homem, pouco ainda
€ conhecido a respeito de seus genes de viruléncia. Tavares e colaboradores (2005)
compararam provaveis genes de viruléncia obtidos no transcriptoma do P.brasiliensis
(Felipe et al, 2005; Felipe et al, 2003); distribuiu-se as ESTS(do inglés Expressed Sequence
Tags) em cinco classes metabolismo,parede celular, genes relacionados a detoxificacéo,
fatores de secregdo e outros. Esses resultados sugerem gue esse organismo pode utilizar um
arsenal vasto de possiveis fatores de viruléncia, que permitem a sua sobrevivéncia em
diferentes ambientes.

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

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

A capacidade que 0s microorganismos possuem de sSintetizar e secretar
componentes toxicos exerce um papel importante na sobrevivéncia das espécies. Ha
proteinas transmembranicas (transportadores) envolvidas na captacdo de nutrientes e
excrecdo celular. Em células cancerosas e em patdgenos, particularmente em alguns fungos,
algumas dessas proteinas sdo responsaveis por um importante fendbmeno conhecido como
“multi-resisténcia a drogas’ (MDR do inglés. Multi-Drug Resistance). Foram identificados
22 ESTs em P.brasiliensis relacionados a tranportadores ABC e que estéo envolvidos na
resisténcia a drogas, com similaridade em outros fungos (Costa et al.,2005).
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Estudos moleculares estabeleceram fatores gerais de viruléncia para diferentes
fungos patogénicos: termotolerancia, dimorfismo, componentes polissacarideos da parede
celular, moléculas de adesdo, producdo de enzimas (proteinases, fosfolipases, lipases) entre
outros ( Felipe et al., 2005 a,b; van Burik et al.,2001; San-Blas et al.,2000). Esses dados
mostram que a viruléncia fingica é um evento altamente complexo e polivalente, resultante
da expressdo de multiplos genes em diferentes estagios e em diferentes locais de infeccdo
(Odds et al., 2001).

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

Componentes do hospedeiro tém mostrado afetar a morfogénese dos fungos
patogénicos. Devido a uma maior incidéncia da PCM em homens em relacdo as mulheres,
apresentando uma proporgdo de 78:1, sugere-se um possivel papel protetor do horménio
feminino b-estradiol (Restrepo et al., 1997; revisto por BorgesWalmsley et al., 2002).
Estudos in vitro demonstraram que 17-b-estradiol inibe a transicdo de micélio para
levedura. Os hormonios progesterona e estriol possuem menor efeito na inibicdo da
transicdo enquanto que anadlogos como testosterona e 17-a-estradiol ndo possuem efeito
(Salazar et al., 1988; revisto por Rooney & Klein, 2002). Esses dados sugerem que
provavelmente a infeccdo por P. brasiliensis € menos observada em mulheres porque os
horménios femininos suprimem a conversao de micélio para levedura, um evento precoce e
pivé no processo infeccioso. Além disso, outras caracteristicas do individuo, como idade,
estado nutricional, patriménio genético e integridade da resposta imunolégica sdo
importantes fatores para o estabelecimento do fungo, assim como a viruléncia e
antigenicidade (Franco,1987). A PCM € na maioria dos casos assintomética, evoluindo em
cerca de 2% de todos os individuos infectados (McEwen et al.,1995).

Acredita-se que o0 micélio e seus conidios constituam a forma infectiva que se
transforma em levedura e estabelece a infeccdo nos pulmdes, podendo também atingir
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outros 6rgaos do hospedeiro. Assim, no ambiente natural, os conidios produzidos pela
forma miceliana de P. brasiliensis atuariam como propagulos infecciosos que ap serem
inalados, chegariam ao pulméo e transformariam em levedura, estabelecendo a infecgdo.
Posteriormente, dependendo da relagdo parasito-hospedeiro, a infecgdo poderia disseminar
para os demais tecidos do hospedeiro, tornar-se latente ou ser erradicada (Franco,1987;
San-Blaset al., 2002; revisto por Rooney & Klein, 2002 e Casadevall & Pirofski, 2000).

A infeccdo inicia-se principalmente nos pulmdes e pode ser disseminada via
corrente sanguinea ou pelos vasos linféticos para varios tecidos do corpo. A maioria dos
individuos infectados desenvolve apenas a infec¢do pulmonar assintoméatica; no entanto,
alguns pacientes apresentando manifestacfes clinicas da doenca déo origem a forma aguda,
subaguda (tipo juvenil), e a forma cronica (tipo adulto). A progressdo para a doenca
depende tanto das condi¢es imunoldgicas do hospedeiro, como da viruléncia do fungo. A
PCM afeta principalmente a faixa etéria de 3-25 anos ocorrendo excepcionalmente em
pacientes com idade mais avancada. As manifestagGes da doenca refletem principal mente o
grande comprometimento do sistema fagocitario mononuclear. Essa forma da doenca
progride rapidamente e dissemina pelo sistema linfatico, com hipertrofia do linfonodo,
hepatoesplenomegalia intensa e 0 envolvimento de outros 6rgéos. Nas formas cronicas, que
s80 as mais comuns, a doenca acomete individuos com mais de 25 anos de idade e tende a
progredir mais lentamente. As lesbes sdo restritas a determinados 6rgaos que podem surgir
diretamente de um foco primario ou a partir de um foco quiescente apds um determinado
periodo de laténcia (Franco,1987; Martinez, 2004).

A resposta imunitéria celular efetiva mediada por linfocitos e a imunidade celular
ndo especifica mediada por macrofagos, neutréfilos e células citotdxicas naturais
constituem a principal defesa contra infecgbes por fungos parasitas intracelulares como
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitdis e Paracoccidioides brasiliensis (Romani, 1997).

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

O IFN-g age na ativacéo de macréfagos, na producdo de oxido nitrico (NO), o maior
agente microbicida dos macréfagos, que inibe a transformagdo de conidio para levedura
Entretanto, quando produzido exageradamente parece ter um papel na imunossupressao
obervada na paraccocidioidomicose experimental e humana (Bocca et al , 1998; Gonzalez
et al 2000). IFN-g também estimula macrofagos infectados por P. brasiliensis a secretar
fator de necrose tumora (TNF-a), que é requerido para a persisténcia dos granulomas
(Souto et al, 2000). Assim, tanto IFN-g quanto TNF-a conferem resisténcia a P.
brasilienss por esimular a formagd do granuloma e producdo de Oxido nitrico,
controlando a infecgéo.

Foi demonstrado recentemente que culturas in vitro de macr6fagos de camundongos
resistentes infectados com P. brasiliensis produzem muito TNF enquanto que macrofagos
de camundongos sensiveis produzem somente NO. Na presenca de um inibidor de NO
ocorre aproducdo de TNF, o que sugere que o aumento de TNF ou a producédo de NO estéo
associados, respectivamente, aresisténcia e a susceptibilidade na PCM (Nascimento et al.,
2002).

A falha na sinalizagdo da ativagdo de fagdcitos pode contribuir para a predisposicao
a infeccdo, limitar a eficacia terapéutica a antifingicos e favorecer a persisténcia fangica
e/ou comensalismo (Calich et al.,1998 revisto por Romani, 2004). O tratamento da doenca
€ normalmente prolongado, podendo durar aé cinco anos. Atualmente é feito a base de
asulfas, drogas antifungicas, além de acompanhamento pos-terapéutico. As drogas
frequientemente utilizadas so: Itraconazol, Sulfametoxazol, Trimetoprim e Anfotericina B.

O estabelecimento do fungo no tecido pulmonar induz uma resposta inflamatéria
gue permite a formacdo de granuloma, o qual é definido como uma colecdo compacta de
células do sistema fagocitario mononuclear, podendo transformar em células epitelidides e
gigantes. Linfécitos, plasmécitos, eosindfilos e fibroblastos também estdo presentes
(Williams et al., 1983; De Brito et al., 1994). A resposta inflamatdria induzida pelos fungos
auxilia no controle da infecgéo, entretanto, também contribui para a patogenicidade, como
observado pela ocorréncia de infecgOes severas em pacientes imunossuprimidos (Cheng et
al., 2000).
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O granuloma é a lesdo fundamental na PCM e como em outras doencas infecciosas
(tuberculose, hanseniase, esquistossomose e histoplasmose) € resultado de uma reagdo de
hipersensibilidade tardia (DTH do inglés Delayed Type Hipersensibility) contra antigenos
do agente infeccioso (Romani,1997). O macrofago € a principal célula componente do
granuloma, e vérios estudos clinicos e experimentais sugerem que macréfagos ativados por
linfocitos T tém papel fundamental como a primeira barreira de resisténciaa P. brasilienss.
Dessa forma, o granuloma é um componente essencial na defesa contra o P. brasilienss,
pois € onde ocorre a cooperacdo linfécito T-macréfago, permitindo que 0 macréfago néo so
exerca as suas atividades microbicidas e de apresentador de antigenos, mas também,
juntamente com o linfdcito T, produza citocinas e outros fatores que proporcionem um
granuloma competente e eficaz na contencéo e eliminagdo do fungo, evitando assim a sua
disseminacdo pelo organismo. Convém ressaltar que hd uma plasticidade marcante do
linfocito T em resposta as infecgBes fungicas, como por exemplo, a acdo antifingica direta
e lise dos fagocitos parasitados pelo fungo (Romani, 2004).

Fator Inibitério de M acr 6fago:

O fator inibitério de macréfago (MIF- do inglés. Macrophage Migration | nhibitory
Factor), descrito primeiramente h& 40 anos, era considerado um mediador linfocitario que
inibia a migragdo randémica de macrofago (David et al. 1966). Posteriormente, MIF foi
descrito novamente como um fator secretado pela hip6fise e com propriedades neuro-
enddcrinas, caracterizadas principalmente por sua atividade pro-inflamatéria (Bernhagen et
al., 1993; Calandra et al., 1995).

Atualmente, MIF é considerado uma proteina pleiotropica secretada principalmente
por macrofagos, linfécitos e células endoteliais. Exerce atividades inflamatorias e
imunitarias, induz a secrecdo de citocinas inflamatorias, a formagdo de dxido nitrico e
anions superéxidos e a proliferacdo linfocitéria (Nguyen et al., 2003). A atividade de MIF
também € associada a regulacéo do macrofago e aDTH (Bernhagen et al., 2002).

As atividades imunorregulatorias de MIF so baseadas na regulagéo transcricional
de produtos génicos inflamatérios, na modulagdo da proliferagdo celular e no controle do
ciclo celular, na inibicdo da apoptose inativando P53 e em diversos efeitos metabdlicos
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(Bucala, 1996; Hudson et al., 1999, Mitchell,2000; Lue et al., 2002; Petrenko et al., 2005).
P53 é uma proteina supressora tumoral que atua como um fator de transcricdo responsavel
por uma ativagao direta de genes envolvidos em diversos eventos celulares, incluindo a
apoptose (Vogelstein et al.,2000; Vousden et al.,2002).

MIF apresenta atividade enzimética além da caracteristica de citocina e, de acordo
com a literatura, um residuo de prolina na posicdo 2 € 0 que determina a atividade de
tautomerase (Swoope et al., 1998; Subramanya et al.;1996). O MIF é uma citocina
importante para ativar os linfocitos T e cataliza a conversdo de D-dopacromo a 5,6-
dihidroxindol-2-acido carboxilico. A seqiiéncia de aminoacidos da enzima D-dopacromo
tautomerase humana apresenta homologia com a sequiéncia do MIF humano. O mRNA de
D-dopacromo tautomerase é expresso principalmente em figado, mas também pode ser
encontrado no coragdo, pulméo, e pancreas. Apesar do mecanismo ser desconhecido, a
enzima D-dopacromo tautomerase converte 2-carboxi-2,3-dihidroindol-5,6-quinona ( D-
dopacromo) em 5,6 dihidroxiindol. A atividade enzimética tanto de MIF quanto de D-
dopacromo tautomerase é abolida com a mutacdo da prolina amino-terminal, assim é
possivel afirmar que a prolina é essencial para 0 mecanismo catalitico ( Nishihira et al.,
1998).

MIF exerce um papel relevante na patogénese de uma variedade de condigbes
inflamatorias e imunitérias, tais como choque séptico, artrite reumatdide, cancer e doencas
pulmonares. Consegiientemente, abordagens terapéuticas baseadas em MIF tém sido
bastante sugeridas (Bozza et al., 1999; Chesney et al., 1999; Calandraet al., 2000). Roger e
colaboradores (2001) identificaram um papel crucial de MIF na resposta imunitéria inata
por meio da modulagdo dos receptores do tipo TOLL-Like4, indicando o tratamento anti-
MIF como uma importante estratégia para a terapéutica de individuos com choque séptico
induzido por bactérias GRAM negativas.

Apesar da estrutura génica e molecular de MIF ser bem descrita (Bernhagen et
al.,1998) os mecanismos moleculares da acéo de MIF ainda ndo foram bem elucidados.
N&o ha relatos de identificagdo de um receptor de membrana. MIF modula a fosforilagéo e
a atividade de proteinas quinases (Mitchell et al.,1999) e interage e regula a atividade de
coativador transcricional JAB 1/ CSN 5 atuantes no ciclo celular (Kleemann et al., 2000;
Burger-Kentischer et al, 2002; Burger-Kentischer et al., 2005). Porém, ainda ndo é claro o
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gue esses eventos moleculares regulatérios representam na interacdo do MIF com a célula
alvo.

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

Pela coevolugcdo com o sistema imunitario, patégenos desenvolvem estratégias
relevantes de evasdo e adaptacdo as defesas do hospedeiro (Tosta, 2001) e podem assim
desenvolver moléculas homblogas a citocinas, o que pode ser o caso do MIF de P.
brasilienss. Como o P.brasilienss é um patdégeno intracelular facultativo,
conseguentemente, uma interferéncia na sobrevida do macréfago atravées de MIF,
inativando P53 e interferindo no ciclo celular, pode permitir a sobrevivéncia do fungo ao
microambiente do hospedeiro. O papel de MIF mimetizando uma citocina pode revelar
novos fatores de viruléncia para a infec¢do pelo P. brasiliensis. Esse fendbmeno sugere que
caso segja confirmada a expressao de uma proteina homélogaa MIF em P. brasiliensis,o seu
estudo favorecera a elucidacdo de informagdes sobre 0 mecanismo de patogenicidade do

fungo.
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Objetivos

O objetivo geral desse trabalho é a clonagem, expressdo heteréloga, andlise da
expressdo diferencial e caracterizacdo do cDNA completo do gene homologo ao fator
inibitério de macréfago (MIF) do fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis.

Estratégia experimental

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

bradlienss.

2. Confirmagdo do perfil de expressdo diferencial do gene mif (Northern blot).

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

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

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

coli.

5. Confirmagdo da expressdo heteréloga da proteina de fusdo por SDS-PAGE e
Western blot.
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Justificativa:

A deteccdo e caracterizacdo de um homologo de fator inibitério de macrofago
(MIF) no Paracoccidioides brasiliensis € um relato inédito para fungos; caso se confirme o
papel de MIF mimetizando uma citocina podem ser identificados novos fatores de
viruléncia para a infeccio pelo Paracoccidioides brasiliensis. E importante ressaltar que foi
demonstrado uma molécula homdloga a MIF em nematoides biologicamente ativa em
macrofagos (Zang et al., 2002). Portanto, pela coevolugdo dos patdgenos com o sistema
imunitario, estes poderiam empregar estratégias relevantes para a evasao das defesas do
hospedeiro, desenvolvendo assim moléculas homdlogas a citocinas. Este seria 0 caso do
MIF de P. brasiliensis. Desta forma, uma nova faceta da relacéo patégeno-hospedeiro pode
ser postulada. A compreensdo desses mecanismos miméticos pode sugerir novas formas de

intervencdo no tratamento da paracoccidioidomicose (PCM).
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MATERIAL

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

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato deLevedura  0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)
pH =72

Meio LB &gar (LA)
Meio LB adicionado de &gar bacteriologico a 1,5% (p/v)

Meio 2XYT

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

NaCl 0,5% (p/v)
pH=7,2

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

Meio SOB
Bacto-triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 10 mM
KCl 2,5 mM
pH=7,0
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Meio SOC

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

finais indicadas:

Glicose 20 mM
MgCl2 10 mM
MgSOa4 10 mM

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

2. Antibidticos e solugdes utilizadas para selecéo de transfor mantes:
Ampicilina

Solucdo estoque: 50 mg/mL em &gua estéril.
Estocar protegidadaluz, a-20° C.

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

eletroporacdo, a concentracdo final utilizada € de 200 pg/mL.

Tetraciclina

Solucdo estoque: 20mg/mL em etanol 70%
Concentracao final de uso: 30ug/mL.

Cloranfenicol

Solucéo estoque: 20 mg/mL em etanol
Concentracao final de uso: 20 pg/mL

IPTG (isopropil-p-D-tiogalactosideo)

Solucéo estoque: 100 mM de IPTG em H20. Solugdo esterilizada por filtragdo em
membrana Millipore® de 0,2 pm.
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X-Gal (5-bromo-4-cloro-3indolil-g-Dgalactopirasosideo)

Solucdo estoque: 2,5% de X-Ga dissolvida em N-N-dimetilformamida. A solugdo é
estocada em vidro ou tubo de polipropileno a— 20 ° C, protegido da luz.

3. Linhagensbacterianas:

Tabela 1. Linhagens de Escherichia coli utilizadas.

Linhagem Genotipo

XL 1-Blue (utilizada paraamplificagéo de | rec A 1 endAl gyr A 96 thi-1 hsdR17

plasmideos supE44 relAl lac[ F’ proAB lacl9ZAM15
Tn10(tet")]

BL-21 (DE 3)pLysS (utilizada para hsdSgal (/clts857) ind1 Sam7 nin5

producdo de proteina recombinante) lacUV5-T7 genel

4. Plasmideos utilizados:

-pGEM-T Easy: 2.975 pb, ori fl, amp’, promotores T 7 e SP6, lacZ, mltiplos sitios de
clonagem (Promega®, Madison, Wisconsin). O pGEM-T Easy é obtido & partir do corte do
vetor pGEM®,-5Zf(+) com EcoRV, e a adicdo de timidina as por¢des 3' das duas
extremidades. Esta timidina que se sobressai na por¢éo 3' aumenta a eficiéncia de ligacéo
dos produtos de PCR, por prevenir a religacdo do vetor, e por fornecer extremidades
compativeis com produtos de PCR que tiveram adeninas acrescentadas as suas
extremidades, o que pode ocorrer com 0 uso de determinadas Tag DNA Polimerases, que
apresentam atividade de terminal deoxinucleotideo-transferase.

-pET 21a : vetor de fusio de 5.443 pb, oriPbr322, amp'’, promotor T7lac, lac I,
multiplos sitios de clonagem (Novagen). E utilizado para a expressio de proteinas
fusionadas ao T7-tag naregido amino-terminal e ao His-tag, que é muito Gtil como parceiro
de fusdo para purificagdo de proteinas, naregido carboxi-terminal. O gene de interesse fica
sob controle do promotor T7lac que necessita da RNA polimerase viral proveniente da
célula hospedeira. O pET também carrega a seqiiéncia natural promotora e codante do

repressor lac (lac 1) orientado de forma oposta a0 promotor T7lac. Dessa forma, o
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repressor age tanto no promotor lacUV5 no cromossomo da célula hospedeira para reprimir
a transcricdo do gene T7 RNA polimerase pela polimerase da célula quanto no promotor
T7lac, o vetor, para bloguear a transcricdo do gene alvo pela T7 RNA polimerase que €
produzida. 1sso possibilita que a proteina de interesse somente seja expressa na presenca do
indutor IPTG, que se liga ao produto do gene lac I, levando a suainativacdo

5.Enzimas derestricao:

Tabela 2. Enzimas derestrigdo utilizadas.

Enzima Sitiodeclivagem | Tampao Temperatura For necedor
EcoR | G AATT C Tampéo 111 37°C Qbiogene
Nde | CANTA_TG NEB 11 37°C Biolabs
Pwvu Il CAG CTG Tampéo B 37°C Promega
Xho | CrMTCGA_G NEB 11 37°C Biolabs

6. Outrasenzimas:

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

Fosfatase alcalina de camar&o- SAP- 1000 U/uL (Boehringer Mannheim)
Tag DNA polimerase-2 U/uL (Cenbiot-RS)

7. Tamp0Oes de enzimas:

Tampao de ligagdo 10 X (New England Biolabs®)

TrisHCl pH 7.4 0,50 M
MgCl2 0,10 M
DTT 0,10M
Espermidina 0,01 M
ATP 0,01 M

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

Tampéao da Tag DNA polimerase 10X

Tris-HCI pH 8.3 01M
KCI 0,5M
BSA 0,1%
MgCl2 15 mM

Tampao dereacdo para T4 DNA ligase (10X)

TrissHCl pH 7.8 50 mM
MgCl2 10 mM
DTT 10 mM
ATP 1mM
BSA 25 (g/mL)
Tampéo da SAP (10X)
TrissHCI pH 8,5 500 mM
Mg Cl2 50 mM

8. Solucbes de uso geral:

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

Solucéo de equilibrio
TrissHCI pH 8,0 100 mM
NaCl 100 mM
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Fenol equilibrado

Fenol 10v
b-hidroxiquinolina 0,1% (p/v)
b-mercaptoetanol 0,2% (v/Vv)

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

e manipulado com luvas.

Clorofane
Fenol (equilibrado em pH 7,6) 1v

Cloroférmio 1v
b- hidroxiquinolina 0,05% (p/v)
Equilibrado com TrissHCI 100 mM pH 7,6. Estocado protegido daluz e manipulado
com luvas.
Clorofil
Cloroférmio 24v
Alcool isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25 v de tampé&o TE e estocado protegido da luz.

9. Solugdes utilizadas nos protocolos de transfor magao:

Cloreto de célcio

CaCl2 100 mM

Esterilizar por filtragdo em membrana Millipore a de 0,2 nm.

Estoque de Mg 2+ 2M
MgCl2.6H20 M
MgS04.7H20 1M

Estoque de glicose 2M
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Solucéo de glicerol 10% (v/v)
Esterilizada por autoclavagem a 120°C por 30 minutos.

10. Solucdes para preparacéo de DNA plasmidial

Solugao |
TrissHCI pH8,0 50 mM
EDTA pH8,0 10 mM
RNAse A 100 my/mL
Solucao I
NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)

Preparada na hora do uso

Solucéo 111
Acetato de potéssio 5M 60 mL
Acido acético 11,5 mL
H20 asp 100 mL
Utiliza-se 0 acetato de potéassio a uma concentragdo final de 3 M e o &cido acético a
2M. pH=55.
RNAse A
RNAse A 10 mg/mL

Dissolvida em tampdo acetato de sodio 50Mm (pH 4,8) e fervida em banho-maria
por 20 minutos. Estocada a-20°C.
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11. Solucdes para eletroforese em gel de agarose:

Tampao de Corrida Tris-Borato TEB (10X)

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

O pH é gustado para 8,0 com &cido bérico.

Tampao de amostra para DNA/RNA (10X)

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

Tampéo de corrida TEB 10X 50% (v/v)

Solucéo de brometo de etidio
Brometo de etidio 10 mg/mL

12. Solucdes para eletroforese em gel de poliacrilamida:
Solucéo estoque acrilamida 30% (29:1)
Acrilamida 20%(p/v)
Bis-acrilamida 1% (p/v)

Filtrar e estocar na geladeira protegida da luz

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

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

Gd concentrador SDS-PAGE
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Solugdo Acrilamida/Bis-acrilamida

291 4%(p/v)
TrissHCI pH 6,8 125mM
SDS 0,1%(p/v)

Gel separador SDS-PAGE
Solugdo Acrilamida/Bis-acrilamida

2911 12%(p/v)
TrissHCI pH 8,8 400mM
SDS 0,1%(p/v)

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

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

Tampao de amostra 2X para proteina

TrissHCI pH 6.8 200 mM

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

Solucéo Corante de Azul de Comassie para Gel SDS-PAGE

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

Solucéo Descorante para Gel de SDS-PAGE
Metanol 40% (v/v)
Acido acético 10% (v/v)
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13. Solugdes para Western Blot

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

NaCl 1,37 M

KCI 2,7M

NaeHPO4 12M

KH2 POa4 1.2M

NaNs3 0,02% (p/v)
Tampé&o PBST

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

Tampao de Fosfatase Alcalina (Alkaline Phosphatase Buffer-APB)

TrissHCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 5mM

Tampao para Transfer éncia Semi-Seca de Proteinas

Trizma-base 48 mM

Glicina 39mM

SDS 0,037% (p/v)

Metanol 20% (v/v)
Solucéo de bloqueio

BSA 3% (p/v)

Dissolvido em PBS 1X
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Solucéo reveladora para Western Blot
O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) foram
preparados em uma solugdo estoque de 50 mg/mL (Pierce), sendo o NBT dissolvido em
N,N-dimetil formamida 70% enquanto o BCIP em &gua. Para preparar 10mL de solugéo
reveladora adicionava-se 66m do estoque de NBT e 33m do estoque de BCIP em 10 mL de
APB, nestaordem para evitar a formagdo de precipitado.

M embrana de nitrocelulose
Hybond C+ (Amersham Biosciences)

14. Anticorpos e conjugados para Western Blot

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

“Anti-Rabbit-1gG(Fc) Alkaline Phosphatase Conjugated” (PIERCE?, n° de
catdlogo: 31341)
Anticorpo 1gG produzido em cabra, anti-1gG de coelho, conjugado a fosfatase alcalina

15. Solugdes para Northern-blot

MOPSEDTA 10X

MOPS 02M
Acetato de sddio 50 mM
EDTA pH 8,0 10 mM

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

escuro, a4 °C.
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Tampéao de amostra para eletroforese desnaturante de RNA
Formamida deionizada 0,75 mL

MOPS/EDTA 10X 0,15 mL
Formaldeido 0,24 mL
H20 0,20 mL
Glicerol 100% 0,10 mL

Azul de bromofenol 10% 0,08 mL

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

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

SSPE 20X
NaCl 36M
NaH2POa 0,2M
EDTA 0,02 M

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

DEPC 0,1% (v/v)

Membrana de Nylon
Hybond N+ (Amersham Biosciences)
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16. Reagentes eKits utilizados:
“BenchMark™ Préstained Protein Ladder” (Invitrogen Life Technologies) —
Marcador de massa molecular pré-corado para eletroforese em gel de poliacrilamida

desnaturante (SDS-PAGE).

Cubetas de 0,2 cm — Utilizadas para eletroporacdo no equipamento Gene Pulser com
Pulser Controller da Bio-Rad (Bio-Rad, nimero de catdlogo 165-2086)

Glicogénio — 20 mg/mL (Invitrogen, nUmero de catdogo: 10814-010)

High DNA Mass'™ Ladder (Invitrogen, nimero de catdlogo: 15618-010)

Marcador de Massa Molecular 1kb Ladder™ — (Invitrogen, nimero de catéogo:
15615-016)

M arcador de Massa Molecular 1kb Plus Ladder ™ ( Invitrogen, niimero de catdogo:
10787-026)

“pGEM-Ta Easy Vector System |” (Promega, nimero de catdogo:A3600 )

QlAprep Spin Miniprep Kkit- usado para preparagdo de plasmidios para o
seguenciamento automatico. (QlIAgen, nimero de catalogo: 27106)

QIAquick Gel Extraction kit (QIAgen, nUmero de catdlogo: 28704)

Wizarda SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, nimero de catdlogo: A9281)

OsKits foram utilizados de acordo com a instrugdo dos fabricantes.
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17. Oligonucleotideos dos vetores

-Universal paraM13
5 -CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3'-23mer

- Reverso para M 13
5-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3-23 mer

-T3
S'ATTAACCCTCACTAAAGGGA-3'-20 mer

-T7 5 TAATACGACTCACTATAGGG-3' -20mer
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METODOLOGIA

1. Desenho dos oligonucleotideos para amplificacéo e clonagem da ORF do PbMIF, a
partir da seqiiéncia de nucleotideos do cDNA.

A estratégia para expressao heteréloga da ORF do PbMIF (ORF do inglés. Open
Reading Frame do MIF de P.brasiliensis) envolveu sua amplificagdo (a partir do respectivo
cDNA), seguido por clonagem no vetor de expresséo de E. coli, pET21a (Novagen). Os
oligonucleotideos utilizados nesses experimentos foram desenhados a partir da analise da
sequiéncia nucleotidica do cDNA pbmif, flanqueando os provéveis cddons de iniciacdo e
terminacdo datraducdo e adicionando-se a sequiéncia, sitios de enzimas de restri¢éo visando
a clonagem no vetor escolhido.

As caracteristicas dos oligonucleotideos desenhados durante esse trabalho,

encontram-se esquematizadas na tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados.

Nome | Seqiiéncia(5' e 3') Tamanho|GC |Tm’(°C) | Sitios de
(%) restricdo

MIF5 | CCACATATGCCTTTCATTGAGCT 23 43,4]57 Ndel

MIF3 | ACCCTCGAGTGCACCATAATTTAGCT |26 46,1| 60 Xhol

a As posigdes dos sitios de restricao encontram-se sublinhadas nas sequiéncias dos oligonucl eotideos.

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

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

Foram utilizados 40 hg do plasmideo contendo o cDNA pbmif em um sistema de
amplificagdo de 50nL, contendo: tamp&o de reagcdo 1X; 1,5mM de MgCl2; 0,2mM de cada
dNTP; 0,2 mM de cada oligonucleotideo (MIF5 e MIF3’) e 2U da enzima Taq DNA
polimerase (Cenbiot/RS-Brasil).

A amplificagdo foi realizada de acordo com as seguintes etapas:

a Desnaturagao: 94°C por 3 minutos.
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o

Anelamento: 42°C por 1 minuto.
Extensdo: 72°C por 2 minutos.
Desnaturagéo: 94°C por 4 minutos.
Repeticdo das etapas a-d por 4 vezes.

-~ o a o

Anelamento: 55°C por 1 minuto.

Extensdo: 72°C por 2 minutos.

> @

Desnaturagao: 94°C por 1 minuto.

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

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

O fragmento obtido na reagdo de PCR ap0s ser analisado por meio de eletroforese em
gel de agarose 1% foi purificado utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction”(Qiagen) e
utilizado para clonagem no vetor pGEMT (Promega). Posteriormente, foi digerido com as
enzimas de restricdo Xhol e Ndel e clonado no pET21a (Novagen). Esse fragmento de
DNA, correspondendo a ORF do PbMIF, também foi usado como sonda em um

experimento de northern blot, descrito a seguir.

3. Clonagem da ORF do PbMIF no vetor pGEM Te (Promega)

Os fragmentos obtidos por PCR, com os oligonucleotideos MIF5’ e MIF3', referentes a
ORF do PoMIF apds serem analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v), foram purificados e clonados no vetor pGEMT-Easy (Promega), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A reagéo de ligacdo foi efetuada utilizando-se uma razdo molar de
1.6 (vetor: inserto), de acordo com as instrugdes do fabricante. ApoOs incubagdo a 4°C
durante a noite, o sSstema de ligacdo foi utilizado para transformar células
eletrocompetentes da linhagem XL1-Blue. Apds a obtencdo de clones recombinantes, 0s
plasmideos preparados foram analisados por perfil de restricdo e um clone positivo foi
submetido a0 sequenciamento automético visando confirmar a fase, se a sequéncia
corresponde ainicial e se ndo ocorreu aguma alteracdo narealizagdo da PCR.
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4. Clonagem da ORF do PbMIF no vetor de expressdo pET21a (Novagen)

O fragmento de cDNA correspondente a ORF do PbMIF, obtido conforme descrito
anteriormente, foi clonado no vetor de expressdo pET2l1a (Novagen) Inicialmente, este
vetor foi usado paratransformar células de E.coli da linhagem XL 1-blue, por eletroporacéo,
no intuito de manter o plasmideo em uma linhagem de células mais estével . A reacdo de
ligagdo constituiu em uma raz&o molar de 1:5 (vetor: inserto), de acordo com as instrugoes
do fabricante. ApOs incubacdo a 16°C durante a noite, o sistema foi utilizado para
transformar células eletrocompetentes da linhagem XL 1-blue de E .coli. Apds preparacdo
do plasmideo intacto, a partir de um clone recombinante confirmado por perfil de restricéo,
este foi quantificado para sequenciamento automatico e usado para transformar a linhagem
BL21(DE3)-pLysS de E .coli para expressdo heteréloga da proteina recombinante de

interesse.

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

Uma colonia isolada da linhagem XL1-blue de E.coli foi inoculada em 10 mL de
meio SB, contendo tetraciclina a uma concentragéo final de 30ng/mL, e cultivada durante a
noite a 37°C sob agitagdo a 250 rpm. Na manha seguinte, 7,5 mL desse pré-inéculo foi
inoculado em 250 mL de meio SB em um Erlenmeyer de 1L contendo 25 mL de glicose
20% (p/v) e 25 mL de MgCl2 1M, na auséncia de antibidtico. Os frascos foram entéo
incubados a 37 °C sob agitacéo a 250 rpm, até o indculo atingir uma densidade de células
medida como ODeoo= 0,7. Apls atingir essa taxa de crescimento, os frascos foram
resfriados no gelo, assim como todo o material e solugdes a serem usados posteriormente
(frascos de centrifugagdo, pipetas, ponteiras, microtubos, etc.). A cultura foi centrifugada a
3.000xg por 20 minutos a4°C, sendo o sobrenadante descartado. O sedimento de células foi
submetido a sucessivas lavagens em diferentes volumes de glicerol 10% gelado, seguido
por centrifugagdo, como descritas a seguir: inicialmente, o sedimento foi ressuspenso em 25
mL de glicerol 10%(v/v) e o volume final completado com glicerol 10% para 100mL. As

células foram novamente centrifugadas nas condic¢des anteriores e 0 sedimento ressuspenso
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em um volume final de 50 mL. Apds nova centrifugacdo o sedimento foi ressuspenso em
um volume final de 25 mL. Por fim, uma nova centrifugacéo foi realizada e o sedimento de
células foi ressuspenso em um volume residual de glicerol (tipicamente 1 a 2 mL).
Aliquotas de 100m foram distribuidas em microtubos e em seguida congeladas em banho

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

6. Transformacdo de células competentes (E.coli) — Eletroporacdo - (adaptado de
Maranh&o,2000)

Uma aliguota de células eletrocompetentes foi descongelada em um banho gelo-
agua. A uma aliquota de 100 dessas células, em um microtubo gelado, foi adicionado
20hg de DNA plasmidial ou até 5l do sistema de ligag@o, e o tubo foi entdo incubado no
gelo por cerca de 20 minutos. Com o auxilio de uma micropipeta a mistura células’ DNA
foi colocada em uma cubeta de eletroporacdo pré-resfriada, com um espago de 0,2 cm entre
0os eletrodos (BioRad). As eletoporacbes foram realizadas no aparelho “BioRad
eletroporator” segundo os parametros. 2,5kV/200W25 puF com uma duragéo de pulso de
aproximadamente 5 milissegundos. Imediatamente apos o pulso foi adicionado a cubeta 1
mL de meio SOC a temperatura ambiente e o contelido transferido para um tubo tipo
Falcon de 50 mL, a cubeta foi lavada mais duas vezes com 1 mL de meio SOC totalizando
3 mL de meio de cultura. O tubo Falcon foi incubado a 37°C sob agitagéo (250 rpm) por 1
hora. Foram plagueados 100 pL do sistema de transformagdo contendo o plasmideo intacto
fazendo dilui¢cBes quando necess&rias. Quando se tratava de um sistema de ligagdo, as
células foram sedimentadas por centrifugacdo, ressuspensas em 300uL de meio SOC e
plaqueados 100-200uL da suspensdo de células em meio LB &gar contendo o antibidtico
apropriado na concentracdo adequada. As placas foram incubadas a 37°C por
aproximadamente 16 horas.
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7. Preparo e transformacdo de células de Escherichia coli competentes congeladas
pelo método de cloreto de calcio (adaptado de Sambrook et al., 2001)

Foram inoculados 50 mL de meio LB com 50uL de um pré-indculo de Escherichia
coli crescido durante a noite. Incubou-se a 37 °C sob agitacdo até a cultura atingir uma
densidade optica a 600 nm de 0,5. Em seguida, a cultura foi submetida a centrifugacdo a
5000 rpm a4 °C por 5 minutos. O sedimento foi ressuspendido em 30 mL de solucéo de
CaCl2 100mM estéril gelada com uma suave agitacdo. A seguir as células foram incubadas
no gelo por 30 minutos. Apos este periodo de incubagéo as células foram submetidas a uma
nova centrifugagdo durante 7 minutos a 5.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 0
sedimento ressuspendido em 5 mL de solugdo gelada de CaCl2 100mM/ glicerol 15% (v/v)
estéril. Neste ponto, as células foram consideradas competentes e poderiam ser utilizadas
imediatamente para transformacdo ou congeladas em aliquotas de 100uL em nitrogénio
liquido e estocadas a —80 °C. Quando as células congeladas foram utilizadas para
transformagdo, foram descongeladas em gelo por pelo menos 30 minutos antes de serem
utilizadas. A transformagao foi feita utilizando-se 100 a 500 ng de DNA e 50uL de células
(em tubos eppendorf estéreis). O tubo foi agitado suavemente e deixado em repouso no
gelo por pelo menos 30 minutos. Em seguida, aplicou-se um choque térmico a 37°C por 3
minutos e os tubos recolocados no gelo imediatamente. Foram adicionados 200uL de meio
LB aos tubos submetidos ao choque térmico e incubados por 1 hora a 37°C para
crescimento das células. Um volume de 50- 100 uL de células transformadas foram
semeadas em placas contendo meio LB agar com 100 ug/mL do agente seletivo especifico.

As placas foram mantidas a 37°C durante a noite.
8. Preparacdo de DNA plasmidial

As extracOes de DNA plasmidial em pequena e média escala foram feitas pelo
método de lise alcalina de acordo com o protocolo padrdo (Sambrook et al., 2001).

Alternativamente, foi empregado o kit QIAgen (QIAprep Spin Miniprep Kit) seguindo-se as
instrucdes fornecidas pelo fabricante. O DNA plasmidial purificado foi ressuspenso em
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agua milliQ, analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo, e quantificado por espectrofotometria.

9. Digestdo do DNA com enzimas de restrigao

As digestdes dos plasmideos com enzimas de restricéo foram realizadas conforme
instrugdes do fabricante.

10. Sequenciamento automatico

O segquenciamento automatico realizado nesse trabalho empregou cerca de 100ng de
DNA plasmidial (purificado com o kit Wizarda SV Gel and PCR Clean-Up System), 5
picomoles do oligonucleotideo adequado, o kit “DyEnamic ET DYE Terminator Cycle
Sequencing” (Amersham Biosciences) e o sequenciador MegaBACE 500 plus Molecular
Dynamics, disponivel no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia.

11. Andlise da seqiiéncia de nucleotideos

As seqiéncias de nucleotideos obtidas pelo seqlienciador automético sdo
diretamente submetidas ao programa PhPh (http://adenina.biomol.unb.br/phph) para a

leitura dos cromatogrameas e filtragem para retirada de seqiiéncia dos vetores. Os programas
BLAST (NCBI) e Fasta 3.0 foram utilizados para andlise da seqiiéncia de interesse em
banco de dados. As analises das seqiiéncias também foram feitas utilizando-se o programa
BioEdit (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Hall,1999).
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12. Analise da expressao diferencial pelo experimento de northern blot

As condigdes de eletroforese em gel de agarose desnaturante e transferéncia para a
membrana de nylon (Hybond N*- Amersham), bem como as condicdes de preparo da
sonda, hibridizagdo e lavagem foram realizadas conforme rotina estabelecida no
Laboratorio de Biologia Molecular Universidade de Brasilia em colaboracdo com Andrade,
RV (Felipe et al.,2005 a) Nesse experimento foram utilizados cerca de 15ug de RNA total
de células de levedura (L) e micélio (M).

Sintese da sonda

A sonda utilizada para experimentos de “northern blot” consistiu do produto de
PCR purificado correspondente ao cDNA da ORF do PbMIF como descrito no item 2.
Cerca de 25 ng desse fragmento de cDNA foram marcados pela técnica de “random
priming” com (o-** P) dATP utilizando-se o kit Megaprime (Amersham Bioscience) de
acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. A sonda foi purificada por meio de
colunas MicroSpin S300 (Amersham Bioscience) seguindo instrucdes do fabricante, sendo
a radioatividade incorporada quantificada pelo “Liquid Scintillator Analyzer” 1600
(Packard Canberra Company). Ap0s desnaturagédo, a sonda foi utilizada na hibridizagdo da
membrana preparada anteriormente.

Hibridizacdo e Lavagem

A membrana foi submetida a uma pré-hibridizac&o por 2 horas a 42°C em solugdo
de hibridizagdo (50% formamida; SSPE 4X; Solucéo de Denhardt 5X; 0,5% SDS acrescido
de 100ug/mL de DNA de esperma de arenque desnaturado). Apos esta etapa, as membranas
foram hibridadas durante a noite com a sonda nas mesmas condi¢es descritas na pré-
hibridizagdo. Seguiram-se a hibridizagdo sucessivas lavagens da membrana até uma
estringéncia final de 0,1X SSPE, SDS 0,1% a 65°C por 20 minutos. A membrana foi
exposta a tela sensivel do aparelho Typhoon 9210-Variable Mode Imager (Molecular
Dyamics, GE) para varredura e interpretacdo, por um periodo de tempo adequado.
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13. Expresséo heterdloga em E.coli

Preparo de células competentes para transformacéo por chogque térmico (uso imediato)

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

Na manh& seguinte a transformagdo, para selecdo do melhor clone recombinante,
cerca de 50 clones foram repicados em duas placas de Petri, na auséncia e na presenca do
indutor IPTG (1mM). Desta forma, os melhores clones foram selecionados, isto é, agquele
gue crescia mais na placa sem indutor do que na placa com IPTG, sugerindo provavelmente

um maior nivel de expressdo da proteina de interesse.

Curvade inducdo

Com o intuito de estabelecer as melhores condi¢cdes de expressdo da proteina de
fusdo T7-tag/PbMIFORF/His-tag (PbMIF recombinante), foi feita uma curva de inducéo da
expressdo em pequena escala. Para tanto, uma colonia isolada de um clone recombinante
contendo a construcéo de interesse (pET 21a-PbMIFORF) foi inoculada em 20 mL de meio
2XYT. Uma cultura bacteriana controle (contendo o vetor pET2l1a) foi utilizada em
paralelo nesse experimento. Apds crescimento a 37°C, sob agitacdo, até atingirem uma
ODs00=0,8, uma aliguota de 1 mL de cada cultura foi coletada (controle negativo- sem
inducéo Oh), sendo em seguida adicionado o indutor IPTG (1ImM concentragdo final) as
culturas. Seguindo a adicdo de IPTG, foram coletadas aliquotas de 1 mL de cada cultura,
nos intervalos de tempo de 2 horas e 4 horas para andlise da cinética de inducdo. Apos a
leitura da ODeoo de cada amostra, as células foram coletadas por centrifugacdo (10.000xg
por 10 minutos a temperatura ambiente) e em seguida, ressuspensas em 100uL de tampéo
de amostra SDS-PAGE 2X. Cerca de 15 pL das amostras foram a seguir desnaturadas
(100°C por 5 minutos) e analisadas por meio de eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). Esse mesmo gel foi repetido e transferido para
membrana de nitrocelulose, para experimento de western blot utilizando anticorpo anti-
polihistidina.
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14. Analise dos extratos protéicos de E. coli por SDS-PAGE (Laemmli et al, 1970).

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

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

Foram cortadas doze folhas de papel de filtro Whatmann e uma membrana de
nitrocelulose (Hybond C+) do mesmo tamanho do gel a ser utilizado na transferéncia.
Depois de terminada a corrida eletroforética, foi montado sobre a plataforma do pdlo
positivo do aparelho de transferéncia de proteinas semi-seco (Macrodive 1 Power Supply-
LKB Bromma 2301), um “sanduiche” da seguinte forma : 6 folhas de papel de filtro
Whatmann (cerca de 3 mm) umedecidos em tampéo de transferéncia, uma membrana de
nitrocelulose umedecida em tampéo de transferéncia, o gel, 6 folhas de papel de filtro
Whatmann (cerca de 3 mm) também umedecidos no mesmo tampdo de transferéncia. Apos
remocdo das bolhas de ar o aparelho foi fechado e submetido a uma corrente elétrica
constante igual a 0,8 vezes a &rea do gel, pelo periodo de 1 hora. Depois de terminada a
transferéncia, a membrana foi corada com vermelho de Ponceau para verificar a eficacia da
transferéncia Apds a remocgdo e lavagem em &gua destilada, foi adicionada a solugdo de
blogueio e a membrana foi entdo incubada durante a noite a 4 °C, sob leve agitagdo. A
solugdo de bloqueio foi removida e a membrana lavada com PBST por trés vezes. Uma
solucdo de anticorpo primario (anticorpo 1gG produzido em coelho, anti-HIS tag/titulacdo
1: 2500) foi incubada por 1 hora a temperatura ambiente. A solucéo de anticorpo foi entdo
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removida e a membrana lavada 3X com PBST. Uma solucdo do anticorpo secundario
(anticorpo 1gG produzido em cabra, anti-lgG de coelho, conjugado a fosfatase alcalina/
titulagdo 1:5000) foi adicionada a membrana que foi incubada por 1 hora a temperatura
ambiente. A solucdo de anticorpo secundério foi removida e a membrana lavada por trés
vezes com PBST. Adicionou-se a solucéo reveladora NBT/BCIP a qual foi incubada, sob
leve agitacdo, até o aparecimento dos sinais correspondentes a interacdo antigeno-anticorpo
(proteina imobilizada- anticorpo primério- anticorpo secundario). A reacdo de revelacéo foi
interrompida por sucessivas lavagens com &gua destilada e as membranas foram secas
sobre um papel de filtro, atemperatura ambiente.

16. Anélise dafilogeniado MIF de P. brasiliensis

Para a analise da filogenia do MIF de P.brasiliensis foi utilizado o alinhamento
das sequéncias de aminoacidos produzidos no programa Bioedit. Posteriormente, foi
empregado o programa PHYLIP com o algoritmo “Maxima verossimilhanca’
(http://www.hku.hk/bruhk/phylip.html).
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Resultados e Discussao

1. Obtencdo docDNA deMIF

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

A andlise das ESTs geradas pelo Projeto Genoma de P.brasiliensis (Rede Centro- Oeste)
mostra uma contig (1528), com um fragmento de aproximadamente 400pb e com uma sequéncia
prevista de aminoacidos com similaridade génica com o MIF de diversos organismos, indicando um
envolvimento potencial na patogénese do P.braslienss. Consideramos essa ORF para a
caracterizacdo do MIF de P.brasliensis (Pb). Esse contig era formado por duas ESTs (PBDMF-
M1-008t_C10.esd e PBDEX-Y 1-051t_CO02.esd) isoladas da biblioteca de cDNA de P. brasiliensis
(figural).

Contipl528

Figura 1. Esguema indicando as duas ESTs isoladas da biblioteca de cDNA de P. brasliensis e a regido

consensual entre as duas (contig).

O clone C02 de cDNA foi escolhido para sequenciamento e identificagdo da sequéncia
completa do PbMIF, devido a facilidade de excisdo por ser um banco de plasmideo e ndo de
fago.Este foi preparado em larga escala e sequenciado com os oligonucleotideos Universal,
Reverso, T3 e T7. Nafigura 2 é apresentada a seqiiéncia do cDNA completo aém da ORF prevista.

MIF de todos 0s organismos ndo possui um peptideo sinal amino-terminal classico e 0 seu
mecanismo de secrecdo € desconhecido. Flieger e colaboradores (2003) demonstraram que a
regulacdo da secrecdo de MIF é mediada por uma via ndo cléssica envolvendo um transportador
ABC. A seguéncia similar a MIF presente no transcriptoma de P.brasiliensis também ndo possui

peptideo sinal cléssico (figura 2), assim é possivel propor a existéncia de uma via de secrecéo

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

38

envolvendo transportador ABC. Costa e colaboradores (2005) identificaram PLAESTs do

P.brasiliensi s relacionadas aos transportadores ABC.
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Figura2. Sequéncia de nucleotideos do clone C02. A seqiiéncia de nucleotideos esta apresentada em caracteres

pretos, enquanto a seqiiéncia deduzida de aminoécidos (~13,5kDa) € apresentada abaixo da seqiiéncia nuclectidica. O

aminoacido Prolina estd destacado em azul, 0 “stop cddon” esta representado em verde.

Como ja dito anteriormente, MIF é considerado uma proteina pleiotropica e possui a

estrutura génica e molecular bem descrita, porém os mecanismos moleculares e a interacdo do MIF

com a célula alvo ainda ndo sdo bem definidos. MIF € uma proteina que possui homologos em

plantas, nematdides e vertebrados (Bucala et al., 2001). Comparamos a sequéncia prevista de

aminoacidos do PoMIF com o MIF de diversas espécies a fim de analisarmos a similaridade e

caracteristicas destes em relacdo ao MIF de P.brasiliensis (figura 3).
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% ldenti dade/Si mil aridade
aoPb M IF
1 SREEAESL SRV PbM F
1 - SASVHDEVTAL PMM F 27% 58%
1 YVM LLNSGVPI A AMF 30% 51%
1 LSYV |—|N AaM F 30% 57%
1 PHASVPEGF S- EL TQQLAQAT MM F 29% 56%
1 PRASVPEGF S- ELTQQ_ QAT RNM F 29% 55%
1 X MF 25% 55%
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1 VVEND- DELQKDI SKM AVIETGKPENYVMIM Q?NAKMI’FAG PCC  PdMF 30% --
1 PVDAVVAADI | KDCBRALARII GRPESYVMISIISGSVPVSEBAAS Y OsM F 29% --
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1 CKDAVP- DS LGELTQQ_ KAT! L GgM F 25% --
1 PRASVP- DGFLSEL TQQLV g@i! GkM F 27% --
1 PRASVP- DGFLSEL TQQLV SsM F 25% --
PbM F
PMM F
| BQ KLSI AMF
VLFEHI EKTL@ KEN AaM F
LLCGLESDRLH S MM F
RM F
XIMF
NAHAEKL YKHENET AsM F
RSHSAKLFKH TDG_I TtMF
RSYSKLLCGLETERLRI S BtMF
: NSHAEKL YKL BMM F
GVGTAKQNNAI SDKVYPI | TQHVG PGDRLYI EFVSL GBADI AFEGHTFA 116 CbM F
: SIFA 115 HMF
TSMF
VM F
PdM F
OsM F
SIMF
BIMF
™M F
TTMF
El KSl GI'M<PDQTAANBQ EFCQQI NQTL NmM F
| &KI GGAQNRTYSKLLOGLEADRLRI S MIM F
IGKI KTYTKLLCDM AKH. Hl GgM F
| GGAQNRSYSKLLOGLLAERLRI S| GkM F
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Figura 3. Alinhamento das seqiiénci as de aminoéd dos de MIF do Paracocci dioidesbrasliensd PbM IF com:. Petromyzon marinus/ PmM IF;
Arabidopsis thaliana / AtM IF; Amblyoma americanum / AaM IF; Mus musculus / M mMIF; Rattus norvegicus/RnM IF; Xenopus laevis / XIM IF;
Ascaris suum /AsM IF; Trichuristrichiura/ TtM IF; Bos taurus/ BtM IF; Brugia malayi/ BmM I F; Caenor habditis briggsae/ CbM | F; Homo sapiens/
HSM IF; Trichindla spiralis / TsMIF; Onchocerca volvulus / OvM IF; Prochloron didemni/-PdM IF; Oryza sativa /OsMIF; Synechococcus
leopoliensis/SIM IF; Branchiostoma lanceolatum/BIM IF; Teraodon nigrovidis /TnMIF; Takifugu rubripes/TrM IF; Nostoc microscopicum
/NmM IF; Meriones unguiculatus/M uM IF; Gallus gallus’GgM IF; Gekko geckol/GKM IF; Sus scrofa /SsM IF As regides destacadas em cinza séo
regifes de aminoacidos idénticas entre as espécies, dém disso encontra-se em azul a Prolinanaposicéo 2, que confere atividade enzimética
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A andlise e comparagdo da seqiiéncias de aminoé&cidos foi obtida a partir da traducéo da
sequiéncia nucleotidica do MIF presente no banco do P brasiliensis através do programa BLAST
(do inglés. Basic Local Alignment Search Tool). O BLAST € o programa mais usado a fim de
avaliar asimilaridade de segiiéncias de proteinas e nucleotideos (Altschul et al,1997).

Considerando a similaridade génica do MIF de P. brasiliensis com o MIF dos nematdides
Trichuris trichiura, Trichinella spiralis e Brugia malayi € importante ressaltar a habilidade desses
organismos de sobreviverem por longos periodos em uma constante interface com o sistema
imunitério de seus hospedeiros, através da producéo de fatores imunomodulatérios (Tan et al,
2001), caracteristica também da infeccéo pelo P. brasiliensis. As moléculas de MIF desses parasitos
jaforam isoladas e caracterizadas quanto a similaridade e atividade bioldgicaem relagdo ao MIF de
mamiferos (Zang et al.; 2002; Pennock et al.,1998). Esses estudos permitiram elucidar claramente a
atividade enzimética e imunomodulatéria dessa citocina. Com 55% de similaridade com o MIF de
P. brasliensis, o MIF de Brugia malayi, por exemplo, apresentou funcbes paralelas ao MIF de
Homo sapiens : sdo quimiotaticos para mondcitos humanos e os ativam para secretar |L-8, TNFa e
MIF enddgeno; possuem atividade enziméatica que é abolida com uma mutacdo do residuo amino-
terminal de prolina. A atividade bioldgica e a estrutura cristalogréfica € conservada entre o MIF
humano e o MIF nematdide, apesar da disténcia filogenética entre estes organismos (Zang et al.;
2002). Essa similaridade permite uma proposi¢do de que mecanismos envolvendo MIF exercem um
papel importante nas estratégias de evasdo do sistema imunitario pelo parasito.

MIF apresenta atividade enzimédtica além da caracteristica de citocina e, de acordo com a
literatura, um residuo de prolina na posicdo 2 € o que determina a atividade de tautomerase
(Swoope et al., 1998; Subramanya et al.;1996). Porém, pouco se conhece a respeito das interagdes
imunologicas dessa citocina que podem interferir na interacdo parasito-hospedeiro e que,
conseqlentemente, seriam importantes na patogénese e adaptacdo ap microambiente. Talvez o
mecanismo imunolégico seja atraves da atividade enzimatica. MIF apresenta caracteristicas comuns
as citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL1 (interleucina 1) mas difere de outras citocinas pro-
inflamatorias devido a uma diversidade de propriedades bem caracteristicas, dentre elas os aspectos
funcionais e estruturais que envolvem a expressdo de MIF, a sua localizagdo, a secrecéo e interacéo
com a célula alvo (Bernhagen et al 1998). Convém ressaltar que o TNF € requerido para a
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persisténcia do granuloma em P.brasiliensis (Souto et al., 2000), permitindo assim uma sugestdo de
gue o MIF também pode estimular a formagdo e proliferagdo do granuloma além de interferir no
ciclo celular e apoptose do macrofago por meio dainativagdo de P53.

A presenca de MIF em organismos que ndo apresentam caracteristicas de patogenicidade,
como por exemplo as plantas Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, evidencia o papel enzimético
como uma caracteristica marcante dessa molécula. Apesar do mecanismo ainda ser desconhecido, ja
€ comprovado que MIF também atua no ciclo celular por meio de sua atividade enziméatica
conferida pela prolina na posicéo 2 (Burguer-Kentischer et al.,2005).

2. Andlise dafilogeniado MIF de P. brasiliensis

A associacdo intima e prolongada entre o hospedeiro e agentes infecciosos é capaz de gerar
diversidade e mitua adaptacdo e, conseqlentemente coevolucdo. A similaridade do MIF de P.
brasiliensis com outros organismos inclusive com o MIF de Homo sapiens (figura 3) permite a
consideracdo de que esse mimetismo molecular é uma estratégia de sobrevivéncia do P.
brasiliensis. Apesar do mecanismo molecular de atuacdo do MIF ainda permanecer obscuro, é
importante ressaltar que a caracteristica marcante dessa molécula manifesta-se principalmente pela
preservacdo da atividade enzimética, determinada pela prolina conservada na posicdo 2. Como
descrito anteriormente nesse trabalho, o MIF catdiza a conversdo de D-dopacromo a 5,6-
dhidroxindol-2- acido carboxilico e tanto o MIF humano quanto o MIF de outros organismos
apresentam a atividade enzimatica abolida com a mutacdo da prolina amino-terminal. A sequéncia
de aminoécidos da enzima D-dopacromo tautomerase humana apresenta homologia com a
sequiéncia de aminoacidos de MIF humano (Nishihira et al., 1998).

Atualmente, homélogos de MIF sdo encontrados nos mais diversos organismos como
plantas, bactérias e animais. Entre estes ha espécies parasiticas e ndo parasiticas, um fato que esta
em desacordo com o papel de MIF como imunomodulador. A busca de ancestrais comuns de MIF
poderia sugerir a presenca de duas linhagens distintas, postulando a existéncia de determinados
tipos de MIF associados ao parasitismo.

Para entender a evolugdo da proteina MIF foi utilizado o alinhamento da figura 3 para
gerar &vores filogenéticas empregando diferentes procedimentos (maxima verossimilhanca,
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méxima parcimbnia e neighbour joining). Todas as &vores apresentaram aspectos muito
semelhantes e uma distribui¢éo classica da filogenia, colocando o MIF de P. brasiliensis proximo
de bactérias e distante dos mamiferos, descartando a hipétese de uma linhagem associada ao
parasitismo. A seqiiéncia de aminoacidos dos nematoides Trichuris trichiura e Trichinella spiralis
ndo foi utilizada na construcdo da arvore filogenética da figura 4, mas considerando a mesma
similaridade de ambos com o MIF de P. brasiliensis (53%) e o fato de serem nematdides como
Brugia malayi € possivel a consideracdo de que a sua distribuicdo na érvore ficaria no ramo dos
nematoides.

Observa-se que 0 MIF é um peptideo bem distribuido na natureza, porém € Unico no
Reino Fungi (figura 4). Mesmo com a determinacdo do genoma de diferentes espécies de fungos
descritos até o momento (Magee et al, 2003), a presenca de possiveis homologos ainda néo foi
detectada. E possivel que os outros fungos tenham perdido esse peptideo ao longo da evolugZo,
enguanto o P. brasiliensis provavel mente manteve sua copia através de pressdo seletiva. Os fungos
Candida albicans, Neurospora crassa, Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis,
Blastomices dermatitidis e Histoplasma capsulatum sdo exemplos de fungos cujo genoma foi
analisado no banco de dados e n&o foi detectada a presenca de um gene similar aMIF.

Uma alternativa & manutencdo do gene mif em P. brasiliensis seria a captura de genes por
transferéncia lateral. Essa possibilidade pode ser descartada diante da analise da filogenia do MIF
de P. brasiliensis, que esta relativamente distante do MIF de H. sapiens e outros mamiferos. A
arvore apresentada mostra uma distribuicdo uniforme do MIF em diferentes organismos sugerindo
gue um ancestral comum a MIF ja estava presente antes da separacdo das eubactérias e eucariotos.
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Figura 4 Arvore filogenética do MIF de Paracoccidioides.brasiliensis. A évore de méxima

verossimilhangafoi construida com o ainhamento dafigura 3.

3. Subclonagem do cDNA deMIF

43

Com o objetivo de obter um fragmento de DNA contendo a ORF do PbMIF para analise da

expressdo diferencial por Northern blot e clonagem em vetor de expressdo, procedemos a

amplificagd da ORF do PbMIF. Foram desenhados oligonucleotideos flanqueando o sitio de

iniciagdo (ATG) e terminacdo (TGA), utilizando o clone C02 de cDNA de MIF como molde para

PCR (figura5).
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1. PCR com iniciadores para os sitios de Ndel / Xhol
5 3
cDNA PbMIF

Ndel Xhol
2. Clonagem do produto amplificado no vetor pGEM-T (Promega) e posterior
seqglienciamento automatico.
3. Clonagem no vetor pET 21adigerido com as enzimas de restricdo Ndel / Xhol
4. Transformagdo de E. coli (BL21-DE3 pLys-S) com a construgdo pET 21a/ ORF PoMIF

Figura 5. Estratégia para amplificagao e clonagem do fragmento correspondente a ORF do PbM I F

par a expr essdo heter 6loga.

O resultado da amplificagéo do fragmento de cDNA do MIF de P. brasiliensis apresentou o
tamanho esperado, de aproximadamente 400 pares de bases (397pb) (figura 6)
1 2 3 4

3.000 pb

2.000 pb
1.650 pb

1000 pb

500 pb

Figura 6. Amplificacdo da ORF do PbMIF.. Cerca de 1/10 de cadareacdo de PCR foi analisadaem gel de agarose 1%
corado com Brometo de Etideo. Amostras (1). PCR mostrando o fragmento de cDNA de aproximadamente 400pb
(MIF com sitios para as enzimas de restricdo Ndel/ Xhol). (2).Controle - (PCR com apenas um dos oligonucl ectideos
Xhol). (3).Controle + (PCR sem o0 cDNA de MIF). (4). MM Marcador de Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen).
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O fragmento de cDNA correspondendo a ORF do PbMIF foi clonado no plasmideo pGEM-
T (Promega)- sequéncia mostrada na figura 7 ; foi utilizado ainda como sonda em um experimento
de northern blot comprovando a expressdo diferencial do MIF de P. brasiliensis (figura 8). Esse
fragmento de cDNA foi também clonado no vetor pET21a (Novagen) e transformado em células de
E.coli da linhagem Xl-1blue para andlise de restricdo (figura 9). Pogsteriormente, esta ORF do
PbMIF clonada no vetor de expressdo foi utilizado nos experimentos de expressao heterdloga.

2 cga atg ggc ccg acg tcg cat gct ccc ggc cgc cat ggc cgc ggg 46

47 att CCA CAT ATG CCT TTC ATT GAG CTT CTC ACA AAT GIT GCT CTC 91
Pro Hs Met Pro Phe Ile A u Leu Leu Thr Asn Val Ala Leu 30

92 TCA CGC GAG CAG AGC AAA GAA CTC GCC CTIT TCA CTC TCC AAG GIG 136
31 Ser Arg Gu Gn Ser Lys Glu Leu Ala Leu Ser Leu Ser Lys Val 45

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

182 ATC CGC TCT GAT GAG GIC TTG ACG TTT GCG GGC ACT CAT GAT CCA 226
61 Ile Arg Ser Asp Gu Val Leu Thr Phe Ala Gy Thr Hi s Asp Pro 75

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

272 GAT AAT GIT AAT TTC TCC AAG GCC TTT GCT GAA TTC CTC AAG GAG 316
91 Asp Asn Val Asn Phe Ser Lys Ala Phe Ala G u Phe Leu Lys Qu 105

317 GAG ATT GGTI GIC ACG AAC GAT AGA GGA TAT GIT ATC TTT TAC GAT 361
106 Glulle Gy Val Thr Asn Asp Arg Gy Tyr Val Ile Phe Tyr Asp 120

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

407 TTA TGG TGC ACT CGA GGG TAA tca cta gtg cgg ccg cct gca ggt 451
136 Leu Trp Cys Thr Arg Gy End 150

452 cga cca tat ggg aga gct ccc aac gcg ttg gat gca tag ctt gag 496
497 tat tct ata gtg tca cct aaa tag ctt ggc gta atc atg gtc ata 541

542 gct gtt tcc tgt gtg aaa ttg tta 565

Figura 7: Seqiiéncia de nucleotideos da ORF do PbM I F. A seqliéncia de nucleotideos esta apresentada em caracteres
pretos, enquanto a seqiéncia deduzida de aminoacidos é apresentada abaixo da sequéncia nucleotidica. Os
oligonucl ectideos amino-terminal e carboxi-termina de MIF usados na PCR estéo sublinhados, o oligo 3' foi utilizado
pararetirar o stop codon natural e inser¢do de um sitio de Xho I(em cinza) em fase com uma arginina (em verde). Esta
fuso através de Xho | coloca o inserto em fase com o vetor pET21a; 0 aminoécido prolina, caracteristico de atividade
enzimética estd em azul. O sitio de Nde | estd em amarelo.
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4. Confirmacao do perfil de expressao diferencial do gene pbmif por northern blot..

Como j& citado anteriormente, 0s mecanismos moleculares da acdo de MIF ainda n&o foram
bem elucidados, porém, devido ao fato de MIF exercer um papel relevante na patogénese de uma
variedade de condi¢des inflamatdrias e imunitérias (Nguyen et al., 2003), a presenca de MIF na fase
infectante de P. brasiliensis apoia a hipotese de uma participagdo no mecanismo de patogenicidade
do fungo e permite sugerir abordagens terapéuticas baseadas em MIF.

A hibridizacéo de membranas contendo RNA isolado de P. braslienss na forma
leveduriforme e micelial resultou em um perfil tipico de expressio diferencial. E possivel verificar
gue a sonda hibridizou especificamente com a forma leveduriforme. A equivaléncia entre a
guantidade de RNA nas duas amostras (micélio e levedura) pode ser observada pelo fragmento de
RNA correspondente ao constitutivo L34, expresso em ambas as fases (figura 8).

O estudo da expressdo diferencial de genes postula o0 envolvimento no processo de
viruléncia de P. brasiliensis na interface hospedeiro-patdgeno. Uma vez que a forma de levedura é a
fase infectante de P. brasiliensis, a expressdo de MIF nesta fase sugere seu papel como um possivel
fator de viruléncia.O desenvolvimento da PCM, bem como de diversas outras micoses, depende de
interagcBes entre o fungo e componentes do hospedeiro, caracteristicas desenvolvidas para uma
versatilidade fisiologica e nutricional que simplesmente permitem a sobrevivéncia do patégeno no
ambiente do hospedeiro.
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Figura 8. Analise do perfil de expressio do gene pbmif de Paracoccidioides .brasiliensis nas for mas de micélio(M)
e levedura(L). Northern blot mostrando a expressdo diferencial de MIF na fase de levedura(L) Controle: L34- gene

gue codifica para a proteina constitutiva da subunidade ribossomal 60S do P.brasiliensis.

5. Expressdo heterologa em E.coli

Embora a andlise da sequiiéncia do cDNA pbmif indique uma ORF, e o carater especifico de
expressao diferencial sgja um indicio da importancia desse gene, ndo temos qualquer dado
indicando que esse MRNA sgja realmente traduzido e que seu produto protéico tenha atividade
biolégica, com papel enzimético. Nesse sentido, optamos por expressar a provavel PboMIF em um
sistema heter6logo visando a obtencdo da proteina para testes de atividade biologica: atividade
enzimética e ensaio de migragdo de macrofago.

O vetor de expressdo utilizado foi 0 pET21a (Novagen) que produz a proteina de interesse
na forma de proteina de fusdo contendo um T7-tag naregido amino-terminal e um His-tag naregido
carboxi-terminal. O gene de interesse clonado no vetor pET fica sob o controle do promotor T7lac,
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dessa forma a expressdo € induzida ao prover uma fonte de T7 RNA polimerase na célula
hospedeira. A enzima T7 RNA polimerase € muito seletiva e eficiente, recrutando quase todos o0s
recursos da célula para a expressdo do gene alvo que pode compreender até mais de 50% das
proteinas totais da célula. O vetor pET contém uma sequiéncia operadora lac downstream ao
promotor T7. Ele também carrega a seqiiéncia promotora natural e codante do repressor lac (lacl)
orientado em direcdo oposta a T7lac. Quando esse tipo de vetor € utilizado, o repressor lac age
tanto no promotor lacUV5 no cromossomo da célula hospedeira para reprimir a transcricdo do gene
da T7 RNA polimerase pela RNA polimerase da célula bacteriana quanto no promotor T7lac do
vetor bloqueando dessa forma a transcricdo do gene alvo pela T7 RNA polimerase residual. 1sso
possibilita que a proteina de interesse somente seja expressa na presenca do indutor IPTG, que se
liga ao produto do gene lacl” levando a suainativagéo.

Outra forma de provermos estabilidade adicional aos genes alvos foi expressalo em
linhagem hospedeira que contem o plasmidio pLys S (resistente a cloranfenicol) que prové uma
quantidade de lisozima do fago T7, um inibidor natural da T7 RNA polimerase. A lisozima viral é
uma proteina bifuncional: cliva uma ligagdo especifica na camada de peptidoglicana na parede
celular de E.coli e se ligaa T7 RNA polimerase inibindo a transcricdo de genes sob controle do
promotor T7. Dessa forma, pode ser usada para inibir os baixos niveis de atividade da RNA
polimerase viral presente no estado ndo induzido e assim estabilizar plasmideos que codificam
proteinas estranhas gue podem ser toxicas
a célula hospedeira. Como marca de selecdo esse vetor apresenta um gene de resisténcia a
ampicilina (B lactamase) na mesma orientacéo do gene alvo. A sequiéncia His-tag € muito Util como
parceiro de fusdo, favorecendo a posterior purificagdo de proteinas em geral. E particularmente
usada para proteinas inicialmente expressas como corpos de inclusdo, pois a purificagdo por
cromatografia de afinidade pode ser feita em condi¢Oes totalmente desnaturantes. Além disso, a
fusdo com His-tag apresenta a grande vantagem de permitir a detecgdo da proteina de fusdo por
western blot, utilizando anticorpo anti-His tag.

ApOs a construcdo do vetor contendo T7-tag/ORF do PbMIF/His-tag (figura 9), foi realizada
inducéo utilizando-se células de E.coli da linhagem BL21-DE3 pLys S. Essa linhagem, além de
produzir a T7 RNA polimerase necessaria para a producéo do gene de interesse dirigido pelo
promotor T7 contém ainda o plasmideo pLys S.
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Figura 9. Andlise derestricdo do clone recombinante com as enzimas Nde | e Xho I. (em gel de agarose 1% corado
com Brometo de Etideo.) Amostras. (1) MM Marcador de Massa Molecular 1 kb plus (Invitrogen). (2) T7-tag/ORF do
PbMIF/Histag intacto. (3) T7-tag/ORF do PbMIF/His-tag digerido com Nde | e Xho | mostrando um fragmento de
aproximadamente 400 pares de bases.

A andlise de restricdo do clone recombinante (T7-tag/ORF do PbMIF/Histag) foi
satisfatoria, porém ndo foi possivel observar a clonagem por sequenciamento automético para
confirmar se a sequiéncia corresponde a original, se ndo foram inseridos erros na PCR.

O experimento de western blot, empregando anticorpo anti-polihistidina, mostra um
fragmento peptidico com massa molecular de aproximadamente 15 kDa, correspondente ao
tamanho esperado para a proteina de fusdo. Comparando-se a presenca do fragmento nas células
induzidas com as amostras ndo induzidas é possivel observé-lo apenas nas células induzidas. E
possivel visualizar a proteina PbMIF em extratos protéicos de E. coli mas ndo hd um aumento de
inducéo o que torna necessario ressaltar que é necessario realizar gjustes nesse experimento com a
finalidade de otimizar o rendimento na obtencéo das proteinas recombinantes (figura 10).
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Figura 10. Andlise dos extratos protéicos de Escherichia coli por western blot. Os extratos protécos de E.cali
transformadas com T7-tag/ORF do PbMIF/Histag foram submetidos a eetroforese em gel de SDS-PAGE 12% e
transferidas para membrana de nitrocelulose. Foi utilizado para a detecgdo da proteina recombinante, anticorpo anti-
polihistidinanadiluicdo de 1 : 2.500. Ap6s areacdo de imunodetecgdo (anticorpo 1gG produzido em cabra, anti-1gG de
coelho, conjugado a fosfatase acalina/ titulagdo 1:5000) a membrana foi revelada com solugdo NBT/BCIP,
possibilitando a visualizagdo de um fragmento peptidico com massa molecular de ~15 kDa, correspondente a proteina
de fusdo de tamanho esperado. Amostras: (1). Controle negativo: células transformadas com o plasmideo pET21ae sem
inducdo Oh. (2) e (3) cdulas transformadas com o plasmideo pET21a: 2h e 4h apds a inducdo com IPTG. (4) Padréo de
Massa Molecular pré-corado da Invitrogen (5) Controle negativo: células transformadas com o plasmideo T7-tag/ORF
do PbMIF/His-tag e sem indugdo Oh. (6) e (7) cdlulas transformadas com o plasmideo pET21a-ORF do PbMIF: 2h e 4h

apos ainducao.
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Concluséao e Perspectivas

No presente trabalho foi possivel a caracterizacdo da sequéncia deduzida de
aminoacidos, da andlise filogenética e analise da expresséo diferencial de um provavel gene
de MIF de P. brasliensis presente no banco de ESTs geradas pelo Projeto Genoma
Funcional de P.brasiliensis (Felipe et al, 2005; Felipe et al., 2003). A observacdo da
sequéncia prevista de aminoacidos possui similaridade génica com o MIF de diversos
organismos, indicando um envolvimento potencial na patogénese do P. braslienss. A
analise do cDNA de MIF por northern blot comprovou a expressdo na fase de levedurae a
busca no banco de dados mostra que a presenca de MIF no P. brasiliensis é um fato inédito
em fungo. A andlise filogenética invalida a possibilidade de transferéncia lateral de genes
entre o P. brasiliensis e H. sapiens, visto que o MIF de P. brasiliensis esta localizado
proximo de bactérias e distante dos mamiferos.

A clonagem do MIF no vetor de expressdo foi realizada com sucesso, porém a
ocorréncia de baixos niveis da proteina recombinante obtida no ensaio de indugdo e a
auséncia de aumento de inducéo observadas no ensaio de western blot indicam que deverdo
ser realizados agjustes na metodologia empregada, com a finalidade de otimizar o
rendimento na obtencdo das proteinas recombinantes.

E necessario ainda um sequenciamento completo da ORF do PbMIF clonada no
pPET21a, visando confirmar se a seqliéncia corresponde aiinicial.

Apols a otimizagdo dos experimentos de expressdo heterdloga, SDS-PAGE e
western blot ha perspectivas de producdo para purificagdo protéica e teste da atividade
biologica por meio de teste de atividade enzimética e ensaio de migragcdo de macrofagos.
Estes ensaios deverdo indicar se 0 PbMIF apresenta algum efeito sobre o sistema imunitario
de mamiferos, permitindo uma extrapolacdo de seu papel nainfeccdo do hospedeiro animal.
Ha ainda a possibilidade de mutacdo da prolina amino-terminal para uma glicina, para
confirmagdo da atividade enziméticado MIF de P. brasiliensis.
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ABSTRACT. In the struggle for life, the capacity of microorganisms
to synthesize and secrete toxic compounds (inhibiting competitors) plays
an important role in successful survival of these species. This ability
must come together with the capability of being unaffected by these
same compounds. Several mechanisms are thought to avoid the toxic
effects. One of them is toxin extrusion from the intracellular environ-
ment to the outside vicinity, using special transmembrane proteins, re-
ferred to as transporters. These proteins are also important for other
reasons, since most of them are involved in nutrient uptake and cellular
excretion. In cancer cells and in pathogens, and particularly in fungi,
some of these proteins have been pointed out as responsible for an im-
portant phenotype known as multidrug resistance (MDR). In the pres-
ent study, we tried to identify in the Paracoccidioides brasiliensis tran-
scriptome, transporter-ortholog genes from the two major classes: ATP
binding cassette and major facilitator superfamily transporter. We found
22 groups with good similarity with other fungal ATP binding cassette
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transporters, and four Paracoccidioides brasilienses assembled ex-
pressed sequence tags that probably code for major facilitator super-
family proteins. We also focused on fungicide resistance orthologs al-
ready characterized in other pathogenic fungi. We were able to find
homologs to C. albicans CDR1, CDR2, and MDR1, Saccharomyces
cerevisiae PDRS and Aspergillus AtrF genes, all of them related to
azole resistance. As current treatment for paracoccidioidomycosis mainly
uses azole derivatives, the presence of these genes can be postulated to
play a similar role in P. brasiliensis, warning us for the possibility of
resistant isolate emergence.

Key words: Drug resistance, Paracoccidioides brasiliensis,
ATP binding cassette transporters, Major facilitator superfamily

INTRODUCTION

Paracoccidioides brasiliensis is a fungus which shows a natural dimorphism that can
be induced in vitro by changing the growth temperature: at 26°C it is found as mycelium form,
and at 36-37°C, it presents yeast cells (San Blas et al., 1982). This fungus is a human pathogen,
being the etiologic agent of paracoccidioidomycosis (PCM), a serious systemic human disease.
This is the most prevalent systemic mycosis in Latin America, where it mainly affects rural
workers and immunocompromised patients (San Blas, 1993). This disease is acquired by spore
(or conidia) or mycelium fragment inhalation; infection is facilitated by host epithelial lesions
(Restrepo and Jimenez, 1988).

The pathogenesis degree varies according to host features and infecting lineage viru-
lence. The immune response of the hosts against P. brasiliensis depends on factors such as
sex, age, nutritional state, and genetic inheritance. PCM can be restricted to the respiratory
tract or become disseminated throughout the organism, becoming lethal (Franco et al., 1987).
Thus, the forms of PCM can be divided into two groups: PCM infection, which is generally self-
limited and restricted to the site of contact with fungi fragments or to a single organ, affecting
both sexes indistinctly, and PCM disease, which preferentially attacks males and can evolve
benignly to a PCM infection or disseminate systemically, causing severe damage to the host.

PCM treatment lasts up to five years and basically uses sulfonamides, azoles and am-
photericin B, with good cure rates (Hahn et al., 2002). Although not yet described for P. brasi-
liensis, the isolation of fungi resistant to these fungicides is becoming frequent (Del Sorbo et al.,
2000). Especially against azoles, transmembrane proteins that can function as efflux pumps,
avoiding intracellular drug concentration, give this resistant phenotype. As these are mainly
microorganisms closely related to P. brasiliensis, in this study we searched the P. brasiliensis
transcriptome for orthologs related to this function. The assigned PbAESTSs, which are the P.
brasilienses assembled ESTs (expressed sequence tags), singlets and contigs are listed all over
this study. The search was done focusing on gene orthologs to those already described as
related to resistance, to look for targets for controlling fungus growth.
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TRANSPORTERS

Transport is one of the most important and fascinating aspects of life and is an essential
requirement for all organisms. Transport systems serve the cell in many ways, allowing the
entry of all essential nutrients and ions, providing a means to regulate metabolic concentrations
by catalyzing excretion products and deleterious substances of metabolic pathways, from or-
ganelles to cells. This permits the communication between cells, making it an important compo-
nent of cell-environment relationships (Pao et al., 1998).

Biological membranes probably appeared very early during evolution, in order to isolate
hydrophilic compounds from the surrounding medium, facilitating catalyzed reactions in an effi-
cient manner. Biomembranes constitute efficient barriers against hydrophilic molecules, most of
which can penetrate cells only by specific inward transport systems, or their entry is restricted
to the endocytic pathway (Van Bambeke et al., 2000).

Transport by diffusion is possible only down a concentration gradient, and it is limited to
solutes that are able to bypass hydrophobic membranes. Therefore, membrane-bound proteins
with specialized transport functions mediate the transport of most compounds through the mem-
brane. Ion channels are membrane complexes mediating the movement of ions across plasma
membranes as well as membranes of cell organelles. These channels form a pore, allowing the
passive flux of ions down an electrochemical gradient. Opening of these channels is generally
gated. This means that the opening is regulated by changes in membrane potential or membrane
stretching, or through the binding of a ligand. Ion channels play a role in diverse functions, such
as osmoregulation, cell growth, development, and nutrient uptake (Andrade et al., 1999). In
contrast to ion channels, facilitators or carriers bind molecules that are to be transported, and
they undergo a reversible change in conformation during transport. The transporter must couple
the carrier process to another energy-producing process. If energy expenditure is coupled to
transmembrane solute translocation, this catalytic system can become an active transporter that
facilitates the diffusion.

Active transporters (or porters) can function by uniport, symport, or antiport mechan-
isms (Figure 1). Uniporters, also called single-species transporters, or facilitated diffusion carri-
ers, catalyze the transport of a single molecular species and transport therefore occurs inde-
pendently of the movement of other molecular species (Figure 1C). Symporters, also classically
called co-transporters, catalyze the transport of two or more molecular species in the same
direction (Figure 1B). Antiporters, also called countertransporters, catalyze the exchange of one
or more molecular species for another (Figure 1A). Antiport processes can be subdivided into
two categories: antiport of solute-solute transport and antiport of solute-cation transport (Dahl
etal., 2004).

These transport proteins play important physiological roles in different molecules, trans-
porting such as amino acids, ions, sugars, lipids (pheromones, alarmones, hormones), co-factors,
and other substrates that are essential for biological systems, across biological membrane struc-
tures.

On the basis of energy source and structural relationships, these allover spread active
transport systems can be divided into two major classes: primary active transporters and elec-
trochemical potential-driven transporters - secondary active transporters (Figure 2).

Transporters that use various forms of energy compose the primary active transport
system. Transporters belonging to this system usually couple with ATP hydrolysis as they trans-
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Figure 1. Mechanisms of translocation across the cytoplasmatic membrane. A, Antiport; B, symport and C, uniport.
The translocation systems are represented by squares.
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| Channel pores | | Carriers |
l |
|primary active transporters, |secondary active transporters|
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| P
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Figure 2. The scheme illustrates the currently classification of transporters, according to Saier Jr. (2000). The transport-
ers are agruped in so-called superfamilies, families and subfamilies. ABC = ATP binding cassette; PDR = pleiotropic drug
resistance; MDR = multidrug resistance; SMR = small multidrug resistance; MATE = multidrug and toxic compound
extrusion; RND = resistance-nodulation-cell division; MFS = major facilitator superfamily.

locate metabolites across the membranes. The hydrolysis provides the energy to transport sol-
utes against an electrochemical gradient. Two families of ATP-utilizing transporters have been
described: the P-type ATPases, which make up a large superfamily of ATP-driven pumps in-
volved in transmembrane transport of charged substrates, and the ATP binding cassette (ABC)
transporters (Andre, 1995). We examined this latter group in detailed, since they usually play the
most important role in drug efflux in eukaryotic cells (Lage, 2003).

ABC transporters

The diversity in substrate specificity is reflected in the diversity of physiological roles
played by ABC transporters in the cell. ABC transporters are found in all taxa and form one of
the largest transporter superfamilies, which contains both uptake and efflux transport systems
(Saier Jr., 2000). The chemical nature of the substrates handled by ABC transporters is ex-
tremely diverse, ranging from inorganic ions to sugars and large polypeptides.
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The best characterized Saccharomyces cerevisiae ABC transporters are those in-
volved in multidrug (MDR) or pleiotropic drug resistance (PDR), which results in simultaneous
resistance to a number of unrelated compounds. The overexpression of certain ABC transport-
ers is the most frequent cause of resistance to cytotoxic agents, including antibiotics, antifun-
gals, herbicides, and anticancer drugs (Higgins, 2001). Several ABC transporter genes have
been detected and characterized in filamentous fungi, such as Penicillium digitatum (Nakaune
et al., 1998), Magnaporthe grisea (Urban et al., 1999), Mycosphaerella graminicola (Zwiers
and De Waard, 2000), Botrytis cinerea (Schoonbeek et al., 2001), other phytopathogenic fungi
(Lee etal., 2001) and Aspergillus species (Del Sorbo et al., 1997; Tobin et al., 1997; Andrade et
al., 2000a,b).

All ABC transporters have the same basic molecular architecture (Higgins, 1995). Itis
important to distinguish ABC transporter proteins from ABC proteins. Both types of proteins
are defined by the presence of a highly conserved approximately 215-amino acid consensus
sequence, designated as ABC, ABC domain, ABC-ATPase domain, or nucleotide binding domain
(NBD). This domain contains two short peptide motifs, a glycine-rich (Walker A) and a hydrophobic
motif (Walker B), both involved in ATP binding, and it is commonly present in all nucleotide-
binding proteins (Walker et al., 1982). A third consensus sequence is named ABC signature and
is unique in ABC domains, being found in transporters (Hyde et al., 1990; Croop, 1993).

ABC-containing proteins couple the phosphate bond energy of ATP hydrolysis to many
cellular processes and are not necessarily restricted to transport functions. However, the proper
meaning of the term ABC transporter protein is also designated as traffic ATPase or permease
for import systems. This is satisfied when the ABC proteins are also associated with a hydro-
phobic, membrane-embedded transmembrane domain (TMD), usually composed of at least six
transmembrane o-helixes. TMDs are also designated as membrane-spanning domains that are
believed to determine the ABC transporter protein substrate specificity. Some of the predicted
membrane-spanning o-helixes may not be crucial to transport, but rather can be engaged in
auxiliary functions, such as membrane insertion or regulation (Higgins, 2001).

The minimal structural requirement for a biologically active ABC transporter seems to
be two TMDs and two ABCs [TMD-NBD] , (Ambudkar et al., 1992). In mammals, the func-
tionally active ABC proteins consist of at least four such domains, [TMD-NBD],. In some ABC
transporter encoding genes, the different domains may be present within one polypeptide chain
(full-transporters), or within two separate proteins (half-transporters) that are assembled in the
membrane as structural subunits (Sarkadi et al., 2004). Some subfamilies of fungal ABC trans-
porters are described as “half-sized” transporters; these are thought to be functional after as-
sembly as homodimers or heterodimers (Del Sorbo et al., 2000).

We found 22 groups (including contigs and singlets) annotated as ABC transporters in
the P. brasiliensis transcriptome. Their predicted proteins were also analyzed, by searching for
INTERPRO ABC classical motifs (www.ebi.ac.uk/InterProScan). The results showed that 11
of the 22 ABC annotated P. brasiliensis groups have one of those motifs: ABC transporter
domain (INTERPRO - IPR003439) or P-loop ATP/GTP-binding site motif A (INTERPRO -
IPRO01687) (Table 1).

We also used the S. cerevisiae MIPS database to search for any transporters related to
fungal defense mechanisms (Table 2). This table includes major facilitator superfamily (MFS),
PDR and other ABC transporters. Among these, we have highlighted multidrug phenotype
ortholog genes, based on MIPS description. The listed PbAESTs represent paralogs of those
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genes. We also assigned PbAEST orthologs for sequences found in C. albicans, N. crassa and
Homo sapiens.

Multidrug resistance transporters

Microorganisms, as well as cancer cells, may also exhibit a cross-resistant phenotype
against several unrelated drugs that differ widely in molecular structure and target specificity.
This phenotype has been termed MDR. Different types of MDR phenotypes have been de-
scribed, and most drug efflux pumps confer an MDR phenotype, corresponding to the large
variety of substrates that they may recognize, including several classes of antibiotics, as well as
non-antibiotic drugs.

The first described multidrug efflux pump was mammalian P-glycoprotein, an ATP-
driven pump that provides resistance to a broad spectrum of compounds, including anticancer
chemotherapeutic agents (Ling, 1997; Ambudkar et al., 1999). In many cancers, P-glycoprotein
is overexpressed, contributing to resistance to clinically important chemotherapeutic drugs that
are P-glycoprotein substrates.

Pleiotropic drug resistance transporters

The PDR transporters share several biochemical features with the human P-glycopro-
tein (Kolaczkowski et al., 1996, 1998), and they constitute the main class of ABC-drug-efflux
pumps in yeasts and fungi. The first and, until now, best-characterized yeast PDR transporter is
the product of the PDRS gene. Its promoter region presents a pleiotropic drug-responsive ele-
ment, the binding site of the transcriptional activators Pdr1p and Pdr3p that control transcription
of PDRS5 and other drug-resistance-related genes (Balzi and Goffeau, 1995). We were able to
identify two PbAESTs (a singlet and a contig) with a high degree of homology with the S.
cerevisiae PDRS gene (Table 2); however, no PDR1 or 3 was found. The protein Pdr5p has
been shown to share nucleotide triphosphatase activities, as well as substrates and modulators,
with the human MDR 1-P-glycoprotein (Kolaczkowski et al., 1998; Conseil et al., 2001; Rogers
et al., 2001). The predicted topography of Pdr5p comprises two hydrophobic domains, each
composed of six transmembrane segments (TMS,), and two cytoplasmic NBD, showing the
structure named (TMS -NBD), “full-transporter” (Klein et al., 1999; Dassa and Bouige, 2001).
Each half-Pdr5p starts with an NH,-terminal NBD, followed by the first TMS, tract, whereas
in P-glycoprotein the TMS, tracts precede the NBD. Thus, despite similar mechanisms of sub-
strate recognition and transport, the significance of such domain inversion in yeast ABC trans-
porters is unknown. This is mainly related to the lack of structural information on yeast ABC
transporters, when compared with mammalian full-transporters (Ferreira-Pereira et al., 2003).

Non-ATP binding cassette transporters

The secondary-active transport systems mediate the drug efflux reaction in a coupled
exchange with protons or sodium ions along a concentration gradient, as symport or antiport
translocation systems. Members of the secondary transporters are the small multidrug resis-
tance family (SMR), the multidrug and toxic compound extrusion family (MATE), the resis-
tance-nodulation-cell division family (RND), and the MFS (Figure 2). Among these, SMR, MATE

Genetics and Molecular Research 4 (2): 390-408 (2005) www.funpecrp.com.br

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

C.S. Costa et al. 398

and RND are widespread in bacteria and barely represented in the fungi. The opposite situation
is observed to MFS, which is rarely found in bacteria and is often present among fungi (Murakami
and Yamaguchi, 2003).

The SMR transporters are normally composed of around 100 amino acids that appear
as four helixes (Paulsen et al., 1996). Some SMR family members have not been found to
exhibit an MDR phenotype, in spite of extensive studies (Mordoch et al., 1999). The MATE
transporters are typically composed of approximately 450 amino acids, arranged into 12 helixes.
This novel family was identified only quite recently, with a characterization of NorM, a multi-
drug Na*-antiporter from Vibrio parahaemolyticus, which confers resistance to dyes,
fluoroquinolones and aminoglycosides (Borges-Walmsley et al., 2003). The RND family is com-
posed of approximately 1000-amino acid residues (Tseng et al., 2003). They are predicted to
adopt a 12-helical structure and possess large periplasmatic or extracytoplasmatic domains
between helixes 1 and 2 and between helixes 7 and 8 (Murakami et al., 2002; Mao et al., 2002;
Elkins and Nikaido, 2003).

Major facilitador superfamily transporters

MES includes more than 1,000 evolutionarily related proteins, and it is implicated in the
transport of a variety of solutes and metabolites across the membranes of organisms, ranging
from bacteria to humans (Busch and Saier Jr., 2002). MFS-motivated transport accross mem-
branes is driven by the proton-motive force, which is composed of membrane potential and
electrochemical proton gradients; consequently, MFS transporters (Figure 2) are termed as
secondary active transport systems (Lewis, 1994). Unlike ABC transporters, MFS transporters
have no characteristic signature. They are around 500-amino acid residues in length and show
an RND-like 12-helix structure, although with smaller extra- or intra-cellular domains. More
than 350 uniporters, symporters, and antiporters of sugars, peptides, drugs, organic, and inor-
ganic ions fall within this superfamily (Pao et al., 1998). These authors have also identified a 13-
residue consensus motif between the transmembrane spans 2 and 3. Meaningful sequence
homology occurs among all members of this superfamily. Toxin export by MFS is also associ-
ated with virulence in plant pathogens (Del Sorbo et al, 2000). In our transcriptome study, we
were able to annotate four PDAEST as MFS. They are homologs to two well-characterized
MES in fungi (Table 2). PbAESTs 2763 and 5813 correspond to the YMRO88c MIPS gene,
which is postulated to code an S. cerevisiae MFS, and are also homologous to a similar N.
crassa protein. PbAESTs 3000 and 3553 seem to be homologous to YHR048w from S. cerevi-
siae and Schizosaccharomyces pombe MFS genes.

ANTIFUNGAL RESISTANCE

Systemic fungal infections are a big problem for clinicians; mucosal and invasive oppor-
tunistic fungal infections have increased during the past two decades. This is a consequence of
the rising number of immunocompromised hosts, such as HIV-infected individuals, transplant
recipients, and patients submitted to immunosuppressive therapies or broad-spectrum antibiot-
ics. Another factor that contributes to the severity of opportunistic infections is the development
of resistance to antifungal agents (Lupetti et al., 2002). Over the past decade, we have seen the
emergence of resistant isolates from different pathogenic fungi, including Candida spp, Cryp-
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tococcus neoformans, and from some invasive molds, like Aspergillus spp and Histoplasma
capsulatum (Alexander and Perfect, 1997; Wheat et al., 1997; Kontoyiannis and Lewis, 2002).

Two major classes of xenobiotic transporters are involved in drug resistance in fungi:
ABC transporters and MFS transporters. In contrast to prokaryotic microorganisms, in fungi
the ABC transporters comprise the largest number of membrane-spanning efflux pumps (Higgins,
1992). Thus, it was not surprising that the first described ABC transporter homolog to human P-
glycoprotein from a non-mammalian system was that from S. cerevisiae. This transporter,
consisting of 1290-amino acid residues, is designated as Ste6p and is encoded by the STE6 gene
(McGrath and Varshavsky, 1989). Ste6p, exhibiting a [TMD-NBD], configuration, is physi-
ologically involved in the transport of the mating o-factor pheromone, but it has no role in drug
resistance. However, among at least 29 putative ABC transporter encoding genes in S. cerevi-
siae, five of them encode ABC transporters - PdrSp, Pdr12p, Snq2p, Ycflp, and Yorlp. They
mediate MDR phenotype when present in multiple copies (Decottignies and Goffeau, 1997). In
our transcriptome we found an S. cerevisiae STE6-related PDAEST (5041) and although this
group exhibits low homology with its S. cerevisiae counterpart, it shows a high degree of simi-
larity with other fungi, STE 6 homologs (Table 2).

The drug resistance phenomenon in fungi is characterized by a failure of antifungal
therapy to control a fungal infection (Alexander and Perfect, 1997), which is measured as an
increase in minimum inhibitory concentration, when compared to values obtained for susceptible
reference organisms (Sanglard and Odds, 2002). In a clinical context, whenever antifungal
agents are used to combat fungal infections, the exposure of fungal pathogens to these drugs is
therefore expected to give rise to resistant isolates from an initially susceptible population (Sanglard,
2002). The increasing number of fungal infections documented in hospitals around the world
could favor the occurrence of this phenomenon, as the number of antifungal treatments be-
comes higher. The increased use of antifungal agents in recent years has led to the development
of resistance to these drugs (Beck-Sague and Jarwis, 1993). Resistance of microbes to antimi-
crobial agents has potentially serious implications for the management of infections (Sanglard
and Odds, 2002). Antifungals are grouped mainly into five groups, on the basis of their site of
action: polyenes, azoles, flucytosine, candins, and allylamines (Balkis et al., 2002; Sanglard,
2002), but current treatment of systemic mycoses, including PCM, is mainly based on the use of
polyenes (e.g., amphotericin B) and azoles, such as triazoles - e.g., itraconazole and fluconazole
(Lupetti et al., 2002).

Molecular basis of drug resistance in fungi

Resistance to chemotherapy is a common clinical problem in patients with infectious
diseases as well as in patients with cancer, since it causes a decrease in the chance for success-
ful treatment. From bacterial cells, fungi, and protozoa, to the complexity of human cancer cells,
resistance has become a challenge (White et al., 1998). Furthermore, antifungal resistance can
be classified as primary or intrinsic, when it is present before exposure to antifungal agents, and
secondary or acquired, which develops after exposure to antifungals (Kontoyiannis and Lewis,
2002). However, it will be dependent on the type of fungal pathogen to be treated and the type
of antifungal agents applied (Sanglard, 2002).

The emergence of an MDR phenotype is still more problematic, and it can occur during
treatment of infections or malignant tumors. This happens when the prokaryotic or eukaryotic
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microorganism and neoplasic cell drug targets are non-reactive to a variety of drugs that have
different structures and functions (Lage, 2003). Although this phenotype has not been docu-
mented for PCM, we found at least five PbDAESTSs in the P. brasiliensis transcriptome that
show similarity with other fungal orthologs and, one that is similar to a protozoan ortholog thought
to code for MDR-related proteins. Table 1 shows these PDPAESTs and another (16) identified in
the P. brasiliensis Genome Project database as ABC transporters.

Several types of molecular mechanisms contribute to drug resistance phenotype in eu-
karyotic cells. In general, the most frequent mechanisms that originate resistance include the
increase of cellular target levels, the decrease of these cellular targets affinity for the drug,
enzymatic drug inactivation or degradation, and upregulation of drug efflux control genes. There-
fore, more than one of these mechanisms can happen simultaneously, causing different cellular
alterations (White et al., 1998). The main fungicide drugs used in fungal infection therapy are
listed in Table 3.

Flucytosine

Flucytosine (5-fluorocytosine) is a pyrimidine analog working as an antifungal agent
through conversion to 5-fluorouracil, which can be so on incorporated into RNA, causing pre-
mature chain termination in addition to an inhibition of DNA synthesis due to its effects on
thymidilate synthase. Target cells must possess the machinery necessary to make this conver-
sion; this includes a cytosine permease to permit internalization of the drug, cytosine deaminase
to convert it to 5-fluorouracil, and uracil phosphoribosyl transferase to convert 5-fluorouracil
into a substrate for nucleic acid synthesis. Because most filamentous fungi do not produce the
enzymes needed to metabolize flucytosine and are consequently not responsive to drug (Odds et
al., 2003), the spectrum is restricted to pathogenic yeasts. Primary mechanisms, such as poor
uptake of the drug by cytosine permease alterations, or secondary mechanisms, such as a
decrease in the metabolism of flucytosine to toxic metabolites, are commonly found in resis-
tance to flucytosine in Candida spp and C. neoformans (Whelan, 1987). We have not found a
cytosine permease-related group in the P. brasiliensis transcriptome, but we have annotated
two groups, PDAEST 20 and 4726 that are similar to cytosine deaminase. Another two groups,
PbAESTSs 466 and 1502, were identified as being uracil phosphorybosil transferase similar se-
quences.

Polyenes

This class of drugs plays important role in PCM treatments. Amphotericin B targets
ergosterol, the major component in fungal membranes, which is also very important for a variety
of cellular functions, such as the fluidity and integrity of the membrane. Ergosterol is also the
main component of secretory vesicles in S. cerevisiae, and it has an important role in mitochon-
drial respiration. Alterations in membrane ergosterol content due to alterations in the ergosterol
biosynthetic pathway seem to be the main mechanism involved in amphotericin B-induced resis-
tance in C. albicans (Dick et al., 1980), C. neoformans (Perfect and Cox, 1999), and other
emerging filamentous fungi and yeasts (Kontoyiannis and Lewis, 2002). Such modifications in
sterol content are also found in P. brasiliensis strains exposed to amphotericin B (Hahn and
Hamdan, 2000). Since resistance is relatively rare, and diminished ergosterol content seems to
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be evolutionary disfavored (Lupetti et al., 2002), problems arise mainly because of toxicity to
mammalian cells more than because of drug resistance phenomena. Hence it is a fungicidal
agent that is preferentially used in short-term treatments (Odds et al., 2003).

Azoles

Within different categories of antifungal drugs, the development of azole resistance is
the most relevant medical problem. Treatment failures have been observed following the exten-
sive use of fluconazole for Candida infection, frequently associated with relapses of oropha-
ryngeal candidiasis in AIDS patients (Kelly et al., 1997). The major cellular target of azoles in
yeasts and fungi is a cytochrome P450 (Erg11p), C140-demethylase, involved in the ergosterol
pathway. The resulting ergosterol depletion and accumulation of C140-demethyl-sterols, such
as lanosterol, interfere with ergosterol functions (Lupetti et al., 2002). Both effects result in
growth arrest in most species, although, in some other species (C. neoformans and A. fumicatus),
specific azoles, such as itraconazole, have a fungicidal effect (Klepser et al., 1998; Manavathu
et al., 1999; Lass-Florl et al., 2001). In the P. brasiliensis transcriptome, we were able to find
PbAEST 1797, whose predicted product shares 80% similar amino acids with Aspergillus
Jumigatus Ergllp.

Three major mechanisms are associated with secondary resistance in C. albicans by
reducing azole accumulation: 1) over expressing the target Ergllp or altering the Cl4o-
demethylase binding site, 2) mutations downstream of the ergosterol pathway (Erg5p and Erg3p)
leading to the accumulation of less toxic sterols, and 3) increased drug efflux (Sanglard and
QOdds, 2002; Odds et al., 2003). Genes involved with efflux have been identified in C. albicans:
CDRI (Prasad et al., 1995) and CDR?2 (Sanglard et al., 1997), which code for ABC transport-
ers. A third gene is MDR1 (Ben-Yaacov et al., 1994), which codes for a protein belonging to the
MES of transporters. This gene has also been assigned as a virulence gene fitting Falkow’s
postulate, which means that its disruption generates an attenuation phenotype that is reversed
by its complementation. All of these gene orthologs could be assigned in the P. brasiliensis
genome (Table 4).

Do Nascimento et al. (2002) have identified genes encoding ABC transporters that
confer pleiotropic drug resistance, designated abcA-D, in Aspergillus isolates. One of these
genes, abcD, was cloned and characterized. In our transcriptome analysis, we found an abcA
homolog (Table 4). Besides the detection of upregulated ABC expression, other features contri-
bute to the fungicide resistant phenotype in C. albicans, like the ability to form biofilms, which
is associated with high fluconazole resistance (Mukherjee et al., 2003). These authors used a
set of isogenic Candida strains lacking one or more of the drug efflux pumps, Cdrlp, Cdr2p,
and Mdrlp, to determine their role in fluconazole resistance within the biofilm context. Addition-
ally, variation in sterol profile as a possible mechanism of drug resistance was investigated.
They concluded that parental and MDR mutant strains formed similar biofilms, indicating a lack
of involvement of efflux pumps in resistance at late stages of biofilm formation. Indeed, biofilms
formed by double and triple mutants were more susceptible to fluconazole than was the wild-
type strain. Sterol analysis showed that ergosterol levels were significantly decreased at biofilm
intermediate and mature phases, compared to those in early-phase. These studies suggest that
other features, such as sterol content and phase-specific mechanisms, control fungal azole re-
sistance. Other mechanisms that do not include transporter usage are described for various
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organisms and fungi, such as C. neoformans and A. fumigatus azole-resistant isolates, which
overexpress P450 Cl4o-demethylase (Tobin et al., 1997; Perfect and Cox, 1999), and H.
capsulatum isolates that show a decrease of ergosterol biosynthesis after exposure to fluconazole,
which probably reduces the accumulation of toxic sterols (Wheat et al., 1997). Increasing con-
tent of Ergl1p by gene amplification or upregulation of the corresponding gene was best inves-
tigated in C. glabrata (Marichal et al., 1997), and reduced affinity for azole is also described in
C. kruzei (Sanglard, 2002). Because sequence alterations may be simply due to allelic varia-
tions, the involvement of mutations in azole resistance is difficult to be evaluated, although some
reported mutations influencing bond interference with fluconazole have been investigated since
Podust et al. (2001) obtained a Cl4o-demethylase crystal. Other mechanisms that not include
transporter participation, such as overexpression of P450 C140-demethylase (Tobin etal., 1997;
Perfect and Cox, 1999) are described for C. neoformans and A. fumigatus azole-resistant
isolates and for some H. capsulatum isolates that show a decrease in ergosterol biosynthesis
after exposure to fluconazole, which probably reduces the accumulation of toxic sterols (Wheat
etal., 1997).

Gray et al. (2003) described a gene in P. brasiliensis that encodes a half-ABC trans-
porter, designated PFR1, an ABC-superfamily member, involved in multidrug resistance. The
PFR1 gene is predicted to encode an 827-amino acid protein that, in common with mammalian
MDRI, has a transmembane-NBD topology and seems to be a mitochondrial protein. The
transcription of the PFR1 gene is induced by the triazole drug fluconazole, but not by amphoteri-
cin B, suggesting a role in transport-mediating azole resistance, and an ABC transporter is
induced as part of the cellular response to drug treatment. We found a PFRI1 singlet in our
transcriptome (PbAEST 5352). This singlet is 616 nucleotides long, and it is identical to the yet
described gene (Table 4). The promoter region of PFR1 contains a pleiotropic drug-responsive
element-like consensus sequence, which could be the element responsible for up-regulation of
PFR1 transcripts in response to fluconazole. The NBD of PFR1 was expressed and purified
from Escherichia coli, and was shown to retain ATPase activity, consistent with PFR1 func-
tioning as a homodimeric transport ATPase.

Paracoccidioidomycosis treatment

Paracoccidioides brasiliensis is a very sensitive organism when exposed to antifun-
gal drugs, in contrast with other pathogenic fungi. Based on the P. brasiliensis sensibility pro-
file, different therapeutic schedules are available for PCM treatment. Several classes of anti-
fungal drugs have been widely employed for this disease, including the sulfonamides (sulfadiazine,
sulfadoxine, sulfamethoxypyridazine, cotrimazine, and cotrimoxazole) as a maintenance treatment,
amphotericin B, azole compounds (ketoconazole, fluconazole and itraconazole) and terbinafine.
The cure rates achieved with these various drugs have ranged between 69 and 100%. Although
comparative clinical trials in PCM are missing, it is believed nowadays that itraconazole is the
drug of choice for treatment of most clinical forms of the disease (Telles, 2002).

Hahn and colleagues (2002) reported terbinafine activity against P. brasiliensis in vi-
tro, thus suggesting that this allylamine can be considered a new option for PCM therapy.
Currently, there are six new antifungal drugs in advanced stages of clinical investigation, includ-
ing three new triazoles and three compounds belonging to a new class of antifungal drugs, the
echinocandins that act by inhibiting cell wall synthesis. The second-generation triazoles include
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ravuconazole, posaconazole and voriconazole. These compounds are very active in vitro and in
animal models against Cryptococcus spp, Aspergillus spp, Trichosporon spp, and other en-
demic mycosis agents, including P. brasiliensis. Among the echinocandins, caspofungin and
micafungin do not show in vitro activity against P. brasiliensis; therefore, they are not useful
for treating PCM (Telles, 2002).

CONCLUDING REMARKS

In this study we were able to identify 22 PbAESTs related to ABC transporters and
three other groups that code for two MFS. Although rarely reported for P. brasiliensis, emer-
gence of resistant isolates to the usual antifungals is becoming frequent. Especially for azoles,
efflux pumps play a major role in resistant phenotypes. A recent study showed that ketoconazole-
resistant isolates could be found in PCM patients (Hanh et al., 2003). This result, taken together
with the finding of drug resistance in closely related microorganisms and our findings concern-
ing the P. brasiliensis transcriptome, lead us to suggest that there is a need to make efforts
towards the control of potential drug resistance P. brasiliensis. This can be assumed based on
the same principles for other pathogenic fungi, since similar resistance genes can be involved.
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