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SECRETOMA DE Paracoccidioides lutzii EM CONDICOES DE DEPLECAO

DE NITROGENIO. Rayane Oliveira Cruz

Verissimo?
Clayton Luiz Borges ?

Aline Brito de Sousa?

RESUMO

Fungos pertencentes ao género Paracoccidioides spp sdo agentes etiolégicos
causadores da micose sistémica humana paracoccidioidomicose (PCM). Esses
fungos sdo termodimoérficos e possuem a capacidade de transitar da forma
saprobidtica para a forma de levedura a temperaturas em torno de 37°C.A aquisicdo
de nutrientes pelos fungos sdo processos essenciais para a manutencdao do seu
crescimento, no qual possuem papel fundamental na formacéo da biomassa. Sendo
assim, os mecanismos de regulacdo desse status nutricional sdo necessarios para a
adaptacao oportunista desse patégeno. O presente estudo tem objetivo caracterizar
as proteinas secretadas de Paracoccidioides lutzii em condi¢ces que mimetizam a
deplecao de nitrogénio, condi¢cdes estas impostas pelas células hospedeiras.
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SECRETOME OF Paracoccidioides lutzii INTERMS OF NITROGEN DEPLETION.

ABSTRACT

Fungi of the genus Paracoccidioides spp are etiological agents of human systemic
mycosis paracoccidioidomycosis (PCM). These fungi are therdimorphic and have the
ability to move the saprobiotic way for the yeast form at temperatures around 37 ° C.
The acquisition of nutrients the fungi are essential processes for the maintenance of
its growth, in which it has a fundamental role in the formation of biomass. Thus, the
mechanisms of regulation of this nutritional status are required for adapting this
opportunistic pathogen. The objective of this study is to characterize the secreted
proteins of P. lutzii under conditions that mimic the depletion of nitrogen, conditions
imposed by the host cells.

KEYWORDS: Paracoccidioides lutzii; Secretome; Proteins; Catabolic Repression

Nitrogen.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais do fungo Paracoccidioides spp

Paracoccidioides sdo fungos termodimérficos que causam a infecgéo
fungica Paracoccidioidomicose (PCM), inicialmente o fungo era composto
apenas por uma espécie P. brasiliensis, logo apos estudos com polimorfismo
genético mostraram uma divisdo em trés espécies filogenéticas (S1, PS2 e
PS3) (MATUTE et al.,, 2006). Com a ampliacdo das técnicas de biologia
molecular foi identificada a linhagem 01 de P. brasiliensis, se diferenciando das
outras espécies, assim surgindo um quarto grupo filogénico PbO01-like
(CARRERO et al., 2008).

Em seguida foi denominada de Paracoccidioides lutzii entdo uma nova
classificacdo foi empregada, compreendendo assim duas espécies, P.
brasiliensis e P. lutzii (BOCCA et al., 2013). O habitat natural de P. brasiliensis
ainda é desconhecido, mas pressupde-se que o fungo possui dois nichos
ecologicos. O primeiro é comparado ao seu estado filamentoso, em que o
fungo é encontrado no solo e plantas. O segundo se refere a associacao
patégeno com hospedeiro (homem e alguns animais domésticos e silvestres)
(RESTREPO et al., 2001). Mas, estudos elucidaram que o organismo humano
deve ser considerado hospedeiro acidental e ndo reserva natural do fungo, pois

0 mesmo é acometido pela doenca (CONTI-DIAZ, 2007).

Fungos termodimérficos sdo caracterizados pela mudanca de forma
filamentosa multicelular para unicelular de acordo com a variacdo de
temperatura. Entre 22°C a 25°C sédo encontrados sob a forma de micélio
caracterizada macroscopicamente por colénias brancas, pequenas e
irregulares (Figura 1B) e vista de forma microscopica é composta de hifas finas
e septadas, enquanto que de 35°C a 37°C, como leveduras, apresentando-se
macroscopicamente como colénias moles e rugosas, € microscopicamente por
células ovais ou alongadas possuindo multiplos brotamentos (Figura
1A)(BRUMMER et al., 1993; MARQUES, 2005).



Figura 01. Morfologia microscépica do Paracoccidioides brasiliensis. A. Levedura. B. Micélio.

Adaptado: Restrepo et al.,1978

1.2 Paracoccidioidomicose (PCM)

A PCM estd geograficamente localizada na América Latina,
principalmente no Brasil, onde apresenta grande prevaléncia de o6bitos entre
micoses sistémicas (RESTREPO et al., 1983). A micose ainda foi descrita em
paises, como Chile, Guatemala, Belize e Antilhas, como casos isolados (Figura
2) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Nesses paises cerca de 10.000 pessoas
ja foram infectadas e apenas 2% desses individuos desenvolveram a doenca
(RAMOS, SILVA-SARAIVA, 2008).



Figura 02. Distribuigcdo da PCM em paises da América Latina

"\!.\:"-_\\w\fﬂ— -
\ I Ikl\ "—"—-—-{'\} o

o°

[ pamxa
@ MODERADA
@ ALTA

Adaptado: Shikanai-Yasuda et al., 2006

Também foi detectada a presenca de P.brasiliensis em animais
selvagens, mortos em estradas e rodovias, por meio de técnicas moleculares.
O fungo foi encontrado em tatu (Dasypus sp.), pread (Caviaaperea), porco
espinho (Sphigurrusspnosus), guaxinim (Procyoncancrivorus), cachorro (Canis
familiares) e furdo (Gallictisvittata) (RICHINI-PEREIRA et al., 2008).

A infeccdo ocorre ap6s a inalacdo de propagulos produzidos por
micélios, esses atingem a via respiratoria e se instalam nos alvéolos
pulmonares, através da temperatura do hospedeiro ocorre a transformacéo
subsequente de micélio para levedura,
fase na qual ocorre a infeccdo (MARQUES, 2005; GROSSKLAUS, 2012;
SILVA, 2010). Existem duas formas clinicas da PCM identificadas como aguda
ou sub-aguda e forma crénica. A forma aguda também é conhecida como
juvenil e é a forma mais severa, apresenta-se 43% de lesGes na regido do
rosto, pesco¢co e do tronco, € caracterizada por uma rapida disseminacéo
(semanas a meses) e pelo envolvimento do sistema reticulo endotelial (baco,
figado, linfonodos, medula 6ssea). A funcdo imune é muito comprometida
nesses pacientes, a maioria deles sendo criancas e jovens. Aléem disso, a
forma juvenil também €& diagnosticada em individuos infectados com HIV,

independentemente de idade (SHANKAR et al.,2011).



A forma crdnica, também conhecida como forma adulta ocorre em 90%
dos pacientes, sendo, a maioria deles, individuos do sexo masculino, pois
durante estudos realizados por Restrepo et al. (1984), foram detectados no
citosol de micélio e levedura de P. brasiliensis receptores para 17-3-estradiol,
este hormonio feminino inibe a transicdo do fungo na fase miceliana para fase
leveduriforme no tecido hospedeiro, o que responde a maior incidencia de PCM
que compromete mais de 80% dos homens. A doenga progride de forma mais
lenta e pode levar meses ou anos para se estabelecer, em aproximadamente
25% dos casos, o0s pulmdes sao os unicos 6rgdos clinicamente afetados (forma
unifocal) raramente outros érgaos sdo afetados. Ja em outros casos a infeccdo
ocorre primeiramente nos pulmdes a partir do qual se dissemina via corrente
sanguinea e sistema linfatico para outros o6rgdos (Figura 3) e sistemas
caracterizando a forma disseminada da PCM (forma multifocal) (BRUMMER et
al., 1993).

Figura 03. Paracoccidioidomicose forma aguda mostrando ampliada linfonodos, com

aspecto inflamatério e formacgéo de abscesso, palpebra com pontos hemorragicos na mucosa.
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Adaptado: Alencar et al., 2013

1.3-Importancia da aquisigdo de nutrientes durante o processo infeccioso

Para organismos patogénicos o ambiente hostil enfrentado por eles é o
hospedeiro, em esse organismo precisa garantir sua adaptacdo e
sobrevivéncia a fim de promover o estabelecimento da doenca, modulando seu
padrdo de expressdo génica em resposta ao ambiente do hospedeiro (BAILAO
et al., 2006). O sucesso da infeccdo por Paracoccidioides sp. depende da
disponibilidade de nutrientes no ambiente, aos que estdo limitados no

hospedeiro. Desta forma, o fungo necessita desenvolver estratégias
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metabdlicas para se adaptar e sobreviver no hospedeiro. Compostos de
carbono, nitrogénio e fésforo sdo importantes elementos que fazem parte do
estado nutricional da célula. Nesse sentido o fungo precisa captar nutrientes,
dentre eles o nitrogénio que € um elemento importante na composicao das
proteinas, aminoé&cidos, &cidos nucléicos e compostos nitrogenados na
célula(HUERGO, 2006; BOLTON; THOMMA, 2008). No entanto, no hospedeiro
ha limitacdo desse composto, devido as barreiras formadas pelo sistema
imunolégico (COUTO et al.,, 1994; TAYLOR; DUARTE-ESCALANTE 1995;
MACHADO et al., 2004).

A amodnia, oriundo da fixagcdo do nitrogénio, é considerada ponto de
partida para o metabolismo anabdlico de nitrogénio e sua incorporacdo em
moléculas organicas pode ser realizada por diversos sistemas, entre eles
destacam-se: sistema glutamato sintase (GOGAT) e glutamina sintetase (GS)
ou sistema glutamato desidrogenase (GDH) (MERRICK; EDWARDS 1995;
PEREIRA et al., 2003).

O nitrogénio atua como uma molécula sinal que é capaz de induzir a
regulacdo de genes em resposta a disponibilidade deste nutriente no ambiente,
entdo desenvolvem estratégias metabdlicas para se adaptarem a condicdo em
gue se encontram. Quando o nitrogénio é escasso, as células retardam o seu
crescimento, resultando na expansédo da fase G1 do ciclo celular (BROACH et
al., 2012).

A regulacdo metabdlica pelo nitrogénio ocorre com dois eventos:
Repressdo Metabdlica do Nitrogénio-NMR na qual favorece a utilizacdo de
fontes priméarias de nitrogénio como a aménia e L-glutamina, ao passo que
reprime a utilizacdo de outras fontes secundérias de nitrogénio como nitrato,
peptideos ou outros aminoacidos livres, e Repressao Catabdlica do Nitrogénio-
NCR que € um mecanismo de utilizacdo de fontes secundarias de nitrogénio
regulado poés-transcricionalmente pela ativacdo de fatores GATA com dois
ativadores de transcricdo, GIn3 e GAT1 (Nill e Mep80), e dois repressores,
Dal80 e Gzf3 (Dehl e Nil2) (BROACH, et al., 2012). Esses fatores estéao
presentes em diversos organismos como mamiferos, aves e fungos. Em fungos

filamentosos e levedura eles sdo reguladores responsaveis pela sintese de
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enzimas e permeases necessarias para captacdo dessas fontes nao
preferenciais de nitrogénio (FRASER et, 2001; STARICH et al.,1998). Levando
em consideracao a importancia do nitrogénio para o fungo e sua infeccéo, as
andlises protedmicas e do secretoma do Paracoccidioides spp pode esclarecer
possiveis estratégias metabdlicas utilizadas, para se adaptar as condi¢cdes
encontradas no hospedeiro, o qual contribuira para compreender relacdo entre
parasito-hospedeiro e viruléncia.

1.4- Proteoma e Secretoma

O proteoma é definido como uma andlise de expressdo génica que se
baseia em protéinas expressas por um genoma de uma célula, 0 mesmo
permite a analise qualitativa e quantitativa de um grande nimero de protéinas
em diferentes situacfes fisiologicas, o que reflete em diferentes momentos
metabolicos (WILKINS et al. 1996; WITTMANN-LIEBOLDE et al. 2006;
BARROS et al. 2010).

O secretoma constitui um conjunto de proteinas secretadas, que
representam até 30% do proteoma de uma
organismo. A maior parte dessas proteinas secretadas sdo enzimas hidroliticas
que participam na digestdo de substratos, que envolve classes de moléculas
como citoquinas, quimiocinas, hormonios, enzimas digestivas, anticorpos,
toxinas e peptideos antimicrobianos, e também proteinas importantes na
interacdo entre patdgeno-hospedeiro que sao indispensaveis para a
patogenicidade dos micro-organismos (RANGANATHAN & GARG,
2009;BRAAKSMA et al, 2010).

A capacidade de fungos patogénicos para desenvolver respostas
multifacetadas para a ampla variedade de estressores presentes no ambiente
do hospedeiro é de extrema importancia para a viruléncia e patogénese, essas
respostas incluem uma gama de moléculas que facilitam a adeséao, invasao,
inativacdo das defesas do hospedeiro e alteracédo ou destruicdo das células do
hospedeiro (NOMBELA et al., 2006; RANGANATHAN & GARG, 2009;
HOLBROOK et al., 2011). Proteinas secretadas podem estar envolvidas

diretamente ou indiretamente na comunicacdo molecular com células do
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hospedeiro, capacitando sua sobrevivéncia, multiplicacdo e disseminacao
(SILVA et al., 2011).

Em células eucaribticas, a via classica de secrecdo envolve o
reconhecimento da sequéncia sinal das proteinas a serem secretadas através
do Complexo de Golgi (SCHATZ & DOBBERSTEIN, 1996). Em adicdo a via
classica de secrecao, tem sido descrito a existéncia de varios tipos distintos de
rotas de transporte ndo classico (Figura 3) (NOMBELA et al., 2006). E também
varias proteinas, sem a sequéncia sinal e funcionalmente ativas, tem sido
descritas no meio extracelular (Nombela et al., 2006; Cuervo et al., 2009;
Chaves et al., 2009).

X Via nao-Classica

Via Classica

Membrana plasmanca

Figura 04. Repertorio de mecanismos hipotéticos para proteinas que ndo tém um sinal de
secrecdo N-terminal através da membrana do plasma para o exterior da célula. (Adaptado:
NOMBELA et al., 2006).

Andlises protedmicas do conteudo de vesiculas extracelulares em
Cryptococcus neoformans e Histoplasma capsulatum demonstraram que o
transporte através de vesiculas € um mecanismo geral para transportar
macromoléculas relacionadas a viruléncia e desempenham um papel
importante na interacdo patdgeno-hospedeiro (RODRIGUES et al., 2008;
ALBUQUERQUEet al.,, 2008). Mais recentemente, foi descrito em P.
brasiliensis vesiculas extracelulares transportando moléculas como a gp43 que
€ uma glicoproteina segregada onde provoca respostas antigénicas que foram

reconhecidas por soro de pacientes com PCM (VALLEJO et al., 2011).
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Analises de secretoma em P. brasiliensis (isolado 18) revelaram grande
quantidade de proteinas secretadas pela via classica e via nao-classica.
Proteinas secretadas apresentam importante papel em diversos processos
bioldgicos, tais como, metabolismo de carboidratos e proteinas, traducao,
repostas ao estresse, sinalizacdo, divisdo celular, oxidacdo / reducdo e
transporte. Dentre as principais proteinas descritas nesse estudo estdo a
superoxido dismutase, a aminopeptidase, a proteina GTP-binding RHO1, a
enolase, a formamidase e a tiorredoxina. Tais funcbes sédo importantes para a
viruléncia, pois auxiliam na sobrevivéncia e disseminacdo do fungo durante a
infecgao (VALLEJO et al., 2012).

Estudos realizados por Weber et al em 2012, demonstraram que o
secretoma de Paracoccidioides sp identificou proteinas com funcao de defesa
celular, como a peroxissomalcatalase; de desintoxicacdo contra estresse
oxidativo, como a glutationa-S-transferase; protecdo contra espécies reativas
de oxigénio, como a superoxido dismutase; regulacdo de vias de sinalizacéo,
como a proteina 14-3-3; e ligacdo e internalizacdo com as células do
hospedeiro, como a GAPDH que foram secretadas por vias classicas e a
maioria por vias ndo-classicas, também, nesse estudo, a formamidase foi
preferencialmente secretada na fase de micélio. Essa enzima é importante na
captacdo de fontes secunddarias de nitrogénio onde atua na hidrolise da
formamida em formato de amoénia, a indugdo da formamidase em Aspergillus
nidulans estd diretamente relacionada a disponibilidade de nitrogénio do
ambiente e sua regulacdo desencadeada por fatores de transcricdo da familia
GATA (FRASER et al, 2001).

A complexidade de interagbes entre P. brasiliensis e o hospedeiro
humano sugere que o fungo apresenta mecanismos que possibilitam sua
adaptacdo ao ambiente encontrado no hospedeiro. Estudos transcricionais
demonstram que a expressdo de uma ampla gama de genes é induzida
durante condi¢cOes de infeccdo. Dentre 0os genes induzidos estdo aqueles
considerados como fatores de viruléncia classicos, transporte de nutrientes,
adesao e genes envolvidos com metabolismo central, tais como gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e formamidase, dentre outros (BAILAO et
al., 2006; BORGES et al., 2010; BORGES et al., 2005).
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Borges et al (2005), identificaram e caracterizaram a formamidase em P.
brasilienses na qual demonstrou que esta enzima induz a producédo de
anticorpos em tecidos infectados, revelando sua propriedade antigénica. Outra
proteina importante, secretada em Paracoccidioides € a serino protease,
importante, na clivagem de peptideos e como fator de viruléncia para o
hospedeiro, ensaios enzimaticos e analises in silicio demonstraram que esta
proteina é regulada pelas condi¢des limitrofes de nitrogénio e sendo induzidas
por fatores de transcricdo da familia GATA ortélogos de areA em A. nidulans e
nit-2 de Neurospora crassa (DAVIS & HYNES, 1987; PARENTE et al, 2010;
FRASER et al, 2011). Neste contexto, considerando a importancia de
Paracoccidioides spp. este trabalho tem o objetivo de identificar as proteinas
secretadas por P. lutzii, reguladas durante a deplecado de nitrogénio, o qual
possibilitara a identificacdo de possiveis fatores de viruléncia/moléculas de
interacdo parasito-hospedeiro e possiveis estratégias metabdlicas de

adaptacao.

2-METODOLOGIA

2.1 Cultivo e Manutencao de Paracoccidioides sp

O isolado de P. lutzii (ATCCMYA-826) foi utilizado em todos os
experimentos deste estudo. A fase de levedura foi mantida in vitro por
crescimento a 36 °C, em meio Fava-Netto sélido por 3 dias (FAVA-NETTO,
1955). Logo apds, as células do isolado foram incubadas em meio BHI (Brain
Heart Infusion) liquido (sem adicdo de agar) por 48 horas a 150 rpm e

temperatura de 36°C.
2.2 Cultivo do fungo em Meio Minimo (RAMACHANDRA et al., 2014)

Na segunda etapa, as células do fungo foram lavadas transferidas para
0 meio minimo (MvM) liquido (Ramachandra et al,.2014) em agitag&o constante
de 150 rpm. O meio controle continha glutamina como fonte primaria de
nitrogénio a uma concentragcdo de 20mM, enquanto que o meio tratado as

fontes de nitrogénio foram minimizadas seguindo protocolo do artigo citado
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acima. As células foram mantidas por 12 e 24 horas nos respectivos meios, de

acordo com o protocolo abaixo:

Reagentes Quantidades
Glicose (2g/100mL) 2%

Fosfato de Potassio Monobasico (KH2POa4) 4,09

Sulfato de Magnésio Hepta-hidratado (MgSOas 7H20) 0,79

Fosfato Monobésico de Sodio NaH2SO04 3,29

Sulfato de Amoénia (NH4SOa4) 10,09
Solugéo de vitaminas* 1200pL
Solugdo de elementos tragos** 300pL

Agua bidestilada g.s.p. 1000mL
*Solucao de Vitaminas 0,12%:

Reagentes Quantidades
Tiamina 20mg/0,02g
Biotina B8 2mg/0,002g
Piridoxina 20mg/0,02g

Agua bidestilada q.s.p.

100mL (20mL etanol +

H20)
**Solucéo de Elementos tracos 0,03% HCI- PA:
Reagentes Quantidades
Sulfato de Cobre Penta-hidratado (CuSO4H20) 0,59
Sulfato Ferroso (FeSO4 7H20) 0,59
Cloreto de Manganés (MnCl2 4H20) 0,89
Sulfato de Zinco (ZnSO4 7H20) 0,59

Agua bidestilada q.s.p.

100mL/ImL HCI

Meio MvM descrito por Ramachandra et al, 2014 (modificado)
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e O meio MvM Controle €é adicionado 20mM de glutamina (fonte
preferencial de nitrogénio- MM: 146,14g).
Foram colocados todos os elementos, exceto a solu¢do de elementos
tracos e a solugdo de vitaminas que foram adicionadas depois da
esterilizagédo. pH=6,5.

2.3 Viabilidade do fungo P-lutzii

A fase exponencial de crescimento do fungo foi definida por citometria
de fluxo, na qual foi utilizado o equipamento Guava easy cyte- Merck Millipore,
o reagente Guava Via Count® e as amostras na concentracédo de 108 células/ml
de P-lutzii para determinar a viabilidade das células, o reagente permite
identificar células viaveis de células ndo viaveis utilizando a permeabilidade
diferencial de um corante que liga ao DNA, a fluorescéncia emitida permite a

distinguir a viabilidade das células.

2.5 Andlises funcionais do gene Aminoacido permease — GAP

Para definicdo dos pontos de extracdo das proteinas secretadas, foi feita
a avaliacdo da expressdo génica do gene aminoacido permease GAP
(PAAG_09034). A expressdo desse transportador é diretamente relacionado
com a condicao de nitrogénio na célula no qual a inducdo de GAP é mediada
pelo fator de transcricdo da familia GATA areA, ja descrito em A.nidulans
(Hynes, 1974) e homologo para o género Paracoccidioides sp. O primer do
gene foi desenhado com o auxilio do software GeneRunner.exe, de acordo
com a sequéncia a seguir: fita sense5 GTCGGCTTTATCATATTGGGG 3 fita
antisense 5" GAAAGCAGCCGTAACAAAGAC 3.

2.6 Extracdo de RNA para andlises funcionais do gene GAP

As células leveduriformes foram coletadas nos pontos de Ohs, 12hs,
24hs e 48hs de crescimento no meio minimo MvM controle com acréscimo de
glutamina (+N) e tratadocom fontes de nitrogénio depletadas (RAMACHANDRA
et al, 2014), e foi extraido o RNA total.Em tubos de extracdo foram colocadas
glassbeads e600 pL de célula mais 750 pL de Trizol. Depois, foram submetidas
a agitacdo em intervalos de 30 segundos por 3 vezes no beadbeater (Biospec),

nos intervalos das agitacbes as amostras foram mantidas nos gelo. Depois as
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amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm e de 2-8°C. Ja fora
do fluxo laminar, transferiu-se com o auxilio de uma pipeta o sobrenadante da
amostra para um tubo de 1,5mL e o volume de Trizol recuperado foi registrado.
Logo apéds, adicionou-se 0,2mL de Cloroférmio para 0,75mL de Trizol
recuperado. As amostras foram homogeneizadas e ficaram de repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm de 2-8°C. Pipetou-se o sobrenadante
para novo tubo de 1,5 mL. Depois, adicionou 0 mesmo volume recuperado de
uma mistura de Fenol: Cloroférmio: Alcool isoamilico (25: 24: 1) em
temperatura ambiente. As amostras foram agitadas, gentilmente, até que a
solugcéo se apresentasse com a coloracéo branca (agitou-se com cuidado para
nao romper mecanicamente as estruturas do RNA). Em seguida, as amostras
repousaram em temperatura ambiente por 10 minutos. Depois, foram
centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm de 2-8°C. Em seguida pipetou-se o
sobrenadante para um tubo de 1,5mL. Adicionou-se 0,25mL de isopropanol
para cada 0,75mL de Trizol inicial. E metade desse volume da solucdo de
citrato de sodio 0,4M e Cloreto de Sdédio 0,8M. Depois, as amostras foram
centrifugadas por 40 minutos a 10.000 rpm de 2-8°C, para precipitar o RNA.
Entdo, foi retirado o sobrenadante com uma pipeta e descartou-se. Foi
adicionado 1.0mL de Etanol 75% para cada 0,75mL de Trizol inicial. As
amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 10.000 rpm. Verteu-se
lentamente o sobrenadante e, posteriormente, pipetou-se o excesso. O pellet
ficou secando até perder o brilho. Depois, o pellet foi ressuspendido com agua
MilliQ. E estocado a -80°C.A concentracdo do RNA foi determinada através da
absorbancia relacionado ao comprimento de onda no equipamento

softwareNanoDrop.

2.7 Producao de cDNA

Também foi realizada a sintese do cDNA dos pontos de 12 e 24h na
extragdo de RNA seguindo o protocolo High Capacity RNA cDNA
(AppliedBiosystems).
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Reagentes Quantidades

2x Buffer Para 1 pg

20x Enzima 5uL

Amostra RNA 0,5uL

H20 nucleasefree Até 4,5uL
g.s.p. 10pL

Primeiramente, foi adicionada a agua, o RNA e depois o Mix (Buffer + Enzima
transcriptase reversa). As amostras foram aliquotadas em tubos de 200uL e
foram colocadas em um termociclador seguindo a seguinte reacdo a 37° C
durante 1 hora, 95° C durante 5 minutos e mantido a 4° C, ao final do ciclo os
cDNAs foram ressuspendidos com 40ul de agua MilliQautoclavada. Os cDNAs

das amostras entédo foram utilizados para o reacdo em cadeia de polimerase.

2.8 Real Time PCR —do gene GAP

O cDNA foi quantificado por gRT-PCR (reacdo em cadeia de polimerase
guantitativo em tempo real), usando SYBR green PCR master mix
(AppliedBiosystemsStepOne Plus PCR System). A reacdo de PCR em tempo
real foi realizada em 40 ciclos de 95 °C por 15 s e 60 °C por 1 minuto.Os dados
foram utilizando-se o gene constitutivo tubulina alpha-1 (PAAG_01647) como
controle enddgeno.As curvas padrdes foram geradas utilizando-se uma
aliquota de cDNA de cada amostra, serialmente diluidas (1:5 da diluicdo
original a 1:125), e a expresséo relativa dos niveis do gene de interesse foi
calculada usando o meétodo da curva padrdo para quantificacdo relativa
(Bookout et al, 2006). A andlise estatistica foi determinada pelo Teste t-

Student onde p<0.05 eram estatisticamente significativas.

2.9 Extracao de Secretoma P-lutzii

Foram coletadas as células leveduriforme do P. lutzii nos pontos de 12
e24 horas. Em cada ponto, as células foram centrifugadas por 25 minutos a
3500 rpm. O sobrenadante foi filtrado a vacuo, primeiramente por um papel

filtro de 0,45 um (Milipore), posteriormente, por outro papel filtro de 0,22 um. O
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sobrenadante foi filtrado em amicon 10KDa e ressuspendido em tampédo de
bicabornato de amoénio (NH4HCOs). Posteriormente foi determinada a
concentracdo de proteinas pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e seu

perfil qualitativo foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

3 RESULTADOS

3.1 Andlise da viabilidade

A analise da viabilidade demonstrou que as células de P. lutzii tanto do
meio contendo glutamina, quanto do meio que tiveram suas fontes de
nitrogénio reduzidas apresentaram uma viabilidade predominantemente alta de
células. As células viaveis eram em torno de 90%, isso demonstra que o meio
utilizado durante os experimentos foi capaz de suportar o crescimento do
fungo, permitindo assim uma resposta satisfatoria quanto aos diferentes niveis
de nitrogénio, como mostradas no Gréfico 01.

100,00%
80,00%
60,00%
40,00%
288((;33 E n3o viaveis
, 0

Hviaveis

Grafico 01.Viabilidade de P-lutzii: Analise das células nas condi¢des de Controle (+N) e
Tratado (-N), nos tempos de 0 hs, 24 hs e 48 hs. As células vidveis estdo marcadas em
vermelho e as ndo viaveis estdo marcadas de azul.

3.2 Anadlise de qRT-PCR do gene GAP em P-lutzii
A analise do transportador aminoacido permease em P-lutzii demonstrou
a inducdo do transportador nos tempos de iniciais de 12hs e 24hs nas

condicoes de deplegcéo de nitrogénio, onde foi expresso cerca de 8 vezes para
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o tempo de 12hs enquanto que para 24hs a expressao foi 2 vezes (figura 02).
Sendo assim GAP ¢é inicialmente regulado apés as primeiras 12hs de deplecao
de nitrogénio refletindo a necessidade da célula se ajustar as concentracdes
intracelulares de nitrogénio quando os niveis vao se tornando insuficientes na

célula, como pode ser visualizado no Grafico 02.

PCR Tempo Real _GAP

3,5
2,5

15

1
0,5
ol

Ohs 12hs 24hs 48hs

® Grafico (valor normalizado) Ctr mGrafico (valor normalizado) Trat

Gréfico 02. qRT-PCR do gene GAP: o transportador GAP de P-lutzii foi analisado nos tempos
de Ohs, 12hs, 24hs e 48hs. O tempo de 12hs do tratamento depletado de nitrogénio
demonstrou ter um nivel de expressédo 8 vezes maior em relagcdo ao controle que foi
suplementado com glutamina. Os dados foram normalizados usando o gene constitutivo
tubulina alpha -1 como controle endégeno. O meio tratado se encontra na coluna de cor azul e

0 meio tratado se encontra na coluna de cor vermelha.

3.2 Perfil qualitativo das proteinas secretadas pelo P-lutzii

O perfil qualitativo das proteinas no tempo de 12 e 24h foram avaliados
por meio do gel de poliacrilamida SDS-PAGE. Através dele € possivel
visualizar as bandas protéicas, mostrando a boa qualidade do extrato, figura
06.
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12 horas24 horas

Figura 06.Analise de eletroforese em gel de Poliacrilamida SDS-Page das proteinas do
fungo: P-lutziisob condic6es de Controle (+N) e Tratamento (-N). Tendo o Marcador
molecular, baixo peso- GE, KDa- Kilodalton.

3.3 Andlises protedmicas

A analise das amostras vao ser realizadas por meio de cromatografia liquida de
alta performance (hplc — high performance liquid chromatography) acoplada a
espectrometria de massas no MALDI-Synapt MS™ (Waters- Micromass,
Manchester, UK). No entanto, as tabelas das proteinas secretadas nos tempos
de 12 e 24 horas ainda estdo sendo confeccionadas para posteriormente
serem feitas as identificacbes nos bancos de dados. Os bancos de dados
utiizados para a identificacdo das proteinas serdo: Pedant

(http://pedant.helmholtzmuenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=a

nalysis&Db=p3 r48325 Par lutzi) que serd utilizado para identificar a

classificacéo funcional das proteinas, KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html) e Uniprot
(http://www.uniprot.org/blast/uniprot/2014010852251JRJDX) que seréo

utiizados para identificacdo de enzimas e anotagdo das proteinas,

respectivamente. @] banco de dados MIPSFuncat

(http://mips.helmholtzmuenchen.de/genre/projlyeast/listSearch.html?order=entr

y) que sera utilizado para predizer a categoria funcional.


http://pedant.helmholtzmuenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&Db=p3_r48325_Par_lutzi
http://pedant.helmholtzmuenchen.de/pedant3htmlview/pedant3view?Method=analysis&Db=p3_r48325_Par_lutzi
http://www.genome.jp/kegg/kegg2.html
http://www.uniprot.org/blast/uniprot/2014010852251JRJDX
http://mips.helmholtzmuenchen.de/genre/proj/yeast/listSearch.html?order=entry
http://mips.helmholtzmuenchen.de/genre/proj/yeast/listSearch.html?order=entry
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4 DISCUSSAO

Os fungos tém capacidade de utilizar uma variedade de compostos
nitrogenados, isso evidencia que em condi¢bes regulares do metabolismo,
esses compostos que sdo facilmente obtidos pela célula é também os
preferenciais, como a fonte priméaria de nitrogénio aménia e glutamina (CRUZ-
LEITE, 2014). No entanto, esses compostos nem sempre estdo facilmente
acessiveis no hospedeiro em razdo das barreiras formadas pelo sistema
imunolégico (COUTO, et al., 1994; TAYLOR; DUARTE-ESCALANTE, 1995;
MACHADO, et al., 2004).Essas condi¢cfes levam o patdégeno a se adaptar as
mudancas optando-se por fontes secundarias, para iSSO € necessario que
ocorra uma regulacdo metabdlica na célula para realizacdo do catabolismo de
fontes secundéarias de nitrogénio para que se mantenham ao alcance do
equilibrio e cresca em meio onde ha deplecéo do nitrogénio (FRASER et, 2001;
STARICH et al.,1998).

O sistema regulatério vem seguido da transcricdo de genes que sao
responsaveis pelo catabolismo dessas fontes secundarias. Em fungos ocorre
pela Repressdo Catabdlica do Nitrogénio-NCR por meio da regulacdo poés-
transcricional dos fatores de transcricdo da familia GATA responsavel pela
sintese de enzimas e permeases fundamental para captacdo dessas fontes
nao preferenciais de nitrogénio na célula (COFFMAN et al., 1997; Fraser et al.,
2001; Starich et al.,1998).

A NCR em fungos é mediada pela captacdo de fontes de nitrogénio
extracelular realizada pelo transportador aminoacido permease GAP, que € um
importante mecanismo de ajuste que 0S micro-organismos possuem, onde a
captacdo mediada por transportadores de fontes nitrogenados € um dos
passos essenciais no crescimento para a célula fungica (Limjindaporn et al.,
2003). A expressao dos genes que codificam transportadores de compostos
nitrogenados GAP1, DAL5 e UGA4 que codificam aminoacido permeasse,
alantoato permeasse e acido y-aminobutirico permeasse, respectivamente, sdo
sensiveis a regulagdo NCR em C.albicans e também relatado em S. cerevisiae
(Coffman et al., 1996; Limjindaporn et al., 2003).

Neste sentido, a analise do secretoma do P-lutzii em condi¢cdes de

deplecdo de nitrogénio € uma ferramenta que incluird novas informacdes sobre
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a biologia do fungo em condi¢cdes que mimetizam a privacao do hospedeiro. A
identificacdo dessas proteinas abre caminho para a elucidacdo de possiveis
mecanismos de sobrevivéncia desse patdgeno em tecidos hospedeiros, bem

como mecanismo de interacdo patégeno-hospedeiro.

5 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra as primeiras modificacdes na regulacao
do metabolismo de nitrogénio em P. lutzii, onde as analises da expressdo do
gene transportador de aminoacido permeasse que é um marcador para a NCR
foi identificado no fungo. Esses primeiros estudos servem para 0 suporte da
elucidacdo de novas proteinas e enzimas que participam ativamente do
catabolismo das fontes ndo preferenciais de nitrogénio na célula.

Alem disso, esses estudos podem auxiliar na busca de possiveis alvos
farmacoldgicos e desenvolvimento para novas pesquisas em diversas areas de
conhecimento, principalmente em relagdo a Paracoccidioides spp que pouco se

tem descrito sobre a influéncia do nitrogénio e sua regulacao.
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