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"Quando vocé conseguir superar graves problemas, ndo se detenha na
lembranca dos momentos dificeis, mas na alegria de haver atravessado mais

essa prova em sua vida.

Quando sair de um longo tratamento de saude, ndo pense no sofrimento que

foi necessario enfrentar, mas na béncao de Deus que permitiu a cura.

Leve na sua memoaria, para o resto da vida, as coisas boas que surgiram nas
dificuldades. Elas serdo uma prova de sua capacidade, e lhe dardo confianca

diante de qualquer obstaculo.

Uns queriam um emprego melhor; outros, s6 um emprego.
Uns queriam uma refeicdo mais farta; outros, s6 uma refeigédo.
Uns gueriam uma vida mais amena; outros, apenas viver.
Uns queriam pais mais esclarecidos; outros, ter pais.

Uns queriam ter olhos claros; outros, enxergar.

Uns queriam ter voz bonita; outros, falar.

Uns queriam siléncio; outros, ouvir.

Uns queriam sapato novo; outros, ter pés.
uUns queriam um carro; outros, andatr.

Uns queriam o supérfluo; outros, apenas o necessario.

Ha dois tipos de sabedoria: a inferior e a superior.

A sabedoria inferior € dada pelo quanto uma pessoa sabe e a superior € dada
pelo quanto ela tem consciéncia de que ndo sabe.
Tenha a sabedoria superior.

Seja um eterno aprendiz na escola da vida.

A sabedoria superior tolera; a inferior julga,
a superior alivia; a inferior culpa;
a superior perdoa; a inferior condena.
Tem coisas que o coracao so fala para quem sabe escutar!”
Chico Xavier



E exatamente disso que a vida é feita, de MOMENTOS. Momentos que
TEMOS que passar, sendo bons ou ruins, para 0 nosso proprio aprendizado.
Nunca esquecendo o mais importante: Nada nessa vida é por acaso.
Absolutamente NADA. Por isso, temos que nos preocupar em fazer a nossa
parte, da melhor forma possivel. A vida nem sempre segue a nossa vontade,

mas ela é perfeita naquilo que tem que ser. (Chico Xavier)

Bom mesmo € ir a luta com determinacéo, abracar a vida com paixao,
perder com classe e vencer com ousadia, pois o triunfo pertence a quem se

atreve... A vida é muita para ser insignificante. (Charles Chaplin)

De tudo, ficaram trés coisas: a certeza de que se estava sempre
comecando, a certeza de que era preciso continuar e a certeza de que seria
interrompido antes de terminar. Fazer da interrup¢cdo um caminho novo. Fazer
da queda um passo de danca, do medo uma escada, do sono uma ponte, da

procura um encontro. (Fernando Sabino).

Aqui, no entanto nés ndo olhamos para tras por muito tempo, Noés
continuamos seguindo em frente, abrindo novas portas e fazendo coisas novas.
Porque somos curiosos... e a curiosidade continua nos conduzindo por novos

caminhos. (Walt Disney).
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Figura 1: Eletroforese em agarose 1% corada com brometo de etidio. A:
Extracdo de RNA do isolado 18 de P. brasiliensis. B: cDNA sintetizado e
purificado.

Figura 2: (Direita) Esquema representativo da sequéncia de cDNA da proteina
14-3-3 de P. brasiliensis (acesso no GenBank numero AY462124) e dos
iniciadores desenhados especificamente para clonagem sitio dirigida para
expressdo no vetor pCR2.1-TOPO. (Esquerda). Resultado da PCR para
amplificacdo da sequéncia de cDNA da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis
utilizando os primers especificos desenhados. 1:marcador molecular 1kb
(Invitrogen); 2:produto amplificado de aproximadamente 800pb (inserto).

Figura 3: PCR para confirmacdo da presenca do inserto nas colbnias
selecionadas. 1:marcador molecular 1kb (Invitrogen); 2:controle positivo (produto
de PCR), 3 a 7: PCR das colbnias de 1 a 5, respectivamente, demonstrando a
amplificacd@o do inserto como resultado positivo da clonagem.

Figura 4: Clivagem do plasmideo recombinante com Sal I. 1 e 6: marcador
molecular 1kb (Invitrogen); 2: plasmideo recombinante integro; 3: plasmideo
recombinante clivado com Sal I; 4: vetor de expressao (pET32a) integro; 5: vetor
de expressao (pET32a) clivado com Sal I.

Figura 5: PCR para confirmacdo da presenca do inserto nas colbnias
selecionadas. 1:marcador molecular 1kb (Fermentas); 2:controle positivo (produto
de PCR), 3: controle negativo, 4 a 11: PCR das colénias de 1 a 8,
respectivamente, demonstrando a presenca do inserto nos clone 4 e 7 como
resultado positivo da clonagem no vetor de expressao pET 32a.

Figura 6: SDS-Page para verificar teste de indugcé@o e coloragdo por Comassie
Phast Gel R350, 1:PM, 2:0h, 3:1h, 4:2h, 5:3h, 6:4h e 7:5h de indu¢do com 0,4mM
de IPTG a 37<C, a seta indica a expressao da protei na recombinante.

Figura 7: SDS-Page para verificar purificacdo da proteina 14-3-3 recombinante
através de cromatografia de afinidade com coluna de niquel. Coloracdo por
Comassie Phast Gel R350, 1:PM, 2- 16 fracdes da purificacdo, a seta indica a
proteina recombinante parcialmente purificada.

Figura 8: SDS-Page para verificar purificacdo da proteina 14-3-3 recombinante
através de eletroeluicdo. Coloracdo por Comassie Phast Gel R350, 1:PM, 2- 8
amostras eletroeluidas, a seta indica a proteina 14-3-3 recombinante purificada.
Figura 9: Identificacdo da proteina 14-3-3 recombinante purificada por LC-
MS/MS e Mascot software. A: Score distribution demonstrando todas as
proteinas identificadas com a sequéncia encontrada. B: Peptideos seqlienciados
que permitiram a identificacdo da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis.

Quadro 1: Proteinas identificadas a partir da banda eletroeluida, digerida e
submetida & LC-MS/MS.
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Figura 10: Imunoblot para verificacdo da reatividade do soro policlonal anti-14-3-
3. (1) Filtrado de cultura e (2) antigeno cell free obtidos do isolado 18 de P.
brasiliensis,(3) proteina 14-3-3 nativa obtida através de cromatografia por
afinidade (ConA sepharose), (4) proteina 14-3-3 recombinante integra e proteina
14-3-3 submetida a clivagem com Thrombin Cleave Kit por (5)1h e (6) 2h. As
setas indicam a reatividade do anticorpo frente a proteina recombinante (43 kDa)
e nativa ou recombinante clivada (30 kDa).

Figura 11: Gréfico representativo da viabilidade celular, pelo ensaio do MTT, das
proteinas 14-3-3 nativa e recombinante A549 assim como a infec¢do pelo isolado
18 de P. brasiliensis e o peréxido de hidrogénio, utilizados como controle do
ensaio, p<0,05 quando se compara proteina nativa com recombinante.

Figura 12: Ensaio de inibicdo para verificar a interacdo de P. brasiliensis com
células epiteliais nas condi¢des propostas por diferentes periodos de tempo. *ps<
0,05

Figura 13: Imunofluorescéncia de células epiteliais (A549) ndo tratadas (A),
tratadas com a proteina 14-3-3 nativa (B) ou com a proteina recombinante (C)
por 5 horas usando faloidina-FITC (verde) e DAPI (azul). Também foi avaliado o
padrédo de distribuicdo de actina nas células infectadas por P. brasiliensis por 5h
(D), 8h (E) e 24h (F). As setas indicam o fungo marcado em vermelho
demonstrando a marcacgéo especifica da proteina 14-3-3 na parede celular.
Figura 14: Microscopia Imunoeletrénica para localizacao da proteina 14-3-3 em
células leveduriformes de P. brasiliensis. (A) Controle negativo com soro pré-
imune; (B) e (C) Marcacdo com anticorpo policlonal anti-14-3-3, as setas indicam
as particulas de ouro, demonstrando a localizacdo subcelular desta proteina.
Aumento de 25.000x.

Figura 15: Microscopia Imunoeletronica para localizagdo da proteina 14-3-3 em
células leveduriformes de P. brasiliensis, durante a interagcdo com células
epiteliais por 2h (A), 5h (B) e 8h (C). Controle negativo com soro pré-imune (1) e
imunomarcacao utilizando o anticorpo policlonal (2, 3 e 4). Aumento de 25.000x
(2) e 50.000x (3 € 4).

Figura 15A: Detalhe da microscopia Imunoeletrbnica para localizacdo da
proteina 14-3-3 em células leveduriformes de P. brasiliensis, durante a interacéo
com células epiteliais por 2h (A3 e A4). Aumento de 50.000x. F: fungo; W: parede
celular; V: vacuolo.

Figura 15B: Detalhe da microscopia Imunoeletrbnica para localizacdo da
proteina 14-3-3 em células leveduriformes de P. brasiliensis, durante a interacéo
com células epiteliais por 5h (B3 e B4). Aumento de 50.000x. C: célula epitelial;
W: parede celular.

Figura 15C: Detalhe da microscopia Imunoeletrbnica para localizacdo da

proteina 14-3-3 em células leveduriformes de P. brasiliensis, durante a interacéo
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com células epiteliais por 8h (C). Aumento de 50.000x. C: célula epitelial; F:
fungo; W: parede celular.

Figura 16: Ensaio de inibicdo pela toxina botulinica para verificar a interacdo de
P. brasiliensis com células epiteliais nas condi¢cbes propostas por diferentes
periodos de tempo. *p< 0,01

Figura 17: Imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de marcacdo das
células epiteliais (A549) normais (CN), tratadas com a proteina 14-3-
recombinante e infectadas com Pb18 por diferentes periodos de tempo, utilizando
antil4-3-3 (vermelho), anti-Rac (verde) e DAPI (azul).

Figura 17A: Detalhes da imunofluorescéncia tripla mostrando o padréo de
marcacao das células epiteliais (A549) normais, tratadas com a proteina 14-3-
recombinante por diferentes periodos de tempo, utilizando soro antil4-3-3
(vermelho), anti-Rac (verde) e DAPI (azul).

Figura 17B: Detalhes da imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de
marcacdo das células epiteliais (A549) infectadas com Pbl8 por diferentes
periodos de tempo, utilizando antil4-3-3 (vermelho), anti-Rac (verde) e DAPI
(azul).

Figura 18: Imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de marcacdo das
células epiteliais (A549) normais (CN), tratadas com a proteina 14-3-
recombinante e infectadas com Pb18 por diferentes periodos de tempo, utilizando
soro anti-14-3-3 (vermelho), anti-Cdc42 (verde) e DAPI (azul).

Figura 18A: Detalhes da imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de
marcacdo das células epiteliais (A549) tratadas com a proteina 14-3-
recombinante utilizando soro anti-14-3-3 (vermelho), anti-Cdc42 (verde) e DAPI
(azul).

Figura 19: Avaliacdo da expressdo de Rac por citometria de fluxo. Gates
meramente ilustrativos das células A549 ndo tratadas (A), tratadas com 14-3-3
recombinante 50ug/mL (B) ou infectadas com P. brasiliensis (C) demonstrado a
distribuicdo (FSCxSSC) e a intensidade de marcac¢do com ficoeritrina no tempo
inicial. Avaliacao da %de células positivas (D) e da intensidade de fluorescéncia
(E) nas condi¢des avaliadas. * p< 0,05, quando comparadas com as células nédo
tratadas.

Figura 20: Avaliacdo da expressdo de Cdc42 por citometria de fluxo. Gates
meramente ilustrativos das células A549 ndo tratadas (A), tratadas com 14-3-3
recombinante 50ug/mL (B) ou infectadas com P. brasiliensis (C) demonstrando a
distribuicdo (FSCxSSC) e a intensidade de marcac¢do com ficoeritrina no tempo
inicial. Avaliacdo da % de células positivas (D) e da intensidade de fluorescéncia
(E) nas condi¢des avaliadas. * p< 0,05, quando comparadas com as células nédo

tratadas.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ESTRUTURAS QUIMICAS

%: porcentagem

B: letra grega que significa “beta”

€: letra grega que significa “épsilon”

¢: letra grega que significa “dzeta”

n: letra grega que significa “eta”

y: letra grega que significa “gama”

o: letra grega que significa “sigma”

T: letra grega que significa “tau”

C: graus Celsius

A549: células epitelias pulmonares alveolares tipo | (obtidas do Banco de células do Rio de
Janeiro — CR039)

ARI1: ariadne homolog, ubiquitin-conjugating enzyme E2 binding protein, 1 (Drosophila)
aRNA: RNA antisense

Art: gene codificador da proteina 14-3-3 em Aspergillus nidulans

ATP: adenosina trifosfato

AvrRxv: avirulence gene from Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

BL21DE3: E. coli quimicamente competente adequadas para transformacéo e expressao de
proteinas.

BMH: gene codificador da proteina 14-3-3 em Saccharomyces cerevisiae

BSA: soro albumina bovina

Cap-LC: Cromatografia liquida em sistema capilar

Cdc42: Cell division control protein 42 homolog (proteina envolvida no controle da divisdo
celular)

cDNA: complementary Deoxyribonucleic acid (DNA complementar)

CFUs: unidades formadoras de coldnia

CO.,: diéxido de carbono

conA: concanavalina A

CRa: receptores para o sistema complemento em diferentes tipos celulares

Da: Dalton (unidade de massa atbmica)

DAB: diaminobenzidina

DAPI: 4'-6-Diamidino-2-fenilindol

DEAE: Diethylaminoethyl (Dietilaminoetil)

DNA: Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucléico)

DO: densidade éptica

DTT: ditiotreitol

ELISA: Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay

EPEC: Escherichia coli enteropatogénica

ERK:quinase regulada extracelularmente



ExoS: exoantigeno de Salmonella typhimurium

FAK: focal adhesion kinase (quinase para adeséo focal)

Fase “L": fase leveduriforme de P. brasiliensis

FITC: isotiocinato de fluoresceina

FSC: Forward Scatter (angulo de dispersao frontal)

GAPDH: glicose-6-fosfato desidrogenase

gp43: glicoproteina de 43kDa

Grb2/Sos: complexo de dissociacéo e fosforilagdo

GTP: guanosina trifosfato

GTPase: enzima que hidrolisa GTP

GXM: glicuronoxilomanana

Ham F12: meio de cultivo para pneumdcitos

Hsp: heat shock protein (proteina de choque térmico)

ICL: isocitrato liase

ID: identidade

IgG: imunoglobulina do tipo G

IPTG: Isopropyl 8-D-1-thiogalactopyranoside

ITS: internal transcribed spacers

JNK: ¢ - Jun NH2-terminal quinase

kDa: kilodalton

LB: meio Luria-Bertanni

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
mA; miliampére

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MEC: matriz extracelular

MLS: malato sintase

mM: milimolar

MMP: (colagenase)

MTT: 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tretazolium bromide)
NiNTA: coluna de niquel utilizada em cromatografia de afinidade

PAI: ativador do plasminogénio tipo-1 inibidor

Pb: Paracoccidioides brasiliensis

PbDfg5p: glycosylated cell wall defective for filamentous growth protein de P. brasiliensis
(proteina glicosilada defectiva da parede celular de crescimento filamentoso de P. brasiliensis)
PBS: solucéo salina tamponada com fosfatos

PCM: paracoccidiodomicose

PCR: reacéo da polimerase em cadeia

PE: phicoeritrhrin (ficoeritrina)

PLAAC: mistura de inibidores de protease composto de pepstatina, leupeptina, aprotinina,

antipaina e quimiostatina



PMSF: fenil-metil-sulfonil fluoreto

PTK: proteina tirosina quinase

RGD: tripeptideo composto de Arginina (Arg), glicina (Gly) e asparagina (Asp).
RNA: Ribonucleic acid (acido ribonucléico)

SDS: dodecil sulfato de sédio

PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida

SPI-1 T3SS: sistema de secrecéo do tipo Il de Salmonella typhimurium
SSC: Side Scatter (Angulo de disperséo lateral)

TGF: Transforming growth factor ( fator de transformacéo de crescimento)
TIMP: inibidor tecidual de metaloproteinase-1

Tir: receptor do tipo tirosina quinase

TLR: toll like receptor (receptor do tipo toll)

TPI: triose fosfato isomerase
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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é micose sistémica causada pelos fungos
dimérficos Paracoccidioides brasiliensis (espécies cripticas S1, PS2, PS3) e
Paracoccidioides lutzii (PbO1l-like espécies), endémica na América Latina,
principalmente no Brasil. A capacidade de causar micose com grande
variedade de manifestacdes clinicas, desde formas localizadas até doenca
disseminada evoluindo para letalidade, depende da viruléncia do fungo e de
sua habilidade em interagir com as estruturas superficiais do hospedeiro e
invadi-las, e a resposta imunoldgica deste Ultimo. P. brasiliensis tem a
capacidade de aderir e invadir células epiteliais de linhagens humanas e
animais e o processo de invasédo do fungo afeta a estrutura do citoesqueleto,
interferindo em aspectos morfologicos da actina, tubulina e citoqueratina,
indicando a participacao funcional dos microfilamentos e microtubulos neste
mecanismo. Em estudos prévios foi identificada adesina de P. brasiliensis de
30 kDa, ligante de laminina, caracterizada como uma proteina pertencente a
familia 14-3-3. O objetivo deste trabalho foi produzir a proteina recombinante,
verificar o papel desta na interacdo do fungo com células epiteliais pulmonares
de linhagem continua. Para tanto, com o anticorpo anti-14-3-3 foi verificada a
sua localizacao, tanto nas formas leveduriformes do fungo como no processo
de interacdo. A clonagem foi realizada em vetor de clonagem pCR2.1-TOPO -
pET32a, para permitir a expressdo da proteina Pbl4-3-3r com cauda de
histidina no espaco periplasmatico de E. coli. A fracdo periplasmatica foi
purificada por cromatografia de afinidade seguida de eletroelui¢cdo. Foi possivel
verificar alteracdo do padrdo de distribuicdo de actina quando as células foram
tratadas com a proteina recombinante e nativa. A proteina 14-3-3 apresenta
distribuicdo ubiqua na célula leveduriforme de P. brasiliensis (cepa 18/S1) com
certa predilecdo citoplasmética e preferencialmente na parede deste fungo no
momento da interacdo com as ceélulas epiteliais. Os tratamentos com a toxina
botulinica revelaram reducéo significante da taxa de infeccdo, o que indica
participacdo da via de Rho GTPases no processo infectivo de P. brasiliensis,
contribuindo para o maior conhecimento da patogenicidade deste fungo,
vislumbrando assim um possivel bloqueio dos alvos iniciais envolvidos na

interac&o parasito-hospedeiro.



ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the
dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis (cryptic species S1, PS2, PS3)
and Paracoccidioides lutzii (Pb0O1-like species), endemic in Latin America,
mainly Brazil. The ability to cause mycosis with a variety of clinical
manifestations, from localized forms to disseminated disease progressing to
lethality, possibly depends on the relationship between the virulence of these,
the ability to interact with the surface structures of the host and invade them,
and this immune response. P. brasiliensis has the ability to adhere and o invade
human and animal epithelial cells lineage and the process of invasion of the
fungus affects the structure of the cytoskeleton, morphological interfering with
actin, tubulin and cytokeratin morphology, indicating the functional participation
of microfilaments and microtubules in this mechanism. Previous study identified
a 14-3-3 protein (30 kDa) that acts as a P. brasiliensis adhesin (laminin ligand)
and this protein contributes to the virulence of this important fungal pathogen.
The objective of this study was to produce recombinant protein, to verify the role
of the interaction of the fungus with lung epithelial cells of continuous lineage.
To do so, with the anti-14-3-3 was verified its location, both in the forms of the
fungus and yeast in the process of interaction. The cloning was done in cloning
vector pCR2.1-TOPO - pET32a to allow expression of protein Pb14-3-3r-tailed
histidine periplasmic space of E. coli. The periplasmic fraction was purified by
affinity chromatography followed by electroelution. It was possible to see
change in the pattern of distribution of actin when cells were treated with
recombinant and native protein. The 14-3-3 protein has ubiquitous distribution in
yeast cells of P. brasiliensis (strain 18/S1) have a certain predilection
cytoplasmic and preferably on the wall of this fungus at the time of interaction
with epithelial cells. Treatment with botulinum toxin showed a significant
reduction in infection rate, which indicates the involvement of Rho GTPases
pathway in the P. brasiliensis infective process, contributing to a better
understanding of the pathogenicity of this fungus, thus envisaging a possible
blockade of the initial targets involved in parasite-host interaction.Our data may
lead to a better understanding of P. brasiliensis interactions with host tissues

and paracoccidiodomycosis pathogenesis.
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INTRODUCAO

Os fungos, causadores de micoses sistémicas utilizam mecanismos de
patogenicidade, como capacidade de adesdo, colonizacdo, disseminacéo,
sobrevivéncia em ambientes hostis e escape dos mecanismos de resposta
imune para se estabelecer no hospedeiro e causar doenca (Franco, 1987;
Kurokawa, Sugizaki et al., 1998; Van De Wouw e Howlett, 2011) e para isso,
utiizam uma variedade de moléculas de superficie para se ligar a matriz
extracelular da célula hospedeira e estabelecer infeccéo (Lengeler, Davidson et
al., 2000). Os mecanismos moleculares envolvidos desde o primeiro contato
com o agente infeccioso até os estagios subsequentes da doenca ainda séo
pouco conhecidos. Um passo necessario na colonizacéo e, em ultima instancia,
no desenvolvimento de doencas por patdégenos, esta associado a sua
habilidade de aderir as superficies do hospedeiro. A capacidade de aderéncia €
um fenémeno bioldgico vastamente distribuido, compartilhado por organismos
diversos para capacita-los a colonizar seus respectivos habitats. Uma
colonizacdo bem sucedida geralmente € um evento complexo e deve envolver
proteinas da superficie do fungo e receptores celulares (Sohn, Senyurek et al.,
2006;Bhavsar, Auweter et al., 2010). Dessa forma, o desenvolvimento da PCM
depende de interacbes entre o fungo e componentes celulares do hospedeiro.

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica granulomatosa
causada pelos fungos dimoérficos Paracoccidioides brasiliensis e P. lutzii, que
podem infectar hospedeiros via inalagdo de propagulos do micélio, como
artroconidios (San-Blas, Nifio-Vega et al., 2002). P. brasiliensis foi inicialmente
classificado em trés diferentes espécies filogenéticas, S1, PS2 e PS3 sendo a
espécie S1, um grupo parafilético encontrado no Brasil, Argentina, Paraguai,
Peru e Venezuela e a espécie PS3, um grupo monofilético encontrado apenas
na Colébmbia (Matute, Mcewen et al., 2006). Mais tarde, 21 isolados (7 novos)
de P. brasiliensis foram reclassifcados com base na comparacdo de
sequencias codificantes e ndo codificantes de diferentes genes, além de
regides ITS (internal transcribed spacers), em duas espécies filogenéticas, S1 e
PS2, e Pb01 como uma nova espécie filogenética (Carrero, Nifio-Vega et al.,
2008). Este achado foi confirmado por (Teixeira, Theodoro et al., 2009), que
descreveram entdo a nova espécie P. lutzii (Pb 01-like espécies). A correta

taxonomia molecular deste fungo tem aberto novas possibilidades para o
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estudo e o entendimento de suas relacbes ecoepidemiolégicas com seus
hospedeiros (Bagagli, Bosco et al., 2006; Teixeira, Theodoro et al., 2009).

Este fungo apresenta dimorfismo, pois 0s propagulos uma vez inalados
podem sofrer diferenciacdo celular, assumindo forma de levedura
multinucleada. A PCM se manifesta endemicamente na maioria dos paises da
América Latina, especialmente Brasil, Argentina, Colémbia e Venezuela.
Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas estejam infectadas com o fungo,
embora apenas 2% desse total desenvolvam a forma aguda fatal ou crénica. O
perfil majoritario de pacientes manifestando PCM nesses estagios € adulto do
sexo masculino, trabalhador de zonas rurais e imunodeprimidos (Coutinho,
Silva et al., 2002; Barrozo, Benard et al., 2010; Miranda, Goncalves et al., 2011;
Teles e Martins, 2011). A PCM afeta o sistema reticulo-endotelial sendo que a
forma cronica tem alta frequéncia de envolvimento pulmonar e/ou
mucocutaneo. A forma cronica severa multifocal pode causar também lesdes
granulomatosas no sistema nervoso central do paciente. Independente do
orgao afetado, a doenca evolui para a formacdo de sequelas com danos
permanentes no individuo (Shikanai-Yasuda, Telles Filho et al., 2006; Benard e
Mendes Giannini, 2009).

A primeira descricdo da PCM foi realizada em S&o Paulo, em 1908, por
Adolpho Lutz, com relatos das caracteristicas do agente etiologico,
previamente denominado Zymonema brasiliensis por Splendore em 1912.
Almeida (1930), ap6s comparacfes com Coccidioides immitis, caracterizou o
fungo como do género Paracoccidioides e da espécie brasiliensis. A
classificacdo de P. brasiliensis como pertencente ao Reino: Fungi; Diviséo
Eumycota; Ordem: Onygenales; Familia: Ajjelomycetaceae; Género:
Paracoccidioides; Espécie: brasiliensis foi considerada devido ao néo
conhecimento de sua fase sexuada (Delnegro, Garcia et al., 1991).

Atualmente muito da biologia do fungo ja é conhecida. Sabe-se que a
transicao in vitro de micélio para levedura é desencadeada por uma mudanca
de temperatura do meio onde o fungo se encontra, sendo que a 26°C sua
forma é de micélio e a 36°C de levedura, e a transicdo é reversivel para os dois
estados (Franco, 1987). Esse dado € importante porque 36°C é a temperatura

do corpo humano, e a patogenicidade do fungo € necessariamente dependente
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da transicdo do estado de micélio para levedura (San-Blas, Nifio-Vega et al.,
2002; Felipe, Andrade et al., 2005; Silva, Paes et al., 2008).

O desenvolvimento de PCM esta associado, principalmente, a viruléncia
do fungo e a resisténcia do hospedeiro (Kashino, Fazioli et al., 2000; Chiarella,
Arruda et al., 2007; Benard, 2008; Loures, Pina et al., 2011). O padrédo do
granuloma formado em resposta aos diferentes isolados de P. brasiliensis em
modelos experimentais de infeccdo exemplifica o fator relacionado a viruléncia
do patégeno (Singer-Vermes, Burger et al., 1989; Xidieh, Lenzi et al., 1999;
Gonzalez, Gémez et al., 2008; Pina, Bernardino et al., 2008). Ja a resisténcia
do hospedeiro a infeccdo por P. brasiliensis esta relacionada a formacéo de um
granuloma epitelidide compacto e a capacidade de desenvolver uma resposta
imunoldgica celular efetiva (Franco, 1987; Franco, Peracoli et al., 1993; Borges-
Walmsley, Chen et al., 2002; Da Silva, Svidzinski et al., 2009).

A viruléncia fangica é descrita como um evento altamente complexo,
resultante da expressao de multiplos genes em diferentes estagios da infeccéo
e cuja consequéncia poderia estar fortemente associada ao estabelecimento da
patogénese. As etapas de adesao e a sobrevivéncia do patégeno no interior do
hospedeiro mostram-se essenciais no estabelecimento da patogénese. Neste
contexto, fatores importantes para o estabelecimento da infec¢cdo por fungos
patogénicos vém sendo descritos (Kwon-Chung, 1998; Mendes-Giannini,
Taylor et al., 2000; Odds, Gow et al., 2001; Baildo, Schrank et al., 2006; San-
Blas e Nifio-Vega, 2008; Taborda, Da Silva et al., 2008; Del Vecchio, Silva et
al., 2009; Parente, Baildo et al., 2011; Vallejo, Matsuo et al., 2011).

Na PCM, os mecanismos envolvidos, desde o primeiro contato com o
agente até os estagios subsequentes da doenc¢a sdo pouco conhecidos. Sabe-
se, no entanto, que um amplo espectro de apresentacgdes clinicas pode ocorrer
variando desde formas cutaneas e sistémicas, podendo atingir varios tecidos,
com énfase no pulméo (Franco, Peracoli et al., 1993; Shikanai-Yasuda, Telles
Filho et al., 2006). A doenca pode afetar diretamente os 6rgéaos e, portanto, P.
brasiliensis deve ter desenvolvido mecanismos que o capacitam aderir, invadir
e extravasar barreiras impostas pelos tecidos do hospedeiro (Mendes-Giannini,
Taylor et al.,, 2000), sintetizando varias substancias que participam direta ou

indiretamente da relacéo parasito-hospedeiro.
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P. brasiliensis é considerado um fungo intracelular facultativo, podendo
aderir e invadir células epiteliais in vivo e in vitro (Mendes-Giannini, Taylor et
al., 2000). A capacidade de aderéncia e invasdo do fungo é dependente da
viruléncia do isolado (Hanna, Monteiro Da Silva et al., 2000). A endocitose
deste fungo ativa os microfilamentos e microtubulos, além de induzir apoptose
(Mendes-Giannini, Hanna et al., 2004). Embora a invasdo de células nédo
fagociticas seja de extrema importancia na patogénese da doenca, a descricao
de algumas adesinas, o conhecimento de genes e moléculas relacionados a
adeséao e invasdo durante o processo infeccioso ainda é restrito.

A habilidade das células em interagir uma com as outras de maneira
ordenada, depende de mudltiplas interacbes adesivas, entre as células
adjacentes e seu ambiente extracelular, mediada pelas moléculas de adesé&o
celular (Troyanovsky, 1999; Miyoshi e Takai, 2008; Troyanovsky, 2009). Tais
moléculas funcionam como receptores de superficie celular, os quais nao
apenas mantém as células unidas, mas disparam sinais fisicos e bioquimicos
que regulam uma variedade de funcdes, tais como proliferacdo celular,
expressao génica, diferenciacéo, apoptose e migracéo celular. Também, como
muitas outras moléculas de superficie celular, elas sao utilizadas como porta de
entrada para alguns patdgenos. Assim, 0S microrganismos patogénicos
subvertem as moléculas de adesdo do hospedeiro para entrar e disseminar-se
nas células hospedeiras, a fim de promover sua sobrevivéncia (Finlay e
Falkow, 1997; Buckley, Pilling et al., 1999; Merrell e Falkow, 2004; Vogelmann,
Amieva et al., 2004; Guttman e Finlay, 2009; Han, Antunes et al., 2010; Han,
Zhou et al., 2010).

A adesédo do patdgeno implica no reconhecimento de carboidratos ou
proteinas ligantes na superficie da célula do hospedeiro ou proteinas
constituintes da matriz extracelular (MEC) (Patti e HO6k, 1994; Latgé, 2010;
Frases, Viana et al., 2011). O grande numero de tipos de tecidos que os fungos
podem colonizar e infectar sugere que eles possuem uma variedade de
moléculas de superficie para a adesao (Sullivan, Moran et al.,, 2004). Os
possiveis mecanismos responsaveis por determinar a patogenicidade e
viruléncia de P. brasiliensis vém sendo investigados extensivamente por meio
de experimentos de interacdo ex vivo deste patdbgeno com células em cultura
(Flavia Popi, Lopes et al.,, 2002; De Mattos Grosso, De Almeida et al., 2003;
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Andreotti, Monteiro Da Silva et al., 2005; Barbosa, Bao et al., 2006; Mendes-
Giannini, Andreotti et al., 2006; Fernandes, Paes et al., 2008; Garcia Blanco,
Mufioz et al., 2011; Silva, Napimoga et al., 2011) e de experimentos que
utilizam ferramentas moleculares de high throughtput tais como microarranjos
de cDNA, insercdo e/ou delecdo génica, interferéncia de RNA, entre outros
(Felipe, Andrade et al., 2003; Goldman, Dos Reis Marques et al., 2003; Hwang,
Hocking-Murray et al., 2003; Idnurm, Reedy et al., 2004; Nittler, Hocking-Murray
et al.,, 2005; Baildo, Schrank et al., 2006; Marion, Rappleye et al., 2006;
Rappleye e Goldman, 2006; Tavares, Silva et al., 2007).

Estudos caracterizaram componentes da matriz extracelular envolvidos
na interacao de P. brasiliensis com o hospedeiro. A MEC consiste de uma rede
tridimensional de proteinas como colageno, glicoproteinas nao-colagénicas
principalmente fibronectina e laminina, e proteoglicanas que parece refletir a
capacidade proliferativa do fungo (Mendes-Giannini, Taylor et al., 2000). Em
geral, os genes envolvidos em ades&o ndo s&o constitutivamente expressos,
mas sim ativados quando influenciados no sitio de infeccdo no hospedeiro
(Cheng, Clancy et al., 2005; Verstrepen e Fink, 2009). O entendimento e
identificagdo de moléculas envolvidas na adesdo de microrganismos aos
diferentes substratos no hospedeiro sdo importantes como novos alvos para
tratamentos mais eficientes em micoses sistémicas.

Algumas moléculas de P.brasiliensis ja foram identificadas como ligantes
de componentes da matriz extracelular. A gp43 foi a primeira a ser identificada
como ligante de laminina (Vicentini, Gesztesi et al., 1994; Hanna, Monteiro Da
Silva et al., 2000; André, Lopes et al., 2004). A glicoproteina de 43 kDa tem
papel na aderéncia desde que soro anti-gp 43 inibiu 85% o processo de adesdo
em células Hella (Hanna, Monteiro Da Silva et al., 2000). Estudos adicionais
mostraram que em ensaios de afinidade de ligagdo, a gp43 foi capaz de se
ligar tanto a fibronectina quanto a laminina. Em P. brasiliensis, algumas outras
adesinas foram também descritas, e acredita-se que tenham papel importante
em sua patogénese (Andreotti, Monteiro Da Silva et al.,, 2005; Gonzélez,
Gomez et al., 2005; Barbosa, Bao et al., 2006; Mendes-Giannini, Andreotti et
al., 2006; Pereira, Bao et al., 2007; Da Silva Neto, De Fatima Da Silva et al.,
2009; Donofrio, Calil et al., 2009; Hernandez, Garcia et al., 2011; Rezende,
Borges et al., 2011). Uma adesina de 30 kDa de P. brasiliensis, com
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capacidade de ligacdo a laminina foi isolada sendo mais expressa num isolado
de P. brasiliensis que apresentava alta capacidade de adesédo (Andreotti,
Monteiro Da Silva et al., 2005). P. brasiliensis também apresentou em sua
superficie celular, duas proteinas com massas moleculares de 19 e 32 kDa que
interagem com diferentes proteinas da MEC, tais como laminina, fibrinogénio e
fibronectina. Ensaios utilizando conidios de P. brasiliensis, pré-incubados com
anticorpo monoclonal anti-32 kDa inibiram, de maneira dose-dependente, a
aderéncia do fungo as proteinas da MEC (Gonzalez, Gémez et al., 2005;
Hernandez, Garcia et al., 2011). Recentemente analises da sequéncia desta
proteina a caracterizaram como uma hidrolase, e isolados silenciados por
aRNA para esta apresentaram alteragcbes na morfologia das células
leveduriformes e reducdo da capacidade de aderéncia as células epiteliais
humanas in vitro e diminuicdo da viruléncia em modelos de infeccdo em
camundongos (Hernandez, Almeida et al., 2010; Hernandez, Almeida et al.,
2011).

Moléculas de P. brasiliensis também foram estudados quanto a sua
capacidade de produzir resposta imunolégica em hospedeiros, entre estas
proteinas foram descritas as de 57, 48 e 45 kDa (Casotto, 1990; Ferreira-Da-
Cruz, Galvao-Castro et al., 1992), uma proteina recombinante de 27 kDa (Ortiz,
Garcia et al., 1996; Garcia Blanco, Mufioz et al., 2011) e um antigeno circulante
de 87 kDa (Gomez, Figueroa et al.,, 1998) que revelou homologia com
proteinas de choque térmico (Hsp) de varios organismos (Diez, Gomez et al.,
2002). Seis componentes protéicos sintetizados preferencialmente na fase
leveduriforme de P. brasiliensis foram identificados, sendo altamente
homologos a catalase, frutose-1,6-bifosfato, aldolase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, malato desidrogenase e triose fosfato isomerase de varias
origens (Da Fonseca, Jesuino et al., 2001; Carneiro, De Faria et al., 2005;
Barbosa, Bao et al., 2006; Pereira, Bao et al., 2007; Da Silva Neto, De Fatima
Da Silva et al., 2009). Outra proteina caracterizada foi a Hsp60 de P.
brasiliensis e sua proteina recombinante foi reconhecida por soros de pacientes
com paracoccidioidomicose (lzacc, Gomez et al.,, 2001; Cunha, Zancopé-
Oliveira et al., 2002). Mais recentemente em P. lutzii foi identificado e
caracterizado o fator de choque térmico (Paes, Mello-De-Sousa et al., 2011).

Costa et al, 2002 estudaram as proteinas de 39 e 78 kDa presentes na fase
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leveduriforme de P. brasiliensis em que o sequenciamento de aminoacidos
revelou identidade a manosil e glicosiltransferase de varias origens (Costa,
Gbomez et al., 2002).

Além dessas adesinas, também foram caracterizadas enzimas de P.
brasiliensis que interagem com moléculas do hospedeiro, sendo consideradas
entdo adesinas-like, como a GAPDH (glicose-6-fosfato desidrogenase) ligantes
de laminina, fibronectina e colageno tipo | (Barbosa, Bao et al., 2006), TPI
(triose fosfato isomerase) que também se liga a componentes da matriz, como
laminina e fibronectina (Pereira, Bao et al., 2007) e ICL (isocitrato liase) ligantes
de laminina, fibronectina e coladgeno tipo | e que tem a fosforilagdo como
principal mecanismo de regulacéo (Zambuzzi-Carvalho, Cruz et al., 2009; Cruz,
Brock et al., 2011). Posteriormente, foi isolada e caracterizada uma proteina de
70 kDa, denominada paracoccina, capaz de se ligar a N-acetil-glucosamina
(Coltri, Casabona-Fortunato et al., 2006; Ganiko, Puccia et al., 2007; Dos Reis
Almeida, De Oliveira et al., 2010) e também foi demonstrado que
glicoesfingolipideos estariam envolvidos no processo adesivo de P. brasiliensis
(Ywazaki, Maza et al., 2011). Ainda a malato sintetase (MLS) de P. brasiliensis,
que atua no ciclo do glioxalato e na via da alantoina, esta localizada no
citoplasma, além da superficie, principalmente de células em brotamento, é
secretada, e atua como adesina, indicando seu papel multifuncional (Da Silva
Neto, De Fatima Da Silva et al., 2009; Zambuzzi-Carvalho, Cruz et al., 2009).

Da Silva Castro et al (2008) descreveram outra molécula presente na
superficie do fungo que apresenta capacidade de aderir as proteinas da MEC,
denominada PbDfg5p. Esta proteina foi caracterizada como pertencente a
familia das glicosil hidrolases e estaria relacionada com a formacéao e
manutencdo da parede celular de fungos. Em P. brasiliensis, utilizando
microscopia eletronica e a técnica de imunogold, foi evidenciada sua presenca
na parede celular, bem como em extratos protéicos de parede celular, obtidos a
partir do tratamento de leveduras com (- 1,3 endo glucanase. A PbDfg5p
recombinante apresentou capacidade de se ligar a laminina, fibronectina,
coladgeno tipo | e tipo IV, além de apresentar um motivo RGD (Arg-Gly-Asp,
motivo de ligacdo encontrado na fibronectina) em sua sequéncia predita,
caracteristica comum de algumas adesinas (Da Silva Castro, Barbosa et al.,
2008).



32

Em nossos estudos, a adesina de 30 kDa foi caracterizada através de
sequenciamento de aminoacidos, mostrando que esta é uma proteina
pertencente a familia 14-3-3 de P. brasiliensis (Andreotti, Monteiro Da Silva et
al., 2005). Em geral, as proteinas 14-3-3 formam uma familia altamente
conservada de proteinas diméricas acidas e receberam esta denominacédo em
1867 durante uma classificacéo sistematica de proteinas cerebrais, sendo que
0S numeros presentes no nome sdo baseados no fracionamento de coluna
apos cromatografia DEAE- celulose e sua mobilidade eletroforética (Delille,
Sehnke et al., 2001). Durante os anos 60-70 se acreditava que a familia 14-3-3
estava limitada ao tecido nervoso e presente apenas entre 0s mamiferos, no
entanto, as proteinas 14-3-3 foram encontradas praticamente em todos o0s
eucariotos (Van Heusden, Wenzel et al., 1992; Van Heusden, Griffiths et al.,
1995) e em todos os tipos de tecido (Delille, Sehnke et al., 2001). O genoma
humano contém véarios genes distintos que codificam para proteinas
pertencentes a familia 14-3-3, denotados B3, v, €, n,0,1, € { que funcionam como
homo ou heterodimeros (Toker, Sellers et al., 1992; Ichimura, Uchiyama et al.,
1995; Chaudhri, Scarabel et al., 2003; Aitken, 2006). Essas proteinas 14-3-3
podem interagir com mais de 200 outras proteinas, apresentando assim uma
ampla gama de funcoes.

As proteinas 14-3-3 exibem seqiiéncias bastante conservadas entre as
espécies, o que indica um alto grau de conservacao funcional (Wang e Shakes,
1996). As proteinas 14-3-3 sdo um grupo de proteinas acidas pequenas e
altamente conservadas, que foram implicadas numa variedade de processos
celulares em eucariotos (Darling, Yingling et al.,, 2005; Van Heusden, 2009;
Obsil e Obsilova, 2011). Contudo, apesar de ja observada a funcdo dessas
proteinas em apoptose, transducdo de sinal, regulacdo do ciclo celular e
transcricdo, seu exato papel nesses processos permanece desconhecido (Fu,
Subramanian et al., 2000). Esse grupo de proteinas deve funcionar como
acessoérias em Vvarios processos, atuar como determinantes especificos que
alteram a localizacdo celular de outras proteinas, com as quais interagem e
devem estar envolvidas na regulacéo direta de sua atividade enzimatica (Van
Hemert, Steensma et al., 2001). As proteinas 14-3-3 também participam da
regulacdo e organizacdo do citoesqueleto celular através da ativacdo de Rho
GTPases (Jin, Smith et al.,, 2004), como mediadora nas mudancas do
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citoesqueleto celular via integrinas, com importante papel na ativacdo de Rac e
Cdc42 (Bialkowska, Zaffran et al., 2003). Estudos utilizando queratinocitos
demonstraram que proteinas 14-3-3 sao capazes de interagir com integrinas e
modularem sua capacidade de sinalizacdo do lado extracelular (Santoro,
Gaudino et al., 2003; Wilker e Yaffe, 2004; Oh, Jang et al., 2009). Além disso,
sugeriram que esta interacdo induz desarranjos de hemidesmossomos na
formacdo de contato focal, necessario para migracdo das células. Estes
achados sugerem que as proteinas 14-3-3 participam da sinalizacdo mediada
por integrinas, tanto intracelular como extracelularmente (Santoro, Gaudino et
al., 2003; Wilker e Yaffe, 2004; Oh, Jang et al., 2009).

As leveduras Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe
tém dois genes que codificam para proteinas 14-3-3, BMH1 e BMH2 e rad24 e
rad25, respectivamente. Estas proteinas sdo essenciais nestas leveduras,
como em eucariotos superiores, em que estas se ligam a numerosas outras
envolvidas em uma variedade de processos celulares (Van Heusden e
Steensma, 2006; Bruckmann, Hensbergen et al., 2007). Além disso, o fungo
filamentoso Aspergillus nidulans possui uma proteina com regido conservada
de alta homologia com 14-3-3 (artA) que previne a formacdo de septo.
Entretanto, em vez de bloquear a septacdo, o aumento da expressao de artA
causa grande demora na polarizacdo dos conidiéforos, sugerindo que essas
proteinas tenham um importante papel na morfogénese da hifa (Kraus,
Hofmann et al., 2002; Kim, Islam et al., 2011). A proteina 14-3-3 também
exerce um papel fundamental na infeccdo de Escherichia coli
enteropatogénica, uma vez que este patébgeno secreta uma adesina
denominada intimina que recruta componentes das ceélulas hospedeiras para
modificar a arquitetura celular e assim conseguir invadir estas células e se
multiplicar dentro delas. Tir é a principal proteina efetora que é recrutada para a
membrana plasmatica das células eucarioticas onde esta atua como receptor
para a adesina bacteriana. Entre as proteinas recrutadas para o local da
adesdo, também estdo proteinas do citoesqueleto que contribuem para a
formacdo de um pedestal. Foi demonstrado que uma proteina 14-3-3 se liga
especificamente a Tir de maneira independente de fosforilacdo, e que a
interacdo ocorre durante o processo de infeccdo (Patel, Cummings et al.,
2006).



Won e colaboradores (2003) identificaram a proteina 14-3-3 como um
substrato para a caspase-3. A proteina 14-3-3 foi clivada em resposta ao
tratamento de células em cultura com indutores de apoptose, sugerindo que
esta clivagem pode contribuir para o processo de morte celular. Em S.
cerevisiae, a proteina 14-3-3 participa de processos celulares incluindo trafego
de vesiculas, exocitose, podendo atuar primariamente no citoesqueleto de
actina para regular as vesiculas alvo (Roth, Birkenfeld et al., 1999; Won, Kim et
al., 2003; Lottersberger, Panza et al., 2006).

A invasdo de P. brasiliensis afeta a estrutura do citoesqueleto das
células epiteliais pulmonares e também de queratindcitos, interferindo em
aspectos morfolégicos da actina, tubulina e citoqueratina (Mendes-Giannini,
Hanna et al., 2004; Peres Da Silva, Matsumoto et al., 2011). Também foi
verificado que a proteina de 30 kDa de P. brasiliensis (proteina 14-3-3) causa
modificacdo estrutural de microfilamentos polimerizados de actina e
citoqueratina, além de induzir apoptose durante o processo de interacdo as
células epiteliais, mas o0 exato mecanismo de como esse processo acontece
permanece desconhecido (Andreotti, Monteiro Da Silva et al., 2005; Mendes-
Giannini, Andreotti et al., 2006).

A familia das proteinas Rho GTPAse é conhecida por regular a dinamica
de organizacdo do citoesqueleto e trafego de membrana de processos
fisiolégicos como a proliferacdo celular, motilidade, polaridade, e crescimento
(Sinha e Yang, 2008). Cdc42 foi caracterizado como um ponto de convergéncia
na transducdo de sinal e esta envolvido em multiplas vias de sinalizacéo
incluindo os receptores tirosina quinase e de citocinas, as proteinas G
heterodiméricas e ao stress fisico e quimico. Cada vez mais efetores de Cdc42
séo identificados e o maior desafio é o entendimento da especificidade desta
via de sinalizagao (Sinha e Yang, 2008). Cdc42p foi primeiramente descoberto
em leveduras sendo essencial para a formacdo do broto. A sinalizacéo
envolvida na polaridade celular, bem como no processo de reproducdo é
regulada por Cdc42p e isto esta bem caracterizado neste modelo (Etienne-
Manneville, 2004). Recentemente, o papel de Cdc42p foi descrito em P.
brasiliensis como uma importante molécula para o controle de crescimento
deste fungo na fase leveduriforme. Uma analise detalhada dos mecanismos

moleculares ainda ndo caracterizados de PbCdc42p é de extrema importancia
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para o entendimento da interacdo parasita-hospedeiro além de fornecer mais
informacdes sobre a regulacdo do crescimento celular e patogénese, ndo so de
P.brasiliensis, mas também de outros fungos patogénicos humanos (Almeida,
Cunha et al., 2009). Além disso, e como demonstrado para outros fungos
dimérficos, Cdc42p pode também desempenhar um papel importante durante a
transicdo morfologica (Honing, Van Den Berg et al., 2004; Lin, Grillitsch et al.,
2009).

A actina tem um papel importante, pois serve para acumular fisicamente
Cdc42 em pontos especificos da membrana (Ayscough e Drubin, 1998). Ja nas
células de mamiferos, as Rho GTPases também sdo o centro de uma
complexa via de sinalizagcdo que tem importante papel na adesdo. A ativacéo
dos receptores tirosina quinase estimulam Rho GTPAse que por sua vez ativa

7

as vias de Ras e MAPKs, mas ainda ndo € sabido como o mecanismo
especifico é determinado (Sinha e Yang, 2008). Em nosso laboratério,
significativa inibicdo na invasdo do fungo foi observada ap0s pré-tratamento
das células epiteliais com genisteina, que é um inibidor especifico de proteinas
tirosina-quinase (PTK) localizadas na membrana plasmatica das células
epiteliais. Esses resultados sugerem que a inibicdo de PTK € importante na
transdugdo de sinal durante os eventos iniciais nos processos de adesao e
invasdo de P. brasiliensis em células epiteliais de mamiferos, estimulando
ainda mais a procura do mecanismo desta via (Monteiro Da Silva, Andreotti et
al., 2007).

A invaséo celular pode ocorrer, uma vez que muitos microrganismos
patogénicos tém a capacidade de induzir sua internalizacdo em células
epiteliais, ativando mecanismo de fagocitose forcada, em que sinais
extracelulares especificos podem estimular o rearranjo do seu citoesqueleto, no
sitio de contato com o microrganismo, passando a se comportar como um
fagécito “ndo profissional” (Swanson e Baer, 1995; Swanson e Watts, 1995;
Falcone, Cocucci et al., 2006; Kerr e Teasdale, 2009; Lim e Gleeson, 2011).
Células néao fagociticas como as epiteliais e fibroblastos ndo codificam
receptores CR3z e, normalmente, ndo fagocitam. Assim, muitos patégenos
intracelulares sdo capazes de entrar nestas células, talvez, por mecanismos
envolvendo integrinas e o citoesqueleto (Mendes-Giannini, Hanna et al., 2004;
Mendes-Giannini, Soares et al., 2005).
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Os mecanismos de sinalizacdo propostos para uma variedade de células
demonstram a participacdo de receptores de superficie, de proteinas
associadas a membrana e citosélicas para a resposta destas células frente a
estimulos do meio extracelular. Assim, eventos extracelulares podem modular
resposta intracelular por sinal propagado a partir da membrana a alvos
intracitoplasmaticos especificos. Na dependéncia do tipo de estimulo,
respostas de sinalizacdo diferentes sdo desencadeadas. Estimulos de
proliferacdo ou diferenciacdo celular ativam receptores de fatores de
crescimento, que por sua vez modulam uma resposta sequencial auto-regulada
de proteinas Raf, MEK, ERK e resposta nuclear. Por sua vez, processos
inflamatorios, de stress e/ou morte celular tem resposta sinal diferenciada,
ativada por receptores de citocinas na membrana celular e propagadas
consecutivamente pela sinalizacdo de MEKKs, MKKs e JNK/p38 (Cooper,
2000).

O modelo atualmente proposto para a interacdo entre matriz e
propagacdo de sinal intracelular € a ligacdo entre integrinas associadas a
membrana e um receptor denominado FAK (focal adhesion kinase). O sinal
emitido pela interacdo integrina/FAK modula novos sinais intracelulares
sequenciais associados ao complexo protéico Grb2/Sos, proteina Ras e
MAPKs (Cooper, 2000). Ainda, frente a este estimulo, o sinal intracelular ativa
proteinas de citoesqueleto, como Rho, Rac e Cdc42 e resulta na modificacdo
conformacional da célula. Complexos focais de adesdo e a ativagdo de
Rac/Cdc42 levam ao estimulo de proteinas quinases ativadas por mitdbgenos e
stress (MAPK), p38 e ¢ - Jun NH2-terminal quinase (JNK) (Bagrodia, Dérijard et
al., 1995; Zhang, Han et al., 1995; Hall, 2005). Em muitos tipos celulares, Rho,
Rac e Cdc42 sao partes de uma interconex&do nas vias de sinalizagdo para
ativar cascatas de varios sinais celulares(Hall, 2005; Flannagan, Jaumouillé et
al., 2011; Huang, Satchell et al., 2011).

Pouco é conhecido das vias de sinalizacdo que controlam as mudancas
celulares quando da interacdo de P. brasiliensis com células do hospedeiro.
Assim, em P. brasiliensis ainda sdo desconhecidas as provaveis vias capazes
de ativar sinais citosdlicos associados ou nao durante o processo de invasao
ligado ao receptor tirosina quinase ou outros, ou a via de transducéo de sinal

envolvendo citoesqueleto.



37

PROPOSICAO

O principal objetivo deste trabalho foi verificar o papel da proteina
recombinante 14-3-3 de P. brasiliensis (j& descrita como um ligante de
laminina) na interacdo do fungo com células epiteliais de linhagem continua.
Para tanto, foi produzida a proteina recombinante, seu anticorpo e verificada a
sua localizacao, tanto nas formas leveduriformes do fungo como no processo

de interacao.

OBJETIVOS

- Clonar o cDNA codificante da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis e sua
expressao heteréloga em modelo bacteriano,

- Verificar a localizacdo da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis, tanto nas formas
leveduriformes como na interagdo com células epiteliais in vitro em ensaios
imunocitoquimicos em nivel ultra-estrutural,

- Verificar a participagcdo da familia Rho GTPases na interacdo de P.
brasiliensis as células epiteliais, avaliando a despolimerizacdo de actina e a

ativacédo de Rho, Rac e Cdc42,
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METODOLOGIA
1. Cultura de células

Neste estudo, foi utilizada a linhagem continua A549, células epiteliais
respiratorias - pneumacitos tipo I, (obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro — CRO039). As ceélulas foram cultivadas em meio HAM F-12,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas a temperatura de
36.5C e 5% de CO,. Decorridos 3 a 4 dias, as garrafas de células foram
submetidas a tripsinizacdo. Essa linhagem foi utilizada para o reisolamento de
P. brasiliensis, para a verificagdo da imunolocalizagdo da proteina 14-3-3
durante a infeccdo e para elucidar o papel da proteina 14-3-3 como
moduladora dos eventos sinalizadores para o processo de invasdo de P.

brasiliensis as células epiteliais.

2. Microrganismo

Foi empregado o isolado 18 de P. brasiliensis na fase leveduriforme,
advindo de caso de paracoccidioidomicose no Brasil e procedente da micoteca
da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo (FM-USP). Durante a
realizacdo deste trabalho, o isolado foi mantido em meio de Fava Netto em
estufa a 37°C e repicado a cada 3-4 dias. Apés 10 repiques, o isolado foi
passado em monocamada de células A549 e reisolado em meio de Fava Netto,

para a recuperacédo da viruléncia.

3. Clonagem do cDNA codificante da proteina 14-3-3 em vetor de
expressao

O clone de cDNA com a regido completa da proteina 14-3-3 (acesso no
GenBank numero AY462124) (Assis, Cunha et al., 2003) foi amplificado por
PCR utilizando sequéncias iniciadoras sense e antisense desenhadas
especificamente para esta sequéncia. O produto resultante foi subclonado no
vetor de clonagem pCR2.1-TOPO. Apos a ligacdo, o plasmideo contendo a
sequéncia génica da proteina 14-3-3 (plasmideo recombinante) foi entéo
utilizado para a transformacédo de bactérias E.coli DH50 quimiocompetentes.
Essas bactérias foram semeadas em meio LB (Luria-Bertanni) suplementado

com kanamicina 50ug/mL e incubadas a 37°C para a selecdo das colbnias
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resistentes. As bactérias selecionadas foram entdo avaliadas por PCR para o
rastreamento dos clones positivos.

Apés a verificacdo desta PCR, confirmando as colbnias que possuiam
o plasmideo recombinante, foi realizada uma miniprep para a extracao desses
plasmideos. Para tanto, foi utilizado o kit Flexi Prep (GE Healthcare) de acordo
com as instrugdes do fabricante e o DNA obtido foi avaliado em agarose 0,8%.
A quantificacao foi de 1 ug de DNA por colonia de partida. Com esses dados
iniciamos as digestdes enzimaticas para colocar o inserto no vetor de
expressdo (pET32a) e assim iniciar o processo de expressdo heteréloga da
mesma.

A primeira restricao foi realizada com a enzima Sal | (Fermentas) em
tampao O, de acordo com as instru¢des do fabricante, por 3 horas a 37°C. O
vetor de expressdo (pET32a) também foi clivado com a mesma enzima para
prepara-lo para receber o inserto. Apdés a incubacao, realizou-se eletroforese
em agarose 0,8% para verificar a eficiéncia da clivagem.

A segunda restricao foi realizada com a enzima Xho | (Promega) em
tampao D, de acordo com as instru¢cbes do fabricante, por 2horas a 37°C. O
vetor de expressao (pET32a), mais uma vez foi clivado com a mesma enzima
para prepara-lo para receber o inserto. Ap0s a incubacédo, realizou-se
eletroforese em agarose 0,8%, aplicando todo o material obtido na clivagem do
inserto e este foi purificado através do gel, utilizando o kit GFX purifications
DNA bands (GE Healthcare) de acordo com as instru¢des do fabricante.

ApoOs a purificacdo este inserto foi ligado ao vetor de expressédo (pET

32a), utilizando a enzima Ligase (Fermentas) por 18h a 16°C.

4. Expressao heterdloga da proteina 14-3-3 de  P. brasiliensis

ApoOs a clonagem em vetor de expressdo pET32a, os plasmideos
contendo a sequéncia da proteina 14-3-3 foram inseridos através de choque
térmico em bactérias quimiocompetentes BL21DE3 para a expressao
heter6loga da proteina recombinante. Para tanto, essas bactérias foram
crescidas em meio LB suplementado com ampicilina 100ug/mL e glicose 2mM
e incubadas a 37°C. ApOs 16h de crescimento, essas bactérias foram

novamente semeadas em meio LB suplementado com ampicilina 100ug/mL e
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incubadas a 37C sob agitacdo de 200rpm até atingir DO goonm de 0,6. Neste
ponto, adicionou-se IPTG 0,4mM e incubou-se por diferentes periodos de
tempo para a determinacdo das condi¢des Gtimas para a inducdo da proteina
recombinante. A cada hora, uma aliquota foi recolhida e avaliada por SDS-
PAGE.

5. Purificacao da proteina 14-3-3 recombinante de  P. brasiliensis

Apos a confirmacdo da obtencdo da proteina recombinante e
comprovacdo de sua solubilidade apds sonicacao, realizou-se macro inducéo,
utilizando 0,4mM de IPTG, por 5h a 37C. ApO0s este p eriodo, as células foram
centrifugadas, lisadas (50mM fosfato de sodio, 20mM de imidazol, 200mM de
cloreto de sédio, 1ImM DTT, 1xPLAC, 1mM PMSF), sonicadas e novamente
centrifugadas. O sobrenadante deste processo de lise foi utilizado para a
purificacdo através de cromatografia de afinidade.

Para o processo de purificacdo utilizou-se coluna de niquel NINTA-5mL
no AKTA FPLC (GE Healthcare) com os seguintes tampdes: lavagem (50mM
fosfato de sodio, 20mM Imidazol, 300mM cloreto de sodio), eluicdo (50mM
fosfato de sédio, 250mM Imidazol, 300mM cloreto de sédio) e as fragbes foram
recolhidas e analisadas por SDS-PAGE.

Por ndo ter obtido a proteina 14-3-3 recombinante completamente
purificada, foi também empregada a técnica de eletroeluicdo para a purificacédo
completa da proteina em questdo. Para isso, as fra¢des ricas na proteina 14-3-
3 recombinante foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a
10%. Apos corrida, os géis foram corados com Coomassie Azul Brilhante G-
250, segundo Neuhoff et al. (1988), e a banda correspondente foi removida e
eletroeluida em tampao glicina (192mM Glicina; 25mM Tris base, 0,1%SDS)
em membrana de dialise a 10mA, por 4h a 4°C. Para a verificacdo da
proteina purificada eletroeluida foi realizado novamente SDS-PAGE.

AplOs a obtencdo da proteina purificada, a cauda de histidina foi
retirada utilizando Thrombin CleanCleave™ Kit (Sigma Aldrich) segundo as
recomendacgdes do fabricante. As fracdes clivadas foram analisadas por SDS-
PAGE.
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6. Confirmacdo da obtencdo da proteina 14-3-3 recom binante de P.
brasiliensis por LC-MS/MS

Para confirmar que a proteina recombinante obtida e purificada
tratava-se realmente da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis, estas bandas
obtidas em gel de poliacrilamida 10% apdés a purificacdo utilizando
eletroeluicdo, foram recortadas e submetidas a digestdo triptica, utilizando
10ng/mL de Tripsina Gold (Promega). Ao final da digestdo, os fragmentos
tripticos foram submetidos a LC-MS/MS utilizando Cap-LC acoplado a Q-TOF
Ultima APl mass spectrometer (Waters, UK) do Laboratorio Max Feffer de
Genética de Plantas da ESALQ- USP. Os espectros obtidos foram processados
utilizando ProteinLynx v4.0 software (Waters) e MASCOT MS/MS lon Search
(www.matrixscience.com), e as sequéncias encontradas foram pesquisadas no

SwissProt databank.

7. Producgéao de anticorpos

Com a proteina purificada, foi produzido anticorpo policlonal em coelho
para 0 melhor estudo desta proteina durante a interacdo fungo-hospedeiro.
Para isso, 1,0mg/mL da proteina foram inoculados por via intradérmica em
coelhos machos albino provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu, intercalando as inoculacbes a cada 7 dias, sendo que na primeira
inoculacao, a proteina foi emulsificada com adjuvante completo de Freund e
nas seguintes com o adjuvante incompleto de Freund. Decorridos 15 dias
da ultima inoculacao foi realizada uma sangria de prova e a avaliagédo do titulo
de anticorpos produzidos foi feita através da técnica de imunoblot. Quando foi
obtido um bom titulo de anticorpos (reatividade superior a 1/100), foi realizada
a sangria total e o soro obtido foi precipitado com sulfato de amoénio 1,56M,
pH6.5, novamente titulado, aliquotado e estocado a -70C. O esquema de

imunizacao encontra-se ilustrado abaixo:
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\ // 7 dias 7 dias 7 dias
t'l h

Proteina 14-3-3 recombinante Proteina 14-3-3 Proteina 14-3-3 Proteina 14-3-3
1,0mL recombinante recombinante recombinante

\ 1,0mL 1,0mL 1,0mL )
Adjuvante Completo de

Freund 1,0mL

Adjuvante IncompIeL de Freund (1,0mL}

L\ // Soro 1:2 (PBS)
Pt 15 dias apés a . (NH,)250,1,56M
/( dltima inoculagiio -Sangriade Prova-  geparaciio 1gG Banho de gelo
Imunoblot - e agitacio
C\,\\ - Sangria Total overnight4‘;C
Ressuspenso
Centrifugado, 30 min,
45C Ressuspenso <
N ol (R 5
dialisado
overnight

8. Preparo de antigeno filtrado de cultura

Para a obtencdo do antigeno filtrado de cultura (componentes
exocelulares) foi utilizado o isolado 18 de P. brasiliensis fase “L” (com alta
capacidade de adesdo as células epiteliais). As formas leveduriformes, com
cinco dias de crescimento em meio de Fava Netto, foram inoculadas em 500mL
de meio de Negroni modificado por (Siqueira, 1982) e incubado a 37<C por 15
dias, em estufa agitadora. Apds este periodo, as células foram tratadas com
Timerosal na concentracdo final de 0,2 g/L e foram incubadas nas mesmas
condi¢cBes durante quatro dias. A partir dai, o filtrado de cultura foi concentrado
contra polietilenoglicol 20.000 (Sigma), analisado quanto aos teores protéicos
pelo método de Bradford (BioRad) e avaliado por SDS-PAGE. As aliquotas
foram armazenadas a —70C. Este antigeno foi utilizado para verificar a

especificidade do anticorpo policlonal anti-14-3-3 recombinante produzido.

9. Preparo de antigeno cell free

O extrato cell-free foi obtido do isolado 18 de P. brasiliensis, na fase
leveduriforme “L” (com alta capacidade de adeséo as células epiteliais). A
concentracdo protéica do extrato foi quantificada pelo método de Bradford

(BioRad) e em seguida as amostras foram avaliadas por SDS-PAGE.
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10. Andlise por Western blot

Os géis, com a proteina 14-3-3 recombinante purificada resolvidos por
eletroforese uni e bidimensional, foram transferidos para membranas de
nitrocelulose como descrito por (Towbin, Staehelin et al., 1979), onde se
realizou a reagcdo com o anticorpo policlonal obtido contra a proteina 14-3-3
recombinante. Como anticorpo secundario foi utilizado anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase. A reacéao foi revelada com o substrato cromégeno,
consistindo de 0,005g de diaminobenzidina (DAB) diluida em 30 mL de PBS
acrescido de 150uL de agua oxigenada. O controle negativo foi realizado com

soro de coelho n&o imunizado (soro pré-imune).

11. Avaliacao da viabilidade celular

Para a avaliacdo da viabilidade celular tanto da proteina 14-3-3
recombinante quanto da proteina 14-3-3 nativa, foram preparadas placas de 96
wells com 2,5x10° cels/mL, que foram incubadas a 36,5°C com 5% de CO,, por
24 horas (HUSOY et al.,1993). Foi realizado o ensaio do MTT (3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tretazolium bromide) (Sigma), na concentracao de
5mg/mL, conforme MOSSMAN e colaboradores (1983) com algumas
modificacdes.

A avaliagéo da viabilidade celular pelos métodos colorimétricos com sais
tetrazélicos, como a reacdo com o sal de MTT, € determinada pela reducédo do
sal em derivado azul de formazana, o qual € um precipitado formado pela acéo
da enzima succinato desidrogenase, produto da respiracdo mitocondrial; desta
forma, este método avalia de forma quantitativa a sobrevivéncia e proliferacao
celular, uma vez que a conversao do sal MTT em formazana ocorre somente
em células vivas e a quantidade do precipitado € proporcional ao numero de
células vivas (Denizot e Lang, 1986; Gerlier e Thomasset, 1986; Ferrari,
Fornasiero et al., 1990). O precipitado de formazana apresenta coloracdo azul
e com a adicdo de um solvente organico é possivel avaliar a cor e intensidade
(Denizot e Lang, 1986).

As proteinas 14-3-3, nativa e recombinante, foram avaliadas nas
concentracbes de 5 e 50ug/mL. As placas foram incubadas a 37°C, ao abrigo

da luz por diferentes peridos de tempo. Em seguida as solucdes foram



retiradas e adicionados 10uL da solucdo de MTT (5mg/mL) e novamente as
placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 4 horas, conforme descrito
por (Denizot e Lang, 1986; Gerlier e Thomasset, 1986; Ferrari, Fornasiero et
al., 1990). Apés o tempo de incubacgédo foi observado formagéo de precipitado
escuro nas concentracbes onde as células encontraram-se vivas; a solucéo
reagente foi retirada e foram adicionados 100uL do solvente isoprapanol para
diluir o precipitado e desta forma realizar a leitura pela alteracéo da cor do meio
de amarelo para roxo. Como controle positivo do teste foi utilizado, peroxido de
hidrogénio. Foram realizadas as leituras espectrofotométricas das placas em
leitor de microplacas ELISA (BioRad modelo 3550) com comprimento de onda
de 570nm. A percentagem de células viaveis foi calculada através da formula

abaixo:

células viaveis % = média do teste X100/média do controle negativo

As andlises de citotoxicidade foram realizadas em duplicata com trés
experimentos independentes. Também foi utilizado um controle negativo com
células ndo tratadas com as proteinas, sendo esta leitura considerada um total

de 100% de células vivas neste ensaio.

12. Ensaio de inibicdo da interacdo de  P. brasiliensis com células epiteliais
utilizando a proteina 14-3-3 recombinante.

Os ensaios de inibicdo da infec¢do foram realizados sobre laminulas em
placas de 24 orificios. Para isso, monocamadas de pneumacitos (células A549)
foram formadas por aproximadamente 24h em meio HAM-F12 (Cultilab). Em
seguida, essas monocamadas foram tratadas com 25ug/mL da proteina 14-3-3
recombinante purificada por 1h a 37<C. Como controle f oi utilizado 25ug/mL de
albumina bovina (BSA). Depois de decorrido o tempo de tratamento, as células
foram devidamente lavadas e infectadas com suspensdes padronizadas de
10%els/mL de P. brasiliensis. Os tempos de incubacdo foram de 2h, 5h, 8h e
24h. Foram realizadas duplicatas em trés experimentos independentes. Apds 0
tempo de infecc¢éo, as laminulas foram lavadas e fixadas com paraformaldeido
4% por 1h a temperatura ambiente. Apos a fixacdo, as laminulas foram coradas

por Giemsa e observadas em microscopio 6ptico. Contagens do numero de
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fungos foram realizadas em 5000 células, determinando-se a porcentagem total
de infeccdo para verificar a interferéncia da proteina 14-3-3 no processo de
infeccdo. Os dados foram confirmados pela contagem de unidades formadoras
de colbnias (CFUs). O ensaio foi realizado da mesma maneira, mas em placas
de 24 orificios sem laminulas. Decorrido o tempo de infeccéo, as células foram
lavadas, lisadas com agua e plaqueadas em meio de Fava Netto suplementado
com 4% de soro fetal bovino. Apés 4 dias, as CFUs foram contadas e os dados
foram estatisticamente analisados utilizando o software Origin Pro v7.5, com o

teste de ANOVA one way, coeficiente de Tukey e nivel de significancia p<0,05.

13. Marcagéo com faloidina para observacdo dos fila mentos de actina
durante a interacdo da proteina 14-3-3 recombinante ~ com células A549
Estudos prévios de nosso grupo com a proteina 14-3-3 nativa haviam
demonstrado que esta proteina interfe no citoesqueleto de actina. Para
confirmar, se a proteina recombinante mantinha essa caracteristica, foram
realizados ensaios de imunofluorescéncia utilizando faloidina. A faloidina é uma
toxina que se liga a actina polimérica, estabilizando-a interferindo com o
reticulo endoplasmatico e outras estruturas ricas em actina. Para a reagdo de
imunofluorescéncia, foram preparadas placas de 96 orificios contendo as
células epiteliais que foram tratadas com a proteina 14-3-3 recombinante ou
infectadas com o inéculo de P. brasiliensis (10*cels/mL) por diferentes periodos
de tempo. ApGs os periodos de incubacgédo, as células foram lavadas e fixadas
com paraformaldeido 4%. Apos a fixagdo, as células foram permeabilizadas,
bloqueadas e incubadas com soro anti 14-3-3 1:100 por 1h a temperatura
ambiente. A seguir foi adicionado soro anti-IgG de coelho conjugado com Alexa
Fluor 594 1:400, por 1h a temperatura ambiente. Terminada a marcagdo com
anti 14-3-3, adicionou-se faloidina-FITC 1:50 em Azul de Evans, por 50 minutos
a 37C. Em seguida realizou-se a marcacdo do nucleo celular com DAPI
lpg/mL e entdo as placas foram analisadas no In Cell Analyzer 2000 (GE

Healthcare).
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14. Técnica de Imunocitoquimica em nivel ultra-estr  utural para localizacéo
da proteina 14-3-3 em P. brasiliensis (formas leveduriformes) e durante sua
interacdo com células A549

Com a finalidade de determinar a localizacdo subcelular da proteina 14-
3-3 de P. brasiliensis, foi realizada a técnica de imunocitoquimica em nivel
ultraestrutural através de imunogold. Para isso, uma suspensdo de células
leveduriformes de P. brasiliensis e células A549 infectadas com P. brasiliensis
(108 cels/ml) foram fixadas (2,5% v/v glutaraldeido em tamp&o cacodilato de
sédio 0,1M pH7,2) por 24h a 4C e enviadas para 0 servico de microscopia
eletrbnica do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-lI) da USP-SP para o
emblocamento e preparo dos cortes ultrafinos. Uma vez preparados os cortes,
estes foram coletados em telas de niquel e submetidos a reacdo de
imunocitoquimica utilizando como anticorpo primario soro anti- 14-3-3
produzido em coelho 1:50 e como anticorpo secundario, soro anti-lgG de
coelho produzido em cabra marcado com particulas de ouro coloidal de 10nm
de diametro (SIGMA G-3779) 1:10, como controle foi utilizado também como
anticorpo primario soro pré imune de coelho 1:50. Ao final, para a melhor
estabilizacdo da reagdo de imunocitoquimica, os cortes foram fixados com
glutaraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato 0,1M, pH 7,2 a temperatura
ambiente e entdo as telas foram secas, contrastadas e analisadas em
microscopio de transmissao eletrbnica, Jeol 1010 (Jeol, Tokyo, Japan) do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-I) da USP-SP.

15. Efeito de Rho, Rac e Cdc42 na internalizacdo de  P. brasiliensis em
células A549.
15.1 Ensaio de inibicdo utilizando toxina B de  Clostridium difficile

Para melhor caracterizar os mecanismos de recrutamento de actina,
pneumacitos (A549) foram pré tratados por 30 min a 37°C com toxina B de
Clostridium difficile, um amplo inibidor dos membros da familia Rho GTPase. A
seguir foi realizado o ensaio de infeccdo com monocamadas celulares tratadas
e nao tratadas com a toxina B. Para isso, as monocamadas foram infectadas
com suspensées padronizadas de 10°cels/mL de P. brasiliensis. Os tempos de
infeccdo foram de 2h, 5h e 24h. ApdOs decorridos os tempos de infeccdo, as

monocamadas foram lavadas e lisadas com agua e o lisado foi plagueado em
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meio de Fava Netto suplementado com 4% de soro fetal bovino. Foram
realizadas duplicatas em trés experimentos independentes. Apos 4 dias, as
CFUs (Unidades Formadoras de Colbnias) foram contadas e os dados foram
estatisticamente analisados utilizando o software Origin Pro v7.5, com o teste
de ANOVA one way, coeficiente de Tukey e nivel de significancia p<0,05.

15.2 Imunofluorescéncia para verificar expressao de Rac e Cdc42

Para a reacdo de imunofluorescéncia, foram preparadas placas de 96
orificios contendo as células epiteliais que foram tratadas com a proteina 14-3-
3 recombinante ou infectadas com o inéculo de P. brasiliensis (10*cels/mL) por
diferentes periodos de tempo. Apds os periodos de incubacgéo, as células foram
lavadas e fixadas com paraformaldeido 4%. ApOs a fixacdo, as células foram
permeabilizadas, bloqueadas e incubadas com soro anti-14-3-3 1:100 por 1h a
temperatura ambiente. A seguir foi adicionado soro anti-IlgG de coelho
conjugado com Alexa Fluor 594, 1:400, por 1lh a temperatura ambiente.
Terminada a marcacdo com o0 soro anti-14-3-3, adicionou-se anti-Rac ou anti-
Cdc42 1:100, por 1h a 37C. A seguir adicionou-se soro anti-lgG de
camundongo conjugado com Alexa Fluor 488 por 1h a 37<C. Por fim, realizou-
se a marcacdo do nucleo celular com DAPI 1ug/mL e entdo as placas foram
analisadas no In Cell Analyzer 2000 (GE Healthcare).

15.3 Andlise da expressao de Rac e Cdc42 por citome tria de fluxo

Foram preparadas placas de 6 orificios contendo as células epiteliais
que foram tratadas com a proteina 14-3-3 recombinante ou infectadas com o
indculo de P. brasiliensis (10°cels/mL) por diferentes periodos de tempo. Para o
ensaio de citometria de fluxo, apés a incubacdo, as células foram lavadas,
removidas das placas, utilizando tripsina e fixadas com paraformaldeido 4%. A
reacao foi realizada utilizando um anticorpo monoclonal diluido 1:100 (anti-Rac
ou anti-Cdc42) em PBS - saponina 0,5% seguido de adic&o do soro anti-IgG de
camundongo conjugado com ficoeritrina (PE). Ao final, a reacéao foi fixada com
paraformaldeido 1% e analisada em citdbmetro de fluxo BD FACS Canto
(Becton Dickison Company).



RESULTADOS
1. Clonagem do cDNA codificante da proteina 14-3-3 em vetor de
expressao

O RNA total do isolado 18 de P. brasiliensis (S1) foi extraido por meio da
técnica do Trizol, analisado em agarose 1% (Figura 1A) e a concentracao foi de
4ug/ul (260nm) e a pureza de 1,8 (relacdo 260/280nm), baseado em leitura
espectrofotométrica.

O cDNA foi sintetizado através da reagdo de RT —PCR utilizando os
iniciadores de oligoDT e o produto das reacdes foi purificado a partir do Kit

Qiagen segundo recomendacdes do fabricante (FiguralB)

Figura 1: Eletroforese em agarose 1% corada com brometo de etidio. A:
Extracdo de RNA do isolado 18 de P. brasiliensis. B: cDNA sintetizado e

purificado.



49

O cDNA obtido foi entdo utilizado para a obtencdo do gene codificante
para a regido completa da proteina 14-3-3 (acesso no GenBank numero
AY462124) (Assis et al, 2003). O inserto foi amplificado por PCR utilizando
iniciadores sense e antisense desenhados (Figura 2).

Sequéncia do ¢cDNA da proteina 14-3-3 de . fyasiliensis (798 pb)

1l ctactcagcy gocttagyay Ccatcctcgcot agtagoagca ggggotteat ccttttgete
6l agatgyygyca gUYYCCacct CUYYUyCcyyy ttcagoctca gatgatgtcl agagagtcay
121 gttgtctcte aagagttgca taataagagt ggagtccttyg tagctctoct cgotaagtgt
181 gtcaagttca gcaatagcgt catcgaaagc TLYLLLQYcy agytggcaay cctygtctgy
24l agaattcagy atttcatagt agaagacyga gaagttgaga gcaagaccca gacgyat ggy
301 grgygtaggy gcaagatcgy totgagcaac ctcagttgcg ttottgtaay cctocagcga
36l cttgtcagcy gagtocttge gottgtctoc aagagcgaac toggocgagat aacggtggta
421 gtcccocttc atcttgtyggt AgAasaacctt ggattctoca gtttocgcay agycyatasy
48l ¢gtgcttgtca agoacatcca agatatcctc acagatctty gocaactoay tcotogatgtt
541 ttgycggtac tcocttgataa gagcaaccty CYCCLCOgitg CCLttogact cotoctttty
601 ttogatcyaa gtaacyattc TOCACYAYYS ACULCOYgyoy ccaatcacgt tcottatagge
€6l aacyggaaagc agattgcoyct CCctogacyga tayctoctty totgtagaay ccacaatctt
721 catgttttcc accatttctt cgtagogotc ggcctgctod gogagcttgy cgagatatac
78l agcatcttcy taacccat

Primers construidos para clonagem sitio dirigida para expressio
Primer sense com sitio Sall:

Y
53'-GTCGACATGGGTTACGAAGATG - 3'

Primer apifisernse com sitio Thol:

5'-CTCGAGCTACTCAGCGGCCTTA- 3

Figura 2 : (Direita) Esquema representativo da sequéncia de cDNA da proteina
14-3-3 de P. brasiliensis (acesso no GenBank numero AY462124) e dos
iniciadores desenhados especificamente para clonagem sitio dirigida para
expressdao no vetor pCR2.1-TOPO. (Esquerda) Resultado da PCR para
amplificacdo da sequéncia de cDNA da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis
utilizando os iniciadores especificos desenhados. 1-marcador molecular 1kb

(Invitrogen); 2- amplicon de aproximadamente 800pb (inserto).

Em seguida, foi realizada a ligacdo deste inserto no vetor de clonagem
pCR2.1-TOPO e este plasmideo recombinante foi utilizado para transformar
bactérias E.coli DH5a quimiocompetentes. Foram selecionadas cinco colbnias
e estas foram avaliadas por PCR para selecionar os transformantes positivos
(Figura 3).
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1000pb

500pb

1 2 3 4 5 6 7

Figura 3 : Eletroforese em gel de agarose para verificar a PCR de confirmacao
da presenca do inserto nas colbnias selecionadas. 1-marcador molecular 1kb
(Invitrogen); 2-controle positivo (produto de PCR), 3 a 7- PCR das colonias de 1
a 5, respectivamente, demonstrando a amplificacdo do inserto como resultado

positivo da clonagem.

ApOs a confirmacdo das colonias que possuiam o plasmideo
recombinante, foi realizada uma miniprep utilizando o kit Flexi Prep (GE
Healthcare) de acordo com as instru¢bes do fabricante e o DNA obtido foi
quantificado em gel de agarose 0,8%. A quantificacdo foi de 1 pug de DNA por
colonia de partida. Em seguida realizaram-se as restricbes para a posterior
ligagéo do inserto no vetor de expressao.

Assim, a primeira restricdo foi realizada com a enzima Sal |
(Fermentas), por 3 horas a 37°C. ApOs a incubacdao, realizou-se eletroforese

em gel de agarose 0,8% para verificar a eficiéncia da clivagem (Figura 4).
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1 2 3 4 5 6

Figura 4: Clivagem do plasmideo recombinante com Sal I. 1 e 6- marcador

molecular 1kb (Invitrogen); 2- plasmideo recombinante integro; 3- plasmideo
recombinante clivado com Sal I; 4- vetor de expressao (pET32a) integro; 5-

vetor de expressao (pET32a) clivado com Sal |.

A segunda restricao foi realizada com a enzima Xho | (Promega) por 2
horas a 37°C. ApGs a incubacéo, realizou-se eletroforese em agarose 0,8%,
aplicando todo o material obtido na clivagem do inserto e este foi purificado
atraves do gel, utilizando o kit GFX purifications DNA bands (GE Healthcare) de
acordo com as instrucdes do fabricante.

ApoOs a purificacdo este inserto foi ligado ao vetor de expressdo (pET
32a), utilizando a enzima Ligase (Fermentas) por 18h a 16°C. Em seguida,
esses plasmideos foram inseridos através de choque térmico em bactérias
quimiocompetentes BL21DE3. Foram selecionadas oito colénias e avaliadas
por PCR para verificar a eficiéncia desses processos e a presenca do inserto
(Figura 5).
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1000pb

Figura 5 : Eletroforese em gel de agarose para verificar a PCR de confirmacao
da presenca do inserto nas colbnias selecionadas. 1-marcador molecular 1kb
(Fermentas); 2:controle positivo (produto de PCR), 3- controle negativo, 4 a 11-
PCR das colbnias de 1 a 8, respectivamente, demonstrando a presenca do
inserto nos clones 4 (canaleta 6) e 7 (canaleta 10) como resultado positivo da

clonagem no vetor de expressao pET 32a.

2. Expresséao heteréloga e purificacao da proteinal  4-3-3 de P. brasiliensis
ApoOs padronizacao inicial, testando concentracbes de IPTG variando
de 0,1mM a 1mM por 5 horas, verificou-se que a melhor concentracdo para
realizar a inducéo foi de 0,4mM (dados nao apresentados). Assim, o teste de
inducéo foi realizado com IPTG 0,4mM por diferentes periodos de tempo para a
determinacdo das condi¢Bes 6timas para a indugéo da proteina recombinante.

A cada hora, uma aliquota foi recolhida e avaliada por SDS-PAGE (Figura 6).
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Figura 6: SDS-PAGE para verificar teste de inducdo e coloragcdo por

Coomassie Phast Gel R350, 1:MM, 2:0h, 3:1h, 4:2h, 5:3h, 6:4h e 7:5h de
inducdo com 0,4mM de IPTG a 37<C, a seta indica a expre ssdo da proteina

recombinante.

A macro inducéo foi realizada utilizando 0,4mM de IPTG, por 5h a 37C
e a proteina recombinante foi purificada através de cromatografia de afinidade
utilizando coluna de niquel NINTA-5mL no AKTA FPLC (GE Healthcare), as
fragcOes foram recolhidas e novamente analisadas por SDS-PAGE (Figura 7).
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Figura 7. SDS-PAGE para verificar purificacdo da proteina 14-3-3

recombinante por meio de cromatografia de afinidade com coluna de niquel.



Coloracao por Coomassie Phast Gel R350, 1-MM, 2- 16 fra¢cGes da purificacéo,

a seta indica a proteina recombinante parcialmente purificada.

A técnica de eletroeluicdo foi empregada para a obtencdo da proteina
completamente purificada. Para isso, a banda correspondente foi removida e
eletroeluida em tampao glicina e em membrana de dialise a 10mA, por 4h a
4°C. Para a verificacdo da proteina purificada eletroeluida foi realizado
novamente SDS-PAGE (Figura 8).
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Figura 8: SDS-PAGE para verificar purificacdo da proteina 14-3-3
recombinante por meio da técnica de eletroeluicdo. Coloracdo por Coomassie
Phast Gel R350, 1-MM, 2- 8 amostras eletroeluidas, a seta indica a proteina

14-3-3 recombinante purificada.
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3. Confirmacdo da obtencdo da proteina 14-3-3 recom binante de P.
brasiliensis por LC-MS/MS

Para confirmar que a proteina recombinante obtida e purificada tratava-
se realmente da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis, os fragmentos tripticos
foram submetidos a LC-MS/MS e os espectros obtidos foram processados
utilizando ProteinLynx v4.0 software (Waters) e MASCOT MS/MS lon Search
(www.matrixscience.com), e as sequéncias encontradas foram pesquisadas no
SwissProt databank. Foram encontradas seis possiveis proteinas, com
diferentes scores, de acordo com os fragmentos tripticos sequenciados. Para o
resultado de maior score (135) foram identificados trés fragmentos tripticos que
conferiram 15% de cobertura da proteina. Dessa forma, este resultado sugeriu
gue a proteina sequenciada seria a 14-3-3 de P. brasiliensis (Figura 9 e Quadro
1). As demais proteinas sugeridas nao apresentaram scores significativos,
embora a segunda sugestédo de identificacdo fosse a proteina 14-3-3 Bmh1l de
Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica) que apresenta alta homologia com a

proteina 14-3-3 de P. brasiliensis.

[ Search parameters
Type of search : MS/MS Ion Search A
Enzyme : Trypsin
Fixed modifications s dCarbamidomethyl {2
Variable modifications : dOxidation (M)
Mass values © Avarage
Protain mass : Unrestricted

Peptide mass tolerance  : + &0 ppm
Fragment mass tolerance : £ 0.6 D2

Max missed cleavages Hd
Instrument Lype + ESI-QUAD-TOF
Number of queries 1 380

[¥ Score distribution

Runker of Natches
Punbier of HiLs

ol o =
5 100 150

) a0

75
Pept.ide Score Protein Score
Peptide score distribution. Ions scora is —101eg(P), whare 2 is tha [Deprecated] Score distribution for family membars in the first 50
probability that the observed match is a random event. Individual proteins. Protein scores are derived from ions scores as a non-
ons scores > 34 indicate identity or extensive homology probabilistic basis for ranking protein families
p=0.05).
1 Q65907_PARBR 135  14-3-3-like arobein 2. Peracoccdicides brasiiensis
Score  Mass Matches Sequences emPAl B
11 QES0DT_PARBR 135 29756 3(3) 3(3)  0.23 Ld-3-3-lica protain 2.- Daracacddinidas brasiliongis
¥ 3 peptide matches (3 non-duplicate. 0 duplicate)
¥ Autc-ft to window
spm M Seare Expect Hank 0 m da
4 SEN

Figura 9: Identificacdo da proteina 14-3-3 recombinante purificada por LC-
MS/MS e Mascot software. A: “ Score distribution” demonstrando todas as
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proteinas identificadas com a sequéncia encontrada. B: Peptideos
sequenciados que permitiram a identificacdo da proteina 14-3-3 de P.

brasiliensis.

Quadro 1: Proteinas identificadas a partir da banda eletroeluida, digerida e
submetida a LC-MS/MS.

ID da proteina Score N° Mm Proteina identificada
identificada peptideos | (kDa)

Q6S9D7_PARBR 135 3 30 14-3-3 like protein of

Paracoccidioides brasiliensis

Q876MO_YARLI 64 1 31 14-3-3 protein Bmh1 Yarrowia

lipolytica (Candida lipolytica)

Q2HDAG6_CHAGB 40 1 70 Hypothetical protein of Chaetomium

globosum CBS 148.51

DEJJGC 36 1 36 Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (phosphorylating)
EC1.2.1.12 chestnut blight fungus

Q2TXN7_ASPOR 35 2 16 Predicted protein of Aspergiillus
oryzae
Q4WJ19_ASPFU 26 3 70 Ubiquitin C-terminal hydrolase

family protein Aspergillus fumigates

4. Producao de anticorpos e analise por Western Blo  t

Soro policlonal obtido em coelho foi avaliado pela técnica de imunoblot
e observou-se reatividade até o titulo de 1/1000. Este soro também foi avaliado
em relacdo a sua reatividade com antigeno filtrado de cultura e antigeno cell
free obtidos do isolado 18 de P. brasiliens, proteina 14-3-3 nativa obtida
através de cromatografia por afinidade (ConA sepharose), proteina 14-3-3
recombinante integra e proteina 14-3-3 submetida a clivagem com Thrombin
cleave kit (Sigma Aldrich). Foi verificada reatividade do anticorpo policlonal
frente a todas as condic¢des testadas (Figura 10), mostrando que a proteina 14-

3-3 (30 kDa) esta presente em antigenos do fungo.
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il

Figura 10: Imunoblot para verificacdo da reatividade do soro policlonal anti-14-

3-3. (1) Filtrado de cultura e (2) antigeno cell free obtidos do isolado 18 de P.
brasiliensis,(3) proteina 14-3-3 nativa obtida através de cromatografia por
afinidade (ConA sepharose), (4) proteina 14-3-3 recombinante integra e
proteina 14-3-3 submetida a clivagem com Thrombin Cleave Kit por (5)1h e (6)
2h. As setas indicam a reatividade do anticorpo frente a proteina recombinante

(43 kDa) e nativa ou recombinante clivada (30 kDa).

5. Ensaio de Viabilidade Celular

As proteinas 14-3-3, nativa e recombinante, foram testadas quanto a sua
toxicidade na linhagem celular A549, sendo realizado em triplicata de dois lotes
de cultivos da mesma linhagem em experimentos independentes. Em tempos
iniciais, 2h, foi verificado que praticamente nado houve alteracéo da viabilidade
celular. Como controle, foi utilizado peroxido de hidrogénio 10mM e este
promoveu a reducdo de aproximadamente 50% da viabilidade celular. Em
tempos mais tardios, foi possivel observar que tanto a proteina nativa quanto a
proteina recombinante reduzem aproximadamente 50% da viabilidade celular
nas concentracoes testadas (5 e 50ug/mL). O modelo de infec¢do (adicdo de
inoculo do isolado 18 de P. brasiliensis a monocamada celular) também afeta a
viabilidade celular reduzindo-a para 50% também a partir de 5h. E importante
ressaltar que ha diferencas entre a proteina nativa e recombinante em relacdo

a viabilidade celular em todos os tempos testados (p<0,05), com excecdo na
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concentracdo de 5ug/ml em 24h de tratamento (Figura 11). Em estudos prévios
foi demonstrado que o processo adesivo de P. brasiliensis inicia-se a partir de
2h e ja o processo invasivo é mais tardio iniciando-se em 5h. Dessa forma,
poderiamos associar o fato da invasdo de P. brasiliensis com a reducdo da

viabilidade celular.
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Figura 11. Gréfico representativo da viabilidade celular, pelo ensaio do MTT,
das proteinas 14-3-3 nativa e recombinante A549 assim como a infeccao pelo
isolado 18 de P. brasiliensis e o peroxido de hidrogénio, utilizados como
controle do ensaio, p<0,05 quando se compara proteina nativa com

recombinante.

6. Ensaio de inibicdo da interacdo de P. brasiliensis com células epiteliais
utilizando a proteina 14-3-3 recombinante.

Com proteina purificada foi iniciada a caracterizacdo de sua funcédo na
interacéo fungo-hospedeiro por meio de ensaios de inibicdo. Os dados obtidos
por meio de microscopia Optica comum (Figura 12) demonstraram por
contagem que o tratamento prévio com a proteina 14-3-3 de P. brasiliensis

reduziu significativamente (p<0,05) a infeccdo em todos os tempos avaliados
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Tais dados foram confirmados através de ensaio de plagueamento com
contagem de CFUs (dados ndo mostrados). Foi verificado que o tratamento
com BSA promoveu uma leve reducado da taxa de infeccdo, porém esses dados
nao foram estatisticamente significantes quando comparados com os obtidos
na auséncia de tratamento. Ja, quando as células foram previamente tratadas
com a proteina 14-3-3 recombinante a 25ug/mL, foi observada uma reducéo de
aproximadamente 40% em 2h de infec¢ao, 54% em 5h, 35% em 8h e 28% em
24h, demonstrando assim que esta proteina seria importante no processo
infectivo de P. brasiliensis. Além disso, também foi observado que em 24h
ocorreu proliferacéo celular, pois quando se compara a taxa de infeccdo das
células que nao receberam prévio tratamento entre os tempos iniciais (2, 5 e
8h) ndo ha diferenca estatistica entre o0s mesmos. Porém quando se compara
com 24h, ha essa diferenca (p<0,01) o que poderia explicar esse aumento da
taxa de infeccdo, mas mesmo assim ha uma inibicdo provocada pela proteina
14-3-3 recombinante.

Il scm tratamento +Pb18

i [ prévio tratamento com BSA +Pb18
o5 | [ 1 prévio tratamento com 14-3-3 recombinante +Pb18
20
<
S 154
o
(T
S ]
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2h 5h 8h 24h

Figura 12: Ensaio de inibicdo para verificar a interacdo de P. brasiliensis com
células epiteliais nas condi¢des propostas por diferentes periodos de tempo.
*p< 0,05 quando comparadas células sem tratamento com as células

previamente tratadas com 14-3-3 recombinante
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7. Marcacdo com faloidina para observacdo dos filam  entos de actina
durante a interacdo da proteina 14-3-3 recombinante ~ com células A549
Estudos prévios de nosso grupo com a proteina 14-3-3 nativa haviam
demonstrado que esta proteina interferia no citoesqueleto de actina (Figura
13B). Para confirmar, se a proteina recombinante também mantinha essa
caracteristica, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia utilizando
faloidina que é uma toxina que se liga a actina polimérica, estabilizando-a,
interferindo com o reticulo endoplasmatico e outras estruturas ricas em actina
(Figura 13 A). Foi possivel detectar alteracdo do padrdo de distribuicdo da
actina das células tratadas com a proteina recombinante (Figura 13C). Além
disso, também foi possivel verificar marcacao especifica para a proteina 14-3-3
na parede do fungo quando as células foram infectadas com P. brasiliensis por
5h (Figura 13D), 8h (Figura 13E) e 24h (Figura 13F). E interessante ressaltar

que a marcacao para a proteina 14-3-3 limita-se a parede celular do fungo.



Figura 3: Imunofluorescéncia de células epiteliais (A549) nédo tratadas (A),
tratadas com a proteina 14-3-3 nativa (B) ou com a proteina recombinante (C)
por 5 horas usando faloidina-FITC (verde) e DAPI (azul). Também foi avaliado
0 padrdo de distribuicdo de actina nas células infectadas por P. brasiliensis por
5h (D), 8h (E) e 24h (F). As setas indicam o fungo marcado em vermelho

demonstrando a marcacéao especifica da proteina 14-3-3 na parede celular.
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8. Técnica de Imunocitoquimica em nivel ultra-estru  tural para localizacéo
da proteina 14-3-3 em P. brasiliensis (formas leveduriformes) e durante sua
interacdo com células A549

Com a finalidade de determinar a localizacdo subcelular da proteina 14-
3-3 de P. brasiliensis em nivel ultraestrutural foi realizada a técnica de
marcacao com ouro coloidal. Foi possivel verificar uma distribuicdo ubiqua da
proteina 14-3-3 com certa predilecdo citoplasmatica como demonstra a figura
14.

Surpreendentemente, quando se determinou a localizacéo subcelular da
proteina 14-3-3 em células leveduriformes de P. brasiliensis durante a
interagdo com células A549, observou-se um grande aumento no nuamero de
particulas de ouro na parede celular de fungos no momento da interacdo das
células epiteliais (Figura 15), sugerindo que a proteina 14-3-3 pode
desempenhar um papel importante na interacdo patégeno-hospedeiro.
Também foi possivel verificar que com aumento do tempo de interacéo (8h),
alguns fragmentos da parede celular contendo essas particulas de ouro foram
direcionados para a célula epitelial (Figura 15C). Como controle foi utilizado
soro pré-imune de coelho (Figura 15.1A, 15.1B, 15.1C).
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9. Efeito de Rho, Rac e Cdc42 na internalizagdo de  P. brasiliensis em
células A549.
9.1 Ensaio de inibicdo utilizando toxina B de  Clostridium difficile

Foram realizados também o0s ensaios para verificar a participacdo da
proteina 14-3-3 na via de ativacdo das Rho GTPases. Para melhor caracterizar
0Ss mecanismos de recrutamento de actina, pneumacitos foram pré tratados por
30 min a 37°C com toxina B de Clostridium difficile, um amplo inibidor dos
membros da familia Rho GTPase. Foi observada uma reducdo de
aproximadamente 45% em 2h de infeccdo, 77% em 5h e 88% em 24h (Figura
16). A inibicao da entrada de P. brasiliensis pela toxina B implica na atuacao da

via de Rho GTPases neste processo.
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Figura 16: Ensaio de inibicdo pela toxina botulinica para verificar a interacédo
de P. brasiliensis com células epiteliais nas condi¢cdes propostas por diferentes

periodos de tempo. *p=< 0,01

9.2. Imunofluorescéncia para a verificagao da expre  sséo de Rac e Cdc42
Para verificar a expressdao de Rac ou Cdc42 durante a interacdo da
proteina 14-3-3 recombinante e do isolado 18 de P. brasiliensis com células
epiteliais pulmonares (A549), foram realizados ensaios de imunofluorescéncia
utilizando soro anti-14-3-3 recombinante com Alexa 594 (vermelho), anti-Rac
com Alexa 488 (verde) e DAPI (marcador nuclear azul). Foi possivel detectar
alteracdo do padrao de distribuicdo de Rac (Figura 17) assim como de Cdc42
(Figura 18) quando as células foram tratadas tanto com a proteina

recombinante quanto com Pb18.
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Figura 17: Imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de marcacdo das
células epiteliais (A549) normais (CN), tratadas com a proteina 14-3-
recombinante e infectadas com Pbl8 por diferentes periodos de tempo,
utiizando soro anti-14-3-3 (vermelho), anti-Rac (verde) e DAPI (azul).
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Figura 18: Imunofluorescéncia tripla mostrando o padrdo de marcacdo das
células epiteliais (A549) normais (CN), tratadas com a proteina 14-3-
recombinante e infectadas com Pbl8 por diferentes periodos de tempo,
utiizando soro anti-14-3-3 (vermelho), anti-Cdc42 (verde) e DAPI (azul).
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9.3 Analise da expresséo de Rac e Cdc42 por citomet ria de fluxo

Foi utilizada citometria de fluxo para a confirmacao e quantificagéo da
expressdo de Rac e Cdc42. Para isso, 10 mil células foram analisadas e
calculou-se a porcentagem de células positivas, bem como se verificou a média
da intensidade de fluorescéncia. Essas células foram previamente marcadas
utilizando anticorpo monoclonal no titulo 1/100 anti-Rac ou anti-Cdc42, seguido
da adicdo de fracao anti IgG de camundongo conjugada com ficoeritrina (PE).

A andlise da expressdo de Rac quanto a porcentagem de células
marcadas mostrou a diminuicdo da expressao de Rac em ceélulas tratadas com
a proteina 14-3-3 recombinante quando comparadas com as células néo
tratadas ou infectadas com P. brasiliensis (Figura 19D). Essa diminuicao foi
mais pronunciada no tempo de 8h. Quando se realizou a verificagcdo da média
da intensidade de fluorescéncia (Figura 19E) foi verificado um aumento
significativo da expressdo de Rac somente nas células tratadas com a proteina
14-3-3 recombinante, demonstrando assim que o efeito observado pode ser
associado as funcdes ja descritas na literatura desta proteina como ativadora
desta via. Além disso, o dado é bastante interessante, uma vez que 0 processo
adesivo de P. brasiliensis inicia-se em 2h e talvez a proteina 14-3-3 estaria
envolvida nesse processo, embora tais resultados n&o tenham sido
encontrados quando se utilizou o fungo (isolado 18 de P. brasiliensis).

Ja a andlise de Cdc42 revelou aumento da expressao principalmente
em 5h e 24h de tratamento com a proteina 14-3-3. Esse aumento foi verificado
tanto pela percentagem de células marcadas (Figura 20D) quanto pela andlise
da média da intensidade de fluorescéncia (Figura 20E). Além disso, também se
observou ativacdo de Cdc42 pelo préprio fungo. Em 5h foi observado aumento
da média da intensidade de fluorescéncia embora tenha ocorrido diminuigédo da
percentagem de células marcadas quando comparado com o tempo de 2h.
Essa observacdo se inverte no tempo de 8h, ou seja, neste periodo se
observou aumento de células marcadas e diminuicdo da média da intensidade
de fluorescéncia quando comparados com o controle de células néo tratadas
no mesmo periodo. Mais uma vez, os dados de 5h sdo bastante interessantes,
pois tanto o tratamento com a proteina recombinante como a infeccdo com P.
brasiliensis estariam ativando Cdc42, corroborando com os dados ja descritos

de que neste periodo, o fungo inicia 0 processo invasivo.
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Figura 19: Avaliacdo da expressdo de Rac por citometria de fluxo. Gates
meramente ilustrativos das células A549 nao tratadas (A), tratadas com 14-3-3
recombinante 50ug/mL (B) ou infectadas com P. brasiliensis (C) demonstrado a
distribuicdo (FSCxSSC) e a intensidade de marcacao com ficoeritrina no tempo
inicial. Avaliacdo da porcentagem de células positivas (D) e da intensidade de
fluorescéncia (E) nas condi¢cGes avaliadas. * p< 0,05, quando comparadas com

as células nao tratadas.
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Figura 20: Avaliagcdo da expressdo de Cdc42 por citometria de fluxo. Gates
meramente ilustrativos das células A549 nao tratadas (A), tratadas com 14-3-3
recombinante 50ug/mL (B) ou infectadas com P. brasiliensis (C) demonstrando
a distribuicdo (FSCxSSC) e a intensidade de marcagcdo com ficoeritrina no
tempo inicial. Avaliagdo da porcentagem de células positivas (D) e da
intensidade de fluorescéncia (E) nas condi¢cdes avaliadas. * p< 0,05, quando

comparadas com as células néo tratadas.
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DISCUSSAO

Os fungos exibem geralmente relacdes intra-e/ou extracelulares com o
hospedeiro e o fenbmeno de parasitismo depende de moléculas de superficie
(Mendes-Giannini, Taylor et al., 2000). Adesinas foram encontradas em um
grande numero de diferentes patdégenos, que interagem com componentes da
matriz extracelular (MEC) do hospedeiro e muitas vezes sédo de grande
importancia na modulagédo da migragéo, invasao, diferenciacao e proliferacéo
microbiana. O estudo de moléculas de ligacdo as células do hospedeiro e
adesinas que podem também atuar como invasinas, pode ser um alvo
interessante para o desenvolvimento de vacinas e terapias de bloqueio de
receptores.

P. brasiliensis é capaz de aderir e invadir células epiteliais (Mendes-
Giannini, Andreotti et al., 2006). Algumas moléculas de P. brasiliensis que
podem participar na adeséo aos tecidos do hospedeiro, ligantes da MEC foram
identificadas (gp 43, malato sintase, enolase, fosfato isomerase triose, uma
proteina adaptina-like, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, proteina 14-3-3,
entre outras), o papel exato destas proteinas permanece ndo caracterizado
(Barbosa, Bao et al., 2006; Andreotti, Monteiro Da Silva et al., 2007; Pereira,
Béao et al.,, 2007; Da Silva Castro, Barbosa et al., 2008; Da Silva Neto, De
Fatima Da Silva et al., 2009; Donofrio, Calil et al., 2009); (Vicentini, Gesztesi et
al., 1994; Hanna, Monteiro Da Silva et al., 2000; Andreotti, Monteiro Da Silva et
al., 2005; Gonzalez, Gomez et al., 2005; Gonzalez, Lenzi et al.,, 2005;
Gonzalez, Gomez et al., 2005; Barbosa, Bao et al., 2006; Coltri, Casabona-
Fortunato et al., 2006; Mendes-Giannini, Andreotti et al., 2006; Ganiko, Puccia
et al., 2007; Pereira, Bao et al., 2007; Da Silva Neto, De Fatima Da Silva et al.,
2009; Del Vecchio, Silva et al., 2009; Donofrio, Calil et al., 2009; Nogueira,
Fonseca et al., 2010).

Em estudos anteriores de nosso grupo, foi caracterizada por
sequenciamento de aminoacidos, uma proteina de 30 kDa capaz de se ligar a
laminina e foi determinado que esta pertencia a familia de proteinas 14-3-3
(Andreotti, Monteiro Da Silva et al., 2005). Semelhante ao nosso achado, da
proteina 14-3-3 como adesina, em E. coli enteropatogénica (EPEC), a isoforma
tau de 14-3-3 pode se ligar especificamente e independente de fosforilacdo a

Tir, uma proteina efetora importante presente na membrana plasmatica da
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célula eucaridtica, onde age como receptor para a adesina bacteriana,
intiminina. 14-3-3tau € recrutada para o local do pedestal (3h apds a infeccao)
e pode permanecer na EPEC nas fases posteriores do processo de infecgéo
(5-7 h apés a infeccao) (Patel, Cummings et al., 2006).

A invasdo de P. brasiliensis afeta a estrutura do citoesqueleto das
células epiteliais, interferindo em aspectos morfolégicos da actina, tubulina e
citoqueratina (Mendes-Giannini, Hanna et al., 2004). Também foi verificado que
a proteina de 30 kDa de P. brasiliensis causa modificacdo estrutural de
microfilamentos polimerizados de actina e citoqueratina (Andreotti, 2005), além
de induzir apoptose durante o processo de interacdo as células epiteliais
(dados néo publicados) mas o exato mecanismo de como esse processo
acontece permanece desconhecido. A caracterizacdo de algumas proteinas
que influenciam na interagdo com o hospedeiro, conferindo um fendtipo mais
patogénico, por permitir ao fungo aderir com maior facilidade aos tecidos do
hospedeiro, invadir novos compartimentos, evadir-se da resposta imune, bem
como outras interagcbes hospedeiro-especificas, vem colaborando para o
entendimento da instalacdo do fungo e o desenvolvimento da PCM.

Para a melhor compreenséao da relacdo entre P. brasiliensis e células
epiteliais pulmonares humanas (A549), foi produzida a proteina Pb14-3-3
recombinante (43 kDa) através de expressao heterdloga em bactérias e esta
proteina foi purificada utilizando cromatografia de afinidade com niquel. Varias
dificuldades foram encontradas inicialmente para a producdo da proteina
recombinante, dentre elas a clonagem em pGEM/pGEX levou a producdo da
proteina recombinante de forma insollavel, o que exigiu a mudanca de vetor de
expressao. Adicionalmente também houve a necessidade de padronizacdo das
condicdes ideais de inducdo. Além disso, a cromatografia de afinidade com
niquel levou a purificagdo incompleta o que exigiu a adicdo de mais uma etapa
de purificacdo que foi realizada por meio da técnica de eletroeluicdo. Utilizando
a proteina purificada produziu-se anticorpo policlonal em coelho e altos titulos
foram observados.

A proteina 14-3-3 foi identificada no genoma de P. brasiliensis e ha
apenas duas sequéncias depositadas para a mesma proteina (codigos de
acesso: AY462124 e AY271748), mas sua funcdo ainda € desconhecida. Ja o

genoma humano contém varios genes distintos que codificam para proteinas
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pertencentes a familia 14-3-3. Sete isotipos estdo presentes nos mamiferos, J,
Y, €, N,0,T, e ¢, que funcionam como homo ou heterodimeros (Toker, Sellers et
al., 1992; Ichimura, Uchiyama et al., 1995; Chaudhri, Scarabel et al., 2003;
Aitken, 2006); (Pham e Perlin, 2010) e até quinze diferentes foram descobertos
em plantas. Como em Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans,
fungos tendem a ter dois isotipos, embora em Candida albicans e Ustilago
maydis, cada um tem apenas um gene de codificacdo de seus respectivos
homélogos da 14-3-3. Proteinas 14-3-3 sdo uma familia de proteinas
adaptadoras que modulam a funcdo de outras proteinas em todas as células
eucarioticas, sendo que essas proteinas podem interagir com mais de 200
outras proteinas, apresentando assim uma ampla gama de fung¢des. Pouco se
sabe sobre a fungcédo destas em fungos patogénicos. Estes genes distintos tém
sido caracterizados em diversos microrganismos, porém em P. brasiliensis esta
informacédo ainda € inexistente e estudos adicionais serdo necessarios para
verificar a presenca dos mesmos genes bem como analisar o grau de
identidade com as formas de 14-3-3 de mamiferos para podermos considera-la
um alvo terapéutico em potencial.

Além de sua localizacdo citoplasmética, a proteina 14-3-3 de P.
brasiliensis também foi detectada na parede celular e no antigeno filtrado de
cultura, sugerindo que esta é ativamente secretada por este fungo. Em soros
de paciente com paracoccidioidomicose ja foi verificado reatividade destes
frente ao soro anti 14-3-3 (dados ndo mostrados). A analise imunocitoquimica
revelou uma distribuicdo ubiqua da proteina na forma leveduriforme de P.
brasiliensis, com certa predilecdo citoplasmatica. Surpreendentemente,
observou-se um grande aumento na quantidade da proteina Pb14-3-3 na
parede da célula fungica durante a interacdo com células epiteliais pulmonares
(A549), sugerindo que esta proteina pode desempenhar um papel importante
na interacdo patdgeno-hospedeiro. A distribuicdo desta durante a interagéo
com as células epiteliais pulmonares nunca foi demonstrada e a grande
quantidade da proteina Pbl14-3-3 na parede celular do fungo durante sua
interacdo com as ceélulas A549 pode sugerir a importancia desta proteina neste
contexto. Nossos dados sugerem que o aumento dos niveis de proteina, na
superficie da célula, pode levar a uma capacidade aumentada para ligar as

proteinas da MEC e uma capacidade aumentada para evitar as defesas do
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hospedeiro pela modulacdo da resposta imune. No entanto, apés a adesédo
inicial de células epiteliais e endocitose, ndo se descarta a relevancia que a
fagocitose por macréfagos tem na producdo de pro e/ou citocinas anti-
inflamatorias e disseminacdo do fungo. A alteracdo na capacidade de aderir a
células epiteliais e uma possivel falta de modulacdo da resposta imune durante
a infeccdo com P.brasiliensis pode ser devido a moléculas como a descrita
neste trabalho, assim como a de 32 kDa proposta por Hernandez, Almeida et
al., 2010. Nossos resultados também sugerem que a presenca desta molécula
ubiquitaria pode representar mecanismo de evasdo do fungo para evitar a
resposta imune do hospedeiro.

A parede celular por localizar-se na interface entre o microrganismo e o
meio ambiente (Firon, Lesage et al., 2004) desempenha importante papel para
o crescimento, a morfogénese e as interacbes dos fungos com o ambiente e
com outras células. Embora, a parede celular de fungos varie frequentemente
entre as diferentes espécies, ela é uma estrutura complexa, composta
basicamente por proteinas, glicoproteinas, lipideos e principalmente por
polissacarideos como quitina, p-1,3 e p-1,6 (dlicanas, distribuidos
diferencialmente ao longo da superficie (Tomazett, Félix et al., 2010). Além dos
componentes ja mencionados, estudos tém comprovado que enzimas
glicoliticas e outras proteinas abundantes no citosol, tais como a gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (G3PD) (Barbosa, Bao et al., 2006), proteinas de
choque térmico de 60 kDa (Cunha, Zancopé-Oliveira et al., 2002), formamidase
(Borges, Baildo et al.,, 2011), triose fosfato isomerase (Pereira, Bao et al.,
2007), malato desidrogenase (Da Silva Neto, De Fatima Da Silva et al., 2009)
se localizam também na parede celular de P. brasiliensis.

A presenca da proteina Pb14-3-3 na superficie do fungo na fase
leveduriforme de P. brasiliensis durante a interagcdo com as células epiteliais
pulmonares, suscita questdes interessantes: por exemplo, como esta proteina
seria incorporada na parede da célula fungica, na auséncia de uma sequéncia
de sinais convencionais N-terminal para o direcionamento da proteina para a
via de excrecdo? Estudos adicionais serdo necessarios para identificar sinais
relacionados com o direcionamento da Pb14-3-3 para a parede celular. A
localizacdo classica de algumas moléculas citoplasmaticas faltando um

peptideo sinal N-terminal a outros compartimentos celulares ndo € incomum
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para P. brasiliensis, como descrito para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) (Barbosa, Bao et al., 2006) e isomerase triosefosfato (TPI) (Pereira,
Bao et al., 2007). Proteinas com o peptideo sinal N-terminal ausentes também
foram encontradas na parede celular de S. cerevisiae, além de sua localizacdo
usual do citoplasma (Nombela, Gil et al., 2006). Além disso, as proteinas
citoplasmaticas GAPDH, TPl e formamidase foram detectadas em vesiculas
extracelulares secretadas por Histoplasma capsulatum (Albuquerque,
Nakayasu et al., 2008) e Cryptococcus neoformans (Rodrigues, Nakayasu et
al., 2008). Esses dados reforcam nossa constatacdo de que a proteina 14-3-3
estaria presente tanto no citoplasma quanto na parede celular de P.
brasiliensis.

Outra questéo a ser avaliada seria a forma de transporte da proteina 14-
3-3 para a parede celular de P. brasiliensis. Através da analise
imunocitoquimica em nivel ultraestrutural foi verificado além da presenca da
proteinal4-3-3 na parede fungo que ela também estaria presente em vesiculas.
As imagens obtidas no tempo de 2h nos remetem a possibilidade de que
embora sem peptideo sinal, a proteina estaria sim sendo enviada pelo sistema
vesicular. Vesiculas carregando fatores de viruléncia, enzimas e antigenos
foram recentemente caracterizadas em patdégenos, como em Cryptococcus
neoformans (Rodrigues, Nimrichter et al., 2007), Histoplasma capsulatum
(Albugquerque, Nakayasu et al., 2008) e mais recentemente em P.brasiliensis
(Vallejo et al., 2011). Nestes microorganismos, estruturas membranosas
vesiculares podem ser vistas cruzando a parede celular. Em C. neoformans,
vesiculas membranosas carregando glicuronoxilomanana (GXM), o principal
polissacarideo capsular deste fungo. Vesiculas contendo GXM também foram
detectadas durante a infeccdo de macréfagos, sugerindo um papel na
patogénese deste microrganismo (Oliveira, Freire-De-Lima et al., 2010). De
fato, analises protebmicas e lipidébmicas de vesiculas isoladas de
sobrenadantes de cultura de C. neoformans (Rodrigues, Nakayasu et al., 2008)
e H. capsulatum (Albuquerque, Nakayasu et al., 2008) tém evidenciado a
presenca de fatores de viruléncia e enzimas. A analise microscopica identificou
uma populacdo heterogénea de vesiculas extracelulares, ndo s6 em C.
neoformans (Rodrigues, Nimrichter et al., 2007; Rodrigues, Nakayasu et al.,
2008), mas também em H. capsulatum, S. cerevisiae, C. albicans, C.
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parapsilosis e Sporothrix schenckii (Albuquerque, Nakayasu et al., 2008;
Oliveira, Freire-De-Lima et al., 2010) sugerindo a existéncia de mecanismos
sofisticados da biogénese das vesiculas em fungos (Casadevall, Nosanchuk et
al., 2009). Recentemente, Vallejo et al., 2011 caracterizaram vesiculas
extracelulares de isolados S1 e PS2 de P. brasiliensis capazes de transportar
moléculas antigénicas que sdo reconhecidas por soros de pacientes com PCM
e gue essas vesiculas sdo ricas em glicoconjugados que sdo amplamente
expressas na parede celular de fungos e sdo armazenados em vacuolos
intracelulares (Vallejo, Matsuo et al., 2011). Dessa forma, o mecanismo de
transporte da proteina 14-3-3 de P. brasiliensis também devera ainda ser mais
bem estudado.

Em estudo realizado em Clonorchis sinensis, causador da fascioliose
hepatica chinesa, foi também demonstrado por imunolocalizacdo que a
proteina 14-3-3 epsilon deste parasita encontrava-se na superficie externa e
sem o peptideo sinal necessario para enderecamento para a via de excrecao.
Além disso, CS14-3-3 provocou uma resposta imunologica balanceada em
ratos imunizados e exibiu efeito protetor contra a infeccdo causada por C.
sinensis (Wang, Chen et al., 2011).

Evidéncias sugerem que as proteinas 14-3-3 em parasitas seriam
importantes para o0 desenvolvimento e sobrevivéncia dos mesmos no
hospedeiro. Por exemplo, proteinas 14-3-3 de Schistosoma mansoni foram
amplamente encontradas no tegumento dos vermes adultos, tanto machos,
quanto fémeas (Schechtman, Winnen et al., 2001), capazes de se ligar ao
receptor TGF-f para agir como uma interface entre parasita e hospedeiro
(Mcgonigle, Beall et al., 2001; Mcgonigle, Beall et al., 2002). As estratégias
deste parasita para a evasao do sistema imune do hospedeiro, permitindo
maior sobrevida, ndo sdo ainda bem compreendidas, assim como em P.
brasiliensis. Estas estratégias de evasao foram descritas como um sistema de
mimetismo capaz de produzir antigenos que sdo semelhantes aos
componentes enddgenos do hospedeiro (Salzet, Capron et al., 2000), no intuito
de interferir em seu sistema imune. Também, estes componentes podem
modular o sistema imune do hospedeiro para estabelecer infecgbes cronicas
(Liu, Cui et al.,, 2009), assim como observado em P. brasiliensis capaz de

causar infeccdes agudas e cronicas (Benard, 2008).
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Proteinas 14-3-3 foram necessarias durante o ciclo evolutivo parasitario,
atuando como variantes de reciclagem de uma glicoproteina de superficie para
Trypanosoma brucei (Benz, Engstler et al., 2010), no encistamento de Giardia
duodenalis (Lalle, Bavassano et al., 2010) e evasao imune para Eimeria tenella
(Liu, Xu et al., 2009).

Em Fasciola hepatica, a proteina 14-3-3 também foi especialmente
localizada na superficie externa tanto em larvas quanto nas formas adultas
deste parasita. Neste caso, a proteina revelou-se multifuncional estando
envolvida tanto no crescimento quanto no desenvolvimento do parasita.
(Hernandez-Gonzalez, Valero et al., 2010). Em Fasciola gigantica, a proteina
14-3-3 demonstrou elevada imunogenicidade e antigenicidade (Chaithirayanon,
Grams et al., 2006).

Embora as interacbes entre o hospedeiro e as proteinas 14-3-3 de
patdgenos continuem a ser elucidadas, acredita-se que tais proteinas estejam
envolvidas na regulacdo da sobrevivéncia celular, proliferacdo e invaséo
(Hernandez-Gonzalez, Valero et al., 2010). Por outro lado, o papel da proteina
14-3-3 em doenca fungica humana tem-se restringido a estudos em C. albicans
e C. neoformans. Utilizando um painel de mutantes isogénicos para a proteina
14-3-3 (Bmhlp), (Kelly, Johnston et al., 2009), descobriram que mutacdes
especificas afetam vias diferentes associadas com a viruléncia, incluindo
agueles envolvidos com a formacéo de filamentos, bem como a interacdo com
as células do sistema imune do hospedeiro. No caso de criptococose,
verificaram que 14-3-3 gama estava presente em niveis elevados em pacientes
HIV-negativos com meningite por esta levedura (Chang, Lu et al., 2008).

A mudanca na composicao da parede celular durante a infec¢do, como a
que ocorre em P. brasiliensis, pode ser considerada como um mecanismo de
escape da resposta imune inata, que é essencial para o controle de infecgbes
fungicas. Imunidade inata € baseada em elementos pré-existentes do sistema
imune que interagem diretamente com todos os tipos de microrganismos
levando a sua destruigdo ou inibicdo do crescimento (Calich, Da Costa et al.,
2008). Os mecanismos que regem a interacao inicial entre P. brasiliensis e as
células da imunidade inata precisam ser esclarecidos. Estudos demonstraram
que os receptores Toll-like (TLR2) e TLR4 regulam a interagdo inicial de células

fungicas com o0s macrofagos e o padrdo da imunidade adaptativa que



desenvolve. Além disso, foi verificado a participacdo de MyD88, uma molécula
adaptadora utilizado pelo TLRs para ativar genes da resposta inflamatdria na
paracoccidioidomicose pulmonar, e esta molécula seria essencial para a
ativacdo de mecanismos fungicidas e da inducdo de protecdo inata e
adaptativa as respostas imunes contra P. brasiliensis (Loures, Pina et al.,
2011).

O foco sobre o papel das proteinas 14-3-3 na doen¢ca humana,
particularmente no cancer tem merecido atencao, com realce sobre o papel dos
diferentes isotipos 14-3-3, a interacao de proteinas 14-3-3 com Raf, Cdc25, e
varios membros da familia de integrinas, e a probabilidade de que as proteinas
14-3-3 podem ser marcadores diagndsticos e alvos terapéuticos Uteis no
tratamento de doencas humanas (Wilker e Yaffe, 2004). 14-3-3C foi encontrada
em varios tipos de cancer e utilizada como um biomarcador de prognéstico e
quimiorresisténcia em varios tipos de tumores (Neal e Yu, 2010). J& na doenca
de Creutzfeldt-Jakob, a deteccdo de 14-3-31, associada a outros marcadores,
no fluido cérebro-espinal foi utilizada como marcador diagndstico h4 mais de
dez anos (Chohan, Pennington et al., 2010).

Evidéncias acumuladas agora suportam o conceito de que um ou outro
estado anormal de expressdo da proteina 14-3-3, ou desregulacéo das
interag@es contribuem para o desenvolvimento de um grande numero de
doencas humanas. Em particular, investigacbes clinicas nocampo da
oncologia ttm demonstrado uma correlacdo entre niveis elevados de 14-3-
3 e sobrevida de pacientes com cancer. Estes estudos destacam a rapida
emergéncia de proteinasl14-3-3 como uma nova classe de moléculas como
alvo molecular para a intervencgéo terapéutica em potencial (Zhao, Meyerkord
et al., 2011).

Um aspecto essencial no ciclo de vida de muitos patdégenos € sua
habilidade de entrar e se manter no hospedeiro para facilitar sua continua
infec¢do. Portanto, varios patégenos dispdem de mecanismos que utilizam a
polimerizacdo de actina a seu favor para entrar ou sair das células do
hospedeiro. Em circunstancias normais, a polimerizacdo de actina e a
mobilidade celular s&o reguladas via cascatas de transducdo de sinais
(Frischknecht e Way, 2001). Patbgenos ndo somente usam o citoesqueleto de

actina para facilitar sua entrada, mas desenvolveram também mecanismos
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para subverter os sistemas regulatorios normais que controlam a polimerizacao
da actina na célula (Frischknecht e Way, 2001). Na literatura, o papel de Rho
esta ligado a migracdo e associado a adesdo focal que pode aumentar a
adesdo e também a invasdo, alem da motilidade. Os patégenos com
capacidade de invasdo frequentemente alteram o0s componentes do
citoesqueleto para promover a sua entrada na célula e isto é feito pelo
rearranjo da actina e varios fatores de viruléncia tém como alvo a familia Rho
que envolvem Rho, Rac, e Cdc42 que sao reguladores fundamentais da
reorganizacdo de actina (Ishida, Zhang et al., 2004). Pouco é conhecido das
vias de sinalizacdo que controlam as mudancas morfolégicas em P.
brasiliensis, assim como os sinais celulares quando da interacdo com células
do hospedeiro. A invasédo de P. brasiliensis afeta a estrutura do citoesqueleto
das células epiteliais, interferindo em aspectos morfologicos da actina, tubulina
e citoqueratina. O tratamento com citocalasina D e colchicina reduziu a
invasdo, indicando a participacao funcional dos microfilamentos e microtubulos
neste mecanismo (Mendes-Giannini, Hanna et al., 2004). Em P. brasiliensis
ainda sdo pouco conhecidas as provaveis vias capazes de ativar sinais
citosdlicos associados ou ndo durante o processo de invasao ligado ao
receptor tirosina quinase ou outros, ou a via de transducao de sinal envolvendo
citoesqueleto. P. brasiliensis, ndo é formalmente considerado um patégeno
intracelular, pode ser internalizado pelas células epiteliais in vitro e in vivo
(Monteiro Da Silva, Andreotti et al., 2007). As redes de transducao do sinal,
envolvendo a proteina quinase tirosina (PTK) e atividades de fosfatase podem
modular eventos cruciais durante as infeccfes fungicas. Nosso grupo verificou
o envolvimento de PTK em P. brasiliensis na adesédo e invasdo as células
epiteliais. Os resultados sugeriram que a via PTK participa na transducao de
sinal durante os eventos iniciais dos processos de adesdo e invasdo de P.
brasiliensis as células epiteliais de mamiferos (Monteiro Da Silva, Andreotti et
al., 2007).

Assim, neste estudo também determinou-se o efeito da adesina de 30
kDa de P. brasiliensis sobre a dinamica do citoesqueleto da célula hospedeira.
Células A549 foram tratadas com a proteina recombinante purificada por
diferentes periodos de tempo e também foram infectadas com P. brasiliensis.

Observou-se uma redistribuicdo de actina apdés o tratamento por 1h com a
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proteina recombinante, com um aumento na concentracdo perto da membrana
celular com a formacao de protuberancias (filopddios), provavelmente devido a
ativacdo de Cdc42. O desarranjo do citoesqueleto de actina também foi
observado quando as células foram infectadas com o fungo integro, mas esse
desarranjo foi menos pronunciado e mais tardio. Além disso, neste ensaio de
interacdo foi possivel verificar a presenca da proteina 14-3-3 na parede do
fungo, contribuindo de alguma forma para os eventos observados.

Uma caracteristica marcante das proteinas 14-3-3 € a habilidade de se
ligar a um grande numero de proteinas sinalizadoras funcionalmente diversas,
incluindo quinases, fosfatases e receptores transmembrana. Essa abundancia
de proteinas de interacdo permite que as 14-3-3 atuem em papéis importantes
em diversos processos regulatérios, como transducdo de sinais, apoptose,
resposta ao stress, controle do ciclo celular, organizacdo do citoesqueleto entre
outros (Ford, Al-Khodairy et al., 1994; Hunter, 1997; Van Hemert, Steensma et
al., 2001).

A familia de proteinas 14-3-3 € conhecida por participar na regulacao e
organizacdo do citoesqueleto por ativacdo de Rho GTPases (Jin, Smith et al.,
2004), atuando como mediadores em alteracdes do citoesqueleto via integrinas
e desempenhando um papel importante na ativacdo de Cdc42 (Bialkowska,
Zaffran et al., 2003). Assim, a hipOtese de que P. brasiliensis estaria usando
essa proteina como um importante fator de viruléncia durante a patogénese é
reforcada e a proteina Pb14-3-3 estaria ativando proteinas do citoesqueleto
intracelular, como Rho, Rac e Cdc42 resultando em alteragcées conformacionais
da célula que poderia auxiliar no processo de invasao.

A familia Rho GTPases esta envolvida no controle da motilidade e
morfologia das células em resposta a estimulos extracelulares. A ativagédo da
Rho em fibroblastos, por exemplo, resulta na montagem de fibras de estresse e
fibras de adeséo focal (Ridley e Hall, 1992), enquanto a ativacdo de Rac causa
extensdo de lamelipddios periféricos e montagem de pequenos complexos de
adesao focal (Nobes, Baverstock et al., 1992; Ridley, Paterson et al., 1992).
Um terceiro membro da familia Rho GTPase, Cdc42 regula a formacao de
extensdes periféricas denominadas filopodios (Nobes, Baverstock et al., 1992).

A andlise da expressdo de Rac quanto a porcentagem de células

marcadas mostrou a diminuicdo da expressao de Rac em ceélulas tratadas com
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a proteina 14-3-3 recombinante quando comparadas com as células né&o
tratadas ou infectadas com P. brasiliensis. Essa diminuicdo foi mais
pronunciada no tempo de 8h. Quando se realizou a verificacdo da média da
intensidade de fluorescéncia foi verificado um aumento significativo da
expressdo de Rac somente nas células tratadas com a proteina 14-3-3
recombinante, demonstrando assim que o efeito observado pode ser associado
as funcdes ja descritas na literatura desta proteina como ativadora desta via.
Além disso, o dado € bastante interessante, uma vez que o processo adesivo
de P. brasiliensis inicia-se em 2h e talvez a proteina 14-3-3 estaria envolvida
nesse processo, embora tais resultados nédo fossem encontrados quando se
utilizou o fungo (isolado 18 de P. brasiliensis).

Ja a andlise de Cdc42 revelou aumento da expressao principalmente
em 5h e 24h de tratamento com a proteina 14-3-3. Esse aumento foi verificado
tanto pela % de células marcadas quanto pela andlise da média da intensidade
de fluorescéncia. Além disso, também se observou ativacdo de Cdc42 pelo
proprio fungo. Em 5h foi observado aumento da média da intensidade de
fluorescéncia embora tenha ocorrido diminuicdo da % de células marcadas
quando comparado com o tempo de 2h. Essa observacdo se inverte no tempo
de 8h, ou seja, neste periodo se observou aumento da % de células marcadas
e diminuicdo da média da intensidade de fluorescéncia quando comparados
com o controle de células néo tratadas no mesmo periodo. Mais uma vez, 0s
dados de 5h sdo bastante interessantes, pois tanto o tratamento com a
proteina recombinante como a infeccdo com P. brasiliensis estariam ativando
Cdc42, corroborando com os dados ja descritos de que neste periodo, o fungo
inicia o processo invasivo. Adicionalmente, usando a toxina botulinica, um
inibidor de membros da familia Rho GTPase, observou-se uma reducdo de
taxa de infecgéo de cerca de 45% em 2h de infecgéo, 77% em 5h e 88% em
8h, indicando que a invasdo de P. brasiliensis envolve a acdo de Rho
GTPases. Muitas bactérias produzem toxinas (por exemplo, fator de necrose
citotoxicos de E. coli, toxina dermonecrética de Bordetella pertussis) que
seletivamente ativam a familia de Rho GTPases. Outras toxinas (exoenzimas
C3 de Clostridium botulinum, toxinas A e B de Clostridium difficile e toxina letal
de Clostridium sordellii) inativam proteinas nesta familia por ribolisacdo e
glicosilacdo de ATP (Schiavo e Van Der Goot, 2001).
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A modulacdo do citoesqueleto facilita varios processos que sao criticos
para 0 sucesso de colonizacdo das células do hospedeiro por patdégenos
intracelulares. Bactérias intracelulares, tais como Salmonella typhimurium,
empregam toxinas que promovem o colapso do citoesqueleto de actina durante
o processo de infeccdo, promovendo a internalizacdo da bactéria dentro de
vacuolos que permitem que ela se multiplique (Baldwin e Barbieri, 2005). As
caracteristicas dessas toxinas sao de grande importancia para o entendimento
da participacdo da via de Rho GTPases no processo de infeccdo, e estas
toxinas tém sido utilizadas para elucidar o papel destas Rho GTPases no
controle de varios processos celulares (Verma e Ihler, 2002). Estudos recentes
sobre as interacdes entre proteinas ligadas a patogénese (adesinas e toxinas)
e vias de sinalizacdo da célula hospedeira tém sido importantes para
esclarecer como essas proteinas podem modular a fisiologia celular. Durante o
curso da infeccdo, muitas bactérias patogénicas produzem toxinas que atuam
sobre o citoesqueleto e suas proteinas reguladoras (Baldwin e Barbieri, 2005).

Estas toxinas podem atuar como reguladores positivos, promovendo o
rearranjo do citoesqueleto de actina ou, alternativamente, como reguladores
negativos, promovendo a ruptura dos filamentos do citoesqueleto. Bactérias
intracelulares, tais como Salmonella typhimurium utilizam toxinas para
promover tanto a montagem quanto o desarranjo do citoesqueleto de actina
durante o processo de infeccdo. A internalizacdo de S. typhimurium em células
epiteliais é direcionada pelo sistema de secrecdo do tipo Ill (SPI-1 T3SS) que
permite a translocacao de proteinas efetoras do citoplasma bacteriano, através
da membrana plasmatica, para o citoplasma da célula hospedeira. Estes
efetores causam, entre outros efeitos, a polimerizacdo de actina, além disso, a
regulacdo temporal dessas toxinas resulta na internalizagdo da bactéria pelas
células epiteliais em vacuolos especializados permitindo o crescimento das
mesmas. Em contraste, Yersinia spp utiliza as toxinas para modular a actina
bloqueando a internalizacdo por células apresentadoras de antigenos como
macrofagos e células dendriticas (Baldwin e Barbieri, 2005; Guignot e Servin,
2008). Em Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, a proteina 14-3-3
denominada ARI1 interage diretamente com AvrRxv de forma semelhante a
interacdo do ExoS efetoras de P. aeruginosa. (Masters, Pederson et al., 1999;
Krall, Zhang et al., 2004). H& evidéncias de que efetores bacterianos podem
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recrutar proteinas 14-3-3 para a sua funcao dentro de células hospedeiras. A
elucidacdo do papel dessas interagbes pode permitir o desenvolvimento de
moléculas inibidoras que interferem com o0s mecanismos amplamente
conservados de viruléncia. Desta maneira, a semelhanca de bactérias, a 14-3-
3 de P.brasiliensis pode estar associada a viruléncia deste fungo.

Estudos anteriores j& haviam demonstrado que a expressdo de MMP-1
em varios tipos celulares é essencialmente mediada por sinal extracelular
regulado por quinase (ERK) 1/ 2 e p38 proteina ativada por vias de sinalizacao
MAPK quinase (Nagase e Woessner, 1999; Ghahary, Marcoux et al., 2005;
Lam, Kilani et al., 2005; Ghaffari, Li et al., 2006; Lee, Lee et al., 2009), sendo
que a ativacao de p38 pela proteina 14-3-3 nativa de P. brasiliensis também ja
havia sido demonstrada (Andreotti, 2005).

No estudo desenvolvido por Asdaghi, Kilani et al., 2011 foi verificado que
a proteina 14-3-3 aumentava a expressao de colagenase no pulmao pela
regulacdo de TGF1B durante a inflamac&o pulmonar. TGF-B € uma familia de
citocinas multifuncionais designado como TGF-B1, TGF-B2 e TGF-f3. TGF-f1
€ um potente fator pro fibrotico que induz a sintese de diferentes componentes
da MEC, incluindo colageno tipo | e tipo Ill, fibronectina, tenascina e
proteoglicanos (Massagué, 1990). TGF-B1 diminui ainda mais a sintese de
enzimas que degradam a MEC tais como estromelisina e colagenase (MMP-1)
e aumenta a producdo de inibidores destas enzimas, incluindo ativador do
plasminogénio tipo-1 inibidor (PAI-1) e inibidor tecidual de metaloproteinase-1
(TIMP-1). Assim, TGF-B1 pode ter um profundo impacto sobre remodelamento
de vias aéreas (Redington, Madden et al., 1997; Asdaghi, Kilani et al., 2011).

O entendimento mecanicista da regulacéo das proteinas 14-3-3 permite
uma série de estratégias para manipula-las para potenciais aplicacdes
terapéuticas. As redes de interacdo proteina-proteina 14-3-3-mediadas
exercem papéis fundamentais na regulacdo de diversas vias de sinalizacéo
celular e surgiram como potenciais alvos terapéuticos em contextos de
doencas como cancer, doencas neuroldgicas e doencas infecciosas. Estudos
futuros serdo necessarios para validar alvos 14-3-3 em modelos relevantes
com correlagdes clinicas e também para definir novos compostos que sao
potentes e moduladores especificos de proteinas 14-3-3 dentro destes

contextos de validacao.
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Em conclusédo, no presente estudo, foi mostrado que P. brasiliensis
possui proteina 14-3-3 com caracteristica de adesina que pode alterar o
citoesqueleto das células hospedeiras para auxiliar na internalizacdo do fungo
pelos fagécitos ndo-profissionais. Com base nesses resultados, sugerimos que
esta proteina pode ser necessaria para 0 processo de invasdo e no processo
infectivo pode exercer papel importante provavelmente como no caso de outras
doencas. Assim como outros patogenos, P. brasiliensis pode modular o
citoesqueleto da célula hospedeira para escapar do sistema imune do

hospedeiro e causar infeccao.

CONCLUSOES

Foi avaliada a localizacdo subcelular em nivel ultraestrutrural da
proteina 14-3-3 de P. brasiliensis demonstrando distribuicdo ubiqua na célula
leveduriforme de P. brasiliensis com certa predilecdo citoplasmatica e
preferencialmente na parede deste fungo no momento da interagdo com as
células epiteliais e o envolvimento de moléculas de sinalizacdo e participacéo

da via de Rho GTPases no processo infectivo de P. brasiliensis .

CYTOPLASM

Integrin

Microfilaments of cytoskeleton
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ABSTRACT

14-3-3 proteins are a conserved group of small acidic proteins involved in
a variety of processes in eukaryotic organisms. However, the exactly function of
these proteins in some processes remains unknown. In a previous study, we
identified a 14-3-3 protein that acts as an adhesin in Paracoccidioides
brasiliensis (Pb), and we proposed that this protein contributes to the virulence
of this important fungal pathogen. Thus, the goal of the present study was to
characterize the role of this protein during interaction of the fungus with its host.
To achieve this goal, we cloned and expressed the 14-3-3 protein in a
heterologous system, determined its subcellular localization and tested whether
treatment with this protein caused changes in the actin cytoskeleton of the host
cell. Changes in the distribution of actin were observed, and
immunocytochemical analysis revealed ubiquitous distribution of this protein in
the yeast form of Pb, with some concentration in the cytoplasm. However,
surprisingly, during the interaction of Pb with A549 cells, we observed an
apparent increase in the levels of the 14-3-3 protein the cell wall of the fungus,
suggesting that this protein may be involved in host-parasite interactions.
Treatment with botulinum toxin revealed a significant reduction in the infection
rate of A549 cells with Pb, indicating that host Rho GTPases are required for Pb
infection. We are the first to examine the distribution of a 14-3-3 protein in Pb
during its interaction with A549 cells. Our data may lead to a better
understanding of Pb interactions with host tissues and of

paracoccidiodomycosis pathogenesis.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, 14-3-3 protein, subcellular

localization, epithelial cell interaction, adhesin.
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INTRODUCTION

Paracoccidioides brasiliensis is a dimorphic fungus, ethiologic agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), disease of multiple organic implications and
prolonged evolution (16). Pb virulence can be attenuated or lost after
subsequent cycles of subcultive for during long periods (9) and reestablished
after by the passage in animals (10) or in the epithelial cells culture (3). The
success of colonization is a complex event, generally involving a ligand coded
by the pathogen (adhesins) and a cell receptor.

Protein-protein interactions are crucial in the regulation of many cellular
processes and may modulate, for example, cellular location, enzymatic activity,
and protein conformation. Furthermore, for the development of multicellular
organisms, it is necessary that these interactions are strictly controlled and that
they depend on the charge and the conformation of the protein complex in the
cellular environment. A common way to change the protein conformation or
charge or to stimulate a protein interaction is through the phosphorylation of
specific amino acids; however, phosphorylation is not always sufficient to
generate changes in the biochemical properties of a protein, and additional
protein-protein interactions are often required (11).

Rho GTPase proteins are known to regulate the dynamic organization of
the cytoskeleton and membrane traffic, as well as physiological processes such
as cell proliferation, motility, polarity, and growth (33). Cdc42 has been
characterized as a point of convergence in signal transduction and is involved in
multiple signaling pathways, including tyrosine kinase receptors and cytokines,
heterodimeric G proteins and those initiated by chemical and physical stress.
Many effectors of Cdc42 have been identified; however, understanding the
specificity of this signaling pathway remains a major challenge in the field (33).
In Pb, Cdc42p has been found to be an important molecule that controls the
growth of this fungus in the yeast phase (2). Detailed analysis of the molecular
mechanisms of PbCdc42p is extremely important for understanding the host-
parasite interactions of Pb and providing information on the regulation of cell
growth and pathogenesis not only in Pb but also other pathogenic fungi (2).
Actin plays an important role because it facilitates the accumulation of Cdc42 at

specific points of the membrane (5). Rho GTPases are also the center of a



115

complex signaling pathway that plays an important role in the adherence of the
fungus to mammalian cells (33).

In a previous study, a 14-3-3 family protein was characterized by our
group as a 30-kDa adhesin of Pb that can bind to laminin and contribute to the
virulence of this important fungal pathogen (3). 14-3-3 proteins are a highly
conserved group of small acidic proteins that have been implicated in a variety
of cellular processes in eukaryotes. However, although these proteins are
known to be involved in apoptosis, signal transduction, cell cycle regulation and
transcription, their exact role in these processes remains unknown (17).
Members of this group function as accessory proteins in various processes, act
as specific determinants that alter the cellular localization of other proteins with
which they interact and are involved in the direct regulation of enzyme activity
(34). 14-3-3 proteins also participate in the regulation and organization of the
cytoskeleton through the activation of Rho GTPases (21) and mediate changes
in the cytoskeleton via integrins, which play important roles in the activation of
Rac and Cdc42 (8).

Pb invasion affects the structure of the cytoskeleton of epithelial cells,
interfering with morphological features of actin, tubulin and cytokeratin (25).
Previously, we demonstrated that a 30-kDa adhesin (14-3-3 protein) of Pb
causes structural modification of polymerized actin microfilaments and
cytokeratin, in addition to inducing apoptosis in the process of Pb-epithelial cell
interaction (3). However, little is known about the signaling pathways that
control cellular changes during the interaction of Pb with host cells, or about
mechanisms capable of activating cytosolic signals associated with this
interaction. Thus, in this study we characterized the 14-3-3 protein of Pb by
determining its localization, both in the yeast form of the fungus and during the
process of interaction with epithelial cells, and elucidating the role of this protein
in modulating the signaling events that occur during the invasion of epithelial
cells by Pb.
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MATERIALS AND METHODS

P. brasiliensis isolate and growth conditions

Yeast cells of Pb strain 18 (Pb18), which was derived from a clinical case of
PCM, were used in this study. Cells were grown for 3-4 days at 37 on Fava-
Netto solid medium (15).

Cloning cDNA containing the complete coding region of 14-3-3 protein

into an expression vector

The cloned cDNA containing the complete coding region of 14-3-3 protein
(GenBank accession number AY462124) (4) was amplified by PCR using
oligonucleotide sense (5"-ATGGGTTACGAAGATGCTG-3") and antisense (5'-
CTCAGCGGCCTTAGGAGC-3") primers. The amplification parameters were as
follows: an initial denaturation step at 94<C for 2 min, followed by 25 cycles of
denaturation at 94T for 30 s, annealing at 58T for 30 s, and extension at 72T
for 1 min and 10 s. A final elongation step was performed at 72<C for 7 min. The
PCR product was subcloned into the Sall/Xhol sites of the pET-32a(+)
expression vector (Novagen, Inc., Madison, Wis.). The resulting plasmid was
transformed into Escherichia coli BL21DE3. Bacteria transformed with the pET-
32a-14-3-3r were grown in LB medium supplemented with ampicillin (100
pg/mL) at 37<C until reaching the optical density of 0. 6 at 600 nm. Synthesis of
the recombinant protein was then initiated by adding isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) to a final
concentration of 0.4 mM to the growing culture, and the bacterial extract was
pelleted and resuspended in phosphate buffered saline (PBS). After induction,
the cells were incubated for 5 h at 37<C with shaking at 200 rpm. Cells were
harvested by centrifugation at 10,000 x g for 30 min at 4C. The supernatant
was discarded and the cells were resuspended in lysis buffer (50 mM NaH,PO,,
20 mM imidazole, 300 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1x PLAAC) and lysed by
extensive sonication (pulse on 4.4 s; pulse off 9.9 s; 60% extended for 2 min).
The sample was centrifuged at 10,000 x g for 30 min at 4C. His-tagged Pb14-
3-3r was purified using the Ni-NTA column (GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK) equilibrated with 10 column volumes of buffer A (50 mM NaH,PO,4, 20 mM
imidazole, 300 mM NaCl). Clarified lysate was applied to the column at a flow

rate of 2-3 ml/min. The resin was washed with buffer A supplemented with 5
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column volumes of increasing concentrations of imidazole (10-120 mM in 10-
mM increments) followed by 10 column volumes of buffer A + 250 mM
imidazole. Ten-milliliter eluted portions were collected from each concentration
and analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (23) and gels
were washed and the proteins stained with Coomassie blue (26). To confirm
that the purified recombinant protein obtained was indeed the 14-3-3 protein of
Pb, the bands obtained in the 10% polyacrylamide gel were purified and
subjected to tryptic digestion using 10 ng/mL Trypsin Gold (Promega). The
tryptic fragments were subjected to LC-MS/MS using Cap-LC coupled to a Q-
TOF Ultima API mass spectrometer (Waters, UK) The spectra were processed
using ProteinLynx v4.0 software (Waters) and MASCOT MS/MS lon Search
(www.matrixscience.com), and the sequences found were identified by

searching the SwissProt database.

Antibody production

The purified recombinant 14-3-3 protein was used to generate specific rabbit
polyclonal serum. Rabbit preimmune serum was obtained and stored at -20<C.
The purified protein (1.5 mg/mL) was injected into one rabbit with Freund’s
adjuvant three times at 2-week intervals. The obtained serum, containing
monospecific anti-14-3-3r polyclonal antibodies, was sampled and stored at -
20C. The immunoglobulin fractions of the antisera were separated by
precipitation with ammonium sulfate and stored at -70°C. These antisera
reacted with P. brasiliensis 14-3-3 recombinant protein at titers of 1:50, 1:100,
1:250, 1:500 and 1:1000 by immunoblotting.

Immunofluorescence assay to determine the effect of the 14-3-3
recombinant protein on actin cytoskeleton assembly

Type 1l pneumocyte line A549 was obtained from the American Type Culture
Collection (Manassas, VA). The cells were seeded overnight in Ham-F12
medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal calf serum.
The cells were washed three times with 10 mM PBS, and Ham-F12 not
containing fetal calf serum was added prior to the start of the assay. To study
the cytoskeletal changes that occur upon treatment with 25 pg/mL of 14-3-3

recombinant protein for 5 h, cell monolayers were fixed with 4%
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paraformaldehyde, washed in PBS, and permeabilized in 0.5% Triton X-100 for
15 min. To stain F-actin, we used FITC-labeled phalloidin. The phalloidin was
diluted in Evans blue and used at a concentration of 10 pg/ml at 37<C for 1 h.
Cells were washed three times with PBS containing 0.2% Tween-20 (PBS-T),
mounted in PBS-glycerin and viewed by fluorescence microscopy (Leica DM
RXA, Wetzlar, Germany).

Analysis of Rho, Rac and Cdc42 activity in A549 cel Is during the
internalization of P. brasiliensis

To better characterize the mechanisms of actin recruitment, pneumocytes
(A549) were pre-treated for 30 min at 37C with Clostridium difficile toxin B, a
broad inhibitor of Rho GTPase family members. Treated and untreated
monolayers were infected with standardized suspensions 10° cells/mL of Pb for
2 h, 5 h or 24 h. After infection, the monolayers were washed with water, lysed
and plated on Fava Netto medium supplemented with 4% fetal calf serum. All
treatments were performed in duplicate, and three independent experiments
were performed. After four days of growth, CFU were counted and data were
statistically analyzed using Origin Pro v7.5 software (OriginLab Corporation,
Northampton, MA,USA).

Subcellular localization of the 14-3-3 recombinant p  rotein in P. brasiliensis
yeast cells and during interaction with pneumocytes

To determine the subcellular localization of 14-3-3 protein of Pb, we performed
immunocytochemistry on the ultrastructural level using immunogold labeling.
For each experiment, a suspension of Pb yeast cells and pneumocytes infected
with Pb (102 cells/ml) were fixed (2.5% v/v glutaraldehyde in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.2) for 24 hours at 4C and sent to the electron
microscopy service of the Institute of Biomedical Sciences (ICB-1) USP-SP for
the preparation of ultrathin sections. After fixation, the cells were rinsed several
times using the same buffer, and free aldehyde groups were quenched with 50
mM ammonium chloride for 1 h, followed by block staining in a solution
containing 2% (w/v) uranyl acetate in 15% (v/v) acetone for 2 h at 4T (4). The
material was dehydrated in a series of ascending concentrations of acetone (30

to 100% v/v) and embedded in LR Gold resin (Electron Microscopy Sciences,
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Washington, Pa.). The ultrathin sections were collected on nickel grids,
preincubated in 10 mM PBS containing 1.5% (w/v) bovine serum albumin (BSA)
and 0.05% (v/iv) Tween 20, (PBS-BSA-T), and subsequently incubated
overnight with the polyclonal antibody against the 14-3-3 recombinant protein
(diluted 1:50). After washing with PBS-BSA-T, the grids were incubated for
overnight with the labeled secondary antibody (rabbit 1gG, Au conjugated, 10
nm; diluted 1:10). Controls were incubated with rabbit preimmune serum at
1:50, followed by incubation with the labeled secondary antibody. After the
incubations, the grids were washed with the buffer described above, followed by
a wash with distilled water, and then stained with 3% uranyl acetate (w/v) and
4% lead citrate (w/v). Finally, the grids were observed with a Jeol 1010

transmission electron microscope (Jeol, Tokyo, Japan).

Statistical analysis

The means and standard deviations of at least three distinct experiments were
determined using OriginPro 7.5 software. Statistical analysis was performed
using analysis of variance (ANOVA). P values of 0.05 or less were considered

statistically significant.

RESULTS

Expression, purification and production of a polycl onal antibody to Pb14-
3-3 recombinant protein

The cDNA encoding the Pb14-3-3 recombinant protein was subcloned into the
expression vector pET-32a and a recombinant fusion protein was obtained.
After induction with IPTG, a 43-kDa recombinant protein was detected in
bacterial lysates (Fig. 1A). The 6-histidine residues fused to the N terminus of
the recombinant protein were used to purify the protein from bacterial lysates by
nickel-chelate affinity. The recombinant protein was eluted and analyzed by
SDS-PAGE (Fig. 1B). An aliquot of the purified recombinant protein was used to
generate a rabbit polyclonal anti-Pb14-3-3r antibody. Western blotting
confirmed the positive reaction of the antibody with the fusion protein (Fig. 1C),
identifying a 43-kDa protein from bacterial lysates.
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Immunofluorescence assay to determine the effect of the 14-3-3
recombinant protein on actin cytoskeleton assembly

Many microbial pathogens that invade non-professional phagocytic cells with
rigid cytoskeletons induce alterations in the underlying host cytoskeletal
structure (25). We investigated the effect of the 14-3-3 recombinant protein on
the actin cytoskeleton of the host cell. Untreated epithelial cells showed intense
fluorescent staining of actin, with the characteristic elongated structure (Fig.
2A). After treatment with the 14-3-3 native (Fig. 2B) and recombinant proteins
(Fig. 2C), noticeable changes were observed in the organization of actin
filaments. After treatment of epithelial cells with the 14-3-3 recombinant protein
(25 mg/ml) for 5 h, we observed a redistribution of actin to the cell membrane

and the formation of actin-rich protrusions (Fig. 2B and 2C).

Analysis of Rho, Rac and Cdc42 activity in A549 cel Is during the
internalization of P. brasiliensis

To better characterize the mechanisms of actin recruitment, we tested the
participation of 14-3-3 protein in the activation pathway of Rho GTPases using
Clostridium difficile toxin B, a broad inhibitor of Rho GTPase family members.
We observed a reduction of infection rate of approximately 45% in 2 h of
infection, 77% in 5 h and 88% in 8 h (Fig. 3). This inhibition of Pb entry by toxin

B suggests that Rho GTPases are involved in the internalization process.

Subcellular localization of the 14-3-3 recombinant p  rotein in P. brasiliensis
yeast cells and during interaction with pneumocytes

We explored the subcellular localization of the 14-3-3 recombinant protein using
an anti-14-3-3 polyclonal antibody in combination with immunoelectron
microscopy. Pb yeast cells and infected A549 cells were processed by
postembedding with gold particles. The immunocytochemistry assays revealed
ubiquitous distribution of the gold particles in Pb yeast cells, with some
concentration in the cytoplasm (Fig. 4). Surprisingly, when we determined the
subcellular localization of the 14-3-3 protein in Pb yeast cells during interaction
with epithelial lung cells (A549), we observed a large increase in the number of
gold particles in the fungal cell wall at the time of epithelial cell interaction (Fig.

5), suggesting that the 14-3-3 protein may play an important role in the host-
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pathogen interaction. Although it was possible to verify that with increasing
interaction time (8 h), some cell wall fragments containing these gold particles
are directed to the epithelial cell (Fig 5C). Control samples obtained by
incubation with the rabbit preimmune serum were free of gold labeling (Fig. 4A,
5-1A, 5-1B and 5-1C).

DISCUSSION

In our previous study, we characterized a 30-kDa adhesin protein in Pb
by amino-acid sequencing and determined that this 14-3-3 family member is
capable of binding to laminin (3). This study also showed that the 14-3-3 protein
of Pb may play an important role in the pathogenesis of this fungus by acting as
an adhesin during the invasion of epithelial cells. A critical first step in the
establishment of infection by pathogens is the attachment to host components.
The recognition of host cells by a pathogen requires the presence of
complementary molecules on the surface of the host cell. We previously
demonstrated that Pb is capable of adhering to and invading epithelial cells
(24). Adhesins that interact with receptors have been found to exist in a number
of different pathogens, and host ECM components are often of great importance
in the modulation of migration, invasion, differentiation, and microbial
proliferation. In recent years, several proteins in Pb with receptor-like
characteristics have been found to be ligands of the ECM (3, 7, 12-14, 18-20,
24, 27, 30, 37).

The 14-3-3 protein has been identified in the genome of Pb fungus, but
its function is still unknown. The pathogen must regulate the expression of its
adhesins to survive and cause disease. 14-3-3 proteins are a family of adaptor
proteins that modulate protein function in all eukaryotic cells. Little is known
about the function of 14-3-3 proteins in pathogenic fungi. In addition to its
cytoplasmic localization, Pb14-3-3 was also detected in cell wall and culture
filtrate of Pb, suggesting that it is actively secreted by Pb.

Studies with Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces
pombe have demonstrated that both yeasts contain two genes that encode 14-
3-3 proteins, and these, as in higher eukaryotes, bind to numerous proteins
involved in a variety of cellular processes (35). The filamentous fungus

Aspergillus nidulans contains a protein with high homology to 14-3-3 proteins
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(called Arta) that prevents the formation of the septum. However, instead of
blocking septation, increased expression of Arta causes a delay in the
polarization of the conidiophores, suggesting that this protein plays an important
role in hyphae morphogenesis (22).

Patel et al. (2006) demonstrated that the tau isoform (also known as
theta) of 14-3-3 can bind specifically to Tir, a major effector protein that is
delivered to the plasma membrane of the eukaryotic cell, where it acts as the
receptor for the bacterial adhesin, intiminin. 14-3-3tau is recruited to the site of
the pedestal (3 h after infection) and can decorate attached EPEC in the later
stages of the infection process (5—7 h after infection) (29).

In the present study, we sought to gain a better understanding of host-
parasite relationships between Pb and human epithelial cells. Thus, we
generated a recombinant 14-3-3 protein in bacteria, and the purified 43-kDa
protein was assessed by SDS-PAGE. Using the recombinant purified protein,
high titers of rabbit polyclonal antibody were raised. The serum specifically
recognized the recombinant purified protein in western blot assays. Expression
of the 14-3-3 recombinant protein and the generation of a specific polyclonal
antibody allowed us to determine the subcellular localization of this protein by
immunoelectron microscopy.

Immunocytochemical analysis revealed a ubiquitous distribution of the
protein in the yeast form of Pb, with some concentration in the cytoplasm.
Surprisingly, we observed a large increase in the amount of Pb14-3-3 protein in
the fungal cell wall during interaction with epithelial lung cells (A549),
suggesting that this protein could play an important role in the host-pathogen
interaction. The protein distribution in Pb during the interaction with epithelial
lung cells never had been demonstrated and the large amount of 14-3-3 protein
in the cell wall of this fungus during their interaction may suggest the
importance of this protein in this context. The presence of 14-3-3 protein at the
Pb cell surface raises interesting questions: for example, how is this protein
incorporated into the cell wall in the absence of a conventional N-terminal signal
sequence for targeting the protein to the secretory pathway? Additional studies
will be necessary to identify putative signals related to Pb cell wall targeting.
The localization of some classic cytoplasmic molecules lacking an N-terminal

signal peptide to other cellular compartments is not uncommon for Pb, as
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described for glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH) (7) and
triosephosphate isomerase (TPI) (30). Proteins that lack an N-terminal signal
peptide sequence have also been found in the cell wall of S. cerevisiae, in
addition to their usual cytoplasmic localization (28). In addition, the cytoplasmic
proteins GAPDH, TPI and formamidase have been detected in extracellular
vesicles secreted by Histoplasma capsulatum (1) and Cryptococcus
neoformans (31). These data support our finding that the 14-3-3 protein is
localized both to the cytoplasm and to the cell wall of Pb.

This study also determined the effect of the 30-kDa adhesin of Pb on the
cytoskeletal dynamics of the host cell. Pneumocytes were treated with the
protein for 5 h to allow sufficient time for Pb internalization. We observed a
redistribution of actin after treatment with the adhesin, with an increase in
concentration near the cell membrane and the formation of actin-rich
protrusions of the membrane called filopodia (likely due to the activation of
Cdc42). The 14-3-3 family of proteins is known to participate in the regulation
and organization of the cytoskeleton by activating Rho GTPases (21), acting as
mediators in cytoskeletal changes via integrins and playing an important role in
the activation of Cdc42 (8). Thus, we hypothesize that Pb is using this protein
as an important virulence factor during pathogenesis, activating intracellular
cytoskeletal proteins such as Rho, Rac and Cdc42 and resulting in
conformational changes of the cell that may aid invasion.

Using Clostridium difficile toxin B, a broad inhibitor of Rho GTPase family
members, we observed a reduction of infection rate of approximately 45% in 2 h
of infection, 77% in 5 h and 88% in 8 h, indicating that Pb invasion involves the
action of Rho GTPases. Many bacteria produce toxins (e.g., Escherichia coli
cytotoxic necrosis factor and Bordetella pertussis dermonecrotic toxin) that
selectively activate the family of Rho GTPases. Other toxins (Clostridium
botulinum C3 exoenzymes, Clostridium difficile toxins A and B and Clostridium
sordellii lethal toxin) inactivate proteins in this family for the ribosylation and
glycosylation of ATP (32). The existence of these toxins points to the
importance of Rho GTPases in the infection process, and these toxins have
been used to elucidate the role of these Rho GTPases in the control of various
cellular processes (36). Recent studies of the interactions between pathogenic

proteins (adhesins and toxins) and host cell signaling pathways have been
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important in clarifying how these proteins can modulate cell physiology. During
the course of infection, many pathogenic bacteria produce toxins that act on the
cytoskeleton and its regulatory proteins. These toxins can act as positive
regulators by promoting the rearrangement of the actin cytoskeleton or,
alternatively, as negative regulators by promoting the breakdown of cytoskeletal
filaments.

Intracellular bacteria such as Salmonella typhimurium utilize toxins to
promote both the assembly and disassembly of the actin cytoskeleton during
the infection process. Temporal regulation of these toxins results in the
internalization of the bacterium by epithelial cells into specialized vacuoles
permissive for growth. In contrast, Yersinia spp. utilizes actin-modulating toxins
to block internalization by professional antigen-presenting cells such as
macrophages and dendritic cells. Modulation of the immune response through
the production of actin-regulating toxins appears to be a common approach
adopted by several extracellular pathogens. Additionally, the repertoire of actin-
modifying toxins produced by various species is specifically tailored to facilitate
the lifestyle of the pathogen. The presence in Yersinia and P. aeruginosa of
multiple toxins that modulate the activation state of actin demonstrates the
importance of interfering with the cytoskeleton and neutralizing the host's innate
immune system for the survival and growth of these pathogens.

Modulation of the cytoskeleton facilitates various processes that are
critical for successful colonization of host cells by intracellular pathogens.
Intracellular bacteria such as Salmonella typhimurium employ toxins that
promote the breakdown of the actin cytoskeleton during the infection process,
promoting internalization of the bacterium within vacuoles that allow it to
multiply. In contrast, Yersinia utilizes actin-modulating toxins to block
internalization by professional antigen-presenting cells such as macrophages
and dendritic cells and the presence of multiple proteins that modulate the
dynamics of actin filaments demonstrates the importance of interference in the
cellular cytoskeleton to minimize the effects of host defenses, thereby
promoting the survival and multiplication of pathogens (6).

In conclusion, in the present study, we have shown that P. brasiliensis
has proteins with characteristics of adhesins that can alter the cytoskeleton of

host cells to achieve internalization of the fungus by nonprofessional
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phagocytes. Based on these results, we hypothesize that these proteins may
be required for the invasion process. Thus, like other pathogens, P. brasiliensis
may modulate the host cell cytoskeleton to escape the immune system of the

host and cause infection.
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FIGURES and LEGENDS
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FIGURE 1. SDS-PAGE to verify protein induction (A) and 14-3-3 recombinant
protein purification (B). Gels were stained with Phast Gel Comassie R350. (A)
1:LMW (GE Life Science), 2:0 h, 3:1 h, 4:2 h, 5:3 h, 6:4 h and 7:5 h induction
with 0.4 mM IPTG at 37TC. (B) 1: LMW, 2-8 samples. Th e arrow indicates the
purified 14-3-3 recombinant protein. (C) Immunoblotting using rabbit polyclonal
serum generated against the recombinant Pb 14-3-3 protein. (1) Negative
control (pre-immune rabbit serum 1:100), (2-6) post-immunization rabbit serum
diluted 1:1000, 1:500, 1:250, 1:100 and 1:50, respectively. The arrow indicates

reactivity against the recombinant 14-3-3 protein (43 kDa).
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FIGURE 2. Immunofluorescence staining of epithelial cells (A549) not treated

(A) and treated with the native (B) and recombinant (C) 14-3-3 protein for 5
hours using phalloidin-FITC (green) and DAPI (blue).
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FIGURE 3. Invasion assay using botulinum toxin, a Rho GTPase inhibitor. The
interaction of Pb with epithelial cells was determined after different times of
exposure to the toxin. * p < 0.01



131

FIGURE 4. Transmission electron microscopy was used to determine the

subcellular localization of the 14-3-3 protein in Pb yeast cells.
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FIGURE 5. Transmission electron microscopy was used to determine the
subcellular localization of the 14-3-3 protein in Pb yeast cells during interaction
with epithelial cells for 2 h (A), 5 h (B) and 8 h (C). (1) Negative control with pre-
immune serum and (2, 3 and 4) immunocytochemistry using a polyclonal anti-
14-3-3 showing the subcellular localization of this protein. Increases 25000x (2)
and 50000x (3 and 4).
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