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Desafios

A vida s6 é possivel através dos desafios.
A vida s6 é possivel quando vocé tem
tanto o bom tempo quanto o mau tempo,
quando tem prazer e dor;

quando tem inverno e verdo, dia e noite;
quando tem tristeza tanto quanto felicidade,
desconforto tanto quanto conforto.

A vida passa entre essas duas polaridades.
Movendo—se entre essas duas polaridades,
vocé aprende a se equilibrar.

Entre essas duas asas,

vocé aprende a voar até a estrela mais brilhante

(Oho)
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Figura 6. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padrédo de marcacéo dos
filamentos de actina das células epiteliais A549 normais e infectadas com
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Figura 9. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padréo de marcacéo da
citoqueratina das células epiteliais A549 normais e infectadas com P.
brasiliensis ap6s 2, 5 e 8 horas, utilizando anticorpo anti-citoqueratina —
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a célula A549. Os nucleos encontram-se corados com DAPI (azul). Aumento de
1000X, (50 pm).
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Gréfico 2. Influéncia do RGD na ligacdo da enolase de P. brasiliensis as
células epiteliais pulmonares. O ensaio foi realizado através de ELISA (leitura
realizada a 490 nm). A densidade Optica foi relacionada a maior ou menor
capacidade de ligacdo da enolase ao RGD. O RGD estimulou em 10% a ligagéo
da enolase as células epiteliais pulmonares.

Figura 10. Imunolocalizagdo da enolase de P. brasiliensis cultivado em
meio Fava-Netto, durante a infeccdo as células epiteliais pulmonares. al)
P. brasiliensis sem infec¢do; a2) Aumento da imagem al); a3) Controle
negativo utilizando soro pré-imune de coelho; bl) Periodo de 2h de infeccéo;
b2) Aumento de bl; b3) Controle 2h; cl) Periodo de 5h de infeccdo; c2)
Aumento de cl; c3) Controle 5h. d1) Periodo de 8h de infeccdo; d2) Aumento
de d1; d3) Controle 8h . As setas indicam as particulas de ouro na parede
celular (w) e as pontas das setas as particulas presentes no citoplasma celular
(c). Barras: 0,125 pum (a1, b1, c1, d1), 0,07 um (a2, a3, b2, b3, c2, c3, d2, d3).
Figura 11. Imunolocalizacdo da enolase de P. brasiliensis cultivado em
meio BHI com sangue de carneiro durante a infecgdo as células epiteliais
pulmonares. fl1) P. brasiliensis sem infeccdo; f2) Aumento de f1; f3) Controle
negativo utilizando soro pré-imune de coelho; g1) Periodo de 2h de infeccéo;
g2) Aumento de gl; g3) Controle 2h; hl) Periodo de 5h de infec¢cdo; h2)
Aumento de hl; h3) Controle de 5h. il) Periodo de 8h de infecgdo; i2)
Aumento de i1; i3) Controle de 8h. As setas indicam as particulas de ouro na
parede celular (w) e as pontas das setas as particulas presentes no citoplasma
celular (c). Barras: 0,125 um (f1, g1, h1, i1), 0,07 um (f2, 3, g2, g3, h2, h3, i2,
i3).
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free de P. brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em
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Figura 16. Analise protedmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de
P. brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em maior
aumento estdo os spots que foram selecionados (7 e 10) deste gel e submetidos
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Figura 17. Analise protedmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de
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RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis € um importante patdégeno humano que causa a
paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sisttmica com ampla distribuicdo na
América Latina. A adesdo e invasdo de células sdo eventos cruciais envolvidos na
infeccdo e disseminacdo do patdgeno. Além disso, patdgenos utilizam suas moléculas
de superficie para se ligar aos componentes da matriz extracelular para estabelecer a
infeccdo. Uma proteina antigénica de P. brasiliensis foi isolada de géis de eletroforese
bidimensional do cell-free do fungo e caracterizada. Peptideos foram obtidos da
proteina de 54 kDa e pl 5,6 e mostraram homologia com enolase de Paracoccidioides
brasiliensis e outros fungos. A proteina foi purificada através de eletroeluicdo e
utilizada para a produgdo de anticorpo policlonal em coelho. Por microscopia de
fluorescéncia ndo foi possivel observar a localizacdo exata desta proteina, apenas que se
encontra aparentemente distribuidapor todo o fungo, foi possivel verificar alteracdes no
citoesqueleto de pneumacitos durante a infecgdo por P. brasiliensis. A localizacdo foi
confirmada por microscopia imunoeletronica a presenca de enolase foi detectada
principalmente na parede celular de leveduras de P. brasiliensis e também no
citoplasma, ela se demonstrou mais expressa quando este fungo foi cultivado em meio
onde houve acréscimo de sangue de carneiro e durante a situacdo de infeccdo a
pneumdcitos. A enolase purificada foi capaz de se ligar a fibronectina, fibrinogénio,
laminina, plasminogénio, colagenos tipo | e IV. Foi confirmado que a ligacdo desta
proteina a pneumacitos € influenciada pela sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp
contida provavelmente nos receptores da matriz extracelular presentes na célula do
hospedeiro. Essas informacGes indicam que a enolase possivelmente contribui para a
adesdo do microrganismo aos tecidos do hospedeiro e para a disseminacdo da infeccéo.
Pela analise protebmica foi possivel a identificacdo de moléculas descritas como
envolvidas na viruléncia, porém em outros modelos de microrganismos, sendo

posteriormente interessante o seu estudo para P. brasiliensis.

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis, enolase, protebmica, adesina.
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is an important human pathogen that causes
paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis with a wide distribution in Latin
America. The ability of P. brasiliensis to cause not only human diseases but also
mycoses with a variety of clinical manifestations from localized forms to the
disseminated disease progressing to lethality, probably depends on the relationship
between the virulence of the fungus, its ability to interact with and to invade the surface
structures of the host and the immune response of the host. The adhesion of the
pathogen leads to the recognition of carbohydrate and protein ligands on the surface of
the host cell or proteins of the extracellular matrix (ECM). The large number of tissue
types that fungi can colonize and infect suggests that they use a variety of surface
molecules for adhesion.Understanding the interactions between P. brasiliensis and the
host tissue depends on the study of the different steps of the process of colonization,
especially adhesion, in which the pathogen recognizes ligands on the surface of host
cells. This study aimed to verify the role of enolase in the host cell-fungus interaction
and the ability of enolase to bind to extracellular matrix components, to determine its
subcellular localization. The data revealed that fibronectin is the major ligand of
enolase. Evaluation of the location of enolase at an ultrastructural level revealed that it
is distributed in various cellular compartments, but at a high level in the cell wall. This
suggests that enolase performs additional functions related to the glycolytic pathway
and also plays a role of adhesion in P. brasiliensis. Therefore, this study increases the
knowledge about the characteristics of enolase and its influence on the binding process

of P. brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, enolase, proteomics, adhesin.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes fangicas vém despertando atencdo crescente da comunidade
cientifica, devido a grande ineficiéncia no tratamento das micoses sistémicas, a forma
mais grave destas infecgdes. No Brasil, as mortes causadas por micoses sistémicas
como paracoccidioidomicose (PCM), criptococose, histoplasmose, candidiase,
aspergilose, coccidioidomicose e zigomicose atingiram um numero de 3.583 entre
1996-2006, sendo a PCM responsavel por 51,2% dos casos (Prado et al., 2009).

A PCM ¢é uma doenca granulomatosa sistémica, causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis (revisado por Lacaz, 1994) que se manifesta
endemicamente na maioria dos paises da América Latina, especialmente Brasil,
Argentina, Coldmbia e Venezuela. Estima-se que mais de 10 milhdes de pessoas
estejam infectadas com o fungo, embora apenas 2% desse total desenvolvam a forma
sintomética (Mc Ewen et al., 1995). O Brasil € 0 pais que apresenta 0 maior nimero de
pacientes notificados (80% dos casos) (Coutinho et al., 2002) sendo as areas mais
afetadas observadas em S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Rio Grande
do Sul (Prado et al., 2009). No entanto, a determinacdo do local de aquisi¢do da PCM,
sua real distribuicdo e diagndstico sdo comprometidos devido ao fato de ser uma
infeccdo de longo periodo de laténcia (média de 15,3 anos) e de notificacdo nédo
obrigatdria (Brummer et al., 2003).

A PCM tem alta taxa de morbidade, diminuindo a qualidade e o tempo de vida
de individuos em idade produtiva. Por este motivo, torna-se um problema com
importancia econdmica e social (Shikanai-Yasuda et al., 2006), o que impulsiona
pesquisas que buscam elucidar a biologia do fungo e da doenca, e que apontem
alternativas terapéuticas.

Em 1908, Adolfo Lutz descreveu pela primeira vez o isolamento do agente
etiologico da “hifoblastomicose pseudococcidica”. O termo “pseudococcidica” foi
usado para reforgar as diferencas existentes entre o fungo recém-isolado e o agente
causador da coccidioidomicose, também uma “hifoblastomicose”, que designava todas
as doencas causadas por fungo dimorfico. Porém, sé em 1930, Floriano de Almeida
caracterizou este fungo emergente e o denominou de P. brasiliensis. Sendo a doenca por
ele causada oficialmente denominada de PCM em 1971, durante o primeiro simposio
sobre este tema, sediada na cidade de Medelin, na Colémbia (Lacaz, 1994).

Posteriormente comparacdes filogenéticas de dermatéfitos e fungos dimorficos baseadas
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na subunidade ribossomal 28S classificaram P. brasiliensis como pertencente ao reino
Fungi, filo Ascomycota, classe Plectomyceto, ordem Onygenales, familia Onygenaceae,
juntamente com B. dermatitidis e H. capsulatum (Leclerc, et al., 1994; San-Blas &
Nifio-Veja, 2008).

Matute et al. (2006), utilizando 65 isolados de P. brasiliensis, classificou os
tipos moleculares do fungo 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
Colémbia. Carrero et al. (2008) com base na comparacdo de seqliencias codantes e ndo
codantes de diferentes genes, além de regides ITS (sequéncias intragénicas), de 21
isolados de P. brasiliensis, sendo estes, 7 novos isolados, pode classifica-los dentro de
duas espécies filogenéticas, S1 e PS2, anteriormente descritas por Matute et al. (2006)
além de classificar o isolado Pb01 separado dos demais, propondo a classificacdo deste
isolado como uma nova espécie filogenética. Teixeira et al., (2009) através da analise
de 88 isolados identificou 17 como pertencentes do grupo Pb01-like, e estimaram que as
espeécies filogenéticas S1/PS2/PS3 e Pb01-Like tiveram um ancestral comum a cerca de
32 milhdes de anos atrés, e através de analises de recombinacdo sugeriram a existéncia
de isolamento reprodutivo e portanto propdem os isolados Pb01-like como uma nova
espécie, Paracoccidioides lutzii. Através da analise de transposons da familia
Tcl/mariner (Trem) foi descoberta uma ocorréncia desigual no genoma dos diferentes
isolados e diferentes familias de TREM séo compartilhados entre os isolados (Trem C e
H) enquanto outros séo exclusivos para Pb01-like (Trem E) ou S1/PS2 (Trem A, B, D e
F) que foram perdidos ou adquiridos no processo de especiacdo (Marini et al., 2010)

Os fungos dimorficos sdo caracterizados pela mudanca de uma fase filamentosa
multicelular para uma unicelular, quando infectam os tecidos do hospedeiro. Essa é uma
propriedade intrinseca de fungos como Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, P. brasiliensis, Coccidioides immitis, Coccidioides posadassi, Sporothrix
schenckii e Penicillium marneffei (Rappleye & Goldman, 2006). A patogenicidade dos
mesmos parece estar relacionada ao dimorfismo, pelo fato de linhagens incapazes de
transitar morfologicamente nédo serem virulentas (Maresca & Kobayashi, 2000). Em P.
brasilensis esse dimorfismo estad fortemente associado a mudanca de temperatura
sofrida pelo fungo ao penetrar no hospedeiro (San-Blas et al., 2002). Dessa maneira, as

duas fases deste fungo podem ser cultivadas in vitro apenas variando-se a temperatura
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de 36 °C, quando o fungo tem um aspecto de levedura, para temperaturas inferiores a 28
°C, quando se tem a fase miceliana (Bagagli et al., 2006).

O habitat de P. brasiliensis continua até hoje desconhecido, apesar de grandes
esforcos para desvenda-lo. Poucos isolamentos feitos a partir de amostras de solo de
diferentes locais como Brasil (Shome & Batista, 1963; Montenegro, et al., 1996; Silva-
Vergara, et al., 1998), Venezuela (Albornoz, 1971) e Argentina (Negroni, 1976),
sustentam a hipdtese do solo ser o habitat natural do fungo. Existem registros de
isolamentos a partir de outros materiais, como racdo para cachorros, provavelmente
contaminada com solo (Ferreira et al., 1990), visceras de morcego Artibeus lituratus
(Grose e Tamsitt, 1965), fezes de pingliins (Gezuele, 1989) e visceras de tatus Dasypus
novemcictus (Bagagli, 1998; Silva-Vergara, et al., 2000). Contudo a grande dificuldade
de reproduzir os resultados encontrados em amostras de solo ainda impossibilita apontar
0 verdadeiro habitat de P. brasiliensis.

A forma mais aceitavel de infeccdo por P. brasiliensis é através da via
respiratoria pela inalacdo de propagulos (conideos) que alcancam o parénquima
pulmonar e se transformam em parasitas leveduriformes no tecido do hospedeiro
adaptadas a temperatura corporal (Franco, 1987; Restrepo, 1986; Medoff et al., 1987;
Kimberlin et al., 1981; Newman, et al., 1990). Pressupondo que o habitat do fungo é o
solo e que essa contaminacgdo ocorra pela via inalatoria, atividas ligadas ao solo como,
agricultura, jardinagem, corte de arvores e outras, estdo estritamente relacionadas com a
doenca e podem ser consideradas como fatores de risco, devido ao fato de a maioria dos
pacientes relatar ter exercido alguma atividade agricola durante certo periodo da vida
(Shikanai-Yasuda, 2006). O perfil majoritario de pacientes manifestando PCM no
estadgio sintomatico é adulto do sexo masculino, trabalhador de zonas rurais e
imunodeprimidos (Franco, 1987).

Uma vez no organismo o fungo pode ser completamente destruido ou entdo
persistir e multiplicar produzindo lesdo tecidual. A evolucdo e as consequéncias da
infeccdo vdo depender da interacdo de fatores relacionados ao fungo, como viruléncia e
composigdo antigénica; e do hospedeiro, como caracteristicas genéticas e imunidade e
ao meio ambiente (Calich et al., 1985 e 1987). O desenvolvimento de PCM esta
associado, principalmente, a viruléncia do fungo e a resisténcia do hospedeiro (Kashino
et al., 2000).



26

A PCM afeta o sistema reticulo-endotelial e é classificada de acordo com sua
historia natural e condicao clinica do paciente, nas formas aguda e cronica.

A forma aguda da micose afeta principalmente criancgas e jovens e é a forma mais grave
e com pior prognostico. Seu quadro caracteriza-se por um desenvolvimento rapido e por
envolvimento de 6rgaos como figado, baco, ganglios linfaticos e medula dssea.

A forma cronica tem alta freqiiéncia de envolvimento pulmonar e/ou
mucocutaneo, e se desenvolve a partir do complexo primario ou da reativacdo de um
foco quiescente. Progride lentamente, afeta em geral individuos do sexo masculino com
mais de 30 anos de idade e a maior parte dos casos tem inicio nos pulmdes. Pode
permanecer localizada (forma unifocal) ou sofrer disseminacdo para outros érgaos ou
tecidos (forma multifocal). (Brummer, et al., 1993; Felipe et al., 2003, Felipe et al.,
2005). A forma croénica severa multifocal pode causar também lesdes granulomatosas
no sistema nervoso central do paciente. Independente do érgdo afetado, a doenca evolui
para a formacdo de sequelas com danos permanentes no individuo (Brummer et al.,
1993; Londero et al., 1986).

A incidéncia da PCM predomina em individuos do sexo masculino (80 a 90%
dos casos) chegando a relacdo homem : mulher de 15:1 casos, porém esses dados ndo
apresentam relacdo com o grau de exposi¢do dos mesmos, uma vez que estudos indicam
gue ambos 0s sexos apresentam contato similar com o patégeno. Essa discrepancia pode
ser justificada através de estudos que demonstram que a presenca do estrogeno,
horménio feminino, afeta a interacdo inicial parasita-hospedeiro suprimindo a conversao
para a forma parasitaria do fungo (Restrepo et al., 1984; Salazar et al., 1988; Aristizabal
et al., 1998 e 2002).

O padrdo do granuloma formado em resposta aos diferentes isolados de P.
brasiliensis em modelos experimentais de infeccdo exemplifica o fator relacionado a
viruléncia do patogeno (Zaccharias et al., 1986; Singer-Vermes et al., 1989). Ja a
resisténcia do hospedeiro a infecgdo por P. brasiliensis esta relacionada a formacédo de
um granuloma epitelidide compacto e a capacidade de desenvolver uma resposta
imunoldgica celular efetiva (Franco, 1987; Franco et al., 1993). As diferencgas entre as
formas clinicas da doenca e a ocorréncia da infec¢do assintomatica estdo associadas
com varios fatores como sexo, padrdo genético, idade, situacdo imunoldgica, assim
como a quantidade de conideos inalados ((Franco, 1987). Outro provavel fator de risco,

intimamente relacionado com a doenca, € o tabagismo, existindo alta frequéncia de
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fumantes, aproximadamente 93%, entre os pacientes. O alcoolismo muito relatado entre
0s acometidos pela doenca atua como co-fator com o tabagismo para o agravamento do
quadro geral do paciente (Santos, et al., 2003; Restrepo, et al., 2008).

No Brasil a PCM ndo figura entre as micoses que mais sdo reportadas em
pacientes com HIV, ficando atras das classicamente relacionadas com a AIDS como
criptococose, candidiase, histoplasmose e aspergilose. Muitas sdo as razdes para tentar
explicar porque, mesmo em areas endémicas, 0 numero de pacientes apresentando a
associacdo HIV/PCM ¢é extremamente baixo. Dentre esses fatores estdo: erros de
diagndstico, fatores epidemioldgicos (sendo a AIDS considerada uma doenga mais
urbana e a PCM mais do meio rural) e a utilizagdo como profilaxia contra
pneumocistose de sulfametaxol/trimetoprim, droga a qual o P. brasiliensis também ¢é
susceptivel. Apesar de pouco relatada, a possibilidade de portadores de HIV
apresentarem a PCM deve ser sempre considerada (Goldani & Sugar, 1995; Restrepo et
al., 2008; Prado et al., 2009).

A manifestacdo da doenca em portadores de HIV provavelmente ocorre devido a
reativacdo de um foco latente devido ao quadro de deficiéncia imunitéaria apresentada
por individuos portadores de HIV. Os sintomas apresentados por este grupo de
pacientes sdo muito parecidos com aqueles apresentados por pacientes sofrendo a forma
aguda/subaguda da doenca como febre prolongada, lesbes de pele e pode ocorrer algum
comprometimento neurolégico. A mortalidade neste grupo é alta podendo chegar a 30%
(Marques, 2003; Ramos-e-Silva e Saraiva, 2008).

Existem diversas metodologias para o diagnostico da PCM, mas o método
considerado padrdo-ouro é a identificacdo de elementos fangicos de P. brasiliensis em
exame a fresco de espécimes clinicos, como escarro ou bidpsia de tecido. Testes
soroldgicos como a imunodifusdo em duplo gel de agar podem ser utilizados quando
ndo se encontra o fungo nos testes microscopicos. Este teste € amplamente utilizado
para verificar se a resposta do paciente, diante do tratamento, é positiva ou se e esta
ocorrendo recidiva da doenca, sendo a sensibilidade e a especificidade do teste superior
a 80% e 90%, respectivamente (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Wanke e Aide, 2009).

O tratamento da PCM é extremamente longo perdurando por anos. Muitos sdo 0s
casos de pacientes que abandonam o tratamento e a doenca retorna de forma muito mais
agressiva e fatal. As alternativas dentre as drogas utilizadas sdo limitadas, devido a

toxicidade da maioria delas e ndo existe um consenso sobre a melhor droga a ser
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utilizada, variando de acordo com a experiéncia do centro de salde em questdo. Entre as
drogas de escolha estdo a classica combinacgédo de sulfametaxol/trimetoprim, itraconazol,
cetoconazol, fluconazol e anfotericina B (Marques, 2003; Ramos-e-Silva e Saraiva,
2008; Restrepo et al., 2008).

A viruléncia fangica é descrita como um evento altamente complexo, resultante
da expressdo de multiplos genes em diferentes estagios da infeccdo e cuja consequéncia
poderia estar fortemente associada ao estabelecimento da patogénese. As etapas de
adesdo e a sobrevivéncia do patégeno no interior do hospedeiro mostram-se essenciais
no estabelecimento da patogénese. Neste contexto, fatores importantes para o
estabelecimento da infeccdo por fungos patogénicos vém sendo descritos (Kwon-
Chung, 1998; Odds et al., 2001; Yang, 2003).

Na PCM, os mecanismos envolvidos, desde o primeiro contato com o agente até
0s estagios subsequentes da doenca sdo pouco conhecidos. Sabe-se, no entanto, que um
amplo espectro de apresentacdes clinicas pode ocorrer variando desde formas cutaneas e
sistémicas, podendo atingir varios tecidos, com énfase no pulméo (Franco et al., 1994).
A doenca pode afetar diretamente os 6rgdos e, portanto, P. brasiliensis deve ter
desenvolvido mecanismos que o capacitam aderir, invadir e extravasar barreiras
impostas pelos tecidos do hospedeiro (Lenzi et al., 2000), sintetizando varias
substancias que participam direta ou indiretamente da relacdo parasito-hospedeiro.

P. brasiliensis é considerado um fungo intracelular facultativo, podendo aderir e
invadir células epiteliais in vivo e in vitro (MENDES-GIANNINI et al., 2000). Foi
demonstrado que a capacidade de aderéncia e invasdo do fungo é dependente da
viruléncia do isolado (Hanna et al., 2000). A endocitose deste fungo ativa o0s
microfilamentos e microtubulos, além de induzir apoptose (MENDES-GIANNINI et
al., 2004). Embora a invasao de células ndo fagociticas seja de extrema importancia na
patogénese da doenca, a descricdo de algumas adesinas, o conhecimento de genes e
moléculas relacionados a adesdo e invasao durante o processo infeccioso ainda é
restrito.

A habilidade das células em interagir uma com as outras de maneira ordenada,
depende de multiplas interacfes adesivas, entre as células adjacentes e seu ambiente
extracelular, mediada pelas moléculas de adesdo celular (TROYANOVSKY, 1999).
Tais moléculas funcionam como receptores de superficie celular, 0s quais ndo apenas

mantém as células unidas, mas disparam sinais fisicos e bioquimicos que regulam uma
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variedade de funcdes, tais como proliferacdo celular, expressdo génica, diferenciacéo,
apoptose e migracdo celular. Também, como muitas outras moléculas de superficie
celular, elas sdo utilizadas como porta de entrada para alguns patdégenos. Assim, 0s
microrganismos patogénicos utilizam essas moléculas de adesdo do hospedeiro para
entrar e disseminar-se nas células hospedeiras, a fim de promover sua sobrevivéncia
(BUCKLEY et al., 1999).

A adesdo de microrganismos a tecidos o hospedeiro € um evento crucial no
desenvolvimento da infeccéo e € relacionado como o primeiro passo nha colonizacéo por
microrganismos patogénicos. A adesdo implica que o patégeno reconhega ligantes na
superficie do hospedeiro ou um constituinte de membrana basal, tais como fibrinogénio,
laminina, coladgeno ou fibronectina (Furtado et al., 1992; Vicentini et al., 1994; Mc
Mahon et al., 1995; Mendes-Gianinni et al., 2000; Sullivan et al., 2004; Mendes-
Gianinni et al., 2006), além do envolvimento de componentes do citoesqueleto (Finlay e
Falkow, 1989).

Grande numero de microrganismos patogénicos pode invadir células
eucaridticas e utilizar este ambiente para se multiplicar ou escapar da resposta imune do
hospedeiro. Fagocitos profissionais e celulas normalmente n&o-fagociticas, como
epiteliais e endoteliais, podem ser invadidas (Finlay & Falkow, 1997). A invasao celular
pode ocorrer, uma vez que muitos microrganismos patogénicos tém a capacidade de
induzir a sua internalizacdo em células epiteliais, ativando mecanismos de fagocitose
forcada, onde sinais extracelulares especificos podem estimular o rearranjo do seu
citoesqueleto (actina, microtibulos e citoqueratina), no sitio de contato com o
microrganismo (Swanson e Watts, 1995; Swason e Baer, 1995).

Estudos caracterizaram componentes da matriz extracelular envolvidos na
interacdo de P. brasiliensis com o hospedeiro. A MEC consiste de uma rede
tridimensional de proteinas como colageno, glicoproteinas  ndo-colagenas
principalmente fibronectina e laminina, e proteoglicanas que parece refletir a
capacidade proliferativa do fungo. A capacidade do fungo em aderir a MEC pode ser
explicada pela expressao de moléculas pelo fungo que se ligam a MEC (MENDES-
GIANNINI et al., 2000). Em geral, os genes envolvidos em adesdo nao sao
constitutivamente expressos, mas sim ativados quando influenciados no sitio de
infeccdo no hospedeiro (CHENG et al., 2005). O entendimento e identificacdo de

moléculas envolvidas na adesdo de microrganismos aos diferentes substratos no
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hospedeiro sdo caminhos a serem seguidos na descoberta de tratamentos eficientes para
as micoses sistémicas.

A composicdo da MEC varia em diferentes tecidos e durante as fases de injuria,
inflamacéo e reparo tecidual (Kotton et al., 2003).

A fibronectina é uma proteina multifuncional, sintetizada por células epiteliais e
endoteliais, encontrada nos fluidos corporais, tecido conjuntivo, membrana basal,
sangue entre outros, que desempenha um importante papel tanto na adesdo, quanto na
migracao celular (Pankov & Yamada, 2002). A fibronectina provavelmente atua como
molécula de adesdo em células de mamiferos, um processo que envolve a ligacdo de
receptores especificos da superficie celular do patégeno com dominios presentes na
molécula de fibronectina (Mohri et al., 1996). Como a fibronectina desempenha um
papel vital numa variedade de processos bioldgicos normais alguns microrganismos
fazem dela um alvo estratégico no estabelecimento, manutencdo e disseminacdo da
infeccdo no hospedeiro (Schwarz-Linek et al., 2006). Portanto, proteinas ligantes da
fibronectina podem contribuir para a patogénese da infeccdo por mediar adesdo aos
ligantes do hospedeiro e retencéo do fungo nos tecidos.

Laminina € uma glicoproteina de 900 kDa presente na membrana basal e nos
pulmdes, tem importancia no desenvolvimento e manutencdo da organizacao celular,
esta glicoproteina pode ser exposta quando o tecido sofre um dano, que pode ser
provocado por toxinas bacterianas, drogas ou processos inflamatorios. A interacdo com
laminina é crucial para varios processos bioldgicos, os quais requerem adesao celular
tais como, diapedese, coesdo celular dentro do tecido, metéstase de células cancerosas e
infeccBes (Beck et al., 1990). Estdo envolvidas no processo de adesdo em fungos,
parasitas e bactérias como moléculas-alvo. Ela também esta implicada na ligacdo de
uma variedade de patdgenos intra e extracelulares as células do hospedeiro, podendo
aumentar adesao dos taquizoitos de T. gondii as células J774 (Furtado et al., 1992) e de
H. capsulatum aos componentes da membrana basal (Mc Mahon et al., 1995).

Colageno é o principal constituinte da MEC, vérios tipos de colagenos foram
caracterizados, colageno tipo IV é encontrado principalmente na membrana basal e o
colageno tipo | é abundante na matriz intersticial (Gil et al., 1996). Tradicionalmente o
papel atribuido a essas proteinas era apenas estrutural, mas eles estdo também
envolvidos na adesdo e diferenciacdo celular. Como constituintes das matrizes

extracelulares, os colagenos ja foram descritos como alvos para a adesdo de células
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tumorais (Kazarian et al., 2003) e de proteinas de microrganismos como Leptospira
interrogans (Atzingen et al., 2008), Bartonella henselae (Dabo et al., 2006) e P.
brasiliensis (Barbosa et al., 2006). Portanto os coldgenos tém um papel importante no
aumento da capacidade de invasdo de células tumorais e microrganismos. .

O fibrinogénio é uma das principais glicoproteinas soltveis do plasma, possui
alto peso molecular, 350 kDa, é produzida por hepatdcitos, e atua como potencial
precursor do produto final da coagulacdo, a fibrina (Scheraga & Laskowsi, 1957
Doolittle, 1981). Foi demonstrado em Streptococcus dos grupos A, B, C e G que a
ligacdo de proteinas desses patogenos ao fibrinogénio resulta na inibigdo da fixacdo do
sistema complemento (C3) do hospedeiro a superficie do microrganismo, e, portanto a
eliminacdo do invasor é dificultada (Chhatwal et al., 1985). A ligacdo as proteinas do
hospedeiro, particularmente fibrinogénio (Skerl et al., 1984) a blastosporos de C.
albicans desempenha um papel na adesdo deste fungo as células de mamiferos. A
ligacdo do fibrinogénio as formas filamentosas deste fungo, geralmente ocorre em
tecidos infectados (Odds, 1979) e esta implicada no processo de aderéncia (Kimura &
Pearsall, 1980). A ligacdo de proteinas ao fibrinogénio pode acarretar na sua
transformacéo a fibrina que se deposita sobre a bactéria e a protege contra fagécitos
como demonstrado em Staphylococcus aureus (Espersen, 1984).

Os avancos na caracterizacdo de P. brasiliensis tém redundado também em
maior conhecimento das adesinas deste fungo, pois muitas das proteinas que participam
de vias metabdlicas importantes para o fungo podem estar associadas a requisi¢do de
ligantes do fungo as células hospedeiras.

Como o primeiro passo para o estabelecimento de processos infectivos nos
tecidos dos hospedeiros seria a adesdo de microrganismos as proteinas da MEC, torna-
se necessario 0 estudo das moléculas que se comportam como adesinas em fungos
patogénicos.

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 (HANNA, 1995; VICENTINI et al., 1994; ANDRE et al., 2004). A
glicoproteina de 43 kDa tem papel na aderéncia desde que soro anti-gp 43 inibiu o
processo de adesdo em 85% (HANNA et al., 2000). Estudos adicionais mostraram que
em ensaios de afinidade de ligacdo, a gp43 foi capaz de se ligar tanto a fibronectina

quanto a laminina. Esta ligacdo foi inibida quando células Vero foram tratadas com
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peptideo 1 da gp43, peptideos sintéticos derivados da laminina (YIGRS) e fragmentos
de ambos componentes de matriz (seqiéncia RGD, presente em varias matrizes
extracelulares), indicando que a gp 43 (particularmente o peptideo 1), participaria mais
efetivamente do processo de adesdo (MENDES-GIANNINI et al., 2006).

Outras moléculas de adesdo em P. brasiliensis também foram descritas. Uma
adesina de 30 kDa, mais expressa em isolados de P. brasiliensis com alta capacidade de
adesdo, possui a capacidade de ligacdo a laminina. A adesdo de P. brasiliensis foi
intensamente inibida pelo pré-tratamento das células epiteliais com a molécula de 30
kDa (Andreotti 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 conideos de P. brasiliensis, pré-incubados com anticorpo monoclonal anti-32
kDa inibiram, de maneira dose-dependente, a aderéncia do fungo &s proteinas da MEC
(Gonzélez et al, 2005). Recentemente esta proteina foi caracterizada como uma
hidrolase por analise de sua seqlencia, isolados knockdown para esta proteina
apresentaram alteragdes na morfologia das células leveduriformes, a reducdo da
capacidade de aderéncia as células epiteliais humanas in vitro e diminuicdo da
viruléncia em modelos de infeccdo em camundongos foi evidenciada (Hernandez et al.,
2010).

Outros compostos de P. brasiliensis também foram estudados quanto a sua
capacidade de produzir resposta imunoldgica em hospedeiros, entre estas proteinas
foram descritas as de 57, 48 e 45 kDa (CASOTTO, 1990; FERREIRA-DA-CRUZ et al.,
1992), uma proteina recombinante de 27 kDa (ORTIZ et al. 1996; ORTIZ et al., 2000) e
um antigeno circulante de 87kDa (GOMEZ et al., 1998) que revelou homologia com
proteinas de choque térmico (Hsp) de vérios organismos (DIEZ 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
trifosfato isomerase de varias origens (FONSECA et al., 2001). Outra proteina
caracterizada foi a Hsp60 de P. brasiliensis e sua proteina recombinante foi reconhecida
por soros de pacientes com paracoccidioidomicose (CUNHA et al. 2002; 1ZACC et al.,
2001). 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 amino&cidos revelou
identidade a manosil e glicosiltransferase de varias origens.

Além dessas adesinas, também foram caracterizadas enzimas de P. brasiliensis
que interagem com moléculas do hospedeiro, sendo consideradas entdo adesinas, como
a GAPDH (glicose-6-fosfato desidrogenase) ligantes de laminina, fibronectina e
colageno tipo | (BARBOSA et al., 2006) e TPI (triose fosfato isomerase) que também
se liga a componentes da matriz, como laminina e fibronectina (PEREIRA et al., 2007).
Posteriormente, foi isolada e caracterizada uma proteina de 70 KDa, denominada
paracoccina, capaz de se ligar a N-acetil-glucosamina (COLTRI et al, 2006, GANIKO
et al., 2007). Ainda, Pereira et al. (2007) identificaram a triose fosfato isomerase de P.
brasiliensis que, através de ensaios de inibicdo com seus peptideos, foi capaz de se ligar
preferencialmente a laminina.

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 formacdo e manutencdo da parede celular de fungos. Em P.
brasiliensis sua presenca na parede celular foi evidenciada através de
imunoeletromicroscopia, 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, colageno tipo I e IV, além de
apresentar um “motif” RGD (Arg-Gly-Asp, grupo residual ligante de fibronectina) em
sua sequéncia predita, caracteristica comum de algumas adesinas.

Da Silva Neto et al. (2009) demonstraram que a malato sintase possui
capacidade de ligacdo a fibronectina, colagenos I e 1V, esta localizada na parede celular
e anticorpos anti-PbMLS (malato sintase de P. brasiliensis) foram capazes de inibir a
interacdo de P. brasiliensis as células epiteliais in vitro, sugerindo que a PbMLS
contribua para a adesé@o do fungo aos tecidos do hospedeiro.

Em estudos anteriores realizados por nosso grupo, Donofrio et al. 2009,
caracterizaram parcialmente uma proteina de 54 kDa, ligante de fibronectina em isolado
18 de P. bDrasiliensis, que se demonstrou mais expressa apos o cultivo em meios
enriquecidos com sangue de carneiro. Foi observado anteriormente (Yang et al., 1998;
Pendrak et al., 2004) que, a adi¢cdo de hemoglobina ao meio de cultura aumenta a

expressao de receptores de superficies ligantes de fibronectina em C. albicans e também
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aos seus fragmentos proteoliticos contendo a regido de 120 kDa (dominio de ligacdo
celular, que inclui uma sequéncia RGD) e 40 kDa (dominio de ligacdo a heparina)
(Yang et al., 1998). Pendrak et al. (2004) demonstraram que C. albicans se liga a
hemoglobina sendo esta interacdo suficiente para induzir a expressdo de receptor para
fibronectina.

Tripeptideos desta enolase de 54 kDa revelaram similaridade com as enolases
de varios fungos, especialmente com P. brasiliensis (nUmero de acesso: ABQ45367.1),
Coccidioides posadasii, Aspergillus nidulans, Aspergillus oryzae, Penicilium
chrisogenum e Aspergillus fumigatus.

Recentemente, Nogueira et al. (2010) demonstrou a atuacdo da enolase de P.
brasiliensis isolado 01, como receptor de plasminogénio. Através desta ligacdo o fungo
seria capaz de adquirir atividade proteolitica, pois a plasmina gerada é uma enzima
chave do sistema plasminogénio e contribui para a degradacdo dos constituintes da
matriz. A ligagdo ao plasminogénio e a sua conversdo a plasmina (uma serina protease)
pode contribuir para a patogenicidade de P. brasiliensis por facilitar a invasdo tecidual
no hospedeiro.

A enzima enolase (2-fosfo-D-glicerato) catalisa a desidratagdo de 2-fosfo-D-
glicerato (2-PG) a fosfoenolpiruvato (PEP) na segunda metade da via glicolitica. A
enolase € uma das enzimas citoplasmaticas mais abundantemente expressas em muitos
microrganismos (Pancholli, 2001). Assim, por muitos anos, a enolase foi vista como
uma enzima glicolitica sollvel, presente exclusivamente no citoplasma. Contudo vérios
estudos tém mostrado que esta enzima metabdlica possui atividades funcionais
adicionais (Pancholli & Fischetti, 1998; Sriram et al., 2005; Lopéz-Villar et al., 2006).

Em células de mamiferos, ja foram identificadas trés isoformas de enolase, alfa
(ENO1), beta (ENO3) e gama (ENO2). ENO1 é vastamente distribuida em uma
variedade de tecidos, enquanto ENO2 e ENO3 s&o encontradas exclusivamente nos
tecidos neuroenddcrino e no tecido muscular, respectivamente (Chang et al., 2006).
Além de sua funcdo glicolitica, ENO1 ja foi encontrada na superficie de mondcitos e
neutrdfilos atuando como um receptor de plasminogénio, sugerindo um possivel papel
na invasao tecidual (Redlitz et al., 1995). Em situacdes de hipdxia, a enolase também
atua como uma proteina de estresse que poderia proteger as células aumentando o

metabolismo anaerobico (Jiang et al., 1997).
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Em fungos, a levedura Saccharomyces cerevisiae (EC 4.2.1.11) que apresenta
75% de identidade com a enolase de P. brasiliensis, quando submetida a condicdes de
alta temperatura, expressa uma proteina heat-shock, Hsp48, identificada como uma
enolase, produto do gene ENOL, e se demonstrou estar envolvida na tolerancia térmica
e controle do crescimento do mircrorganismo (lida & Yahara, 1984; lida & Yahara,
1985).

Em S. cerevisiae, 0s vacuolos sdo organelas importantes que participam em
diversos processos tais como resposta ao estresse osmotico, acimulo de aminoacidos,
polifosfatos ou componentes toxicos, além do tr&fego de proteinas, ainda nesta
levedura, foi demonstrado que durante a fusdo desses vacuolos ha o envolvimento de
um componente citosélico que apresentou identidade com uma enolase (Xu & Wickner,
1996). Em estudos adicionais, a adi¢do da enolase recombinante de S. cerevisiae em um
ensaio de fusdo vacuolar in vitro, estimulou a fusdo vacuolar de maneira dose-
dependente. A mutacdo pontual desta enolase levou a anulacdo de sua atividade
enzimatica, porém a fusdo vacuolar permanecia ativa neste ensaio, sugerindo atividade
estimulatoria da enolase neste processo (Decker & Wickner, 2006).

O sistema plasminogénio (Plg) desempenha duas funcGes gerais na defesa do
hospedeiro. Em primeiro lugar, ele participa da via central para a dissolugdo de
coagulos de fibrina, que é essencial para a manuten¢do da hemostasia. Em segundo
lugar, o sistema Plg facilita a migracdo celular por ajudar na penetracdo através de
barreiras protéicas. Sob condicGes fisioldgicas, essa ativacdo é finamente regulada. Os
ativadores do Plg sdo serina-proteases que catalisam a conversdo do Plg a plasmina e
foram classificados como sendo de dois tipos: ativador do Plg tipo tecidual (tPA) e
ativador do Plg tipo uroquinase (UPA). A permeacdo através das membranas basais é
um passo importante na patogénese de muitos microrganismos. Sendo assim, alguns
patégenos podem adquirir a atividade proteolitica pela ligacdo do plasminogénio a sua
superficie celular onde ele € ativado por um fator tecidual (tPA) ou do tipo uroguinase.
Uma vez gerada o potencial proteolitico, através da plasmina, ela pode ser capaz de
promover a disseminacdo de alguns microrganismos através da degradacdo de
componentes da matriz celular do hospedeiro (Plow et at., 1995; Coleman & Benach,
1999). Alguns patégenos podem adquirir atividade proteolitica pela ligacdo do

plasminogénio a sua superficie celular onde ele € ativado pelo tPA do hospedeiro.
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Eberhard e colaboradores (1999) demonstraram que a plasmina do hospedeiro
ligada a superficie celular é capaz de promover a disseminacdo de Streptococcus
penumoniae através da membrana basal, e também em S. pyogenes (Pancholli et al.,
1998). Esta enolase também foi identificada em S. suis, através de analises
imunoprotedmicas, como um importante antigeno, com capacidade de ligagdo tanto ao
plasminogénio como a fibronectina (Esgleas & Li et al. 2008), mediando assim a sua
adesdo e invasao as células do hospedeiro (Oehmcke et al., 2004). Devido ao seu papel
critico na ativacdo do plasminogénio, estudos sugerem que anticorpos anti-enolase
poderiam ser importantes como adjuvantes em vacinas (FENG et al., 2009).

A ligacdo do plasminogénio as superficies celulares é mediada por cinco
dominios, que possuem afinidade por residuos de lisina. Mundodi e colaboradores
(2008) demonstraram que a proteina enolase, presente na superficie de Trichomonas
vaginalis, se liga ao plasminogénio atraves de residuos de lisina, uma vez que houve
diminuicdo dessa ligacdo na presenca do acido aminocapréico, um anélogo da lisina.

Esta capacidade de ligacdo ao plasminogénio pela enolase também foi descrita
em inimeros patdgenos, entre eles: Aeromonas hydrophila (CHOPRA et al., 2009) e
Neisseria meningitidis (KNAUST et al., 2007) ; no protozoario Leishmania mexicana
(VANEGAS et al., 2007) ; nos trematddeos Schistossoma bovis (de La TORRE-
ESCUDERO et al., 2010) e Fasciola hepatica (BERNAL et al., 2004).

Pal-Bhowmick e colaboradores (2007) demonstraram que, em Plasmodium
yoelii, a enolase esta associada as membranas celulares e as fracfes nucleares e do
citoesqueleto onde poderia desempenhar fungdes diversas. Em Toxoplasma gondii, sua
localizacdo além do citoplasma também foi confirmada, estando principalmente
presente no nucleo das fases iniciais de proliferacdo intracelular do parasito, sugerindo
sua participacao na atividade nuclear, possivelmente controlando a transcricdo de genes
em estagio especificos (FERGUSON et al., 2002).

Em um estudo recente de avaliacdo da expressdo génica na interacdo célula-
hospedeiro em Giardia lamblia, a enolase apresentou uma super expressao durante esta
interacdo, sugerindo um possivel papel no estabelecimento da infeccdo e inducdo da
giardiase (Ringqvist et al., 2010).

A andlise protebmica despertou consideravel atencdo e importancia desde a
revelagdo que o genoma humano se constitui de menos genes que originalmente

estimado (VENTER et al. 2001). Assim, a informag&o genética sozinha é insuficiente
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para explicar eventos bioldgicos e padrbes de expressdo do RNAmM e nem sempre se
correlacionam com o nivel de expressao protéica (ANDERSON et al., 1997). Os
produtos génicos finais, representados pelas proteinas, precisam ser estudados para o
completo entendimento e determinacdo do padréo de expressdo nos tecidos.

Proteinas envolvidas em processos bioldgicos sdo detectadas por mudancas
quantitativas, forma de regulacdo e modificagdes pos-traducionais. O primeiro passo
para a analise da expressao protedmica implica na separacao e deteccdo de proteinas por
eletroforese bidimensional de alta resolucéo, seguida pela identificacdo e caracterizacdo
de peptidios e proteinas de interesse por espectrometria de massa (MS). O passo final é
definir as fungdes de todas as proteinas e complexos sistemas metabolicos envolvidos
para 0 entendimento das vias biologicas. Entdo, a analise protedmica pode ser aplicada
para a andlise de interacdes protéicas, na observacdo de modificagdes pds-traducionais,
na identificacdo e posteriormente da sua real fungdo. Com esse intuito a realizacdo do
proteoma de P. brasiliensis cultivado em diferentes condi¢Ges de cultivo pode resultar
na consequente identificacdo de alvos para a descoberta de novos prototipos
antifngicos e na identificacdo de marcadores na pesquisa clinica ( WESTERMEIER et
al., 2002).

Os mecanismos e fatores de viruléncia dos microrganismos sdo objetos de
estudo de muitos pesquisadores. Neste contexto, moléculas de superficie celular
constituem-se em alvos interessantes para a interrupcdo das interacGes fungo-
hospedeiro, através da inibicdo ou bloqueio de possiveis fatores de viruléncia, o que
pode levar ao impedimento da colonizacdo no hospedeiro e ao progresso do processo
infectivo. Portanto o estudo desta enolase através de sua influéncia na adesdo deste
fungo e a sua localizacdo durante a interacdo fungo-célula hospedeira pode servir para a
melhor compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e futuramente no

desenvolvimento de novas estratégias para controlar esta infeccdo fungica.



38

2. JUSTIFICATIVA

Na célula, as proteinas participam de uma extensa rede de interacOes
intermoleculares. Essas interacdes sdo dinamicas e dependentes de uma série de sinais
intra e extracelulares. Um passo inicial para se entender a estrututra e a funcdo de uma
proteina é determinar com quais outras proteinas elas interagem. Dessa forma o estudo
da proteina enolase de 54 kDa e o rastreamento de suas interagdes intermoleculares em
relacdo aos componentes da matriz extracelular permitem avaliar o papel de adesina
desta proteina na interacdo fungo-célula, explorando assim novas fungdes para esta
enzima. Devido ao fato desta proteina estar envolvida em mdltiplas funcées bioldgicas,
invariavelmente ha o seu recrutamento em diferentes compartimentos celulares, por isto
a sua localizacdo em nivel subcelular pode fornecer informacGes para outras funcdes
que ela possa ter durante a interacdo de P. brasiliensis com as células do hospedeiro,
contribuindo desta maneira para o entendimento do processo infectivo deste patdgeno,
além de fornecer as bases para o desenvolvimento de novas estratégias no tratamento
desta micose.

A aderéncia as células do hospedeiro é, para muitos patégenos, o passo inicial
no estabelecimento de uma infec¢do. Uma vez que mecanismos de adesao e infeccéo de
P. brasiliensis ainda sdo pouco conhecidas, faz-se relevante a utilizacdo da abordagem
protedmica para a identificacdo de proteinas potencialmente envolvidas na interacdo de
P. brasiliensis a componentes da matriz extracelular do hospedeiro. Possibilitando a

melhor compreenséo sobre a interacdo deste fungo com o hospedeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Neste estudo pretendeu-se caracterizar a enolase do isolado 18 de
Paracoccidioides brasiliensis, através da avaliagdo do seu papel no parasitismo
celular em cultura de pneumdcitos de linhagem continua e sua localizacdo subcelular
durante as mesmas condicdes de interacdo bem como a identificagdo de novas

proteinas deste fungo diferencialmente expressas de acordo com o meio de cultivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtencdo da proteina enolase purificada;

e Producdo de anticorpos policlonais anti-enolase;

e Verificar a interagdo da enolase com os seguintes componentes da MEC:
fibronectina, laminina, plasminogénio, fibrinogénio,colagenos tipo | e IV atraves
de ELISA;

e Avaliar a influéncia da sequéncia peptidica Arg-Gly-Asp na ligacdo da enolase

as células epiteliais pulmonares por ensaios de inibicéo;

e Imunofluorescéncia para verificacdo da localizacdo da enolase durante a

interacdo fungo-célula e alteragdes no citoesqueleto celular;

e Confirmagdo da localizagdo ultracelular da enolase através de microscopia

eletrénica — Immunogold;
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e Identificacdo de novas proteinas de P. brasiliensis expressas em diferentes

condigdes de cultivo.

4. METODOLOGIA
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4.1. Microrganismo e condicdes de cultivo
Foi utilizado o isolado 18 de P. brasiliensis (Pb) na fase leveduriforme,
procedente da micoteca da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FM-USP). Durante a realizacéo deste trabalho o isolado de Pb18 foi mantido em meio
de Fava Netto (0,3% proteose peptona; 1% neopeptona; 0,5% extrato de carne; 0,5%
extrato de levedura; 0,5% cloreto de sédio; 4% dextrose; 1,8% &gar bacterioldgico) e
meio BHI (infusdo-cérebro-coracdo-DIFCO) acrescido de 5% de sangue de carneiro, a

35°C e repicados a cada 7 dias.

4.2.  Preparo dos antigenos de P. brasiliensis

Os extratos cell-free foram obtidos do isolado Pb18, na fase leveduriforme,
cultivado em meio de Fava Netto e BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro. Cerca
de 300 mg de crescimento de cada isolado foi retirado do meio e adicionado em 1 mL
de PBS 0,01 M, pH 7.4, estéril. Esta mistura foi agitada em “vortex” por 30 segundos e,
em seguida, centrifugada a 550xg por 1 minuto. O sobrenadante (extrato cell-free) foi
retirado, aliquotado e armazenado a -20°C.

A concentracdo protéica dos antigenos foi quantificada pelo método de Lowry
et al. (1951), e em seguida, foram avaliados por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de dodecil sulfato de s6dio, SDS-PAGE, sob condicdes redutoras, usando
sistema tampdo descontinuo de Laemmli (1970) e Studier (1973). Os géis foram

corados utilizando Azul de Comassie Brilhante G250 segundo Neuhoff et al. (1988).

4.2.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE)

Os componentes protéicos dos extratos foram separados por SDS-PAGE,
segundo Laemmli (1970) e Studier (1973).

A separacao dos componentes foi efetuada em gel de corrida a 10%, e em gel de
empilhamento a 5% de acrilamida. O gel foi preparado a partir de solugdo estoque
contendo 30% por massa de acrilamida e 0,8% por massa de bis-acrilamida. No gel de
separacdo a polimerizacdo foi feita em solucdo contendo 1,5 M de Tris-acido cloridrico
(HCI), pH 8,8 e 0,4% de SDS, em presenca de 0,1% v/v de N,N,N",N"-tetrametil-
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etilenodiamina (TEMED) e 0,1% de persulfato de amonio (APS). O gel de
empilhamento foi polimerizado em presenca de 0,5 M de Tris-HCI pH 6,8 e 0,4% de
SDS, além de 0,1% de persulfato de aménio e 0,05% v/v de TEMED. Para o preparo
das amostras foram usados 64 pL de extrato protéico diluido em tampao de amostra
(1:5), consistindo de 62,5% de Tris-HCI [tris (hidroxi-metil) aminometano] pH 6,8 2%
de SDS, 10% de glicerol, 0,5 M de dititreitol e 0,002% de azul de bromofenol. As
proteinas foram dissociadas pelo aquecimento das amostras em banho-maria com agua
fervente por 3 minutos.

Paralelamente & amostra, em cada corrida eletroforética, uma mistura de
proteinas de peso molecular conhecido foi utilizada, a saber, fosforilase b (94 kDa),
albumina bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20 kDa) e lacto-albumina (14 kDa). A partir da analise da migracéo
destes padrdes, os pesos moleculares das proteinas foram calculados.

A corrida eletroforética foi realizado a 10 mA (80V) até que o tampdo de
amostra penetrasse no gel de separacao e a 20 mA (120V) até que atingisse o fim do gel.
O tampao de corrida é constituido de Tris 0,075 M, glicina 0,57 M e SDS 0,1%, pH8,3.
Os géis foram corados com Comassie Azul Brilhante G-250 segundo Neuhoff et al.
(1988).

4.3.  Purificacdo da proteina de 54 kDa por eletroeluicéo

A técnica foi realizada segundo Neophytou et al. (1996) e Sa-Pereira et al.
(2000), com os extratos cell-free do isolado cultivado em meio BHI solido acrescido
de 5% de sangue de carneiro.

Para tanto, os extratos cell free foram submetidos a eletroforese com gel de
poliacrilamida a 10%. Apo6s corrida, os geis foram corados com Comassie Azul
Brilhante, e massa molecular de 54 kDa foi removida e eletroeluida em tampéo glicina
(192 mM Gilicina; 25 mM Tris base, 0,1% SDS) em membrana de dialise a 10mA, por
4h a 4°C. Para a verificacdo da fragdo de 54 kDa eletroeluida, a mesma foi submetida
a focalizacdo isoelétrica, para a separagdo da proteina de acordo com seu pl, e
assim foi confirmada a purificacdo da proteina de interesse.

4.4.  Preparo de soros policlonais

4.4.1. Soro policlonal anti-cell-free de P. brasiliensis
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Soro anti-cell-free de Pb18 foi produzido a partir dos extratos cell-free do
isolado cultivado em meio BHI contendo 5% de sangue de carneiro. Cerca de 0,3, 0,6,
0,9 e 1,0 mL do antigeno foi inoculado por via intra dérmica em coelhos machos albino
provenientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu, intercalando as inoculacdes a
cada 4 dias, sendo que na primeira a suspensdo foi emulsificada com adjuvante
completo de Freund e nas seguintes com o adjuvante incompleto de Freund.
Decorridos 15 dias da ultima inoculacdo foi realizada uma sangria de prova e a
avaliacdo do titulo de anticorpos produzidos foi feita através da técnica de Immunoblot,
e em seguida, foi realizada a sangria total.

Para a separagdo da fracdo do soro, rica em imunoglobulinas, foi realizada a
precipitacdo com sulfato de aménio 1,56 M, pH 6,5. O soro foi diluido 1:2 em PBS, e
colocado em banho de gelo sobre um agitador magnético, adicionando-se 0 mesmo
volume de sulfato de amonio saturado gota a gota. Esse soro foi incubado a 4°C
overnight. Apds esse tempo, o sedimento formado foi ressuspenso e posteriormente
centrifugado a 850xg por 30 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi guardado
para nova precipitacdo, e o sedimento formado foi ressuspenso em sulfato de aménio
40%, e novamente centrifugado. ApOs centrifugacdo, o sobrenadante formado foi
descartado e o sedimento foi ressuspenso em PBS na metade do volume do soro, e
dialisado em PBS overnight a 4°C. O titulo do soro foi novamente avaliado por

Immunoblot, aliquotado e estocado a -70°C.

4.4.2. Soro policlonal anti-enolase de P. brasiliensis

Para a producdo de soro policlonal anti-enolase de Pb18, foram realizadas oito
inoculages por via intra dérmica intercaladas a cada 4 dias em coelhos machos albino
provenientes do Biotério Central da UNESP-Botucatu com a banda de 54 kDa
recortada dos géis de SDS-PAGE de Pb18 provenientes dos extratos cell-free do
isolado cultivado em meio BHI contendo 5% de sangue de carneiro. A primeira
suspensdo foi emulsificada com adjuvante completo de Freund e nas seguintes com o
adjuvante incompleto de Freund. Decorridos 15 dias da ultima inoculacgdo foi realizada
uma sangria de prova e a avaliacdo do titulo de anticorpos produzidos foi feita através
da técnica de Immunoblot, e em seguida, foi realizada a sangria total. A separacéo da

fragéo do soro rica em imunoglobulinas foi realizada como descrito no item anterior.
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4.5.  Immunoblot (Avaliacéo do titulo dos anti-soros)

O antigeno cell-free do isolado Pb 18 ( cultivado em BHI com 5% sangue de
carneiro) e a enolase purificada foram submetidos a SDS-PAGE e transferidos
eletroforeticamente do gel para membranas de nitrocelulose conforme descrito por
Towbin et al. (1979). Apos a eletroforese, os géis foram apostos sobre membranas de
nitrocelulose, recobertos com papel de filtro e comprimidos com esponjas de
poliuretano. Todos os materiais foram previamente embebidos em tampédo de
transferéncia bicarbonato de sédio e metanol, pH 9.9, e em seguida, encaixados em
placas acrilicas perfuradas e mergulhados na camara de transferéncia contendo o
mesmo tampdo. A transferéncia foi feita overnight a amperagem constante de 0,4 mA.
A membrana entdo foi corada por Ponceau S (0,5% w/v em 5% v/v de acido acético)
para a localizacdo das bandas protéicas transferidas. Apos lavagem de 15 minutos, as
membranas de nitrocelulose contendo os antigenos foram cortadas em tiras, incubadas
com solucdo bloqueadora (5% de leite desnatado em PBS) por 4 horas. Os soros
adequados foram diluidos, colocados sobre as tiras e deixados em contato, sob agitacéo,
overnight em temperatura ambiente. Como controles positivos foram utilizados soro
anti-cell-free produzido em coelho e soro de paciente com paracoccidioidomicose
diluidos 1:20, e como controle negativo soro normal de coelho e soro de
individuo aparentemente normal também na diluicdo 1:20.

A sequir, as tiras foram lavadas com PBS 0,01M pH 7.2 por trés vezes, com
trocas a cada 10 minutos, para a retirada do excesso do soro. Entdo foram incubadas por
2 horas com conjugado imunoenzimatico, soro anti-lIgG de coelho (SIGMA-A0545) e
anti-lgG humano (SIGMA-0293) marcado com peroxidase na diluicdo 1:1000. O
excesso de conjugado foi retirado com novo ciclo de lavagens. As tiras foram reveladas
para evidenciacdo dos complexos antigeno-anticorpo formados com o substrato
cromogeno, consistindo de 0,012 g de diaminobenzidina (DAB-SIGMA-D5637)
diluida em 20 mL de PBS acrescido de 200 pL de &gua oxigenada. A reagdo foi

bloqueada com agua destilada.

4.6. Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) para screening de
adesdo aos componentes da matriz extracelular
Foi feito o “screening” da adesao utilizando-se a técnica de ELISA. Para tanto,

as placas de 96 orificios foram sensibilizadas com 10 pg/ml dos componentes da matriz
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extracelular: laminina, fibronectina, fibrinogénio, plasminogénio, colagenos tipo | e tipo
IV isoladamente em tampdo carbonato pH 9,6 a temperatura ambiente por 1 hora. Apds
este periodo, as placas foram lavadas com PBS-Tween 20, 0,05% (PBS-T) e blogueadas
Soro Albumina Bovino 1% (BSA) por 2 horas a 37°C. Mais um ciclo de lavagens foi
realizado e entdo se adicionou a proteina enolase em diferentes concentragées (50, 25,
10 e 5 pg/ml) por 15 horas a 37°C.

Ap0s a incubacdo as placas foram lavadas novamente com PBS-T, e entdo se
adicionou o anticorpo anti-enolase no titulo de 1:100 em PBS-T e BSA 0,5% por 1 hora
a 37°C. Mais um ciclo de lavagens foi realizado e entdo foi adicionado o anticorpo
secundario (Anti-rabbit 1gG-HRP) 1:2000 em PBS-T e BSA 0,5% por 1 hora a 37°C.
Novamente, lavaram-se as placas com PBS-T. A reacdo foi revelada com a solucao
reveladora (fosfato de sddio/acido citrico/ortofenilenodiamino/dgua oxigenada). A

leitura foi realizada a 490nm.

4.7.  Cultura de Células e Teste de Infeccéo
Neste estudo, foi selecionada a linhagem de pneumdcitos A549, células epiteliais de

pulmao (Banco de Células do Rio de Janeiro-RJ).

4.7.1. Cultivo Continuo e Tripsinizacéo

A linhagem celular foi mantida em cultivo continuo em garrafas de plastico estéreis,
em meio F-12 Nutrient Mixture (HAM-F12) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF). A cultura foi mantida em estufa a 36,5°C com 5% de CO,. Decorridos 3-
4 dias, as garrafas de células foram submetidas a tripsinizacdo. Para isto a monocamada
celular formada foi lavada com 1 mL de ATV-solucdo de tripsina 0,2% e EDTA 0,02%
(Adolfo Lutz) e, apds a lavagem, esta foi desprezada e acrescentado mais 1mL de ATV.
Seguidos 1-2 minutos, as células foram homogeneizadas com volumes varidveis de
meio HAM F12 acrescido de 10% de SFB. Nesta etapa a tripsina (ATV) foi
neutralizada pelo SFB presente no meio de cultura. O volume total da suspenséo celular
obtida foi diluido em meio HAM F12 acrescido de 10% de SBF e transferido para
outras garrafas, de modo a se obter uma concentracao de 10° células/mL.

4.7.2. Monocamada de células epiteliais
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O ensaio de infeccdo foi realizado em placas de 24 orificios contendo no interior
uma laminula redonda (deckglaser), para a imunofluorescéncia; em garrafas de cultura
celular para a realizacdo da microscopia eletronica por Immunogold e em placa de 96
orificios para o ensaio com RGD.

Apos a tripsinizacdo e homogeneizagdo da suspenséo celular, 0,2 mL desta foi
retirada da garrafa, e diluida em 1,8 mL de meio HAM F12 e foi feita a contagem de
células em hemocitbmetro, para que, através de diluicdes adequadas fosse ajustada a
concentracdo desejada (10* células/mL). Ao término desta etapa, 0,5 mL dessa
suspensdo de células foi dispensado em cada orificio das placas e estas foram incubadas
a 36,5°C por 24 horas, para que a monocamada celular se formasse sobre a laminula,
sendo a partir dai utilizada para o ensaio de infeccdo, e posteriormente nas
imunofluorescéncias.

Para o ensaio de inibicdo com RGD sintético, apds a formacdo da monocamada
celular, realizou-se a lavagem com PBS (0,05 M, pH 7,2), adiciou-se paraformaldeido
4% por 30 min a temperatura ambiente. Para o Immunogold, 10* céls/mL cultivadas em
3 garrafas de 75 cm? para a formacéo monocamada de células através da incubacéo a
36 °C por 24 horas.

4.7.3. Preparo e padronizacdo do inéculo de P. brasiliensis

O isolado 18 de P. brasiliensis, na fase leveduriforme (L) foi cultivado em meio de
Fava-Netto e meio BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro durante trés dias a 35°C.
A suspensdo foi feita em tampéo salina fosfato (PBS) estéril. Foi adicionada a um
volume de 10 mL de PBS estéril, quantidade suficiente o fungo para a obtencdo de uma
suspensao turva e homogénea, correspondente a 10° células/mL, de acordo com a escala
0,5 de Mc Farland e ajustada também através de leitura em espectrofotémetro (D.O.=
550nm).

4.74. Infeccdo de células epiteliais com as leveduras de P. brasiliensis

Apos a formagao do tapete celular sobre as laminulas e sobre o fundo das garrafas de
cultura celular por aproximadamente 24 horas, o sobrenadante da cultura foi desprezado
e as células foram lavadas por trés vezes com PBS 0,05 M, pH 7,2 estéril. Em seguida,
cada pogo da placa de 24 orificos foi inoculado com 300 pL de meio HAM F12

desprovido de SFB e 300 pL da suspensdo de P. brasiliensis padronizada. E para o
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Immunogold cada garrafa foi inoculada com 5 mL de meio HAM F12 e 5 mL da
suspensédo de P. brasiliensis A seguir as células infectadas foram incubadas a 36,5°C
em diferentes periodos de tempo 2h, 5h e 8h.
Apos o periodo de infeccdo, as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS
0,05 M pH 7,2, eliminando-se , desta forma, células fungicas ndo aderentes as culturas
celulares e também os restos celulares. As células infectadas foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 min a temperatura ambiente. Apos a fixacdo, estas
laminulas foram entdo lavadas com PBS por 5 vezes para dar inicio a reacdo de
imunofluorescéncia.Para o controle negativo foram utilizadas laminulas contendo
apenas células A549 ndo infectadas.
Para o Immunogold, apds o periodo de infeccdo as células foram tripsinizadas e
entdo centrifugadas em tubos Falcon a 5.000 xg por 10 minutos. O pellet formado foi
removido e lavados trés vezes com PBS (0,05 M, pH 7,2), centrifugando a 10.000 xg

por 5 minutos entre cada lavagem, e entéo utililizadas para a microscopia eletrénica.

4.8. Imunofluorescéncia com marcacdo tripla para localizacdo da enolase
e avaliacdo de alteracOes do citoesqueleto na interacdo de P. brasiliensis com

pneumacitos

4.8.1. Microfilamentos de actina

A faloidina é uma toxina que se liga a actina polimérica, estabilizando-a e, portanto
interferindo com o reticulo endoplasmatico e outras estruturas ricas em actina. Para a
reacdo de imunofluorescéncia, as laminulas contendo as células epiteliais infectadas
com P. brasiliensis em diferentes periodos de infeccdo foram permeabilizadas com
solugédo de Triton X 100, 0,5% por 30 minutos. Em seguida, lavou-se com PBS-T e
realizou-se o bloqueio (leite 5%/BSA 3%) por 1 hora a 37°C. Em seguida, adicionou-se
0 anticorpo anti-enolase, 1:50 em solucdo de bloqueio por 1 hora a temperatura
ambiente. Mais um ciclo de lavagens foi realizado e adicionou-se o anticorpo
secundario anti- rabbit IgG (anticorpo anti 1gG de coelho) conjugado com Alexa
Fluor® 549 1:250 em solucdo de bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente. Nova
lavagem com PBS-T foi realizada.

Para a marcacdo da actina, adicionou-se faloidina-FITC no titulo de 1:50 em Azul de

Evans, por 50 minutos a 37°C, no escuro. As laminulas foram novamente lavadas com
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PBS-T e entdo incubadas com DAPI 1ug/mL (4", 6 — diamino-2-fenolindol), por 10
minutos a 37°C. As laminulas foram lavadas novamente com PBS-T, montadas com p-
fenilenodiamina (anti-fading) e entdo observadas em microscopio de fluorescéncia
(Modelo DFC 300 FX Marca Leica).

4.8.2. Microtubulos

Para a verificacdo dos microtubulos, as laminulas contendo as células epiteliais
infectadas com P. brasiliensis em diferentes periodos de tempo foram processadas
como descrito no item 4.8.1 para a marcagdo da enolase. Apds as devidas lavagens, para
a marcagdo da tubulina, adicionou-se anticorpo monoclonal anti B-tubulina (Sigma)
produzida em camundongo diluido 1:100 em solucdo de bloqueio por 1h a 37°C. Mais
um ciclo de lavagens foi realizado e adicionou-se o anticorpo secundario anti-mouse
IgG (anti IgG de camundongo) conjugado com Alexa Fluor® 488 diluido 1:250 em
solucdo de bloqueio por 1h a temperatura ambiente, no escuro. As laminulas foram
novamente lavadas com PBS-T e entdo incubadas com DAPI 1ug/mL (4", 6 — diamino-
2-fenolindol), por 10 minutos a 37°C. As laminulas foram lavadas novamente com PBS-
T, montadas com anti-fading e entdo observadas em microscopio de fluorescéncia
(Modelo DFC 300 FX Marca Leica).

4.8.3. Filamentos intermediéarios: Citoqueratina

Para a verificacdo dos filamentos de citoquertina, as laminulas contendo as células
epiteliais infectadas com P. brasiliensis em diferentes periodos de tempo foram
processadas como descrito no item 4.8.1 para a marcacdo da enolase. Apds as devidas
lavagens, para a marcacdo da citogueratina, adicionou-se anticorpo monoclonal anti
pan-citoqueratina (Sigma) 1:100 produzida em camundongo diluido em solucdo de
bloqueio por 1h a 37°C. Mais um ciclo de lavagens foi realizado e adicionou-se 0
anticorpo secundario anti- mouse 1gG conjugado com Alexa Fluor® 488 1:250 em
solucdo de bloqueio por 1h a temperatura ambiente, no escuro. As laminulas foram
novamente lavadas com PBS-T e entdo incubadas com DAPI 1ug/mL (4", 6 — diamino-
2-fenolindol), por 10 minutos a 37°C. As laminulas foram lavadas novamente com PBS-
T, montadas com anti-fading e entdo observadas em microscépio de fluorescéncia
(Modelo DFC 300 FX Marca Leica).



49

4.9. Ensaio de inibic&o utilizando RGD sintético

Para verificar a importancia da sequéncia peptidica Arg-Gly-Asp na ligacdo da
enolase de P. brasiliensis a pneumacitos, foi realizado o ensaio de competicdo desta
ligacdo utilizando RGD sintético (Sigma). Apds a formacdo da monocamada de células
epiteliais pulmonares em placas de polipropileno, foi realizado o ensaio de ELISA como
descrito anteriormente no item 4.6, realizando-se o bloqueio com PBS-T e SFB 10% por
1h a temperatura ambiente, realizou-se a lavagem com PBS-T e entdo se incubou o
RGD sintético (200 pg/mL) na presenca e na auséncia de 25 pg/mL e 50 pg/mL de
enolase, e também a incubacdo das células epiteliais A549 apenas com a enolase,
diluidos em solucéo de bloqueio, por 1h a 37 °C. Realizou-se a lavagem com PBS-T, e
entdo se incubou as placas com anticorpo anti-enolase, diluido 1:100 em solucdo de
blogueio, por 1h a 37 °C, nova lavagem foi realizada e adicionou-se entdo o anticorpo
anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (1:3000), por 1h a 37 °C, a reacéo foi
revelada como descrito no item 4.6.

4.10. Imunocitoquimica em nivel ultraestrutural (Immunogold) para localizacao
da enolase
Suspensdes de células epiteliais A549 infectadas com P. brasiliensis em
diferentes periodos de tempo 2h, 5h e 8h foram fixadas (2,5% v/v glutaraldeido em
tampéo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2) por 24h a 4°C e enviadas para o Servico de
Microscopia Eletrdnica do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-1) 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. Para
tanto, os cortes ultrafinos foram lavados com agua destilada por 5 minutos, e em
seguida lavados com TBS pH 7,24 com glicina 0,02 M a temperatura ambiente por 15
minutos. Em seguida foi realizado o blogueio dos sitios antigénicos inespecificos com
3% BSA em TBS, NaN3 0,05% e Tween 20 0,1%, pH7,2, por 1 hora. O anticorpo
priméario (anti-enolase policlonal) foi diluido 1:50 em TBS-BSA 0,1%, NaN3; 0,05%,
Tween 20 a 0,1%, pH 7,3 e adicionou-se aos cortes, incubando em baixa temperatura
overnight em cdmara imida. Como controle foi utilizado soro pré-imune de coelho na
mesma diluicdo. Apo0s esta incubacdo, realizou-se a lavagem durante 25 minutos (5
trocas de 5 minutos cada) com TBS-BSA 0,1%, NaN3 0,05%, Tween 20 0,1%, pH 7,3;
e uma lavagem de 5 minutos com TBS-BSA 1%, NaN3 0,05% e Tween 20 0,1%, pH
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8,2. Em seguida realizou-se a incubagdo com o anticorpo secundario, anti-1gG de coelho
marcado com particulas de ouro coloidal de 10nm de diametro (SIGMA G-3779),
diluidos a 1:10 em 0,05M NacCl, 1% BSA, 0,05% NaNs;, 0,01% Tween 20, pH 8,2; em
camara umida overnight por 2 horas. Realizou-se a lavagem com TBS-BSA 1%, NaNj3;
0,05%, Tween 20 0,1%, pH8,2 por 5 minutos e utilizou-se um ciclo de lavagens com (1)
TBS-BSA 0,1%, NaN3 0,05%, Tween 20 0,1% durante 15 minutos (3 trocas de 5
minutos) e com (2) TBS-Tween 20 0,1%, pH7,2 por 5 minutos.

Para a melhor estabilizacdo da reacdo de imunocitoquimica, os cortes foram
fixados com glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1 M, pH 7,2 a temperatura
ambiente. Realizaram-se entdo trés lavagens de 5 minutos cada com &gua destilada. As
telas foram secadas sob papel de filtro e submetidas ao contraste com uranila 4%
ultrafiltrada, por 5 minutos e citrato de chumbo por 7 minutos. Apds a secagem por
temperatura ambiente por 1h o material foi examinado em microscépio de transmissdo
eletronica, Jeol 1010 (Jeol, Tokyo, Japan) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-1)
da USP-SP

4.11. Identificacdo protedmica de novas moléculas de P. brasiliensis

4.11.1. Preparo do extrato proteico total

Os cultivos de P. brasiliensis, em meio Fava-Netto e BHI acrescido de 5% de
sangue de carneiro foram centrifugados e lavados de 3 a 5 vezes com &gua gelada para a
retirada do meio de cultura. O pellet foi acrescido de 5 mL de solugdo 10 mM Tris-HCI,
pH 8,8 com os inibidores de proteases, PLAAC (Pepstatina, Leupeptina, Aprotinina,
Antipaina, Chymostatina a 1 mg/mL diluidos em DMSO) e PMSF 100 mM
(fenilmetilsulfonilfltor diluido em etanol) e entdo foi macerado com nitrogénio liquido,
estes macerados foram recolhidos e acrescidos de pérolas de vidro e levados ao “vortex”
por 30 minutos, a seguir foram centrifugados por 45 minutos 13.000 xg e o0
sobrenadante foi recolhido. A concentracdo proteica dos extratos foi quantificada pelo
método de Lowry et al. (1951) e em seguida as amostras foram avaliadas por SDS-
PAGE como descrito no item 4.2.1.

4.11.2. Andlise protéica por eletroforese bidimensional.
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Os componentes proteicos (extrato total e cell-free) do isolado 18 de P.
brasiliensis foram primeiramente submetidos a focalizacdo isoelétrica, utilizando o
sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare). A segunda dimensdo, realizada para a
separacdo das proteinas de acordo com a massa molecular, foi realizada em gel de
poliacrilamida 12.5% de acordo com Laemmli, 1970. Os géis foram corados utilizando
Azul de Comassie Brilhante G250 segundo Neuhoff et al. (1988).

4.11.3. Digestéo in situ das proteinas

Os spots selecionados foram retirados dos géis e cortados em segmentos de
aproximadamente 1 mm® em placas de vidro limpas com metanol. Realizou-se a
descoloracdo dos fragmentos em eppendorf, com solucdo descorante contendo 50%
acetronitrila em 25 mM bicabornato de aménio, agitando em vortex por 10 minutos
entre cada lavagem até a retirada total do corante. Removeu-se a solucdo descorante e
entdo desidratrou-se o gel com 100% acetonitrila por 10 min, descartou-se a acetonitrila
e 0 processo foi repeatido até a completa desidratacdo do gel. Os fragmentos foram
reidratados com DTT (20 mM DTT em 50 mM bicabornato de aménio) por 40 min a 56
°C. A solucédo de DTT foi removida e entdo se realizou a alquilagdo com solucéo de
iodoacetamida (55 mM iodoacetamida em 50 mM bicarbonato de amonio), por 30 min a
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Descartou-se o sobrenadante, e nova
desidratacdo foi realizada com 100% acetonitrila. Adicionou-se 15 pL solugdo de
tripsina em &cido acético (100 ng/uL) aos fragmentos de gel secos, e entdo 0s
reidratamos em gelo. Adicionou-se 25 mM de bicarbonato de aménio até a cobertura
dos fragmentos, e incubou-se a 37 °C por 14h. Interrompeu-se a reacdo com solucgdo
bloqueadora (50% acetonitrila e 5% acido formico). Trés elui¢cbes foram realizadas
repetindo-se duas vezes cada uma delas e os sobrenadantes foram recolhidos no mesmo
eppendorf apos todas as eluicbes, a primeira eluicdo foi feita com 60% metanol e 1%
acido formico, sonicacdo por 15 minutos a 40 °C. Para a segunda eluicdo foi adicionada
50% acetonitrila e 1% acido formico, sonicacdo por 15 minutos a 40 °C. Na terceira
eluicdo adicionou-se volume suficiente de acetonitrila 100% para desidratar 0s
fragmentos do gel, sonicagéo por 15 minutos.

Os peptideos eluidos do gel foram submetidos & concentracdo em recipiente

contendo silica, até a completa secagem dos fragmentos. Apos a concentrada, a amostra
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foi ressuspendida em &cido férmico 0,1% e submetidas a purificacdo antes da andlise

por espectrometria de massas.

4.11.4.  Purificacdo de mistura de peptideos para utilizando ZipTips

A purificacdo foi realizada utilizando Reverse-Phase Zip-Tip Pippete (Millipore)
seguindo as instrugdes do fabricante, com modifica¢Ges por Salvato.

As amostras de peptidicas foram ressuspendidas em solucdo 0,1% de acido
trifluoroacético (TFA). As ponteiras ZipTips foram equilibradas aspirando 10 pL de
uma solucdo de acetonitrila (ACN) e 0,1% TFA e descartando, este procedimento foi
realizado trés vezes. Em seguida foram aspirados 10 pL de uma solugdo de agua e 0,1%
TFA, descartou-se por trés vezes. Para a ligacdo da amostra nas colunas contidas nas
ponteiras, foram aspirados 5 pL da amostra de peptideos de 7 a 10 vezes para aumentar
a fixacdo em misturas complexas. Apds a ligacdo dos peptideos as colunas, foram
realizadas duas lavagens, primeiramente aspirando 10 uL de solucdo de agua e 0,1% de
TFA, repetindo o processo 3 vezes e em seguida aspirando 10 pL de solucdo 5% de
metanol e 0,1% de TFA, repetindo 3 vezes. Para finalizar foi realizada a eluicdo dos
peptideos aspirando e dispensando varias vezes em um eppendorf limpo 5 pL de
solugdo ACN e 0,1% TFA (Salvato et al., 2010).

4.11.5. Anélise por espectrometria de massas

Apobs a digestdo com tripsina e purificacdo, os peptideos foram analisados por
espectrometria de massas. Os peptideos foram sequenciados por espectrometria de
massas através de ionizacdo por eletrospray (ESI-MS/MS), os espectros de
fragmentacdo obtidos (MS/MS) contendo as massas moleculares dos peptideos foram
avaliados pelo software MASCOT (Matrix Science) e os peptideos foram identificados
confrontando os resultados dos calculos da relagdo m/z (massa/carga dos ions gerados)
dos fragmentos experimentais e fragmentos teoricamente preditos contidos no banco de
dados MSDB (Realizado na Universidade de S&o Paulo, USP — Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz — Departamento de Genética).

5. RESULTADOS

5.1. Perfil eletroforético dos extratos cell-free e total de P. brasiliensis
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majoritarias, porém diferencas em relacdo a intensidade dessas bandas. As massas

moleculares mais evidentes foram 76, 67, 54 e 30 kDa. A adicdo de sangue de carneiro

ao meio de cultivo proporcionou uma maior expresséo de algumas proteinas.

Estes extratos contendo os componentes protéicos foram submetidos a

eletroforese bidimensional como descrito no item 4.10.4.
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Figura 1. Perfil eletroforético dos extratos e protéicos de P. brasiliensis. (1) Extrato
total de Pb18 cultivado em meio Fava Netto, (2) Extrato total de Pb18 cultivado em
meio BHI acrescido de sangue de carneiro; (3) Cell-free Pb 18 cultivado em meio BHI

acrescido de sangue de carneiro, (4) Cell-free de Pb 18 cultivado em meio Fava Netto.

5.2.  Purificacdo da proteina de 54 kDa por eletroelui¢cdo
A banda de 54 kDa obtida por eletroforese em gel de SDS-PAGE foi
eletroeluida e submetida a eletroforese bidimensional, na figura 2A a banda referente a

esta proteina purificada é demonstrada.



55



56



57



58

Figura 2. ldentificacdo protedmica da enolase de P. brasiliensis de gel de
eletroforese bidimensional. A) Eletroforese bidimensional da proteina de 54 kDa
obtida por eletroelui¢do, gel corado por Comassie Azul Brilhante; B) Score de
distribuicdo dos peptideos desta proteina de 54 kDa identificados por espectrometria de
massas (ESI-MS/MS), o score é de -10log (P), onde P é a probabilidade de se observar
um evento aleatorio, score de ions individuais >36 indicam grande identidade ou
homologia (p<0,05); C) Identidade (99%) entre a sequéncia da proteina purificada de P.
brasiliensis (EEH47975.1) e a sequéncia referente a enolase de A. fumigatus
(AAK49451.1).

5.3. Titulacdo dos soros policlonais (Immunoblot)

5.3.1. Immunoblot do soro anti-cell free de P. brasiliensis

O soro anti-cell free obtido da inoculagdo da amostra do isolado de Pbl8
cultivado em meio BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro, apresentou titulo de
1:1800, sendo capaz de reconhecer 11 fragGes antigénicas que variam de 86 a 16 kDa, e
destas, oito fracGes antigénicas foram mais intensas com massas moleculares de 64, 54,
43, 34, 28, 22 e 16 kDa. O controle positivo foi feito com soro de paciente com
paracoccidioidomicose (1:20) e o controle negativo com soro de coelho normal (1:20).
O resultado da reatividade do soro anti-cell-free de P. brasiliensis frente ao extrato cell-
free do isolado 18 cultivado em BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro esta

demonstrado na figura 3.
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Figura 3. Immunoblot do soro anti-cell free de P. brasiliensis. Soro anti-cell free
frente aos antigenos do controle positivo (1); cell-free de Pb 18 cultivado em meio BHI

com sangue de carneiro (2) e controle negativo (3).

5.3.2. Immunoblot do soro anti-enolase de P. brasiliensis

O soro policlonal anti-enolase, isolada da amostra de Pb18 cultivado em meio
BHI acrescido de 5% sangue de carneiro apresentou reatividade até a diluicdo de 1:500
(Figura 4)

O resultado da reatividade do soro policlonal anti-enolase de P. brasiliensis na
diluicdo 1:20 frente sua proteina purificada e ao extrato cell-free da amostra cultivada
em meio BHI acrescido de sangue de carneiro esta demonstrado na figura 4.

Como pode ser obervado, este soro anti-enolase reagiu contra a fracdo de 54 kDa

independente da amostra avaliada.
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Figura 4. Immunoblot do soro anti-enolase de P. brasiliensis. A) Immunoblot do soro
policlonal anti-enolase de P. brasiliensis. Titulacdo do anticorpo anti-enolase. B)
Immunoblot do soro policlonal anti-enolase de P. brasiliensis (diluicdo 1:20) frente ao
cell-free da amostra cultivada em meio acrescido de sangue (1) e a proteina enolase

purificada (2).

5.4. Triagem dos ligantes da matriz extracelular a enolase por ELISA

Os resultados mostram que a enolase foi capaz de se ligar a todos os
constituintes da MEC avaliados, porém a fibronectina foi reconhecida fortemente pela
enolase de P. brasiliensis (Gréfico 1), como demonstrado anteriormente por Donofrio

(2009), onde esta proteina foi caracterizada como uma adesina ligante de fibronectina.

DO 490 nm

%

Lm Fn Col 1 Col IV

Fng

Gréfico 1. Ligacdo da enolase (10 pg/mL) aos componentes da MEC: laminina,
fibronectina, colagenos 1 e 1V, plasminogénio e fibrinogénio (10 pg/mL)
isoladamente. A interagdo foi revelada por ELISA, com a leitura da absorbéancia em
490nm. O controle negativo foi feito com anticorpos primarios, secundarios, BSA 0,5%

matriz extracelular. Os valores do controle ja estdo plotados nos resultados (p<0,05).
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5.5. Imunofluorescéncia

5.5.1. Actina

Células epiteliais ndo infectadas apresentaram marcacdo fluorescente intensa dos
filamentos actinicos. O recrutamento de filamentos de actina foi observado apés a
interacdo de P. brasiliensis com as células epiteliais. Quando comparado as células
normais (CN), durante a infeccdo o padrdo de distribuicdo da actina foi discretamente
alterado, ocorrendo o recrutamento ao redor ou proximo ao sitio de interacao da célula
epitelial com o fungo. Nos periodos iniciais de infeccdo a actina se mantém
temporariamente associada com o fungo (Figura 6 — 2h de infeccdo — Cél+Pb), e
posteriormente (Figura 6 — 5h de infeccdo — Cél+Pb) o acumulo de actina é
aparentemente reduzido na area de contato da célula com o fungo. Quando a
internalizacdo fungica foi finalizada (Figura 6 — 8h de infeccdo — Cél+Pb) o
citoesqueleto aparentemente ainda permaneceu alterado. Apos a interacdo entre o fungo
e as celulas o arranjo do citoesqueleto actinico ficou alterado, exibindo fibras mais

curtas, quando comparado com o arranjo das células controle.
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Figura 6. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padrdo de marcacdo dos
filamentos de actina das células epiteliais A549 normais e infectadas com P.

brasiliensis apos 2, 5 e 8 horas, utilizando faloidina - FITC (verde) e anticorpo anti-
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enolase - Alexa 594 (vermelho). (CN) padrdo dos filamentos actinicos em células
epiteliais ndo infectadas; (Cél+Pb) Desorganizacdo da actina de células epiteliais
durante sua interacdo com P. brasiliensis. As setas indicam a presenca de P. brasiliensis
interagindo com a célula A549. Os nucleos encontram-se corados com DAPI (azul).
Aumento de 1000X, (50 pum).

5.5.2. Microtubulos

Os controles negativos (CN) mostraram a organizagdo padrdo dos microtubulos
a partir do centrossomo. No periodo inicial da infeccdo ndo foi observado o fungo na
célula, portanto ndo podemos afirmar se as alteragdes ocorridas foram decorrentes da
infeccdo (Figura 7 — 2h de infeccdo — Cél+Pb).

Aparentemente ocorreu um rearranjo e acimulo de tubulina na posi¢édo oposta ao
sitio de contato na célula apds 5h de infec¢do como mostrado na figura 7 (5h — Cél+Pb),
sugerindo que o inicio da invasdo envolve a reorganizacao de citoesqueleto celular em
resposta a um sinal do fungo. Apoés a internalizacdo do fungo, houve uma redistribuicao
dos microtubulos, saindo do nucleo, padrdo observado na célula ndo infectada e se
difundindo homogeneamente pela célula depois da invaséo (figura 7 — 8h de infecgdo —
Cél+Pb). P. brasiliensis apds a internalizacdo parece deixar vacuolos, que apontam para

o local onde o fungo estava na célula epitelial (Figura 8).
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Figura 7. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padrdo de marcacdo dos
microtubulos das células epiteliais A549 normais e infectadas com P. brasiliensis
apds 2, 5 e 8 horas, utilizando anticorpo anti-tubulina — Alexa 488 (verde) e
anticorpo anti-enolase — Alexa 594 (vermelho). (CN) padrdo dos microtibulos em
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células epiteliais ndo infectadas; (Cél+Pb) Desorganiza¢do dos microtubulos de células
epiteliais durante sua interagdo com P. brasiliensis. As setas indicam a presenca de P.
brasiliensis interagindo com a célula A549. Os nucleos encontram-se corados com
DAPI (azul). Aumento de 1000X, (50 pum).

Figura 8. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padrao de marcacdo dos microtibulos
das células epiteliais A549 infectada com P. brasiliensis ap6s 8 horas, utilizando anticorpo
anti-tubulina — Alexa 488 (verde) e anticorpo anti-enolase — Alexa 594 (vermelho). As setas
indicam os vacuolos, local onde o fungo provavelmente se encontrava na célula. O nucleo

encontra-se corado com DAPI (azul). Aumento de 1000X, (50 pm).

5.5.3. Citoqueratina

As células epiteliais quando marcadas com soro anti-citoqueratina, apresentaram
uma rede de filamentos curtos se estendendo préximo do nicleo até a membrana
citoplasmatica das células. Com o tempo de infeccdo, houve uma mudanca na
disposicdo de citoqueratina ocorrendo um considerdvel acimulo préximo ao sitio de
interacdo da célula com o fungo. Isso pode ser observado pelo desarranjo e destruicéo
disposicdo de citoqueratina ocorrendo um consideravel acimulo proximo ao sitio de

interacdo da célula com o fungo.
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Figura 9. Imunofluorescéncia dupla mostrando o padrdo de marcacdo da
citoqueratina das células epiteliais A549 normais e infectadas com P. brasiliensis
apods 2, 5 e 8 horas, utilizando anticorpo anti-citoqueratina — Alexa 488 (verde) e
anticorpo anti-enolase — Alexa 594 (vermelho). (CN) padrdo da citoqueratina em

células epiteliais ndo infectadas; (Cél+Pb) Desorganizacdo da citoqueratina de células
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epiteliais durante sua interacdo com P. brasiliensis. As setas indicam a presenga de P.
brasiliensis interagindo com a célula A549. Os nucleos encontram-se corados com
DAPI (azul). Aumento de 1000X, (50 pum).

5.5.4. Enolase

Em relacdo a localizacdo da enolase neste estudo, foi possivel avaliar que se
trata de uma proteina ubiqua em toda a célula fungica. Houve a ligacdo do anticorpo
anti-enolase a enolase das células epiteliais, justificavel provavelmente pelo fato de que
a enolase é uma enzima altamente conservada em diferentes organismos, como
leveduras, humanos, entre outros (VAN DER STRAETEN, 1991). Além disso, 0
anticorpo utilizado foi policlonal podendo por isso ocorrer ligacGes inespecificas.
Portanto as marcacGes na fluorescéncia impossibilitaram que quantitativamente a

relagdo enolase com modificagcOes do citoesqueleto pudesse ser avaliada.

5.6. Influéncia da sequéncia Arg-Gly-Asp na ligacdo da enolase a pneumacitos
Para determinar a importancia da sequéncia de peptideos, RGD na participacdo
da enolase na aderéncia do fungo as células epiteliais pulmonares, o peptideo sintético
RGD foi adicionado como facilitador em um ensaio de ligacdo da enolase as células
A549. Como demonstrado no grafico 2, a ligacao da enolase a estas células foi reduzida
em 10% pela adicdo de RGD, confirmando a importancia da sequéncia RGD que €
encontrada em muitas proteinas da matriz extracelular. Possivelmente esta sequéncia
peptidica participa da ligacdo da enolase a alguns componentes da matriz extracelular

tais como fibronectina, fibrinogénio, laminina e colageno.
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Gréfico 2. Influéncia do RGD na ligacdo da enolase de P. brasiliensis as células
epiteliais pulmonares. O ensaio foi realizado através de ELISA (leitura realizada a 490
nm). A densidade Optica foi relacionada a maior ou menor capacidade de ligacdo da
enolase ao RGD. O RGD estimulou em 10% a ligacdo da enolase as células epiteliais

pulmonares.

5.7.  Distribuicéo da enolase de P. brasiliensis em nivel ultraestrutural

O padrdo imunocitoquimico com a técnica de Immunogold, utilizando-se o
anticorpo policlonal anti-enolase, mostrou a distribuicdo das particulas de ouro
(correspondentes a localizagdo da enolase) em varios compartimentos celulares (Figura
10 al-2 até d1-2 e Figura 11 — f1-2 até i1-2). No citoplasma da forma leveduriforme de
P. brasiliensis, foram vistas poucas particulas de ouro sobre o citoplasma do fungo, em
locais visualmente ndo identificaveis (ribossomos, reticulo endoplasmatico ou
mitocondria), apds comparacdo com o controle (Figura 10 a3, b3, c3 e d3 e Figura 11
3, g3, h3 e i3) ao qual ndo foi adicionado o anticorpo primario. As particulas de ouro
ficaram homogeneamente distribuidas por toda a espessura da parede celular do fungo,
e em uma quantidade muito acima daquela encontrada no citoplasma.

Avaliando-se a quantidade de enolase encontrada nas difererentes condigdes de

cultivo de P. brasiliensis, concluimos novamente que a adicdo de sangue ao meio de
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cultivo (Figura 11) proporcionou uma maior expressdo da enolase, em ambas as
situacOes, fungo isolado e infectando células epiteliais, quando comparado as mesmas
situacOes, porém com o fungo cultivado em meio Fava-Netto (Figura 10). Devido a sua
localizagdo na parede celular de P. brasiliensis, sugere-se que esta proteina desempenha
fungdes adicionais e ndo somente a de sua atuagdo na via glicolitica. Neste local ela
poderia estar desempenhando papel importante na adesédo do fungo como mostrado em
estudo anterior por Donofrio et al., 2009 que a designou como uma adesina ligante de

fibronectina.
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Figura 10. Imunolocalizacdo da enolase de P. brasiliensis cultivado em meio Fava-
Netto, durante a infeccdo as células epiteliais pulmonares. al) P. brasiliensis sem
infeccdo; a2) Aumento da imagem al); a3) Controle negativo utilizando soro pré-imune
de coelho; bl) Periodo de 2h de infeccdo; b2) Aumento de bl; b3) Controle 2h; cl)
Periodo de 5h de infeccdo; c2) Aumento de cl; c¢3) Controle 5h. d1) Periodo de 8h de
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infeccdo; d2) Aumento de d1; d3) Controle 8h . As setas indicam as particulas de ouro
na parede celular (w) e as pontas das setas as particulas presentes no citoplasma celular
(c). Barras: 0,125 um (al, b1, c1, d1), 0,07 um (a2, a3, b2, b3, c2, c3, d2, d3).



72

Figura 11. Imunolocalizacdo da enolase de P. brasiliensis cultivado em meio BHI
com sangue de carneiro durante a infecgdo as células epiteliais pulmonares. f1) P.
brasiliensis sem infec¢do; f2) Aumento de f1; f3) Controle negativo utilizando soro pre-

imune de coelho; gl) Periodo de 2h de infeccdo; g2) Aumento de g1; g3) Controle 2h;
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h1) Periodo de 5h de infeccdo; h2) Aumento de hl; h3) Controle de 5h. i1) Periodo de
8h de infeccdo; i2) Aumento de i1; i3) Controle de 8h. As setas indicam as particulas de
ouro na parede celular (w) e as pontas das setas as particulas presentes no citoplasma
celular (c). Barras: 0,125 um (f1, g1, h1, il1), 0,07 um (2, 3, g2, g3, h2, h3, i2, i3).

5.8.  Analise protedmica descritiva de novas moléculas P. brasiliensis

A selecdo dos spots decorreu separadamente de cada situacdo (meio Fava Netto
e meio BHI acrescido de 5% de sangue de carneiro), optando pela escolha daqueles que
se demonstraram mais expressos, para entdo verificar diferencial total da expresséo de
proteinas. Abaixo estdo enumerados os spots escolhidos para 0 seqiienciamento e na
tabela 1 as respectivas proteinas identificadas de acordo com o meio de cultivo utilizado
para o crescimento de P. brasiliensis. Os nUmeros que se repetem no mesmo aumento

correspondem a isoformas da mesma proteina.

Figura 12. Analise protedbmica. Eletroforese bidimensional do extrato cell-free de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio BHI acrescido de 5% de sangue
de carneiro. Em maior aumento esta o spot que foi selecionado (1) deste gel e submetido

ao sequeciamento por espectrometria de massa.
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Figura 13. Anélise protedmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio BHI acrescido de 5% de sangue
de carneiro. Em maior aumento estdo os spots que foram selecionados (2, 3, 4, 5 e 6)

deste gel e submetidos ao sequeciamento por espectrometria de massa.

Figura 14. Analise protedbmica. Eletroforese bidimensional do extrato cell-free de P.

brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em maior aumento
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estdo os spots que foram selecionados (7, 8, 9 e 10) deste gel e submetidos ao

sequeciamento por espectrometria de massa.

Figura 15. Analise protedbmica. Eletroforese bidimensional do extrato cell-free de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em maior aumento
estdo os spots que foram selecionados (7, 10, 11 e 12) deste gel e submetidos ao

sequeciamento por espectrometria de massa.
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Figura 16. Anélise protedmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em maior aumento

estdo os spots que foram selecionados (7 e 10) deste gel e submetidos ao sequeciamento

por espectrometria de massa.

Figura 17. Analise protedmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio Fava-Netto. Em maior aumento

estdo os spots que foram selecionados (3, 13, 14, 15) deste gel e submetido ao

sequeciamento por espectrometria de massa.
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Figura 18. Analise protebmica. Eletroforese bidimensional do extrato total de P.
brasiliensis na fase leveduriforme cultivado em meio BHI acrescido de 5% de sangue
de carneiro. Em maior aumento estd o spot que foi selecionado (16) deste gel e

submetido ao sequeciamento por espectrometria de massa.

Tabela 1. Anélise das proteinas seqlienciadas através de espectrometria de massas
(ESI-MS/MS), ap0s a aplicacéo de técnica de eletroforese bidimensional obtidos de
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P. brasiliensis cultivados em diferentes condicGes. Situacdo 1) Fava-Netto e 2) BHI

com sangue de carneiro. Utilizando para a identificagdo o programa Matrix

Science (MASCOT).
Spot/Proteina E-value N° acesso Situacdo | Processo bioldgico
1.Enolase ) )
o 0.0 Qi]226292555 Energia
[Paracoccidioides 2 o
o EEH47975.1 Viruléncia
brasiliensis 18]
2.Alcohol
dehydrogenase 3e-135 Qi]295674635 5 Enerai
nergia
[Paracoccidioides XP_002797863. :
brasiliensis 01]
3.Malate ] )
) Metabolismo ciclo
dehydrogenase 2e-158 0i]226286877 )
o 2 glioxalato
[Paracoccidioides EEH42390.1 o
o Viruléncia
brasiliensis 18]
4.ATP-synthase
subunit beta 0.0 0i|226287911 )
. 2 Energia
[Paracoccidioides EEH43424.1
brasiliensis 18]
5.Spermidine )
] Metabolismo
synthase 7e-142 0i|226293104 o ]
o 2 aminoacidos ciclo
[Paracoccidioides EEH48524.1 3
o da uréia
brasiliensis 18]
6.Y20 protein _
o 9e-105 0i|17980998 L
[Paracoccidioides 2 Sem definigéo
o AAL50803.1
brasiliensis]
7.Glyceraldehyde-
3-phosphate ] )
6e-146 0i]295658119 Energia
dehydrogenase 1 o
XP_002789622.1 Viruléncia

[Paracoccidioides
brasiliensis Pb18]
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8-14-3-3- like
protein 36.110 0i|38569374 Sinalizag&o celular
e_
[Paracoccidioides AAR24348.1 Viruléncia
brasiliensis]
9-Antigen 27 kDa
(Fragment) 2e-120 Qi|1778408 o
o Sem definicéo
[Paracoccidioides AAC49615.1
brasiliensis 18]
10-Nucleoside-
diphosphate kinase | 8e-71 0i]225683570 Enerai
nergia
[Paracoccidioides EEH21854.1 :
brasiliensis 18]
11-Heat schock
protein 10 kDa 2e-40 0i]295664909
o Resposta a stress
[Paracoccidioides XP002793006.1
brasiliensis]
12-Ubiquitin ) Regulacéo de
o 2e-34 0i]226287558
[Paracoccidioides proteinas
o EEH43071.1
brasiliensis] (degradadas)
13-Peroxiredoxin ] o
o 4e-95 0i|226291569 Antioxidante
[Paracoccidioides
o EEH46997.1
brasiliensis 18]
14-Deoxyhypusine
synthase 2e-123 0i|226288288 Sintese pos-
[Paracoccidioides EEH43800.1 traducional
brasiliensis 18]
15-Heme-oxygenase | 5e-135 | gi|68474073|ref|X Converséo do
[Candida albicans] P_718933.1 grupo heme
16-Elongation
factor Tuf gi|57547705|AA Sintese
4e-130

[Micromonospora
sp ATCC 39149]

W52544.1

nucletotidica
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6. DISCUSSAO

Um dos determinantes da patogénese de diversos organismos, como bactérias,
fungos e protozoarios, é a sua capacidade de ligacdo as moléculas do hospedeiro,
presentes na superficie das células e tecidos. As moléculas dos patdgenos responsaveis

por esta funcdo sdo denominadas adesinas (Soto & Hultgren, 1999). Através de
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eletroforese em gel de SDS-PAGE e técnicas de protedmica, Donofrio et al., (2009)
identificaram em nosso laboratorio determinantes antigénicos, utilizando extratos cell-
free de Paracoccidioides brasiliensis, dentre esses antigenos, identificou-se no
proteoma de P. brasiliensis, uma molécula de 54 kDa, pl 5,6 que foi parcialmente
caracterizada como enolase ligante de fibronectina.

Neste trabalho demos sequéncia & caracterizagdo da enolase como adesina
potencialmente envolvida nos mecanismos de adesdo e invasdo, requeridos durante o
processo infectivo de P. brasiliensis e a prospecdo de novas proteinas que possam estar
envolvidas de alguma maneira na patogénese desta micose. A proteina purificada
exibiu uma massa molecular de 54 kDa, condizente com o tamanho da enolase deduzida
e nativa de P. brasiliensis (Donofrio et al., 2009). A proteina purificada isolada do gel
de eletroforese bidimensional foi digerida com tripsina e submetida ao seqlienciamento.
Andlises dos peptideos evidenciaram 100% de homologia com a enolase de P.
brasiliensis. Com a proteina purificada foi possivel a obtencdo do anticorpo policlonal
gue reconhece especificamente a enolase nativa do fungo.

Com o intuito de se definir a localizacdo celular da enolase de P. brasiliensis
durante a sua interacdo com pneumocitos realizamos inicialmente microscopia de
imunofluorescéncia. Além da marcagdo da enolase, componentes do citoesqueleto da
célula hospedeira também foram marcados para a avaliacdo de alteracdes ocorridas
durante esta interacdo. Os resultados sugerem que a enolase encontra-se distribuida por
toda a célula fangica e desarranjos na conformacdo de actina, tubulina e citoqueratina
foram observadas em todos os periodos de infecgdo avaliados, principalmente a partir
de 5h de infecdo. Sugere-se que estas alteracGes estejam associadas ao mecanismo de
adesdo e invasdo do patdgeno a célula do hospedeiro (da Silva Monteiro, 2004).
Posteriormente, a localizacdo da enolase foi confirmada através da realizacdo de
experimentos de microscopia eletrdnica, Immunogold, mostrando que esta proteina
encontra-se tanto na parede celular como no citoplasma de P. brasiliensis, porém é mais
abundante na parede celular, principalmente na situagdo de infeccdo aos pneumacitos e
tambeém quando P. brasiliensis foi cultivado em meio com acréscimo de sangue. Estes
dados confirmam que a hemoglobina favorece a expressdo de algumas proteinas (Yang,
2003; Pendrak et al., 2000).

Através de ensaios por ELISA foi mostrado que a enolase foi capaz de se ligar a

fibronectina, laminina, colagenos tipo | e 1V, fibrinogénio e plasminogénio.
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Os avancos na compreensdo das bases moleculares da interagdo da adesina de
um patdégeno com a matriz extracelular da célula hospedeira e 0 processo de migracao
celular tém convergido para a concepcdo de que muitas interacdes celulares sdo
dependentes do reconhecimento especifico de sequéncias adesivas. Certas sequéncias
peptidicas curtas em proteinas de adesdo servem como locais de reconhecimento e
ligacdo de proteinas superficiais especificas. Esta adesina pode conter diferentes
sequéncias capazes de serem reconhecidas por distintos componentes da matriz
extracelular. A existéncia de diversas combinacGes possiveis de ligacdo entre diferentes
sequéncias de adesinas e moléculas da MEC fornecem um complexo repertério de
interacbes possiveis. Nossos dados corroboram para estas possibilidades. (Yamada,
1991; Yamada et al., 2003).

Proteinas transmembranas reconhecem diferentes ligantes por sua sequéncia
RGD, que é comum a uma grande variedade de proteinas, incluindo laminina,
fibrinogénio, fibronectina e coladgeno, no entanto outras sequéncias peptidicas podem
estar envolvidas nessa ligacdo. Os mecanismos de aderéncia envolvendo a sequéncia
RGD tém sido relacionados ao receptor tipo trés do complemento (CR3, CD;; e CD1g) €
também a aderéncia de células endoteliais e as proteinas da matriz extracelular como a
fibronectina, colageno e laminina (Calderone & Fonzi, 2001 De acordo com 0s
resultados obtidos com o peptideo RGD no ensaio de inibicdo competitiva da ligacdo da
enolase as células epiteliais pulmonares, onde houve uma diminuicdo da ligacdo desta
enolase a estas células, confirmando a importancia desta sequéncia peptidica na
interacdo de varias moléculas da matriz extracelular com a proteina de P. brasiliensis
requisitada para a adesao as células do hospedeiro.

A enolase é uma enzima que esta envolvida na desidratacdo reversivel de 2-
fosfo-D-glicerato a fosfoenolpiruvato nas vias glicolitica e gliconeogénese (Pal-
Bhowmick et al., 2004). Esta participa do metabolismo energético e a reacdo é
dependente de Mg*". Entretanto, numerosas propriedades ndo-glicoliticas foram
descritas para esta proteina, como a capacidadade de interagir com actina e tubulina
humana (Bhowmick et al., 2009). Possui alta afinidade pela fibronectina e laminina
(Jolodar et al., 2003), ligacdo esta que facilita a adesdo de alguns microrganismos as
células do hospedeiro, e também se liga ao plasminogénio facilitando a invasdo e

disseminacédo de alguns patdgenos.
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Em Candida albicans a associagdo da enolase com o plasminogénio, constitue
um fator de viruléncia para este fungo, causando danos diretos a matriz extracelular do
hospedeiro, possivelmente pela degradacdo das proteinas constituintes da mesma. Tal
lesdo permite que as hifas fangicas atravessem o endotélio vascular mais
eficientemente, acelerando a colonizacdo e disseminacdo de tais microrganismos (JONG
et al., 2003).

A proteina enolase tem sido identificada na superficie celular de varias células
eucaridticas e procarioticas (Pancholi, 2001; Jolodar et al., 2003; Edwards et al., 1999).
A sua localizagdo na membrana plasmatica de Saccharomyces cerevisiae foi realizada
através de uma extracdo diferencial de proteinas e analise por espectrometria de massas
das fracdes celulares (Lépez-Villar et al., 2006). Foi evidenciada a sua localizacdo em
multiplos compartimentos subcelulares, em Plasmodium falciparum (Bhowmick, et al.,
2009) e Streptococcus suis (Esgleas et al., 2008). Analises por immunoblotting e
microscopia de imunofluorescéncia localizaram a enolase na superficie celular de
Leishmania mexicana (Quifiones et al., 2007). O mecanismo pelo qual esta proteina é
translocada para a superficie celular ainda € desconhecido. Porém em Cryptococcus
neoformans foi encontrada nas vesiculas e na parede deste fungo (Steen et al., 2003;
Missal et al., 2006; Rodrigues et al., 2008).

As enzimas glicoliticas ja foram extensivamente reportadas na superficie de
microrganismos, inclusive de P. brasiliensis (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006;
Pardo et al., 2000). Neste local, essas proteinas podem atuar como receptores de
moléculas da matriz extracelular (Pereira et al., 2007; Barbosa et al., 2006; Jong et al.,
2003), antigenos (Pitarch et al., 1999; Martinez et al., 1998), proteinas constitutivas da
parede celular (Fernandes et al., 1992) ou enzimas ativas (Motshwene et al., 2003; Gil-
Navarro et al., 1997).

Determinar as fungdes de uma proteina é um dos grandes desafios da era pos-
genbmica. A disponibilidade de todas as sequéncias do genoma de P. brasiliensis e de
varias estratégias para o rastreamento de interacGes proteina-proteina permite sugerir
funcbes de uma proteina a partir da identificacdo de seus ligantes. O estudo de
interacbes proteina-proteina, associando as abordagens protebmica e gendmica,
possibilita a obtencdo de dados complexos, que compdem uma rede virtual de

interacOes dentro de uma célula.
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O genoma compreende milhares de genes com inumeras fungdes bioquimicas
diferentes. Um dos recursos utilizados para a realizagdo de muitos processos,
economizando o maximo possivel de genes sdo as proteinas “moonlighting”.
Atualmente numerosas proteinas descritas com multiplas funcdes ja foram descritas
(Rosin, 2005). O termo moonlighting se refere a uma Unica cadeia polipeptidica capaz
de desempenhar diferentes funcdes, o que ndo inclui proteinas com a mesma fungdo em
localizagdes multiplas. Quando uma proteina interage com multiplas proteinas
envolvidas em diferentes vias celulares, sugere-se que essa macromolécula é uma
moonlighting (Jeffery, 1999).

As proteinas moonlighting diferenciam-se de outras proteinas multifuncionais,
pois consitem de um mesmo produto génico que desempenham duas ou mais funcdes
distintas em diversos ambientes (Tompa, 2005), descartando fusdo génica e
modificacbes pds-traducionais. As fungdes relacionadas as proteinas moonlighting sdo
independentes entre elas, e podem variar de acordo com a sua localizagdo celular,
estado oligomeérico, ligacdo a diferentes cofatores, formacdo de complexos e presenca
de multiplos sitios de ligacdo (Jeffery, 1999).

A enolase é um exemplo cléssico de proteina moonlighting, tendo em vista que
ja foi identificada no proteoma celular e possui funcdo bem definida no citoplasma da
celula.

P. brasiliensis apresenta um padrdo de adesdo alterado em func¢do das condi¢cbes
de crescimento (Andreotti et al., 2005), esta alteracdo foi confirmada por Donofrio
(2009), através da adicdo de sangue de carneiro ao meio de cultivo que proporcionou
uma maior capacidade de adesdo e invasdo quando comparadas ao fungo cultivado em
meio livre de sangue. Estudos na literatura indicam que meios com hemoglobina
induzem uma maior expressdo de adesinas com caracteristicas de ligacdo a fibronectina
(Yang, et al., 1998; Pendrak, et al., 2000; Pendrak, et al., 2004).

Como resultado da analise protedmica muitas proteinas estdo sendo descritas e
disponibilizadas para serem estudadas como novos alvos potenciais para pesquisas
terapéuticas em buscas de novas drogas que impedirdo o processo infectivo. Em vista
disso, as técnicas de eletroforese bidimensional seguida do seqlienciamento por
espectrometria de massas foram empregadas, buscando a identificacdo de novas
proteinas de P. brasiliensis que possam estar envolvidas na patogénese por ele

ocasionada.
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A caracterizacdo de algumas proteinas que influenciam na interacdo 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 interacBes hospedeiro-especificas, vem colaborando
para o entendimento da instalacdo do fungo e o desenvolvimento da PCM. A seguir,
serdo discutidas caracteristicas e funcdes das proteinas selecionadas nas situagdes das

quais foi encontrada a enolase.

e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, foi a proteina encontrada com maior
abundéncia e apresentando isoformas, trata-se de uma enzima que participa da via
glicolitica e da gliconeogénese, desempenhando papel no catabolismo e anabolismo de
carboidratos (Baynes & Dominiczak, 2000). GAPDH é consituinte da familia de
proteinas, que desempenha um papel multifuncional, em diferentes localizac6es
celulares, além do seu bem caracterizado papel na glicolise (Sirover, 1999). Além do
seu papel no metabolismo de carboidratos, esta enzima ja foi descrita como molécula de
adesdo em varios microrganismos patogénicos. Em C. albicans se liga as proteinas da
matriz extracelular e, consequentemente esta associada ao estabelecimento da infeccao
(Gozalbo et al., 1998). Assim como ja relatado para C. albicans, em Streptococcus
pyogenes se liga a vérias proteinas de mamiferos como lisozima, fibronectina, actina,
miosina e plasmina (Pancholi & Fischetti, 1997). Em P. brasiliensis foi demonstrado
que a GAPDH esta associada a parede celular onde € capaz de se ligar a componentes
da MEC, como laminina, fibronectina e colageno tipo I, além de ser capaz de mediar a
aderéncia e internalizagdo de P. brasiliensis as células cultivadas in vitro, o que sugere o

seu papel potencial no estabelecimento da doenca (Barbosa et al., 2007).

e Malato sintase
O ciclo do glioxalato possui como enzimas chaves a isocitrato liase e malato
sintase, que possuem papel na patogenicidade e viruléncia de varios fungos, tais como
Aspergillus fumigatus (Olivas et al., 2007), Cryptococcus neoformans (Rude et al.,
2002) e C. albicans (Lorenz & Flink, 2001 e 2002), para a bactéria Mycobacterium
tuberculosis (McKinney et al., 2000; Mufioz-Elias et al., 2005; Gould, 2006) e fungos

fitopatogénicos como Magnaporthea grisea (Wang et al., 2002). Alem do seu papel no
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ciclo do glioxalato, também foi atribuido a malato sintase papel na viabilidade e
crescimento de fungos no interior de macrofagos consequentemente no
desenvolvimento da infeccdo fangica disseminada (Olivas et al., 2007). Em P.
brasiliensis esta enzima participa da via do glioxalato, assimilando duas moléculas de
carbono atraves do ciclo do acido tricarboxilico, e na degradacéo de alantoina atraves da
via de degradacdo de purinas permitindo com que o fungo utilize compostos
nitrogenados (Zambuzzi-Carvalho et al., 2009). Possui a capacidade de se ligar a
fibronectina e colagenos tipo | e 1V, bem como células epiteliais pulmonares. Estes
eventos aliado a sua localizacdo superficial indicam que a malato sintase atua na
interacdo de P. brasiliensis com componentes do hospedeiro (da Silva Neto et al.,
2009).
e Alcool desidrogenase

As interconversdes de alcoois, aldeidos, e cetonas sdo processos essenciais em
procariotos e eucariotos. As oxidoredutases sdo enzimas responsaveis por essas reagoes,
sendo a enzima alcool desidrogenase (ADH) pertencente ao grupo de enzimas que
catalizam a oxidacédo reversivel de etanol a acetaldeido, com conseqliente reducdo de
NAD (Reid et al., 1994). Essas reacdes resultam na producao principalmente de alcoois
e cofatores oxidados como NAD®. Esse processo ocorre durante a fermentacdo de
bactérias e leveduras, onde a regeneracdo de NAD™ é essencial para o metabolismo e
crescimento desses organismos. Alguns autores demonstraram que quando o gene da
ADH foi deletado do genoma de parasitos, as células ndo cresceram e apresentaram
defeitos na divisdo celular. Em Trypanossoma cruzi esta envolvida na detoxificacdo do
parasito (Arauzo et al., 1989). Em Candida albicans foi demonstrado que esta proteina
(ADH) contribui para a habilidade de formacgdo de biofilmes in vitro e in vivo
(Mukherjee et al., 2006); assim como ocorre na formacdo de biofilmes para
Staphylococcus aureus, onde ha uma superexpressdo desta proteina durante a formacéo
de biofilmes (Becker et al., 2003). Em C. albicans ADH ela foi localizada na superficie
celular e atua como uma integrina capaz de se ligar a vitronectina, fibronectina (Klotz et
al., 2001) e plasminogénio ocasionado a formacdo de plasmina, que possui atividade
proteolitica, alguns autores sugerem entdo que ADH contribue para a invasao de tecidos
em fungos (Crowe et al., 2003).

Em P. brasiliensis esta proteina ainda ndo foi caracterizada embora sua

sequéncia ja tenha sido depositada no banco de dados. Porém héa estudos que relatam a
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inducdo de sua expressdo na fase leveduriforme, sugerindo a sua importancia na

producdo de ATP via fermentacdo alcoolica (Nunes et al., 2005).

e Peroxiredoxina

No estabelecimento da infeccdo por Trypanosoma cruzi, este patdégeno precisa
invadir macrofagos e sobreviver as altas condi¢BGes oxidativas geradas no fagossomo.
Vérias enzimas antioxidantes incluindo peroxiredoxinas sdo capazes de realizar a
detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio geradas pelos macrofagos
durante a interacdo de T. cruzi com celulas do hospedeiro (Atwood et al., 2005).
Durante a fagocitose de parasitos, a NADPH oxidase associada a membrana de
macréfagos é ativada resultando na geracdo de O%, que é convertido a H,O, nos
fagossomos (Wolcott et al., 1994). NO produzido pela inducdo de NO sintase se
difunde rapidamente reagindo com O? para a formacéo de peroxinitrito, molécula esta
altamente oxidante e com efeitos citotoxicos contra T. cruzi (Alvarez et al., 2004). H,0,
e perdxidos gerados sdo os substratos biolégicos preferenciais para a peroxiredoxina,
que reage cataliticamente decompondo esses compostos oxidativos (Wilkinson et al.,
2002; Finzi et al., 2004). Portanto, a peroxiredoxina promove uma maior resisténcia a
morte ocasionada por macréfagos sendo, portanto relacionada com o aumento da
viruléncia neste patdégeno (Piacenza et al., 2008). Em Lesihmania chagasi a
superexpressdo desta proteina também foi relacionada com a maior capacidade de
sobrevivéncia no interior de macrofagos (Barr et al., 2003). Gene que codifica para a
peroxiredoxina ja foi relatado no transcriptoma de P. brasiliensis (de Andrade, 2006),

porém nenhum estudo sobre a funcdo atribuida a este fungo foi realizada.

e Heme-oxigenase

A heme-oxigenase (HXM) converte o grupo heme a ferro livre, CO e biliverdina
na presenga de O, e doadores de elétrons. HMX tem sido encontrada em Vvarios
organismos incluindo bactérias, plantas e mamiferos (Colas et al., 2003). Em C.
albicans tem sido demonstrado que a HMX permite a utilizagdo do grupo heme
extracelular ou hemoglobina como fonte de ferro conferindo vantagens nutricionais para
0 crescimento no hospedeiro (Pendrak et al., 2004; Santos et al., 2003), possuindo
importante papel na patogénese demonstrado através de modelos de candidiase

disseminada (Ashman et al., 2008). A sua delecédo levou a uma reducéo da viruléncia de
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C. albicans (Navarathna et al., 2010). Sua expressdo pode ser induzida na presenca de
hemoglobina (Pendrak et al., 2004). Foi demonstrado que o CO gerado pela
degradacdo do grupo heme é capaz de modular o balanco imune pela alteracdo da
expressao de citocinas e quimiocinas sistémicas (Navarathna et al., 2007), confirmado
através da delecdo de HMX que resultou em alteracGes na resposta imune de maneira
consistente com a supressdo de CO na resposta inflamatéria aguda (Navarathna et al.,

2010). Nao ha relatos na literatura sobre estudos com esta proteina em P. brasiliensis.

¢ Nucleosideo difosfato quinase

A nucleosideo difosfato quinase (NDK) é uma enzima ubiqua que cataliza a
transferéncia de fosfato a partir de NTP (nucleosideos trifosfato) para NDP (nucleosideo
difosfato) para a manutencdo dos niveis de NTP nas células. Funcdes adicionais tém
sido descritas para NDK em diferentes organismos, como regulacdo da expressdo génica
em células de mamiferos (Postel, 2003), participacdo na via de recuperacdo de purinas
em tripanossomatideos (Landfear et al., 2004) e patogénese bacteriana (Chakrabarty,
1998). Lesihmania amazonensis secreta NDK, que utiliza ATP como principal
substrato, diminuindo os niveis de ATP extracelular (Kolli et al., 2008), conhecido por
induzir a citolise de macréfagos através de apoptose e/ou necrose (Chang et al., 2003) e
suprimir a expressdo de iINOS pelos mesmos (reduzindo a atividade microbicida dos
macrdéfagos) (Hu et al., 1998). As formas promastigota de Leishmania secreta
progressivamente NDK, levando a uma acumulacdo substancial na fase estacionaria,
quando entdo este patdgeno se torna mais infectivo, “estagio metaciclico”. Entdo a NDK
de Leishmania potencialmente utiliza ATP para produzir NTPs diferentes. Estes
nucleotideos, como GTP e UTP séo conhecidos por modular a expressao génica em vias
de sinalizacdo podendo ainda alterar os macrofagos tornando-os favoraveis para a
Leishmania estabelecer o parasitismo intracelular (Kolli et al., 2008).

A habilidade de Mycobacterium tuberculosis em sobreviver e replicar dentro de
macrofagos € um dos fatores centrais para o desenvolvimento da tuberculose (Cooper et
al., 2009). A sobrevivéncia intracelular de M. tuberculosis é auxiliada por uma
combinacdo de fatores, incluindo a parede celular que protege fisicamente a bactéria da
acao de enzimas bactericidas e hidroliticas (Jozefowski et al., 2008) e a secrecdo de
enzimas que combatem as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Lee et al., 2009;

Colangeli et al., 2009). Apesar de todos esses fatores contribuirem para a persisténcia da
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M. tuberculosis no interior de macrofagos, uma caracteristica importante deste patégeno
¢ a sua capacidade de inibir o processo de maturacdo do fagossomo, impedindo a fusédo
do fagossomo com o lisossomo, protegendo desta maneira essa bactéria do ambiente
bactericida (Clemens et al., 1995; Rohde et al., 2007; Philips, 2008). Rab GTPases
desempenham um papel central na biogénese do fagossomo. Estudos in vitro mostram
que Rab-5-GTP e Rab-7-GTP séo subtratos potencias para a NDK, que é secretada pela
micobacteéria, sugerindo que a acdo de NDK sobre esses substratos poderia impedir a
maturacdo dos fagossomos contendo a micobactéria, contribuindo para a sobrevivéncia
intracelular deste patdgeno e consequentemente o estabelecimento da infecg¢do (Sun et
al., 2010).

N&o ha relatos na literatura sobre esta proteina associada a P. brasiliensis.

e Proteina Y20 de P. brasiliensis

Andlises da sequéncia de aminoacidos permitiram caracterizd-la como uma
proteina pertencente a familia WrbA. Enzimas dessa familia impedem a reducdo de um
elétron e transformagdo da quinona em seminquinona que pode reagir com 0 0Xigénio
gerando espécies reativas de oxigénio altamente destrutivas (Jensen et al., 2002).
Analises por Northern e Western blot de células na fase miceliar e leveduriforme de P.
brasiliensis mostraram um aumento significativo da expresdo de RNA mensageiro de
PbY20 durante a diferenciacdo para a fase leveduriforme. Esses dados sugerem que a
transcricdo desta proteina durante a diferenciacdo celular in vitro é termo-regulada e
provavelmente isto ocorre durante o processo de infeccdo de P. brasiliensis a humanos.
A expressdo diferencial da proteina Y20 na forma leveduriforme deste fungo também
sugere que ela poderia estar envolvida na sobrevivéncia de P. brasiliensis nas condi¢des
térmicas do hospedeiro e/ou que possa desempenhar um papel na interacdo fungo-
hospedeiro. Esta proteina esta localizada no citoplasma, parede celular e nacleo (Daher
et al., 2005). Além disso, os macrofagos, neutrofilos e outros fagdcitos sédo
componentes-chave na resposta imune a antimicrobianos e sdo capazes de gerar
intermediarios reativos de oxigénio, que sdo moléculas tdxicas que contribuem para o
controle de agentes microbianos (Bogdan et al., 2000). Em P. brasiliensis, 0s
macrofagos constituem um dos principais mecanismos que previnem a invasdo aos
tecidos do hospedeiro. De fato efeitos toxicos e antimicrobianos de espécies reativas de

oxigénio tém sido descritos para P. brasiliensis (Brummer et al., 1988). Neste contexto,
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a atividade QR (quinona redutase) esta intimamente relacionada com o estresse
oxidativo gerado pelo sistema imune, esta funcdo é atribuida a proteina Y20, que pode
estar envolvida na protecdo de P. brasiliensis contra macrofagos. Entretanto a funcao in
vivo desta proteina na protecdo contra o estresse oxidativo ainda permanece aberto a
questBes, essas caracteristicas apontam para um estudo aprofundado sobre o papel da
proteina Y20 nos processos de detoxificacdo intracelular, na infeccéo de P. brasiliensis

e sua sobrevivéncia no hospedeiro (Daher et al., 2005).

o 14-3-3

As proteinas 14-3-3 sdo um grupo de proteinas cidas e pequenas, altamente
conservadas, que tém sido implicadas numa grande variedade de processos celulares em
eucariotos. Contudo, apesar de ja observado a funcdo dessas proteinas em apoptose,
transducdo de sinais, regulacdo de ciclo celular e transcricdo seu exato papel nesses
processos permanece desconhecido (Fu et al., 2000). Estas proteinas também participam
da regulacéo e organizagdo do citoesqueleto celular atraves da ativacdo de RhoGTPases
(Jin et al., 2004), como mediadora nas mudangas do citoesqueleto celular via integrinas,
com importante papel na ativacao de Rac e CDC42 (Bialkowska et al., 2003) .

Em P. brasiliensis a proteina 14-3-3 foi descrita primeiramente como uma
adesina de 30 kDa com capacidade de ligacdo a laminina e que apresentou-se mais
expressa em isolados que apresentavam alta capacidade de adesdo (Andreotti, 2002;
Andreotti et al., 2005).

A invasdo de P. brasiliensis afeta a estrutura do citoesqueleto das células
epiteliais, interferindo em aspectos morfoldgicos da actina, tubulina e citoqueratina
(Mendes-Giannini et al., 2004). 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 0 exato mecanismo de coOmo esse processo acontece
permanece desconhecido.

e Fator de elongacéo Tuf

Pseudomonas aeruginosa causa infeccdes em humanos, incluindo pneumonia e
infeccbes sanguineas. Os isolados de P. aeruginosa diferem na resisténcia que
apresentam a lise mediada pelo sistema complemento (Schiller et al., 1986). O sistema

complemento humano tem importante papel na eliminacdo de P. aeruginosa no inicio
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da infeccdo pulmonar (Gross et al., 1987). A deposicdo do complemento C3 na
superficie de bactérias € importante para a inducdo de respostas do hospedeiro e
eliminacdo do patégeno (Younger et al., 2003). O patdgeno explora multiplas
estratégias para a evasdo do sistema imune, por exemplo, secretando proteases e
elastases que degradam o produto da ativacdo do sistema complemento, C3b,
depositados na parede da bactéria (Hong et al., 1992; Schmidtchen et al., 2003). A
evasdo do sistema complemento é particularmente importante durante a fase inicial da
infeccdo, quando a bactéria estd em contato com os fluidos corporais do hospedeiro.
Nesta fase a via alternativa de ativacdo do sistema complemento é fundamental para o
reconhecimento do patdgeno pelo sistema imune (Mueller-Ortiz et al., 2004). O fator H
¢ o principal fluido corporal do hospedeiro que atua controlando a ativacdo da via
alternativa e amplificacdo da reacdo ao nivel de C3 (Zipfel et al., 2003). Fator H
promove a clivagem de C3b ligado a superficie do patégeno através da ativacdo de
cofatores para serinas proteases plasmaticas. Quando C3b encontra-se ligado a supeficie
da célula hospedeira, o hospedeiro mantém a regulacdo da ativacdo desse sistema para
evitar a sobrevivéncia do patdégeno (Wirzner et al., 1999). Esse tipo de evasdo do
sistema imune ja foi demonstrado em bactérias Gram-negativas como Borrelia
burgdorferi (Kraiczy et al., 2001; Kurtenbach et al., 2002), Neisseria gonorrhoeae
(Ram et al., 1998), bactérias Gram-positivas, como Streptococcus pneumoniae (Dave et
al., 2001; Janulczyk et al., 2000) e S. pyogenes (Johnsson et al., 1998) e também em
Candida albicans (Meri et al., 2002). P. aeruginosa requer atividade proteolitica para a
invasdo tecidual, o qual é fornecida através de proteases enddgenas ou adquiridas do
hospedeiro. P. aeruginosa se liga ao plasminogénio convertendo-o a plasmina que causa
a degradacdo de fibrina auxiliando na invasdo (da Silva et al., 2004; Ullberg et al.,
1990).

O fator de elongagdo Tuf foi identificado como uma proteina de superficie em P.
aeruginosa capaz de se ligar a moléculas do plasma do hospedeiro como Fator H e
plasminogénio, que mantém as suas fungdes mesmo apos a ligagdo. Através da ligacdo
do fator de elongacdo Tuf ao plasminogénio e a sua conversdo a plasmina possibilitam
uma maior interacdo de P. aeruginosa com a matriz extracelular e sua degradacéo
auxiliando a invasdo tecidual. Resumindo, o patégeno P. aeruginosa adquire proteinas

plasmaticas do hospedeiro, como Fator H e plasminogénio, através da proteina Tuf e as
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utiliza na interagdo com o tecido do hospedeiro e evasdo do sistema imune (Kunert et
al., 2007).

Em Mycoplasma pneumoniae a proteina Tuf foi capaz de se ligar a fibronectina
(Balasubramanian et al., 2008). N&o ha relatos sobre estudo desta proteina em fungos
visando a sua fungéo na patogénese de micoses.

e Antigeno de 27 kDa de P. brasiliensis

O gene que codifica uma proteina de 27 kDa de P. brasiliensis foi clonado,
sequenciado e caracterizado como como codificador de uma cadeia polipeptidica de 259
aminoacidos e uma massa molecular de 28,6 kDa (McEwen et al., 1996). Foi produzida
a proteina recombinante através da clonagem deste fragmento de DNA e expressao em
E. coli para a utilizagdo em um teste imunoenziméatico (ELISA) indireto para o
diagnostico da PCM. Este teste proporcionou alta sensibilidade, porém houve
reatividade cruzada com soro de pacientes com histoplasmose e aspergilose (Ortiz et al.,
1998). Esta proteina recombinante também foi utilizada em um ensaio dot blot, e as
amostras de soros de pacientes com PCM reconheceram a proteina recombinante
demonstrando uma sensibilidade de 100% e especificidade de 98% (Correa et al.,
2007). Aparentemente, ndo ha nenhum estudo na literatura discutindo a participacdo ou
0 papel desta proteina nos processo de interacdo proteina-hospedeiro.

e Deoxihipusina sintase

E uma enzima dependente de NAD", cataliza o0 primeiro passo na sintese pos-
traducional de um aminoacido ndo convencional, a hypusine, que ocorre em uma Unica
proteina, elF5A, precursora do fator 5A de iniciacdo eucaridtica (Park et al., 1993),
através da transferéncia da butilamina da espermidine poliamina para residuos de lisina
especificos de elF5A (Park et al., 1982; Abbruzzese et al., 1986). Hypusine e elF5A
atuam na proliferagéo celular (Park et al., 1993).

Em Saccharomyces cerevisiae a mutacdo do gene codificante da deoxihypusine
syntahse levou a perda de sua viabilidade, demonstando que esta proteina € vital para o
crescimento desta levedura (Park et al., 1998). Ndo ha nada descrito em outros fungos
sobre o papel desta proteina.

e ATP sintase

Fazendo parte da fosforilacdo oxidativa, o complexo ATP sintase € o

responsdvel pela transducdo de energia do gradiente eletroquimico gerado pelo

bombeamento de prétons para fora da membrana interna da mitocondria com energia
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derivada de transporte eletronico (Saraste, 1999), sendo esta energia transformada em
energia quimica da ligacdo ADP + fosfato inorganico gerando ATP. ATP sintase €
formado por dois componentes, cada um constituido por varias cadeias polipeptidicas.
Uma porc¢éo esférica, hidrofilica (que interage bem com a agua) chamada de fator de
acoplamento 1, contém os sitios de sintese de ATP. A segunda porcdo FO, que confere
sensibilidade a oligomicina, fica embebida na membrana interna e é constituida por
subunidades hidrofobicas formando um canal através do qual os protons retornam a
matriz mitocondrial. Para esta enzima ser funcional, esses dois componentes (F1 e FO)
devem estar adequadamente associados e intactos (Arselin et al., 1996).

Estudos em alguns microrganismos, Escherichia coli (Laughlin et al., 2010),
Mycobacterium tuberculosis (Rao et al., 2008) focam esta proteina como potencial alvo
para a acdo de antimicrobianos, uma vez que inibindo a atividade da ATP sintase,
ocorre um decréscimo nos niveis de ATP, molécula esta que além de desempenhar
papel no metabolismo energético, possui propriedades imunoestimulantes que podem
auxiliar na montagem de uma resposta protetora contra o parasito, favorecendo a
sobrevivéncia do patégeno.

O gene codificante para a subunidade beta da ATP sintase em P. brasiliensis foi
clonado e expresso em bactérias para a identificacdo de sua sequéncia completa
(Pereira, 2006), porém a funcionalidade desta proteina neste fungo ainda nao foi
descrita.

e Proteina de choque térmico de 10 kDa

As proteinas de choque térmico sdo encontradas em todos 0s organismos, e sua
producdo é aumentada durante estresse quimico ou térmico. Essas proteinas sdo
conhecidas como chaperonas moleculares: pois possuem estrutura altamente conservada
e desempenham um papel importante na dobradura e transporte de proteinas sintetizadas
dentro da célula (Lindquist et al., 1988). Altas quantidades dessa proteina sdo
produzidas principalmente na fase leveduriforme e durante a transicdo de miceélio para
levedura em P. brasiliensis (Goldman et al., 2003; Marques et al., 2004). As HSPs
também apresentam papel imunolégico, provocando respostas humoral e imune celular
contra varios patdgenos, incluindo fungos (Zigel & Kaufmann, 1999) e tém sido
estudadas como alvo para o desenvolvimento de vacinas em P. brasiliensis (Bisio et al.,

2005). Dimorfismo e tolerdncia térmica sdo considerados fatores de viruléncia
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importantes na adaptacdo do patdgeno ao as condi¢cdes do hospedeiro, tais como
temperatura, influéncia hormonal e resposta imune (Kurokama et al., 1998).

Essas proteinas sdo classificadas com base em suas massas moleculares, em
familias variando de 10 a 150 kDa. Em P. brasiliensis ja foram descritas familias de
HSPs de 40, 60, 70, 90 e 100 (Nicola et al., 2005). HSP12, uma chaperonina da
membrana celular envolvida na resposta a diferentes estresses e na adeséo celular, é a
menor chaperonina de P. brasiliensis descrita (Zara et al., 2002). Em Saccharomyces
cerevisiae HSP10 é um componente essencial da mitocondria e a sua interacdo com
HSP 60 é fundamental para o dobramento e montagem de proteinas para serem
exportadas (Hohfeld & Hartl, 1994) e é considerada essencial para o crescimento da
levedura (Rospert et al., 1993).

e [Espermidina sintase

Poliaminas sdo componentes celulares ubiquos e essenciais (Gerner et al., 2004).
Sua sintese € realizada por enzimas aminopropiltransferases (Wallace et al., 2003) e que
possuem importancia critica no crescimento e viabilidade de células eucariéticas uma
vez que estudam demonstram que a espermina é essencial (Park et al., 1997,
Chattopadhyay et al., 2003). Escherichia coli pode sobreviver sem espermidina, mas a
perda da espermidina sintase reduz os niveis de crescimento e tornam as células mais
sensiveis aos danos oxidativos (Chattopadhyay et al., 2003; Xie et al., 1993). Outros
microrganismos que sdo capazes de crescer em ambientes extremos de temperatura e pH
possuem uma grande variedade e altos niveis de poliaminas, 0s quais sd80 necessarios
para permitir a sobrevivéncia nestas condicdes (Terui et al., 2005). A espermidina
sintase é uma aminopropiltransferase (Ikeguchi et al., 2006) e utiliza putrescina como
substrato (Ohnuma et al., 2005). Esta enzima é essencial para o crescimento de todos
eucariotos. A delecdo do gene que a codifica, em Saccharomyces cerevisiae (Guo et al.,
1999), Leishmania donovani (Roberts et al., 2001), Aspergillus nidulans (Jin et al.,
2002) e Cryptococcus neoformans (Kingsbury et al., 2004) resulta em cepas que
requerem espermidina para o seu crescimento. Em Cryptococcus neoformans mutantes
para o gene codificante de spermidine synthase tiveram reduzidos a producao de outros
fatores de viruléncia, entre esses a capsula (Bulmer et al., 1967; Chang et al., 2004;
Fromtling et al., 1982; Kwon-Chung et al., 1986) e melanina (Torres-Guererro et al.,
1994; Williamson et al., 1997), contribuindo portanto para a viruléncia deste fungo
(Kingsbury et al., 2004).
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e Ubiquitina

Modifica¢bes pés-traducionais desempenham importantes papéis na adaptacdo
celular de todos os organismos, bem como crescimento, diviséo, diferenciacdo e
desenvolvimento celular. Essas modificacGes fornecem mecanismos essenciais através
dos quais funcdes, atividades e estabilidade de proteinas pré-existentes podem ser
rapidamente e precisamente moduladas por meio do controle dindmico de processos
celulares. Modifica¢fes por proteinas regulatorias incluem fosforilagdo, sumoilagéo,
acetilacdo e ubiquitinacdo (Leach et al., 2011). Ubiquitina € uma proteina altamente
conservada, formada por uma cadeia polipeptidica de aproximadamente 76 aminoacidos
encontrada em todas as células eucarioticas (Ozkaynak et al., 1987). Dentro da célula,
ela pode estar livre ou ligada covalentemente a proteinas do nicleo e citoplasma (Finley
& Chau, 1991) A ubiquitinacdo € importante para uma variedade de processos
bioldgicos, por exemplo, direcionamento de proteinas especificas para a degradacao
citoplasmatica (Ciechanover, 1998; Ciechanover et al., 2000) incluindo proteinas
desnaturadas por estresse ambiental (Finley et al., 1987; Amerik et al., 2005). Ha
evidéncias de que a ubiquitinacdo contribua para a regulacdo de alguns fatores de
viruléncia em Candida albicans (Leng et al., 2000; Roig & Gozalbo, 2003). A
ubiquitinacdo em C. albicans parece contribuir para a progressao de seu ciclo celular e
atua na morfogénese, a deplecdo de ubiquitina inibe a divisdo nuclear de células
filamentosas. Também estda envolvida na adaptacdo deste fungo a estresse de
temperatura. Portanto a ubiquitinacdo influencia o crescimento e a morfogénese de C.
albicans, que é fundamentalmente importante para a sua viruléncia (Lo et al., 1997;
Gow et al., 2002; Saville et al., 2003; Leach et al., 2011), além da adaptacdo ao estresse
que é critico para a sua patogenicidade (Alonso-Monge et al., 1999; Hwang et al., 2002;
Smith et al., 2004; Hromatka et al., 2005; Leach et al., 2011). N&o ha estudos sobre a
funcdo desta proteina em P. brasiliensis.

As proteinas encontradas na analise protedmica estdo envolvidas na patogénese
de outras doencas, seja no auxilio ao escape do sistema imune, favorecendo o
crescimento ou se ligando aos componentes da matriz extracelular e ainda nédo ha relatos
sobre as suas fungdes em P. brasiliensis, sendo, portanto alvos interessantes para o
estudo.

A complexidade biologica de P. brasiliensis inclui eventos moleculares sua

sobrevivéncia ao interagir com o hospedeiro humano. A proteina enolase, inicialmente
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relacionada apenas ao metabolismo energético tanto em procariotos como eucariotos,
tem sido descrita como uma molécula multifuncional também envolvida nos
mecanismos relacionados com a adesao e invasdo de inimeros patdgenos.

O estudo dos eventos que ocorrem durante a interacdo de P. brasiliensis com as
células ou matriz extracelular do hospedeiro € interessante uma vez que bloqueando esta
interagdo estaremos inibindo a habilidade do patdgeno em colonizar e estabelecer a

infeccdo no hospedeiro.

7. CONCLUSOES

e A fibronectina foi reconhecida fortemente pela enolase de 54 KkDa,
caracterizando-se como principal ligante, seguida de laminina, colageno I,

fibrinogénio, colageno 1V e plasminogénio.
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e Aparentemente a enolase de 54 kDa contribui para o desarranjo do citoesqueleto,
principalmente a partir de 5h de infecgéo, podendo ser observadas alteragGes de
todos os componentes avaliados (actina, tubulina e citoqueratina), porém por

esta técnica nao foi possivel localizar e quantificar a enolase nas interacdes.

e A ligacdo da enolase as células epiteliais de pulmé&o foi reduzida em 10% pela
adicdo do peptideo RGD, confirmando a importancia da sequéncia Arginina-
Glicina-Acido aspartico, o qual é encontrada em varias proteinas da MEC.
Possivelmente esta sequéncia peptidica participa da ligagdo da enolase a alguns
componentes da MEC tais como fibronectina, fibrinogénio, laminina e colageno.

e Foi possivel verificar a localizacdo em nivel ultra estrutural da enolase de 54
kDa de P. brasiliensis, a qual foi encontrada distribuida em menor quantidade
no citoplasma do fungo, porém em uma quantidade elevada e homogénea
principalmente em sua parede celular. Assim esta proteina provavelmente
desempenha func¢des adicionais aquela relacionada na via glicolitica, sugerindo,
pela sua posicdo no fungo, estar desempenhando papel também na adesdo
durante a interagdo com a célula hospedeira.

e Aanalise proteébmica do isolado 18 de P. brasiliensis dos spots mais expressos em cada
situagdo de cultivo (meio Fava-Netto e BHI com 5% de sangue de carneiro) identificou

proteinas associadas a viruléncia.
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